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EINLEITUNG

Chronische myeloische Leukamie

Die unterschiedlichen Krebserkrankungen des blutbildenden Systems werden als
Leukamien bezeichnet. Das gemeinsame Merkmal stellt die unkontrollierte Vermehrung
und die erhdhte Anzahl weilder Blutzellen dar. Je nach Zelltyp, aus dem die maligne Zelle
hervorgeht, unterscheidet man zwischen myeloischen und lymphatischen Leukamien.
Bei der myeloischen Leukamie kommt es zu einer Entartung von verschiedenen Zellen
der myeloischen Reihe, wahrend bei der lymphatischen Leukamie, Zellen der
lymphatischen Reihe entarten. Beide Arten besitzen eine akute und eine chronische
Verlaufsform, sodass man zwischen vier Leukamiearten differenzieren kann: der akuten
myeloischen Leukamie (AML), der akuten Iymphatischen Leukdmie (ALL), der
chronischen myeloischen Leukamie (CML) und chronischen lymphatischen Leukamie
(CLL)." Jahrlich werden circa 13700 Menschen in Deutschland mit Leukamie
diagnostiziert, davon sind 4% unter 15 Jahren alt.? Die Erkrankungsrate ist dabei bei
Mannern hdéher als bei Frauen (13,5 Falle bzw. 8,6 Falle pro 100000 Personen).
Die relative 10-Jahres-Uberlebensrate betragt durchschnittlich 49%. Dabei gehen 38%
der diagnostizierten Falle auf CLL und 23% auf AML zurlck. Die Gruppen der mit ALL und
CML diagnostizierten Personen machten 6% bzw. 8% aller Falle aus.® Der Verlauf der
CML lIasst sich in drei Phasen unterteilen. Wahrend der chronischen Phase (CP) liegen
weniger als 10% Myeloblasten im Blut und Knochenmark vor. Patienten sind
asymptomatisch oder weisen milde Symptome auf. In der akzelerierten Phase (AP)
weisen Blutproben 15% - 30% Blasten auf. Der Anteil basophiler Granulozyten betragt
20% (normalerweise 0,5% - 1,0% der Leukocyten) oder mehr und es kommt zum
vermehrten Auftreten zytogenetischer Anomalien. Erschépfung, Gewichtsverlust und eine
vergroRerte Milz sind typische Symptome in dieser Phase. In der Blastenkrise (BK) liegt
der Anteil der Myeloblasten Uber 30% (nach WHO 220%). Symptome wahrend der BK
sind zu denen der AP ahnlich, umfassen aber auch Fieber, Knochenschmerzen und
aufgrund von zunehmender Anamie auch Kurzatmigkeit (Abbildung 1). Die BK ist von den
Symptomen analog zur AML und fuhrt unbehandelt innerhalb von wenigen Wochen zum
Tod.*587 Der Grofteil aller Patienten wird wahrend der CP bei Routineuntersuchungen
des Bluts diagnostiziert. Bei 95% der CML und 20% - 30% der ALL Patienten liegt das
verkirzte Philadelphia-Chromosom vor.® Es entsteht durch reziproke Translokation
zwischen den Chromosomen 9 und 22, wobei es zur Bildung des Onkogens BCR-ABL1
(break point cluster region) kommt. Durch Transkription und Translation kommt es zur
Bildung der BCR-ABL1-Tyrosinkinase. Das ABL1-Gen codiert die ABL1-Tyrosinkinase
(Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), die an Signalwegen zur

Zelldifferenzierung, Zellteilung, Zelladhasion und Apoptose beteiligt ist. Sie wird durch eine
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SH2- und SH3-Domane (Src-homology) reguliert. Eine Myristoylgruppe am N-terminalen
Glycin kann sich in der Kinasedomane einbetten und durch ein Annadhern der SH2- und
SH3-Démane an die Kinasedomane zur Autoinhibition fuhren. Intramolekulare
Protein-Protein-Interaktionen (PPI) zwischen einer 80 Aminosauren langen, N-terminalen
Cap-Sequenz und der Kinasedomane stabilisieren die inaktive Konformation.®
Ferner kann durch Dephosphorylierung von Tyr245 und Tyr412 eine Inaktivierung der
Kinase? stattfinden.® Der Verlust der Cap-Sequenz und der N-terminalen Myristoylgruppe
durch die Translokation fiihren zur dysregulierten Aktivierung von BCR-ABL1."" Dies leitet
unkontrollierte Proliferation und Zellwachstum durch Stérung des MAPK-Wegs,
Beeintrachtigung der  Transkriptionsaktivitdt durch den Einfluss auf den
JAK-STAT-Signalweg und eine Inhibition der Apoptose ein.'>'® Eine Strategie fiir die
Behandlung der BK ist die frihzeitige Erkennung und Inhibition von BCR-ABL durch die
Applikation von Imatinib, Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) der zweiten und dritten
Generation oder Stammzelltransplantation.™ Bis 2001 wurde CML mit klassischen
Chemotherapeutika wie Hydroxyharnstoff, Busulfan und Interferon-a behandelt. Allerdings
kam es dabei aufgrund unzureichender Spezifitdt gegeniber malignen Zellen zu
signifikanter Toxizitat."> Durch die Einflhrung von Imatinib als Standardtherapeutikum
durch die FDA (Food and Drug Administration) wurde die 10-Jahres-Uberlebensrate von
circa 20% auf 80% - 90% gesteigert."® 10% - 30% der Patienten weisen eine komplette
Remission auf. Die Rickfallquote in dieser Kohorte nach Absetzen von Imatinib betrug
allerdings 60%."

Chronische Phase

Mediane Dauer
ohne Behandlung

Blasten

Abbildung 1: Progression der CML (abgewandelt von CLARKE et al.*; WHO und ELN geben keine Blastenzahl
fur die CP an.’8).

a Mechanismen der Regulation fir die ABL1b-Isoform nach HANTSCHEL et al.'®

2
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Tyrosinkinase-Inhibitoren gegen CML

Bis in die 1980er Jahre war die Entwicklung von Chemotherapeutika fast ausschlieflich
auf Antimetabolite, DNA-Alkylanzien und Mitosehemmstoffe, die Einfluss auf die
DNA-Replikation und Zellteilung nehmen, fokussiert. Trotz ihrer Wirksamkeit zeigten sie
aufgrund mangelnder Selektivitdt eine hohe Toxizitat und damit verbundene
Nebenwirkungen. Dazu gehéren Ubelkeit, Haarausfall und eine Verdnderung des
Blutbildes, aber auch Spatfolgen wie Organschaden, Unfruchtbarkeit oder die Entstehung
von Zweittumoren.' Imatinib ist der erste beschriebene ATP-kompetitive Inhibitor der
BCR-ABL-Kinase. Der Wirkstoff wurde mittels SAR (structure-activity relationship)-
basierter Optimierung ausgehend von einem Phenylaminopyrimidin-Derivat in den 1990er

Jahren von Ciba-Geigy® entwickelt und wird seit 2001 als Glivec® vermarktet.?°

(\JN\ /@ SAR Optimierung /(\JN\ j@\ ?
‘ N -~
A vy deasashels
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| fys271 Met290
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Abbildung 2: SAR-basierte Optimierung der Lead Verbindung flihrte zum ersten zugelassenen TKI-Inhibitor
zur Behandlung der CML (A). Interaktionen von Imatinib in der ATP-Bindestelle von BCR-ABL (B; angepasst
nach REDDY at al.?'; PDB ID 2HYY).

Der Inhibitor bindet kompetitiv an die inaktive Konformation der ATP-Bindestelle der
ABL-Kinasedomane. Durch Inhibition® der ATP Bindung kommt es zur Einleitung von
Apoptose in malignen, BCR-ABL-abhangigen Leukamiezellen.?

Das Phenylaminpyrimidin-Motiv interagiert iber VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen und
eine Wasserstoffbricke mit der Hydroxylgruppe von Thr315. Gleichzeitig bindet der
Pyridin-Substituent in der Adenin-Bindetasche und der Benzylpiperazin-Rest in der
DFGY-out-Tasche. Dabei wird ein hydrophober Kéfig aus Tyr253, Phe317 und Leu370 um
den Pyrimidin und Pyridin-Ring gebildet, wodurch die Aromaten vom Solvens abgeschirmt

werden. Dagegen liegt der Benzamid- und Piperazin-Teil zum Solvens gerichtet vor.

b Heute Novartis.
¢ Imatinib inhibiert auch c-KIT und PDGFR-B, welches zum Effekt auf die Zellviabilitat beitragen kann.”
4 Asp381-Phe382-Gly383 in Abl.
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Dabei werden finf weitere Wasserstoffbriicken ausgebildet: Der Pyridin-Stickstoff
interagiert mit dem Amidproton von Met318, das Amidproton der Amidbindung bildet eine
Wasserstoffbriicke zu Glu286 und der Carbonyl-Sauerstoff wechselwirkt mit dem
Amidproton von Asp381 aus der Hauptkette. Das portionierte Piperazin bildet
Wasserstoffbriicken zu den Carbonylsauerstoffen von 11e360 und His361 aus
(Abbildung 2).2!

BRANFORD ef al. befanden in ihrer Studie, dass etwa ein Drittel aller behandelten Personen
eine Resistenz gegen Imatinib, durch das Auftreten von Mutationen in der
BCR-ABL-Kinase entwickeln.?® Um das Aufkommen von Resistenzen zu Uberwinden,
wurden TKI der zweiten und dritten Generation entwickelt. Dazu gehoéren Nilotinib,
Dasatinib und Ponatinib. Nilotinib hat eine 10 - 20-mal hdéhere Aktivitat gegen den
ABL-Wildtyp und weist eine strukturelle  Ahnlichkeit zu Imatinib  auf.
Der Methylpiperazin-Rest wurde durch einen 3-Methylimidazol-Rest ersetzt. Anstelle der
Meythylgruppe befindet sich eine Trifluormethylgruppe am zentralen Benzen und die
Amidgruppe wurde invertiert. Die Interaktionen mit der Kinasedomane von BCR-ABL
ahneln denen von Imatinib. Die héhere Bindungsaffinitat I&sst sich durch die verstarkten
VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen durch die CFs-Gruppe und den Imidazolring sowie
die bessere Passform beider Strukturelemente in der DF G-out-Tasche erklaren.? Nilotinib
bindet ebenfalls an die inaktive Konformation der Kinase. Die Verbindung ist gegen viele
mutierte Formen des Proteins aktiv. Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft zu Imatinib
ist Nilotinib jedoch inaktiv gegeniber der BCR-ABL mit der T315I-Mutation.?®
Dasatinib bindet, im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Inhibitoren, bevorzugt an
die DFG-in-Konformation der Kinase. Trotz der geringeren Oberflache und Anzahl an
Wasserstoffbriicken Interaktionen hat der Inhibitor eine 10 - 20-mal hdhere Aktivitat
gegenltber der Wildtyp-Kinase als Nilotinib. Aufgrund einer hdheren konformativen
Flexibilitdt des DFG-in-Konformers ist die Bindung von Dasatinib thermodynamisch
begtnstigt. Dies ist auf den Entropieunterschied zwischen der DFG-in- und der DFG-out-
Konformation zurlckzufuihren. Dieser Befund stellt auch eine mégliche Erklarung fur die

Aktivitat von Dasatinib gegentiiber konformativ veranderten ABL-Mutanten dar.2®
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Abbildung 3: Anti-CML TKI der zweiten und dritten Generation Nilotinib, Dasatinib und Ponatinib.
Cokristallstruktur von Ponatinib und der ABL-Kinase (A; adaptiert von REDDY et al. 2'; PDB ID 30XZ).

Der einzige bisher zugelassene TKI der dritten Generation ist Ponatinib. Er weist
strukturelle Ahnlichkeit zu Imatinib und Nilotinib auf und bindet analog an die DFG-out-
Konformation der Kinase. Dabei wurde das Pyridin-Pyrimidin-Motiv durch ein
Imidazolo[1,2-b]pyridiazin  ersetzt, das die Adenin-Bindestelle Uber eine
Wasserstoffbriicke adressiert. Die BCR-ABL1™'"-Mutation® fiihrt zu Resistenzen
gegenlber Imatinib und TKI der zweiten Generation. Der Verlust der Aktivitdt der TKI
wurde dabei auf die fehlende Wasserstoffbricken-Bindung zwischen Thr315 und dem
Aminopyrimidin-Proton, den erhdhten sterischen Anspruch durch die Isoleucin-Seitenkette
und die geringere Stabilitat der inaktiven Konformation der ABL-Kinase zurtickgefiihrt.?”-28
Diese Mutation tritt in 2% - 20% aller CML Falle auf.?® Der Ethinyl-Linker wurde eingefiihrt,
um die hydrophobe Isoleucin-Seitkette, die bei der verbreiteten ABL1™3'®-Mutation auftritt,
durch Verringerung der sterischen Wechselwirkungen zu adressieren (Abbildung 3).
CORTES etal. zeigten, dass Ponatinib effektiv bei Behandlung von CML- und
Philadelphia-Chromosom-positiven ALL-Patienten mit der ABL1™'9-Mutation ist.*°
Trotz der Erfolge bei der Entwicklung neuer Inhibitoren ist die Prognose fur Patienten, die
Merkmale einer AP oder BK ausgehend von einer CP entwickeln, immer noch schlecht.™
Einige CML-Patienten sprechen nicht auf eine Behandlung mit Imatinib an.3' Imatinib,
Nilotinib und Ponatinib sind hepatotoxisch und kénnen zu Leberversagen fiihren.3% 33
Bei Studien mit Ponatinib kam es zum gehauften Auftreten von arteriellen Thrombosen.**
Mutationen der BCR-ABL1Kinasedomane und den SH2/SH3-Domanen fuhren zu

Resistenzen gegentiber TKl-basierten Therapien.®>%¢ Darliber hinaus treten mehr als

¢ Nach GORRE et al. wiesen sechs von neun Patienten diese Mutation bei der Entdeckung auf.

5
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90 verschiedene Mutationen der ABL-Kinasedomane auf, die zu Resistenzen gegen
Imatinib und weitere TKI fiihren.®” Daraus geht die Motivation fur die Erforschung neuer

Therapiemdglichkeiten fur CML unter Einbezug neuer Zielstrukturen hervor.

Hitzeschockprotein 90 (Hsp90)

Induziert durch Stressfaktoren wie erhéhte Temperatur, Azidose, Hypoxie oder oxidativen
Stress kommt es zum gehauften Auftreten von Mutationen und Fehlfaltungen in Proteinen.
Als Reaktion auf diese Faktoren exprimieren Zellen Chaperonproteine, um die
Proteinhomdostase aufrechtzuerhalten.®®3° Das 90 kDa schwere Hitzeschockprotein 90
(Hsp90) ist ein ATP-abhangiges Chaperon, das fur die Faltung, Aktivitat, Stabilisierung
und den Zelltransport von Uber 400 Klientproteinen verantwortlich ist.*® Zu den
Klientproteinen gehdéren Wachstums- und Transkriptionsfaktoren, Kinasen und
Steroidhormonrezeptoren.*! Die Funktionen dieser Klienten umfassen Signaltransduktion,
Autophagie, = Chromatin-Remodellierung, = Apoptose  und  Zellproliferation.*?43
Unter normalen Bedingungen macht Hsp90 1 - 2% der gesamten Proteinmenge einer
Zelle aus. Unter Stressbedingungen wird das Chaperonprotein tberexprimiert (4-6%).44
Es existieren vier humane Isoformen von Hsp90. Hsp90a und Hsp90p treten im Zytosol
auf. GRP94 (glucose-regulated protein) ist im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert,
wahrend TRAP-1 (tumor necrosis factor associated protein 1) in Mitochondrien
vorzufinden ist.*®4¢ Hsp90B wird konstitutiv exprimiert, wahrend die Konzentration von
Hsp90a stressinduziert erhoht wird.4” Hsp90 gehort zu der GHKL-Superfamilie (Gyrase,
Hsp90, histedine kinase, MutL) von ATPasen, die durch ein Bergerat-Motiv charakterisiert
sind. Dieses Motiv ist im Fall von Hsp90 aus drei B-Faltblattern und vier a-Helices
aufgebaut. Dabei zeigt die Lid-Region weg von der ATP-Bindestelle, wodurch sie
vollstandig solvensexponiert vorliegt.*®4° In Abgrenzung zu Kinasen, in denen ATP in einer
ausgestreckten Konformation gebunden vorliegt, nimmt gebundenes ATP in Hsp90 eine

gebogenen Konformation an.
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Cochaperone Offene Konformation Geschlossene Konformation
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Abbildung 4: Aufbau von Hsp90 und konformative Veranderung induziert durch die Bindung von ATP
(modifiziert nach RATAJCZAK et al.0).

In Lésung liegt Hsp90 als Homodimer vor. Dabei lasst sich jedes Monomer in drei
Domanen unterteilen: Die N-terminale Doméane (NTD) verfigt Gber eine ATP-Bindetasche
und ist Uber die middle domain (MD) mit der C-terminalen Domane (CTD) verbunden.
Die flexible Linker-Region zwischen der NTD und der MD ist, aufgrund des hohen Anteiles
an Lysin- und Glutaminsaure-Seitenketten, polar und dadurch in der Lage das y-Phosphat
von ATP zu binden. Damit die Hydrolyse von ATP stattfinden kann, findet eine
Annaherung der NTD und der MD statt. Dadurch ist Arg380 (MD) in der Lage die Hydrolyse
von ATP zu katalysieren.®' Ist ATP nicht gebunden, liegt das Dimer in einer offenen
V-férmigen Konformation vor. Die Hydrolyse von ATP liefert die notwendige Energie fur
konformative Anderungen von Hsp90, die notwendig sind, um Klientproteine zu falten.>?
Dabei geht der Komplex in eine geschlossene Konformation tber (Abbildung 4). Die CTD
ist essenziell fir die Homodimerisierung von Hsp90 und damit flr seine Funktion.
Hydrophobe Protein-Protein-Interaktionen in einem 4-Helix-Blindel stabilisieren das
Hsp90-Dimer. Darlber hinaus befindet sich eine zweite Nukleotid-Bindestelle in der CTD.
Sie besitzt unspezifische Affinitat fur Purin- und Pyrimidinnukleotide und ist nur zugénglich
wahrend die N-terminale ATP-Bindestelle besetzt ist.5® Ferner verfligt die CTD von
cytosolischem Hsp90 Uber eine MEEVD-Aminosauresequenz, welche die Bindung von
Cochaperonen mit einer TPR-Domane (tetricopeptide-containing repeat) ermoglicht; dazu
gehoren HOP (Hsp70-Hsp90 organizing protein), Immunophiline (FKBP52) und CDC37
(cell division cycle 37).%* Ein Entfernen der CTD fiihrt zu einer 6-10-fach geringeren
Aktivitat der N-terminalen ATPase. Das Ersetzen der CTD durch eine Disulfid-Briicke
zwischen den beiden Monomeren stellt die ATPase-Aktivitat wieder her.®
Zur Uberfiihrung eines Klientproteins aus seiner nativen in eine aktive Konformation ist

die Bildung eines Multiproteinkomplexes aus Hsp90 und mehreren Cochaperonen



EINLEITUNG

erforderlich. Kinasen stellen eine grolRe Klientproteingruppe von Hsp90 dar. Sie werden
von CDC37 rekrutiert und assoziieren anschliefend mit der offenen Konformation von
Hsp90 (A). CK2 (casein kinase 2) reguliert dabei durch Phosphorylierung von Ser13 in der
NTD die Bildung des Cochaperon-Hsp90-Komplexes (B).*® Nach der Bindung von ATP an
den offenen Heteroproteinkomplex kommt es zu einer Dimerisierung der NTD durch
Interaktion der Lid-Region beider Hsp90-Monomere (C). Die Dephosphorylierung von
CDC37 durch PP5 (Ser/Thr protein phosphatase 5) fihrt zur Freisetzung von CDC37 und
Phosphat (D). Die Interaktion der MD mit der NTD fluhrt dabei zur Beglinstigung der
ATP-Hyrolyse (E).5" Die Offnung der Lid-Region fiihrt zur Freisetzung von ADP und
Phosphat sowie der aktiven Kinase. Dabei geht Hsp90 wieder in eine offene V-férmige
Konformation tber (Abbildung 5). Darlber hinaus wird Hsp90 durch posttranslationale
Modifikationen wie Acetylierung, Phosphorylierung und S-Nitrosylierung reguliert. Weitere
Cochaperone wie p23 und CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting protein) stabilisieren die

geschlossene Konformation und sind am Abbau ungefaltener Klientproteine beteiligt.®’

makuve Kinase

cDear ATF.
oKz c

linker region

ADP+P aktwe Kinase

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Aktivierung einer Kinase durch einen Hsp90-Cochaperon-
Komplex (modifiziert nach SCHoPF et al.58).

Hsp90 und die Merkmale von Krebszellen

Die gezielte Adressierung von Proteinen, die an dem Wachstum von Krebszellen beteiligt
sind, steht im Fokus der zielgerichteten Krebstherapie. HANAHN et al. postulierten im Jahr
2000 Merkmale, die kollektiv fir die Manifestation verschiedener Genotypen von
Krebszellen verantwortlich sind (six hallmarks of cancer; Abbildung 6).%° Bisher gelang es
durch Inhibitoren gezielt eine Zielstruktur zu adressieren, die an einem oder mehreren

hallmark of cancer beteiligt ist. Es wurde gezeigt, dass der Hsp90-Multiproteinkomplex
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eine zentrale Rolle bei der Manifestation aller sechs hallmarks of cancer spielt. Durch die
Inhibition von Hsp90 ist es nunmehr moglich alle sechs Merkmale zu adressieren.%%6
Da Hsp90 auch in gesunden Geweben ubiquitar vorliegt, gab es Bedenken, dass eine
Inhibition zu unspezifisch fur die Entwicklung neuer Chemotherapeutika ist.
Viele Krebszellen weisen jedoch eine Uberexpression von Hsp90 auf. Dies ist assoziiert
mit der Hochregulierung von Proteinen, die zu einem unkontrollierten Zellwachstum
fihren.%2 Hsp90 ist direkt an der Stabilisierung von Onkoproteinen beteiligt.
Zahlreiche Klientproteine liegen mutiert und Uberexprimiert in Krebszellen vor, oder
bendtigen aufgrund ihrer konformativen Labilitdt kontinuierliche Stabilisierung durch
Hsp90 (Hsp90 addiction).®® Dadurch tragt Hsp90 mafRgeblich zur Onkogenese und dem
invasiven Potenzial von Krebszellen bei.* Es wurde gezeigt, dass Hsp90-Inhibitoren
(Hsp90i) eine héhere Akkumulation und Toxizitat in malignen Geweben im Vergleich zu
gesunden Geweben aufweisen. Eine Inhibition von Hsp90 fuhrt zum Abbau ungefaltener

Klientproteine durch das Proteasom.5%6¢

Anhaltede Wachstumssignale
Raf-1, AKT, Her2, MEK, BCR-ABL

Abwenden der Apoptose Wachstumssignalresistenz
NF-kB, AKT, p53, c-MET, Apaf-1 Myc1, Wee1, Plk, CDK4, CDK6

Anregung der Anginogenese Invasion und Metastasierung
HIF-1a, VEGFR, PI3K/AKT, RTKs c-MET, SSDF-1, MMP-2

Unbegrenzte Replikation
Telomerase (h-Tert)

Abbildung 6: Die sechs hallmarks of cancer und die damit assoziierten Klienten von Hsp90 (modifiziert nach

HANAHN et al.5° und GARG et al.%%).

Die Inhibition von Hsp90 stellt einen vielversprechenden Ansatz zur simultanen
Adressierung mehrerer onkogener Zielstrukturen und dadurch die Grundlage fir die
Entwicklung neuer Krebstherapien dar. Hsp90i lassen sich entsprechend der

unterschiedlichen Domanen von Hsp90 kategorisieren.
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N-terminale Hsp90i

Die Moglichkeit durch Inhibition von Hsp90 gleichzeitig mehrere Signalwege von malignen
Zellen zu unterbrechen, die an den sechs hallmarks of cancer beteiligt sind, ermdglicht die
Entwicklung neuer Therapieformen. Mittlerweile wurden 18 Hsp90i in klinische Studien
gegen unterschiedliche Krebsindikationen evaluiert.” Alle evaluierten Inhibitoren
adressieren dabei die N-terminale ATP-Bindetasche von Hsp90. Sie sind in der Lage die
Bindung von ATP an Hsp90 kompetitiv zu inhibieren und verhindern dadurch die Bildung
der geschlossenen Konformation. Die akkumulierten Onkoproteine werden ubiquitiniert
und vom Proteasom abgebaut.** Im Folgenden werden drei N-terminale Hsp90i Klassen
vorgestellt.

Ansamycin-Hsp90i

Wie eingangs erwahnt, nimmt ATP in der Bindetasche von Hsp90 eine gebogene
Konformation ein. Dieses ungewohnliche Merkmal erlaubt die Entwicklung von Inhibitoren,
die die NTD von Hsp90 adressieren. Als Ausgangspunkt fur die Entwicklung N-terminaler
Inhibitoren diente die Entdeckung der Naturstoffe Radicicol und Geladanamycin.586°
Geldanamycin zeigt antiproliferative Aktivitat gegen eine Reihe verschiedener
Krebszellen.”® WHITESELL et al. demonstrierten mittels Affinitatsreinigung, dass
Geldanamycin an Hsp90 bindet und zur Dissoziation des Hsp90-Src-Kinasekomplexes
fahrt.”!
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Geldanamycin 17-Allylaminogeldanamycin (17-AAG) Retaspimycin (IP1-504) Alvespimycin (17-DMAG)
Abbildung 7: Beispiele fiir Ansamycin-basierte Hsp90i der NTD.

SCHNEIDER et al. zeigten, dass diese Inhibition zum Abbau vom Hsp90-Klientprotein Raf-1
(rapidly accelerated fibrosarcoma) fihrt.”>? NIMMANAPALLI et al. legten dar, dass
Geldanamycin zum Abbau der BCR-ABL-Kinase fuhrt und die Apoptose von
BCR-ABL-positiven Leukamiezellen auslost.”® Ferner zeigten GORRE et al., dass der
Inhibitor Apoptose in Imatinib-resistenten, BCR-ABL-positiven Zelllinien mit der
T315I-Mutation auslost.”* Trotz der antiproliferativen Eigenschaften von Geldanamycin

war der klinische Einsatz ausgeschlossen. Grinde dafir waren neben der ungenigenden
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Wasserloslichkeit, das Aufkommen von Hepato™- und Nephrotoxizitat in praklinischen
Untersuchungend.”®  Merkmale, die fir die spatere  Entwicklung von
Geldananymycin-Derivaten relevant waren gehen aus der Cokristallstruktur mit der NTD
hervor.®® Die Amidbindung isomerisiert aus einer trans- in eine cis-Konformation.
Der Verlust der Koplanaritat zwischen der Amidbindung und dem para-Chinonring flihrt zu
einer gebogenen, C-formigen Konformation von Geldanamycin, die sich von der
ausgestreckten Konformation im ungebundenen Zustand unterscheidet. Der Ansa-Ring
bindet tief in der ATP-Bindetasche wahrend der Chinonring am Eingang der Tasche Platz
findet und zum Teil solvensexponiert ist. Dabei zeigt die Methoxygruppe am Chinonring
weg von der Bindestelle. Die Carbamatgruppe am Ansa-Ring bildet ein Netzwerk von
Wasserstoffbricken in der grofdtenteils hydrophoben Bindetasche aus. Zwei Wasser
mediierte Wasserstoffbricken liegen zwischen dem Carbamat und Gly83, Thr171 und
dem Carbonyl-Sauerstoff von Leu34 vor. Das Carbamat bildet eine direkte
Wasserstoffbricke zu Asp79 aus und imitiert in Summe die Interaktion des Adenin-Rests
von ADP. Die Carbonyl-Sauerstoffe des Chinonrings formt eine Wasserstoffbriicke zu
Lys112, wahrend der Methoxy-Sauerstoff eine Wasserstoffbriicke zu Lys44 bildet.
Dabei imitiert der Chinonring die Interaktionen der terminalen Phosphatgruppe von ADP.
Im Fall von 17-AAG wurde zur Verbesserung der Stabilitdt die Methoxygruppe am
Chinonring durch eine Allylaminogruppe ersetzt (Abbildung 7). Die geringe
Wasserloslichkeit wurde erstmals durch den Einsatz des Hydrochlorid-Salzes von IPI-504
und spater durch das Einfihren einer Dimethylaminoethylgruppe im Fall von 17-DMAG
verbessert. Die Aminogruppe liegt unter physiologischen Bedingungen protoniert vor,
erhoht dadurch die Wasserlslichkeit und die orale Bioverfugbarkeit im Vergleich zu
17-AAG.®"7 Sowohl das Hydrochinon" IPI-504 als auch das tertiare Amin 17-DMAG
wurden in einer Reihe von Kklinischen Studien evaluiert. Darunter gegen
HER- (human epidermal growth factor receptor) positiven Brustkrebs, Prostatakrebs,
Lymphoma und CML.787°8081 Obwohl Ansamycin-Analoga vielversprechende Inhibitoren
von Hsp90 darstellen, fiihrt sie zur Uberexprimierung von Hsp70. Dieser Mechanismus

verringert die Wirkung der Inhibitoren und verhindert die Zellapoptose.®

fDer elektronenarme Chinonring wird von der Cytochrom P-450 Reduktase zu einem Semichinon- und einem
Superoxid-Radikal umgesetzt. Superoxide konnen zu DNA-Strangbriichen und Oxidation von Thiol-haltigen
Proteinseitenketten fiihren.2%°

9 Supko et al. verwendeten Hunde als Versuchstiere im Rahmen der toxikologischen Evaluation von
Geldanamycin.

" Die Reduktion vom Chinonring in das Hydrochinon wurde durchgefiihrt, um die Hepatotoxizitat zu
adressieren, die durch den Chinonring hervorgerufen wird. Das Hydrochinon wird in vitro und in vivo durch
eine Oxidoreduktase in das Chinon Uberfiihrt.30°
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Resorcin-Hsp90i

Parallel zu den Ansamycin Hsp90i wurden Inhibitoren ausgehend von dem Naturstoff
Radicicol entwickelt. Die antiproliferativen Eigenschaften des Makrolactons konnten
in vitro gezeigt werden. Allerdings weist Radicicol eine geringe Plasmastabilitat' auf und
kam daher nicht als Kandidat fiir die klinische Entwicklung in Frage.”” Die Cokristallstruktur
mit der NTD von Hsp90 zeigt, dass der Naturstoff eine dhnliche Konformation annimmt
wie in der ungebundenen Form. Dabei bildet die Hydroxylgruppe in der 3-Position die
einzige direkte Wasserstoffbriicke zu Asp79 aus. Die beiden anderen polaren
Interaktionen werden indirekt durch Wassermolekile in der Bindetasche vermittelt.
Die Hydroxylgruppe in 3-Postition und die Carbonylgruppe im Makrocyclus chelatisieren
ein Wassermolekl. Dieses bildet Wasserstoffbricken zu Thr171, Gly83 und Asp79 aus.
Die Hydroxylgruppe in 5-Position bildet eine weitere, Wasser-mediierte, Interaktion zum
Carbonyl-Sauerstoff von Leu32 aus. Der Chlor-Substituent bildet eine VAN-DER-WAALS-
Interaktion zur Seitenkette von Phe124. Die Wasserstoffbriicke zwischen dem Epoxid-
Sauerstoff und Lys44 stellte sich als nicht essenziell heraus. Dies konnte mittels der
Synthese des Cyclopropyl-Analogons durch LEJ et al. gezeigt werden.®® In Summe imitiert
der substituierte Resorcinol Ring die Interaktionen von Adenin in, an Hsp90 gebundenem
ADP.2 Basierend auf diesen Vorarbeiten wurden die stabileren Resorcin-Analaoga
Onalespib, Luminespib, KW-2478 und Ganetespib entwickelt (Abbildung 8).
Alle Inhibitoren teilen das Resorcinol Strukturmotiv und tragen anstelle des
Chlor-Substituenten einen iso-Propyl- oder Ethyl-Rest zur besseren Adressierung der
flexiblen hydrophoben Tasche, die von Leu107 und Phe124 gebildet wird.

Der Resorcinol-Rest wurde zur Adressierung der Adenin-Bindestelle beibehalten.
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Radicicol Onalespib (AT13387) Luminespib (AUY922) Ganetespib (STA-9090)

Abbildung 8: Resorcin-basierte Hsp90i der NTD.

Im Fall von Luminespib und Onalespib wurde ein Morpholin bzw. N-Methylpiperazin-Rest

eingefuhrt. Dieser befindet sich in der Cokristallstruktur am Eingang der Bindetasche und

' Grund dafiir ist die labile Epoxidgruppe sowie die q, 3, y, 8-ungesattigte Carbonylgruppe des makrocyclischen
Lactons.
V' Fiir den Morpholin-Rest wurde eine 10-fache Verringerung der in vitro Aktivitat beobachtet.8®
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verbessert die Wasserloslichkeit.898 Onalespib wurde von Astex Pharmaceuticals
entwickelt. Dabei wurde in einem Fragment-basierten Ansatz, gestitzt durch NMR und
Cokristallanalysen, ein Isoindolin Fragment als Hit identifiziert. Dieses wurde mittels
SAR-basierter Optimierung zu Onalespib weiterentwickelt.?¢ Der Inhibitor wurde in
13 klinischen Studien, darunter gegen NSCLC (non-small-cell lung carcinoma), GIST
(gastrointestinal stromal tumor) und Prostatakrebs, evaluiert.®”#8 Das Isoxazol
Luminespib wurde durch Optimierung des Pyrazols CCT018159 durch Vernalis Research,
Novartis und das ICR (Institute of Cancer Research) gewonnen. Die phenolischen
Hydroxylgruppen und der Stickstoff des Pyrazolrings bilden Wasserstoffbriicken zu
Asp79, Gly83 in der Cokristallstruktur aus. Das Ersetzen der Methylgruppe in 5-Position
durch eine Amidgruppe ermdglichte die Bildung einer Wasserstoffbricke zum
Carbonyl-Sauerstoff von Gly97 und erhdht die Aktivitat gegentber Hsp90. Die Substitution
des Pyrazols durch Isoxazol verbesserte die Inhibition der Zellproliferation, ohne dabei an
Aktivitat gegeniiber Hsp90 zu verlieren.® Die Verbindung wurde bisher in 28 klinischen
Studien gegen verschieden Krebsindikationen evaluiert.®" Das Triazolon Ganetespib
wurde von Syntha Pharamceuticals entwickelt. Cokristalluntersuchungen zeigten drei
essenziellen Wasserstoffbriicken zwischen dem Inhibitor und der ATP-Bindestelle von
Hsp90. Eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Resorcinol und Asp93, eine zwischen dem
N? des Triazolon und Thr184 sowie zwischen dem Carbonylsauerstoff des Triazolon und
Lys58. Mittlerweile wurde der Inhibitor in 38 klinischen Studien, als Mono- sowie als
Kombinationstherapie, evaluiert. Darunter auch in drei Studien gegen AML und CML.

Jedoch wurde keiner der beschriebenen Inhibitoren bisher zugelassen %2939

Purin- und purinartige Hsp90i

In Abgrenzung zu den beiden vorhergegangenen Klassen, basiert die Entwicklung von
Purin- und purinartigen Hsp90i auf der gebogenen Bindungskonformation von ADP und
ATP im Hsp90-Komplex. Die Strukturmotive der Inhibitoren dieser Klasse sind sehr
ahnlich: Ein Purin-Ring, der durch einen Linker in Position 8 mit einem
Phenyl-Substituenten verbunden ist und ein Alkyl- oder Aminoalkyl-Substituent in Position
9. Dabei imitiert das Purin in PU3 die Interaktionen der Adenin-Region, wahrend der
Trimethoxybenzyl-Substituent die Bindestelle des Phosphats adressiert. In den
Cokristallstrukturen  beobachtet man eine konformative Reorganisation der
Phosphat-Bindestelle. Dadurch fallt der Benzyl-Substituent in eine hydrophobe Tasche
zwischen Phe138 und Leu107 und bildet weitere hydrophobe Interaktionen zu Met98 und
Leu103. Der Alkyl-Substituent am N-9-Stickstoff ist an derselben Stelle wie die Ribose von
ADP lokalisiert. Diese Position ist durch die Reorganisation und die Annaherung von

Leu107 sterisch gehindert.%®
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Abbildung 9: Ausgewahlte Purin- und purinartige Hsp90i.

Die Aktivitdt gegenuber Hsp90 wurde durch Abwandlung des Phenyl-Substituenten
verbessert. Die Pharmakokinetik wurde durch Variation des Substituenten in Position 9
optimiert. Es wurde festgestellt, dass das 4,5-Benzodioxol-Motiv mit einem Halo- oder
Dimethylamino-Substituenten  zur grof3ten Verbesserung der Aktivitat flhrt.
Die Orientierung der 9-Position zum Taschenausgang und damit zum Solvens wurde
genutzt, um durch Einfigen von linearen und cyclischen Aminen die Wasserldslichkeit zu
verbessern, ohne dabei Aktivitat durch die sterischen Interaktionen mit Leu107
einzublRen. Zusatzlich wurde festgestellt, dass man den Purin-Stickstoff in 3-Position
durch ein Kohlenstoffatom ersetzten kann ohne Aktivitat gegenuber Hsp90 zu verlieren.
Aus diesen Beobachtungen gingen die Inhibitoren PU-H71, MPC-3100 und Debio 0932
hervor (Abbildung 9).96°7:% |nhibitoren dieser Klasse weisen eine geringere Toxizitat und
ein verbessertes pharmakokinetisches Profil im Vergleich zu den Ansamycin Hsp90i auf.*®
Insgesamt wurden diese drei Inhibitoren in zehn klinischen Studien evaluiert, darunter

gegen metastasierenden Brustkrebs und NSCLC. 190101

Trotz der Erfolge bei klinischen Untersuchungen von N-terminalen Inhibitoren® wurde
bisher kein Hsp90i von Arzneimittelagenturen zugelassen. Nebenwirkungen wie
Herzrhythmusstérungen, okulare Toxizitdt und Hepatotoxizitat traten vermehrt auf.
Des Weiteren fuhrte die schlechte Wasserloslichkeit zu ungenugender Bioverfugbarkeit
und erschwerte die Wirkstoffformulierung'.”>’” Dariiber hinaus kam es zur Einleitung der
HSR (heat shock response), einem pro survival Mechanismus, der zur Unterbindung von
apoptotischen Prozessen fuhrt und mit einer Verringerung des Behandlungserfolgs

assoziiert ist. 102103

K Eine weitere Klasse N-terminaler Inhibitoren Stellen die Benzamid-Hsp90i dar. Dazu gehdren XL888, SNS-
5422 und TAS-116.

! Aufgrund der schlechten Wasserl6slichkeit wurde DMSO fur die klinische Formulierung von 17-AAG
verwendet.”7301
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Heat shock response

Der Transkriptionsfaktor HSF1 (heat shock factor 1) ist an der Initiation von
Zellschutzmechanismen, im Fall einer abrupten Anderung der Umgebungsparameter,
beteiligt. Er wird durch Faktoren aktiviert, die zu einer Stérung des Proteingleichgewichts
in der Zelle fiihren. Dazu gehéren Umweltfaktoren (oxidativer Stress, Prasenz von
Schwermetallen, Azidose und Hitze) sowie pathophysiologische Faktoren (Fieber,
Onkogenese und Proteasom-Inhibitoren).' Man geht davon aus, dass HSF1 in einem
Komplex mit Hsp90 vorliegt. Dabei kann der Transkriptionsfaktor entweder durch das
Binden von N-terminalen Hsp90i oder durch die Akkumulation von ungefalteten
Klientproteinen freigesetzt werden. %1% Der Faktor wird phosphoryliert und bildet Trimere.
Durch einen Translokationsvorgang wird das Trimer in den Nucleus Uberfuhrt, wo es zur
Transkription von HSF1-, Hsp27-, Hsp40- und Hsp70-mRNA flihrt. Dadurch kommt es zur
Uberexpression der entsprechenden Hitzeschockproteine, die eine Aggregation der
ungefalteten und fehlgefalteten Proteine verhindern, die Zellen bei beim Proteinabbau
unterstiitzen und die Apoptose verhindern (Abbildung 10).'°'% Die Uberexpression der
Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp27 ist mit einer Verschlechterung der Prognose bei
der Behandlung von Krebspatienten assoziiert und ist ein Grund fir das bisherige
Scheitern der Hsp90-Inhibitoren in klinischen Studien.'®® Ein Ansatz der verfolgt wird, um
diesen Nachteil zu adressieren, ist die Kombinationstherapie aus N-terminalen Hsp90i mit
Kinase- oder Proteasom-Inhibitoren.''® Der zweite Ansatz verfolgt die Entwicklung neuer
Inhibitoren, die keinen HSR auslosen. Dazu zahlen Inhibitoren der Interaktionen von
Hsp90 mit seinen Cochaperonen und Klientproteinen sowie Inhibitoren der CTD von
Hsp90.67:111

Hitzeschock
Schwermetalionen
Azidose

+ Falten akkumulierter, ungefaltener Proteine
+Abwenden der Apoptose
+ Verringern Effekt von NTD Hsp90i

- A Hsp70 Hsp27

Ungefaltene Proteine

e VAVAN

HSF-1 wsF P

\ HSF4  Translokation

Hsp90

Abbildung 10: Schematische Darstellung des HSR (modifiziert nach ScHoPF et al.%8).
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CTD Hsp90i

C-terminale Hsp90i stellen eine vielversprechende Alternative zu N-terminalen Hsp90i dar
und haben in Abgrenzung zu N-terminalen Inhibitoren mehrere Wirkmechanismen: Sie
sind in der Lage die Dimerisierung von Hsp90 zu inhibieren, die Assoziation von Hsp90
mit Cochaperonen zu unterbinden sowie die C-terminale ATP Bindestelle zu adressieren.
Besonders hervorzuheben ist, dass bei C-terminalen Inhibitoren eine Inhibition von Hsp90
ohne Induktion des HSR gezeigt werden konnte.'2113114115 C.terminale Hsp90i stellen
damit einen Ansatz dar, um den negativen Auswirkungen auf den Behandlungserfolg

durch den pro survival Mechanismus entgegenzuwirken.

Aminocoumarine

Die Aminocoumarin-Antibiotika Coumermycin A1, Novobiocin und Chlorobiocin wurden im
Jahr 2000 von NECKERS et al. als die ersten C-terminalen Hsp90i beschrieben.
Darlber hinaus beobachteten sie den Abbau der Hsp90-Klientproteine HER2, Raf-1 und
mutiertem p53.""6 Spater zeigten sie, dass Novobiocin die Assoziation von Hsp90 mit den
Cochaperonen Hsp70 und p23 modulieren kann und wahrscheinlich in der Nahe der
C-terminalen ATP-Tasche bindet.""” Ferner konnte gezeigt werden, dass diese

Inhibitoren, im Gegensatz zu NTD Inhibitoren wie 17-AAG, nicht die HSR auslosen.'?
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Abbildung 11: Coumermycin A1, Novobiocin und drei Novologues mit ihren jeweiligen Aktivitaten gegeniber
der Brustkrebszelllinie SkBr3.

Obwohl bisher keine Cokristallstrukturen von C-terminalen Inhibitoren mit Hsp90
vorliegen, wurden SAR-Untersuchungen mit Novobiocin durchgefuhrt. Dabei werden die
Aktivitdt gegenuber Krebszelllinien, der Abbau von Hsp90-Klientproteinen und das
Ausbleiben des HSR als Optimierungsparameter verwendet. Die Substitution des
Noviose-Zuckers durch einen N-Methylpiperidin-Rest erhdht nicht nur die Aktivitat
gegenuber der Krebszelllinie, sondern vereinfacht auch die Syntheseroute im Fall von 2

(Abbildung 11). Die Substitution des prenylierten Phenyl-Restes durch einen Biaryl-Rest,
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im Fall von 1, verbessert die in vitro Aktivitdt ebenfalls. ZHAO et al. stellten das
Triazol-substituierte Derivat 3 her, das eine héhere Aktivitat gegenliber der SkBr3-Zellinie
aufweist. Der Inhibitor 3 fihrt zum Abbau der Hsp90-Klientproteine Her2, Akt und Raf-1.
Gleichzeitig fuhren sie nicht zur erhéhten Expression von Hsp27 und Hsp70 und damit

nicht zur HSR.113.114

(-)-Epigallocatechingallat

Der Gallussaureester (-)-EGCG kommt in grinem Tee vor und ist fur seine
antimikrobiellen, antioxidativen, und neuroprotektiven Eigenschaften bekannt.'"®
Der Naturstoff fihrt zum Abbau der Hsp90-Klientproteine Akt, Cdk4, Raf-1, Her-2, und
PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase).""® YIN et al. zeigten mittels
eines ATP-Agarose Pull-Down-Assays, dass (-)-EGCG in der Nahe der C-terminalen
ATP-Tasche bindet und die Faltung von Hsp90-Klientproteinen in einem
Luciferase-Renaturierungs-Assay inhibiert. Im Gegensatz zu Novobiocin, stabilisierte
(-)-EGCG die Assoziation von Hsp90 mit den Cochaperonen Hsp70, Cyp40 und XAP-2.12°
Die schnelle Metabolisierung, schlechte Bioverfligbarkeit sowie schwache Aktivitat
gegeniber Krebszellen machen (-)-EGCG zu einem ungeeigneten Kandidat fur die
klinische Entwicklung." Die schwache antiproliferative Aktivitat von (-)-EGCG wurde in
mehreren SAR-Studien verbessert.'?2123124  KHANDELWAL et al. stellten die
(-)-EGCG-Analoga 1-4 mit verbesserter antiproliferativer Aktivitdt gegen die Zelllinie
MCF-7 her (Abbildung 12). Dabei stellten sie fest, dass die Substitution des
Gallussaure-Rings D durch einen prenylierten Phenyl-Rest die Aktivitat™ erhdht und im
Fall der Verbindungen 2-4 zum Abbau der Hsp90-Klientproteine Her2, Raf und pAkt fihrt.
Obwohl 1 die hdchste Aktivitat zeigte, fuhrte der Inhibitor nicht zum Abbau von
Hsp90-Klientproteinen.'?? BHAT et al. stellten Amid- und Sulfonamid-Analoga 5 und 6 von
(--EGCG her, die eine verbesserte Inhibiton der Hsp90 Aktivitdt im
Luciferase-Renaturierungs-Assay zeigten. Die Substitution von Ring D durch Phenyl- und
Cyclohexyl-Reste flihrte zu den Derivaten 7 und 8 mit der besten Aktivitat im
Luciferase-Renaturierungs-Assay. Die antiproliferativen Eigenschaften und der Einfluss

auf die Expression von Hsp90-Klientproteinen wurde nicht offengelegt.'?*

M Sie filhrten dabei gezielt Biaryl- und prenylierte Phenyl-Substitutionen am EGCG-Geriist ein. Diese zeigten
bereits im Fall der Novobiocin SAR-Studien eine Aktivitatssteigerung.'??

17



EINLEITUNG

B o -
PRI 7 2
AL Lot Al

OH
o 1-MCF-7 IC5q: 0,77 uM 2-MCF-7 IC5,: 38 uM 3-MCF-7 ICs5: 25 M 4-MCF-7 IC50: 4 uM

,
HO o~

@ OH
Sl ¢
OH 0 OH 0= s o o o
OH OH OH

(-)-EGCG MCF-7 IC5q: 74 pM NH .0 A0
Luciferase-Renaturierung (LR): 155 pM OH

HO o OH  Ho o HO o " o o oH

OH OH OH OH

OH OH OH OH
5-LR:75 uM 6-LR: 44 M 7-LR: 30 uM 8-LR:24 M

Abbildung 12: Struktur von (-)-EGCG (A), (-)-EGCG -Analoga mit den Entsprechenden ICso-Werten gegen
die Brustkrebszelllinie MCF-7-nach KHANDELWAL et al. (B) und (-)-EGCG-Analoga mit entsprechenden ICso-

Werten im Luciferase-Renaturierungs-Assay (LR)-nach BHAT et al. (C).

Sansalvamid A-Amide

Hsp90 interagiert mit einer Reihe von Cochaperonen Uber das C-terminale MEEVD-Motiv.
Cochaperone wie HOP und CHIP weisen eine TPR-Domane auf, die aus sieben
antiparallel angeordneten a-Helices besteht und Uber Protein-Protein-Interaktionen mit der
MEEVD-Sequenz wechselwirkt.'?>'%6 SCHEUFLER et al. deuteten auf die Mdglichkeit hin,
die Interaktion zwischen Hsp90 und TPR-Cochaperonen zu Inhibieren, um den Abbau von
Hsp90-Klientproteinen  herbeizufiihren.’® BLUNDELL et al. zeigten in einer
Cokristallstruktur zwischen der TPR-Domane von Immunophilin FKBP8 und dem
DTEMEEVD-Peptid die wichtigsten Interaktionen auf. Dabei bilden die zwei
Carbonsauregruppen von Asp709 (dicarboxylat clamp) der MEEVD-Sequenz vier direkte
Wasserstoffbriicken und funf Wasser-mediierte Wasserstoffbriicken. Die Seitenkette von
Glu706 formt eine Salzbriicke mit Lys314 der TPR-Doméane, wahrend die Seitenkette von
Met705 in eine hydrophobe Tasche, die durch lle342, Thr341 und Phe310 gebildet wird,
fallt. Durch Mutation von Lys307 zu Glutamat zeigten sie, dass keine Interaktion zwischen
der CTD von Hsp90 und der TPR-Doméane mehr stattfand. Damit verdeutlichten sie und
andere, die Notwendigkeit des ausgedehnten Wasserstoffbriicken-Netzwerks fir die
MEEVD-TPR-Interaktion.'?>127.126  BELOFSKY et al. isolieten das Depsipeptid"
Sansalvamid A (San A) aus einem Pilz der Gattung Fusarium und beschrieben seine
antiproliferative Aktivitat gegen die Darmkrebszelllinie HCT-29."2 Gu et al. synthetisierten
das stabilere Sansalvamid A-Amid (San A-Amid) via Festphasensynthese.
Das Cyclopeptid zeigte eine 10-mal verbesserte Aktivitat gegen die Zelllinie HCT-116

verglichen zu San A.'? Mittels Pull-Down-Assay wurde gezeigt, dass San A-Amid an die

" Das acyclische Produkt der Esterhydrolyse zeigte keine in vitro Aktivitat gegen die Zelllinien.
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NTD und MD von Hsp90 bindet, aber nicht an die CTD. Gleichzeitig inhibiert es die
Interaktion zwischen dem TPR-Cochaperons FKBP52 und Hsp90. Dabei nimmt es keinen
Einfluss auf die ATP-Hydrolyse durch Hsp90, oder die Assoziation der NTD mit Her2.
Daraus folgerten VASKO etal, dass San A-Amid ein allosterischer Inhibitor der
Hsp90-FKPB52-Interaktion ist.'

Q}dﬁ wwﬁwﬁwﬁ f; fg .

Sansalvamid A Kawakamis 12 AS TPR-Peptrid
HCT-116 ICs0 9,8 pg/ml
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Sansalvamid A-Amid SM253 5.1 CYC LB76
HCT-116 IC5, 0,98 pg/ml HCT-116 IC5o 5 uM Hsp90-Cyp40 IC5o 4 uM Hsp90-Cyp40 IC5y 2 uM

Abbildung 13: Ubersicht der Sansalvamid A-Amide. San A'?8 San A-Amid'?® und SM253'3" mit
entsprechenden ICso Aktivititen gegen die HCT-116-Zelllinie, 5.1 CYC'32 und LB76'33.134 mit dem ICso fur die
Inhibition der Hsp90-Cyp40 Interaktion und Kawakamis TPR-Peptid'®® nach HORIBE et al. Dabei sind die AS
blau dargestellt, die fiir die Aktivitat essenziell sind.

San A-Amid fiihrt allerdings zur Uberexpression von Hsp70, was mit dem HSR und der
Inhibition durch NTD-Hsp90i assoziiert ist. Spater stellten KOAY et al. unter anderem das
San A-Amid-Analogon SM253 vor, welches keine HSR auslost.”*' HORIBE et al.
synthetisierten ein Peptid, das die Interaktion zwischen Hsp90 und dem C-terminalen
Cochaperon HOP inhibiert. Das Peptid® imitiert dabei die Interaktionen des TPR-Motivs
mit der MEEVD-Sequenz von Hsp90 und inhibiert dadurch die Interaktionen mit den
Cochaperonen. Das TPR-Peptid zeigt sowohl in vitro Aktivitait gegen mehrere
Krebszelllinien, als auch in vivo Aktivitat in einem Xenograft-Modell von
Bauchspeicheldriisenkrebs.'® Basierend auf der Sequenz des TPR-Peptids,
synthetisieren BUCKTON et al. San A-Amid-Analoga, die in der Lage sind die Interaktion
zwischen der MEEVD-Sequenz und Cyp40 zu inhibieren.'? Spater stellten RAHIMI et al.
das 5.1 CYC-Analogon LB76 her, welches anstelle eines Phenylalanins ein Lysin in der
Cyclopeptid-Sequenz aufweist. Diese bindet im Pull-Down-Assay das vollstandige Hsp90

© Das Peptid selbst weist eine schlechte Zellpermeabilitat auf, weshalb es mit dem 16 AS langen Antp
gekoppelt wurde, um Endozytose zu ermdglichen. '35
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sowie die Hsp90 CTD und inhibiert die Interaktionen zwischen Hsp90 und HOP sowie
Cyp40 (Abbildung 13). Der Einfluss dieser Cyclopeptide auf die Expression von Proteinen

die mit dem HSR assoziiert sind wurde nicht offengelegt.34133

Aminoxypeptide

Die C-terminale Dimerisierung von Hsp90 ist essenziell fur dessen Aktivitat als Chaperon.
Initiale Strukturuntersuchungen deuteten darauf hin, dass die C-terminale Domane
permanent dimerisiert vorliegt.’*® RATZKE et al. konnten mittels smFRET Experimenten ein
dynamisches Offnen und SchlieRen der CTD von Hsp90 aufzeigen. Die Dimerisierung von
Hsp90 kann dabei entweder Uber die NTD oder die CTD erfolgen. Welche
Proteinkonformation Uberwiegend vorliegt ist davon abhangig, ob ATP an der NTD
gebunden ist.’® Dieser Befund deutet auf die Mdoglichkeit hin die C-terminale
Dimerisierungsdomane mit Inhibitoren zu adressieren, um die Dimerisierung von Hsp90
zu modulieren. CIGLIA aus der Arbeitsgruppe GOHLKE identifizierte die hot spot
Aminosauren 1le688, Tyr689, lle692 und Leu696 auf der Innenseite von H5 in der
Interaktionsschnittstelle der CTD von Hsp90. Die Protein-Protein-Interaktionen zwischen
diesen Aminosaureseitenketten sind essenziell fir die Dimerisierung von Hsp90, welches
mittels in silico Alaninscan und MLS (multiangle light scattering) unter Verwendung der
mutierten CTD-Sequenzen gezeigt werden konnte.'® Peptide basierend auf der Sequenz
von Helix H4* und H5 binden an die CTD von Hsp90 mit einer Affinitat im mikromolaren
Bereich. Daruber hinaus wurde mittels Autodisplay-Assay gezeigt, dass die Peptide die
Interaktion von FITC-markiertem p53 mit Hsp90 in vitro inhibieren. BOPP et al. folgerten,
dass die Inhibition aufgrund der Sequenzahnlichkeit der Peptide zur CTD von Hsp90 durch
eine Inhibition der C-terminalen Dimerisierung zustande kommt.’® Die konformative
Flexibilitdt, Proteolyselabilitdt, mangelnde Zellmembranpermeabilitdt und rasche
Metabolisierung schranken den Einsatz von Peptiden als Arzneistoffe jedoch ein.'#
a-Aminoxypeptide stellen einen Vertreter peptidomimetischer Foldamere dar, weisen eine
hohe Proteolysestabilitat auf und nehmen stabile, helikale Konformationen an. DIEDRICH
et al. zeigten erstmals mittels Kristallstrukturuntersuchungen und
2D-ROESY-Experimenten das Vorliegen einer 2g-Helix fir die a-Aminoxypeptide.
Die Sekundarstruktur wird dabei durch achtgliedrige intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindung, sogenannte a-NO-Turns, stabilisiert.™' Mit diesem Wissen

wurden Aminoxyron (AX) von DIEDRICH aus der KURZ Arbeitsgruppe synthetisiert.

20



EINLEITUNG

Hsp30 Homodimer

NTD 8 oy o o

» »
i~ =) 3 £ d
MD -1 o [ PR
o ta a 'Y
; " " .
o Meo | M
3P/ \ | ERESL
K
Fa ol )
H2: DKSVKDLVILLYETALLSSG
hot spots der CTD von Hsp90 H3: DKSVKDLVILLYETALLSSG
) : o FSLEDPQTHANRIYRMIKLGLG
+ hot spots in H5 und H4' der Hsp90-CTD wurden identifiziert #H2 und H3 als first in class Peptidinhibitoren der C-termil Hsp90 Dimerisierung

+a-Helix Mimetika als Potenzielle C-terminal Hsp90 Inhibitoren vorgeschlagen

Aminoxiron(AX)
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« in vitro Aktivitat gegen TKl-resistente CML & AML Zelllinien
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Abbildung 14: Entwicklung von Aminoxyron (AX). Identifizierung der hot spot AS-Seitenketten in der CTD
von Hsp90'38 (A). First in class Peptid-Inhibitoren der C-terminalen Dimerisierung'®® (B). Struktur von AX: der

first in class peptidomimetische Inhibitor der C-terminalen Dimerisierung von Hsp90''5 (C).

AX ist durch seine Konformation und Seitenkettenfunktionalisierung in der Lage hot spot
Aminosaureseitenketten auf Helix 5 nachzuahmen und so die C-terminale Dimerisierung
von Hsp90 zu inhibieren. Mittels MST-Assay zeigten Mitarbeiter der JOSE Arbeitsgruppe,
dass AX an die CTD von Hsp90 bindet. Ferner inhibiert AX in vitro die Renaturierung von
Luciferase durch Hsp90. Es wurde sowohl in vivo, als auch in vitro keine erhdhte
Expression der HSR assoziierte Proteine Hsp70, Hsp40 und Hsp27 beobachtet.
Die Verbindung zeigte antiproliferative in vitro Aktivitdt gegen mehrere ALL und
BCR-ABL-positive CML-Zelllinien im mikromolaren Bereich. Die in vivo Aktivitat wurde in
einem Luciferase-Xenograft-Mausmodell bestatigt (Abbildung 14). Zellproben aus
Xenograft-Modellen wiesen eine Abnahme der BCR-ABL-Konzentration nach Behandlung
mit AX auf. Zusammengenommen wurde damit gezeigt, dass durch eine in silico gestutzte
Identifizierung von hot spots ein de novo Design von Peptidomimetika zur Inhibition der
C-terminalen Dimerisierung madglich ist und einen neunen vielversprechenden Ansatz fur
die Modulation von Hsp90 darstellt.'’® Die lange Syntheseroute sowie die Aufreinigung
mittels praparativer HPLC erschweren den Zugang zu grofleren Mengen von
Verbindungen dieses Typs. Die WasserlOslichkeit und damit assoziierte orale
Bioverfligbarkeit ist zudem, durch die Lipophilie und das hohe Molekulargewicht
(AX: 994 g/mol; cLogP 8,69) dieser Peptidomimetika, eingeschrankt.#2143
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Protein-Protein-Interaktionen

Nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen Proteinen werden als Protein-Protein-
Interaktionen (PPIl) bezeichnet. Solche Interaktionen sind an zahlreichen
Stoffwechselprozessen wie Signaltransduktion, Zelldifferenzierung und Apoptose
beteiligt."** VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen, Wasserstoff- und Salzbriicken sowie
Wassermolekiile vermitteln dabei diese Interaktionen.'*® Biochemische Stoffwechselwege
werden mafgeblich durch PPl moduliert. Dabei zeichnet sich das menschliche Interaktom
durch etwa 650000 solcher Protein-Protein-Interaktionen aus.™® In Abgrenzung zu
typischen Kontaktflachen zwischen Liganden und der Bindetasche eines Proteins von
300-1000 A? liegt die Kontaktfliche in PPl bei 1000-4000 A2 Ferner sind die
Kontaktflachen meistens flach und weisen kaum Bindetaschen auf.'#'%> Dabei ist die
Bindungsenergie innerhalb der Kontaktflache zwischen Proteinen diskontinuierlich verteilt.
BOGAN et al. zeigten, dass bestimmte Aminosaureseitenketten hot spots
(AAGuing>2 kcal/mol) hinsichtlich des Beitrages zur Bindungsenergie darstellen. Sie liegen

komplementar und in rdumlicher Nahe zu hot spots des Partnerproteins vor.'8

Helix 4 - Loop =,

‘Faltblat:_[\—/)
» .

Helix 3

Helix 2

Abbildung 15: Bandermodell der E3 Ligase MDM2 (A; nach VERMA et al.'*®). Oberflachendarstellung von
MDM2: Die Hydrophobe Furche wird durch Helix 2, Helix 4 und eine Loop-Region gebildet (B; nach VERMA
et al.'*%). Die hot spot Triade von p53 (rot): Leu26, Trp23 und Phe19 binden in der hydrophoben Furche von
MDM2 (C; grau; nach HUART et al."%0).

Diese Regionen werden vom Solvenz durch Aminosauren abgeschirmt, die einen
geringen Beitrag zur Bindungsenergie leisten (O-ring theory). Dadurch wird die
Dissoziationsrate herabgesetzt und ein gegenuber Wasser abgeschirmtes Milieu
geschaffen, in dem sowohl hydrophobe Wechselwirkungen, als auch polare
Wasserstoffbriicken Interaktionen zwischen den Proteinen mdglich sind. Dabei treten
Tryptophan, Tyrosin und Arginin haufiger in hot spots auf als andere Aminosauren.

Als Grinde fir das Auftreten dieser Aminosauren in hot spot Regionen, wurden die
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Eigenschaften unterschiedliche Interaktionen via hydrophober Oberflachenkontakte,
m-Interaktionen und Wasserstoffbriicken auszubilden angefihrt. Bei ihrer Analyse stellten
sie auch fest, dass Isoleucin 10-mal haufiger in hot spots auftritt als das Isomer Leucin.'®
In einer weiteren Untersuchung fanden BROOK et al., dass Uberwiegend hydrophobe und
aromatische Aminosauren wie Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan in hot spot Regionen
auftreten.’ Hot spot Aminosauren treten in Sekundarstrukturen wie a-Helices,
B-Faltblattern und B-Schleifen auf.'®® Eine Analyse von Multiproteinkomplexen in der PDB
zeigte, dass 62% eine a-Helix im Protein-Interaktionsbereich aufweisen. Dabei befinden
sich in 60% der Falle die hot spots auf einer Seite der Helix.'>? Ein Beispiel stellt die PPI
zwischen p53 und MDMZ2 dar: Das Tumorsuppressorprotein p53 verhindert die
Proliferation maligner Krebszellen.'™* Durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor
reguliert es die Expression von Proteinen, die eine Rolle im Zellzyklusarrest, der Apoptose
und der DNA-Reparatur einnehmen.’™ MDM2 reguliert p53 indem es die N-terminale
Transaktivierungsdomane von p53 okkludiert und den Abbau durch das Proteasom
vermittelt.'®'5” Dabei wird eine hydrophobe Furche durch Helix2, Helix4 und die
loop Region von MDM2 gebildet. Die hot spot Triade aus Leu26, Trp23 und Phe19 auf
einer Seite der p53 Helix bindet in der hydrophoben Furche und ist fir den Grolteil der
Bindungsenergie der Interaktion verantwortlich (Abbildung 15).'%81%° Die Adressierung
dieser Interaktion mit Inhibitoren ist unter mehreren Gesichtspunkten interessant: MDM2
liegt in vielen Krebszellen Uberexprimiert vor.'® Damit assoziiert ist eine
Resistenzentwicklung gegenuber cis-Platin sowie TKI und eine einhergehende
Verschlechterung des Behandlungserfolgs in klinischen Studien'''%2 Ferner wurde
gezeigt, dass Krebszellen sensitiver gegenuber p53-induzierter Apoptose sind als
gesundes Gewebe.>*1%® Kompetitive Inhibitoren der p53/MDM2-Interaktion erhéhen die
Konzentration von freiem p53. Dadurch reaktivieren diese den p53-Signalweg und flhren
zu Zellzyklusarrest und Apotose.'®® Bei der Entwicklung von Inhibitoren dieser Interaktion
konzentrierte sich die Forschung in den vergangenen Jahren zunehmend auf
Peptidomimetika. Daraus resultierten unter anderem mehrere mechanistische
Peptidomimetika, die in klinischen Studien als Teil von Kombinationstherapien gegen

verschiedene Krebsindikationen untersucht wurden (Abbildung 16).164165
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Abbildung 16: Ausgewahlte mechanistische Peptidomimetika als Inhibitoren der p53/MDM2-Interaktion:
Siremadlin, Miladematan und AMG232."65

Peptidomimetika

Die Adressierung konkaver Bindetaschen von Proteinen mit Liganden, die als
Substrat- oder Ubergangszustand-Mimetika fungieren, stellt einen klassischen Ansatz in
der Wirkstoffentwicklung dar.'®® Die groBe Oberflache, der Mangel an Kavitaten und
diskontinuierliche Kontaktbereiche innerhalb von PPl erschweren die Entwicklung
niedermolekularer Liganden fiir solche Interaktionsepitope.'®” Strukturbasierte Ansatze fir
die Entwicklung von PPI-Inhibitoren stltzen sich daher auf Peptide, die auf der Sequenz
von Proteinkontaktflachen basieren. Dieser Ansatz hat jedoch einige Nachteile:
Unterschiedliche Wasserstoffbriicken-vermittelte Anordnungen des Proteinrickgrats
erzeugen stabile Sekundarstrukturen; a-Helices und B-Faltblatter. Weitere Interaktionen
zwischen den Seitenketten der Sekundarstruktur-Elementen via kovalenten
Disulfidbriicken, Wasserstoff-Briickenbindungen, Salzbriicken und hydrophoben

Kontakten flihren zu (ibergeordneten Tertiarstrukturen in Proteinen.'®8

Tabelle 1: Klassifizierung von Peptidokimetika nach GROSSMANN et al.'6°

Peptidomimetika

Peptide

Naturliche Peptidsequenzen, die von Proteinen und (nicht)ribosomalen Peptiden stammen

Klasse A - modifizierte Peptide

Peptide, die hauptsachlich aus a—Aminosauren bestehen und nur wenige Modifikationen aufweisen

Klasse B - modifizierte Peptide / Foldamere

Baepndad

Peptide mit vielen Riickgrat- und Seitenkettenmodifikationen, einschlieRlich Foldamere

Klasse C - Strukturmimetika

Niedermolekulare Verbindungen, deren Substituenten in Analogie zu Peptidseitenketten ausgerichtet sind

Klasse D - mechanistische Mimetika

Jejnysjowapaiu

Niedermolekulare Verbindungen, die die Wirkungsweise eines biologisch aktiven Peptides imitieren
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Die konformative Flexibilitdt von Peptidsequenzen, die aullerhalb der stabilisierenden
Proteinumgebung vorliegen, erhoht die Proteolyselabilitdt und flihrt zum Verlust der
Affinitat zu der Zielstruktur.'® Zuséatzlich schrankt die mangelhafte Membranpermeabilitat
sowie die begrenzte chemische Diversitat kanonischer Aminosaurebausteine den Einsatz
von Peptiden als Wirkstoffe ein."””" Um den genannten Nachteilen entgegenzuwirken
wurden verschiedene Peptidomimetika entwickelt. Peptidomimetika verfugen uber ein
rigidisiertes Ruckgrat, das eine Projektion von funktionalisierten Resten in Anlehnung an
Sekundarstrukturen erlaubt. Solche Mimetika ermoglichen dadurch die Modulation von
PPl an denen Sekundarstrukturelemente beteiligt sind.'? GROSSMANN et al.
kategorisierten Peptidomimetika in vier Klassen (Tabelle 1): Die peptidartigen Klassen A
und B weisen eine groRere Ahnlichkeit zur natiirlichen Peptidsequenz auf. In Abgrenzung
dazu stehen die niedermolekularen Klassen C und D deren Strukturrtiickgrat die rdumlich

Anordnung von Substituenten in Analogie zu Sekundéarstrukturen erlaubt.'6°

a-Helixmimetika

a-Helices weisen 3,6 Aminosauren pro Windung auf.P Dabei wird die Helix durch
Wasserstoffbriicken zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff in i- und dem Amidproton in
i+4-Position stabilisiert. Dadurch wird eine Ganghdéhe von 5,6 A zwischen
Aminosaureseitenketten erreicht, wobei Seitenketten die in der Priméarstruktur drei oder
vier Positionen voneinander entfernt sind in der Helix untereinander positioniert sind und
nach aulen zeigen.'® Auf diese Art werden drei distinkte Bindungsseiten fiir
Protein-Protein-Kontakte erzeugt. Die Aminosaureseitenketten in /-, i+3/4-, i+7- und
i+11-Position? liegen dabei auf einer Seite der Helix (Abbildung 17).'®” Aufgrund der
erwahnten Bedeutung helikaler Strukturelemente fur Protein-Protein-Interaktionen, riickte
die Entwicklung von Mimetika, die solche Interaktionen inhibieren konnen, in den
vergangenen Jahren zunehmend in den Fokus der Forschung. Daraus gingen kovalent
verbrickte Peptide und Foldamere mit einer rigidisierten, helikalen Konformation hervor.
Dafur kamen Disulfide, Triazole und Kohlenwasserstoffketten als Seitenketten
verbriickende Elemente zum Einsatz."#17%176 Ein Austausch des Peptidgrundgeriists
durch ein rigides, niedermolekulares Strukturgerist stellt einen alternativen Ansatz dar:
Das Gerlst soll dabei mdglichst genau die Interaktionsoberflache einer a-Helix

nachahmen. Dabei Iasst sich das Gerust so funktionalisieren, dass hot spot Seitenketten

P Die Basiszahl gibt an wie viele Aminosaurereste an einer Windung beteiligt sind. Die tiefgestellte Zahl gibt
die Anzahl der Atome des Rings an, der durch die Wassersttoffbriicke zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff und
dem N-H-Proton gebildet wird. 3,613-Helixes (a-Helices) kommen am haufigsten in globularen Proteinen vor.
4,416-Helixes (1-Helices) und 310-Helixes treten seltener auf.'73 169

9 LANNING et al. und LEE et al. beschreiben die Seitenketten in i, i+3, i+4 und i+7 auf einer Seite einer a-Helix,
wahrend JAYATUNGA et al. die Seitenketten in der i, i+4 und i+7-Position auf einer Seite beschreiben.78.189.302
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in mehreren Positionen imitiert werden.'””- 78 Ferner ist es moglich zwei oder drei
Kontaktflachen einer a-Helix mit solchen Strukturmimetika nachzuahmen, um eine
Bandbreite unterschiedlicher PPl zu adressiren.'”®” q-Helixmimetika kénnen eine
bessere orale Bioverfligbarkeit und Pharmakokinetik im Vergleich zu Peptiden aufweisen.
Da solche Verbindungen in vielen Fallen LIPINSKIS Rule of Five” (RO5) entsprechen,
stellen sie attraktive Kandidaten fiir die Wirkstoffforschung dar.'”®1%° Ein weiterer Vorteil
von a-Helixmimetika als Modulatoren von PPI ist ihr geringes Molekulargewicht im
Vergleich zu Foldameren. Zusatzlich prasentieren etwa 60% aller Helix-mediierter PPI hot
spot Seitenketten auf einer Seite der Helix."™? Dadurch ist es moglich mit a-Helixmimetika
eine Vielzahl verschiedener PPl zu modulieren und dadurch Einfluss auf biologische
Prozesse zu nehmen. a-Helixmimetika lassen sich nach GROSSMANN et al. in drei
Gerusttypen unterteilen:  sterisch  gesteuerte, kovalent eingeschrankte und
Wasserstoffbriicken-gesteuerte a-Helixmimetika.'®® Im Folgenenden werden ausgewahite

Vertreter der jeweiligen GerUsttypen vorgestellt.

Abbildung 17: Seitenkettenanordnung einer a-Helix: Seitenansicht mit den Seitenketten i, i+3, i+4, j+7 und
i+11 auf einer Seite der Helix (A); Ansicht von oben (B); Helixrad-Plot (C).178

Sterisch gesteuerte Helixmimetika

Sterische Wechselwirkungen der ortho-Substituenten fihren zu einer Verdrehung der
Ringe von Biarylen. ORNER et al. nutzten die gestaffelte Konformation des triubstituierten
Terphenyl-Gerists aus, um die ersten a-Helixmimetika herzustellen.'®” Dabei wurde das
Terphenyl so funktionalisiert, dass es die hot spot Seitenketten von smMLCK (smooth
muscle myosin light-chain kinase) imitiert, um die Interaktion mit Cam (Calmodulin) zu
inhibieren. Mittels Affinitdtschromatographie konnte gezeigt werden, dass Verbindung 1

an Cam bindet. In einem Assay wurde die Cam-abhangige Aktivierung von PDE

" LiIpINSKIS Rule of Five ist eine empirische Regel, um abzuschétzen, ob ein Wirkstoff eine gute Permeabilitat
und orale Bioverfiuigbarkeit aufweist. Danach sollten Wirkstoffe ein Molekulargewicht unter 500 g/mol, weniger
als funf Wasserstoffbriicken-Donatoren, weniger als zehn Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und einen logP<5
aufweisen.'®
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(3',5"-Cyclonukleotid-Phosphodiesterase) beobachtet. Das Terphenyl-Derivat war in der
Lage, die Aktivierung konzentrationsabhangig zu inhibieren (ICso: 0,8 uM).
Eine signifikante Erhéhung des ICso wurde fir das Trimethyl-substituierte Terphenyl
beobachtet (ICs0>20 pM). Diese Beobachtung verdeutlicht die Relevanz der
Seitenkettensubstitution fir die Aktivitat von Helixmimetika.'”” Um der schlechten
Wasserloslichkeit der Terphenyle entgegenzuwirken, wurden Phenylringe des
Grundkorpers durch Heterocyclen ersetzt. Daraus resultierten amphiphile Verbindungen,
bei denen eine Seite hydrophobe Seitenketten zur Adressierung der PPI aufweist. Die wet
edge auf der Gegenseite weist Wasserstoffbriicken-Akzeptoren oder -Donatoren auf und
verbessert dadurch die Loslichkeit (Abbildung 18).18°
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Abbildung 18: Ausgewahlte Vertreter sterisch gesteuerter Helixmimetika: 1 Terphenyl-Gerist; 2
5-6-5-Imidazol-Phenyl-Thiazol; 3 Oxazol-Pyridazin-Piperazin; 4 Pyrrolopyrimidin; o-Helix mit den

Seitenkettenpositionen i-1 bis i+8 (A; nach JAYATUNGA et al.'"8).

Die GTPase Cdc42 (cell division cycle 42) ist an der Resistenzentwicklung in Krebszellen
und in die Entwicklung von Diabetes und Herzkreislauferkrankungen involviert.'8! 182
Die Aktivitat von Cdc42 wird dabei von Dbs (Dbl's big sister) reguliert. CUMMINGS et al.
stellten Verbindung 2 her, um die gréftenteils hydrophile Interaktion zwischen Cdc42 und
Dbs zu adressieren. Der cLogP des Trimethyl-substituierten Derivats von 2 entspricht im
Gegensatz zum Terphenyl Derivat 1 den RO5 (clogP: 2,3 und 7,3).
Die konzentrationsabhangige Inhibition der Cdc42/Dbs-Interaktion durch 2 konnte
bestatigt werden.'® Die Proteine Bak (BCL2 Antagonist/Killer ~ 1) und
Bcl-x. (B-cell ymphoma extra-large) sind an der Einleitung der Apoptose beteiligt und
werden fur die Entwicklung neuer Krebstherapien erforscht.'®18 Es konnte gezeigt
werden, dass die Interaktionsdomane von Bak (BH3) eine a-helikale Konformation
annimmt, wenn sie mit Bcl-x. interagiert.’® BIROS et al. zeigten anhand eines
Fluoreszenzpolarisation-Assays, dass 3 und seine Derivate an Bcl-x_ binden. Allerdings

demonstrierten Verbindungen die einen basischen Piperazin-Rest aufweisen eine
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geringere Affinitat als neutrale Verbindungen. BIROS et al. folgerten, dass elektrostatische
AbstoRungen zwischen den Inhibitoren und der hydrophoben Interaktionsflache von Bcl-x,
dafiir verantwortlich sein konnten.’® Die zuvor beschriebene p53/MDM2-Interaktion
wurde mit 4 durch LEE et al. adressiert. Dabei imitierten die Seitenketten des
Pyrrolopyrimidins die hot spot Seitenketten von p53 in i-, i+4- und j+7-Position.
Die Verbindung inhibiert die p53/MDM2-Interaktion mit mikromolarer Affinitat. Ferner
zeigten sie, dass die Verbindung in der Lage ist, p53-abhangige Apoptose in der
H460-Lungenkrebszelllinie  auszulésen.'®  Ausgehend von Terphenyl-basierten
Helixmimetika wurden Verbindungen hergestellt, die eine verbesserte Loslichkeit sowie

Zellpermeabilitat aufweisen und in der Lage sind unterschiedliche PPI zu inhibieren.

Kovalent eingeschrankte Helixmimetika

Die Orientierung der Seitenketten am Strukturgeriist kovalent eingeschrankter
Helixmimetika wird durch die Hybridisierung der substituierten Position und ein kovalent
rigidisiertes Strukturgerist gesteuert (Abbildung 19).'® Der Entropieverlust beim
Bindungsvorgang an eine Proteinkontaktflache wird durch die konformative Fixierung
zusétzlich verringert.'®1% 1 6-substituierte Indane stellten die ersten Vertreter dieser
Klasse dar. NOLAN et al. synthetisierten Verbindung 5 als erstes nichtpeptidisches
Strukturgeriist zur Nachahmung einer a-helikalen Dipeptidsequenz. Mittels molecular
modelling zeigten sie, dass die Seitenketten des funktionalisierten Indans der Orientierung
der Seitenketten in j- und j+7-Position einer a-Helix nahekommen.'' Basierend darauf
untersuchten HORWELL et al. die Affinitdt trisubstituierter Indane an den

Tachykinrezeptoren NKi.s.
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Dipeptid Mimietika

Abbildung 19: Ausgewahlte Vertreter kovalent eingeschrankter Helixmimetika: 5 1,6-disubstituiertes Indan; 6

(S)-konfiguriertes trisubstituiertes Indan; 7 substituiertes Acridin; 8 funktionalisiertes Spiroligomer.

Mittels Kristallstrukturuntersuchungen und molecular modelling zeigten sie, dass
(S)-konfigurierte Indane die Seitenketten in den Positionen i-1, i und j+71 einer a-Helix
nachahmen konnen. Verbindung 6 zeigte eine Bindungsaffinitdt gegenuber den NKi

Rezeptoren im mikromolaren Bereich.'? Das Indan-Gerist erlaubt allerdings nicht, die
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Abdeckung der ausgedehnten Kontaktoberflaiche einer a-Helix nachzuahmen.'®
Das proapoptotische Protein Bim (Bcl2-interacting mediator of cell death) wird durch Mcl-1
(myeloid cell leukemia 1) reguliert. Es wurde gezeigt, dass Mcl-1 in verschiedenen
Krebszellen Uberexprimiert ist und eine Inhibition dieser Interaktion Apoptose
auslost.’*1%  Die Interaktion wird dabei (ber eine amphiphile BH3-Domane
(Bcl-2 homology) von Bim zu Mcl-1 hergestellt. Dabei werden Uber eine Seite der
BH3-Helix hydrophobe Kontakte zu Mcl-1 mit den Seitenketten Leu62, lleu65 und Phe69
hergestellt. Auf der polaren Seite liegt ein Kontakt zwischen Asp67 und Arg263 von Mcl-1
vor."® Das Acridin-Derviat 7 wurde von LI et al. synthetisiert, um die Interaktion zwischen
den Proteinen Bim und Mcl-1 zu inhibieren.®” Mittels isothermaler Titrationskalorimetrie
und Fluoreszenzpolarisation-Assays zeigten sie, dass 7 eine submikromolare Affinitat zu
Mcl-1 aufweist. Ergebnisse zu der in vitro Aktivitdt von 7 wurden nicht vorgestellt.'®”
Das Spiroligomer 8 wurde von BROWN et al. als Strukturmimetika von p53 synthetisiert.
Verbindung 8 bindet mit submikromolarer Affinitdt an MDM2. Mittels Konfokalmikroskopie
wurde eine Akkumulation des Fluorescein-Konjugats 8 im Zytoplasma und Nukleus von
Huh7-Heptomzellen beobachtet. Das Spiroligomer 8 flhrt zu einer Erhéhung der
MDM2-Konzentration in Huh7-Zellen um das 20-fache im Vergleich zur Kontrolle.
Dieser Effekt wurde nicht fur den Referenzinhibitor Nutlin-3a beobachtet. Da keine
Veranderung der HDM2-mRNA-Konzentration beobachtet wurde, schlussfolgerten Brown

et al., dass 8 MDM2 stabilisiert und vor Proteolyse schiitzt.'%®

Wasserstoffbriicken-gesteuerte Helixmimetika

Intramolekulare Wasserstoffbricken sorgen fir eine Vororganisation der Seitenketten
dieser Klasse von Helixmimetika (Abbildung 20). Zusatzlich wird die ekliptische
Konformation des Strukturgerlsts dadurch fixiert.’®® Die Bausteine lassen sich modular
darstellen, wodurch der Einsatz einer konvergenten Synthesestrategie zur Gewinnung der
Zielverbindungen ermdglicht wird. Das Diphenylacetylen-Gertst 9 wurde als Modulator
der  Bim/Mcl-1-Interaktion  synthetisiert. =~ Durch ~ NMR-Untersuchungen  und
MD-Simulationen konnten JUNG et al. die Stabilisierung der Konformation durch eine
intramolekulare ~ Wasserstoffbriicke  zwischen dem  Amidproton und dem
Carbonyl-Sauerstoff von 9 beobachten. Die Verbindung imitiert finf Seitenketten der
BH3-Domane von Bim und inhibiert die PPl im mikromolaren Bereich. Wie beim kovalent
eingeschrankten Acridin-Derivat 7 handelt es sich bei 9 um einen amphiphilen Inhibitor.2%°
Der Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) ist zusammen mit dem
Protein p300 an der Einleitung von Angiogenese als Reaktion auf hypoxische
Bedingungen in Geweben verantwortlich.?®" Tumore nutzen diesen Mechanismus zur

GefaRneubildung aus, um den erhohten Sauerstoffbedarf zu decken.?’? Die Entwicklung
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niedermolekularer Inhibitoren fir den HIF-1-Signalweg erweckte deswegen besondere
Aufmerksamkeit.203204205 Dgrunter auch die Inhibition der HIF-1a/p300-Interaktion.2%
Das Oligobenzamid 10 wurde von BURSLEM et al. als Mimetikum der helikalen
Transaktivierungsdomane von HIF-1a synthetisiert. Die Verbindung ist so funktionalisiert,
dass sie die Aminosaureseitenketten Leu141, Leu145 und Val148 auf Helix3 von HIF-1a
imitiert, die entscheidend fiir die Bindung zu p300 sind.?°”2% |ntramolekulare
Wasserstoffbricken zwischen dem Ether-Sauerstoff und den stickstoffgebundenen
Protonen der verbrickenden Amide stabilisieren die Konformation von 10.
Das Oligobenzamid inhibiert die HIF-1a/p300 PPl dabei mit einem ICso von 9,2 uM.2%
Die Einfuhrung eines Stickstoffs als zusatzlichem Wasserstoffbriacken-Akzeptor fuhrt im
Fall der Tripyridylamide zu einer Verkrimmung des Strukturgeriists unter Beibehaltung
der ekliptischen Konformation. Oligobenzamide sind konformativ flexibler als
Tripyridylamide, da sie nur eine intramolekulare Wasserstoffbricke pro Amid-Proton
aufweisen. Die Kombination von Phenyl- und Pyridin-Ringen erlaubt die Einstellung des
Krimmungswinkels von Helixmimetika.?®® ERNST et al. demonstrierten mit dem
Tripyridylamid 11 die Inhibition der PPl zwischen Bcl-x. und der BH3-Doméne von Bak.
Entgegen der Erwartung zeigte ein Tetrapyridylamid Tetrapyridylamid im
Fluoreszenzpolarisation-Assay eine geringere Aktivitat als das analoge Trimer.
Aus Docking-Untersuchungen schlussfolgerten ERNST et al., dass 11 in derselben
hydrophoben Furche von Bcl-x. bindet wie Bak.'®® Wie eingangs beschrieben, ist die
C-terminale Dimerisierung von Hsp90 essenziell flr die Funktion des Homodimers als
Chaperonprotein.’®8141139 Das Tripyrimidonamid 12a (LSK82) imitiert die hot spot
Aminosaureseitenketten Tyr689, 11e692 und Leu696 der C-terminalen

Dimerisierungsdomane von Hsp90.
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Abbildung 20: Ausgewahlte Vertreter Wasserstoffbriicken-gesteuerter Helixmimetika: 9 Diphenylacetylen; 10
Oligobenzamid; 11 Tripyridylamid; 12a Tripyrimidonamid (LSK82).

SPANIER aus der KURz Gruppe legte die Grundlage fir die modulare Synthese dieser
Verbindung durch die Darstellung geeigneter substituierter Pyrimidon-Monomere.
Neben hydrophoben Seitenketten gelang eine Funktionalisierung der Pyrimidone mit
polaren Seitenketten. Mit diesen Bausteinen ist es mdglich, auch polare PPl zu
adressieren, an denen Aminosaureseitenketten von Tyrosin, Tryptophan, Asparaginsaure
und Lysin beteiligt sind. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe GOHLKE konnte durch
eine Kombination aus NOESY-Untersuchungen und MD-Simulationen gezeigt werden,
dass Tripyrimidonamide in polaren Losungsmitteln und Wasser bevorzugt eine ekliptische
Konformation annehmen. Dabei befinden sich alle Seitenketten auf einer Seite des
Gerusts. Dies erlaubt die Nachahmung von Aminosaureseitenketten in i-, i+4- und
i+8-Position einer a-Helix.?'® Gemeinsam mit kooperierenden Arbeitsgruppen wurde der
Einsatz von Tripyrimidonamiden als potenzielle Inhibitoren der C-terminalen
Dimerisierung von Hsp90 untersucht. Dabei wurden die Gerlste des Tripyrimidonamids
12a so funktionalisiert, dass es die hot spot Aminosaureseitenketten Tyr689, 11e692, und
Leu696 nachahmen kann. Der Methoxybenzyl-Rest von 12a ahnelt dabei der Seitenkette
von Tyr689. Diese findet vermutlich wahrend der Hsp90-Dimerisierung in einer Furche
neben Helix4' Platz und kann Wasserstoffbriickenkontakte zu Ser673° und Thr669*‘ auf
Helix4 bilden. Mittels MST-Assays wurde durch Mitarbeiter der JOSE Gruppe gezeigt, dass
12a an die CTD von Hsp90 mit einem Kp von 3,42 uM bindet. In einem Autodisplay-Assay
wurde die Inhibition der Interaktion zwischen dem Klientprotein p53 und Hsp90 durch 12a
beobachtet. Ferner deuten MD-Simulationen, die in der GOHLKE Gruppe durchgefiihrt

wurden, darauf hin, dass die Verbindung an das C-terminalen Dimerisierungsinterface von
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Hsp90 bindet. Das Tripyrimidon zeigt darlber hinaus in vitro Aktivitat und I6st Apoptose in
den BCR-ABL-positiven CML-Zelllinien K562 und KCL22 sowie in TKl-resistenten
Zelllinien aus. Im Gegensatz zum N-terminalen Hsp90-Inhibitor Luminespib wurde die
Konzentration der HSR-Proteine Hsp70 und Hsp40 durch 12a nicht erhéht. BHATIA aus
der Arbeitsgruppe HAUER beobachtete aullerdem eine Abnahme der
BCR-ABL-Konzentration in der Zelllinie K562 sowie in TKl-resistenten Zelllinien, die mit
12a behandelt wurden. Da die BCR-ABL-Tyrosinkinase ein Klientprotein von Hsp90
darstellt, deutet dieser Befund auf eine Inhibition von Hsp90 durch das Tripyrimidon hin.
Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse darauf schlieBen, dass die
niedermolekulare Verbindung 12a ein Inhibitor der C-terminalen Dimerisierung von Hsp90
ist.?"" a-Helixmimetika bilden eine Strukturklasse mit der sich eine Bandbreite
unterschiedlicher PPl modulieren lassen. Die vielversprechenden Ergebnisse aus den
Untersuchungen des Tripyrimodonamids 12a sind die Motivation und die Grundlage der

vorliegenden Arbeit.
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Zielsetzung

Ausgehend von einer auf einer hot spot Vorhersage aus der Arbeitsgruppe GOHLKE wurde
das antileukdmische Tripyrimidonamid 12a (LSK82) als erster, niedermolekulare
Hsp90-Inhibitor der C-terminalen Dimerisierung in der Arbeitsgruppe KURz entwickelt
(Abbildung 14). Die bisher unveroffentlichte in vitro Evaluation von 12a zeigte, dass die
Verbindung zur Destabilisierung des Hsp90-Klientproteins BCR-ABL1 in
K562-Leukamiezellen flhrt sowie antileukdmische Aktivitat gegen Imatinib-resistente
Leukamie- und Patientenzelllinien demonstrierte. In zellfreien Luciferase-Renaturierungs-
Assays inhibierte 12a aullerdem die Renaturierung von Luciferase durch den
Hsp90-Chaperon-Komplex. Daruber hinaus leitete das Tripyrimidonamid 12a nicht die
Uberexpression der HSR-assoziierten Proteinen HSF-1, Hsp27 und Hsp70 in

Leukamiezelllinien ein.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Strukturoptimierung des Tripyrimidonamids 12a
mit dem Fokus auf der Verbesserung der antileukdmischen Aktivitdt und der
physikochemischen Eigenschaften. Vor diesem Hintergrund diente das Tripyrimidonamid
12a als Leitstruktur fur die Synthese neuer a-Helixmimetika auf Basis von substituierten
Pyrimidin- und Pyrimidonamiden. Dabei sollten die hergestellten Derivate mit Seitenketten
funktionalisiert werden, die es erlauben die hot spot Aminosaureseitenketten 11e688,
Tyr689, 11e692 und Leu696 auf H5 der C-terminalen Dimerisierungsdomane von Hsp90
nachzuahmen. Das Tripyrimidonamid 12a konnte aufgrund seiner schlechten
Wasserloslichkeit nicht invivo, im Rahmen von Xenograft-Modellen, auf seine
antileukdmische Aktivitat untersuchen werden. Darum sollten Derivate mit basischen
Gruppen am C-terminus von Ring A synthetisiert werden, die zu einem verbesserten
Ldslichkeitsprofil fihren sollten. In diesem Rahmen sollte auch untersucht werden, ob das
Entfernen der Benzoylgruppe an Ring C von 12a einen Effekt auf die Loslichkeit sowie die
antileukamische Aktivitat hat (Abbildung 21).
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zur verbesserung der Loslichkeit Léslichkeit (DMSO): 25 mM von Ring A zur verbesserung der Loslichkeit

Abbildung 21: Strategien zur Verbesserung der Loslichkeit von 12a (LSK82).
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Zur Untersuchung des Einflusses von Scaffold Hopping® vom Tripyrimidonamid- zum
Bipyrimidinamid-Strukturtyp auf die in vitro Aktivitat, sollten Dimer-Derivate ausgehend
von 12a synthetisiert werden. Die damit einhergehende verklrze Syntheseroute sowie
Strukturvereinfachung wirde aulRerdem einen schnelleren Zugang zu unterschiedlich

substituierten Mimetika erméglichen.
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zur verbesserung der Loslichkeit

+ Hot spot Seitenketten 11e688, Tyr689,
11e692 und Leu696 werden z.B. durch
iso-Butyl- (R4) und sec-Butyl- (R;) Seitenketten
nachgeahmt.

Abbildung 22: Scaffold Hopping ausgehend vom Tripyrimidonamid 12a zum Bipyrimidonamid- und
Bipyrimidinamid-Strukturtyp.

Die hergestellten Gerusttypen sollten dabei so funktionalisiert sein, dass sie die hot spot
Seitenketten von 11e688, Tyr689, 11e692 und Leu696 nachahmen kénnen.
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Abbildung 23 Darstellung des Workflows der kooperierenden Arbeitsgruppen zur biologischen Untersuchung
neuer a-Helixmimetika.

Vor dem Hintergrund der vielversprechenden in vitro Ergebnisse aus den Untersuchungen

des Tripyrimidonamids 12a, sollten die synthetisierten Verbindungen auf ihre

antileukamische Aktivitat gegen verschiedene Leukamiezelllinien untersucht und aus den

$ Scaffold Hopping stellt in der medizinischen Chemie eine Strategie zur Modifikation von Leitstrukturen dar,
um Verbindungen mit verbesserter oder gleichbleibender Affinitdt gegeniber einer Zielstruktur zu erhalten.
Dabei wird die GerUststruktur der Leitstruktur abgewandelt.303
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Ergebnissen Struktur-Aktivitdts-Beziehungen abgeleitet werden. Da es gegenwartig
keinen direkten biophysikalischen Nachweis flir die Inhibition der C-terminalen
Dimerisierung von Hsp90 gibt, wurden initial indirekte Nachweismethoden von
kooperierenden Arbeitsgruppen fir die Untersuchung der Interaktion der synthetisierten
a-Helixmimetika mit Hsp90 herangezogen. Um Informationen Uber die molekularen
Interaktionen der Verbindungen mit der CTD von Hsp90 zu erhalten, sollte der
Bindungsmodus der Inhibitoren, die eine vielversprechende in vitro Aktivitat
demonstrieren, in der Arbeitsgruppe GOHLKE an der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
untersucht werden. Dabei sollte auch der Einfluss der basischen Gruppe am C-Terminus
von Ring A auf den Bindungsmodus der Bipyrimidonamide und Bipyrimidinamide
untersucht werden. In der Arbeitsgruppe BHATIA am Universitatsklinikum Dusseldorf,
sollten ausgewahlte Verbindungen auf ihre inhibitorischen Eigenschaften die
Chaperon-Aktivitat in einem Luciferase-Renaturierungs-Assay zu modulieren untersucht
werden. Dariber hinaus sollte in der Arbeitsgruppe WANKER am Max-Delbrtick-Centrum
Berlin die Modulation der Interaktion von Hsp90a-Fusionsproteinen durch die
synthetisierten a-Helixmimetika mittels BRET-Assay =zellular analysiert werden.
Zur Bestimmung der in vivo Aktivitat der Verbindungen, sollten ausgewahlte
a-Helixmimetika in der Arbeitsgruppe BAJOGHLI am Universitatsklinikum Tubingen in

einem Zebrafisch-Xenograft-Modell untersucht werden (Abbildung 23).
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Allgemeiner Teil
Darstellung von Tripyrimidonamid-Derivaten

Darstellung von Desbenzoyl-Tripyrimidonamiden

Die Bedeutung der Benzoylgruppe fiir die in vitro Aktivitat des Tripyrimidonamids 12a
wurde bisher noch nicht untersucht. Im Folgenden wird die Synthese der
Desbenzoyl-Tripyrimidonamide 13 und 14 beschrieben, um zu untersuchen, welchen
Einfluss die Benzoylgruppe auf die Ldslichkeit und in vitro Aktivitat der Tripyrimidonamide
hat. Im Rahmen der biologischen Evaluation, soll der Einfluss der Benzoylgruppe auf die
antileukamische Aktivitat gegenitber Leukamiezelllinien in vitro untersucht werden.
Die Loslichkeit einer Verbindung stellt einen limitierenden Faktor bei der Entwicklung
neuer Wirkstoffe dar. Eine geringe Bioverfligbarkeit, bedingt durch Prazipitation und
schlechte Resorption, kann zu einer geringeren in vitro und in vivo Aktivitat fihren. Zudem
wird die pharmazeutische Formulierung durch eine geringe Loslichkeit erschwert.
Kombinatorische und High-Throughput-Screening-Ansatze fihrten in den letzten
Jahrzehnten zu einem Anstieg lipophiler Wirkstoffkandidaten mit einem eingeschrankten
Loslichkeitsprofil.2'> Die Funktionalisierung eines Molekdilgerists mit basischen oder
aciden funktionellen Gruppen ist eine bewahrte Strategie, um die Ldslichkeit von
Verbindungen zu erhéhen. Ferner kann man durch entfernen hydrophober

Strukturelemente Einfluss auf den logP und damit die Léslichkeit nehmen. 43213

Ao a) o 0 NH,*Cr
- ~ R o
~ o~ %OA AN
N%o 84%-96% Y NH,*CF 92 %-95% quant. H o §
1 2 4a-d

4a: (R: iso-Butyl)

4b: (R: sec-Butyl)

4c: (R: 4-Methoxybenzyl)
4d: (R: 4-Benzyloxybenzyl)

@f o R
e) ’
\AOH T 0% ©\< r)] HN{N 4

7a: 35% (R: iso-Butyl) H
7b: 31% (R: sec-Butyl) N ¢}
7c: 75% (R: 4-Methoxybenzyl) ¢} 7a-d
o 7d: 46% (R: 4-Benzyloxybenzyl)
-EtOH | ~ H
Oy
B |
O (o}

@\<K N R‘—©\<j/\f\IAR—>®_<¥\N—>©\r

Schema 1: Synthese der Pyrimidone 7a-e (A): a) 1,00 &q. iso-Propanol, HCl(g), Et20, 0 °C, 1 h, 5d bei 4 °C
altern; b) K2COs(aq.), Et20, RT; c) 0,6 4q. Aminhydrochlorid, MeOH, RT 18 h; d) 1,10 &q TEOF, 2,20 &aq.
Ac20, 0,5mol% DMAP, Ruckfluss, 4 h; e) 1,00 &q. 4a-d, 1,30 &q. EtsN, Acetonitril, 80 °C, 3 h. Postulierter
Mechanismus der Umlagerungsreaktion fir das Azlacton 6 nach HANSEN?'S (B).
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Weitere Ansatze zur Verbesserung der Léslichkeit, stellen die Unterbindung der
Coplanaritdat und die Einfihrung von stereogenen Zentren zur Aufhebung der
Molekilsymmetrie dar.?" Zur Untersuchung des Einflusses der Entfernung der
Benzoylgruppe auf die Loslichkeit und Aktivitat der Tripyrimidonamid a-Helixmimetika hat,
wurden die entsprechende Analoga 13 und 14 synthetisiert. Dazu wurde die
literaturbekannte Syntheseroute von SPANIER ef al. zundchst herangezogen, um die
bendtigten trisubstituierten Pyrimidone zu gewinnen.?’® Basierend auf einer
abgewandelten Vorschrift von MARTINU et al. konnten die Amidinhydrochloride 4a-d
erhalten werden (Schema 1). Hierzu wurde Cyanameisensaureethylester 1 in einer
PINNER-Reaktion mit iso-Propanol durch einleiten von Chlorwasserstoff umgesetzt. Das
Imidathydrochlorid 2 wurde mittels einer Flissig-Flussig-Extraktion mit Ether und einer
wassrigen Kaliumcarbonat-Lésung in die freie Base 3 Uberfihrt. Diese wurde
anschlielRend mit primdren Aminhydrochloriden in Ethanol zu den Amidinhydrochloriden

4a-d umgesetzt.

Bz.
“NH NH,

o
B2 %\fo %\f
“NH Bz NH, N N
Na N S
= a) %\fo b) %\f d) ;[ b) ;\/
N N — Ne NJ\ — > NaN +15a— > 07 "NH — > O NH

by pe Ly e o9\

© |
R4 Ri ;[ I
7a 8a: 86%-93% (R;: Me) Sa: B6%-75% (Ry: Me) 07 NH 07 NH
8b: 70-74% (R;: DMAE) 9b: 43-66% (R;: DMAE) Ry Ry
76% (R.: Boc,
I 8c: 76% (Ry: Boc-AE) 9c: 70% (Ry: Boc-AE) 10a: 20%-51% (Ry: Me) 11a: 31%-64% (Ry: Me)
AN 10b: 64-79% (Ry:DMAE) 11b: 25-41% (R,: DMAE)
- > 10c: 67% (R4: Boc-AE) 11c: 47% (Ry: Boc-AE)
Dimethylaminoethyl (DMAE)
H
AN Boc
Boc-Methylaminoethyl (Boc-AE)
NH, N

(0] o (o]
0 (0]
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c) N _N - N& N -~ Ns _N -]
T X 1
Lithiumcarboxylate: 15a-c o] NH NH
15a: 88% (R: sec-Butyl) o NH ° o

15b: 92% (R: 4-Methoxybenzyl) %YO %\fo %\f
15¢c: 85% (R: 4-Benzyloxybenzyl) Ne NJ\ NINJ\ N\;\/NJ\
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14: 20% liber 2 Schritte aus 12b 13: 21%-40% (R4: Me) 12a: 66%-77% (R4: Me, R,: Me)
12b: 52% (R4: Me, R,: Bn)
12c: 62% (Rq: DMAE, R;: Me)

Schema 2: Syntheseroute fiir die Tripyrimidonamide 13 und 14: a) 15,0 aq. 40% MeNH2 w/w, EtOH, RT oder
8,00 &g. Amin, EtOH, RT, 18 h; b) 3,00 &g. 1 M NaOH, MeOH, 80 °C, 3 h; c) 1,00 &q. LiOH*H20, MeOH, RT,
24 h; d) 1,30 &q. 15a, 15b oder 15¢, 1,70 &g. COMU® DMF, RT,18-24 h; e) Hz, Pd(C), MeOH/Dioxan/AcOH
8:2:1 vlv, Rickfluss, 3 h.
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Fir die Synthese des Azlactons 6 wurde Hippursaure 5 mit Essigsaureanhydrid,
Triethylorthoformiat und katalytischen Mengen DMAP unter Ruckfluss erhitzt. Um die, bei
der Reaktion anfallende, Essigsaure zu entfernen wurde das Gemisch mit Toluol
coevaporiert. Das Azlacton 6 wurde durch Kristallisation aus iso-Propanol gewonnen.
Die Amidinhydrochloride 4a-d wurden ohne weitere Aufreinigung in einer
Umlagerungsreaktion mit dem Azlacton 6 und Triethylamin in Acetonitrii zu den
entsprechenden Pyrimidonen Ta-e umgesetzt. Der  Mechanismus  der
Umlagerungsreaktion des Azlactons 6 nach HANSEN ist in Schema 1 dargestellt. Im ersten
Schritt kommt es zu einer Substitutionsreaktion der Ethoxygruppe durch das
Amidin-Nukleophil I unter Bildung des Oxazolons Il. AnschlieRend tautomerisiert das
Oxazolon-Intermediat Il zum 5-Hydroxyoxazol-Intermediat lll. Im Folgeschritt kommt es
zum Ringschluss unter Umlagerung des 5-Hydroxyoxazol-Intermediats Ill zum Pyrimidin
V. Im letzten Schritt tautomerisiert das Pyrimidin V zum Pyrimidon VI. Die Produkte
konnten nach wassriger Aufarbeitung mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt werden.
Die Methylestergruppe der Pyrimidone 7a-d weist eine ausreichende Carbonylreaktivitat
auf, um eine Aminolyse bereits bei Raumtemperatur stattfinden zu lassen. Die Amide 8a-
¢ wurden durch eine Umsetzung von 7a mit einem Uberschuss von Methylamin,
N,N-Dimethylethylendiamin ~ und  N-Boc-ethylendiamin in  Ethanol erhalten.
Die Benzoylgruppe wurde anschliefend, durch die Umsetzung von 8a-c mit einer
methanolischen Natriumhydroxidlésung bei 80°C, abgespalten. Die Aminopyrimidone
9a-c konnte auf diese Art nach chromatographischer Aufreinigung in Ausbeuten zwischen
43% - 75% erhalten werden. Die Kupplungspartner wurden durch alkalische Hydrolyse mit
Lithiumhydroxid-Monohydrat in Methanol aus den Pyrimidonestern 15a-c hergestellt.
Da eine Uberfihrung der Lithiumcarboxylate 15a-c in die konjugierten S&uren eine
Decarboxylierungsreaktion nach sich gezogen hatte, wurden diese ohne weiter
Aufarbeitung im nachsten Schritt eingesetzt. Die Dimere 10a-c wurde nach einer
optimierten Vorschrift von SPANIER mit dem Uronium-Kupplungsreagenz COMU®
dargestellt. Dazu wurden die Aminopyrimidone 9a-c mit einem Uberschuss des
Lithiumcarboxylats 15a in DMF umgesetzt. Die Benzoylgruppe der Dimere 10a-c wurde,
wie auch beim Monomer 8, mit methanolischer Natriumhydroxid L6sung abgespalten, um
die Aminopyrimidone 11a-c zu erhalten. Die Tripyrimidonamide 12a-c¢c wurden durch
Kupplung von 11a-b mit den entsprechenden Lithiumcarboxylaten 10b bzw. 10c unter
Verwendung von COMU® in DMF synthetisiert. Die Abspaltung der Benzoylgruppe der
Tripyrimidonamide 12a-c erfolgte mit methanolischer Natriumhydroxidlésung bei 80 °C.
Nach einer wassrigen Aufarbeitung wurde das Pyrimidon 13  mittel
Flash-Chromatographie vorgereinigt. Allerdings ergab eine DC Kontrolle eine persistente

Verunreinigung der Hauptfraktion. 13 wurde daher weiter aufgereinigt, indem es in einer
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Mischung aus siedendem Ethylacetat und n-Hexan gel6ést wurde und anschlieend durch
abkuhlen prazipitierte. Der neongelbe, amorphe Feststoff wurde so in einer ausreichenden
Reinheit fur biologische Untersuchungen erhalten (Schema 2). Geht man von den
optimalen Ausbeuten aus, betragt die Gesamtausbeute ausgehend von
Cyanameisensaureethylester 1 Gber zehn Schritte 3%. Das Tripyrimidonamid 14 wurde
Uber zwei Schritte ausgehend von 12b hergestellt. Im ersten Schritt wurde die
Benzoylgruppe unter Verwendung von methanolischer Natriumhydroxidlésung
hydrolytisch gespalten. Das Produkt der Reaktion wurde wassrig aufgearbeitet und direkt

im nachsten Schritt umgesetzt.

Tabelle 2: Reaktionsansatze fiir die katalytische Hydrierung der Benzylgruppe zur Darstellung von 14

ausgehend von 12b.

Eintrag Losungsmittel t[h] T[°C] Katalysator Ausbeute
1 EtOH 6 RT 10%wt Pd(C) Kein Umsatz
2 MeOH 6 70°C  10%wt Pd(C) Kein Umsatz
3 MeOH/Dioxan 8:2 v/v 6 70 °C  10%wt Pd(C) Kein Umsatz
(

4 MeOH/Dioxan/AcOH 8:2:1 v/v 3 70°C  10%wt Pd(C) 20%'

'Hergestellt Gber zwei Schritte ausgehend von 12b; Ausbeute nach Aufreinigung mittels Umkehrphasen-
chromatographie.

Mittels katalytischer Hydrierung unter Einsatz von Palladium auf Aktivkohle sollte die
Benzylschutzgruppe abgespalten werden, um die phenolische Hydroxylgruppe von 14
freizusetzen (Tabelle 2). Initiale Versuche die Benzylgruppe bei Raumtemperatur unter
Verwendung von Ethanol als Lésungsmittel abzuspalten zeigt keinen Umsatz. Als Grund
wurde die schlechte Loslichkeit des Edukts bei Raumtemperatur vermutet.
Léslichkeitsuntersuchungen ergaben, dass sich das Startmaterial in der Siedehitze mafig
in Methanol 16st. In der Annahme, dass sich das Produkt 14 besser im Methanol 16st und
eine Umsetzung ein stufenweises Lésen des Startmaterials nach sich zieht, wurde eine
Reaktion in Methanol bei 70 °C durchgefihrt. Die DC-Reaktionskontrolle zeigte jedoch
keinen Umsatz. Ferner l6ste das Gemisch aus Methanol und Dioxan das Startmaterial gut
in der Siedehitze. Die Hydrierungsreaktion unter Verwendung dieser
Lésungsmittelkombination zeigte allerdings keinen Umsatz. Der Zusatz von Essigsaure zu
katalytischen Hydrierungsreaktionen kann sich positiv auf den Reaktionsverlauf ausiben:
Neben der Reaktivitatssteigerung durch eine zusatzliche Polarisierung von o-Bindungen,
kann Essigsdure eine Deaktivierung von Katalysatoren durch stickstoffhaltige
Heterocyclen unterbinden.?'¢2'” Der Zusatz von Essigsaure zur Reaktionslésung resultiert
nach drei Stunden in einer Umsetzung des Startmaterials. Nach einer Aufreinigung mittels

Umkehrphasenchromatographie konnte das Tripyrimidonamid 14 in einer Ausbeute von
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20% isoliert werden. Lo&slichkeitsuntersuchungen in DMSO zeigten, dass sich die
Pyrimidonamide 13 und 14 bis zu einer Konzentration von 50 mM l6sen lassen.
Das Tripyrimdionamid 12a lief? sich bis zu einer Konzentration von 25 mM in DSMO I&sen.
Eine wiederholte Aussetzung von DMSO-Aliquoten gegentber Einfrier/-Abtauzyklen
zeigte, dass 13 nicht prazipitiert. Dagegen neigt 12a bereit nach einem
Einfrier/Abtauzyklus und bei langerer Lagerung bei Raumtemperatur zur Prazipitation. 13
lie® sich ferner problemlos durch einen Pipettierroboter im Rahmen von in vitro
Evaluationen einsetzten.
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Abbildung 24: Superposition der "H-NMR-Spektren von 13 (A) und 14 (B) in DMSO-ds.

Um untersuchen zu kdnnen welchen Einfluss die Einfihrung einer tertidren Aminogruppe,
in Form eines N,N-Dimethyaminoethyl-Rests (DMAE) hat, wurden die Verbindungen 10b
und 12b dargestellt. Dazu wurde im Aminolyseschritt anstelle von Methylamin
N,N-Dimethylaminoethylamin eingesetzt. Die Hydrolyse des Benzamids und die
Amidkupplung wurden analog zu den Methyl-substituierten Derivaten durchgefuhrt.
Wahrend 12¢ sich ahnlich wie 13 bis zu einer Konzentration von 50 mM in DMSO |6sen
lieR3, zeigte das Bipyrimidonamid 10b sich bis zu einer Konzentration von 90 mM in DMSO

I6st. Die Tripyrimidonamide 13 und 14 wurden mittels '"H NMR Spektroskopie untersucht
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und die Protonensignale miteinander verglichen (Abbildung 24). Die Methylprotonen der
iso-Butyl- und sec-Butyl-Seitenketten liegen fiir 13 bei 0,79 ppm H*° und 0,83 ppm H*27
und spalten Aufgrund der 3J-Kopplung zu den Methylenprotonen bzw. Methinproton zu
einem Dublett bzw. einem Triplett auf. Die Signallage der Protonen unterscheidet sich
kaum von der in 14 (A=0,01 ppm). Das Methylenproton der iso-Butylgruppe H?® spaltetet
durch die 3J-Kopplung zum Methinproton zu einem Dublett bei 4,14 ppm auf. Genauso wie
das Quartett des Methinprotons der sec-Butylgruppe H?* bei 4,32 ppm unterscheidet es
sich nicht in der Signallage der entsprechenden Protonen in 14 (A=0,00 ppm). Das Signal
der Methoxygruppe von 13 bei 3,70 ppm fehlt im Spektrum von 14. Daflr weist das
Spektrum von 14 ein Singulett bei 9,33 ppm fir das Phenolproton auf.
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Abbildung 25: Ausschnitt des HSQC-Spektrums von 14 in DMSO-ds.

Um die Signale der Aminprotonen H* und der Methylenprotonen H* der
Methoxybenzylgruppe eindeutig zuordnen zu kénnen wurde ein HSQC-Spektrum von 14
aufgenommen. Die Kopplung zwischen dem *C-Kern und den Methylenprotonen fiihrt zu
einem Kreuzsignal {5,73 ppm, 25,79 ppm}. Fir das Singulett der Aminprotonen wurde kein
Kreuzsignal im HSQC-Spektrum beobachtet (Abbildung 25). Die Signale der Arylprotonen
H4243.45.46 yon 13 bei 6,85 ppm und 7,16 ppm sind im Vergleich zu den Signalen bei 6,66
ppm und 7,05 ppm in 14 signifikant tieffeldverschoben (A=0,11 ppm). Dieser Befund kann
durch die starkere Abschirmung der entsprechenden Protonen durch den +M-Effekt der
Phenolgruppe in 14 erklart werden. Das Pyrimidonringproton H*' bei 7,34 ppm in 13 ist
gegeniiber den Ringprotonen H' und H'™ bei 8,72 ppm und 8,78 ppm signifikant
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hochfeldverschoben. Diese Beobachtung lasst sich durch die starkere Abschirmung des

Pyrimidonprotons H3' durch den +M-Effekt der Aminogruppe in para-Position erklaren.

Konformationsanalyse des Bipyrimidonamids 10b

Die Konformation von a-Helixmimetika ist relevant fur die Entwicklung biologisch aktiver
Verbindungen zur Nachahmung von Protein-Protein-Interaktionen. Zur Untersuchung der
Seitenkettenanordnung der Pyrimidonamide in unterschiedlichen Lésungsmitteln wurden
ROESY-Experimente in DMSO-ds und CDCIz mit 10b durchgefuhrt (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ausschnitte der ROESY-Spektren von 10b in DMSO-ds (A) und CDCls (B).

Die Verwendung von DO oder Methanol-d: wurde durch Vorproben ausgeschlossen:
Im Fall von DO war die Loéslichkeit auch bei pH 1 (1 M DCI) nicht ausreichend fur die
Durchflihrung eines ROESY-Experiments. Spektren von 10b in Methanol-ds waren nicht
auswertbar, da es zu einem Austausch der Amid-Wasserstoffkerne durch Deuterium kam
und dadurch keine Kopplungen der Kerne beobachtet werden Kkonnten.
Die ROESY-Spektren in DMSO-ds weisen Kreuzsignale zwischen dem
Pyrimidonringproton und dem zentralen Amidproton (I) und dem Pyrimidonringproton und
dem Methinproton der sec-Butylgruppe auf (lll). Dies deutet auf eine gestaffelte
Konformation der Seitenketten im Fall von 10b in DMSO-ds hin. Das Kreuzsignal zwischen

dem C-terminalen Amidproton und den Methylenprotonen der iso-Butylgruppe (ll) deutet
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auf eine Konformation hin bei der die Carbonylgruppe des Amids gestaffelt zur
iso-Butylgruppe vorliegt. Das ROESY-Spektrum von 10b in CDCIs; weist Kreuzsignale
zwischen dem zentralen Amidproton und dem C-terminalen Pyrimidonringproton (V) sowie
dem N-terminalen Pyrimidonringproton (VI) auf. Ferner wird ein Kreuzsignal zwischen dem
N-terminalen Pyrimidonringproton und dem Methinproton der sec-Butylgruppe (VII)
beobachtet. Zusammengenommen deuten die beobachteten Kreuzsignale auf das
Vorliegen einer Konformation von 10b hin bei der die Seitenketten der Pyrimidonringe
gestaffelt zueinander vorliegen. Eine Losungsmittelabhangigkeit der Konformation von
10b oder das Vorliegen einer ekliptischen neben einer gestaffelten Konformation, lie® sich

fur die untersuchten Losungsmittel nicht beobachten.

Abbildung 27: Kristallstrukturt von 10b-Tosylat mit inter- und intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen.
Das Bipyrimidonamid-Tosylat kristallisiert in der monoklinen Raumgruppe P2(1)/n.

Die Kristallstrukturuntersuchung von 10b-Tosylat ergab, dass sich die Pyrimidonringe im
Festkorper um circa 90° zueinander gerecht vorliegen (Abbildung 27). Die Konformation
des Bipyrimidonamids wird durch intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen
zwischen den drei Amidprotonen und den Pyrimidon-Sauerstoffatomen sowie
m-mi-Interaktionen zwischen den Aryl- und Heteroarylgruppen gesteuert. Die
Wasserstoffbriickenbindungsstarke zwischen der NH-Bindung und dem sp?-

Hybridisierten Carbonylsauerstoffen ist dabei als schwach einzuschatzen.

' Die Kristallstrukturmessung, Auswertung der Daten und Bereitstellung der Abbildungen erfolgte durch
FLORIAN MORSBACH und GuIDO J. REISs aus der Arbeitsgruppe FRANK. Weitere Abbildungen, die Interaktionen
veranschaulichen, befinden sich im Anhang.

Y Weitere Abbildungen, die Interaktion von 10b-Tosylat im Festkdrper veranschaulichen, befinden sich im
Anhang.
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Darstellung von Pyrimidinamid-basierter a-Helixmimetika

Retrosynthetische Analyse

Zur Untersuchen der Auswirkungen von Scaffold Hopping von einem
Pyrimidonamid-Strukturgerust zu einem Pyrimidinamid-Gerust auf die biologische Aktivitat
der a-Helixmimetika, wurde zunadchst eine retrosynthetische Analyse einer
Tripyrimidinamid-Zielstruktur durchgefuhrt (Schema 3). Der Retrosynthesebaum fuhrt
ausgehend von einem Tripyrimidinamid Uber eine C-N-Zerlegung zu einem substituierten
Aminopyrimidin und einem geschutzten Pyrimidincarbonsdure Syntheseaquivalent.
Durch eine FGI (functional group interconversion) lassen sich beide Syntheseaquivalente
auf ein gemeinsames Syntheseaquivalent in Form eines Carbonsaduremethylesters

zuruckfahren.
? Bz .
NH
o.
07 "NH %Y R
H\/O N N - B2, N“ o FGIH+FGA
X "R NH
! j/: \“O/I (o] Oﬁo
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Schema 3: Retrosynthesebaum fiir Tripyrimidonamid a-Helixmimetika (Synthons nicht dargestellt).

Die Funktionalisierung der 4-Position des Pyrimidinrings kann via zweier unterschiedlicher
C-O-Zerlegungen erzielt werden. Im ersten Fall (C-O') kann die Zielstruktur aus einem
Pyrimidon und ein Alkylanz als Syntheseaquivalente abgeleitet werden. Im Zweiten Fall
(C-O") wird das Alkoxypyrimidin auf einen Nucleofug-funktionalisierten Baustein und einen
Alkohol als Syntheseaquivalente zurtickgefihrt. Die nucleofuge Gruppe muss allerdings,
im Fall der zweiten Strategie, in einem zusatzlichen FGI-Schritt eingefuhrt werden. Beide
Strategien lassen sich dabei auf denselben Pyrimidonbaustein zurtickflhren. Dieses lasst
sich durch zwei C-N-Zerlegungen auf ein Azlacton und ein Amidin als
Syntheseaquivalente zurickfuhren, deren Darstellung zuvor beschrieben wurde. Die
verfolgte Synthesestrategie in dieser Arbeit zur Darstellung von Alkoxypyrimidin-Derivaten
verfolgt den C-O'-Pfad und basiert auf Vorarbeiten von DIEDRICH und SPANIER aus der
KURz Gruppe. Die Strategie fir die Synthese von 4-Thioalkylpyrimidinen und

4-Aminoalkylpyrimidinen verfolgt den C-O'"-Pfad via nukleophiler aromatischer
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Substitution. Die Strategie fir die Darstellung der Oligomere orientiert sich an Vorarbeiten
von HAMILTON et al. sowie SPANIER et al.?'%'"" Die Synthese unterschiedlich substituierter
Pyrimidine er6ffnet die Moglichkeit diese mit den beschriebenen Pyrimidonen-Bausteinen
zu neuen Strukturgeristen zu kombinieren, um die Auswirkungen auf die biologische

Aktivitat zu untersuchen.

Vorarbeiten zur Darstellung von 4-Alkoxypyrimidin-Derivaten

Basierend auf der retrosynthetischen Analyse wurde zunachst das Pyrimidon 17 nach
SPANIER et al. synthetisiert (Schema 4).2'° Dazu wurde zunachst das Amidinhydrochlorid
16, in Anlehnung an eine Vorschrift von MARTINU et al., ausgehend von dem Imidat 3
hergestellt.?'® Hierbei wurde das Imidat 3 mit Ammoniumchlorid in Methanol bei
Raumtemperatur umgesetzt. Dabei fand nicht nur eine Umsetzung zum entsprechenden
Amidin statt, sondern durch den hohen Uberschuss an Methanol auch eine Umesterung
des Ethylesters zum Methylester (Schema4). Diese zunachst unbeabsichtigte
Umwandlung stellte sich als vorteilhaft heraus: Fihrt man die Synthese des
Amidinhydrochlorids in Ethanol durch findet keine Umesterung statt. Der entsprechende
Ethylester von 16 ist ein halbfestes hochviskoses Ol, das sich aufgrund seiner
Eigenschaften schlechter handhaben lasst, als der Methylester, der als farbloser Feststoff
gewonnen werden konnte. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass fur die Synthese von
16 der preislich ginstigere Cyanameisensaureester 1 anstelle des entsprechenden
Methylesters verwendet werden kann, um im nachfolgenden Schritt den reaktiveren’

Pyrimidonmethylester 17 zu erhalten.

NH2 cr NH o—
7‘)LO/\ 4> HoN ©\< —> HN
quant. @

16
Farbloser Feststoff 17

NH,*CI-

RO (0] R
a) in EtOH —N  O— N o—
> o c)
HZNJ\"/ ~ > HN{ P HN—{E =
quant. o @ \ N o ©_<\ \ N

Viskoses Ol © °©
18-OP 18-NP
R: Me, i-Bu R: Me, i-Bu

Schema 4: Synthese von 17: a) 1,00 aq. NH4CIl, MeOH, RT 18 h; b) 1,00 &qg. 16, 1,00 &q. 6, 1,30 aq. Et3N,
Acetonitril, 80 °C, 3 h, dann konz. HCI; c¢) MiTsuNoBU-Reaktion.

In einer Kondensationsreaktion wurde anschlielend 16 mit dem Azlacton 6 umgesetzt.
Dabei wurde Triethylamin als Base zur Deprotonierung des Hydrochlorids verwendet.

Das Pyrimidon 17 begann bereits nach einer Stunde aus dem siedenden

V FIsCHER beobachtete bei seinen Untersuchungen zum Alanin und anderen Aminosauren, dass Methylester
reaktiver gegentiber Hydro- und Aminolysebedingungen sind als entsprechende Ethylester3%.
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Reaktionsgemisch in Acetonitril auszufallen. Nach der Bestatigung des vollstandigen
Umsatzes mittels DC wurde die Reaktion unter Eiskiihlung mit konzentrierter Salzsaure
gequencht. Da die Aufreinigung von 17 mittels Saulenchromatographie aufgrund der
grolen Substanzmenge nicht praktikabel war, wurde der amorphe Feststoff nach
mehrmaligem Waschen mit destillietem Wasser in einer Ldsung aus
Ethylacetat/Methanol, im Verhaltnis 9:1, ausgekocht und eine Stunde bei Raumtemperatur
gealtert. Die anschlieRBende Alkylierung erfolgte mittels MITSUNOBU-Reaktionen.
Vorarbeiten von SPANIER und DIEDRICH ergaben, dass diese dazu geeignet ist
4-Alkoxypyrimidin-Derivate ausgehend von 17 darzustellen. Da es sich bei 17 um ein
ambidentes Nukleophil handelt ist sowohl eine O- als auch eine N-Alkylierung maoglich.
KORNBLUM et al. untersuchten den Einfluss von Silbersalzen auf das Produktverhaltnis bei
der Alkylierung ambidenter Nukleophile, wobei eine O-Selektivitat beobachtet wurde.?'®
MAYR et al. rationalisierten die hdhere O-Regioselektivitat in ihren Untersuchungen durch
eine steirische Hinderung der N-Alkylierung durch das Silber-Kation.??° Entsprechende
Ansatze mit Methyliodid und resultierten entweder in einer sehr geringen Ausbeute oder
zeigten keinen Umsatz von 17. Die Verwendung von Casiumcarbonat als alternative Base
oder Dimethylsulfat als Alkylanz zeigten ebenso keinen Umsatz zum angestrebten
Produkt. Ein nahezu vollstandiger Umsatz wurde unter MITSUNOBU-Bedingungen
beobachtet. Dabei kann zwischen dem O- und dem N-alkylierten Produkt unter anderem
anhand der chemischen Verschiebung des Pyrimidin- bzw. Pyrimidon-Ringprotons im
'H-NMR unterschieden werden und so auf den Produktanteil geschlossen werden
(Abbildung 30). Die Produkte konnten allerdings nicht isoliert werden. Als Grund dafur
wurde die quantitative Verunreinigung der Produkte durch Triphenylphosphinoxid (TPPO)
sowie Dihydro-DEAD angefuhrt. Im Folgenden wird eine stufenweise Optimierung der
Reaktionsbedingungen vorgestellt. AuRerdem werden erfolgreiche Methoden aufgefuhrt
die Nebenprodukte der MITSUNOBU-Reaktion abzutrennen.

MiTsuNoBU-Reaktion zur Darstellung von 4-Alkoxypyrimidin-Derivaten

Die von OYyo MITSuNOBU erforschte und nach ihm benannte Reaktion ist eine
Redox-Kondensation die zur Derivatisierung von Alkoholen zu Ethern, Thioethern, Aminen
und Estern verwendet werden kann.??' Dabei wird ein Phosphin-Reagenz oxidiert wahrend
das Azo-Reagenz reduziert wird. Der pKs-Wert des Pronukleophils darf dabei nicht hdher
als 11 sein, da das im Reaktionsmechanismus entstehende Betain (pKs 13) das
Pronukleophil sonst nicht vollstdndig deportieren kann. Werden chirale sekundare
Alkohole verwendet kommt zur Inversion der Konfiguration des Stereozentrums.???
Die nukleophile Substitution erfolgt dabei Uber einen Sn2-Mechanismus. Aktuelle

Methoden wurden entwickelt bei denen eines oder beide Reagenzien in katalytischen
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Mengen eingesetzt werden und durch externe Redoxsubstrate regeneriert werden
konnen.?% Vor kurzem wurde auch eine redoxneutrale Variante der MITSUNOBU-Reaktion
vorgestellt, die mit einem Organokatalysator auskommt (Abbildung 28). Durch den Einsatz
dieser Methoden kann die schlechte Atomoékonomie, bedingt durch das quantitative
Anfallen von TPPO und des reduzierten Azo-Reagenzes verbessert werden. TOy et al.
fanden, dass Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) in der MITSUNOBU-Reaktion katalytisch
eingesetzt werden kann, wenn es durch Zugabe von (Diacetoxyiodo)benzen im Verlauf
der Reaktion oxidativ regeneriert wird.??* Durch den Einsatz eins Eisen(ll)-phthalcyanin-
Katalysators (Fe(Pc)) lasst sich unter Luftsauerstoffatmosphare das Hydrazin-Derivat A
zum Azo-Reagenz oxidieren und so die Funktionalisierung von Alkoholen nach
HIROSE et al. durchfiihren.?2®

Mitsunobu-Reaktion

o
Ph H
120 N__O
s s Ph”' “Ph /\OJ\N' Y
OH 1,0 &4q PPhj, 1,0 &g DEAD Nu H
A TPPO Dihydro-DEAD
R/ R, THF R R, v
Nebenprodukte
Mitsunobu-Reaktion unter Regeneration der Reagenzien durch exterene Redoxsubstrate
<+Regeneration von DIAD durch
PhI(OAc), nach Toy et al.
f " o
/(')\H Phosphin, Azo-Reagenz l;lu +Regeneration des Azo-Regenzes A durch Fe(Pc) cl H )k O\\
Ri” "R, THF Ry R, und Luft nach Hirose ef al. j@/ N o™ D
+Regeneration des Phosphins B durch PhSiH; Cl B

und DIAD durch Fe(Pc) und Luft nach Buonomo et al.

Redoxneutrale Mitsunobu-Reaktion nach Beddoe et al.

OH Organokatalysator-C Nu

R R, Toluol, Ruckfluss, Wasserabscheider R1/\R2

Abbildung 28: Varianten der MITSUNOBU-Reaktion.

BUONOMO et al. beschrieben die Regenration und die katalytische Nutzung des
Phosphin- als auch des Azo-Reagenzes in der MITSUNOBU-Reaktion durch Zugabe von
Phenylsilan und Fe(Pc) unter Luftsauerstoffatmosphare.??6 BEDDOE et al. publizierten die
erste redoxneutrale MITSUNOBU-Reaktion. Dabei wird das Phosphinoxid C als
Organokatalysator fur die Reaktion verwendet und erlaubt u. a. Inversionsreaktionen an
chiralen Alkoholen mit bis zu 99% e.e.?”’ Mdoglichkeiten zur Verbesserung des
Katalysators durch Fluor-Substitution wurden von Zou et al. vorgestellt.??® Trotz ihrer
schlechten Atomdkonomie wird die MITSUNOBU-Reaktion weiterhin fur die Herstellung von
klinischen Kandidaten im PilotmalRstab herangezogen: Fir die Entwicklung des

Glukokinase-Aktivators AZD1656 durch AstraZeneka wurde nach Abwagen mehrerer
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Prozessfaktoren die  MITSUNOBU-Reaktion fir die  Funktionalisierung des
Resorzin-Derivats mit einem chiralen Alkohol herangezogen. Die Nebenprodukte konnten
durch Animpfen" gréfRtenteils auskristallisiert und abfiltriert werden. Das verbleibende
Nebenprodukt konnte nach Telescoping des Reaktionsprodukts iber zwei Schritte und

anschlieende Zwei-Phasen-Extraktion abgetrennt werden.??°

1. PPh,, DIAD, Toluol
o 2. NaOMe, MeOH 2 Schritte So o IN]/
N

HO o . oH 3. KOH, H,0 \L dann Kristallisation 0o N
Aox 76% iiber 3 Schritte A

N O
245 kg 155 kg E\ \")I j/ AZD1656
N N
o]

cl - N 5 Schritte
OH | PPhg, DIAD, Toluol dann Kristallisation
+ HO A
cl 84% nach Kristallisation cl
NO,
F o
49 kg 65 kg o

F Crizotinib

Schema 5: Einsatz der MITSUNOBU-Reaktion in der Entwicklung von Wirkstoffen.

Nachdem ein Erhitzen der Reaktionslésung aus Sicherheitsgriinden* ausgeschlossen
werden musste wendete Pfizer bei der Entwicklung einer Route zum c-Met/ALK-Inhibitor
Crizotinib die MiITsuNoBU-Kondensation an (Schema 5). Nachdem Festgestellt wurde,
dass der chirale Ether schlecht in Ethanol I6slich ist, konnten die Nebenprodukte aufgrund
ihrer guten Loslichkeit in Ethanol leicht abgetrennt werden.?*° Neben der Option die
Nebenprodukte durch Kristallisation oder geeignete L&sungsmittelwahl abzutrennen,
besteht die Moglichkeit immobilisierte Polystyrol-Phosphine und Azo-Reagenzien zu
verwenden. Diese lassen sich leicht nach der Reaktion durch Filtration abtrennen.23" 232
CoMINS et al. demonstrieten den Einfluss des Ldsungsmittels auf die
Produktzusammensetzung bei der Alkylierung von 2-Pyridon unter
MITSUNOBU-Bedingungen. Sie beobachteten einen hdheren O-alkylierten Produktanteil in
unpolaren Lésungsmitteln, wahrend in polaren Lésungsmitteln ein Gemisch aus N- und

O-alkylierten Produkten erhalten wurde (Schema 6).233

W Zugabe von TPPO und Dihydro-DIAD zur Einleitung der Kristallisation.

X Das Erhitzen des Nitropyridin-Derivats (ber 60 °C stellt aufgrund erhohter Explosionsgefahr, ein
Sicherheitsrisiko dar.

48



ALLGEMEINER TEIL

Losungsmittel  O/N-Produktverhiltniss

0 PPh,, DEAD, R4R,CH,OH O O R, THF  10:1
| l + DME  34:1
o NH Lésungsmittel X NR1 R, X N\)\Rz DMSO  2,9:1

Acetonitril 1,4:1

| ~°
@o PPhs, DIAD, Ethyllactat @0 (I
+ SN0
° ~ O\/
o DMF, 20 °C N OJ}( )}(O\/
0

O/N-Produktverhaltniss: 0,91:1 o)

\ O
om PPhj, DIAD, Ethyllactat Om m
+ N" 0
o
N N OJ}( ~
0

) DMF, 20 °C o_-

O/N-Produktverhiltniss: 5,75:1 (0]

Schema 6: Untersuchungen zur Alkylierung von Pyridonen unter MITSUNOBU-Bedingungen.

TORHAN et al. zeigten in ihren Untersuchungen zur Alkylierung substituierter Pyridone eine
Korrelation zwischen dem Resonanzbeitrag der Substituenten und dem Produktverhaltnis
der MITSUNOBU-Reaktion. So lieferte die Reaktion mit 3-Methoxy-substituierten Pyridonen
ein nahezu gleiches Verhdltnis von N- und O-alkylierten Produkten wahrend
5-Methoxy-substituierte Pyridone einen Uberschuss an O-alkyliertem Produkt lieferten
(Schema 6).2%

\
| HN o N
N N N CF, W
NH, Sy
Telotristat Etravirin Epirizol
Tryptophan Hydroxylase inhibitor NNRTI NSAID

Abbildung 29: Auswahl von Wirkstoffen mit dem Alkoxypyrimidin-Motiv (blau).

Alkoxypyrimidine stellen ein interessantes Strukturmotiv fir die Entwicklung von
Wirkstoffen dar. In Abbildung 29 sind einige Motiv-Vertreter aufgefiihrt: Telotristat ist ein
Vertreter aus der Klasse der Tryptophan-Hydroxylase-Inhibitoren. Er wurde 2017 fur die
Behandlung von Diarrhoe verbunden mit dem Karzinoidsyndrom von der FDA und im
selben Jahr von der EMA zugelassen. Der nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitor Etravirin wird seit 2008 zur Behandlung von HIV-Infektionen eingesetzt. Epirazol
ist ein nichtsteroidales Antirheumatikum, das zur Behandlung von rheumatoider Arthritis
entwickelt wurde. Weitere Untersuchungen wurden, wegen des Auftretens von

Zwolffingerdarmgeschwiiren in praklinischen Untersuchungen, nicht vorgenommen.®
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Abbildung 30: Synthese von 18a-OP und 18a-NP: a) 1,30 &q. Phosphin, 1,30 &q. Azo-Reagenz, 1,30 &q.
iso-Butanol, Lésungsmittel, 0,25 M, 0 °C-RT, 24 h, 0,5 mmol MafR3stab. Chemische Verschiebung der Protonen
von 18a-OP und 18a-NP in CDCIs sowie verwendetet Phosphine und Azo-Reagenzien. cpKs von 17 kalkuliert
mit MarvinSketch (ChemAxon).

In Anlehnung an die Studien von COMINS et al. wurde der Lésungsmitteleinfluss auf das
Verhaltnis von N- und O-alkylierten Produkten bei der Alkylierung von 17 unter
MITSUNOBU-Bedingungen untersucht. Dazu wurden 17, Triphenylphosphin und
iso-Butanol im entsprechenden Ldsungsmittel suspendiert. Die Suspension wurde mit
einem Eisbad abgekuhlt und tropfenweise mit DIAD versetzt, wonach sich eine klare
Reaktionslosung bildete. Der Reaktionsansatz wurde nach entfernen des Eisbads
24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach chromatographischer Auftrennung der
Regioisomere von 18a konnten diese Anhand der chemischen Verschiebung
(Pyrimidinringproton, Benzamidproton und Methylengruppe) unterschieden werden
(Abbildung 30).2"° Beide Regioisomere wurden mittels HPLC untersucht, um die

Retentionszeiten zu ermitteln.

Kalibriergeraden von Pyrimidin 18a-OP und Pyrimidon 18a-NP

AUC [AU*s]
= =
o (6]

w

0 N=3, Xts
0 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration [mg/ml]

Abbildung 31: Kalibriergerade von 18a-OP und 18a-NP; Auftragung der AUC gegen fiinf Konzentrationen.
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AnschlieBend wurden durch das Vermessen der AUC (area under the curve) bei flnf
unterschiedlichen Konzentrationen von 18a-OP und 18a-NP eine Kallibriergeraden fur
beide Verbindungen erstellt (Abbildung 31). Damit war es mdglich die

Produktzusammensetzung und den Umsatz von 17 im Anschluss an die Reaktion mittels
HPLC zu bestimmen.

Umsatz in Abhdngigeit des Losungsmittels
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Abbildung 32: Umsatz von 17 in Abhangigkeit vom verwendeten Losungsmittel. Berechnet nach:

[Produktflache]/([Produktflache]+[Edukiflache]). Triphenylphosphin und DIAD wurden als Reagenzien
eingesetzt.

Insgesamt wurden 13 Lésungsmittel untersucht. Der Umsatz wurde in Abbildung 32 flr
die verwendeten Lésungsmittel aufgetragen. Vier der verwendeten Losungsmittel lieferten
Umsatze tber 95%. Im Fall von Lésungsmitteln die einem Umsatz unter 50% aufweisen,
I6ste sich das Edukt 17 nach der Zugabe von DIAD nicht oder nur teilweiseY. Fir die
Betrachtung des O/N-Verhaltnisses bezieht sich Abbildung 33 daher nur auf die

Lésungsmittel, die einen Umsatz = 90% aufwiesen.

Y Diethylether wurde deswegen aus der Untersuchung ausgeschlossen.

51



ALLGEMEINER TEIL

Anteil N-und O-alkylierter Produkte [%]
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Abbildung 33: Anteile von 18a-OP und 18a-NP in Prozent in Abhangigkeit des verwendeten Lésungsmittels.
Triphenylphosphin und DIAD wurden als Reagenzien eingesetzt.

Acetonitril und Pyridin zeigten mit 77% und 76% den hochsten Anteil an O-alkyliertem
Produkt allerdings einen unvollstandigen Umsatz (90% und 92%). Dioxan, THF,
Dichlormethan, DME und Ethylacetat bilden die Gruppe mit dem zweithdchsten Anteil an
O-alkyliertem Produkt (68% - 71%) und einem Umsatz von 95% bis 100%.
Das Produktverhaltnis lie sich allerdings nicht mit Lésungsmitteleigenschaften wie
Dipolmoment oder Dielektrizitatskonstante korrelieren. Ferner lie} sich kein signifikanter
Unterschied im O/N-Verhaltnisses der untersuchten Losungsmittel beobachten. Fir die
weiteren Untersuchungen wurde THF als Losungsmittel ausgewahlt, da es einen hohen
Umsatz mit einem hohen Anteil an 18a-OP aufwies. Im nachsten Schritt wurde der Einfluss
des Phosphins auf den Reaktionsumsatz und das Produktverhaltnis untersucht. Aufgrund
der Reaktivitat einiger Phosphine gegenuber Feuchtigkeit und Sauerstoff wurde die
Reaktion in trockenem THF und unter Stickstoffatmosphéare durchgefiihrt. Nur zwei der
sechs untersuchten Phosphine lieferten einen Umsatz = 95% (Triphenylphosphin und
Diphenylethylphosphin). Der Einsatz von TCP, TOP oder TBP dagegen lieferte einen
geringeren Umsatz. Beim O/N-Verhaltnis zeigte PPhs mit 71% den héchsten Anteil an
18a-OP (Abbildung 34).
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Umsatzvon 17 und verwendete Anteil N- und O-alkylierter Produkte [%]
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Abbildung 34: Reaktionsumsatz in Abhangigkeit vom eingesetzten Phosphin (A) und Anteile von N- und O-
alkylierter Produkte (B). DIAD als Azo-Reagenz und THF als Lésungsmittel wurden bei dieser Untersuchung
verwendet.

In weiteren Anséatzen wurde der Einfluss der Azo-Reagenzien auf die Reaktion untersucht
(Abbildung 35). Drei der funf untersuchten Reagenzien lieferten einen vollstandigen
Umsatz wobei ADD keinen Umsatz von 17 zeigte. Der Einsatz von DIAD lieferte den
héchsten Anteil an 18a-OP. Bei der Alkylierung von 4-Chinolonen mittels
MITSUNOBU-Reaktion beobachteten HARTUNG et al. eine Erhdhung des O/N-Verhaltnis
durch eine Steigerung der Alkohol-Aquivalente.?®® Eine Anheben der Aquivalente des

Proelektrophils fihrten jedoch zu keiner Veranderung des O/N-Verhaltnisses.

Umsatzvon 17 und verwendete Azo- Anteil N- und O-alkylierter Produkte [%]

|
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Anteil N-und O-alkylierter
Produkte [%]

m18a-OP m18a-NP

A

Abbildung 35: Reaktionsumsatz in Abhangigkeit vom eingesetzten Azo-Reagenz (A) und Anteile von N- und
O-alkylierter Produkte (B). PPhs als Phosphin und THF als Lésungsmittel wurden bei dieser Untersuchung
verwendet.

Nachdem die Kombination aus PPhs, DIAD und THF als geeignet identifiziert wurde, um
einen moglichst hohen Anteil an 18a-OP bei der Umsetzung von 17 zu erhalten wurden
unter diesen Bedingungen eine Reihe unterschiedlich substituierter 4-Alkoxypyrimidine

18a-0 synthetisiert (Schema 7).
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Q R
NH O a) s
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- HN /)
: oLt
17 O  18a-o

Schema 7: Umsetzung von 17 mit verschiedenen Alkoholen zu den 4-Alkoxypyrimidinen 18a-o: a) 1,30 &q.
PPhs, 1,30 aq. DIAD, 1,30 &9. ROH, THF, 0 °C-RT, 24 h.

Tabelle 3: Ubersicht der Derivate 18a-0 mit den entsprechenden Resten und Ausbeuten.
Verbindung R Ausbeute'
- 18 N 59%
18b A 45%

18¢c J\ 37%
18d e — 22%
18e /,Me 4%
18f ~US 6%
18g R 35%

18h ALO 24%
TK

18i e 30%

18j R = 6%

18k \@ 45%
- o~

18 27%

18m ”\/\@o 31%

18n 7 W 35%

180 h 65%
2/ ; >
N

1
Boc

' Bezogen auf das isolierte Produkt nach Abtrennung der
Nebenprodukte und Chromatographie.

Die Ausbeuten beziehen sich auf die O-alkylierten Produkte, da die N-alkylierte
Pyrimidone, die unter den MITSUNOBU-Bedingungen gebildet wurden, selbst nach
chromatographischer Aufreinigung mit den Nebenprodukten der Reaktion verunreinigt

waren (Tabelle 3). Diese konnten erst nach weiterer Umsetzung des Produktgemischs in
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Folgereaktionen entfernt werden. Fur die Synthese der Verbindungen 18g, 18i, 18m und
180 wurden die Alkohole nach Literaturvorschriften hegestellt (Schema 8).
a) H

N.
HO™ >">""Boc
19

/\/\/NH2
H
° 88%

4-Aminobutan-1-ol

o) b) HO
m 63% uber 3 Schritte \/\@O

Tetrahydro-4 H-pyran-4-on 20
o] b) 0
| W
Ox 23% liber 3 Schritte HO
Furan-3-carbaldehyd 21
o
o) HO
-0 Y
4 45% iiber 2 Schritte N
/
H Boc

22
2-(1H-Indol-3-yl)essigsduremethylester

Schema 8: Synthese der Alkohole 20, 21 und 22 flr die MiITSuNOBU-Reaktion mit 17: a) 1,10 &qg. Bocz20,
CH2Cl2, 0 °C-RT, 4 h; b) 1,25 aq. NaH, 1,25 aq. (EtO)2POCH2CO:Et, THF, 0 °C-RT, 14 h, dann 10% w/t Pd(C),
Hz, EtOH, RT, 8 h, dann 1,10 &q. LiAlH4, THF, 0 °C-RT, 6 h; c) 0,20 4q. DMAP, 3,00 &q. Boc20, Acetonitril,
0 °C-RT, dann 1,30 &aq. LiAlH4, THF, 0 °C-RT.

Der Alkohol 19 wurde durch Umsetzung von 4-Aminobutan-1-ol mit Boc-Anhydrid in
Dichlormethan nach einer Vorschrift von DOHNO et al. erhalten.??” Das Produkt konnte
nach chromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute von 88% erhalten werden.
Die Alkohole 20 und 21 wurden Uber drei Schritte ohne saulenchromatographische
Reinigung der Zwischenstufen synthetisiert. Dabei wurde die Reaktionsfolge einer
HORNER-WADSWORTH-EMMONS-Olefinierung, gefolgt von einer Reduktion des Olefins
unter Verwendung von Palladium auf Aktivkohle und einer Wasserstoff-Atmosphare sowie
einer Reduktion der Esterfunktionalitdt mit Lithiumaluminiumhydrid in THF zu den
entsprechenden Alkoholen eingesetzt.?%2*® Nach chromatographischer Aufreinigung
konnten die Alkohole 19 und 22 mit einer Ausbeute von 63% bzw. 23% isoliert werden.
Das Indol-Derivat 22 wurde synthetisiert, da 2-(1H-Indol-3-yl)ethan-1-ol nach einer
Umsetzung mit 17 unter MITSUNOBU-Bedingungen nur das N-substituierte Pyrimidon
180-NP lieferte (Schema 9).

ZT

(0]
NH O— HO a)
HN—Q H + 7 — > 0
©—§ N O N 27% N O
© 4 HN—\ />—‘<
17 2-(1H-Indol-3-yl)ethan-1-ol @ N o—
o

180-NP

Schema 9: Darstellung des Pyrimidons 180-NP: a) 1,30 aq. DIAD, 1,30 aq. PPhs, 1,30 &q. 2-(1H-Indol-3-
yl)ethan-1-ol, THF, 0 °C-RT, 24 h.
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Nach der Boc-Schitzung von 2-(1H-Indol-3-yl)essigsduremethylesters mit Boc-Anhydrid
in Acetonitrii wurde das Zwischenprodukt nach einer wassrigen Aufarbeitung mit
Lithiumaluminiumhydrid in THF umgesetzt, um die Estergruppe zu reduzieren. Der Alkohol
22 konnte nach einer chromatographischen Aufreinigung in einer Ausbeute von 45%

isoliert werden.

Tabelle 4: Methoden zur Abtrennung von TPPO.

Eintrag Bedingungen Prinzip Resultat'
1 2,04q.2ZnCl, EtOAc, RT,3h  Komplexbildung mit ~ Spurenvon
TPPO TPPO (DC)
2 2,0 ag. MgCly, Toluol, 60 °C, 3 h Komplexbildung mit Kein TPPO
TPPO Spot (DC)
3 Et,O/n-Hexan, 9:1 Kristallisation von Spuren von
TPPO TPPO (DC)
4 Toluol/Cyclohexan 9.1 Kristallisation von Spuren von
TPPO TPPO (DC)

'Vergleich mittels DC-Kontrolle vor und nach der Abtrennung.

Das anfallende TPPO wund Dihydro-DIAD erschwerte die chromatographische
Aufreinigung der 4-Alkoxypyrimidine. Darum wurden Mdglichkeiten untersucht diese im
Vorfeld zu entfernen. Neben der Kristallisation oder Prazipitation der Nebenprodukte
ergeben sich Einsatzmoglichkeiten von Lewis-Sauren zur Komplexierung von TPPO.
BATESKY et al. beschrieben die Komplexbildung von TPPO mit Zinkchlorid in Ethanol oder
Ethylacetat, die es erlaubt den entstehenden Zn-TPPO-Komplex durch Filtration
abzutrennen.?*® Ferner lieferten sie eine Ubersicht von Methoden, die erfolgreich zur
Abtrennung von TPPO eingesetzt wurden. Eine weitere Mdglichkeit stellt die Nutzung von
Magnesiumchlorid in Toluol dar. LUKIN et al. konnten auf diese Weise den entstandenen
TPPO-Komplex nach einer Pilotreaktion erfolgreich durch Filtration abtrennen.?*!
Die Mdglichkeit durch den Einsatz unpolarer Losungsmittel TPPO zu kristallisieren und so
abzutrennen, besteht wenn das Reaktionsprodukt Ioslich in dem verwendeten
Lésungsmittelgemisch ist. Diethylether und n-Hexan sowie Toluol und Cyclohexan stellen
geeignete Losungsmittelkombinationen dar.?*2243  Da fir die Synthesen von
Alkoxypyrimidin-basierten Inhibitoren Multigramm-Mengen von 18a und 18b bendtigt
wurden, wurden die in Tabelle 4 aufgefliihrten Methoden verwendet, um das TPPO vor der
Chromatographie teilweise abzutrennen. Von den Untersuchten Methoden eignete sich
Kristallisationsmethode unter Nutzung von Diethylether und n-Hexan am besten fir das

Hochskalieren, da sie ohne Lewis-Sauren auskommt, die Produkte darin 16slich sind und
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die Ldsungsmittel sich leichter als das Toluol/Cyclohexan-Gemisch entfernen lassen.
Dabei wurde das Rohprodukt nach dem Entfernen des THF in Diethylether gelést und
anschliefend mit n-Hexan versetzt. Wenn nach wenigen Minuten keine Kristallisation
eintrat, wurde die L6sung mit einem Eisbad gekuihlt, umso die Kristallisation zu initiieren.
Nach der Filtration und chromatographischen Auftrennung der Regioisomere wurden die
Produkte durch Umkristallisation weiter aufgereinigt. Da beide Regioisomere isoliert
wurden konnte eine Strategie die ohne Chromatographie auskommt nur im
Gramm-Malstab erprobt werden (Schema 10). Dabei wird die Beobachtung genutzt, dass
die Lithiumcarboxylat-Salze der substituierten Pyrimidone (15a-c) beim Uberfiihren in die

konjugierte Saure decarboxylieren.?!"210

NH O a) 4§ b) 4§

Basische Extraktion

)
@_‘%N‘Z\EN/)—{O — %NHO —_—
- HN
[¢] < >_< \ % o—
y N

17 18a

o
i,
HN
\_/ 49% liber 2 Schritte ohne
N OH
O 26a

Chromatographie

Nicht isoliert Organische Phase
Abtrennung der Nebenprodukte
- : %
N Ph o__N _i-Pr
! i-Pr” N7 o
HN P P
@ &N/} Ph”' “Ph o H
o) TPPO Dihydro-DIAD

Decarboxyliertes Pyrimidon

Schema 10: Synthese und Isolation von 18a ohne Chromatographie: a) 1,30 &q. PPhs, 1,30 &q. DIAD, 1,30
aq. ROH, THF, 0 °C-RT, 3 h; dann b) 1,8 &q. LiOH, THF/H20, RT, 24; dann 1 M HCI und Zwei-Phasen-
Extraktion CH2Cl2/Na2COs(aq.).

Nach der Umsetzung von 17 wurde das Produktgemisch direkt mit einer wassrigen Lésung
von Lithiumhydroxid versetzt. Im Anschluss an die Umsatzbestatigung der Regioisomere
mittels DC, wurde die Reaktionslésung mit Salzsdure auf pH 1 eingestellt, das
Lésungsmittel entfernt, der Ruckstand in  Dichlormethan aufgenommen, mit
Natriumcarbonat-Losung versetzt und solange gerihrt bis sich zwei klare Phasen bildeten.
Die organische Phase wurde mit Natriumcarbonat-Losung extrahiert und die wassrige
Phase mit Dichlormethan extrahiert. AnschlieBend wurde die wassrige Phase mit
Salzsaure versetzt, wodurch 26a als farbloser Feststoff prazipitierte (Schema 10).
Die isolierte Carbonsaure 26a konnte nach der Umkristallisation aus Wasser/Ethanol in

Amidkupplungsreaktionen zur Synthese von Bipyrimidinamiden eingesetzt werden.

Synthese von 4-Thioalkylpyrimidinen und 4-Aminoalkylpyrimidinen mittels
nukleophiler aromatischer Substitution

Der bioisostere Ersatz von Molekulstrukturen ist eine Strategie zur Verbesserung der
Eigenschaften von Wirkstoffen. Tetrazole stellen aufgrund ihrer ahnlichen Aciditat,

Raumerfullung und Wasserstoff-Bruicken-Eigenschaften eine Gruppe fur den bioisosteren
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Ersatz von Carbonsauregruppen dar.?** Daneben wurden Mdglichkeiten flir den
bioisosteren Austausch von Ester-, Amide-, Aryl-, Wasserstoff-, Halogen-, Hydroxyl- und
Alkyl-Substituenten gefunden und erfolgreich eingesetzt.?*> Thioether stellen in diesem
Kontext einen bioisostere Ersatzmaoglichkeit fir Ether dar. Im Gegensatz zu Ethern weisen
Thioether langere Heteroatom-Kohlenstoff-Bindungen sowie einen  kleineren
Kohlenstoff-Heteroatom-Kohlenstoff-Winkel auf als Ether.?*¢ Der Ersatz von Ethergruppen
durch  Thioether bei der Entwicklung von Wasserstoffbricken-gesteuerten
a-Helix-Mimetika noch nicht untersucht. Vor diesem Hintergrund stellt die Synthese von
4-Thioalkylpyrimidinen, deren Einsatz als Bausteine fur die Synthese von
a-Helix-Mimetika und der Vergleich ihrer Wirksamkeit mit den Ether-Analoga in
biologischen Systemen ein interessantes Forschungsfeld dar. Fur die Synthese von
4-Thioalkylpyrimidinen sollte 17 mit einer Abgangsgruppe in 4-Position funktionalisiert
werden, um anschlielend eine nukleophile aromatische Substitution mit Alkanthiolen und
Thiophenolen durchfiihren zu kdénnen (Tabelle 5). Die Triflatgruppe stellt eine gute
Abgangsgruppe flr die Funktionalisierung von Aromaten in Substitutionsreaktionen oder
Kreuzkupplungsreaktionen dar.?42*® || et al. beschreiben die Triflatierung
2,6-disubsituierter Pyrimidone mittels Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tf,0O) und
Diisopropylethylamin (DIPEA) in Dichlormethan.?*® Die Umsetzung von 17 in Anlehnung
an diese Vorschrift fiihrte zwar zu einem Umsatz des Edukts, jedoch konnte das Produkt
23b durch eine chromatographische Aufreinigung nicht isoliert werden. In der Annahme,
dass das O-Triflylpyrimidin instabil ist wurde im Anschluss an die Umsetzung von 17 mit
Tf,0 versucht das Zwischenprodukt 23b direkt mit 2-Mercaptobutan umzusetzen.
Das Produkt konnte jedoch nicht aus dem Reaktionsgemisch nach durchgefihrter
Aufreinigung isoliert werden. Eine Desoxychlorierung der 4-Position von 17 in Gegenwart
von Phosphoroxychlorid (POCI;) war die zweite Strategie die verfolgt wurde.
Den Ausgangspunkt fur diesen Ansatz stellte die Vorschrift von OKA et al. fur die
Chlorierung von 2-Acetamidohydroxypyrimidin-Derivaten mit einem Uberschuss an POCl;
in Acetonitril dar.?®® Ein analoger Ansatz zeigte zwar eine rasche Umsetzung von 17, die
Isolation des angestrebten Produkts war jedoch nicht méglich. ROBINS et al. beschrieben
den Einfluss einer sekundaren Chlorid-Quelle, in Form von Tetraethylammoniumchlorid,
auf den Verlauf der Desoxychlorierung von Adenosin-Derivaten und beobachteten eine
deutliche Verbesserung der Ausbeute.?>' SAVALL et al. nutzten diese Beobachtung fir die
Optimierung der POCIs-mediierten Chlorierung substituierter Hydroxypyrimidine.2*2
In Anlehnung an diese Vorschrift wurde 17 mit einem Uberschuss an POCI; und Et4NCI

umgesetzt und 23a mit einer Ausbeute von 38% isoliert (Schema 11 und Tabelle 5).
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17 23a X: Cl

23b X: OTf

Schema 11: Umsetzungsversuche von 17 zur Einfiihrung einer Abgangsgruppe in 4-Position nach den
Bedingungen in Tabelle 5.

Tabelle 5: Bedingungen fiir die Umsetzung von 17 zur Einfiihrung einer Abgangsgruppe in 4-Position.

Eintrag Bedingungen Ausbeute
~ 1 1,304&q. TR0, 1.80 &q. DIPEA, CH,Cl;, 0 °C-RT,3h  Nicht isoliert’
2 1,30 &q. Tf,0, 1.80 &qg. DIPEA, CH.Cl,, 0 °C-RT, 3 h, Nicht isoliert’
dann 2.00 &q. DIPEA, 1.10 a&qg. 2-Mercaptobutan, RT, 1h
3 5,00 &qg. POCIs, 2,00 aq. DIPEA, Acetonitril, 80 °C, 1 h Nicht isoliert"
4 5,00 aq. POCIs, 2,00 ag. NEt4Cl, 0,50 aq. NEts, 38%"
Acetonitril 80 °C, 1 h
5 5,00 &q. POCIs, 2,00 aq. NEtsHCI, 0,50 &q. NEts, 55%"!1

Acetonitril 80 °C, 1 h

' Durchgefiihrt im 1,3 mmol MaRstab; "' Durchgefiihrt im 1,8 mmol MaRstab; Ausbeute von 68% im 44
mmol MafR3stab.

Eine Verbesserung der Ausbeute auf 55% wurde erreicht, indem EtsNHCI als sekundare
Chlorid-Quelle verwendet wurde. 23a liel3 sich nach Quenchen der Reaktionslésung durch
Filtration und Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat isolieren. Die Umsetzung von 23a
zu den Thioethern 24a-e erfolgte nach einer Vorschrift von SETO et al.?*® Dabei wurde 23a
zusammen mit Kaliumcarbonat in DMF suspendiert und die Suspension mit einem
entsprechenden Thiol versetzt. Nach einer Stunde bei 60 °C wurde das Produkt durch
eine wassrige Aufarbeitung und anschlielende Flash-Chromatographie isoliert.
Im Weiteren wurde versucht 23a zu nutzen, um 4-Alkoxypyrimidine darzustellen, die nicht
durch die MITSUNOBU-Reaktion zuganglich waren oder nur in geringe Ausbeuten erhalten
werden konnten (Schema 12 und Tabelle 6).

cl
a)

R
L4 oy,
HN / —_— -
\ N o— HN{N/ o—
o o
23a 24a-e

Schema 12: Umsetzung von 23a mit verschiedenen Thiolen zu den 4-Thioalkylpyrimidinen 24a-e: a) 2,00 &q.
K2COs, 1,10 &q. Thiol, DMF, 60 °C, 1 h.
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Tabelle 6: Ubersicht der Seitenketten von 24a-e mit den entsprechenden Ausbeuten.

Verbindung R Ausbeute
24a k/ 82%
24b @ 67%
24c “—Q_o/ 68%
24d @ 30%

24e ~ @ 68%
-

Diarylether sind nicht Uber die MITSUNOBU-Reaktion zuganglich. Unter Anwendung einer
Patentvorschrift von NUNES et al. wurde versucht Arylether-Derivate ausgehend von 23a
darzustellen.?>* Dazu wurde eine eiskalte Losung eines Phenoles in Acetonitril mit
Natriumhydrid versetzt und anschlielend 23a hinzugegeben. Nach zwei Stunden wurde
ein deutlicher Umsatz des Startmaterials beobachtet. Die Analyse des Produkts mittels
"H-NMR und ESI-MS zeigt allerdings nicht wie erwartet Signale des Diarylethers, sondern
des Oxazolo[5,4-d]pyrimidins 25. Weitere Reaktionsbedingungen unter Variation der

Base, des Phenols und der Temperatur wurden untersucht (Schema 13 und Tabelle 7).

A
=N 0} Bedingungen
HN— X
N o—

O—

\ WN{ v

23a

R: H (Phenol)

Nicht isoliert
R : OCF; (3-Triflouormethoxyphenol)

N/>_/<o— H'N+\<’\?H

Schema 13: Ansatze zur Darstellung von Diarylethern ausgehend von 23a (A). Méglicher Mechanismus der
Bildung des Oxazolo[5,4-d]pyrimidins 25 (B). Die Bedingungen sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

B
@—(/(O\Cl 2N o orcl orcl
('N \ — = LN g m|+ N
H AHT NH
B _
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Tabelle 7: Reaktionsbedingungen fiir die Umsetzung von 23a zu Diarylethern .

Eintrag Bedingungen Ausbeute'
1 1,00 &qg. NaH, 1,00 aq. 3-Trifluormethoxyphenol, 16%
Acetonitril, 0 °C-RT, 2 h
2 2,00 &g. DABCO, 1,00 aq. 3-Trifluormethoxyphenol 42%

DMF, MW: 150W, 80 °C, 10 min.
3 2,00 &qg. Cs2COs3, 1,00 &g. Phenol DMF, 80 °C, 2 h Nicht isoliert
4 2,00 aq. NEts, 1,00 &g. Phenol DMF, 80 °C, 2 h Nicht isoliert

'Bezogen auf das isolierte Oxazolo[5,4-d]pyrimidin 25.

Die Reaktion von 23a unter Mikrowellenbedingungen in DMF mit DABCO als Base lieferte
das intramolekulare Kondensationsprodukt 25 mit verbesserter Ausbeute als einziges
isoliertes Produkt. Auch andere Basen wie Casiumcarbonat oder Triethylamin lieferten
nicht den beabsichtigten Diarylether (Schema 13). Eine mdgliche Erklarung fur die
Beobachtung der Bildung von 25 anstelle des Diarylethers ist, dass intramolekulare
Reaktionen schneller ablaufen als intermolekulare Reaktionen. Ein moglicher

Mechanismus fur die intramolekulare Ringschlussreaktion ist in Schema 13 dargestellt.

R
o
—N (6]
a) HN \ />—<
N o—
o
18j

R: 4-Methoxybenzyl

cl O'R
—N O b) N 0
SN HN{H
AR et at
0 o}
23a Nicht isoliert
R: 4-Methoxybenzyl

R
(0}
—N (0}
INgtate
N o—
O
18e

R: Methyl

Schema 14: Ansatze zur Darstellung von 4-Alkoxypyrimidinen ausgehend von 23a: a) 1,00 ag. NaH, 1,00 &q.
4-Methoxybenzylalkohol, DMF, 0 °C-RT, 1 h; b) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, RT, 16 h, dann 1,10 &q. NaH,
1,20 aq. 4-Methoxybenzylalkohol, DMF, 0 °C-RT, 1 h, dann 60 °C, 3 h; ¢) 3,00 4q. NaOMe, MeOH, 0 °C-RT,
18 h.
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Die Umsetzung des Pyrimidons 17 unter MITSUNOBU-Bedingungen mit Methanol und
Benzylalkoholen lieferte die Produkte 18e und 18j nur in geringen Ausbeuten.
HARRIS et al. beschreiben die Funktionalisierung von 4-Chlor-2-(methylthio)pyrimidin-5-
carbonsaureethylestern mittels nukleophiler aromatischer  Substitutionen.?®
Eine Umsetzung von 23a in Gegenwart von Natriumhydrid mit 4-Methoxybenzylalkohol in
DMF, in Anlehnung an diese Vorschrift, ergab eine rasche Umsetzung des Edukts zu
einem komplexen Produktgemisch aus dem 18j nicht isoliert werden konnte (Schema 14).
Da die Estergruppe von 23a reaktiv gegenuber Hydrolysebedingungen ist und damit unter
den verwendeten Bedingungen zu Nebenreaktionen fihren kann, wurde in einem weiteren
Ansatz zunachst der Ester unter Verwendung von Lithiumhydroxid zum
Lithiumcarboxylat-Salz von 23a umgesetzt. Das Zwischenprodukt wurde nach einem
Lésungsmitteltausch unter Verwendung von DMF nach der Vorschrift von HARRIS et al.
weiter umgesetzt. Allerdings konnte selbst nach einer langsamen Steigerung der
Reaktionstemperatur auf 60 °C kein Umsatz* des Zwischenprodukts beobachtet werden.
Der alternative Zugang zu 18e wurde mit der Vorschrift von LEE et al. als Ausgangspunkt
untersucht (Schema 14).2%¢ Anstelle Methanol in situ durch Natriumhydrid zu
deprotonieren, wurde Natriummethanolat zur L6sung von 23a in DMF hinzugeflgt und die
Reaktionslosung bei 60 °C gerihrt. Nach 30 Minuten wurde nur ein geringer Umsatz von
23a beobachtet. Daher wurde die Reaktion insgesamt fur 18 Stunden weitergeruhrt.
Nach der Aufreinigung des Rohprodukts konnte 18e mit einer Ausbeute von 32% isoliert
werden. Die isolierte Ausbeute konnte weiter durch einen Lésungsmittelwechsel von DMF
zu Methanol und eine Erhéhung der Natriummethanolat-AquivaIente, verbessert werden.
Allerdings wurde unter diesen Bedingungen die Bildung von Nebenprodukten durch
Reaktionskontrollen beobachtet. Durch eine Verringerung der Reaktionstemperatur
wahrend der Zugabe von Natriummethanolat und im Verlauf der Reaktion, konnte die

Ausbeute von 18e auf 81% verbessert werden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Reaktionsbedingungen fiir die Umsetzung von 23a zu 18e.

Eintrag Bedingungen Ausbeute
1 2,00 &g9. NaOMe, DMF, 60 °C, 18 h 32%
2 4,00 &9. NaOMe, MeOH, 60 °C, 18 h 41%

3 3,00 &g. NaOMe, MeOH, 0 °C-RT, 18 h 81%

Das Aminopyrimidin-Motiv tritt vermehrt in der Wirkstoffklasse der Kinase-Inhibitoren auf

und interagiert Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit der Hinge-Region der Kinasen.

Z Mittels HPLC beobachtet.
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Vertreter dieser Substanzklasse sind in Abbildung 36 dargestellt. Erlotinib ist seit 2004 zur
Behandlung von NSCL und des Pankreaskarzinoms zugelassen. Der Wirkstoff ist ein
reversibler EGFR-Inhibitor der Uber mehrere Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophobe Interaktionen des Chinazolin-Gertists an die EGFR-Tyrosinkinase-Domane
bindet. Brigatinib ist ein ALK/EGFR-Inhibitor der zur Behandlung von NSCL zugelassen
ist. Ferner ist der Inhibitor auch gegenuber Kinasen mit der T790M-Mutation aktiv, die bei
circa 50% der Patienten Auftritt, die langere Zeit mit Erlotinib und anderen
EGFR-Inhibitoren der ersten Generation behandelt wurden. Pralsetinib ist ein selektiver
RET-Tyrosinkinase-Inhibitor. Er wurde 2020 zur Behandlung von RET-fusionspositiverm

(rearranged during transfection) NSCLC durch die FDA zugelassen.257:258.259
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Abbildung 36: Auswahl von Wirkstoffen mit einem Aminopyrimidin-Motiv (blau).

Initiale Versuche 25a, als Aza-Analogon der Verbindungen 18b und 24a, ausgehend von
23a zu synthetisieren wurden nach einer abgewandelten Vorschrift von POWELL et al. in

einem Mikrowellenreaktor durchgefiihrt (Schema 15).2%°

cl
—N  O— a) HN
HN{/ _ N O—
O

o)

23a

Schema 15: Initialer Ansatz zur Darstellung des 4-Aminoalkylpyrimidins 25a ausgehend von 23a: a) 1,10 &q.
2-Aminobutan, 2.00 eq. NEts, Acetonitril, MW: 150 W, 100 °C, 30 min.

Dabei wurde zunachst 23a in Acetonitril geldst mit Triethylamin und 2-Aminobutan versetzt
und anschlieBend im Mikrowellenreaktor erhitzt. Nach der Aufreinigung mittel
Chromatographie wurde 25a als gelbes Ol mit einer Ausbeute von 21% isoliert
(Schema 15). Eine Analyse der Reaktionslésung ergab, dass ein Grund fur die geringe
Ausbeute, der unvollstandige Umsatz von 23a sein kénnte. Ausgehend von den initialen
Reaktionsbedingungen wurden die Reaktionsparameter zur Darstellung von 25a optimiert
(Tabelle 9). Dazu wurden die Reaktionslésungen mittels HPLC untersucht und der Umsatz
von 23a als Optimierungskriterium verwendet. Zunachst wurde ermittelt, ob eine Erhéhung

der Reaktionstemperatur zu einer Umsatzsteigerung flhrt. Eine Umsetzung bei héheren
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Temperaturen (150 °C) flhrte zur Zersetzung der Reaktionsprodukte, wahrend
Reaktionen die zwischen 110 °C und 120 °C durchgefuhrt wurden Umsatze zwischen 90%
und uber 99% ergaben. Ein Wechsel der Base von DIPEA zu Triethylamin, DABCO oder
DBU fuhrte zu einem geringeren Umsatz von 91%, oder zu Zersetzungsreaktionen.
Der Lésungsmittelwechsel von DMF zu Toluol (40%), Acetonitril (61%) oder DMSO (94%)
ergab einen geringeren Umsatz von 23a als mit den Reaktionsbedingungen in Eintrag 4
(Tabelle 9). Die Umsetzung von 23a mit 2-Aminobutan in Gegenwart von DIPEA als Base
in DMF bei 115 °C lieferte den besten Reaktionsumsatz. Nach der Umsetzung von 23a im
4 mmol Malfstab unter den ausgearbeiteten Reaktionsbedingungen konnte 25a mit einer

Ausbeute von 69%, nach Flash-Chromatographie, isoliert werden.

Tabelle 9: Optimierung der Synthese von 25a ausgehend von 23a. Folgende Reaktionsbedingungen wurden
dabei eingesetzt: 1.10 4q. 2-Aminobutan, 2.00 &q. Base, Lésungsmittel, MW: 150 W, Temperatur, 20 min.

Eintrag Temperatur [°C] Base Losungsmittel Umsatz [%]'
1 150 DIPEA DMF Zersetzung
2 110 DIPEA DMF 91
3 120 DIPEA DMF 99
4 115 DIPEA DMF >99
5 115 DABCO DMF Zersetzung
6 115 DBU DMF Zersetzung
7 115 NEt3 DMF 91%

8 115 DIPEA Toluol 40
9 115 DIPEA Acetonitril 61
10 115 DIPEA DMSO 94

' Bestimmt mittels HPLC und Berechnet nach: [Produktflache]/([Produktflache]+[Eduktflache]).

Unter Verwendung der optimierten Reaktionsbedingungen wurde 23a mit einer Reihe von
Aminen umgesetzt (Schema 16). Die Reaktionsprodukte 25a-f sind mit den

entsprechenden Ausbeuten in Tabelle 10 aufgefuhrt.

a) R
@_%N{ H - Hj‘CN 0—
O
23a o
25a-f

Schema 16: Umsetzung von 23a mit verschiedenen Aminen zu den 4-Aminoalkylpyrimidinen 25a-f.
a) 1.10 &q. 2-Amin, 2.00 &q. DIPEA, DMF, 115 °C, 16 h.
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Tabelle 10: Ubersicht der Substituenten der Verbindungen 25a-f mit den entsprechenden Ausbeuten.

Verbindung R Ausbeute

25a 69%

Ao
25b "l Ha 44%

25¢c 70%
25d o— 38%
25e CF3 19%

25f 0— 75%

Esterhydrolyse und Aminolyse von 4-Alkoxypyrimidinen, 4-Thioalkylpyrimidinen
und 4-Aminoalkylpyrimdinen

Entsprechend der retrosynthetischen Analyse werden Pyrimidincarbonsauren bendtigt,
um  Wasserstoffbriicken-gesteuerte, Pyrimidin-basierte = a-Helixmimetika  Uber
Amidkupplungsreaktionen aufzubauen. Initial wurde versucht die Estergruppe der
synthetisierten Pyrimidine nach der Vorschrift von SPANIER et al. zu hydrolysieren.?'®
Die Umsetzung von 18b mit Lithiumhydroxid-Monohydrat in Methanol lieferte nach der

Aufarbeitung ein komplexes Produktgemisch aus dem die Carbonsaure 26a nicht isoliert

o
a) —N O
HN\H
©—<\ N  OH
4§ O  26a
o
—N O
HN\/>—/<
e
O 18

b)
26a

88%

werden konnte.

Schema 17: Ansatze zur Darstellung der Pyrimidincarbonsdure 26a ausgehend von 18b: a) 1,00 &q.
LiOH+H20, MeOH, 24 h, RT, dann H20, 1 M HCl(aq,, RT; b) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, 24 h, RT.

Daraufhin wurde die Umsetzung von 18b mit Lithiumhydroxid in THF nach einer Vorschrift

von CAMMARANO et al. untersucht. Dabei wurde 18b in THF anstelle von Methanol mit
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einer wassrigen Lithiumhydroxid-Losung bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht
(Schema 17).

R R
X X
(“ Sl (N g
HN / HN /
O O
4-Alkoxypyrimidine (18) 26a-p

4-Thiopyrimidine (24)
4-Aminopyrimidne (25)

Schema 18: Umsetzung von 4-Alkoxypyrimidnen, 4-Thioalkylpyrimidinen und 4-Aminoalkylpyrimidinen zu den
Carbonsauren und Lithiumcarboxylaten 26a-p. b) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, 24 h, RT, dann fir Carbonsauren:
1 M HCl(aq.), RT; fir Lithiumcarboxylate: Entfernen des Losungsmittels und versetzten mit Diethylether.

Tabelle 11: Auflistung der Substituenten der Pyrimidine 26a-p mit den Ausbeuten.

Edukt Verbindung X R M Ausbeute
18a 26a o) hd H 88%
18b 26b o) l_ H 90%
18¢c 26¢ 0 I H 91%
18d 26d 0 ~ H 60%
18f 26e o] N Li 87%
18i 26f 0 s Li 94%
18k 26g 0 \)@L L 98%

- O
18m 26h 0 R Li 87%
18n 26i o) " Li 95%
180 26j o w Li 86%

24a 26k
24b 26l

L
—O

24¢ 26m s ol Ve L 99%
L

25a 26n N

w

H 86%

0
L 97%

Li 99%

0
25d 260 N ~ @ Li 96%
25f 26p N ~ @o/ Li 99%

Die Carbonsaure 26a konnte nach dem Ansauern der Lésung mit wassriger Salzsaure als

farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von 88% isoliert werden. Unter Verwendung dieser
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Vorschrift  konnten die Estergruppen  weiterer  4-Alkoxypyrimdine®®  sowie
4-Thioalkylpyrimidine und 4-Aminoalkylpyrimidine in die entsprechenden Carbonsauren
bzw. Lithiumcarboxylate 26a-p Uberfuhrt werden (Schema 18 und Tabelle 11).
Im Gegensatz zu den Lithiumcarboxylaten der Pyrimidone, die nach versetzten mit
wassrigen Sauren decarboxylieren, wurde dies fir die dargestellten Pyrimidine nicht
beobachtet. Diese Beobachtung kann nicht ohne weitere Untersuchungen erklart werden.
Der Verzicht auf die Uberfiihrung der Lithiumcarboxylate aus dem Set der Verbindungen
26a-p hat praktische Grinde: Die Carbonsauren einiger 4-Alkoxypyrimidine und
4-Thioalkylpyrimidine bilden 6lige Emulsionen mit der wassrigen Phase beim Ansauern
der konjugierten Basen. Bei Abtrennungsversuchen durch Filtration und Extraktion
konnten diese nur in geringen Ausbeuten erhalten, oder nicht aus den Emulsionen
extrahiert werden. Auferdem wurde nicht riskiert, die Boc-Schutzgruppen der
Verbindungen 18f und 180, durch die Uberfiihrung in die Carbonsauren, abzuspalten.
Die 4-Aminoalkylpyrimidine 26n, 260 und 26p konnten nach dem Ansauern in wassriger
Losung nur in geringen Ausbeuten durch Aussalzen mit Natriumsulfat nach einer
Vorschrift von HYDE et al. extrahiert werden.?®' Unabhangig davon konnten die gewonnen
Lithiumcarboxylate ebenso erfolgreich in Amidkupplungsreaktionen eingesetzt werden,
wie die konjugierten Sauren. Die Aminolyse der 4-Alkoxypyrimidine 18a und 18b wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von SPANIER et al. durchgefiihrt. Dazu wurden die Edukte
18a-b in Ethanol vorgelegt und mit einem Uberschuss priméarer bzw. sekundarer Aminen

versetzt, um die tertiaren Amide 27a-h zu gewinnen (Schema 19).

27a-d

orld - orlH

0 18a-b 27e-h

c) d) ]

26a-b

rosit

Schema 19: Umsetzung von 18a-b mit primaren und sekundaren Aminen zu den Amiden 27a-h. a) 8,00 &q.
Amin, EtOH, RT, 18-24 h; b) 8,00 &q. sek. Amin, EtOH, RT-60 °C; c) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, RT, 24 h, dann
1 M HCl(aq.), RT; d) 1,10 &q. sek. Amin, 1,10 &g. HATU, 2,00 &q DIPEA, DMF, RT.

88 Mit der Ausnahme von 18j: Weitere Ansatze, etwa nach JUNG et al. durch Umsetzung von 18j mit TMSI in
Tetrachlormethan, oder nach Wu et al. durch Umsetzung von 18j mit LiCI-DMF im Mikrowellenreaktor, waren
nicht erfolgreich.305.306
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Die Reaktion von 18a-b mit primaren Aminen in Ethanol fihrte zu den gewilinschten
sekundaren Amiden 27a-d, die nach chromatographischer Aufreinigung, in Ausbeuten von
70% bis 97% isoliert wurden. Die direkte Umsetzung von 18a-b mit Morpholin oder
N-Methylpiperazin in Ethanol lieferte hingegen nicht die sekundaren Amide 27e und 27g.
Fur die Synthese von tertidren Amiden wurden 18a stattdessen zunachst zu den
Carbonsauren 26a hydrolysiert. Anschlielend wurden diese mit sekundaren Aminen und

HATU als Amidkupplungsreagenz zu den tertiaren Amiden 27e-h umgesetzt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Ubersicht der Verbindungen 27a-h mit den entsprechenden Substituenten und Ausbeuten.

Verbindung R R: Ausbeute
27a \( Me 97%'
27b \( /\/,L\ 75%'
27c J\/ ’\/,L\ 79%'
27d \( \)\ 70%'
27e \( (\N/ 71%"

N
27f Y pN»B% 60% "
N
279 Y (\o 51%"
N
27h Y ; 63% "
(s=0

' Synthetisiert via Route a) in Schema 19; " Synthetisiert via Route c¢) und d) in Schema 19.

Hydrolyse der Benzoylschutzgruppe zur Darstellung von 5-Aminopyrimidinen

Die Benzoylgruppe wird in der organischen Chemie als Schutzgruppe fir Alkohole und
Amine in der Kohlenhydrat-, Nukleosid- und Oligonukleotid-Synthese eingesetzt.?62263
Die Methoden zur Spaltung von Benzamiden und Estern sind substanzabhangig.
Tendenziell erfolgt die Abspaltung von Benzoylestern mild, unter Verwendung von
methanolischer Ammoniak- oder Carbonat-Losung bei  Raumtemperatur.?®*
Dagegen erflogt die Spaltung von Benzamiden etwa durch Salzsdure-mediierte Hydrolyse
unter Rickfluss, die Verwendung von Hydrazin in Ethanol, oder eine partielle Reduktion
der Benzamide zum Hemiaminalen unter Einsatz von DIBAL oder
Lithiumtriethylborhydrid.265266.267.268 Vor diesem Hintergrund sollte die
Benzoylschutzgruppe bislang hergestellter Pyrimidin-Derivate abgespalten werden, um

5-Aminopyrimide als Kupplungsbausteine fur die Synthese von a-Helixmimetika zu
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erhalten. Dartber hinaus sollten die Bipyrimidinamide 32 und 33 ohne Benzamidgruppe

hergestellt werden, um deren pharmakologische Eigenschaften zu untersuchen.

E Bedingungen ;

o
ey, ey
HN / -
@ M HZN{N/ HN—
0
27a 28a

Schema 20: Hydrolyse der Benzamidgruppe von 27a. Die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 13
aufgefihrt.

Tabelle 13: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 28a.

Eintrag Bedingungen Ausbeute'
1 3,003aq. NaOH, MeOH, RT-Riickfluss, 3h  Zersetzung
2 8,00 aq. N2H4, EtOH, Ruickfluss 3 h Kein Umsatz
3 7 M NH3s, MeOH, Riuckfluss, 3 h Kein Umsatz
4 1,00 &q. DIBAL, Toluol, -78 °C-RT Zersetzung
5 1,30 4. NaOH, CH2Cl./MeOH, RT, 18 h 70%

Als Modellverbindung zur Untersuchung der Hydrolysebedingungen der Benzamide
wurde das Pyrimidin 27a eingesetzt (Schema 20). Unter Verwendung eingangs
beschriebener Literaturbedingungen, wurde entweder kein Umsatz des Startmaterials
beobachtet, oder es fand eine Zersetzung des Edukts statt (Tabelle 13). Erfolgreich war
die Umsetzung zu 28a nach einer Vorschrift von THEODOROU et al.?%® Mit Dichlormethan
und Methanol als Losungsmittel konnte eine Umsetzung von 27a mit Natriumhydroxid
bereits bei Raumtemperatur beobachtet werden. 28a ist gut in 1 M Salzsaure l6slich und
konnte durch Zwei-Phasen-Extraktion vom Benzoat aus der Reaktionslésung abgetrennt
werden. Geringere Natriumhydroxid-Aquivalente flihrten zu geringeren Ausbeuten,
wahrend hdhere zu mehr Nebenprodukten flihrten. Die Benzoyl-geschitzen Pyrimidine
konnten so zu den 5-Aminopyrimidinen 28b-g umgesetzt werden (Schema 21 und
Tabelle 14).

Ri
o

IR1
© N O 2
- B — —N O
HN \ />—< H,N \ H
N R, N R
o) 2
27a-h 28a-g

Schema 21: Abspaltung der Benzoylschutzgruppe zur Darstellung der 5-Aminopyrimidine 28a-g. a) 1,30 &q.
NaOH, CHzCl2/MeOH, RT, 24 h.
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Tabelle 14: Ubersicht der Verbindungen 28a-g mit den entsprechenden Substituenten und Ausbeuten.

Verbindung R R: Ausbeute
28a Y \H—Me 70%
28b Y . /\/,L 73%

Ny N
H
28c Jv /\/,L 81%
Pid \N N
H
28d Y (\N/ 43%
N
28e Y pN»BOC 34%
N
28f Y (\o 42%
AN
28g Y Je 33%
(\ =0

N

FUr den Zugang zu den Bipyrimidinamiden 33 und 34a-d, die am N-Terminus keine
Benzoylgruppe aufweisen, wurde die Benzamid-Hydrolyse der
4-Alkoxypyrimidncarbonsaure 26b und 4-Aminoalkylpyrimidincarboxylaten 26n-p
durchgefiihrt. In Anlehnung an eine Vorschrift von TERAUCHI et al. wurde die
Benzoyl-geschutzte Pyrimidincarbonsaure 26b mit einem Uberschuss
1 M Natriumhydroxid-Lésung zum Rickfluss erhitzt.?”° Die Produktbildung wurde dabei
mittels HPLC beobachtet. Die entstandenen 5-Aminopyrimidin-2-carbonsaure 29 konnte
nach Umkehrphasenchromatographie und azeotroper Entfernung des Elutionsmittels als
TFA-Salz isoliert werden (Schema 22).

4§

o a)
- 35% =N O
HN /
\_/" on TFA.H2N—<:N/>—<OH
o)
26b 29

Schema 22: Synthese der 5-Aminopyrimidin-2-carbonsaure 29 durch Hydrolyse von 27a. a) 1 M NaOH, H20,
Ruckfluss, 5 h, dann Umkehrphasenchromatographie Acetonitril/H20 (0,5% TFA).

Analog dazu konnten die Benzoylgruppen der geschutzten 4-Aminoalkylpyrimidine 26n-p
zunachst durch Umsetzung mit Natronlage abgespalten werden und die entstandenen
Zwischenprodukte in einer Eintopfsynthese direkt weiter zu den

3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidinen 30a-c umgesetzt werden. Nachdem der Umsatz von
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26n-p mittels HPLC bestatigt wurde, wurde die Reaktionslésung in Anlehnung an eine
Vorschrift von HANSEN et al. unter Eiskiihlung mit Ethanol verdiinnt und pH 1 mit Hilfe von
Salzsaure eingestellt.?”’ Die saure Reaktionslosung wurde anschlieRend mit einer
wassrigen Natriumnitrit-Losung versetzt. Der Reaktionsmechanismus flr die
Triazolbildung ist in Schema 23 dargestellt. Im Anschluss an die Hydrolyse des Benzamids
reagiert die Aminogruppe des 5-Aminopyrimidins VI mit einem Nitrosyl-Kation®®. Aus dem
Nitrosamin VII entsteht durch Tautomerie ein Diazohydroxid, das nach Wasserabspaltung
zum Aryldiazonium-Intermediat VIl reagiert. Im letzten Schritt greift das freie
Elektronenpaar der Aminogruppe in 4-Position die positiv geladene Diazoniumgruppe
unter Bildung des Triazolrings an. Die Verbindungen 30a-c wurden in Ausbeuten von 49%
bis 69% isoliert (Tabelle 14).

A W A
-N
=N 0 2 .0 ey
HN— N 0
o 26n-p 30a-c OH
1. NaOH
2. HCl "
O,
HO N H* HO N N -4+ HO N
H \ NH, ——> H \ NH > 4 \ N
B 0 N= 0 N= HO o N N\,
vi N v NH v NH
R R R\j

NaNO, + 2HcCl

Schema 23: Synthese der 3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidine 30a-c (A): a) 1 M NaOH, H20, Riickfluss, 5-9 h,
dann 1,538q. NaNOz in H20, 0 °C-RT, 5 h. Mechanismus der Ringbildung der
3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidine 30a-c (B).

Tabelle 15: Ubersicht der Verbindungen 30a-c mit den entsprechenden Substituenten und Ausbeuten.

Verbindung R Ausbeute
30a Jv 49%
30b 0— 69%
30c 0— 54%

Y

bb Nitrosyl-Kationen entstehen in situ durch die Dehydratisierung von Natriumnitril in sauer Lésung.
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Synthese von Bipyrimidinamiden durch Amidkupplungsreaktionen

Mit den dargestellten 5-Aminopyrimidinen 28a-g, Pyrimidincarbonsduren und
Lithiumcarboxylaten 26a-p war es mdglich die Amidkupplung zu den
Pyrimidinamid-Dimeren  31a-r  durchzufuhren. Dafir wurden zunachst die
Kupplungsbedingungen mit den Pyrimidinen und 26b und 28a untersucht. Ausgehend von
der Kupplungsvorschrift flr die Pyrimidon-Regioisomere von SPANIER et al. wurde bei der
Umsetzung mit dem Kupplungsreagenz COMU® das Dimer 31a mit einer Ausbeute von
20% isoliert (Schema 24).2"° Die Untersuchung des Reaktionsumsatzes beim Einsatz vier
verschiedener Kupplungsreagenzien zeigte, dass die Reaktion mit HATU in DMF und
DIPEA als Base den hochsten Umsatz lieferte (Tabelle 16). Unter diesen

Reaktionsbedingungen konnte 31a mit einer Ausbeute von 72% isoliert werden.

¢ ¢

o) a) °
o) + {N o — 0 (N o
—N 0 = =N HN <
HN > \ _
HZN—<: < /" on HN—<: P N HN
N HN— 5 N ©
0
28a 26b 31a

Schema 24: Darstellung von 31a unter Variation der Bedingungen, die in Tabelle 16 aufgefihrt sind. Folgende
allgemeine Reaktionsbedingungen wurden dabei eingesetzt: 1,00 aq. 28a, 1,00 &gq. 26b, 1,00 &q.
Kupplungsreagenz, 2,00 &q. DIPEA (auf3er Eintrdge 3 und 4), Lésungsmittel, RT, 24 h.

Tabelle 16: Optimierung der Synthese von 31a ausgehend von 26b und 28a.

Eintrag Kupplungsreagenz Losungsmittel Base Umsatz [%]'

1 HATU DMF DIPEA 92
2 HATU CH2Cl2 DIPEA 84
3 EDC/DMAP! CH2Cl2 - 82
4 EDC/Oxyma! CH2Cl2 - 82
5 COMU® DMF DIPEA 71
6 PyBOP DMF DIPEA 59

' Bestimmt mittels HPLC und berechnet nach: [Produktflache)/([Produktflache]+[Eduktflache]).
0,20 8q. wurden eingesetzt. "' 1,00 &q. wurden eingesetzt.

Die optimierten Reaktionsbedingungen wurden genutzt, um die Pyrimidinamid-Dimere
31a-r mit verschiedenen Seitenketten R4, R2 und R3 herzustellen. Dabei wurden basische
Seitenketten am C-Terminus eingeflhrt, um, wie im Fall der Pyrimidon-Analoga, die
Loslichkeit der Verbindungen zu verbessern. Zusatzlich weisen alle Verbindungen aus

diesem Set eine N-terminale Benzoylgruppe auf (Schema 25 und Tabelle 17).
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R,

,RZ R3 d
o —N 0 a) R; =N O
=N O + HN—<\: X —_— =N HN—\ X
HN— < ©—§ N OH HN—<\:/)—<\ N Ry

N Ry o) ®—§ N ©
o
28 26 31a-r

Schema 25: Synthese der Pyrimidinamid-Dimere 31a-r durch Amidkupplung unterschiedlicher
5-Aminopyrimidine 28 und Pyrimidincarbonsduren oder Lithiumcarboxylaten 26. 1.10 &q. 28, 1,00 aq. 26,
1,10 4g. HATU, 2.00 &q. DIPEA, DMF, RT, 24 h.

Tabelle 17: Ubersicht der Substituenten der Verbindungen 31a-r mit den entsprechenden Ausbeuten.
Die Reaktionsbedingungen sind unter Schema 25 aufgeflhrt.

Edukte Verbindung R R: R; Ausbeute
28a+26b 31a Ve Y . 72%
H hel
28b+2 1 I - 479
8b+26b 31b e Y \o)v Yo
H
28c+26a 31c . /\/Il Iv \oﬁ/ 62%
Ny <
H
28b+26d 31d . /\/Il Y o N 64%
N -
H
28b+2 1 I - 249
8b+26¢c 31e NN Y \Oj\ Yo
H
28b+26a 31f . /\/hll Y ‘*oﬁ/ 18%
N N
H
+ I 429
28c+26b 319 e Iv \ko Yo
H
28b+26n 31h I - 29%
\N/\/N\ Y \‘NJ\/ °
H H
28b+26k 31i I - 27%'
! \N/\/N\ Y \‘SJ\/ /0
H
28c+26f 31j . /\/hll Iv w 56%
Ny - .
H 0
+26i | 0 0
28c+26i 31k N Iv ) Y 30%
N _
28c+26g 311 . /\/hll Iv /OV\@O\ 29%
N - -
H
28c+26m 31m I 36%
NI I O i °
| H 0
28c+26e 31n NN I\/ NP 82%
H
+26j I -0 299
28c+26j 310 e Iv 9%
H Z/ i >
N
éOC
28g+26b 31p (\jgo Y \o)v 96%
N
28d+26b 31q /O/ Y \ko 82%
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28e+26b 31r (\N~B°C Y . J\/ 29%
~0

N
' Als TFA-Salz isoliert nach Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril/H20 (0,5% TFA).
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Abbildung 37: Bearbeitetes "H-NMR-Spektrum (300 MHz, CDClI3) der Verbindung 31b.

In Abbildung 37 ist das "H-NMR-Spektrum des Bipyrimidinamids 31b dargestellt. Das am
weitesten im Tieffeld auftretende Singulett lasst sich dem Amidproton H?3 (10.31 ppm),
zwischen dem Ether-Sauerstoff von Ring A und dem Pyrimidin-Stickstoff von Ring B
zuordnen. Der C-terminale Proton H?® des Amid-Stickstoffs tritt, bedingt durch die
Konjugation zum Pyrimidin Ring A, als Triplett bei 8,92 ppm auf. Die Protonen H'®und H??
an Ring A und Ring B treten beide als Singuletts bei 9,74 ppm auf und sind nicht anhand
des 'H-NMR-Spektrums unterscheidbar. Die Protonen H'® von Ring C bilden Multipletts
bei 7,86 ppm und 7,58 ppm. Das Sextett bei 5,61 ppm lasst sich dem Methinproton H'

des sec-Butyl-Substituenten zuweisen, wahrend das Dublett bei 4,39 ppm den
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Methylenprotonen H3* des iso-Butyl-Substituenten zugewiesen werden konnen.

Das Dublett bei 3,94 ppm lasst sich den Methylen-Protonen H3® zuordnen.

Sie sind aufgrund der Nahe zum Pyrimidincarbonsdureamid gegenuber der zweiten
Methylengruppe bei 3,47 ppm tieffeldverschoben. Die beiden Methylgruppen des tertidren
Amins treten aufgrund der schnellen Rotation um die Einfachbindung der Ethylengruppe
als Singulett bei 2,98 ppm auf. Die Methylprotonen H?2 bei 1,47 ppm spalten aufgrund der
3J-Kupplung zum Methinproton H' zu einem Dublett auf, wahrend das zweite Set
Methylprotonen H?'" wegen der 3J-Kupplung mit den Methylenprotonen H?° zu einem
Triplett aufspalten. Durch die Zugabe von DO zu einer Ldsung von 31b in DMSO-ds
konnte mittels "H-NMR gezeigt werden, dass alle Amid-Wasserstoffatome von 31b gegen

Deuterium ausgetauscht werden® (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Untersuchung des Einflusses von D20 auf die Signalhéhe der Amidprotonen des
Bipyrimidinamids 31b ('H-NMR, 300 MHz, 31b in DMSO-ds und 31b in DMSO-ds nach Zugabe von D20).

31b wurde in 500 yl DMSO-ds geldst ein 'H-NMR aufgenommen. AnschlieRend wurden
10 pl DO zu der Lésung von 31b gegeben und ein zweites "H-NMR aufgenommen.

Beide Spektren wurden uberlagert: Wahrend die Amidprotonen-Signalhdhe signifikant

€ Eine vergleichbare Beobachtung wurde auch im "H-NMR bei der Zugabe von Methanol-ds zu 31b in CDCl3
gemacht.
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abnimmt, bleibt die Signalhéhe der anderen Protonen von 31b unverandert. Ferner fiel bei
diesen Untersuchungen auf, dass die Signale der Pyrimidinprotonen nicht wie in CDCl3
unmittelbar nebeneinander auftreten (A=0,01 ppm), sondern als voneinander getrennte
Singuletts vorliegen (A=0,34 ppm). Dieser Effekt wurde bereits vor der Zugabe von D>O

beobachtet und wird im weiteren Verlauf beschrieben.

Wie auch bereits bei den Pyrimidin-Monomeren war es nun méglich Pyrimidinamid-Dimere
ohne Benzoylgruppe am N-Terminus herzustellen. Etwa durch die Kupplung von 28b und

29 oder durch alkalische Hydrolyse der Benzoylgruppe des Dimers 31a (Schema 26).

7 .S ~

o

] (N o —_— J O_N o +
—N  HN =N O
Sate o L
HN N HN— \_ 7 H,N
@{4 : e S
o

31a 32: 20% 28a: 31%
Hydrolyse der Benozoyl-Pyrimidin sowie
der Pyrimidin-Pryimidin-Amidbindung

4§ g— b) g— Aog

‘éNHO + 0 v o T» o (NHO
H,oN /) = % =N HN /)
\ TFAonN—<:N/>—<OH TFA.HZN{N/HO N

N HN / HN /
_\—N\ _\—NqTFA

28b 29 33

Schema 26: Synthese der Pyrimidinamid-Dimere 32 und 33. a) 1,30 &g. NaOH, CH2Cl2/MeOH, RT, 24 h.,
dann Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril; b) 1.10 &q. 28b, 1,00 aq. 29, 1,10 &g. HATU, 2.00 &q.
DIPEA, DMF, RT, 24 h., dann Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril/H20 (0,5% TFA)Y.

Im Gegensatz zu der Hydrolyse der Benzoylgruppe von Bipyrimidonamiden findet bei der
Hydrolyse der Benzoylgruppe von Bipyrimidinamiden auch eine Spaltung der
Amidbindung zwischen den Pyrimidinringen statt. Das 5-Aminopyrimidin 28a konnte nach
der Umkehrphasenchromatographie mit 31% isoliert werden. Weitere Dimere ohne
Benzoylgruppe konnten durch die Kupplung der 3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidine
30a-c mit den 5-Aminopyrmidinen 28b-c synthetisiert werden (Schema 27 und
Tabelle 18).

dd Tertizre Amine lieRen sich mittels Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril/WWasser und Zusatz von
0,5% TFA aufreinigen. Ohne Zusatz von TFA eluierten die Verbindungen nicht von der C18-Phase.
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R R
g R, R, g
—N O ’,\5’N a) N_,\] =N O
el \N/ HN ' N\@N 0 N(N%?\N \ N/ HN
a I~ :
g N % N
\ \
28b-c 30a-c 34a-d

Schema 27: Synthese der Triazolopyrimidin-Pyrimidinamide 34a-d. a) 1,10 aq. 28b-c, 1,00 &g 30a-c, 1,00 &q.
HATU, 2,00 aq. DIPEA, DMF, RT, 24 h.

Tabelle 18: Ubersicht der Substituenten der Verbindungen 34a-d mit den entsprechenden Ausbeuten.

Edukte Verbindung R R: Ausbeute

28a+26b 34a 30%

28b+26b 34b 44%

28b+26d 34d 0— 33%

=
P

28c+26a 34c J\/ 0— 47%
I

' Als TFA-Salz isoliert nach Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril/H20 (0,5% TFA).

Synthese von Pyrimidin-Pyrimidonamiden, Bipyrimidon-Pyrimidinamiden und
Tripyrimidinamiden

Da nun sowohl substituierte Pyrimidin- als auch Pyrimidon-Derivate zur Darstellung von
a-Helix-Mimetika zuganglich waren, sollten beide Heterocyclen fir die Synthese der
Pyrimidin-Pyrimidonamiden verwendet werden. Hierzu wurden die 5-Aminopyrimidine
28b-c mit den Pyrimidon-Lithiumcarboxylaten 15a-b mit COMU® in DMF umgesetzt
(Schema 28).

Ry Ry
0 [0) Ry 0
—N 0 N 0} a) o) Ry =N O
oy o) ©—§ Y% A
28b-c \ 15a-b 0 \

35a-b

35a: 28%, Ry: iso-Butyl, R,: sec-Butyl
35b:43%, Ry: sec-Butyl, R,: 4-Methoxybenzyl

Schema 28: Synthese der Pyrimidin-Pyrimidonamide 35a-b. a) 1,00 &q. 28b-c, 1,30 aq. 15a-b, 1,70 aq.
COMU®, DMF, RT, 24 h.
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Die Pyrimidin-Pyrimidonamide 35a-b konnten mit Ausbeuten von 28% und 43% isoliert
werden. Die Umsetzung des 5-Aminopyrimidons 9b und der Pyrimidincarbonsaure 26b
mit HATU in DMF lieferte das Amid-Dimer 36 mit einer Ausbeute von 67% (Schema 29).

- - , [

{Hw/ etatad @Q( %N’ L

9b 26b 36

—_—
67%

Schema 29: Synthese des Pyrimidin-Pyrimidonamids 36. a) 1,10 &q. 9b, 1,00 &g 26b, 1,10 4q. HATU, 2,00 &q.
DIPEA, DMF, RT, 24 h.

Zudem war es moglich durch Amidkupplung des Bipyrimidonamids 11a mit der
Pyrimidincarbonsaure 26m bzw. des Bipyrimidinamids 32 mit der Pyrimidincarbonsaure
26f die Trimere 37 und 38 zu erhalten (Schema 30).

/ /
s S
< ) : a) : §7 0] ;
[0} N O + —_— 6} N [0}
N HN‘{\EH 0 39% o N HN—(H
HoN Dan N HN— =N OH =N HN Dan N HN—
% HN— 2 HN— 2 %
N O ®—§ N O
11a O  26m 0 37

o o
S RN S ?oao{

Schema 30: Synthese des Bipyrimidon-Pyrimidinamids 37 und des Tripyrimidinamids 38. a) 1,00 aq. 11a,
1,30 4g. 26m, 1,70 4. COMU®, DMF, RT, 24 h.; b) 1,00 &q. 32, 1,30 &q. 26f, 1,70 4. COMU®, DMF, RT,
24 h.

Die Bipyrimidinamide mit einem C-terminalen N,N-Dimethylaminoethyl-Rest 31a-r waren
bis zu 120 mM in DMSO l6slich. Im Gegensatz dazu I6ste sich das Tripyrimidinamid 38
zunachst mit einer Konzentration von 20 mM in DMSO, prazipitierte aber teilweise nach
wenigen Minuten in Losung und war anschlieflend, selbst nach Erhitzen auf 60 °C bei
gleichzeitiger Behandlung im Ultraschallbad, nicht vollstandig 16slich. Auch die Zugabe

von TFA zog keine Lésung des Prazipitats nach sich.

Synthese von 2-Brombenzoyl-Derivaten der Bipyrimidinamide 31c und 31f

Die Einfuhrung von Brom-Substituenten als Halogenbindungs-Donatoren (X-Donor) bei
der Entwicklung neuer Wirkstoffe kann die Selektivitat zur Zielstruktur erhdhen.
Ein Beispiel dafir stellt der Aldoreduktase-Inhibitor IDD594 dar. Die Halogenbindung
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zwischen dem Brom und Thr113 ist in Abbildung 39 dargestellt.?’? Ferner wird das
Potenzial des Substituenten als X-Donor zur Adressierung von Cystein- und

Methionin-Seitenketten erforscht.?’327

Abbildung 39: Kristallstruktur des Inhibitors IDD594 im Komplex mit der humanen Aldoreduktase
(PDB ID 1US0). Der Brom-Substituent bildet eine Halogenbindung zum Sauerstoff von Thr113 aus.
(abgewandelt nach PARISINI et al.?7?).

Fir die Synthese 2-Bormbenzoyl-subsituierter Bipyrimidinamide wurde zunachst das
Brom-substituierte  Azlacton dargestellt. 2-Bromhippursdure, welche fur die
ERLENMEYER-Synthese notwendig war, wurde im Vorfeld durch Umsetzung von
2-Brombenzoylchlorid und Glycin nach der SCHOTTEN-BAUMANN-Methode synthetisiert.
Initiale Versuche das Brom-substituierte Azlacton zu kristallisieren®®, waren nicht
erfolgreich. Das Produkt wurde zur Aufreinigung chromatographiert und direkt mit dem

Amidin-Hydrochlorid 16 zum Pyrimidon 39 umgesetzt".

€€ Die geringe Ausbeute von 13% ist auf die Kristallisationsversuche zuriickzufiihren.

ff Das TH-NMR sowie eine DC-Kontrolle des Produkts nach einem Tag deutet auf die Zersetzung des Azlactons
hin. Im ESI-MS-Spektrum konnte nur der Peak der 2-Bromhippursaure beobachtet werden.
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(0]

2-Brombenzoeséaurechlorid Glycin 2-Bromhippurséure 16

/\H/OH OH NH,*CI

H,N +

Cl + 2 4> O

Cr e OOy e (0T W
Br O

oRz oRZ
o o]
(N OH e) (N o— N
HN /)—< HN /)—<
28bc + Q—ﬂ % 94% @ (WIS e% e
O s ° 4
Br Br

HN{

HN HN
—— @

Br  42a: 57%, R,: sec-Butyl, Ry: iso-Butyl

42b: 51%, Ry: iso-Butyl, R,: iso-Butyl

Schema 31: Synthese der 2-Brombenzoyl-substituierten Bipyrimidinamide 42a-b.a) 1,00 &q
2-Brombenzoylchlorid, 1,30 aq Glycin, 2,2 aqg NaOH (0,5 M), H20, pH8, 0 °C-RT, dann konz. HCI; b) 1,00 aq
2-Bromhippursaure, 2,00 aq Ac20, 1,00 &g TEOF, 0,5mol% DMAP, 130 °C; c¢) 1,00 &q. 16, 1,00 aq. Azlacton,
1,30 aqg. EtsN, Acetonitril, 80 °C, 3 h, dann konz. HCI; d) 1,30 aq iso-Butanol, 1,30 &qg. DIAD, 1,30aq PPhs,
THF, 0 °C-RT, 24 h; e) 1,20 &q. LiOH, THF/H20, RT, dann 1 M HCI, RT.; f) 1,00 &q. 28b-c, 1,00 aq. 41,
1,00 &q. HATU, 2,00 &q. DIPEA, DMF, RT, 18 h.

Die MITSUNOBU-Reaktion von 39 mit iso-Butylalkohol lieferte das 4-Alkoxypyrimidin 40 mit
einer Ausbeute von 46%. Durch eine Methylesterhydrolyse mit Lithiumhydroxid in einem
Gemisch aus THF und Wasser und anschlieBendes Ansduern konnte die
Pyrimidincarbonsaure 41 gewonnen werden. Mittels einer HATU-mediierten
Amidkupplung von 41 mit den 5-Aminopyrimidinen 28b-c gelang es schliel3lich die

2-Brombenzoyl-substituierten Bipyrimidinamide 42a-b zu synthetisieren (Schema 31).

Konformationsanalyse des Bipyrimidinamids 31b

Wie bereits flr das Bipyrimidonamid 10b wurde eine Konformationsanalyse mittels
2D-NMR-Spektrospkopie fiur das Bipyrimidinamid-Regioisomer 31b durchgeflihrt.
Dazu wurden NOESY-Spektren® von 31b in DMSO-ds und in CDCIlz aufgenommen,

ausgewertet und miteinander verglichen (Abbildung 40).

99 Die Verwendung von D20 oder Methanol-ds wurde durch Vorproben ausgeschlossen: Im Fall von D20 war
die Léslichkeit auch bei pH 1 (1 M DCI) nicht ausreichend fiir die Durchfiihrung eines ROESY-Experiments.
Spektren von 10b in Methanol-ds waren nicht auswertbar, da es zu einem Austausch der
Amid-Wasserstoffkerne durch Deuterium kam und dadurch keine Kopplung der Kerne beobachtet werden
konnten.
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Abbildung 40: Ausschnitte der NOESY-Spektren von 31b in DMSO-ds (A, C) und CDCls (B, D); gestaffelte
Konformation (A, B) und ekliptische Konformation (C, D).

Im NOESY-Spektrum vom 31b in DMSO-ds lassen sich zwei Kreuzsignale zwischen dem
Proton von Ring B und dem zentralen Amidproton (lI) sowie dem Proton des Benzamids
(I) beobachten. Kreuzsignal (II) deutet darauf hin, dass 31b eine Konformation annimmt in
der die aliphatischen Seitenketten gestaffelt vorliegen. Gleichzeitig lasst sich ein
Kreuzsignal zwischen dem Methinproton der sec-Butylgruppe und dem zentralen
Amidproton (Ill) sowie zwischen der Methylengruppe der iso-Butylgruppe (V) beobachten.
Beide Kreuzsignale lassen den Schluss zu, dass die Seitenketten von 31b eine ekliptische
Konformation annehmen. Im NOESY-Spektrum von 31b in CDCIl; werden ahnliche
Kreuzsignale beobachtet: Das Proton von Ring B koppelt mit den Methylgruppen der
iso-Butylgruppe (VI). Diese koppelt wiederum mit dem Proton der zentralen Amidbindung
(V). Beide Kreuzsignale deuten auf eine gestaffelte Konformation von 31b hin. Wie auch
in DMSO-ds treten Kreuzsignale zwischen dem zentralen Amidproton und der
Methingruppe der sec-Butylgruppe (X) sowie der Methylengruppe der iso-Butylgruppe (IX)
auf, was auf eine ekliptische Konformation hindeutet. Zusammengenommen lasst sich
weder eine ekliptische noch eine gestaffelte Konformationspraferenz fur 31b, weder in
DMSO-ds noch in CDCIlz beobachten. In beiden Losungsmitteln lassen sich

Raumkopplungen fir 31b beobachten, die sowohl auf das Vorliegen einer ekliptischen,
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als auch einer gestaffelten Konformation hindeuten. Dadurch lasst sich 31b vom
Bipyrimidonamid 10b, das in beiden LdOsungsmitteln eine gestaffelte Konformation

annimmt, abgrenzen""

"H-NMR-Titration von 31b zur qualitativen Differenzierung intramolekularer
Wasserstoffbriicken

Intramolekulare  Wasserstoffbriickenbindungen erlauben eine  Steuerung der
Konformation und damit der Seitenkettenausrichtung von a-Helix-Mimetika. Um die
Eigenschaften  vorhandener intramolekularer = Wasserstoffbrickenbindungen in
Diphenylacetylen-basierter a-Helixmimetika zu untersuchen, nutzen JUNG et al.
'H-NMR-Titration. Dazu Iosten sie BH3-Helixmimetika in CDCl; und vermafen
"H-NMR-Spektren vor und nach der Zugabe von DMSO-ds. Wechselwirkungen zwischen
Amidprotonen, die an H-Briickenbindungen beteiligt sind und DMSO-ds fihren zu einer
Entschirmung der Protonen und damit zu einer Tieffeldverschiebung des Signals.
Amidprotonen, die an starken intramolekularen Wasserstoffbriicken beteiligt sind,
wechselwirken hingegen weniger ausgepragt mit DMSO-ds; es wird keine signifikante
Signalverschiebung beobachtet. Mit dieser Methode konnten JuUNGet al
konformationsstabilisierende Wasserstoffbriicken identifizieren.2®® Auch JANSMA et al.
nutzen diese Methode, um designte intramolekulare Wasserstoffbricken von
Tyrosinkinase-Inhibitoren zu identifizieren.?”® Zur Untersuchung der Wasserstoffbriicken
von 31b wurde eine "H-NMR-Titration in CDCl; mit DMSO-ds durchgefiihrt (Abbildung 41).

hh Da weder fiir 10b noch in 31b ein Abstands-Volumenintegral Standard vorlag lieRen sich keine Abstande
fur die Kreuzsignale der Verbindungen berechnen.
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+ Aufnahme von 1H-NMR-Spektren von 31b in CDCI; mit DMSO-dg-Konzentration von 0,5-20%
+ Interaktionen zwischen NH-Protonen und DMSO-dj fiihren zu einer Tieffeldverschiebung der NH-Signale
+ Qualitative Differenzierung zwischen intramolekularen H-Briicken mdglich

Abbildung 41: 'H-NMR-Titration zur qualitativen Differenzierung der intramolekularen Wasserstoffbriicken
von 31b.

In Anlehnung an das Vorgehen von JUNG et al. und JANSMA et al. wurden
"H-NMR-Spektren von 31b in CDClI; bei acht verschiedenen DMSO-ds-Konzentrationen
(0,5% bis 20%) vermessen (Abbildung 41). Das DMSO-ds-Signal (2,50 ppm) wurde als

Referenz eingesetzt. Die Spektren wurden Uberlagert und in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Superposition der '"H-NMR-Spektren von 31b bei DMSO-ds-Konzentrationen zwischen 0,5%
und 20%. Die Protonensignale sind farblich gekennzeichnet und korrespondieren mit der Kennzeichnung der
Wasserstoffatome von 31b.

Eine Erhéhung der DMSO-ds-Konzentration wirkt sich unterschiedlich stark auf die

Signalverschiebung aus. Wahrend die Amidprotonen des Benzamids (A=0,51 ppm) und
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des N,N-Dimethylaminoethylamids (A=0,22 ppm) tieffeldverschoben werden, verandert
sich die Signallage des Amidprotons zwischen den Pyrimidinen nur geringfigig
(A=0,02 ppm) (Abbildung 43).

Chemische Verschiebung der Protonen von 31bim 'H-NMR in
Abhangigkeit von der DMSO-dB Konzentration
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Abbildung 43: Auftragung der chemischen Verschiebung einzelner Protonensignale von 31b gegen die
DMSO-ds -Konzentration. Die chemische Verschiebung der Pyrimidinprotonen wird gemeinsam dargestellt.

Vor dem Hintergrund des eingangs beschrieben Einflusses von DMSO-ds auf die
chemische Verschiebung von Amidprotonen, wechselwirken die Amidprotonen der
Benzamidgruppe und des N,N-Dimethylaminoethylamids starker mit DMSO-ds als das
Amidproton der zentralen Amidbindung zwischen Ring A und B. Dies deutet darauf hin,
dass der Amidwasserstoff zwischen den Pyrimidinringen starkere intramolekulare
Wasserstoffbriicken bildet, als die beiden anderen Amidwasserstoffe von 31b. Wahrend
sich die Signallage der ortho, meta und para-Protonen des Benzamidrings kaum
verandern, kommt es bei einer Zunahme der DMSO-ds-Konzentration zu einer
Hochfeldverschiebung eines Pyrimidinproton-Signals. Dabei verandert sich die Signallage
des Protons von Ring A, im dargestellten DMSO-ds-Konzentrationsintervall, insgesamt um
0,01 ppm, wahrend das Signal von Ring B um 0,10 ppm hochfeldverschoben ist
(Abbildung 44).
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Chemische Verschiebung der Protonenvon RingA undRingB in
Abhangigkeitvon der DMSO-d6 Konzentration
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Abbildung 44: Auftragung der chemischen Verschiebung der Pyrimidinprotonen von Ring A und Ring B gegen
die DMSO-ds-Konzentration.

Da es durch die intermolekulare Wechselwirkung zwischen dem Benzamidproton und
DMSO-ds zu einer Schwachung der intramolekularen Wasserstoffbricke zum
Ethersauerstoff von Ring B kommt, steht mehr Elektronendichte fir die Konjugation zu
Ring B am Ethersauerstoff zur Verfligung. Dies lasst die Vermutung zu, dass die
Hochfeldverschiebung des Protons von Ring B auf diesen L&sungsmitteleffekt

zurickzufuhren ist.
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Biologische Evaluation

Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Synthese und Strukturoptimierung von
Pyrmidin- und Pyrimidon-basierten a-Helixmimetika liegt, werden in folgendem Abschnitt
nur eine Auswahl der Methoden zur biologischen Evaluation, die von
Kooperationspartnern durchgeflinrt wurden, zusammengefasst beschrieben sowie
diskutiert. Die dargestellten Informationen basieren auf vorlaufigen Ergebnissen und

wurden bisher nicht publiziert.

Bestimmung der antileukamischen Aktivitit der synthetisierten a-Helixmimetika
gegeniiber Leukdmiezellen mittels CellTiter-Glo®-Assay

Die antileukamische Aktivitat der synthetisierten a-Helixmimetika wurde in der
Arbeitsgruppe BHATIA durch NIKLAS DIENSTBIER und HEINZ AHLERT evaluiert. Der Assay
identifiziert durch photometrische Quantifizierung von ATP die Anzahl lebender Zellen.
Dafur wird eine Luciferase-katalysierte Oxidationsreaktion von Luziferin zu Oxyluciferin
genutzt, die unter Lichtemission stattfindet. Das Lumineszenz-Signal ist proportional zur
Konzentration von ATP und somit zur Anzahl viabler Zellen mit intakten Mitochondrien
(Schema 32).

N S 0,+ATP PP;+AMP +CO,
S s N S
s N7 >— +
HO 70 \ l
HO Luciferase HO S N""NoH

D-Luciferin

Schema 32: Luciferase-katalysierte Oxidation vom D-Luciferin zu Oxyluciferin unter Lichtemission.

Die halbmaximale Inhibitorkonzentrationen (ICso) wurden exemplarisch fir die
CML-Zelllinie K562 und damit inkubierte Tripyrimidonamide 12a und 13 in Tabelle 19
aufgefiihrt. Als Referenzen wurden die N-terminalen Hsp90i 17-AAG und PU-H71

verwendet.

Tabelle 19: ICso-Werte fir die Leukamiezelllinie K562 nach Inkubation mit den Tripyrimidonamiden 12a und
13 sowie den N-terminalen Hsp90i 17-AAG und PU-H71.

Bezeichnung R1 R2 R3 R4 R5 IC50 K562 [uM]

12a (LSK82) Me 4,55

ARES O
12¢ (WKa72) |\ | Y | L /\@o/ O 1,56
2dP® :

13 (VWK147) Me

2,26
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14 (VWk534) | ve | Y| L /\©\ H 44,3
- OH

17-AAG 0,23
PU-H71 0,31

Die antileuk&mische Aktivitat der a-Helixmimetika wurde durch das CellTiter-Glo®-Assay
gegenuber der CML Zelllinie K562 quantifiziert. Dabei wiesen die Verbindungen 13
(ICs0: 2,26 uM) und 12c¢ (ICso: 1,56 uM) einen niedrigeren [Csp-Wert als die
Tripyrimidonamid-Leitstruktur 12a (I1Cso: 4,45 pM) auf. Ein méglicher Grund daflur kann in
der besseren Loslichkeit von 12¢ und 13 in DMSO sowie im Zellmedium im Vergleich zu
12a liegen. Das Tripyrimidonamid 14 (ICso: 44,3 pM), zeigte eine verringerte
antileukamische Aktivitat im Vergleich zu 13 (ICso: 2,26 uM). Dies ist bemerkenswert, da
beide a-Helixmimetika mit Gruppen funktionalisiert sind, die es erlauben die hot spot
Seitenketten 11688, Tyr689, 1le692 und Leu696 nachzuahmen und sich nur in einer

Methylgruppe unterscheiden.
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Abbildung 45: Heatmap der Zellviabilitat von 37 Leukamiezelllinien nach Inkubation mit 12a und 13 bei drei
Konzentrationen (A). Western Blot der K562r-Zelllinie nach Inkubation mit Novobiocin, 12a, 13 und AUY922
(B). Auftragung der Caspase-3/7 Aktivitdt gegen die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen (C).
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Aufgrund der ausgepragten antileukamischen Aktivitat von 13 gegenlber der CML Zelllinie
K562 im Vergleich zu den anderen Tripyrimidonamiden, wurden die Aktivitat der
Verbindungen gegen 36 weitere Leukamiezelllinien evaluiert. Die Zellviabilitat flr drei
Konzentrationen von 12a und 13 ist als Heatmap in Abbildung 45 dargestellt.
Die Zellviabilitat der meisten Zelllinien liegt bei Verwendung von 13 in einem
Konzentrationsbereich von 1 pM bis 10 yM zwischen 0% und 20%. Im Gegensatz dazu
ist im gleichen Konzentrationsbereich flir 12a Uberwiegend eine Zellviabilitat oberhalb von
50% zu beobachten. 13 wirkte antileukédmisch gegen die BCR-ABL positive CML-Zelllinie
K562 sowie Coumermycin A1- und PU-H71-resistente Varianten dieser Zelllinie
(K Car und K PUHr). Ebenso wirkte 13 gegen die c-Myc-amplifizierte AML-Zelllinie HL60
sowie die Imatinib-resistenten Zelllinien HL60r (AML) und SUPB15r (ALL). Mittels Western
Blot wurde untersucht, ob es zu einer Uberexpression der HSR-assoziierten Proteine
Hsp27, Hsp40 und Hsp70 in der K562-Zellen nach Inkubation mit den Tripyrimidonamiden
12a und 13 bei zwei verschiedenen Konzentrationen kommt. Im Fall des N-terminalen
Hsp90i AUY922 Iasst sich eine intensivere Bande sowohl flr Hsp70 als auch fir Hsp27
beobachten. Dies |asst auf eine HSR schlieRen. Fiir den C-terminalen Hsp90i Novobiocin
sowie fur 12a und 13 wurde dagegen keine intensive Bande fur die Hitzeschockproteine
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet. K562r-Zellen, die mit 13 inkubiert wurden,
weisen im Vergleich zur Kontrolle eine schwéachere Bande fur das Onkoprotein c-Myc' auf.
Die Inhibition von Hsp90 ist assoziiert mit einer Destabilisierung und Herabregulierung von
c-Myc.?® Fir das Tripyrimidonamid 12a konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden.
BHATIA et al. berichteten aullerdem, dass 13 zu einer Destabilisierung der
BCR-ABL1-Kinase in Leukamiezelllinien fihrt. Um festzustellen, ob die antileukamische
Aktivitat der Tripyrimidonamide auf Apoptose zurlckzuflihren ist, wurde ein
Caspase-3/7-Assay durchgeflihrt. Dabei kann die Aktivierung von Caspase-3/7 entweder
Uber den extrinsischen Signalweg der Caspase-8 oder den intrinsischen Signalweg der
Caspase-9 stattfinden. Im Assay hydrolysiert Caspase-3/7 die Bindung zwischen der
Aminosaurekette und Luciferin eines DEVD-Luciferin-Konjugats. Durch eine
Luciferase-katalysierte  Oxidation des freigesetzten Luciferins entsteht ein
Lumineszenzsignal, das photometrisch detektiert werden kann und zur Quantifizierung der
Caspase-Aktivitat dient. Sowohl 12a als auch 13 fuhren zur Aktivierung von Caspase-3/7.
Dabei fuhrt 13 zu einer starkeren Aktivierung bei 3 uM als 12a bei 12 yM. Nach heutigem
Forschungsstand ist die antileukdmische Aktivitdt beider Tripyrimidonamide auf

Apoptose-Induktion zurtickflihren (Abbildung 45).

i Das Onkoprotein c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor der zur Expression von Proteinen fuhrt, die an der
Zellproliferation von Krebszellen beteiligt sind.307
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Tabelle 20: [Cso-Werte fur die Leukdmiezelllinie K562 nach Inkubation mit den aufgefihrten
Bipyrimidonamiden.

R, O
R—NH N§ Ry O
A
J :)H%\: ;}N&
Bezeichnung R1 R2 R3 R4 IC50 K562 [uM]
| , ;
10b (VWK346) | ~_N. Y Jo O 2,26
| ,
11b (VWK469) | ~_N_ Y Jo H 85,3
10¢ (VWWK396) | -~ | Y Jo O >100
11c (VWK402) | -~y | 7Y Jo H >100

Die antileukdmische Aktivitat der Bipyrimidin- und Bipyrimidonamide wird im Folgenden
exemplarisch gegentber der CML-Zelllinie K562 beschrieben. Durch die Einfihrung einer
basischen N,N-Dimethylaminoethylgruppe konnten die Bipyrimidonamide 10b und 11b mit
verbesserter Loslichkeit hergestellt werden. Wahrend 10b eine gute antileukamische
Aktivitdt mit einem 1Cso von 2,26 uM zeigte, kam es im Fall der Verbindung ohne

Benzoylgruppe 11b (ICso: 85,3 uM), zu einer Verringerung der antileukdmischen Aktivitat.

Tabelle 21: [Cso-Werte fir die Leukdmiezelllinie K562 nach Inkubation mit den aufgefiihrten
Bipyrimidinamiden.

R2
(o]
\A/ NH N=—=
(o] N >—< B NH
(0] }\l / R
Bezeichnung R1 R2 R3 R4 IC50 K562 [uM]
~., ..M e 4
31a (VWK56) v he g O, >100
| , ,
3b (VWK141) |y he g O~ 1,56
| N )
e (VWK201) | ot | L S O, 1,61
N ,
| , )
3d (VWK260) | ~y~N | T N = 2,34
H
| ;
3e (VWK370) | s~ | L o O 1,74
H
| , - ;
3 (VWK255) |y~ | T Y O 1,10
H
| )
319 (VWK278) |y~ Py W O 1,15
| , )
3h (VWK372) | e~ | Y A < 19,9
H H ©
| , ;
3 (VWKB17) | i he W (O~ 2,47
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| 5 ;
315 (VWK258) | N | L MQ O, 468
H - ~0
| 0 ’
31k (VWK252) | o~ N Jv ! /N Q_\% 8,71
H - _
I .0 o ,
3 (VWK262) | o~ | L | V\G(\ O 3,31
N ,
| g /
3m (VWK284) | Py ﬁo/ O 2,24
| H /
30 (VWKS03) | o oty | O 3,16
| 0
\N/\/N\ ,
310 (VWK603) | H ' W O 0,83
. N
éoc
O ’
3p (VWK305) | Om A g O >100
31q (VWK319) Y g O 28,2
_Boc . ’
31r (VWK318) ,O N o @o 15.1
32 (VWK86) oyt \( \OJ\/ H >100
| ,
33-TFA (VWK506) | ~y~ N | 7Y g H 17,1
H
| \ -
a2a (VWK624) | WS || oY QWO 0,84
Br
| ) - !
42b (VWKB27) | ~y~oNo | - 0 QW 0,56
N Y /W/ Br °
17-AAG 0,23
PU-H71 0,31

Die Dimere 10c und 11c, in denen die C-terminale Aminogruppe als Boc-Carbamat
geschutzt vorliegt, sind nicht antileukamisch aktiv (ICso: >100 pM; Tabelle 20).
Bemerkenswert ist, dass es im Fall des Tripyrimidonamids 13 (ICso: 2,26 uM) durch das
Entfernen der Benzoylgruppe nicht zu einer Abnahme der antileukamischen Aktivitat kam.
Das Bipyrimidinamid 10b (ICso: 2,26 yM) demonstrierte eine verbesserte antileukamische
Aktivitat gegenuber dem Tripyrimdionamid 12a. Alle evaluierten Pyrimidonamide wiesen
héhere ICso-Werte als 17-AAG (ICso: 0,23 pM) und PU-H71 (ICso: 0,31 pM) auf. Scaffold
Hopping vom Bipyrimidonamid-Gerust zum Bipyrimidinamid-Gerust lieferte die in den in
Tabelle 21 aufgefiihrten a-Helixmimetika. 31b wurde als erster Hit im CellTiter-Glo®-Assay
identifiziert und diente fiir die darauffolgenden Strukturmodifikationen als Leitstruktur bei
der Synthese von Bipyrimidinamiden. Das Strukturgerist von 31b ist mit einer
iso-Butyl- (R2-Position) und sec-Butylseitenkette (Rs-Position) funktionalisiert und kann
dadurch die hot spot Seitenketten [1e688, 11e692 und Leu696 der C-terminalen
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Dimerisierungsdomane von Hsp90 nachahmen. Wie im Fall der Bipyrimidonamide, wiesen
die Bipyrimidinamide 31a (ICsp: >100uM) und 32 (ICse: >100 pM) ohne
N,N-Dimethylaminoethylgruppe eine deutliche Abnahme der antileukdmischen Aktivitat
auf, im Vergleich zu Verbindungen die mit dieser basischen Gruppe am C-Terminus
funktionalisiert sind. Dagegen wurde fur 31b ein mit dem Regioisomer 10b vergleichbarer
ICs0-Wert von 1,10 uM ermittelt. Die Alkoxypyrimidine 31b-g mit aliphatischen
Seitenketten in R2>- und Ra.Position zeigten ahnliche ICso-Werte zwischen 1,10 yM und
2,34 uM. Die EinfUhrung von N-Methylpiperazin und N-Boc-Piperazin in Rs-Position fihrte
im Fall der Bipyrimidinamide 31q-r (31q ICso: 28,2 uM; 31r ICso: 15,1 pM) zu einer
Abnahme der antileukamischen Aktivitat um eine Grélenordnung im Vergleich zu 31b.
Ein Thiomorpholindioxid-Substituent in Rs-Position flhrte zu einem Verlust der
antileukamischen Aktivitat (31p 1Cso: >100 uM). Wahrend das zu 31b bioisostere
Thio-Analogon 31i eine vergleichbare antileukdmische Aktivitat zeigte (ICs0:2,47 pM),
erzeugte das Aza-Analogon 31h (ICs: 19,9 pM) eine geringere Aktivitat.
Die Funktionalisierung des Bipyrimidinamid-Gerists mit Tetrahydro-2H-pyranylethyl- oder
Pyridinylethyl-Resten in Rs-Position resultierte far die Verbindungen
31j-k (31j ICs0: 4,68 pM; 31k ICso: 8,71 pM) in einer Abnahme der antileukdmischen
Aktivitat im Vergleich zur Leitstruktur 31b.

Tabelle 22: ICso-Werte fir die Leukamiezelllinie K562 nach Inkubation mit den aufgefiihrten Triazolopyrimidin-
Pyrimidinamiden.

R, Rs
0 N-
H B NN
RrR.—N §/N 5/
1 \ )/ 07//<\N
Bezeichnung R1 R2 R3 IC50 K562 [uM]

3da (VWKs05) | | T Py >20
3b (VWK474) | | P >20

34c(VWK5s13) | n | L @ 5,12
3ad (vwka00) | A | L | GO/ 3,80

Die starkste antileukédmische Aktivitdt wurde fir die 2-Brombenzoyl-substituierten
Bipyrimidinamid-Derivate 42a (ICso: 0,84 uM) und 42b (ICso: 0,56 uM) sowie fir das
Boc-Indolylethyl-substituierte Derivat 310 (ICso: 0,83 uM) beobachtet (Tabelle 21).
Wie bereits im Fall der Bipyrimidonamide, zeigte das Analogon 33-TFA (ICso: 17,1 pM),

ohne Benzoylgruppe in Rs-Position, eine geringere antileukdmische Aktivitdt als das
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Benzoyl-Analogon 31b.) Um diese Beobachtung weiter zu untersuchen, wurden die
Triazolopyrimidin-Pyrimidinamide 34a-d hinsichtlich ihrer antileukédmischen Aktivitat in
K562-Zellen analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 22 aufgeflihrt.
Die antileukdmische Aktivitdt der aliphatisch-substituierten Verbindungen 34a-b
(ICs0: >20 uM) war geringer als die der Leitstruktur 31b und mit jener von 33 vergleichbar.
Dagegen ergeben die Messungen fir die Verbindungen 34c-d (34¢ I1Cso: 3,80 uM; 34d
ICs0: 5,12 pM) mit einem Methoxyphenyl- bzw. Dimethoxyphenyl-Substituenten in
Rs-Position mit der Leitstruktur 31b vergleichbare Aktivitaten.

Tabelle 23: [Cso-Werte fur die Leukdmiezelllinie K562 nach Inkubation mit den aufgefihrten
Pyrimidin-Pyrimidonamiden. Die zentrale Amidbindung zwischen Ring A und B ist blau dargestellt.

Ry
0]
O

R—NH N? Rs
27—<\ A/ NH N:/§7
o N o/>—<\NB/ Ng‘t
Bezeichnung R1 R2 R3 R4 ICs50 K562 [uM]

3sa(Wka32) | . & | T Py O 3,80
asb (vwki27) [\ | L /\Q\O/ O 7,08

R, O Rs
R—NH N
VA )—NH  N=
o N — B )—NH
d N4 Ry

se(vwkast) | | Y Py O 1175

Zur Untersuchung des Einflusses des Abstands der Substituenten in R2- und R3-Position
von der Amidbindung zwischen Ring A und B auf die antileukdmische Aktivitat, wurden
die Pyrimidin-Pyrimidonamide 35a-b und 36 synthetisiert. Die Pyrimidin-Pyrimidonamide
sind mit jso-Butyl-, sec-Butyl- und p-Methoxybenzylseitenketten funktionalisiert, die es
ermoglichen sollten die hot spot Seitenketten 1e688, Tyr689, 11692 und Leu696 der
C-terminalen Dimerisierungsdomane von Hsp90 nachahmen. Die anhand der
K562-Zelllinie ermittelten ICso-Werte fur die Dimere 35a-b und 36 sind in Tabelle 23
aufgefuhrt. Im Vergleich zur Leitstruktur 31b liegt der Substituent in Rs-Position von 35a
naher an der zentralen Amidbindung zwischen Ring A und B; der ICso-Wert betragt
3,80 uM. Im Fall von 36 befindet sich die Seitenkette in Ro-Position, sodass sich im
Vergleich zur Leitstruktur eine groRere Entfernung zur zentralen Amidbindung ergibt.

Hier wurde ein um eine Groflenordnung héherer ICso-Wert von 11,75 uM beobachtet.

I Die Trimere 37 und 38 wurden aufgrund der schlechten Léslichkeit in DMSO nicht biologisch evaluiert.
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Evaluation der Bindungsmodi von 13 und 31b an der C-terminalen
Dimerisierungsdomane von Hsp90a mittels Molekulardynamik-Simulationen

Um Informationen Uber die Bindung der a-Helixmimetika an die CTD von Hsp90a zu
erhalten, wurde in der Arbeitsgruppe GOHLKE durch DAVID BICKEL die freie Diffusion der
Liganden in Anwesenheit des verkirzten Hsp90a-Monomers (AS: 294-699) mit dem
Amber18 Programmsuite simuliert.2’”” Mogliche Bindungsmodi fiir 13 bzw. 31b an der
C-terminalen Dimerisierungsdomane von Hsp90a sind in Abbildung 46 dargestellt.
Das Tripyrimidonamid 13 befindet sich in dem dargestellten Bindungsmodus im

C-terminalen Dimerisierungs-Interface.

Abbildung 46: Mogliche Bindungsmodi von 13 (A) und 31b (B) an der C-terminalen Dimerisierungsdoméane
von Hsp90a. Die abgebildeten Helices H3-H5 bilden das Hauptdimerisierungs-interface von Hsp90.138
(Die Abbildungen wurden von DAVID BICKEL aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt).

Wahrend der sec-Butylrest nicht direkt mit dem Interface zu interagieren scheint, liegen
sowohl der Methoxybenzyl-Substituent als auch der iso-Butyl-Substituent in einer
hydrophoben Tasche, die durch lle642, Leu662, Leu665 und Leu666 auf den Helices H3
und H4 geformt wird. Analog dazu sind auch im dargestellten Bindungsmodus des
Bipyrimidinamids 31b der sec-Butyl- sowie der iso-Butyl-Substituent in der hydrophoben
Tasche zwischen den Helices H3 und H4 positioniert. Dartber hinaus liegt die protonierte
N,N-Dimethylaminogruppe in der Nahe von Glu497 und ist potenziell in der Lage, eine
Salzbricke zu bilden. Der Benzamid-Substituent befindet sich in einem hydrophoben
Bereich zwischen H4 und H5 in der Nahe einer Methionin-Seitenkette und kdnnte
moglicherweise zu einer Methionin-Aryl-Interaktion fiihren.?”® Obgleich die Bindungsmodi
darauf hindeuten, dass die Verbindungen in unterschiedlichen Orientierungen mit dem
Interface interagieren kdnnen, zeigt sich in beiden dargestellten Bindungsmodi, dass das
Tripyrimidon- bzw. Bipyrimidin-Grundgerust weitgehend parallel zu H4 ausgerichtet ist,

was der Position von H5' in der Dimer-Struktur entspricht. Ferner adressieren beide
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Liganden mit ihren hydrophoben iso-Buttyl, sec-Butyl und 4-Methoxybenzylk-
Substituenten die hydrophobe Tasche zwischen H3 und H4.

Praklinische Formulierungen von 13 wund 31b zur Untersuchung der
antileukamischen in vivo Aktivitat

Die Untersuchung zur Auffindung einer geeigneten Formulierung wurde in
Zusammenarbeit mit der der Arbeitsgruppe BHATIA vom Universitatsklinikum Dusseldorf
durchgefuhrt. Eine Formulierung, in der die Verbindungen stabil und solubilisiert vorliegen,
ist wichtig fur die spateren in vivo Applikation in einem Leukdmie-Maus-Modell.
Die Léslichkeiten von 13 und 31b-HCI wurden in drei Konzentrationen und in zehn
Formulierungen geprift. Fir die Herstellung Kolliphor® HS-haltigen Formulierungen A-B
wurde der Lésungsvermittler zunachst bei 50 °C aufgeschmolzen, zu den Verbindungen
gegeben und bei 40 °C im Ultraschallbad homogenisiert. AnschlieRend wurden Hilfsstoffe
(PEG 400 oder 0,9%ige NaCl-Lésung) hinzugefigt und die Vials bei 40 °C im
Ultraschallbad homogenisiert. Fiir Vehikel C wurden die Substanzen in Kolliphor® EL
homogenisiert und anschlieRend mit 0,9%iger NaCl-Lésung versetzt. Zur Herstellung von
Vehikel D wurden die Verbindungen in DMSO gel6st, mit Kolliphor® HS versetzt und
homogenisiert. Nach Zugabe einer 5%igen Mannitol-Lo6sung wurde das Gemisch
30 Minuten lang bei 40 °C im Ultraschallbad behandelt. Fir die Vehikel E-H wurden die
Verbindungen zunachst im organischen Lésungsmittel suspendiert, fUnf Minuten bei 40 °C
im Ultraschallbad behandelt, mit den wassrigen Bestandteilen versetzt und 30 Minuten
lang bei 40 °C im Ultraschallbad homogenisiert. Fir die Vehikel | und J wurden die
Losungsvermittler  zu  den  Verbindungen  hinzugegeben, gemischt,  mit
0,9%iger NaCl-Lésung versetzt und das Gemisch flr 30 Minuten bei 40 °C im

Ultraschallbad homogenisiert.

Tabelle 24: Lslichkeitsuntersuchung von 13 und 31b in verschiedenen Vehikeln. L: gelost; NL: nicht geldst;
S: suspendiert.

13 31b-HCI

Vehikel 6 mg/ml | 4 mg/ml 2 mg/ml 6 mg/ml 4 mg/ml 2 mg/ml

3h | 24h | 3h | 24h | 3h | 24h | 3h | 24h | 3h | 24h | 3h | 24h

A K°"iph(c’zfo/':g&%/\’;;ac'(a‘” NL | NL [ NL | NL |NL|NL|[NL|NL|NL|NL|L | L
B PE%;@,‘Z;?S&?C‘/’\S@ HS LN | L | L | -] - ]s|N]|L|]L]|-]-
c K°"ipr‘(‘;flyi'éb%ﬁ%/\’;')ac"aq-’ NL | NL |[NL|NL |NL|NL |[NL|NL|NL|NL|L | L
D Mar?nl\i/glo(;}f)f’)/gfl’:l)g;)ﬁ:zg; 5\77\/ py |NE|NL|NL|NLOPNL | NL[NL PN NLNL | L | L
E DMSO'(PZ%%:“S%%;O%%ZZ)Nac'(a“-> NL|NCINCINC ] Ll L |[NCINCNC|NL L | L

F PEG (42059,;507/‘,’53)?’\%0)59(3“-) NL | NL [NL | NL [ NL| NL [NL| NL|NL|NL|NL|NL

kKK Nur im Fall vom Tripyrimidonamid 13.
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DMA-PEG400- NaClaq.)

(20%:20%:60%) NL | NL | NL | NL | NL | NL [ NL | NL [ NL | NL | D S

Ethanol-DMA-PG- NaCl(aq.)

(10%:10%:30%:50%) NL | NL | NL | NL [ NL|{NL | L | NL | L L - -

Captisol-NaClaq.,

(30%:70%) NL | NL | NL | NL | NL | NL [ NL | NL | NL | NL | NL | NL

2HPBCD-NaCl(aq,

(20%:80%) NL | NL | NL | NL | NL | NL [ NL | NL | NL | NL | NL | NL

Die Formulierungen von 13 und 31b-HCI wurden bei Raumtemperatur' gelagert und nach
3 und 24 Stunden optischen Ld&slichkeitskontrollen unterzogen (Tabelle 24). 13 war
vollstandig im Vehikel B aus PEG 400 und Kolliphor® HS bei einer Konzentration von
4 mg/ml nach 24 Stunden lbslich. Hohere Konzentrationen flihrten zu Prazipitation.
Im Vehikel E aus DMSO, PEG 400 und 0,9%iger NaCl-Lésung war 13 nur bis 2 mg/ml
I6slich. 31b-HCI war vollstandig in den Vehikeln A, C und E bis zu einer Konzentration von
2 mg/ml fir 24 Stunden lI6slich. Im Vehikel B war die Losung von 31b bei einer
Konzentration von 4 mg/ml fir 24 Stunden stabil, bildete bei héheren Konzentrationen
aber eine Suspension. In Vehikel H verblieb die Verbindung bei einer Konzentration von
4 mg/ml in Lésung, erwies sich bei hoheren Konzentrationen allerdings als instabil.
Zusammenfassend bieten die Vehikel B (PEG 400-Kolliphor°HS) und H
(Ethanol-DMA-PG-0,9% NaCl.q,)) die Mdglichkeit, stabile Formulierungen von 31b-HCI bis

zu 4 mg/ml herzustellen, wahrend Vehikel B fur 13 eingesetzt werden kann.

cBRET-Assay zur Untersuchung des Einflusses von 10b und 13 auf die
Dimerisierung von Hsp90

Der Einfluss der Verbindungen 10b und 13 auf die C-terminale Dimerisierung von Hsp90
wurde in der Arbeitsgruppe WANKER am Max-Delbriick-Centrum Berlin mittels
BRET (Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer)-Assays in vitro untersucht. Dabei
wurden das Kdder-Fusionsprotein aus mCitrine (mCit), Protein Tag A (PA) und dem
induzierbaren Hsp90a (HSP90AA1) bzw. dem konstitutiv exprimierten Hsp903
(HSP90AB1), sowie das Beute-Fusionsprotein aus NanoLuc™ (NL) und Hsp90a bzw.
Hsp90B, nach Transfektion entsprechender Plasmide, in der Nierenzelllinie HEK293
exprimiert. Durch die NanoLuc™-katalysierte Oxidation des Luziferins Furimazin, einem
Coelenterazin-Derivat zu Furimamid, kommt es zu einer Energielbertragung zum
Fluoreszenzprotein mCit. Der Mechanismus der Furimazin-Oxidation durch NanoLuc™
wurde von JANIN et al. diskutiert.?”® Dabei wird Furimazin zunachst mit Sauerstoff durch
die Luciferase zum Hydroperoxid IX umgesetzt. In einer anschlieRenden

Umlagerungsreaktion entsteht aus IX das Dioxetanon X. Durch die Decarboxylierung von

I Kolliphor® HS-haltige Vehikel wurden bei 37 °C gelagert.
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X entsteht Furimamid in einem angeregten Zustand, der unter Emission eines Photons

relaxiert (Schema 33).
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Schema 33: Mechanismus der Umsetzung von Furimazin zu Furimamid durch NanoLuc™ nach JANIN et al.

Die BRET-Emission von mCit wurde anschlieRend detektiert. Der Abstand der Donor- und
Akzeptorproteine sollte dabei nicht grofer als 10 nm sein, um eine ausreichende
BRET-Effizienz zu gewahrleisten (Abbildung 49).28° Zuvor wurden mehrere
Hybrid-Konstrukte  von  Hsp90-NL  bzw.  Hsp90-PA-mCit  hinsichtlich  ihrer
cBRET-Signalintensitat evaluiert. Das héchste cBRET-Signal wurde fur Hybrid-Konstrukte
beobachtet, bei denen NL bzw. PA-mCit am C-Terminus von Hsp90 angebracht waren
(Abbildung 50). Bemerkenswert ist, dass die entsprechende Kombination von
Hybridproteinen mit Hsp90B anstelle von Hsp90a ein niedrigeres BRET-Signal zeigte.
Da die Dimerisierung von Hsp90 dber Protein-Protein-Interaktionen am C-Terminus
stattfindet, kann diese Beobachtung vermutlich dadurch erklart werden, dass in den
Konstrukten die Distanz und Orientierung von NL und mCit zu einem besseren
Energietransfer fiihrt. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch von TREPTE et al. bei der
Untersuchung der Interaktion™ zwischen VCP (valosin-containing protein) und

UBX (ubiquitin regulatory X) gemacht.?®

MM Die VCP-UBX-Interaktion findet zwischen der C-terminalen Doméane von UBX und der N-terminalen
Domaéane von VCP statt. Die héchsten cBRET Verhaltnisse wurden fur Hybrid-Proteine beobachtet, bei denen
die Protein-Tags in der N&he dieser Domane angebracht wurden.28°
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BRET
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Abbildung 47: Darstellung des BRET-Mechanismus bei Protein-Protein-Interaktionen zwischen zwei
Fusionsproteinen in vitro (A, abgewandelt von TAIPALE et al.?8"). Strukturformeln von 10b und 13 (B).

Nach der Inkubation von transfizierten HEK293-Zellen mit 10b bzw. 13 wurde eine
konzentrationsabhangige = Abnahme des BRET  Verhdltnisses  beobachtet.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass beide Verbindungen einen Einfluss auf die
Distanz oder die Orientierung der Protein-Tags an Hsp90 nehmen, was auf eine

Modulierung der Dimerisierung von Hsp90a durch 10b und 13 hindeutet.
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Abbildung 48: cBRET zur Untersuchung der Hsp90-Dimerisierung: cBRET-Signale firr verschiedene
Kombinationen von Hsp90-NL und Hsp90-PA-mCit Hybridproteinen in vitro (A). Konzentrationsabhangige
Abnahme des cBRET Verhaltnisses in transfizierten HEK293-Zellen nach Inkubation mit 13 (B) und 10b (C).

Untersuchung von 10b, 12a, 13 und 31b mittels Luciferase-Renaturierngs Assay
Die Eigenschaft des Chaperons Hsp90, die Funktion denaturierter Luciferase
wiederherzustellen, wurde ausgenutzt, um zu untersuchen, ob ausgewahlt synthetisierte

a-Helixmimetika diesen Prozess inhibieren. Die Untersuchungen wurden in der
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Arbeitsgruppe BHATIA am Universitatsklinikum Dusseldorf von MELINA VOGT und
NIKLAS DIENSTBIER durchgefuhrt. Die Luciferase wurde zunachst acht Minuten bei 38 °C
denaturiert. Anschlielend wurde das denaturierte Protein mit Retikulozyten-Zelllysat™
versetzt, um, durch darin enthaltene Cochaperone, die Proteinaktivitat wiederherzustellen.
Die renaturierte Luciferase katalysiert die ATP-abhangige Oxidation von D-Luciferin unter
Lichtemission. Diese ist proportional zur Aktivitat der renaturierten Luciferase. Im Zuge der
Oxidation von D-Luciferin entsteht zunachst das gemischtes Anhydrid Xl durch eine
Reaktion mit ATP.

N S
N s ATP PP, N s \ OH AMP N S
\> < \ Z‘ \>—<\j 0, >_<\ 4 /@:\
HO S \Nj o) HO S N v,,fog. HO S N Oo / "o S>—<\N N\o
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XV XIv

D-Luciferin

Schema 34: Oxidation von D-Luciferin katalysiert durch Luciferase.

Ahnlich wie bei der Oxidation von Furimazin entsteht aus dem gemischten Anhydrid Xl
durch Reaktion mit Sauerstoff das Hydroperoxid XIl. Durch eine intramolekulare
Cyclisierung entsteht das Dioxetanon Xlll. Uber eine Decarboxylierung entsteht das
Thiazolon XIV in einem angeregten Zustand, der nach Relaxation durch Lichtemission und

Aromatisierung zu Oxyluciferin XV umgewandelt wird (Schema 32).
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Abbildung 49: Die Renaturierung von Luciferase wird durch die synthetisierten a-Helixmimetika 12a, 13, 10b
und 31b (A) und N-terminale Hsp90i inhibiert. Die wiederhergestellte Luciferase Aktivitat kann photometrisch
bestimmt werden (B).

"M Retikulozyten-Lysat enthdlt hohe Konzentrationen an Hitzeschockproteinen (Hsp90, Hsp70).

SCHUMACHER et al. beschrieben hier eine Korrelation zwischen der Konzentration von Hsp90 und Hsp70 in
Retikulozyten und der ATP-abhangigen Wiederherstellung der Aktivitét von Luciferase.308
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Nachdem die denaturierte Luciferase zusammen mit den Inhibitoren 12a, 13, 10b und 31b
im Konzentrationsbereich zwischen 25 yM bis 200 yM und dem Retikulozyten-Zelllysat
inkubiert wurde, wurde die jeweilige Lichtemission vermessen (Abbildung 51). Sowohl die
N-terminalen Hsp90i Referenzinhibitoren, als auch die synthetisierten a-Helixmimetika
12a, 13, 10b und 31b flhren zu einer Verringerung der wiederhergestellten
Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Ob dieser Effekt auf eine Inhibition
der C-terminalen Dimerisierung von Hsp90 zurlckzuflhren ist, oder auf die Modulation
eines anderen Mechanismus der Renaturierung, Iasst sich nicht eindeutig feststellen.
Ein signifikanter Effekt tritt, sowohl im Fall der N-terminalen Hsp90i, als auch im Fall der
a-Helixmimetika erst bei Konzentrationen auf die eine bis zwei GroRenordnungen Uber

den ICso Werten flr die Zellviabilitat der Verbindungen liegen.

Untersuchung der Verbindungen 10b, 12a und 13 mittels Thermal Shift Assay und
Cellular Thermal Shift Assay

Die Denaturierungstemperatur eines Proteins wird durch die Bindung von Liganden
verandert. Um die thermische Stabilisierung der Hsp90-CTD sowie Hsp90 im Zelllysat
durch 10b, 12a und 13 zu ermitteln wurden TSAs (thermal shif assays) und CeTsAs
(cellular thermal shift assays) durchgefuhrt. Die Untersuchungen wurden in der
Arbeitsgruppe BHATIA von MELINA VOGT und NIKLAS DIENSTBIER durchgefihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 dargestellt. Zur Messung der thermischen
Denaturierung der CTD von Hsp90 im TSA, wurde die temperaturabhangige
Fluoreszenzzunahme des Fluorophors SYPRO-Orange, mit einem Fluorimeter bestimmt.
Wahrend im ungebundenen Zustand die Fluoreszenz von SYPRO-Orange durch Wasser
gequencht wurde, kam es durch die Denaturierung zur Exponierung hydrophober
Oberflachen im Protein, an die der Fluorophor binden konnte. Im gebundenen Zustand
kam es durch den Ausschluss von Wasser zu einer Erhéhung des Fluoreszenzsignals,
das wahrend des TSA detektiert werden konnte.?82 Sowohl das Bispyrimidonamid 10b
(ATm: 42,22 °C) als auch die Tripyrimidonamide 12a (ATm: +1,86°C) und 13
(ATm: +1,53 °C) fuhrten zu einer Erhéhung der Schmelztemperatur der CTD von Hsp90
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 52). Im CeTsA wurden 10b, 12a und 13 mit
K562-Zellen inkubiert. Nach dem Erhitzen der Zellen auf verschiedenen Temperaturen
und anschlieender Lyse der Zellen, konnten aggregierte Proteine durch Zentrifugation
entfernt  werden.  Stabile  Proteine  konnten  durch ein  automatisiertes
Westernblot-Analysegeréat (Jess) im Uberstand quantifiziert werden. Die Auftragung der
relativen Denaturierung von Hsp90 im Zelllysat gegen die Temperatur ist in Abbildung 52
dargestellt. Sowohl 12a (ATn: +1,86 °C) als auch 13 (ATn: +1,66 °C) flhrten zu einer

Erhdhung der Schmelztemperatur von Hsp90 relativ zur DMSO-Kontrolle. Im Vergleich
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dazu fihrte das Bipyrimidonamid 10b zu einer geringeren Verschiebung der
Schmelztemperatur (ATm: 40,28 °C). Auffallend ist, dass der C-terminale Hsp90i
Coumermycin A1 (CA1), der im Assay als Referenz verwendet wurde, zu einer negativen
Verschiebung der Schmelztemperatur von Hsp90 fihrte (ATm: -2,83 °C).

Diese Beobachtung deutet auf eine Destabilisierung® von Hsp90 durch CA1 hin.
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Abbildung 50: TSA fir die CTD von Hsp90 nach Inkubation mit den a-Helixmimetika 10b, 12a und 13 (A).
CeTsA fiir Hsp90 im Zelllysat von K562-Zellen nach Inkubation mit 12a und 13 (B) sowie 10b und CA1 (C).
Tmwird als Schmelzpunkt der Proteine bezeichnet und stellt die Wendestelle einer Kurve dar.

In vivo Evaluation des Tripyrimidonamids 13 in einem Zebrafisch-Xenograft-Modell
Aufgrund der vielversprechenden in vitro Aktivitat des Tripyrimidonamids 13 gegenuber
verschiedenen Leukamiezelllinien, wurde die Verbindung durch Kooperationspartner auf
ihre in vivo Aktivitat untersucht. Die Evaluation erfolgte am Universitatsklinikum TUlbingen
in der Arbeitsgruppe BAJOGHLI durch NARGESSADAT AGHAALLAEI. Zebrafische stellen,
aufgrund der Homologie von Zellzyklusgenen, Tumorsuppression- und Onkogenen zum

Menschen, geeignete Systeme zur in vivo Untersuchung von Wirkstoffkandidaten in

% CiMMPERMAN et al. postulierten ein Modell nachdem einige Liganden an eine nicht-native Konformation eines
Proteins binden kénnen, die eine geringere thermische Stabilitdt aufweist als die native Konformation.

Eine solche Interaktion &ufRert sich in einer negativen Verschiebung der Schmelztemperatur Tm eines
Proteins.30°
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Xenograft-Modellen dar.?828% Um die antileukdmische Aktivitdt der Verbindungen
gegeniber den Zebrafisch-Embryos zu untersuchen, wurden die Embryos mit
unterschiedlichen Konzentrationen des N-terminalen Hsp90i AUY922 und 13 Uber zwei
Tage hinweg behandelt. Im Fall von 13 Uberlebten alle Embryos, die mit Konzentrationen
zwischen 10 uM und 50 uM behandelt wurden. Héhere Konzentrationen waren toxisch,
wobei eine vollstandige Letalitdt bei 500 uM beobachtet wurde. Im Fall von AUY922
Uberlebten die Embryos Konzentrationen zwischen 10 yM und 50 uM. Dabei zeigten
Embryos bei 50 puM einen verschlechterten Gesundheitszustand. Eine vollstandige
Letalitdt wurde bei 100 uM beobachtet. Zur Untersuchung der in vivo Aktivitat der
Verbindungen wurden 150-200 Fluoreszenz-markierte Molt4rr-Zellen in
Zebrafisch-Embryos einen Tag nach der Befruchtung (dpf) injiziert. Zwei Tage nach der
Befruchtung wurden die Embryos mit 13 (10 uM) und AUY922 (50 pM) behandelt.
Drei Tage nach der Befruchtung wurden die Embryos mittels
FACS (fluorescence-activated cell sorting) untersucht. Drei Embryos stellen ein
biologisches Replikat dar. Das Verhaltnis aus in vivo mit 13 und AUY922 behandelten
Molt4-Zellen und dem Mittelwert der DMSO-Kontrolle ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 51: In vivo Untersuchung des Einflusses von 13 und AUY922 auf transplantierte Molt4-Zellen in
Zebrafisch-Embryos. Strukturformeln von AUY922 und 13 (A). Verhaltnis transplantierter Molt4-Zellen in mit
13 und AUY922 behandelten Zebrafisch-Embryos zum Mittelwert der DMSO-Kontrolle (B; 3 dpf; ein
biologisches Replikat ist als schwarzer Punkt dargestellt und entspricht drei Embryos. Die Abbildung wurde
von NARGESSADAT AGHAALLAEI aus der Arbeitsgruppe BAJOGHLI zur Verfigung gestellt.).

PP Eine T-Zell-Leukamiezelllinie.
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Das Tripyrimidonamid 13 fiihrte zu einer signifikanten Verringerung des Verhaltnisses
transplantierter Molt4-Zellen in Zebrafisch-Embryos, wahrend der N-terminale Hsp90i
AUY922 keinen signifikanten Effekt auf das Verhaltnis hatte.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Strukturoptimierung der antileukdmisch-aktiven Leitstruktur 12a flhrte zur Synthese
von vier neuen a-Helixmimetika Strukturtypen basierend auf Pyrimidin- und
Pyrimidonamiden mit verbesserter Loslichkeit und verbesserter antileukamischer Aktivitat.
Die dargestellten Derivate wurden zur biologische Evaluation fir Kooperationspartner
bereitgestellt. Ausgewahlte Ergebnisse der vorlaufigen biologischen Untersuchungen
wurden in dieser Arbeit zusammengefasst. Ausgehend von Tripyrimidonamid 12a als
Leitstruktur gelang es durch Entfernen der Benzoylgruppe oder Einflhrung einer
basischen N,N-Dimethylaminoethylgruppe, die Derivate 12¢c, 13, 14 mit verbesserter
Loslichkeit herzustellen (Abbildung 54). Die Synthesen der Tripyrimidonamide 12¢, 13 und
14 sowie der Pyrimidon-Monomere sind in Schema 1 und Schema 2 dargestellt.
Die in vitro Evaluation der Tripyrimidonamide 12c¢ und 13 zeigte, dass sowohl das
Entfernen der Benzoylgruppe als auch die Einfliihrung eines basischen tertidren Amins am
C-Terminus zu einer Verbesserung der Ldslichkeit und der antileukdmischen Aktivitat
fuhrte. Im Fall des Phenol-funktionalisierten Tripyrimdionamids 14 (ICso K562: 44,34 uM)
kam es zu starken Abnahme der antileukamischen Aktivitat im Vergleich zum
Phenolether-funktionalisierten Analogon 13 (ICso K562: 2,26 uM). Dies ist bemerkenswert,
da sich beide Verbindungen lediglich in einer Methylgruppe am Substituenten von Ring C
unterscheiden. Darlber hinaus demonstriete 13 in vivo Aktivitat gegen die

T-Zell-Leukamiezelllinie Molt4 in einem Zebrafisch-Xenograft-Modell.
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Abbildung 52: Die Tripyrimidonamide 12c¢ und 13 weisen eine verbesserte Loslichkeit und antileukdmische
in vitro Aktivitat gegentiber der K562-Zelllinie auf, als die Leitstruktur 12a.

Durch Scaffold Hopping vom Tripyrimidonamid- zum Bipyrimidonamid-Strukturtyp konnte
10b Uber eine kurzere Syntheseroute hergestellt werden. Das Bipyrimidonamid 10b zeigte
eine verbesserte antileukamische in vitro Aktivitat gegentber der Leukamiezelllinie K562
im Vergleich zum Tripyrimidonamid 12a und konnte aufgrund der verbesserten Léslichkeit
ohne das Auftreten von Prazipitaten durch Pipettierroboter im Rahmen der in vitro
Untersuchungen appliziert werden. Sowohl das Tripyrimidonamid 13 als auch das
Bipyrimidonamid 10b flhrten zu einer thermischen Stabilisierung der C-terminalen

Domane von Hsp90 und zellularem Hsp90 im Thermal Shift Assay und Cellular Thermal
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Shift Assay. Beide Verbindungen inhibierten die Renaturierung von Luciferase durch den
Hsp90-Chaperon-Komplex, wobei fiur 13 auch eine Destabilisierung der
Hsp90-Klientproteine c-Myc und BCR-ABL1 ohne Uberexpression der HSR-assoziierten
Proteine HSF1, Hsp27 und Hsp70 nachgewiesen werden konnte. Mittels Cellular
Bioluminescence Resonance Energy Transfer-Assay konnte eine
konzentrationsabhangige Abnahme des cBRET-Signals fur die Hsp90a-Fusionsproteine
durch 10b und 13 in vitro beobachtet werden. Diese Beobachtung deutet auf eine
Modulation des Abstands und der Orientierung zwischen den Hsp90a-Monomere durch
10b und 13 hin. Der Zugang zu Bipyrimidinamid-basierten a-Helixmimetika 31a-r konnte
durch Derivatisierung des Pyrimidons 17 erzielt werden (Schema 35). Hierzu wurde
zunachst die O-Alkylierung von 17 mittels MITSUNOBU-Reaktion unter Variation der
Reaktionsbedingungen untersucht und Methoden zur Abtrennung der Nebenprodukte
evaluiert. Die optimierte Methode wurde im Anschluss zur erfolgreichen Darstellung der
4-Alkoxypyrimidin-Derivate 18a-o0 eingesetzt. Die Desoxychlorierung von 17 ermdglichte

die Synthese der 4-Thioalkylpyrimidine 24a-e und 4-Aminoalkylpyrimidine 25a-f.
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Bz N N oLi [e] R N
\ ! 1 /N
36: Ry: iso-Butyl, R,: sec-Butyl HN \ /> < N HN
o L BZ N AN 2
Bz N [0}
15a-b 9b
R: sec-Butyl fiir 35a R: iso-Butyl fiir 36
R: 4-Methoxybenzy! fir 35b

Schema 35 Synthese von vier a-Helixmimetika-Strukturtypen aus dieser Arbeit ausgehend von 17: a) 1,30 &q.
PPhs, 1,30 &qg. DIAD, 1,30 4q. ROH, THF, 0 °C-RT, 24 h; b) 8,00 4q. Amin, EtOH, RT, 18-24 h; c) 1,30 &q.
NaOH, CH2Cl2/MeOH, RT, 24 h; d) 1.10 4q. 5-Aminopyrimidin 1,00 &q. Pyrimidin-2-carbonséaure, 1,10 &q.
HATU, 2.00 aq. DIPEA, DMF, RT, 24 h; e) 5,00 4q. POCIs, 2,00 &g. NEtsHCI, 0,50 &q. NEts, Acetonitril 80 °C,
1 h; 24a-e mittels f) 2,00 &q. K2COs, 1,10 &q. Thiol, DMF, 60 °C, 1 h; 25a-f mittels g) 1.10 &g. Amin, 2.00 &q.
DIPEA, DMF, 115 °C, 16 h; h) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, 24 h, RT, dann fur Carbonsauren: 1 M HCl(aq,), RT;
fur Lithiumcarboxylate: Entfernen des Losungsmittels und versetzten mit Diethylether; i) 1 M NaOH, H20,
Rickfluss, 5-9 h, dann 1,5&g. NaNO:2 in H20, 0 °C-RT, 5 h; j) 1,00 &q. 5-Aminopyrimidin,
1,30 &q. Lithiumpyrimidon-2-carboxylat, 1,70 4q. COMU®, DMF, RT, 24 h.
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Die Pyrimidin-Monomere wurden mittel alkalischer Hydrolyse und anschlieRender
Umsetzung mit primaren und sekundaren Aminen zu den sekundaren und tertidren
Pyrimidin-2-carbamiden 27a-h umgesetzt. Durch Abspaltung der Benzoylschutzgruppe
wurde der Zugang zu den  5-Aminopyrimidinen  28a-g und den
3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidinen 30a-c ermdglicht. Die optimierten Bedingungen fur
die Amidkupplungsreaktion zur Darstellung von Bipyrimidinamiden sowie die Vorschrift
von SPANIER wurde genutzt, um die synthetisierten Pyrimidin- und Pyrimidon-Monomere
zu den Dimeren 31a-r, 33, 34a-d, 35a-b, 36 und 42a-b umzusetzen (Schema 31 und
Schema 35).

Strukturtypen Seitenketten héchste antileukamische Aktivitat
Ra
/Rs O/ +Das Entfernen der Benzoylgruppe fiihrt zur Verringerung der
o N antileukamischen Aktivitat
7\
N\ HN _ % H H\/\N/ + Der Bipyrimidinamid-Strukturtyp weist bei gleichem
R _ N N \ Substitutionsmuster die hochste antileukédmische Aktivitat
N 0 R o aller untersuchten Strukturtypen auf
(o] / 2
R3 Strukturtyp . . . -
o / N + Aliphatisch-substituierte Triazolopyrimidin-Pyrimidinamide
N HN‘{\\: /)* o 31_b . zeigten eine geringere antileukdmische Aktivitat im
Ri—\ 7 N Bipyrimidinamid-Leitstruktur Vergleich zu Benzoyl-substituierten Analoga anderer
N 0] mit antileukdmischer Aktivitat Strukturtypen
R
/ 2 +Bipyrimidinamide mit aliphatischen Seitenketten zeigten eine
R, ¢} héherer antileukamische Aktivitat als Derivate mit arylhaltige-

o 7 (N Seitenketten
N HN— »—

R“%\: H N + Thioalkyl-substituierte Bipyrimidinamide zeigten eine
vergleichbare antileukamische Aktivitat zu Alkoxy-
Rj R, substituierten Derivaten. Die Aminoalkyl-substituierte

/ o/ Verbindung zeigte eine Abnahme der Aktivitat

] H
N/ N =N
\C HN \ /)\ N-Terminus Seitenketten |
o N Br O /B\OC/QQ N
“~ N
o SN .
R R ~ /Y . J\ o . J\/ )
/- o/ ©/l ~o = 0 X (N
N . J
X:0,8 J
)N HN - o |
Ry — N H X: NMe, NBoc
= ~
N ° .S o - o \o/\/\/N\Boc P
: : Pid | Y
Rj3: sec-Butyl I H I o “ o H

R,4: Benzamid

Verringerung der anileukédmischen Aktivitat

Abbildung 53: Struktur-Aktivitdts-Beziehung der untersuchten a-Helixmimetika-Strukturtypen.

Die Konformationsanalyse des Bipyrimidonamids 10b und des regioisomeren
Bipyrimidinamids 31b mittels NMR-Spektroskopie ergab, dass 10b eine Konformation
annimmt in der die sec-Butyl- und iso-Butyl-Seitenketten gestaffelt zueinander vorliegen,
wahrend im Fall von 31b neben der gestaffelten auch eine ekliptische Konformation der
Seitenketten vorliegt. In diesem Zusammenhang ware es interessant zu untersuchen, ob
eine konformative Restriktion der Seitenketten der Bipyrimidinamide zu einer
Verbesserung der in vitro Aktivitat fihrt. Kirzlich wurde demonstriert, dass konformativ
eingeschrankte a-Helixmimetika eine hdhere Bindungsaffinitdt zu Zielstrukturen sowie

eine verbesserte Zellmembranpermeabilitdt und Loslichkeit aufweisen kdnnen,285:189.286
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Das Bipyrimidinamid 31b (ICso K562: 1,56 uM) zeigte eine vergleichbare antileukamische
Aktivitat mit dem Bipyrimidonamid 10b (ICso K562: 2,26 uM). Nach Strukturoptimierungen
der Leitstruktur 31b war es mdglich die 2-Brombenzoyl-substituierten Bipyrimidinamide
42a (ICs K562: 0,84 pM) und 42b (ICso K562: 0,56 pM) herzustellen, die eine
submikromolare antileukamische Aktivitat aufwiesen (Abbildung 55 und Abbildung 56).

Tripyrimidonamid Bipyrimidinamid

Bz.
NH Bipyrimidonamid Br/?
(0] 0.
%\‘C@/ S Bz " 07 NH S
- ~ | |
N N
0”7 "NH | j/\ N N N
o N Nj/\ Ny N I Boc
%\f ;\/ - 07 "NH O~ "NH
DORERPY " e L ™ SR
Y | ‘

§7o
>
o
zZ
%
zZ
zZ
%
zZ

© NH o Na N N N
%\f I 07 "NH 07 "NH
[\ NJ\ (e] NH 0% "NH H
O;[NH H HN N N
\ AN NI ]
12a Leitstruktur 10b 31b 42a: Ry: sec-Butyl, Ry: iso-Butyl 310
1C5o K562: 4,55 uM IC50 K562: 2,26 uM IC50 K562: 1,56 uM IC50 K562: 0,84 M 1C5 K562: 0,83 uM

42b: Ry: iso-Butyl, R,: iso-Butyl Potenzieller p53-MDM2i
I1C5¢ K562: 0,56 pM hot spots: Leu26, Trp23, Phe19 auf p53

Scaffold Hopping

Strukturoptimierung

Scaffold Hopping

Abbildung 54: Erhéhung der antileukéamischen Aktivitat gegenuber der Zelllinie K562 durch Scaffold Hopping
und Variation der Seitenketten ausgehend von der Leitstruktur 12a.

Die Evaluation potenzieller Interaktionen zwischen den Bipyrimidinamiden 31b, 31¢ und
42a-b und Hsp90 mittels TSA, CeTsA, cBRET- und Luciferase-Renaturierungs-Assay
sowie die in vivo Untersuchungen im Zebrafisch- und Maus-Xenograft-Modell sind zum
Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit noch ausstehend. Fur die Validierung der
Bindungsmodi der a-Helixmimetika ware es interessant eine Cokristallstruktur mit der
C-terminalen Doméane von Hsp90 oder einem Konstrukt, das weitere Domanen von Hsp90
beinhaltet, erhalten zu kénnen%. Da der TSA und CeTsA nur eine Aussage hinsichtlich
der thermischen Stabilisierung von Hsp90 durch die untersuchten Verbindungen 10b, 12a
und 13 liefert, waren weitergehende Untersuchungen mit orthogonalen Methoden wie
MST (microscale thermophoresis) oder ITC (isothermal titration calorimetry) zur
Bestimmung der Bindungsstdchiometrie und thermodynamischer Parameter der Liganden

bei der Assoziation mit Hsp90 von Interesse.

99 In diesem Kontext wéare es interessant zu untersuchen, ob das Boc-Indolylethyl-substituierte
Bipyrimidinamid 310 in der Lage ist Protein-Protein-Interaktionen zu adressieren. 310 zeigte eine
submikromolare antileukdmische Aktivitat (ICso K562: 0,83 uM). 310 ist mit Seitenketten funktionalisiert, die
es erlauben konnten die hot spot Aminosauren Phe19, Trp23 und Leu26 von p53 nachzuahmen
(Abbildung 56). Damit ist 310 moglicherweise in der Lage die p53/MDM2-Interaktion zu modulieren.310.311.312
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Experimenteller Teil
Arbeitsmaterialien und Methoden

Reagenzien und Losungsmittel

Samtliche Reagenzien, die nicht selbst dargestellt wurden, wurden von den Herstellern
abcr, Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific Limited, BLDpharm, Carbolution
Chemicals, Carl Roth, Fisher Scientific, Fluka, Fluorochem, Glentham Life Sciences, J&K
Scientific, Oakwood, Sigma-Aldrich, TCI in einer Reinheit von 295% bezogen und ohne
weitere Aufreinigung eingesetzt. Trockene Losungsmittel dber Molsieb wurden von der

Firma Acros Organics bezogen. COMU® wurde von der Firma Carl Roth bezogen.

Mikrowellenreaktionen
Synthesen in der Mikrowelle wurden an einer Discovery Mikrowelle (CEM) in 10 ml

Mikrowellengefalden durchgeflihrt.

Diinnschichtchromatographie

Fur Reaktionskontrollen wurden Fertigfolien der Firma Machery Nagel (ALUGRAM® Xtra
SIL G/UV254) verwendet. Die Eluation erfolgte mit Losungsmittelgemischen aus n-Hexan,
Ethylacetat, Dichlormethan und Methanol unterschiedlicher Zusammensetzungen mit,
oder ohne Zusatz von Triethylamin, Essigsaure oder Ameisensaure. Die Visualisierung
der Analyten erfolgte dabei entweder mittels Fluoreszenzléschung unter UV-Lampen
(253 nm und 356 nm) oder durch anfarben mit einer Kaliumpermanganat- oder

Cer-Phosphormolybdat-Ldsung.

Saulenchromatographie und Flash-Chromatographie

Fir die Saulenchromatographie wurde Kieselgel der Firma Macherey-Nagel (Silica 60,
0.04-0.063 mm, fUr die Sdulenchromatographie) verwendet. Daflir wurde das Rohprodukt
entweder auf eine geringe Menge Celite (durch Lésen in einem geeigneten Losungsmittel
und anschlieRendes entfernen des Losungsmittels) aufgezogen, oder direkt auf die Saule
aufgetragen. Die Flash-Chromatographie wurde auf der CombiFlash® 200 (Teledyne
Isco) mit vorgepackten RediSep® (NP) Normalphase oder RediSep® Rf C-18 (RP)
Umkehrphase  Kartuschen (Teledyne Isco) durchgefihrt. Im  Fall der
Normalphasenchromatographie wurden als Eluationsmittel n-Hexan und Ethylacetat oder
Dichlormethan und Methanol verwendet. Bei der Umkehrphasenchromatographie wurde
Acetonitril (Fisher Scientific) und deionisiertes Wasser mit oder ohne Zusatz von
0,1% TFA verwendet.
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Substanztrocknung
Alle synthetisierten Verbindungen wurden mindestens 24 h an einer HV-Linie mit einer
HV-Pumpe (RV3; Edwards) getrocknet.

Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunkte wurden am Melting Point M-565 (Buchi) bestimmt und sind

unkorrigiert.

HPLC-Methode

Hierzu wurde ein Knauer HPLC-System mit einer AzuraP 6.1L Pumpe, einem
Optimas 800 Autosampler, einem K-2600 Photometer und einer Umkehrphasensaule
(Knauer; Seriennummer: FK36) verwendet. Die Probenvorbereitung erfolgte durch Lésen
von 1 mg Analyten in 1 ml Acetonitril oder DMSO. Die Messung wurde durchgefihrt an
einer HPLC (Knauer) mit einer Umkehrphasensaule. Die Absorption wurde bei einer
Wellenlange von 254 nm detektiert. Als mobile Phase A wurde Wasser fur die
Gradienten-HPLC mit 0,1% TFA und als mobile Phase B Acetonitril fir die Gradienten
HPLC mit 0,1% TFA verwendet. Die Laufzeit betrug 30 Minuten bei einer Flussrate von

1 ml/min. Die Analyten wurden bei 254 nm detektiert.
Tabelle 25: Gradient-Verlaufstabelle fir die Analyse mittels HPLC.

Zeitintervall [min.] Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%]

0-0,5 90 10
0,5-20 90 -0 10 — 100
20-30 0 100

Kernresonanzspektroskopie

Fir die Messung von NMR-Spektren wurden folgende Gerate verwendet:
Avance™ [11-300 (Bruker) ('H 300 MHz; 3C 75 MHz; "°F 282 MHz), Avance™ [1I-600
(Bruker) ('H 600 MHz; 3C 151 MHz; "°F 565 MHz), Avance™ DRX-500 (Bruker) ('H 500
MHz; '3C 126 MHz; 'F 471 MHz). Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten '*C und
"F-NMR-Spektren sind 'H-Breitbandentkoppelt. Die chemische Verschiebung & der
Signale in NMR-Spektren wird relativ zum externen Standard TMS in ppm angegeben.
Zur Feststellung eines geeigneten Losungsmittels flr ein NMR-Spektrum wurden alle
Substanzen hinsichtlich ihrer Loslichkeit auf einer TUpfelplatte untersucht. NMR-Spektren
wurden in CDCls, DMSO-ds, Aceton-ds, DO, Methanol-ds und DMF-d; aufgenommen
Die Spektren wurden auf die Signale der undeuterierten Ldsungsmittelanteile der

verwendeten Losungsmittel normiert.?8”
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Massenspektrometrie
ESI-HRMS Massenspektren wurden an einem UHR-QTOF maXis 4G (Bruker Daltonics)
Spektrometer vermessen. Daflir wurde 1 mg Analyt in 1 ml Acetonitril, Methanol, Wasser,

oder einer Kombination dieser Losungsmittel gelost.

Kristallstrukturanalyse
Die Rontgenstrukturuntersuchung wurden am Oxford Excalibur E Difraktometer durch
Mitarbeiter des Arbeitskreises von Prof. FRANK am Institut fir Anorganische Chemie und

Strukturchemie der Heinrich-Heine-Universitat durchgefihrt.

Kristallisationsmethode zur Gewinnung der Einkristalle von 10b-Tosylat

15 mg (0,021 mmol)10b wurden in 1 ml abs. Methanol geldst. Zu der Losung von 10b
wurden 3 ml einer 1 M p-Toluolsulfonsaurelésung in trockenem Methanol gegeben,
sodass die Konzentration der Losung 5 mg/ml betrug. Je 1 ml der Losung wurde in ein
HPLC-Vial gefullt und in ein Rollrandglas gestellt, das mit 3 ml Diethylether gefllt war.
Das Rollrandglas wurde verschlossen und der Verschluss mit Parafilm umwickelt.
Das Gefall wurde 7 Tage Uber der Arbeitsbank gelagert, bis Kristalle am Boden des
HPLC-Vials beobachtet wurden (Vapour Diffusion Methode).

Fir Kristallstrukturuntersuchungen wurde das Losungsmittel mit einer Spritze abgezogen.
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5-Benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-1-(4-
methoxybenzyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 12a (VWK143/LSK82)3'°

—0
-
Q g— Az\:N HN—
o) N HN
N HN4<\:/>—§ \ N/HO
\ N/HO N O

C39H42N100s
778,83 g/mol

O
(6]

Hergestellt nach einer Vorschrift von SPANIER et al. aus 610 mg (1,46 mmol) 5-Amino-1-
(sec-butyl)-N-(1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 10a.

Ausbeute: 70%; 794 mg (1,02 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 263 °C

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.48 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.03 (s, 1H),
8.99 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.97 — 7.88 (m, 2H), 7.70 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 7.63 — 7.45 (m,
3H), 7.36 — 7.29 (m, 2H), 6.88 — 6.78 (m, 2H), 6.01 (s, 2H), 5.20 (h, J = 6.7 Hz, 1H), 4.68
(d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 2.98 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.28 (dq, J = 7.6, 15.1 Hz, 1H),
2.04 (ddq, J = 7.0, 14.3, 35.5 Hz, 2H), 1.70 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.94 — 0.91 (m, 6H), 0.85
(t, J = 7.4 Hz, 3H).
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5-Benzamido-1-(4-(benzyloxy)benzyl)-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-iso-butyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid

12b (VWK531/LSK95)2'

C45H46N 1008

854,93 g/mol
Hergestellt nach einer Vorschrift von SPANIER et al. aus 898 mg (2,15 mmol) 5-Amino-1-
(sec-butyl)-N-(1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 10a.

Ausbeute: 52%; 960 mg (1,12 mmol), gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 258 °C

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.51 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.03 (s, 1H),
8.99 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.96 — 7.90 (m, 2H), 7.68 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 7.59 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 7.51 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.37 — 7.28 (m, 5H), 6.92 — 6.89 (m,
2H), 6.01 (s, 2H), 5.20 (dt, J = 6.7, 8.0 Hz, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.98
(d, J= 5.1 Hz, 3H), 2.29 (tt, J = 7.5, 15.2 Hz, 1H), 2.1 (dp, J = 6.9, 13.9 Hz, 1H), 2.00 (dp,
J=7.4,14.5 Hz, 1H), 1.70 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.93 (dd, J = 1.3, 6.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J =
7.5 Hz, 3H).
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5-Amino-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-1-(4-
methoxybenzyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 13 (VWK147)28

—0

Ag
%ﬁ& S8

CazH3gN1007
674,72 g/mol

1,05 g 12a (1,35 mmol, 1,0 aq.) wurden in 6 ml einer methanolischen 0,5 M

Natriumhydroxid Losung geldst. Die Losung wurde unter Ruckflusskuhlung auf 80 °C

erhitzt. Nach 5 h wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das

Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Nach

entfernen des Losungsmittels wurde die Hauptfraktion aus n-Hexan/Ethylacetat

umkristallisiert. Der Feststoff wurden unter Olpumpenvakuum getrocknet
Ausbeute: 40%; 362 mg (0,537 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 226 °C.

HPLC: 15,567 min.; 97,2%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.44 (s, 1H), 10.11 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.93 (s, 1H),
7.84 —7.65 (m, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.98
(s, 2H), 2.06 — 1.86 (m, 1H), 5.31 — 5.11 (m, 2H), 4.66 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H),
2.99 (s, 3H), 2.36 — 2.20 (m, 1H), 2.18 — 1.90 (m, 2H), 1.68 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 0.93 (d, J
= 6.2 Hz, 6H), 0.84 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 160.92, 158.99, 158.89, 158.73, 157.94, 157.88,
144.75, 144.31, 136.83, 136.52, 134.20, 132.99, 129.64, 129.01, 128.29, 126.98, 123.50,
113.85, 59.98, 55.23, 51.03, 46.56, 28.81, 26.65, 25.88, 19.82, 17.87, 11.36.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C32H3sN1007+H*] m/z: 675.2998; gef.: 675,2995
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5-Amino-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-1-(4-
hydroxybenzyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 14 (VWK534)

HO,

o) ;
0 N HN—
0 N, HN
N HNG 20— N O
HaN—4 Pan N O
N O
C31H36N+1007
660,69 g/mol

923 mg 12b (1,35 mmol, 1,0 aq.) wurden in 3 ml einer methanolischen 1 M
Natriumhydroxid Losung geldst. Die Losung wurde unter Ruckflusskihlung auf 80 °C
erhitzt. Nach 3 h wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Das gelbe
Zwischenprodukt wurde in 11 ml einer Losung aus Methanol/1,4-Dioxan/Essigsaure 8:2:1
aufgenommen. Zur Suspension wurden 59 mg 10%wt Pd(C) (Degussa) gegeben. Der
Rundkolben wurde mit einem Rickflusskihler versehen; die Apparatur wurde drei Mal mit
einer Wasserstrahlpumpe evakuiert und mit Hz geflutet. Der Ansatz wurde unter Hz (1 atm)
zum Ruckfluss erhitzt. Nach 3 h wurde die Reaktionsldsung durch Celite filtriert (10 ml
Methanol zum nachspulen). Nach entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer
wurde das Rohprodukt mittels Umkehrphasenchromatographie (Acetonitril/\Wasser)

aufgereinigt. Der Feststoff wurden unter Olpumpenvakuum getrocknet
Ausbeute: 20% (tber 2 Schritte); 145 mg (0,219 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 230 °C.

HPLC: 13,391 min.; 96,0%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.68 (s, 1H), 10.28 (s, 1H), 9.33 (s, 1H), 8.98 (q, J = 4.7
Hz, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 6.12 (s, 2H), 5.73 (s, 2H), 4.37 — 4.27 (m, 1H), 4.14 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.78 (d,
J = 4.7 Hz, 3H), 2.16 (dp, J = 7.4, 14.9 Hz, 1H), 2.02 (dp, J = 6.9, 13.9 Hz, 1H), 1.88 (dp,
J=7.2,14.4 Hz, 1H), 1.54 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.80 (t, J = 7.5 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 161.50, 160.39, 158.61, 156.88, 156.75, 156.68, 156.41,
148.62, 147.30, 137.90, 137.04, 135.05, 133.46, 128.60, 127.51, 126.77, 125.81, 121.48,
114.98, 60.06, 50.64, 46.01, 27.64, 25.86, 25.34, 19.69, 17.07, 10.98.
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HR-MS (ESI+): ber. fir [CsiHasN10O7+H*] m/z: 661,2841; gef.: 661,2839
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Methyl-5-benzamido-1-iso-butyl-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidie-2-carboxylat 7a%'°

C17H19N304
329,36 g/mol

Hergestellt nach einer Vorschrift von SPANIER et al. aus 5,83 g (26,9 mmol) 6.
Ausbeute: 26%, 2,30 g (6,98 mmol), oranger Feststoff.

Schmelzpunkt: 89 °C

HPLC: 11,517 min.; 99,4%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.51 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 7.98 — 7.91 (m, 2H), 7.67 —
7.60 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m, 2H), 4.01 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.95 (s, 3H), 2.03 (hept, J =
7.0 Hz, 1H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 165.52, 161.08, 156.86, 144.46, 136.52, 133.18, 132.41,
128.74, 127.62, 127.47, 53.77, 51.53, 27.69, 19.61.
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AAV1: Synthese der Pyrimidone 8a-c und Pyrimidine 27a-d

1 mmol Pyrimidin oder Pyrimidon wurden in 5 ml Ethanol geldst, die Losung wurde mit 8
mmol des entsprechenden Amins versetzt. Die Losung wurde 16 h bei RT geruhrt.
AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Ruickstand in 20 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser
und Brine gewaschen, mit Na>,SO4 getrocknet und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie (CH2Cl2/MeOH) aufgereinigt. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde

das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet.

5-Benzamido-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-1-iso-butyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamid 8b (VWK326)

PN

C2oH27N503
385,47 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 3,97 g (10,3 mmol) 7a.
Ausbeute: 66%; 1,91 g (6,79 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 80 °C

HPLC: 8,950 min.; 98,9%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.09 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.94 — 7.90
(m, 2H), 7.57 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 4.63 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.47 (q,
J = 5.8 Hz, 2H), 2.51 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.28 (s, 6H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 160.35, 155.45, 153.11, 138.72, 128.55, 127.16, 123.59,
122.03, 64.75, 52.33, 45.77, 39.85, 32.07, 23.53, 16.65, 14.56.
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tert-Butyl-(2-(5-benzamido-1-iso-butyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)ethyl)carbamat 8c (VWK379)

Boc

C23H31N505
457,53 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 2,00 g (6,07 mmol) 7a.
Ausbeute: 76%; 2,10 g (4,59 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 89 °C

HPLC: 13,883 min.; 98,8%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.07 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.97 — 7.88
(m, 2H), 7.58 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 4.65 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.51 (q,
J=5.8Hz, 2H), 3.38 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.08 (dp, J = 6.9, 13.9 Hz, 1H), 1.44 (s, 9H), 0.92
(d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.83, 161.27, 158.45, 156.57, 143.62, 133.72,
133.49, 132.69, 129.04, 127.81, 127.43, 80.00, 51.10, 40.80, 40.19, 29.02, 28.48, 22.08,
20.00.
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5-Benzamido-4-iso-butoxy-N-methylpyrimidin-2-carboxamid 27a (VWK527)

vy

O NH \)\
A r°
N~ _N

X

(@) ITIH

C17H20N403
328,37 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 1,59 g (4,83 mmol) 18a.
Ausbeute: 97%; 1,53 g (4,66 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 165 °C

HPLC: 11,085 min; 96,5%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.68 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.66 — 7.48 (m, 3H), 4.42 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.04 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.21 (dp, J = 6.5,
13.6 Hz, 1H), 1.07 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.44, 162.93, 159.01, 151.28, 144.31, 133.61,
132.82, 129.26, 127.16, 123.00, 74.09, 28.03, 26.63, 19.36.
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5-Benzamido-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxamid
27b (VWK436)

%%
-

=

X

N

O~ 'NH

N

N

PN

C2oH27N503
385,47 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 1,49 g (4,52 mmol) 18a.
Ausbeute: 75%; 1,31 g (3,40 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 84 °C

HPLC: 9,167 min.; 98,7%.

H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 9.44 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 9.11 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.07
—7.97 (m, 2H), 7.71 — 7.49 (m, 3H), 4.36 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.55 — 3.40 (m, 2H), 2.50 (t,
J =6.3 Hz, 2H), 2.25 (s, 6H), 1.05 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Acetone-ds) & 166.41, 162.40 (d, J = 5.0 Hz), 161.06, 153.13, 146.88
(d, J=9.0 Hz), 134.79, 133.17, 129.62, 128.43, 123.62, 74.32, 58.91, 45.60, 37.92 (d, J
= 8.3 Hz), 28.53, 19.41.
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5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)pyrimidin-2-carboxamid
27c (VWK458)

/N\

C2oH27N503
385,47 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 6,59 g (20,0 mmol) 18b.
Ausbeute: 79%; 6,12 g (15,9 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 125 °C

HPLC: 8,917 min.; 99,1%.

H NMR (300 MHz, Acetone-ds) 8 9.53 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 9.11 (s, 1H), 8.72 (t, J = 5.3
Hz, 1H), 8.05 — 7.90 (m, 2H), 7.72 — 7.50 (m, 3H), 5.41 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 3.78 — 3.68 (m,
2H), 3.06 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.71 (s, 6H), 1.75 (dtd, J = 6.8, 14.0, 21.6 Hz, 2H), 1.34 (d, J
= 6.2 Hz, 3H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 8 166.55 (d, J = 6.1 Hz), 163.70 (d, J = 5.1 Hz), 160.21 (d,
J=4.8Hz), 151.98, 146.67 (d, J = 8.8 Hz), 134.62 (d, J = 2.8 Hz), 133.40, 129.71, 128.49,
124.24 (d, J = 6.6 Hz), 77.05, 58.93, 45.12, 37.27 (d, J = 8.0 Hz), 29.29, 19.35, 9.90.
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5-Benzamido-4-iso-butoxy-N-iso-pentylpyrimidin-2-carboxamid 27d (VWK259)

NI
(0]

NH

C21H2gN4O3
384,48 g/mol

Hergestellt nach AAV1 aus 1,50 g (4,55 mmol) 18a.
Ausbeute: 70%; 1,23 g (3,20 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 116 °C.

HPLC: 15,333 min.; 99,9 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.67 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.92 — 7.82 (m, 2H), 7.69 —
7.42 (m, 3H), 4.43 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.54 — 3.44 (m, 2H), 2.21 (hept, J = 6.7 Hz, 1H),
1.70 (dp, J = 6.6, 13.2 Hz, 1H), 1.60 — 1.46 (m, 2H), 1.07 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.95 (d, J =
6.5 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.43, 161.88, 159.24, 151.17, 143.84, 133.54,
132.83, 129.24, 127.19, 123.02, 74.23, 38.48, 38.27, 28.00, 26.01, 22.61, 19.33.
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AAV2: Synthese der Pyrimidone 9a-c und 11a-c?®°

1 mmol Pyrimidon (8a-c, 10a-c) wurden in in 3 ml einer frisch angesetzten methanolischen
1M NaOH-Ldsung suspendiert. Die Suspension wurde unter Rickflusskiihlung auf 80 °C
erhitzt. Nach 3 h wurde das Losungsmittel entfernt, der Ruckstand mit 20 ml Ethylacetat
und 10 ml Wasser versetzt und geruhrt bis eine Phasentrennung zu erkennen war. Die
wassrige Phase wurde zwei Mal mit 10 ml Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen
wurden mit 20 ml gesattigter NaHCOs-Lésung, Wasser und Brine gewaschen und mit
Na>SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde
das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (CH.Cl./MeOH) aufgereinigt. Nach

Entfernen des Lésungsmittels wurde das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet.

5-Amino-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-1-iso-butyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamid 9b (VWK329)

PN

C13H23N502
281,36 g/mol

Hergestellt nach AAV2 aus 2,00 g (5,19 mmol) 8b.
Ausbeute: 43%; 629 mg (2,24 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 154 °C.

HPLC: 4,833 min.; 99,0 %.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.79 (s, 1H), 4.59 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.36 (s, 2H),
3.42 (g, J = 5.9 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.25 (s, 6H), 2.06 (hept, J = 6.8 Hz, 1H),
0.88 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 161.39, 158.32, 139.94, 135.42, 124.14, 57.90,
50.37, 45.40, 37.41, 28.87, 19.97.
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tert-Butyl-(2-(5-amino-1-iso-butyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)ethyl)carbamat 9¢c (VWK382)

C16H27N504
353,42 g/mol

Hergestellt nach AAV2 aus 2,18 g (4,76 mmol) 8c.
Ausbeute: 70%; 1,18 g (3,35 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 217 °C (Zersetzung)

HPLC: 9,383 min., 96,8%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.93 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 4.93 (s, 1H), 4.61 (d, J =
7.4 Hz, 2H), 3.49 — 3.43 (m, 2H), 3.38 — 3.26 (m, 2H), 2.05 (dp, J = 6.9, 13.8 Hz, 1H), 1.42
(s, 9H), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 161.91, 158.28, 156.49, 139.28, 135.62, 123.87,
79.80, 50.35, 40.40, 28.96, 28.47, 19.98.
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5-Amino-1-(sec-butyl)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-1-iso-butyl-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 11b (VWK469)

/
0 N
o) g— N
N HN—Q )
HN— ) N ©
N ©
C22H34Ng04
474,57 g/mol

Hergestellt nach AAV2 aus 3,11 g (5,21 mmol) 10b.
Ausbeute: 41%; 1,02 g (2,15 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 187 °C

HPLC: 8,416 min.; 98,4%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 5 10.07 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 7.96 (t, J = 5.5 Hz, 1H),
7.24 (s, 1H), 5.21 (h, J = 6.8 Hz, 1H), 4.54 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.44 (s, 2H), 3.44 (q, J =
5.8 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.27 (s, 6H), 2.20 (dt, J = 13.7, 7.6 Hz, 1H), 2.03
(hept, J = 6.9 Hz, 1H), 1.90 (dp, J = 14.5, 7.3 Hz, 1H), 1.60 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.85 (d, J
= 6.7 Hz, 6H), 0.76 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 160.88, 159.55, 158.37, 158.18, 144.67, 139.66,
136.84, 134.06, 127.43, 123.14, 58.95, 57.75, 51.16, 45.25, 37.44, 28.87, 26.22, 19.99,
18.07, 11.47.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C22H34NsO4+H*] m/z: 475.2776; gef.: 475,2781

124



EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl-(2-(5-(5-amino-1-(sec-butyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamido)-
1-iso-butyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamido)ethyl)carbamat 11c

(VWK402)
—g /Boc
(0] NH
HNI

o > N

%N I )

HoN \ />—< N o)
N O

C25H38NgOg
546,63 g/mol

Hergestellt nach AAV2 aus 1,38 g (2,12 mmol) 10c.
Ausbeute: 47%; 0,55 g (1,00 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 120 °C

HPLC: 13,383 min.; 95,3%.

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & 10.18 (s, 1H), 9.02 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.76 (s, 1H), 7.22
(s, 1H), 6.85 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 5.82 (s, 2H), 4.90 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 7.4 Hz,
2H), 3.28 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 3.09 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.23 — 2.12 (m, 1H), 2.03 (dq, J =
6.7, 13.4 Hz, 1H), 1.87 (dt, J = 7.1, 13.9 Hz, 1H), 1.55 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.38 (s, 9H),
0.83 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.75 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 5 161.14, 159.86, 157.19, 156.97, 155.54, 147.19, 138.47,
137.56, 134.53, 126.28, 121.31, 77.73, 57.71, 50.69, 39.04, 28.12, 27.66, 25.36, 19.64,
17.51, 10.94.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2sH3sNsOs+H"] m/z: 547,2987; gef.: 547,2988
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AAV3: Synthese der Pyrimidone und Pyrimidine 10a-c, 12¢, 34a-b, 37 und 38

1 mmol Aminopyrimidon oder Aminopyrimidin, 1,3 mmol Lithiumcarboxylat und 1,7 mmol
COMU® wurden in 3 ml trockenem DMF gel6st und bei RT gertihrt. Nach 24 h wurde der
Reaktionsansatz mit 20 ml Dichlormethan verdunnt. Die organische Phase wurde mit 10
ml gesattigter Na,COs-Lésung, 10 ml Wasser und 10 ml Brine gewaschen und mit Na2SO4
getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie (CH2Cl,/MeOH)
aufgereinigt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde das Produkt unter

Olpumpenvakuum getrocknet.

5-Benzamido-1-(sec-butyl)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-1-iso-butyl-6-

oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 10b
(VWK346)
0 N
o §7 AK\:N in—
N HN
HN—z\\: P \ N/HO
N ©
0
C29H3N505
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 1,91 g (6,79 mmol) 9b.
Ausbeute: 79%; 3,11 g (5,37 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 110 °C

HPLC: 11,983 min.; 95,5%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.75 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 9.02 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.79
(s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.01 — 7.94 (m, 2H), 7.66 — 7.61 (m, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
4.33 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.32 (s, 6H),
2.23 — 2.15 (m, 1H), 2.08 (dt, J = 6.9, 13.8 Hz, 1H), 1.96 — 1.87 (m, 1H), 1.57 (d, J = 6.7
Hz, 3H), 0.86 — 0.80 (m, 9H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 165.34, 161.12, 160.59, 157.21, 156.82, 148.78, 148.10,
137.31, 136.64, 133.24, 132.33, 128.72, 127.61, 127.16, 125.81, 57.08, 50.81, 44.62,
36.47, 27.69, 25.49, 19.75, 17.21, 11.09.

HR-MS (ESI+): ber. fuir [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3047
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tert-Butyl-(2-(5-(5-benzamido-1-(sec-butyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)-1-iso-butyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)ethyl)carbamat 10c (VWK396)

Boc
o% NH
01 N o
%N HN— )
HN N ©
asatat
o)

C32H42NgO7
650,74 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 1,14 g (3,23 mmol) 9c.
Ausbeute: 67%; 1,40 g (2,15 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 142 °C

HPLC: 16,850 min; 95,4%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds 8 10.75 (s, 1H), 9.47 (s, 1H), 9.04 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.78
(s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.02 — 7.95 (m, 2H), 7.67 — 7.60 (m, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
6.86 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.34 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.29 (q, J = 6.3
Hz, 2H), 3.10 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.19 (dp, J = 7.3, 14.8 Hz, 1H), 2.05 (dt, J = 6.5, 13.3
Hz, 1H), 1.91 (dp, J = 6.6, 14.0 Hz, 1H), 1.57 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.38 (s, 9H), 0.85 (d, J =
6.5 Hz, 6H), 0.82 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 165.31, 161.22, 160.63, 157.21, 156.85, 155.61, 148.51,
148.15, 137.12, 136.60, 133.24, 132.30, 128.70, 127.59, 127.11, 77.80, 59.96, 50.73,
28.21, 27.76, 25.48, 19.77, 17.19, 11.08.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C32H42NsO7+H*] m/z: 651,3249; gef.: 651, 3245
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5-Benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-1-iso-
butyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-
1-(4-methoxybenzyl)-6-o0xo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid 12c (VWK472)

/
of
04§ N
Q g—%N i
0 N HN —
N HN—<\:/H %
HN— 2 N O
<H N O
el

C42H49N110g
835,92 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 142 mg (0,30 mmol) 11b.
Ausbeute: 62%; 155 mg (0,185 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 245 °C

HPLC: 15,127 min.; 96,2%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.47 (s, 1H), 10.06 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.02 (s, 1H),
8.98 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.95 — 7.90 (m, 2H), 7.61 — 7.55 (m, 1H), 7.50 (t, J
= 7.7 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.85 — 6.80 (m, 2H), 6.00 (s, 2H), 5.19 (h, J = 6.8
Hz, 1H), 4.61 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.57 (g, J = 5.8 Hz, 2H), 2.68 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 2.42 (s, 6H), 2.28 (dp, J = 15.1, 7.6 Hz, 1H), 2.10 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 1.99 (dp, J
= 14.4,7.3 Hz, 1H), 1.69 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.93 (dd, J = 6.6, 1.2 Hz, 6H), 0.85 (t, J = 7.4
Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.77, 160.89, 159.54, 158.94, 158.51, 158.44,
158.07, 157.94, 145.22 (d, J = 2.3 Hz), 141.64, 134.77, 133.81, 133.60, 133.54, 132.75,
129.88, 129.07, 128.85, 128.49, 128.10, 127.54, 127.07, 114.27, 60.26, 57.74, 55.40,
51.27, 47.48, 45.09, 37.17, 28.92, 26.16, 20.02, 17.99, 11.47.

HR-MS (ESI+): ber. fuir [C42HasN11Os+H*] m/z: 836,3838; gef.: 836,3833.
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5-(5-Benzamido-1-(sec-butyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamido)-N-(2-
(dimethylamino)ethyl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxamid 35a (VWK432)

; /
o N
0 g— N
N HN— M
HN— ) =N ©
O 0o
o)
C29H3gNgOs
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 93 mg (0,331 mmol) 28b.
Ausbeute: 28%; 53 mg (0,092 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 227 °C

HPLC: 12,300 min.; 98,1%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.95 (s, 1H), 9.52 (s, 1H), 9.10 (s, 1H), 8.87 (t, J = 5.9
Hz, 1H), 8.78 (s, 1H), 7.98 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.64 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz,
2H), 4.33 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 3.51 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 2.86 (s, 2H), 2.52 (s, 6H), 2.27 (dp,
J=7.2,14.8 Hz, 1H), 2.12 (dp, J = 6.6, 13.2 Hz, 1H), 1.87 (dp, J = 7.1, 14.0 Hz, 1H), 1.59
(d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.82 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) d 165.26, 161.76, 161.24, 160.37, 157.04, 153.54, 149.21,
148.17, 136.53, 133.16, 132.20, 128.60, 127.45, 127.19, 120.51, 73.23, 60.06, 56.98,
44.02, 36.03, 27.26, 25.26, 18.78, 17.34, 10.86.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2oH3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3047
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-(5-Benzamido-1-(4-methoxybenzyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamido)-
4-(sec-butoxy)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)pyrimidin-2-carboxamid 35b (VWK203)

/
N

/
0
o
o) i 4%:!\1\ in—
N HN
HN—<\:/>—< _NHO
< >—< N O
o}

C33H38NgOg
642,72 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 218 g (0,775 mmol) 28c.
Ausbeute: 43%; 214 mg (0,333 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 188 °C

HPLC: 12,517 min.; 99,2%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.22 (s, 1H), 9.59 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.04 (s, 1H),
8.35 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 7.97 — 7.90 (m, 2H), 7.65 — 7.47 (m, 3H), 7.39 — 7.31 (m, 2H),
6.88 — 6.78 (m, 2H), 6.04 (s, 2H), 5.52 (h, J = 6.1 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.62 (q, J = 5.8
Hz, 2H), 2.66 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.38 (s, 6H), 1.96 — 1.69 (m, 2H), 1.44 (d, J = 6.2 Hz,
3H), 1.03 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 161.14, 159.86, 157.19, 156.97, 155.54, 147.19, 138.47,
137.56, 134.53, 126.28, 121.31, 77.73, 57.71, 50.69, 39.04, 28.12, 27.66, 25.36, 19.64,
17.51, 10.94.

HR-MS (ESI+): ber. fur [Ca3sH3sNsOs+H*] m/z: 643,2987; gef.: 643,2985
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-iso-butyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-4-((4-
methoxybenzyl)thio)pyrimidin-2-carboxamid 37 (VWK280)

-

0 1 N HN—
s N HN
=N HN ) N O
HN— ) N ©
N ©

0]

/
0

C39H42N1007S
794,89 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 60 mg (0,144 mmol) 11a.
Ausbeute: 39%; 44 mg (0,055 mmol); gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 262 °C

HPLC: 17,183 min.; 95,2%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 10.69 (s, 1H), 10.14 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 9.17 (s, 1H),
8.93 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 3H), 7.72 (s, 1H), 7.61 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 7.3
Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 5.22 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 4.72
(s, 2H), 4.66 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 2.98 (d, J = 4.0 Hz, 3H), 2.32 (dt, J = 7.4,
14.5 Hz, 1H), 2.11 (i, J = 6.1, 12.6 Hz, 1H), 2.00 (dd, J = 7.0, 13.9 Hz, 1H), 1.72 (d, J =
6.5 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 5.9 Hz, 6H), 0.87 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.39, 160.98, 160.32, 159.91, 159.45, 159.04,
158.05, 157.94, 151.09, 145.95, 144.98, 144.61, 134.14, 133.62, 133.11, 131.94, 130.88,
129.27, 128.46, 127.55, 127.51, 127.12, 114.34, 60.14, 55.43, 51.21, 35.09, 28.90, 26.79,
26.02, 19.96, 18.01, 11.54.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sH42N1007S+H"] m/z: 795,3031; gef.: 795,3032

131



EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((4-iso-butoxy-2-(methylcarbamoyl)pyrimidin-5-
yl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)-4-(2-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-

carboxamid 38 (VWK192)
° D
s ace
(0] N HN
7 _
e easase

C38H46N100g
770,85 g/mol

Hergestellt nach AAV3 aus 50 mg (0,119 mmol) 32.
Ausbeute: 17%; 16 mg (0,0207 mmol); farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 265 °C

HPLC: 17,300 min.; 98,3%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.39 (s, 1H), 10.33 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 9.81 (s, 1H),
9.77 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.88 (td, J = 3.0, 8.0, 9.0 Hz, 2H), 7.69 — 7.61 (m, 1H), 7.61 —
7.53 (m, 2H), 5.62 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.77 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 4.44 (d, J = 6.6 Hz, 2H),
3.99 (dd, J = 3.7, 11.2 Hz, 2H), 3.40 (td, J = 1.8, 11.8 Hz, 2H), 3.05 (d, J = 5.0 Hz, 3H),
2.25 (dp, J = 6.6, 13.3 Hz, 1H), 1.90 (tt, J = 3.7, 5.5, 7.4 Hz, 4H), 1.79 — 1.68 (m, 5H), 1.51
(d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.47 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 1.13 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.08 (t, J = 7.5 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.62, 162.64, 160.33, 160.28, 159.40, 159.16,
151.11, 150.06, 149.86, 144.32, 144.06, 143.55, 133.35, 133.15, 129.34, 127.27, 123.76,
123.57, 122.82, 77.36, 74.31, 67.98, 66.45, 35.80, 33.22, 32.60, 29.06, 28.14, 26.70,
19.45, 19.32, 9.62.

HR-MS (ESI+): ber. flr [C3sH4sN100s+H*] m/z: 771.3573; gef.: 771,3577
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EXPERIMENTELLER TEIL

(Z)-4-(Ethoxymethylene)-2-phenyloxazol-5(4H)-on 6 (VWK558)2%°

C12H11NO3
217,22 g/mol
120 g Hippursaure (670 mmol, 1,0 &q.) wurden zusammen mit 109 g Triethylorthoformiat
(737 mmol, 1,10 &q.), 150 g Essigsaureanhydrid (1474 mmol, 2,20 &q.) und 0,41 g DMAP
(3,35 mmol, 0,5mol%.) in einem Rundkolben zum Ruckfluss erhitzt (110 °C). Nach 4 h
wurden die flichtigen Bestandteile am Rotationsverdampfer entfernt. Der dunkelrote
Ruckstand wurde drei Mal mit 100 ml Toluol koevaporiert. Der dunkelrote, dlige Ruckstand
wurde mit 150 ml 2-Propanol versetzt und 24 h bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt.
AnschlieBend wurden rotbraune Kristalle abgesaugt und mit 200 ml 2-Propanol

gewaschen. Der Feststoff wurden unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 44%; 63,9 g (294 mmol), rotbrauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 94 °C.

HPLC: 11,917 min.; 95,5%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.12 — 7.98 (m, 2H), 7.57 — 7.40 (m, 3H), 7.34 (s, 1H),
4.43(q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 168.39, 159.36, 156.83, 152.34, 132.30, 128.69,
127.69, 72.70, 15.22.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C12H11NOs+H™] m/z: 218.0772; gef.:
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EXPERIMENTELLER TEIL

1-Amino-2-methoxy-2-oxoethan-1-iminiumchlorid 16 (VWK587)2'8

NH,*CI

o
HoN ~

o)
C3H7CIN,O,

138,55 g/mol
50,0 g Cyanameisensaureethylester (505 mmol, 1,0 &q.) wurden in 400 ml Dietylether
geldést und mit 30,6 g 2-Propanol (505 mmol, 1,0 &q.) versetzt. Die Losung wurde mit einem
Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Gasférmige Salzsaure wurde erzeugt indem Uber einen
Tropftrichter ohne druckausgleich konzentrierte H.SO4 auf NaCl in einem Rundkolben
getropft wurde. Das entstandene Gas wurde Uber einen Schlauch zunachst durch eine
Saugflasche (um Ruckstromen der Reaktionslésung in den HCI-Generator zu vermeiden)
und anschlieBend durch einen Glasrohraufsatz direkt in die eiskalte Reaktionsléung
geleitet. Das ausstromende Gas wurde in eine 2 M NaOH Losung geleitet. HCl Gas wurde
solange eingeleitet, bis eine deutliche Tribung der Lésung festgestellt wurde (0,5 h — 1
h). Nach Beendigung der Gaszufuhr wurde der Reaktionskolben verschlossen 5 d bei 4
°C im Kuhlschrank gelagert. Der entstandene farblose Feststoff wurde abgesaugt und mit
150 ml Diethylether gewaschen. Der Feststoff wurde direkt in einen Rundkolben tberfuhrt
mit 200 ml Diethylether tUberschichtet und mit 100 ml gesattigter K.CO3 Losung versetzt.
Die Suspension wurde solange gerthrt bis zwei Phase entstanden sind. Die obere Phase
wurde abdekantiert und der Vorgang zwei Mal mit 100 ml Diethylether wiederholt. Die
vereinigten Ether Phasen wurden mit Na>SO, getrocknet und das Losungsmittel Am
Rotationsverdampfer entfernt. Die farblose Flussigkeit wurde unter Olpumpenvakuum
getrocknet und in 500 ml Methanol geldst. Zur Losung wurden unter Ruhren 24,2 g
Ammoniumchlorid (452 mmol; 1,0 ag.) gegeben. Die Suspension wurde 18 h bei RT
geruhrt. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel entfernt und der erhaltene Feststoff in 300
ml Ether aufgenommen und abgesaugt. Der farblose Feststoff wurde mit 200 ml

Diethylether gewaschen und unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 80% (Uber 3 Schritte); 60,7 g (438 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 265 °C.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 9.81 (s, 4H), 3.90 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 157.14, 154.58, 54.46.
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl (4-hydroxybutyl)carbamat 19 (VWK414)>7

H
N
Boc” " "0oH

CoH1oNO3
189,26 g/mol

1,25 g 4-Aminobutanol (14,0 mmol, 1,0 aq.) wurden in 30 ml trockenem Dichlormethan

geloést. Die Lésung wurde auf 0 °C abgeklhlt und portionsweise mit 3,36 g Di-tert-

butyldicarbonat (15,4 mmol, 1,1 &g.) versetzt. Nach vollstandiger Zugabe wurde die

Reaktionslosung die Lésung bei RT gerthrt. Nach 4 h Wurde das Lésungsmittel entfernt

und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (CH2Clo/MeOH) aufgereinigt. Das

olige Produkt wurde unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 88%; 2,32 g (12,3 mmol), farbloses Ol.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 3.65 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.14 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.61
—1.52 (m, 4H), 1.43 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) d 156.28, 79.35, 62.59, 40.67, 29.94, 28.59, 26.81.
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-(Tetrahydro-2H-pyran-4-yl)ethan-1-ol 20 (VWK182)2%

OO\/\
OH

C7H1402
130,19 g/mol

1,45 g NaH (36,2 mmol, 1,25 aq.) wurden in 100 ml trocknem THF suspendiert. Die
Suspension wurde mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. 8,40 g Ethyl-2-
(diethoxyphosphoryl)acetat (36,3 mmol, 1,25 &q.) wuden in 30 ml trockenem THF gel6st und
tropfenweise zur eiskalten Suspension von NaH gegeben. Die Suspension wurde 20 min bei
0 °C weitergerthrt und anschlieRend tropfenweise mit einer Ldsung von 3,00 g Tetrahydro-
4H-pyran-4-on (29,1 mmol, 1,00 &q.) in 30 ml trockneme THF versetzt. Die LOsung wurde
5 min. bei 0 °C und 14 h bei RT weitergerthrt. Anschlielend wurde die Lésung zunéachst
tropfenweise mit 5 ml Ethanol und anschlieRend mit 50 ml Eiswasser versetzt. Die wassrige
Phase wurde drei Mal mit 50 ml Diethylether extrahiert. Die Etherphase wurde mit Wasser und
Brine gewaschen und mit Na>SOs getrocknet. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet. Das
farblose Ol wurde in Ethanol gelést und mit 100 mg 10%wt Pd (C) (Degussa) versetzt. Der
Reaktionskolben wurde drei Mal mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert und mit Hz geflutet.
Der Ansatz wurde bei RT unter Hz (1 atm) gertihrt. Nach 8 h wurde die Reaktionslésung durch
Celite filtriert (20 ml Ethanol zum nachspulen). Nach entfernen des Losungsmittels, wurde das
Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet. Das hellgelbe Ol wurde in 10 ml trockenem THF
geldst und anschlieRend bei 0 °C tropfenweise zu Suspension von 0,87 g LiAlH4 (22,9 mmol,
1,10 &q.) in 25 ml trockenem THF gegeben. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Suspension
zum Ruckfluss erhitzt. Nach 6 h wurde die Suspension auf 0 °C abgekihlt und zunachst
portionsweise mit 10 ml Aceton und anschliel3end mit 10 ml Wasser versetzt. Nach aufwarmen
auf RT wurden 50 ml gesattigte Seignettesalz Losung und 100 ml Ethylacetat hinzugegeben.
Die Suspension wurde bei RT geruhrt bis eine Phasentrennung zu erkennen war. Die
organische Phase wurde abdekaniert und die wassrige Phase zwei Mal mit 50 ml Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit Brine gewaschen und mit Na>SO4 getrocknet.
Nach entfernen des Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt mittels
Flash-Chromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Das 6lige Produkt wurde unter

Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 63% (liber 3 Schritte); 2,40 g (18,4 mmol), farbloses Ol.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 3.98 — 3.89 (m, 2H), 3.69 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.37 (td, J =
2.1, 11.9 Hz, 2H), 1.75 — 1.65 (m, 1H), 1.65 — 1.56 (m, 2H), 1.51 (g, J = 6.6 Hz, 2H), 1.39 —
1.22 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 68.10, 60.09, 39.78, 33.21, 31.75.
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(Furan-3-yl)propan-1-ol 21 (VWK199)>*°

o

C7H1002
126,16 g/mol

Hergestellt in Anlehnung an die Synthese von BANDO et al. analog zu 15 aus 2,50 g (26,0
mmol) 3-Furaldehyd. Das Produkt wurde mittels Flash-Chromatographie
(n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt Das dlige Produkt wurde unter Olpumpenvakuum

getrocknet.
Ausbeute: 23% (Uber 3 Schritte); 0,76 g (6,02 mmol), hellgelbes Ol.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.35 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.25 — 7.21 (m, 1H), 6.28 (s,
1H), 3.68 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.61 — 2.44 (m, 2H), 1.93 — 1.75 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 142.97, 139.05, 124.59, 111.07, 62.37, 33.01, 21.19.
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl 3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol-1-carboxylat 22 (VWK596)2°"

’Ng/\
Boc — OH

C15H19NO3
261,32 g/mol
2,50 g Methyl-indol-3-acetat (13,2 mmol, 1,00 &q.) und 0,32 g DMAP (2,64 mmol, 0,20
aq.) wurden in 26 ml trockenem Acetonitril gel6st. Die Loésung wurde mit einem Eisbad auf
0 °C abgekihlt. 8,65 g Di-tert-butyldicarbonat (39,6 mmol, 3,00 &aq.) wurden
aufgeschmolzen und portionsweise zur Reaktionsldsung gegeben. Die Reaktion wurde
anschlieRend bei RT weitergefuhrt. Nach 16 h wurde das Losungsmittel entfernt und der
Ruckstand in 30 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser
und Brine gewaschen und mit Na>SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels,
wurde das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet. Das gelbe Ol wurde in 28 ml
trockenem THF geldst und bei 0 °C tropfenweise zu einer Suspension von 0,68 g LiAlH4
(18,0 mmol, 1,30 &q.) in 18 ml trockenem THF gegeben. Nach vollstandiger Zugabe wurde
die Suspension bei RT weitergerthrt. Nach 2 h wurde die Suspension auf 0 °C abgekiihlt,
tropfenweise mit 10 ml Ethylacetat und anschlielfend mit 10 ml gesattigter Seignettesalz
Losung versetzt. Nach Zugabe von 30 ml Ethylacetet und 10 ml Wasser wurde die
Suspension solange gerihrt bis eine Phasentrennung zu erkennen war. Die organische
Phase wurde abdekantiert und die wassrige Phase zwei Mal mit 30 ml Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit Wasser und Brine gewaschen und mit
Na>SO4 getrocknet. Nach entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde
das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Das

dlige Produkt wurde unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 45% (Uber 2 Schritte); 1,54 g (5,89 mmol), hellgelbes Ol.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 8.14 (s, 1H), 7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.47 (s, 1H),
7.33 (t, J= 7.7 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 3.93 (td, J = 1.0, 6.3 Hz, 2H), 2.97 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 1.67 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 149.83, 135.76, 130.59, 124.62, 123.72, 122.61,
119.05, 117.17, 115.48, 83.69, 62.11, 28.36.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat 17 (VWK590)2'°

41,196 (189 mmol, 1 &g.) und 26,2 g 16 (189 mmol, 1,0 &qg.) wurden in 400 ml Acetonitril
suspendiert. AnschlieRend wurden 24,9 g Triethylamin (246 mmol,
Suspension gegeben und die tiefrote Suspension zum Ruckfluss erhitzt. Nach 3 h wurde
die Reaktionssuspension mit einem Eisbad auf 0 °C abgeklhlt und unter Rihren mit 10
ml 37%-iger Salzsaureldsung versetzt. Der rotbraune Feststoff wurde abgesaugt, mit 300
ml Wasser und 150 ml Methanol gewaschen. Der Feststoff wurde in einem Rundkolben
mit 260 ml einer Losung aus Ethylacetat und Methanol (9:1) versetzt und zum Ruckfluss
erhitzt. Nach abkihlen auf RT wurde der Feststoff abgesaugt und mit 100 ml

Ethylacetat/Methanol (9:1) gewaschen. Der Feststoff wurde unter Olpumpenvakuum

getrocknet.

C13H11N304
273,25 g/mol

Ausbeute: 51%; 26,2 g (95,9 mmol), hellgelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 220 °C (Zersetzung).

HPLC: 7,301 min.; 95,7%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.48 (s, 1H), 9.44 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 7.98 — 7.90 (m,

2H), 7.67 — 7.59 (m, 1H), 7.59 — 7.51 (m, 2H), 3.89 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 165.40, 160.01, 133.16, 132.41, 128.77, 127.56, 53.31.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-(2-brombenzamido)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat 39

(VWK616)2%2
Br i

o NH

= O

NINH
(@)
|
C13H1oBrN304
352,14 g/mol

O

Hergestellt in Anlehnung an die Synthese von TAKAHASHI et al. analog zu 17 aus 3,36 g
(24,0 mmol) 16.

Ausbeute: 36%; 3,01 g (8,55 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 218 °C (Zersetzung).
HPLC: 8,094 min.; 95,0%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 13.41 (s, 1H), 9.99 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 1.6, 7.5 Hz, 1H), 7.49 — 7.45 (m, 1H), 7.41 (td, J = 1.7, 7.7 Hz, 1H),
3.89 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.69, 160.05, 137.62, 132.69, 131.58, 129.23, 127.56,
118.91, 53.28.
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EXPERIMENTELLER TEIL

AAV4: Synthese der Pyrimidine 18a-o und 402932

1 mmol 17 oder 39 wurde zusammen mit 1,3 mmol PPh3z und 1,3 mmol eines Alkohols in
4 ml trockenem THF suspendiert. Die Suspension wurde mit einem Eisbad auf 0 °C
abgekuhlt und tropfenweise mit 1,3 mmol DIAD versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde die Losung 10 Minuten bei 0 °C weitergerihrt und anschliefend auf RT
aufgewarmt. Nach 4 h wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Ruickstand in 10 ml Diethylether geldst. Die Loésung wurde unter Ruhren mit 1 ml n-Hexan
versetzt und 30 min bei RT weitergerihrt. Die Suspension wurde anschliel?end abgesaugt
und der Filterkuchen (TPPO) mit 10 ml Diethylether:n-Hexan 1:1 gewaschen. Die
Etherphase wurde eingeengt und der Rickstand mittels Saulenchromatographie (n-
Hexan/Ethylacetat 100:0->7:3>1:1) aufgereinigt. Der Feststoff wurde unter
Olpumpenvakuum getrocknet.

Methyl-5-benzamido-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxylat 18a (VWK480)

C17H19N304
329,35 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 12,0 g (44,0 mmol) 17.
Ausbeute: 59%; 8,60 g (26,1 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 98 °C.

HPLC: 12,817 min.; 98,7%

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.79 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.92 — 7.83 (m, 2H), 7.67 —
7.49 (m, 3H), 4.42 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.22 (dp, J = 6.6, 13.3 Hz, 1H), 1.08
(d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.43, 163.63, 158.81, 149.31, 144.69, 133.49,
132.92, 129.29, 127.20, 123.75, 74.18, 53.45, 28.02, 19.34.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(sec-butoxy)pyrimidien-2-carboxylat 18b (VWK522)

Y

(@) NH
%\|(OW/\
NIN
(@)
|

C17H19N304
329,36

o

Hergestellt nach AAV4 aus 10,93 g (40,0 mmol) 17.
Ausbeute: 45%; 5,92 g (18,0 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 98 °C.

HPLC: 12,767 min.; 98,2 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.77 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.95 — 7.79 (m, 2H), 7.66 —
7.49 (m, 3H), 5.55 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.01 (s, 3H), 1.94 — 1.73 (m, 2H), 1.43 (d, J = 6.1
Hz, 3H), 1.01 (¢, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.48, 163.66, 158.45, 149.31, 144.75, 133.58,
132.85, 129.24, 127.23, 123.81, 76.53, 53.35, 28.95, 19.41, 9.72.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-iso-propoxypyrimidin-2-carboxylat 18c (VWK342)

C16H17N304
315,33 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 2,50 g (9,15 mmol) 17.
Ausbeute: 37%; 1,06 g (3,36 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 140 °C.

HPLC: 11,833 min.; 97,8 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.77 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 7.87 (dt, J = 1.1,
8.3 Hz, 2H), 7.61 (td, J = 1.2, 7.3 Hz, 1H), 7.54 (td, J = 1.1, 6.7, 7.3 Hz, 2H), 5.70 (hept, J
= 6.2 Hz, 1H), 4.01 (s, 3H), 1.47 (d, J = 6.2 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.51, 163.66, 158.24, 149.31, 144.80, 133.57,
132.84,129.22, 127.27, 123.78, 72.11, 53.35 (d, J = 1.8 Hz), 22.03.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-propoxypyrimidin-2-carboxylat 18d (VWK233)

C16H17N304
315,33 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 2,00 g (7,32 mmol) 17.
Ausbeute: 22%; 516 mg (1,64 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 119 °C.

HPLC: 11,983 min.; 99,3 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.77 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 7.94 — 7.79 (m, 2H), 7.68 —
7.46 (m, 3H), 4.59 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 4.01 (s, 3H), 1.91 (h, J= 7.2 Hz, 2H), 1.07 (t, J = 7.4
Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.49, 163.52, 158.77, 149.20, 144.60, 133.45,
132.88, 129.22, 127.23, 123.72, 69.89, 53.42, 22.17, 10.51.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-methoxypyrimidin-2-carboxylat 18e (VWK568)

C14H13N304
287,28 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 787 mg (2,88 mmol) 17.
Ausbeute: 4%; 34 mg (1,18 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 122 °C.

HPLC: 9,170 min.; 99,9%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 9.80 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.96 — 7.85 (m,
2H), 7.63 — 7.59 (m, 1H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 4.24 (d, J = 0.9 Hz, 3H), 4.03 (d, J= 1.0
Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.66, 163.57, 158.95, 149.27, 144.81, 133.42,
132.93, 129.20, 127.36, 123.85, 55.32, 53.49.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(2-(methylthio)ethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 18f (VWK427)

C16H17N304S
347,39 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 1,69 g (6,19 mmol) 17.
Ausbeute: 6%; 129 mg (0,37 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 120 °C.

HPLC: 11,383 min.; 99,2 %.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 9.98 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 2H), 7.64 (tt, J
=1.2,6.9 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 4.65 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.90 (s, 3H), 2.92 (t, J
= 6.9 Hz, 2H), 2.15 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.72, 162.89, 160.81, 150.45, 149.44, 133.25, 132.17,
128.45, 127.74, 122.84, 65.96, 52.59, 31.44, 14.91.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butoxy)pyrimidin-2-
carboxylat 18g (VWK428)

O~ 'NH

h/o\/\/\ N Boc
Nj/:N H

O

|

Ca2H28N4Og

444,49 g/mol

o)

Hergestellt nach AAV4 aus 1,63 g (5,97 mmol) 17.
Ausbeute: 35%; 928 mg (2,09 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 159 °C.

HPLC: 11,383 min.; 99,2 %.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 9.97 (s, 1H), 9.12 (s, 1H), 7.96 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.64
(t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.81 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.47 (t, J = 6.5 Hz, 2H),
3.89 (s, 3H), 2.98 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 1.77 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.53 (p, J = 7.1 Hz, 2H),
1.34 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 165.75, 163.01, 161.15, 155.48, 150.70, 149.28, 133.36,
132.09, 128.45, 127.73, 122.80, 77.27, 67.00, 52.56, 39.37, 28.12, 25.80, 25.37.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethoxy)pyrimidin-2-carboxylat

18h (VWK430)

(e} NH (@] /k
%\‘ro\)k o
NIN

(0]

\
C19H21N306
387,39 g/mol

O

Hergestellt nach AAV4 aus 1,66 g (6,08 mmol) 17.
Ausbeute: 24%; 568 mg (1,46 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 153 °C.

HPLC: 12,333 min.; 97,3 %.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.85 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 7.95 — 7.89 (m, 2H), 7.61
(t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 5.04 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 1.50 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 166.51, 165.65, 163.23, 157.79, 149.05, 145.82,
133.49, 132.89, 129.19, 127.46, 123.93, 83.26, 64.14, 53.26, 28.21.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(2-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxylat

18i (VWK183)

O NH
r°
NIN (0]
(0]
|
C20H23N305
385,42 g/mol

O

Hergestellt nach AAV4 aus 1,37 g (5,00 mmol) 17.
Ausbeute: 30%; 581 mg (1,51 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 116 °C.

HPLC: 11,250 min.; 99,9 %

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.77 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 7.94 — 7.82 (m, 2H), 7.72 —
7.43 (m, 3H), 4.69 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.99 — 3.92 (m, 2H), 3.37 (td, J = 1.9,
11.9 Hz, 2H), 1.90 — 1.80 (m, 2H), 1.79 — 1.64 (m, 3H), 1.51 — 1.32 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.47, 163.39, 158.66, 149.15, 144.73, 133.41,
132.96, 129.23, 127.23, 123.68, 67.95, 66.21, 53.44, 35.76, 33.13, 32.48.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-((4-methoxybenzyl)oxy)pyrimidin-2-carboxylat 18]

; |
(0] NH \/@/O
N
NIN
(0]
|
C21H19N305
393,40 g/mol

)

Hergestellt nach AAV4 aus 5,00 g (18,3 mmol) 17.
Ausbeute: 6%; 396 mg (1,01 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 111 °C.

HPLC: 10,357 min.; 95,2 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.79 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 7.87 — 7.79 (m, 2H), 7.64 —
7.55 (m, 1H), 7.50 (td, J = 1.4, 6.9 Hz, 2H), 6.97 — 6.89 (m, 2H), 5.61 (s, 2H), 4.05 (s, 3H),
3.82 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.58, 163.53, 160.21, 158.47, 149.05, 145.07,
133.41, 132.82, 131.05, 129.15, 127.29, 127.13, 123.79, 114.21, 69.82, 55.42, 53.42.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(3-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 18k
(VWK188)

C22H21N305
407,43 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 683 mg (2,50 mmol) 17.
Ausbeute: 45%; 458 mg (1,13 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 116 °C.

HPLC: 13,917 min.; 99,8 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.77 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.81 — 7.70 (m, 2H), 7.66 —
7.45 (m, 3H), 7.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.92 — 6.76 (m, 3H), 4.87 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.02
(s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.14 (t, J = 6.4 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.40, 163.49, 160.06, 158.41, 149.12, 144.69,
139.25, 133.24, 132.84, 129.83, 129.16, 127.29, 123.82, 121.22, 114.95, 111.96, 68.22,
55.27, 53.44, 35.20.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(4-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 181 (VWK151)

X

(0]

pd

H

NP

NIN ?
(0] (0]

|

C22H21N305

407,42 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 1,00 g (3,66 mmol) 17.
Ausbeute: 27%; 400 mg (0,98 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 128 °C.

HPLC: 13,367 min.; 98,9 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 9.76 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.79 — 7.68 (m, 2H), 7.67 —
7.45 (m, 3H), 7.24 — 7.16 (m, 2H), 6.90 — 6.78 (m, 2H), 4.83 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 4.02 (s,
3H), 3.76 (s, 3H), 3.11 (t, J = 6.5 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.41, 163.44, 158.62, 158.49, 149.08, 144.56,
133.27, 132.89, 129.92, 129.49, 129.12, 127.30, 123.84, 114.27, 68.47, 55.37, 53.45,
34.29.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(3-(furan-3-yl)propoxy)pyrimidin-2-carboxylat 18m (VWK202)

%\(o Y
NIN
(0]

|
C20H19N30s5
381,39 g/mol

o

Hergestellt nach AAV4 aus 0,683 g (2,50 mmol) 17.
Ausbeute: 31%; 291 mg (0,763 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 111 °C.

HPLC: 13,367 min; 99,2 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.78 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.90 — 7.83 (m, 2H), 7.66 —
7.49 (m, 3H), 7.34 — 7.27 (m, 2H), 6.29 (dd, J = 0.9, 1.9 Hz, 1H), 4.68 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
4.02 (s, 3H), 2.63 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.17 (p, J = 7.0 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.53, 163.46, 158.63, 149.18, 144.80, 143.25,
139.16, 133.45, 132.93, 129.23, 127.28, 123.74, 123.72, 110.83, 67.88, 53.44, 28.96,
21.49.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(2-(pyridin-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 18n (VWK189)

e

NH

CooH1gN4O4
378,39 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 683 mg (2,50 mmol) 17.
Ausbeute: 35%: 329 mg (0,87 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 144 °C.

HPLC: 6,450 min.; 99,7 %.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.76 (s, 1H), 8.60 — 8.52 (m, 2H), 8.12 (s, 1H), 7.74 —
7.66 (m, 2H), 7.65 — 7.47 (m, 3H), 7.31 — 7.26 (m, 2H), 4.91 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 4.01 (s,
3H), 3.20 (t, J = 6.5 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.41, 163.38, 158.09, 149.84, 149.12, 147.12,
145.15, 133.18, 133.01, 129.22, 127.13, 124.42, 123.69, 66.85, 53.45, 34.54.
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl-3-(2-((5-benzamido-2-(methoxycarbonyl)pyrimidin-4-yl)oxy)ethyl)-1H-
indol-1-carboxylat 180 (VWK597)

L
Ns N

|

I? N\Boc

o}

CogH2gN4Os
516,55 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 1,20 g (4,40 mmol) 17.
Ausbeute: 65%, 1,47 g (2,85 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 158 °C.

HPLC: 18,052 min.; 98,9%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 9.92 (s, 1H), 9.16 (s, 1H), 8.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.92
—7.87 (m, 2H), 7.80 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.55 (t, J =
7.7 Hz, 2H), 7.29 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15 (, J = 7.5 Hz, 1H), 4.75 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.90
(s, 3H), 3.23 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.57 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.51, 163.51, 158.39, 149.73, 149.20, 145.02,
135.53, 133.25, 132.81, 130.54, 129.22, 127.23, 124.83, 123.83, 123.59, 122.85, 118.89,
116.47, 115.54, 83.96, 67.39, 53.45, 28.30, 24.73.

155



EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-(2-brombenzamido)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxylat 40 (VWKG619)

b

° Iy \)\
P

Na _N

(@]

C17H1gBrN3O4
408,25 g/mol

Hergestellt nach AAV4 aus 2,46 g (7,00 mmol) 39.
Ausbeute: 46%; 1,32 g (3,23 mmol), hellgelbes Ol
HPLC: 13,899 min.; 97,3%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.79 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 7.81 (d, J = 7.7 Hz, 1H),
7.68 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.47 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.39 (td, J = 1.7, 7.8 Hz, 1H), 4.38 (d, J
= 6.7 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.17 (dp, J = 6.7, 13.4 Hz, 1H), 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.22, 163.60, 159.00, 149.64, 144.98, 135.86,
134.12, 132.82, 131.29, 128.22, 123.34, 119.13, 74.38, 53.46, 27.97, 19.34.
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EXPERIMENTELLER TEIL

AAVS5: Synthese der Pyrimidin-2-carbonsduren sowie der Lithium-pyrimidin-2-

carboxylate 26a-p und 41%%

1 mmol Pyrimidin wurden in 5 ml THF geldst. Zur Loésung wurde 1 ml einer frisch
hergestellten wassrigen1 M LiOH-Lésung gegeben. Die Lésung wurde bei RT gerlhrt.
Nach 24 h wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in 15 ml Wasser geldst.
pH 1 wurde mit 1 M HCI-L6sung eingestellt. Der suspendierte Feststoff wurde abgesaugt,
mit 20 ml Wasser gewaschen und unter Olpumpenvakuum getrocknet. Fiir die
Lithiumcarboxylate wurde der Rickstand nach vollstandigem entfernen des
Losungsmittels in 30 ml Diethylether aufgenommen und fir 5 min im Ultraschallbad
geschwenkt. AnschlieRend wurde der Feststoff abfiltriert, mit 10 ml Diethylether

gewaschen und unter Olpumpenvakuum getrocknet.

5-Benzamido-4-iso-butoxypyrimidin-2-carbonsaur 26a (VWK456)

e

S
K\(o
N__N

O:I/:OH

C16H17N304
315,33 g/mol

Hergestellt nach AAV5 aus 1,30 g (3,95 mmol) 18a.
Ausbeute: 88%; 1,10 g (3,49 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 125 °C.

HPLC: 9,183 min.; 99,1%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.01 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.02 — 7.91 (m, 2H), 7.66 —
7.61 (m, 1H), 7.59 — 7.54 (m, 2H), 4.24 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 2.08 (hept, J = 6.7 Hz, 1H),
0.97 (d, J = 6.8 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds)  165.85, 164.23, 162.11, 152.46, 150.49, 133.51, 132.29,
128.68, 127.83, 122.39, 73.00, 27.38, 18.95.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butoxy)pyrimidin-2-carbonsaure 26b (VWK533)

C16H17N304
315,33 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 5,20 g (15,8 mmol) 18b.
Ausbeute: 90%; 4,5 g (14,3 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 162 °C.

HPLC: 10,400 min.; 95,5%.

H NMR (300 MHz, Methanol-ds) 5 9.31 (s, 1H), 7.99 — 7.80 (m, 2H), 7.65 — 7.39 (m, 3H),
5.50 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 1.95 — 1.64 (m, 2H), 1.39 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.98 (t, J = 7.5 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 168.43, 165.77, 162.15, 151.87, 148.01, 134.86,
133.63, 129.86, 128.72, 124.79, 77.82, 29.76, 19.42, 9.96.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-iso-propoxypyrimidin-2-carbonsaure 26¢c (VWK360)

orT

0~ OH

C15H15N304
301,30 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 946 mg (3,00 mmol) 18c.
Ausbeute: 91%; 823 mg (2,73 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 172 °C.

HPLC: 9,183 min.; 99,1%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 9.86 (s, 1H), 9.07 (s, 1H), 7.96 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.64
(t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 5.46 (hept, J = 6.1 Hz, 1H), 1.37 (d, J = 6.2 Hz,
BH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 165.86, 164.23, 160.92, 151.96, 149.70, 133.52, 132.25,
128.61, 127.89, 122.61, 70.75, 21.52.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-propoxypyrimidine-2-carbonsaure 26d (VWK236)

O~ 'NH

K\(O\/\
N__N

OIOH

C15H15N304
301,30 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 472 mg (1,50 mmol) 18d.
Ausbeute: 60%; 270 mg (0,896 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 119 °C.

HPLC: 9,400 min.; 95,3%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.77 (s, 1H), 8.4 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.2 Hz, 2H),
7.70 — 7.45 (m, 3H), 4.64 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.93 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 1.08 (t, J = 7.4 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.65, 161.99, 159.55, 148.00, 143.40, 133.22,
133.09, 129.31, 127.29, 124.31, 70.46, 22.13, 10.49.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butoxy)pyrimidin-2-
carboxylat 26e (VWK502)

o}

NH (0] )<
| (6]
X
OLi
C21H35LiIN4Og
436,39 g/mol

<
|

N

O

Hergestellt nach AAVS aus 371 mg (0,83 mmol) 18g.
Ausbeute: 87%; 312 mg (0,73 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 96 °C.

HPLC: 10,693 min.; 99,8 %

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.74 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.6 Hz, 2H),
7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 4.70 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 6.9
Hz, 2H), 1.94 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.68 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.40 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.88, 162.22, 159.50, 156.28, 148.17, 144.02,
133.32, 133.02, 129.27, 127.44, 124.32, 79.53, 68.55, 40.23, 28.51, 26.83, 25.86.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(2-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxylat

26f (VWK185)
(J?NH
AP
Na _N (@]
Oj/:OLi

C19H20LiN3O5
377,33 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 537 mg (1,39 mmol) 18i.
Ausbeute: 94%; 493 mg (1,31 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 213 °C.

HPLC: 9.050 min.; 100.00%.

H NMR (300 MHz, D;0) & 11.27 (s, 1H), 10.34 — 10.19 (m, 2H), 10.05 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
9.94 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 6.99 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 6.32 (dd, J = 3.5, 11.3 Hz, 2H), 5.77 (t, J
= 11.1 Hz, 2H), 4.27 — 4.01 (m, 5H), 3.85 — 3.63 (m, 2H).

3C NMR (151 MHz, D;0O) & 170.00, 168.85, 162.23, 157.57, 149.23, 132.92, 132.34,
128.81, 127.31, 120.46, 67.71, 65.75, 34.56, 32.03, 31.29.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(3-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 269
(VWK191)

NI
O~ "OLi

C21H1gLiN3O5
399,33 g7mol

Hergestellt nach AAVS aus 440 mg (1,08 mmol) 18k.
Ausbeute: 98%; 423 mg (1,06 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 151 °C (Zersetzung).

HPLC: 11,133 min; 99,9%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 9.85 (s, 1H), 8.78 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.03 — 7.85 (m, 2H),
7.72 —7.47 (m, 3H), 7.11 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.88 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 6.74 (dd, J = 2.5, 8.2
Hz, 1H), 4.61 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.02 (t, J = 6.7 Hz, 2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 166.31, 165.65, 161.70, 159.30, 149.79, 139.83, 133.66,
132.05, 129.22, 128.53, 127.79, 121.31, 114.59, 111.89, 67.22 (d, J = 5.7 Hz), 54.87,
34.51.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(3-(furan-3-yl)propoxy)pyrimidin-2-carboxylat 26h
(VWK205)

373,29 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 254 g (0,67 mmol) 18m.
Ausbeute: 87%; 216 mg (0,579 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 211 °C.

HPLC: 11,133 min; 99,9%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.99 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.03 — 7.81 (m, 2H), 7.60 —
7.43 (m, 4H), 7.39 (t, J = 1.3 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 0.9, 1.8 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 2.50 — 2.44 (m, 2H), 2.00 — 1.82 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.36, 165.75, 162.35, 160.89, 150.57, 143.09, 139.18,
133.70, 131.99, 128.53, 127.81, 123.91, 119.72, 111.19, 65.75, 28.53, 20.46.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(2-(pyridin-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxylat 26i (VWK190)

O~ 'NH
(0]

X X

NIN _N
OLi

C19H15LIN4O4
370,29 g/mol

o}

Hergestellt nach AAVS aus 290 mg (0,77 mmol) 18n.
Ausbeute: 95%; 271 mg (0,732 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 279 °C (Zersetzung).

HPLC: 3,867 min.; 99,9%.

H NMR (300 MHz, D;0) & 8.70 (s, 1H), 8.18 — 8.07 (m, 2H), 7.57 — 7.45 (m, 3H), 7.44 —
7.34 (m, 2H), 7.22 — 7.17 (m, 2H), 4.72 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 5.9 Hz, 2H).

3C NMR (151 MHz, D;0O) & 169.89, 168.35, 161.46, 156.94, 149.19, 148.69, 148.23,
132.78, 132.36, 128.72, 127.15, 124.80, 121.19, 66.45, 33.69.
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EXPERIMENTELLER TEIL
Lithium-5-benzamido-4-(2-(1-(tert-butoxycarbonyl)-1H-indol-3-yl)ethoxy)pyrimidin-
2-carboxylat 26j (VWK599)

07 >NH
A
NN
I \
07 oL N
Boc

Ca7H25LiN4Og
508,46 g/mol

Hergestellt nach AAV2 aus 517 mg (1,00 mmol) 180.
Ausbeute: 86%; 438 mg (0,861 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 206 °C. (Zersetzung)

HPLC: 15,574 min.; 99,5%

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 9.83 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.01 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.93
(d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.80 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.65 — 7.56 (m, 2H), 7.51 (t, J = 7.6 Hz, 2H),
7.27 (t, J= 7.7 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 4.69 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.18 (t, J = 6.7
Hz, 2H), 1.56 (s, 9H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 166.25, 165.59, 161.59, 149.90, 149.01, 134.63, 133.81,
131.86, 130.25, 128.42, 127.75, 124.31, 123.48, 122.52, 119.65, 117.06, 114.58, 83.45,
79.19, 27.64, 23.90.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butylthio)pyrimidin-2-carbonsaure 26k (VWK515)

e

(©) NH
NIN
(@) OH

C16H17N303S
331,39 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 350 mg (1,01 mmol) 24a.
Ausbeute: 86%; 290 mg (0,875 mmol), farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 151 °C

HPLC: 10,983 min.; 97,7%.

H NMR (600 MHz, Acetone-ds) & 9.20 (s, 1H), 9.00 (s, OH), 8.99 (s, 1H), 8.09 — 8.05 (m,
2H), 7.69 — 7.63 (m, 1H), 7.60 — 7.56 (m, 2H), 4.20 (h, J = 6.8 Hz, 1H), 1.78 (dh, J = 6.9,
14.0 Hz, 2H), 1.44 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.03 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 5 166.47, 166.12, 163.59, 153.06, 150.79, 134.44, 133.39,
132.78, 129.69, 128.69, 42.97, 20.84, 11.76.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(benzylthio)pyrimidin-2-carboxylat 261 (VWK269)

C1gH14LiN3O3S
371,34 g/mol

Hergestellt nach AAVS5 aus 228 mg (0,601 mmol) 24b.
Ausbeute: 97%; 217 mg (0,584 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 225 °C (Zersetzung)

HPLC: 11,183 min.; 99,8%.

H NMR (600 MHz, Methanol-ds) & 8.53 (s, 1H), 8.01 — 7.97 (m, 2H), 7.52 — 7.47 (m, 3H),
7.47 —7.42 (m, 2H), 7.28 — 7.23 (m, 2H), 7.21 — 7.17 (m, 1H), 4.63 (s, 2H).

3C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 171.17, 170.18, 167.70, 158.14, 150.53, 139.26,
137.33, 136.27, 132.31, 130.55, 129.39, 129.28, 129.12, 128.08, 34.48.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-((4-methoxybenzyl)thio)pyrimidin-2-carboxylat 26m
(VWK277)

CyoH16LIN3O4S
401,37 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 440 mg (1,07 mmol) 24c.
Ausbeute: 99%; 431 mg (1,07 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 204 °C.

HPLC: 11,183 min.; 97, 8%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 10.35 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.99 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.63
—7.47 (m, 3H), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.42 (s, 2H), 3.70 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.73, 165.93, 165.83, 161.66, 158.38, 151.88, 133.58,
131.95, 130.63, 129.62, 128.92, 128.45, 127.85, 113.78, 55.04, 31.95.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-(sec-butylamino)pyrimidin-2-carboxylat 26n (VWK449)

(@) NH H
%Y”ﬁ
N _N
(0] OLi

C16H17LIN4O3
320,28 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 743 mg (2,26 mmol) 25a.
Ausbeute: 99%; 720 mg (2,25 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 208 °C.

HPLC: 6,750 min.; 95,9%.

H NMR (600 MHz, DMF-d;) & 9.96 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.08 — 8.05 (m, 2H), 7.67 — 7.63
(m, 1H), 7.57 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.41 (hept, J = 6.6 Hz, 1H), 1.66
—1.53 (m, 2H), 1.20 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMF-d;) d 167.42, 165.83, 158.38, 155.30, 150.52, 134.82, 132.66,
129.15, 128.74, 119.43, 48.45, 29.71, 20.32, 10.97.

170



EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-((3-methoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat

260 (VWKA496)

(@) NH H
AN
NIN

(6] OLi

C19H15LiIN4O4
370,29 g/mol

Hergestellt nach AAVS5 aus 397 mg (1,05 mmol) 25d
Ausbeute: 96%; 373 mg (1,01 mmol), hellbrauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 232 °C (Zersetzung).

HPLC: 6,957 min.; 98,7%.

H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 10.51 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 9.60 (s, 1H), 8.59 (d, J = 4.3
Hz, 1H), 8.14 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.76 — 7.71 (m, 1H), 7.66 — 7.59 (m, 1H), 7.54 (t, J= 7.6
Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.22 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 6.64 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.54, 164.57, 159.42, 154.72, 152.71, 151.68, 140.36,
133.62, 132.10, 129.18, 128.45, 128.32, 119.69, 113.19, 108.95, 106.64, 55.05.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-4-((3,4-dimethoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat

26p (VWK395)
CJ?NH H

SHse
O~ OLi

400,32 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 793 mg (1,94 mmol) 25f.
Ausbeute: 99%; 770 mg (1,92 mmol), graublauer Feststoff.
Schmelzpunkt: 232 °C.

HPLC: 6,950 min.; 96,7%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 10.35 (s, 1H), 9.22 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.06 (d, J = 7.6
Hz, 2H), 7.78 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.48 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.33
(dd, J = 2.5, 8.7 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.69 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 167.28, 166.50, 160.23, 155.28, 151.30, 148.31, 144.40,
134.13, 133.26, 131.69, 128.21, 128.17, 117.25, 112.76, 111.81, 106.48, 55.75, 55.39.

172



EXPERIMENTELLER TEIL

5-(2-Brombenzamido)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carbonsaure 41 (VWK621)

Br
AP
N~ _N

OIOH

C16H16BN304
394,22 g/mol

Hergestellt nach AAVS aus 426 mg (1,04 mmol) 40.
Ausbeute: 94%; 388 mg (0,948 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 137 °C.

HPLC: 11,283 min.; 99,5%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 13.42 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 7.73 (dd, J =
1.0, 7.9 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 1.9, 7.5 Hz, 1H), 7.52 (td, J = 1.2, 7.4 Hz, 1H), 7.44 (td, J =
2.0, 7.6 Hz, 1H), 4.23 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 2.11 (dp, J = 6.7, 13.4 Hz, 1H), 0.99 (d, J = 6.7
Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.63, 164.11, 161.06, 151.99, 149.08, 137.98, 132.83,
131.62, 129.22, 127.71, 121.97, 118.96, 73.15, 27.27, 19.00.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-chlorpyrimidin-2-carboxylat 23a (VWK530)2%

C13H10CIN3O;4
291,69 g/mol
17,8 g 17 (65,0 mmol, 1,00 &q.), 17,9 g Triethylamin-Hydrochlorid (130 mmol, 2,00 &aq.)
und 3,29 g Triethylamin (32,5 mmol, 0,50 aq.) wurden in 130 ml Acetonitril suspendiert.
Die Suspension wurde mit 49,8 g POCI; (325 mmol, 5,00 aq.) versetzt und auf 80 °C
erwarmt. Nach 1 h wurde der Ansatz mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt und
anschlielRend langsam, portionsweise und unter Rihren auf 300 ml eiskalte gesattigte
NaHCOs-Losung gegeben (Achtung verzdgerte Gasentwicklung!). Nach vollstandiger
Zugabe wurde die Suspension abgesaugt und mit 100 ml gesattigter NaHCO3-Lésung und
100 ml Wasser gewaschen. Der Feststoff wurde in Dichlormethan geldst, die organische
Phase mit Brine gewaschen und mit Na>SO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Der Feststoff wurde unter

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 68%; 12,9 g (44,2 mmol), hellbrauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 142 °C.

HPLC: 12,300 min.; 99,5%

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.06 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 7.98 — 7.84 (m, 2H), 7.72
—7.41 (m, 3H), 4.05 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.42, 162.34, 150.01, 149.44, 148.56, 133.50,
133.02, 132.64, 129.40, 127.44, 53.84.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-2-phenyloxazolo[5,4-d]pyrimidin-5-carboxylat 25 (VWK375)%%

C13HgN3O3
255,23 g/mol
246 mg 3-Trifluormethylphenol (1,65 mmol, 1,1aq.) wurden in 3 ml Acetonitril gelost. Die
Lésung wurde auf 0 °C abgekuhlt und mit NaH (60% in Mineraldl) 67 mg (1,65 mmol, 1,1
aq.) versetzt. Nach 20 min. wurde 23a (1,50 mmol, 1,00 &g.) zur Suspension
hinzugegeben und die Reaktionslésung ohne Eisbad fur 2 h bei RT geruhrt. AnschlieRend
wurde die Suspension in 10 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde
mit je 10 ml 1 M HCI-Lésung, gesattigter NaCOs-Lésung und Brine gewaschen, mit
NaSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde mittels Flash-Chromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Der

Feststoff wurde unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 16%; 61 mg (0,24 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 188 °C

HPLC: 10,000 min.; 92,0%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 5 9.19 (s, 1H), 8.27 — 8.19 (m, 2H), 7.62 — 7.58 (m, 1H),
7.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 4.05 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 166.15, 165.58, 163.12, 151.15, 148.59, 134.91,
133.94, 129.51, 128.78, 125.14, 53.90 (d, J = 2.2 Hz).
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EXPERIMENTELLER TEIL

AAV6: Synthese der Pyrimidine 24a-e

1 mmol 23a und 2 mmol K,CO3 wurden in 5 ml DMF suspendiert. Die Suspension wurde
mit 1,1 mmol Thiol versetzt und auf 60 °C erwarmt. Nach 1 h wurde der Ansatz auf RT
abgekuhlt und mit 20 ml Ethylacetat verdinnt. Die organische Phase wurde mit 10 ml
Wasser und Brine gewaschen und mit Na>SOs getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wurde der Ruickstand mittels Flash-
Chromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt. Der Feststoff wurde unter

Olpumpenvakuum getrocknet.

Methyl-5-benzamido-4-(sec-butylthio)pyrimidin-2-carboxylat 24a (VWK514)

C17H1gN303S
345,42 g/mol

Hergestellt nach AAV6 aus 358 mg (1,23 mmol) 23a.
Ausbeute: 82%; 350 mg (1,01 mmol), hellgelbes Ol.
HPLC: 13,267 min.; 95,2 %.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.60 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.91 (dt, J = 1.1,
8.2 Hz, 2H), 7.64 — 7.60 (m, 1H), 7.54 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 4.28 (h, J = 6.8 Hz, 1H), 4.02 (d,
J = 1.0 Hz, 3H), 1.81 (ddh, J = 7.3, 14.1, 21.3 Hz, 2H), 1.49 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.06 (t, J
= 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.38, 163.58, 159.87, 150.54, 145.58, 133.26,
133.02, 132.21, 129.25, 127.39, 53.38, 43.86, 29.70, 20.66, 11.53.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(benzylthio)pyrimidin-2-carboxylat 24b (VWK268)

C2oH17N303S
379,43 g/mol

Hergestellt nach AAV6 aus 228 mg (0,601 mmol) 23a.
Ausbeute: 67%; 255 mg (0,672 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 141 °C.

HPLC: 13,217 min.; 98,2 %.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.57 (s, 1H), 7.90 — 7.85 (m, 2H), 7.83 (s, 1H), 7.60
(t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 7.2, 13.0 Hz, 4H), 7.32 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 7.3
Hz, 1H), 4.67 (s, 2H), 4.07 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.37, 163.44, 159.27, 150.50, 146.18, 136.21,
133.08, 133.06, 131.97, 129.62, 129.24, 128.85, 128.02, 127.40, 53.50, 34.98.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-((4-methoxybenzyl)thio)pyrimidin-2-carboxylat 24c

(VWK275)

(0]

e
NIN
(0]
|
C21H1gN304S
409,46 g/mol

O

Hergestellt nach AAV6 aus 500 mg (1,71 mmol) 23a.
Ausbeute: 68%; 479 mg (1,17 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 155 °C

HPLC: 13,117 min.; 98,0 %.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.57 (s, 1H), 7.87 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.83 (s, 1H),
7.60 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.51 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 4.64 (s, 2H), 4.07 (s, 3H), 3.78 (s, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.36, 163.50, 159.40, 159.34, 150.50, 146.09,
133.10, 133.07, 132.01, 130.88, 129.25, 128.05, 127.44, 114.25, 55.41, 53.54, 34.75.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(phenylthio)pyrimidin-2-carboxylat 24d (VK516)

5

C19H15N303S
365,41 g/mol

(@)

Hergestellt nach AAV6 aus 404 mg (1,39 mmol) 23a.
Ausbeute: 30%; 154 mg (0,421 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 151 °C

HPLC: 12,030 min.; 99,4%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.62 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.05 — 8.02 (m, 2H), 7.68 —
7.65 (m, 1H), 7.61 — 7.56 (m, 4H), 7.47 (dd, J = 1.8, 5.0 Hz, 3H), 3.80 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 165.89, 165.79, 162.90, 153.45, 152.77, 134.62, 132.82,
132.48, 131.41, 129.46, 129.35, 128.65, 127.97, 127.51, 52.82.

179



EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-(pyridin-2-ylthio)pyrimidin-2-carboxylat 24e (VWK560)

e

@) NH

X S X

| |
N.__N N =~

L

%

C1gH14N403S
366,39 g/mol

Hergestellt nach AAV6 aus 292 mg (1,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 68%; 248 mg (0,677 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 179 °C.

HPLC: 9,459 min.; 98,4%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.24 (s, 1H), 9.93 (s, 1H), 8.46 — 8.33 (m, 1H), 7.97
—7.88 (m, 2H), 7.72 (td, J = 1.9, 7.7 Hz, 1H), 7.69 — 7.64 (m, 1H), 7.62 — 7.57 (m, 1H),
7.50 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.24 (ddd, J = 1.1, 4.9, 7.4 Hz, 1H), 4.03 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.83, 163.10, 154.58, 154.08, 150.64, 150.33,
150.02, 138.37, 137.32, 133.22, 132.98, 129.08, 127.71, 127.30, 123.34, 53.64.
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EXPERIMENTELLER TEIL

AAV7: Synthese der Pyrimidine 25a-f>%"

1 mmol 23a wurde in 3 ml DMF gelést. Die Losung wurde mit 2 mmol DIPEA und 1,2 mmol
Amin versetzt und auf 110 °C erhitzt. Nach 16 h wurde der Ansatz auf RT abgekuhlt und
mit 20 ml Ethylacetat verdunnt. Die organische Phase wurde jeweils mit 10 ml 10%iger
Citronensaure-Losung, gesattigter NaxCOs-Lésung und Brine gewaschen. Das
Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie (n-Hexan/Ethylacetat) aufgereinigt.

Das Produkt wurde unter Olpumpenvakuum getrocknet.

Methyl-5-benzamido-4-(sec-butylamino)pyrimidin-2-carboxylat 25a (VWK434)

e

o} NHH
N

Y
X

%

C17H20N403
328,37 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 1,29 g (4,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 69%; 910 mg (2,77 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 164 °C

HPLC: 8,933 min.; 95,5%

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.50 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.89 — 7.76 (m, 2H), 7.51 —
7.41 (m, 1H), 7.38 — 7.28 (m, 2H), 6.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.21 (dq, J = 6.6, 8.1 Hz, 1H),
3.79 (s, 3H), 1.42 (pd, J = 2.7, 7.2 Hz, 2H), 1.05 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.81 (t, J = 7.4 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 167.59, 165.05, 156.91, 152.64, 149.26, 133.48,
132.30, 128.50, 127.74, 119.14, 53.14 (d, J = 2.1 Hz), 48.02, 29.41, 19.99, 10.38.

181



EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-4-((4-methoxybenzyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat 25b
(VWK171)

0]
I

D
(0]
C21H20N404

392,42 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 584 mg (2,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 44%; 248 mg (0,89 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 184 °C.

HPLC: 9,850 min.; 98,5%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.22 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7.82 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.44 (t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.87 (t, J = 5.2
Hz, 1H), 6.75 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.57 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.71 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 167.42, 164.43, 159.04, 156.88, 151.99, 148.51,
133.09, 132.52, 129.90, 129.59, 128.59, 127.85, 119.37, 114.02, 55.34, 53.31, 44.74.
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Methyl-5-benzamido-4-((thiophen-2-ylmethyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat
25c (VWK426)

C1gH16N403S
368,41 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 875 mg (3,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 70%; 711 mg (1,93 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 175 °C.

HPLC: 9,400 min.; 97,0%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 9.88 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.04 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.01
(d, J= 7.3 Hz, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.37 (dd, J = 1.2, 5.1
Hz, 1H), 7.11 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 3.5, 5.0 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 5.9 Hz, 2H),
3.87 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.06, 164.09, 156.91, 153.14, 150.77, 141.68, 133.69,
131.75, 128.15, 127.94, 126.40, 126.04, 125.03, 118.81, 52.31, 38.43.
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Methyl-5-benzamido-4-((3-methoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat 25d

(VWK418)
OE\;NH H
NSO
T
OIO

C2oH1gN404
378,39 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 875 mg (3,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 38%; 431 mg (1,14 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 220 °C

HPLC: 10,517 min.; 95,1%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.06 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.10 — 8.04 (m,
2H), 7.76 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 7.67 — 7.62 (m, 1H), 7.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.29 — 7.26 (m,
1H), 7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.65 (ddd, J = 1.0, 2.4, 7.9 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.79 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.34, 163.68, 159.36, 154.74, 152.20, 152.06, 140.11,
133.77, 131.85, 129.00, 128.20, 128.07, 119.92, 113.05, 109.15, 106.37, 54.89, 52.45.
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Methyl-5-benzamido-4-((3-(trifluormethoxy)phenyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat

25¢ (VWK421)
O7ONH

K\KN OCF,4
o;[clJ

C20H15F3N40O4
432,36 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 875 mg (3,00 mmol) 23a.
Ausbeute: 19%; 193 mg (0,45 mmol), rosa Feststoff.
Schmelzpunkt: 230 °C

HPLC: 12,817 min.; 97,3%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 10.10 (s, 1H), 9.38 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.19 — 8.12 (m,
1H), 8.11 — 8.04 (m, 2H), 7.78 = 7.72 (m, 1H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.58 (t, J = 7.6 Hz,
2H), 7.47 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 166.26, 163.47, 154.56, 152.63, 151.92, 148.47 — 148.30
(m), 140.65, 133.64, 131.92, 129.90, 128.23, 128.07, 120.21, 119.32, 114.93, 112.89 (d,
J=1.6 Hz), 52.46.

F NMR (565 MHz, DMSO-dj) d -56.61.
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Methyl-5-benzamido-4-((3,4-dimethoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-carboxylat

25f (VWK391)
O~ 'NH H
oo
N.__N -
I (6]
O

-

C21H20N4O5
408,41 g/mol

Hergestellt nach AAV7 aus 583 mg (1,80 mmol) 23a.
Ausbeute: 75%; 547 mg (1,34 mmol), griner Feststoff.
Schmelzpunkt: 230 °C (Zersetzung).

HPLC: 9,217 min; 96,9%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.01 (s, 1H), 9.08 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.10 — 8.04 (m,
2H), 7.79 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.16 (dd, J
=2.5,8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.40, 163.88, 155.00, 152.29, 152.13, 148.29, 144.89,
133.82, 132.39, 132.01, 128.35, 128.21, 119.57, 112.99, 111.78, 106.48, 55.74, 55.30,
52.60.
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AAVS8: Synthese der 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidine 30a-c?’" 270

1 mmol Lithiumcarboxylat (27a-¢) wurden in 5 ml einer frisch hergestellten 1 M NaOH-
Lésung suspendiert. Die Suspension wurde zum Ruckfluss erhitzt und der Umsatz der
Reaktion alle 90 min. mittels HPLC kontrolliert. Nachdem 90% Umsatz erreicht wurde (5-
9 h) wurde die Reaktionslésung auf RT abgekihlt, mit 5 ml Wasser und 10 ml Ethanol
verdinnt und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Der pH der Suspension wurde mit
konzentrierter HCI-L6sung auf 1 eingestellt und die Losung anschlielend mit 1,5 mmol
NaNO., gelost in 1 ml Wasser, versetzt. Die Losung wurde 10 min. bei 0 °C weitergerihrt
und anschlieRend auf RT aufgewarmt. Nach 5 h wurde der Ansatz mit 40 ml Wasser
verdinnt und drei Mal mit 20 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde
mit 20 ml 1 M HCI-Lésung und Brine gewaschen und mit Na;SO. getrocknet. Nach
Entfernen des Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt aus n-
Hexan/Ethylacetat umkristallisiert. Nach absaugen des Losungsmittels wurde das Produkt

unter Olpumpenvakuum getrocknet.

3-(sec-Butyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carbonsdure 30a (VWK451)

X

O~ "OH

CoH11N502
221,22 g/mol

Hergestellt nach AAV8 aus 761 mg (2,38 mmol) 26n.
Ausbeute: 49%; 257 mg (1,16 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 150 °C

HPLC: 6,633 min.; 96,0%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.52 (s, 1H), 9.81 (s, 1H), 5.33 — 5.24 (m, 1H), 2.28
(ddt, J = 7.4, 14.7, 15.9 Hz, 1H), 2.19 — 2.09 (m, 1H), 1.78 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.86 (t, J =
7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 162.22, 152.21, 151.39, 150.23, 136.14, 57.76, 29.50,
20.39, 10.69.
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3-(3-Methoxyphenyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carbonsaure 30b

(VWK509)
N:N\ O—
| X
N__N
IOH
C42HgN503

271,24 g/mol

(0]

Hergestellt nach AAV8 aus 350 mg (0,5 mmol) 260.
Ausbeute: 69%; 177 mg (0,653 mmol), hellgrauer Feststoff
Schmelzpunkt: 199 °C

HPLC: 8,627 min.; 95,8%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 14.00 (s, 1H), 9.99 (s, 1H), 7.80 — 7.73 (m, 2H), 7.67 —
7.62 (m, 1H), 7.22 — 7.17 (m, 1H), 3.89 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 162.47, 160.37, 158.63, 155.45, 150.50, 142.94, 142.23,
136.00, 133.65, 122.67, 73.73, 73.24, 56.04, 42.61, 34.65, 28.36, 27.45, 19.17, 18.86,
9.54.
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3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carbonséaure
30c (VWK397)

N:N\ 00—

N
OH

C13H11N504

301,26 g/mol

O

Hergestellt nach AAV8 aus 400 mg (1,00 mmol) 26p.
Ausbeute: 54%; 163 mg (0,541 mmol), brauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 209 °C (Zersetzung)

HPLC: 7,650 min.; 98,0%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 13.94 (s, 1H), 9.97 (s, 1H), 7.67 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.65
(dd, J = 2.4, 8.5 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.87 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.30, 155.06, 152.64, 149.56, 149.25, 148.73, 135.83,
127.71, 115.16, 111.99, 106.94, 55.88.
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AAV9: Synthese der Pyrimidine 27e-h, 31a-r, 33, 34a-d, 36 und 42a-b>*

1,1 mmol Amin, 1 mmol Carbonsaure oder Lithiumcarboxylat und 1,1 mmol HATU wurden
in 3 ml trockenem DMF gel6st. Die Losung wurde mit 2 mmol DIPEA versetzt und bei RT
geruhrt. Nach 24 h wurde der Ansatz mit 20 ml Ethylacetat verdinnt. Die organische
Phase wurde mit jeweils 10 ml gesattigter Na-COs-Lésung und Brine gewaschen, mit
Na SO. getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde, wenn nicht anderes beschrieben, mittels Flash-Chromatographie
(CH2CIl2/MeOH) und im Fall der Pyrimidine 31q und 31v  mittel
Umkehrphasenchromatographie (Acetonitri/Wasser, 0,1% TFA) aufgereinigt. Nach

Entfernen des Lésungsmittels wurde das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet.

N-(4-iso-Butoxy-2-(4-methylpiperazin-1-carbonyl)pyrimidin-5-yl)benzamid

27e (VWK306)

° g \)\
N
N__N

N(\NIO

C21H27N503
397,48 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 420 mg (1,33 mmol) 26a.
Ausbeute: 71%; 377 mg (0,948 mmol), hellgelbes Ol.
HPLC: 8,767 min.; 99,7%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.02 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.00 — 7.92 (m, 2H), 7.67 —
7.61 (m, 1H), 7.57 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 4.18 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 3.54 (s, 4H), 3.17 (s, 2H),
3.06 (s, 2H), 2.73 (s, 3H), 2.69 (s, 1H), 2.06 (hept, J = 6.7 Hz, 1H), 0.97 (d, J = 6.7 Hz,
6H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 165.88, 163.98, 162.42, 156.15, 150.98, 133.59, 132.20,
128.64, 127.78, 120.92, 73.01, 52.88, 52.38, 43.70, 42.82, 38.75, 38.26, 27.33, 18.90.
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tert-Butyl 4-(5-benzamido-4-iso-butoxypyrimidin-2-carbonyl)piperazin-1-carboxylat
27f (VWK307)

Ca5H33N505
483,57 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 410 mg (1,30 mmol) 26a.
Ausbeute: 60%; 380 mg (0,786 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 162 °C.

HPLC: 14,617 min.; 98,0%.

H NMR (600 MHz, Methanol-ds) & 9.14 (s, 1H), 7.98 (dd, J = 1.3, 8.3 Hz, 2H), 7.67 — 7.64
(m, 1H), 7.58 (dd, J = 7.1, 8.3 Hz, 2H), 4.32 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.81 — 3.77 (m, 2H), 3.60
(t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.54 — 3.49 (m, 2H), 3.46 (dd, J = 3.4, 6.7 Hz, 2H), 2.19 (hept, J = 6.7
Hz, 1H), 1.50 (s, 9H), 1.07 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Methanol-ds) & 168.70, 166.82, 163.36, 157.46, 156.19, 150.34,
134.87, 133.60, 129.87, 128.72, 122.68, 81.75, 75.13, 47.74, 42.94, 28.98, 28.59, 19.38.
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N-(4-iso-Butoxy-2-(morpholin-4-carbonyl)pyrimidin-5-yl)benzamid 27g (VWK294)

N
o_J
C20H24N404
384,44 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 378 mg (1,20 mmol) 26a.
Ausbeute: 52%; 241 mg (0,627 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 174 °C.

HPLC: 11,400 min.; 99,6%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 9.64 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.95 — 7.79 (m, 2H), 7.61
(t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 4.33 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 3.81 (d, J = 2.3 Hz,
4H), 3.70 (s, 2H), 3.47 (s, 2H), 2.18 (hept, J = 6.8 Hz, 1H), 1.06 (d, J = 6.6 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.47, 164.68, 159.20, 154.33, 144.44, 133.56,
132.82, 129.24, 127.26, 121.96, 74.34, 66.99, 66.75, 47.60, 42.48, 27.97, 19.33.

192



EXPERIMENTELLER TEIL

N-(2-(1,1-Dioxidothiomorpholin-4-carbonyl)-4-iso-butoxypyrimidin-5-yl)benzamid
27h (VWK293)

C20H24N405S
432,49 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 210 mg (0,666 mmol) 26a.
Ausbeute: 63%; 180 mg (0,416 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 212 °C.

HPLC: 11,233 min.; 99,8%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 9.60 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.92 — 7.73 (m, 2H), 7.57
(t, J=7.3 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 4.25 (d, J = 37.0 Hz, 4H), 3.89 (s, 2H), 3.29 —
3.05 (m, 4H), 2.15 (s, 1H), 1.02 (d, J = 5.0 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.43, 164.65, 159.15, 153.05, 144.17, 133.31,
132.87,129.21, 127.21, 122.51, 74.49, 52.12, 40.78, 27.89, 19.27.
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5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(4-iso-butoxy-2-(methylcarbamoyl)pyrimidin-5-
yl)pyrimidin-2-carboxamid 31a (VWK498)

¢
of (N HN—
—N  HN
HN{ 27— \ N/HO
N O
o

C26H31N705
521,58 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 1,35 g (6,03 mmol) 28a. Das Produkt wurde mittels

Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat aufgereinigt.
Ausbeute: 72%; 2,27 g (4,35 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 262 °C.

HPLC: 15,200 min.; 98,4%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.34 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
7.92 —7.82 (m, 2H), 7.69 — 7.49 (m, 3H), 5.63 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 6.6 Hz, 2H),
3.05 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.24 (hept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.86 (dq, J = 7.4, 14.7 Hz, 2H), 1.47
(d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.13 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.04 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.58, 162.95, 160.32, 159.41, 159.05, 151.50,
150.10, 144.33, 144.10, 133.62, 132.96, 129.33, 127.28, 123.89, 122.80, 76.87, 74.17,
29.07, 28.19, 26.61, 19.51, 19.33, 9.69.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2sH31NsOs+H*] m/z: 522,2459; gef.: 522,2465
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5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-
butoxypyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 31b (VWK141)

S

N
7\
O TS
N ©
(0]
C29H35Ng0O5
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 563 mg (2,00 mmol) 28b.
Ausbeute: 55%; 640 mg (1,11 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 178 °C

HPLC: 11,859 min.; 96,8%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.31 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.38 (d, J =
5.4 Hz, 2H), 7.90 — 7.84 (m, 2H), 7.66 — 7.59 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m, 2H), 5.62 (h, J = 6.2
Hz, 1H), 4.44 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.63 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.69 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.40 (s,
6H), 2.22 (dt, J = 6.8, 13.5 Hz, 1H), 1.91 — 1.74 (m, 2H), 1.46 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.11 (d,
J = 6.8 Hz, 6H), 1.02 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.57, 162.63, 160.24, 159.11, 158.89, 151.24,
149.91, 144.29 (d, J = 6.2 Hz), 133.44, 132.95, 129.28, 127.22, 123.80, 122.74, 74.12,
58.04, 45.99, 45.17, 37.07, 28.99, 28.07, 19.48, 19.28, 9.72, 8.80.

HR-MS (ESI+): ber. flir [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3037
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5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-
yl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxamid 31¢ (VWK291)

§ é e
@_I%N‘%;:»—I%: _NHO
(o]

C29H3gNgO5
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 958 mg (3,20 mmol) 28c.
Ausbeute: 64%; 1,18 g (2,04 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 174 °C.

HPLC: 12,133 min.; 97,1%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 10.26 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.41 (s, 2H),
7.88(d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.62 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.55 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 5.56 (h, J = 5.9
Hz, 1H), 4.50 — 4.42 (m, 2H), 3.67 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.78 (s, 2H), 2.47 (s, 6H), 2.25
(hept, J = 6.7, 13.5 Hz, 1H), 1.84 (dtd, J = 7.0, 14.0, 44.1 Hz, 2H), 1.46 (d, J = 6.2 Hz, 3H),
1.11 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.04 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.49, 162.79, 160.17, 159.11, 158.68, 151.14,
149.93, 144.49, 144.36, 133.38, 133.01, 129.32, 127.20, 123.68, 122.90, 76.45, 74.31,
57.99, 45.06, 36.86, 29.03, 28.06, 19.37, 9.62.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3043
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5-Benzamido-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-butoxypyrimidin-5-
yl)-4-propoxypyrimidin-2-carboxamid 31d (VWK260)

§ j%:N HN—/_N<
N HN /_\H
atetahl

C2gH3sNgO5
564,65 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28b.
Ausbeute: 64%; 96 mg (0,17 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 270 °C.

HPLC: 11,583 min.; 96,3%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.33 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.77 (s, 1H),
8.39 (s, 1H), 7.91 — 7.85 (m, 2H), 7.66 — 7.48 (m, 3H), 4.64 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 4.50 (d, J
= 6.5 Hz, 2H), 3.86 (s, 2H), 3.11 (s, 2H), 2.72 (s, 6H), 2.23 (hept, J = 6.9, 7.5 Hz, 1H), 1.95
(h, J = 7.2 Hz, 2H), 1.16 — 1.06 (m, 9H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.57, 163.14, 160.17, 159.16, 159.02, 150.73,
149.89, 144.48, 144.23, 133.36, 132.99, 129.28, 127.24, 123.68, 122.96, 74.47, 70.05,
58.07, 44.49, 35.99, 28.13, 22.20, 19.32, 10.56.

HR-MS (ESI+): ber. fuir [C2sH3sNsOs+H*] m/z: 565.2881; gef.: 565,2881

197



EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-butoxypyrimidin-5-
yl)-4-iso-propoxypyrimidin-2-carboxamid 31e (VWK370)

‘g
‘% waved ‘
@_I%\N _N\HO N O
o

C2gH36NgO5
564,65 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28b.
Ausbeute: 24%; 32 mg (0,056 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 193 °C

HPLC: 11,700 min.; 97,3%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.24 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 9.72 (s, 1H), 8.31 (s, 1H),
8.18 (s, 1H), 7.83 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.57 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 5.77
—5.64 (m, 1H), 4.37 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.51 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.50 (s, 2H), 2.25 (s, 6H),
2.16 (dp, J = 6.6, 13.2 Hz, 1H), 1.45 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.05 (d, J = 6.6 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Methanol-ds) & 168.06, 164.45, 161.69, 161.26, 160.44, 152.28,
151.22, 147.69, 145.08, 134.56, 133.69, 129.86, 128.74, 125.13, 123.81, 75.51, 73.60,
59.03, 45.40, 38.13, 29.21, 22.10, 19.59.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2sH3sNsOs+H*] m/z: 565,2881; gef.: 565,2884
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-butoxypyrimidin-5-
yl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxamid 31f (VWK255)

4§ j%/:l\l\ HN—/_N<
MN{:A: %
0]

Ca9H3NgOs5
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28b.
Ausbeute: 18%; 28 mg (0,0484 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 209 °C.

HPLC: 12,300 min.; 95,5%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.33 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.42 (s, 2H),
7.92 — 7.86 (m, 2H), 7.69 — 7.50 (m, 3H), 4.46 (dd, J = 5.1, 6.6 Hz, 4H), 3.68 (g, J = 5.9
Hz, 2H), 2.77 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.47 (s, 6H), 2.24 (dpd, J = 4.5, 6.7, 13.3 Hz, 2H), 1.11
(dd, J = 4.6, 6.7 Hz, 12H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.39, 162.62, 160.09, 159.14, 159.01, 151.07,
149.83, 144.24, 144.00, 133.25, 132.90, 129.22, 127.07, 123.60, 122.65, 74.23, 74.08,
57.95, 44.96, 36.76, 27.99, 27.93, 19.23, 19.19.

HR-MS (ESI+): ber. fuir [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3040
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-
(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 319
(VWK278)

C29H38NgO5
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 563 mg (2,00 mmol) 28c.
Ausbeute: 30%, 350 mg (0,605 mmol), brauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 160 °C

HPLC: 11,833 min.; 95,4%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds)  10.20 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 10.00 (s, 1H), 9.52 (s, 1H), 9.18
(s, 1H), 8.91 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.01 — 7.91 (m, 2H), 7.69 — 7.62 (m, 1H), 7.61 — 7.55 (m,
2H), 5.49 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 5.40 (hept, J = 6.2 Hz, 1H), 3.53 (g, J = 6.1 Hz, 2H), 2.93 (s,
2H), 2.58 (s, 6H), 1.85 — 1.72 (m, 4H), 1.46 — 1.34 (m, 6H), 0.98 (dtd, J = 2.7, 7.4, 10.1
Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 165.98, 162.06, 161.14, 159.76, 158.69, 151.47, 151.05,
149.86, 143.97, 133.47, 132.31, 128.63, 127.91, 123.18, 122.28, 75.53, 56.80, 43.70,
35.70, 28.30, 28.29, 19.07, 19.06, 18.94, 18.92, 9.52, 9.51, 9.36.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3046
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butylamino)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-
butoxypyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 31h (VWK372)

C29H39NgO4
577,69 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28b.
Ausbeute: 29%; 45 mg (0,0779 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 135 °C.

HPLC: 7,867 min.; 95,9%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 8 10.20 (s, 1H), 9.98 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.55 (s, 1H),
8.33 (s, 1H), 7.91 (d, J=7.7 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.29 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.80
(d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.37 — 4.30 (m, 2H), 4.25 (dq, J = 6.9, 13.1 Hz, 1H), 3.54 (d, J = 5.9
Hz, 2H), 2.60 — 2.54 (m, 2H), 2.32 (s, 6H), 2.15 (dh, J = 6.6, 13.4 Hz, 1H), 1.53 (qt, J =
6.7, 13.8 Hz, 2H), 1.17 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 167.85, 162.66, 161.86, 158.93, 156.27, 152.28,
150.96, 149.86, 144.53, 133.88, 132.03, 128.36, 128.06, 122.77, 119.96, 74.29, 57.84,
48.38, 45.34, 37.36, 29.57, 27.99, 20.29, 19.27, 10.66.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2oH39NeO4+H*] m/z: 578.3198; gef.: 578,3196
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-(5-(5-Benzamido-4-(sec-butylthio)pyrimidin-2-carboxamido)-4-iso-

butoxypyrimidin-2-carboxamido)-N,N-dimethylethan-1-aminiumtrifluoracetat 31i

(VWK517)

/
(0] NeTFA
S —N HN—/_ \
=N HN \ /H
HN— ) N O
atats!
(0]
C31H39F3NgO06S
708,76 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 141 mg (0,50 mmol) 28b.
Ausbeute: 27%, 96 mg (0,135 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 103 °C

HPLC: 12,158 min.; 95,2%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.45 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 9.52 (s, 1H),
9.12 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.06 — 7.98 (m, 2H), 7.66 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.58 (t,
J=7.6 Hz, 2H), 4.39 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 4.11 (h, J = 6.6 Hz, 1H), 3.66 (g, J = 6.0 Hz, 2H),
3.32 (q, J = 5.3 Hz, 2H), 2.87 (d, J = 3.4 Hz, 6H), 2.15 (dp, J = 6.7, 13.3 Hz, 1H), 1.79 —
1.71 (m, 2H), 1.43 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds)  167.57, 165.73, 162.40, 159.93, 159.35, 158.17, 152.87,
152.55, 151.50, 144.67, 132.94, 132.42, 131.77, 128.63, 127.94, 122.16, 73.32, 55.97,
42.59, 41.33, 34.67, 28.76, 27.46, 20.29, 18.86, 11.23.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H3sN4O4S+H*] m/z: 595.2809; gef.: 595,2809
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-
yl)-4-(2-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxamid 31j (VWK258)

C32H42NgOg
634,74 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28c.
Ausbeute: 56%; 95 mg (0,15 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 272 °C (Zersetzung)

HPLC: 10,883 min.; 98,8 %

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.29 (s, 1H), 9.76 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 8.81 (t, J = 6.0
Hz, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.92 — 7.82 (m, 2H), 7.58 (dt, J = 7.5, 49.2 Hz, 3H), 5.70 (h, J = 6.2
Hz, 1H), 4.77 — 4.69 (m, 2H), 3.97 (dd, J = 3.7, 11.3 Hz, 2H), 3.89 (tq, J = 7.1, 14.8 Hz,
2H), 3.38 (td, J = 2.0, 11.8 Hz, 2H), 3.18 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.77 (s, 6H), 2.77 (s, 6H), 1.92
—1.67 (m, 7H), 1.46 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.42 (td, J = 3.9, 12.0 Hz, 2H), 1.05 (t, J = 7.4 Hz,
3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.55, 163.26, 160.08, 159.04, 158.62, 150.64,
149.97, 144.60, 144.38, 133.35, 133.05, 129.28, 127.22, 123.58, 123.11, 76.59, 67.94,
66.35, 58.02, 44.37, 35.82, 35.75, 33.18, 32.55, 29.02, 19.46, 9.57.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C32H42NsOs+H*] m/z: 635,3300; gef.: 635,3299
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-
yl)-4-(2-(pyridin-4-yl)ethoxy)pyrimidin-2-carboxamid 31k (VWK252)

C32H37NgO5
627,71 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28c.
Ausbeute: 30%; 50 mg (0,0797 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 263 °C

HPLC: 7,733 min.; 98,0%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 10.29 (s, 1H), 9.76 (s, 2H), 8.59 — 8.53 (m, 2H), 8.40
—8.32(m, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.76 — 7.68 (m, 2H), 7.67 — 7.59 (m, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H),
7.30 — 7.22 (m, 2H), 5.54 (h, J = 6.1 Hz, 1H), 4.97 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.62 (q, J = 5.8 Hz,
2H), 3.22 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.39 (s, 6H), 1.95 — 1.68 (m, 2H),
1.45 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.03 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.51, 162.58, 159.97, 158.71, 158.66, 151.38,
150.35, 149.97, 146.53, 144.56, 144.48, 133.16, 129.30, 127.16, 124.29, 123.62, 122.77,
76.36, 67.05, 58.03, 45.20, 37.06, 34.57, 28.98, 19.34, 9.59.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C32H37NeOs+H*] m/z: 628,2990; gef.: 628,2996

204



EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-
yl)-4-(3-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-carboxamid 311 (VWK262)

? ‘.
HN_/_\

N
C34H4oNgOg
656,74 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28c.
Ausbeute: 29%; 50 mg (0,0761 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 277 °C

HPLC: 12,517 min.; 98,7%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.28 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.81 (s, 1H),
8.23 (s, 1H), 7.75 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.23
(t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.80 (dd, J = 2.5, 8.3 Hz, 1H),
5.68 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.90 (td, J = 3.6, 6.4 Hz, 2H), 3.89 (qd, J = 7.2, 14.7 Hz, 2H), 3.75
(s, 3H), 3.17 (t, J = 6.4 Hz, 4H), 2.78 (s, 6H), 1.80 (dhept, J = 7.2, 28.9 Hz, 2H), 1.43 (d, J
= 6.1 Hz, 3H), 1.03 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.46, 163.31, 160.10, 160.06, 158.74, 158.63,
150.61, 149.80, 144.55, 144.32, 139.06, 133.15, 132.93, 129.90, 129.19, 127.29, 123.71,
123.13, 121.20, 114.98, 112.01, 76.61, 68.36, 57.98, 55.28, 44.35, 35.81, 35.23, 28.99,
19.43, 9.57.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C34H4oNsOs+H"] m/z: 657.3144; gef.: 657,3129
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-
yl)-4-((4-methoxybenzyl)thio)pyrimidin-2-carboxamid 31m (VWK284)

/

HN—/_ \
HN
: HN
Ca3H3gNgO05S
658,79 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 75 mg (0,267 mmol) 28c.
Ausbeute: 36%; 63 mg (0,0956 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 180 °C.

HPLC: 11,467 min.; 98,8%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 5 10.30 (s, 1H), 9.81 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 8.40 (s, 1H),
7.95 (s, 1H), 7.92 — 7.86 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.41 (d,
J = 8.6 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.56 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 4.3 Hz, 2H),
3.78 (s, 3H), 3.65 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.71 (s, 2H), 2.42 (s, 6H), 1.86 — 1.67 (m, 2H), 1.40
(d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.50, 162.69, 160.21, 159.94, 159.59, 158.71,
151.35, 151.11, 146.16, 144.61, 133.14, 133.00, 131.82, 130.82, 129.26, 127.45, 127.05,
122.81, 114.45, 76.47, 58.01, 55.42, 45.16, 37.01, 35.00, 29.01, 19.43, 9.67.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C33H3sNsOsS+H*] m/z: 659.2759; gef.: 659,2751
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl-(4-((5-benzamido-2-((4-(sec-butoxy)-2-((2-
(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)carbamoyl)pyrimidin-4-
yl)oxy)butyl)carbamat 31n (VWK503)

Boc,
NH

S
0 N
o (N HN—/_\
—N  HN
HN{H AV
atavy
o)

C34H47NgO7
693,81 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 150 mg (0,533 mmol) 28c.
Ausbeute: 82%; 304 mg (0,438 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 109 °C

HPLC: 12,354 min.; 96,7%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.27 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 9.72 (s, 1H), 8.50 (s, 1H),
8.42 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 7.94 — 7.86 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz,
2H), 5.53 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H), 4.69 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.70 (d, J = 5.8 Hz,
2H), 3.25 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 2.87 (s, 2H), 2.55 (s, 6H), 1.95 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.88 —
1.75 (m, 2H), 1.70 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.43 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.39 (s, 9H), 1.02 (t, J =
7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.84, 162.95, 160.18, 159.13, 158.65, 156.20,
150.97, 149.87, 144.76, 144.42, 133.38, 132.94, 129.25, 127.42, 123.74, 122.92, 79.39,
77.36, 68.22, 57.99, 44.94, 40.23, 36.69, 28.97, 28.49, 26.92, 25.88, 19.32, 9.54.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C34H47zNeO7+H*] m/z: 694.3671; gef.: 694,3675
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl-3-(2-((5-benzamido-2-((4-(sec-butoxy)-2-((2-
(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)carbamoyl)pyrimidin-4-
yl)oxy)ethyl)-1H-indol-1-carboxylat 310 (VWKG603)

N/Boc

S

0 N

o} {N\ HN—/_ \
—N  HN —
HN{N/HO =N ©

0]

C40H47NgO7
765,8720 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 211 mg (0,75 mmol) 28c
Ausbeute: 29%; 165 mg (0,215 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 129 °C.

HPLC: 14,750 min.; 97,4%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 11.57 (s, 1H), 10.31 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 9.78 (s, 1H),
8.87 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.68 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.60 (t, J = 8.2
Hz, 2H), 7.55 (s, 1H), 7.50 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.18 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 5.54 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.99 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 3.98 — 3.89 (m, 2H), 3.46 (t, J = 5.3
Hz, 2H), 3.32 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.98 (s, 6H), 1.79 — 1.69 (m, 2H), 1.63 (s, 9H), 1.37 (d, J
= 6.2 Hz, 3H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.62, 163.94, 161.37, 160.87, 160.19, 158.83,
158.76, 149.85, 149.74, 149.56, 144.55, 143.79, 135.53, 133.09, 132.95, 130.47, 129.29,
127.26, 124.93, 123.90, 123.68, 123.40, 122.93, 118.73, 116.34, 115.61, 84.09, 77.36,
67.69, 57.58, 44.08, 35.57, 28.81, 28.28, 24.71, 19.08, 9.32.

HR-MS (ESI+): ber. flr [C40H47NoO7+H*] m/z: 766,3671; gef.: 766,3679
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(2-(1,1-dioxidothiomorpholin-4-carbonyl)-4-iso-

butoxypyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 31p (VWK305)

CagH35N707S
625,70 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 65 mg (0,198 mmol) 28g.
Ausbeute: 96%; 119 mg (0,190 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 171 °C

HPLC: 14,683 min.; 96,1%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.32 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 8.40 (s, 1H),
7.97 — 7.84 (m, 2H), 7.70 — 7.62 (m, 1H), 7.57 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 5.63 (h, J = 6.2 Hz, 1H),
4.34 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 4.29 (s, 2H), 3.97 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.28 — 3.15 (m, 4H), 2.22
(hept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.94 — 1.79 (m, 2H), 1.48 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.12 (d, J = 6.7 Hz,
6H), 1.04 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.62, 164.67, 160.32, 159.52, 159.02, 153.15,
149.69, 144.07, 143.55, 133.43, 133.05, 129.34, 127.28, 123.98, 122.35, 74.55, 52.61,
52.15, 45.59, 40.87, 29.02, 28.06, 19.51, 19.28, 9.77.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H3sN707S+H*] m/z: 626.2391; gef.: 626,2385
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(4-iso-butoxy-2-(4-methylpiperazin-1-
carbonyl)pyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 31q (VWK319)

e
a2

C30H3sNgOs
590,69 g/mol

0
—N NH
NH \ /H
< >—< N 0]
O

Hergestellt nach AAV9 aus 101 mg (0,344 mmol) 28d.
Ausbeute: 82%; 167 mg (0,283 mmol), hellbrauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 176 °C.

HPLC: 11,917 min.; 96,0%.

H NMR (600 MHz, Methanol-ds) 8 9.57 (s, 1H), 9.40 (s, 1H), 8.00 — 7.88 (m, 2H), 7.65 —
7.60 (m, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 2H), 5.57 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 1.1, 6.6 Hz, 2H),
3.83 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.52 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 5.1
Hz, 2H), 2.40 (s, 3H), 2.22 (hept, J = 6.7, 13.4 Hz, 1H), 1.98 — 1.80 (m, 2H), 1.49 (d, J =
6.2 Hz, 3H), 1.12 (dd, J = 1.1, 6.8 Hz, 6H), 1.06 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Methanol-ds) & 168.38, 166.47, 162.02, 161.97, 160.84, 156.11,
151.70, 148.52, 145.75, 134.79, 133.70, 129.89, 128.77, 125.12, 122.78, 78.01, 75.44,
55.86, 55.23, 47.41, 45.82, 42.51, 29.83, 29.12, 19.85 — 18.98 (m), 10.02.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3H3sNsOs+H*] m/z: 591,3038; gef.: 591,3037
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EXPERIMENTELLER TEIL

tert-Butyl-4-(5-(5-benzamido-4-(sec-butoxy)pyrimidin-2-carboxamido)-4-iso-
butoxypyrimidin-2-carbonyl)piperazin-1-carboxylat 31r (VWK318)

NHL N O
\ N O
O
C34H44NgO7
676,78 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 81 mg (0,213 mmol) 28e.
Ausbeute: 49%; 70 mg (0,103 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 124 °C.

HPLC: 17,800 min.; 97,0 %

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 10.25 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
7.93 — 7.86 (m, 2H), 7.66 — 7.61 (m, 1H), 7.56 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 5.62 (h, J = 6.2 Hz, 1H),
4.32(d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.79 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.47 (s, 4H), 2.20
(hept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.93 — 1.79 (m, 2H), 1.50 — 1.44 (m, 12H), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 6H),
1.03 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.60, 165.09, 160.42, 159.07, 158.86, 154.66,
154.54, 149.83, 144.56, 144.39, 133.44, 132.95, 129.28, 127.25, 123.88, 121.69, 80.45,
76.88, 74.15, 46.90, 42.15, 28.98, 28.47, 28.01, 19.44, 19.27, 9.71.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C34H44NsO7+H*] m/z: 677,3406; gef.: 677,3403
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EXPERIMENTELLER TEIL

4-(sec-Butoxy)-2-((2-((2-(dimethylammonio)ethyl)carbamoyl)-4-iso-
butoxypyrimidin-5-yl)carbamoyl)pyrimidin-5-aminiumbistrifluoracetat 33 (VWK506)

Ca6H36FsNgOg
702,61 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 141 mg (0,5 mmol) 28b.
Ausbeute: 18%; 62 mg (0,088 mmol).
Schmelzpunkt: 147 °C.

HPLC: 9,389 min.; 98,7%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.07 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 9.07 (t, J = 6.1
Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 5.69 (s, 3H), 5.29 (h, J = 6.1 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 3.64
(g, J = 5.9 Hz, 2H), 3.31 (q, J = 5.1 Hz, 2H), 2.86 (d, J = 4.4 Hz, 6H), 2.14 (hept, J = 6.8
Hz, 1H), 1.84 — 1.66 (m, 2H), 1.35 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.05 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.95 (t, J
= 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 162.47, 160.37, 158.63, 155.45, 150.50, 142.94, 142.23,
136.00, 133.65, 122.67, 73.73, 73.24, 56.04, 42.61, 34.65, 28.36, 27.45, 19.17, 18.86,
9.54.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C22H3aNsO4+H"] m/z: 475.2776; gef.: 475.2777
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EXPERIMENTELLER TEIL

N-(4-(sec-Butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carboxamid 34a (VWK400))

/| ©

o) §7
oo
NN ACN>_H§N—/_\
1 —N HN

N{/H \N/ 0

C26H32N1005
564,61 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 108 mg (0,383 mmol) 28c.
Ausbeute: 33%; 71 mg (0,126 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 200 °C

HPLC: 9,617 min.; 98,9%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.45 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.46 (s, 1H), 8.64 (t, J= 5.8
Hz, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 2H), 7.31 — 7.27 (m, 1H), 5.44 (h, J = 6.1 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H),
3.88 (s, 3H), 3.39 — 3.35 (m, 2H), 2.43 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.20 (s, 6H), 1.80 — 1.68 (m,
2H), 1.37 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 161.46, 159.53, 158.98, 154.07, 152.79, 152.22, 149.75,
149.36, 148.98, 144.80, 136.12, 127.48, 121.93, 115.40, 111.92, 107.23, 75.62, 57.74,
55.91, 45.09, 37.02, 28.23, 18.93, 9.27.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C26H32N100s+H*] m/z: 565,2630; gef.: 565,2632
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-(4-(sec-Butoxy)-5-(3-(sec-butyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-
carboxamido)pyrimidin-2-carboxamido)-N,N-dimethylethan-1-
aminiumtrifluoracetat 34b (VWK474)

S S
Q N+TFA
NN {N\ an— N
\l N HN )—<
=N 0

C24H33F3N1005
598,59 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 141 mg (0,50 mmol) 28c.
Ausbeute: 44%; 133 mg (0,222 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 98 °C

HPLC: 9,642 min.; 95,3%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 12.35 (s, 1H), 10.62 — 10.34 (m, 1H), 9.76 (s, 1H),
9.62 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 5.59 (s, 1H), 5.20 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 3.89 (s, 2H), 3.38 (s, 2H),
2.89 (s, 6H), 2.23 (dp, J = 15.1, 7.5 Hz, 1H), 2.09 (dp, J = 14.0, 7.1 Hz, 1H), 1.87 — 1.76
(m, 2H), 1.74 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.45 — 1.34 (m, 3H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.81 (t, J =
7.3 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 163.43, 159.73, 158.90, 153.67, 151.72, 151.14,
149.92, 145.04, 136.22, 122.92, 58.13, 57.86, 46.27, 44.48, 36.11, 29.47, 29.00, 20.31,
19.36, 10.76, 9.41.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C22H32N1003+H*] m/z: 485,2732; gef.: 485,2736
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EXPERIMENTELLER TEIL

N-(4-(sec-Butoxy)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)-3-(3-
methoxyphenyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carboxamid 34c (VWK513)

?H{Mfi

C25H30N 1004
534,58 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 141 mg (0,5 mmol) 28c.
Ausbeute: 47%; 126 mg (0,236 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 176 °C

HPLC: 10,536 min.; 99,0%.

H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 10.44 (s, 1H), 10.11 (s, 1H), 9.47 (s, 1H), 8.65 (t, J = 5.8
Hz, 1H), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.75 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 7.66 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.23
(dd, J = 2.5, 8.4 Hz, 1H), 5.45 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.38 (q, J = 6.4 Hz, 2H),
2.44 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.21 (s, 6H), 1.82 — 1.70 (m, 2H), 1.39 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.95 (t,
J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) d 161.44, 160.05, 159.48, 158.97, 154.18, 152.86, 152.22,
148.97, 144.81, 136.40, 135.77, 130.91, 121.89, 114.78, 114.21, 108.29, 75.64, 57.72,
55.66, 45.06, 36.99, 28.22, 18.91, 9.32.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C2sH30N1004+H*] m/z: 535.2524; gef.: 535,2526
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(sec-Butyl)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-butoxypyrimidin-5-
yl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5-carboxamid 34d (VWK505)

o
o N

NN —{jN>—H§N_/_ \
—N HN

\l \ /)

N{N/)—Qo N O

C22H32N1003
484,57 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 150 mg (0,533 mmol) 28b.
Ausbeute: 30%; 78 mg (0,161 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 205 °C

HPLC: 9,847 min.; 96,0%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 5 10.58 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 8.42 (s, 1H),
5.30 — 5.23 (m, 1H), 4.50 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.65 (q, J = 5.8 Hz, 2H), 2.71 (s, 2H), 2.42
(s, 6H), 2.35 — 2.22 (m, 3H), 2.18 —=2.11 (m, 1H), 1.15 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.87 (t, J = 7.4
Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 162.53, 159.63, 159.30, 153.68, 151.82, 151.54,
149.99, 144.80, 136.04, 122.41, 74.23, 58.12, 57.50, 45.19, 37.06, 29.51, 28.12, 20.49,
19.29, 10.78.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C22H32N1003+H*] m/z: 485.2732; gef.: 485,2739
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-4-(sec-butoxy)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-1-iso-butyl-
6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)pyrimidin-2-carboxamid 36 (VWK331)

50
tarsiey

C29H3gNgO5
578,67 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 85 mg (0,302 mmol) 9b.
Ausbeute: 67%; 117 mg (0,202 mmol), hellgelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 196 °C.

HPLC: 12,100 min.; 95,6%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 5 10.49 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.36 (s, 1H),
8.20 (s, 1H), 7.91 — 7.80 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 5.53 (h,
J = 6.3 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.61 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.87 (s, 2H), 2.56 (s,
6H), 2.06 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 1.86 (ddq, J = 7.0, 14.0, 42.8 Hz, 2H), 1.52 — 1.46 (m,
3H), 1.04 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 165.53, 161.15, 160.79, 158.53, 157.96, 149.70,
144.76, 144.62, 134.37, 133.45, 132.93, 129.28, 127.27, 127.06, 123.90, 77.31, 57.76,
51.02, 44.92, 36.84, 28.95, 28.81, 19.91, 19.44, 9.74.

HR-MS (ESI+): ber. fuir [C29H3sNsOs+H*] m/z: 579,3038; gef.: 579,3042
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-(2-Brombenzamido)-N-(4-(sec-butoxy)-2-((2-
(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)pyrimidin-5-yl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-
carboxamid 42a (VWKG624)

029H37BFN805
657,57 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 141 mg (0,5 mmol) 28c.
Ausbeute: 57%; 188 mg (0,286 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 128 °C.

HPLC: 11,844 min.; 95,4%.

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 10.50 (s, 1H), 10.22 (s, 1H), 9.51 (s, 1H), 9.29 (s, 1H),
8.81 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.76 (dd, J = 1.0, 7.9 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 1.9, 7.5 Hz, 1H), 7.54
(td, J = 1.2, 7.4 Hz, 1H), 7.47 (td, J = 2.0, 7.6 Hz, 1H), 5.47 (h, J = 6.1 Hz, 1H), 4.32 (dd,
J=2.3,6.6 Hz, 2H), 3.48 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.44 (s, 6H), 2.18
(dp, J = 6.7, 13.3 Hz, 1H), 1.86 — 1.75 (m, 2H), 1.41 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.04 (d, J = 6.7
Hz, 6H), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 166.72, 161.82, 160.91, 159.63, 158.65, 151.61, 150.93,
148.95, 143.95, 137.91, 132.84, 131.70, 129.23, 127.74, 122.54, 122.19, 118.95, 75.54,
73.36, 57.18, 44.27, 36.23, 28.31, 27.34, 19.06, 19.03, 9.38.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H37BrNsOs+H*] m/z: 657.2143; gef.: 657,2146
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-(2-Brombenzamido)-N-(2-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-4-iso-
butoxypyrimidin-5-yl)-4-iso-butoxypyrimidine-2-carboxamid 42b (VWK627)

<5,

N
o {N =
—N HN />—<g
HN{H %
N (0]
O
Br
029H37BFN805
657,57 g/mol

Hergestellt nach AAV9 aus 101 mg (0,36 mmol) 28b.
Ausbeute: 51%; 119 mg (0,181 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 121 °C.

HPLC: 12,178 min.; 96,3%.

H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & 10.49 (s, 1H), 10.26 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 9.27 (s, 1H),
8.80 (s, 1H), 7.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 1.6, 7.5 Hz, 1H), 7.54 (td, J = 1.0, 7.5
Hz, 1H), 7.46 (td, J = 1.7, 7.9 Hz, 1H), 4.37 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 4.31 (d, J = 6.6 Hz, 2H),
3.46 (g, J = 6.0 Hz, 2H), 2.70 (s, 2H), 2.40 (s, 6H), 2.16 (dtd, J = 4.9, 6.7, 13.3 Hz, 2H),
1.07 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.03 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 5 166.55, 161.68, 161.04, 159.60, 159.13, 151.73, 150.99,
148.61, 144.22, 137.77, 132.74, 131.56, 129.13, 127.59, 122.46, 121.92, 118.83, 73.28,
73.18, 57.21, 44.27, 36.26, 27.34, 27.20, 18.88, 18.80.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C29H37BrNgOs+H"] m/z: 657.2143; gef.: 657,2146
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AAV10: Synthese der Pyrimidine 28a-g und 322¢°

1 mmol Pyrimidin wurde in 9 ml Dichlormethan geldst. Zur Loésung wurde eine frisch
angesetzte Losung von 1,3 mmol NaOH in 1 ml Methanol hinzugegeben. Die gelbe
Reaktionsldsung wurde 24 h bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand in 20 ml Ethylacetat und 20 ml Wasser
aufgenommen und solange gerihrt bis eine klare Phasentrennung beobachtet wurde. Die
wassrige Phase wurde abgeschieden und die organische Phase drei Mal mit 10 ml
gesattigter NaCOs-Losung und 10 ml Brine gewaschen und das Loésungsmittel
anschlielend am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlielend
mittels Flash-Chromatographie (DCM/MeOH) oder durch Umkristallisation aufgereinigt.

Das Produkt wurde unter Olpumpenvakuum getrocknet.

5-Amino-4-iso-butoxy-N-methylpyrimidin-2-carboxamid 28a (VWK494)

NH

C10H16N4O2
224,26 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 3,38 g (10,3 mmol) 27a. Das Produkt wurde mittels

Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat aufgereinigt.
Ausbeute: 70%; 1,61 g (7,18 mmol), hellrosa Feststoff.
Schmelzpunkt: 169 °C

HPLC: 6,467 min.; 98,8%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.98 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 4.23 (d, J = 6.7 Hz, 2H),
2.99 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.15 — 2.03 (m, 1H), 1.00 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 5 162.93, 155.99, 145.01, 136.24, 131.85, 71.86, 39.52, 27.36,
25.88, 18.94.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-iso-butoxypyrimidin-2-carboxamid
28b (VWK361)

PN

C13H23Ns02
281,36 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 1,27 g (3,29 mmol) 27b. Das Produkt wurde mittels

Umkristallisation aus n-Hexan/2-Propanol aufgereinigt.
Ausbeute: 73%; 677 mg (2,41 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 132 °C

HPLC: 5,367 min.; 96,5%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.20 — 8.10 (m, 1H), 7.99 (s, 1H), 4.27 (d, J = 6.7 Hz,
2H), 3.56 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.34 (s, 6H), 2.12 (hept, J = 6.7 Hz,
1H), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 163.19, 157.12, 146.44, 137.80, 131.01, 73.03, 58.09,
45.26, 37.05, 27.89, 19.24.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-4-(sec-butoxy)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)pyrimidin-2-carboxamid

28c (VWK378)

PN

C13H23Ns02
281,36 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 1,94 g (5,03 mmol) 27c. Das Produkt wurde mittels

Umkristallisation aus n-Hexan/2-Propanol aufgereinigt.

Ausbeute: 81%; 1,15 g (4,09 mmol), farbloser Feststoff.

Schmelzpunkt: 170 °C

HPLC: 4,917 min.; 99,9%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.12 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 5.34 (p, J = 6.2 Hz, 1H),
4.18 (s, 2H), 3.54 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.55 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.30 (s, 6H), 1.89 — 1.59 (m,
2H), 1.36 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 163.15, 156.72, 146.61, 137.95, 131.09, 74.72, 58.02,

45.30, 37.11, 28.93, 19.37, 9.71.
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(5-Amino-4-iso-butoxypyrimidin-2-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon 28d
(VWK314)

e

_N

0]

C14H23N50;
293,37 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 345 mg (0,868 mmol) 27e.

Ausbeute: 43%; 109 mg (0,372 mmol), gelbes Ol. Das Produkt wurde mittels Flash-
Chromatographie (CH.Cl./MeOH) aufgereinigt.

HPLC: 5,400 min.; 98,5%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.90 (s, 1H), 4.19 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.96 (s, 2H),
3.82 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.49 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.42 (t, J = 5.0
Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.09 (hept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.00 (d, J = 6.8 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.63, 157.69, 150.11, 137.85, 129.42, 73.14,
55.19, 54.55, 46.75, 46.02, 41.84, 27.94, 19.30.
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tert-Butyl-4-(5-amino-4-iso-butoxypyrimidin-2-carbonyl)piperazin-1-carboxylat
28e (VWK315)

C1gH29N504
379,46 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 349 mg (0,722 mmol) 27f.

Ausbeute: 34%; 92 mg (0,242 mmol), gelber Feststoff. Das Produkt wurde mittels Flash-
Chromatographie (CH.Cl./MeOH) aufgereinigt.

Schmelzpunkt: 81 °C.
HPLC: 10,891 min.; 97,4%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.98 (s, 1H), 4.20 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.4
Hz, 2H), 3.52 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.46 (q, J = 6.8, 7.9 Hz, 4H), 2.16 — 2.07 (m, 1H), 1.46
(s, 9H), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 171.28, 165.23, 157.69, 154.71, 149.07, 137.02,
80.43, 73.41, 46.97, 42.22, 28.50, 27.95, 19.30.
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(5-Amino-4-iso-butoxypyrimidin-2-yl)(morpholin)methanon 28f (VWK302)

N
o_J
C13H20N403
280,33 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 242 mg (0,629 mmol) 27g.

Ausbeute: 42%; 74 mg (0,246 mmol), gelbes Ol. Das Produkt wurde mittels Flash-
Chromatographie (CH2Clo/MeOH) aufgereinigt.

HPLC: 7,450 min.; 97,4%.

H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.98 (s, 1H), 4.20 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.4
Hz, 2H), 3.52 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.46 (q, J = 6.8, 7.9 Hz, 4H), 2.16 — 2.07 (m, 1H), 1.46
(s, 9H), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & 165.49 (d, J = 4.4 Hz), 157.53 (d, J = 4.1 Hz), 149.18,
137.41,129.78 (d, J = 3.2 Hz), 73.13, 73.11, 66.93, 66.74, 47.51, 42.53, 27.87, 19.23.
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(5-Amino-4-iso-butoxypyrimidin-2-yl)(1,1-dioxidthiomorpholin)methanon 28g
(VWK296)

N

~
L
o=s.
O

C13H20N4048
328,39 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 342 mg (0,791 mmol) 27h. Das Produkt wurde mittels Flash-
Chromatographie (CH2Clo/MeOH) aufgereinigt.

Ausbeute: 33%; 85 mg (0,259 mmol), farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 176 °C.
HPLC: 7,417 min.; 98,6%.

H NMR (600 MHz, Methanol-ds)  7.94 (s, 1H), 4.24 (d, J = 6.7 Hz, 4H), 4.00 (t, J = 5.3
Hz, 2H), 3.28 (q, J= 5.4, 5.9 Hz, 4H), 2.17 (hept, J =6.7 Hz, 1H), 1.07 (d, J = 6.8 Hz, 6H).

3C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 5 167.53, 158.44, 148.04, 137.64, 133.21, 74.30, 53.31,
52.64, 46.71, 42.05, 29.05, 19.41.
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5-Amino-4-(sec-butoxy)-N-(4-iso-butoxy-2-(methylcarbamoyl)pyrimidin-5-
yl)pyrimidin-2-carboxamid 32 (VWK504)

Ag
pec

C1gH27N704
417,47 g/mol

Hergestellt nach AAV10 aus 245 mg (1,09 mmol) 28a. Das Produkt wurde mittels

Umkehrphasenchromatographie (Acetonitril/Wasser) aufgereinigt.
Ausbeute: 26%; 120 mg (0,287 mmol), beiger Feststoff.
Schmelzpunkt: 242 °C

HPLC: 11,600 min.; 100,00%.

H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 10.09 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.89 (s, 1H),
5.45 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.04 (d, J = 4.9 Hz, 3H), 2.19 (hept, J =
6.7 Hz, 1H), 1.88 — 1.68 (m, 2H), 1.40 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.08 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.98 (t,
J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 162.23, 160.18, 158.65, 158.08, 155.52, 151.27, 143.16,
142.11, 135.68, 133.66, 73.87, 73.28, 28.37, 27.49, 26.23, 19.17, 18.90, 9.53.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C19H27N7O4+H"] m/z: 418,2197; gef.: 418,2202
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4-(sec-Butoxy)-2-carboxypyrimidin-5-aminiumtrifluoracetat 29 (VWK461)>7°

NH,eTFA

O

|
N.__N

OIOH

C1H14F3N304
309,25 g/mol
4,00 g 26b (12,7 mmol, 1,00 aq.) wurden in 40 ml einer frisch hergestellten 1 M NaOH-
Losung zum Riickfluss erhitzt. Nach 6 h (vollstandiger Umsatz via HPLC bestatigt) wurde
die Reaktionslésung auf RT abgekuihlt und pH 1 mit konzentrierter HCI eingestellt. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in 100 ml Methanol
suspendiert und 10 min bei 60 °C geruhrt. Der unlésliche Feststoff wurde abfiltriert und
das Filtrat mit 50 ml Methanol gewaschen. Das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in einer Losung aus Dichlormethan und
Methanol (100:1) versetzt und 10 min bei RT gerthrt. Der unlésliche Feststoff wurde
abfiltriert und das Filtrat mit 50 ml Dichlormethan gewaschen. Nach entfernen des
Losungsmittels wurde das Rohprodukt in Wasser gelost und mittels
Umkehrphasenchromatographie (Acetonitril/Wasser, 0,1% TFA) aufgereinigt. Nach

entfernen des Lésungsmittels wurde das Produkt unter Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 35%; 1,46 g (4,49 mmol), beiger Feststoff.

Schmelzpunkt: 187 °C.

HPLC: 4,587 min.; 99,5 %.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 7.88 (s, 1H), 5.27 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 1.78 — 1.62 (m, 2H),
1.30 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 163.39, 155.91, 141.67, 134.45, 133.21, 73.90, 28.21,
19.04, 9.34.
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Anhang

Kristallographische Informationen zu 10b-Tosylat

a

e

Abbildung 55: Nummerierung der Atome von 10b-Tosylat. Die Kristallstrukturmessung, Auswertung der
Daten und Bereitstellung der Abbildungen erfolgte durch FLORIAN MoRsBACH und GuiDO J. REISs aus der
Arbeitsgruppe FRANK.

L.

Abbildung 56: Wasserstoffbriickenbindungen von 10b-Tosylat. Die Kristallstrukturmessung, Auswertung der
Daten und Bereitstellung der Abbildungen erfolgte durch FLORIAN MORSBACH und GuIDO J. REISS aus der
Arbeitsgruppe FRANK.
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Abbildung 57: r--Wechselwirkungen von 10b-Tosylat (Ansicht 1). Die Kristallstrukturmessung, Auswertung
der Daten und Bereitstellung der Abbildungen erfolgte durch FLORIAN MORSBACH und GuIDO J. REISS aus der
Arbeitsgruppe FRANK.

Abbildung 58: T-m-Wechselwirkungen von 10b-Tosylat (Ansicht 2). Die Kristallstrukturmessung, Auswertung
der Daten und Bereitstellung der Abbildungen erfolgte durch FLORIAN MORSBACH und GuiDo J. REISs aus der
Arbeitsgruppe FRANK.
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Tabelle 26: Atomkoordinaten und isotrope Auslenkungsparameter (A2) von 10b-Tosylat.

KRISTALLOGRAPHISCHE INFORMATIONEN

X y z Uiso*/Ueq
Ci 0.45847 (15) | 0.7995 (4) 0.86694 (8) 0.0327 (6)
C2 0.43690 (17) | 0.6043 (5) 0.86281 (10) 0.0417 (7)
C3 0.4002 (2) 0.5345 (6) 0.82277 (12) 0.0524 (9)
C4 | 0.38533(18) | 0.6536 (6) 0.78693 (10) 0.0528 (9)
C5 0.4103 (2) 0.8450 (7) 0.79123 (10) 0.0577 (10)
C6 0.4469 (2) 0.9178 (6) 0.83115 (9) 0.0496 (8)
C7 0.3410 (3) 0.5775 (11) 0.74385 (15) 0.0797 (15)
C8 0.6170 (2) 0.7057 (7) 1.02604 (9) 0.0503 (9)
C9 | 0.73762(16) | 0.6662 (5) 0.99734 (9) 0.0348 (6)
C10 | 0.63895(18) | 0.3966 (5) 0.99065 (8) 0.0391 (7)
C11 | 0.66755(18) | 0.2897 (4) 0.95516 (8) 0.0353 (6)
C12 | 0.66102(14) | 0.4513 (4) 0.88641 (7) 0.0258 (5)
C13 | 0.61725(13) | 0.4607 (4) 0.83976 (7) 0.0236 (5)
C14 | 0.65852(15) | 0.8117 (4) 0.83371 (8) 0.0279 (6)
C15 0.74482 (16) 0.8362 (4) 0.83196 (9) 0.0352 (6)
C16 0.7698 (2) 1.0392 (6) 0.8441 (2) 0.111 (2)
H16A 0.7382 1.1313 0.8241 0.167*
H16B 0.8252 1.0550 0.8427 0.167*
H16C 0.7626 1.0658 0.8735 0.167*
c17 0.7674 (3) 0.7871 0.79008 (15) 0.108 (2)
H17A 0.8240 0.8512 0.7923 0.076 (12)*
H17B 0.7394 0.6327 0.7662 0.091 (16)*
H17C 0.7533 0.2912 (4) 0.7847 1.2 (5)
C18 | 054879 (15) | 0.4456 (4) 0.78186 (8) 0.0284 (6)
C19 | 0.55085(14) | 0.6282 (4) 0.75530 (7) 0.0246 (5)
C20 | 0.58661(15) | 0.3196 (4) 0.77197 (7) 0.0274 (6)
C21 | 0.47213(15) | 0.3428 (4) 0.68782 (7) 0.0288 (6)
C22 | 0.46518 (15) | 0.3338 (5) 0.63946 (7) 0.0269 (5)
C23 | 0.31923(17) | 0.1242(8) 0.62892 (9) 0.0425 (8)
C24 0.2791 (2) 0.0410 0.62727 (12) 0.0865 (16)
H24A 0.2987 0.1385 0.6064 0.130*
H24B 0.2222 0.0634 0.6184 0.130*
H24C 0.2916 0.4995 (7) 0.6559 0.130*
C25 0.2691 (2) 0.6091 0.60744 (11) 0.0711 (13)
H33 0.3031 0.4542 0.6019 0.099 (16)*
H35 0.2388 0.5685 (11) 0.5793 0.14 (2)*
C26 0.2159 (3) 0.7871 0.63361 (17) 0.116 (2)
H26A 0.1898 0.4563 0.6440 0.173*
H26B 0.1767 0.6545 0.6164 0.173*
H26C 0.2452 0.6420 0.6583 0.173*
C27 | 0.39033(16) | 0.2865 (4) 0.56878 (7) 0.0317 (6)
C28 | 0.46507 (15) | 0.2956 (4) 0.55523 (7) 0.0262 (5)
C29 | 0.53139(16) | 0.3392 (4) 0.58410 (8) 0.0280 (5)
C30 | 0.51624 (15) | 0.2389 (4) 0.48870 (8) 0.0273 (5)
C31 | 0.49050 (15) | 0.1891 (4) 0.44203 (7) 0.0268 (5)
C32 | 0.41434(16) | 0.1376 (4) 0.42275 (8) 0.0291 (6)
C33 | 0.39524 (17) | 0.0970 (4) 0.37910 (8) 0.0323 (6)
C34 | 0.45166(18) | 0.1070 (4) 0.35423 (8) 0.0360 (7)
C35 | 0.52786(18) | 0.1558 (4) 0.37296 (9) 0.0370 (6)
C36 | 0.54745(17) | 0.1955 (4) 0.41667 (8) 0.0326 (6)
H1 0.4396 (18) 0.079 (5) 0.3251 (11) 0.046 (8)*
H2 0.5678 (19) 0.161 (5) 0.3560 (10) 0.043 (8)*
H3 0.5808 (16) 0.356 (4) 0.5761 (8) 0.023 (6)*
H4 0.5372 (17) 0.547 (5) 0.6985 (9) 0.033 (8)
H5 0.5254 (18) 0.166 (5) 0.7726 (9) 0.039 (8)*
H6 0.6504 (15) 0.819 (4) 0.8627 (9) 0.029 (7)*
H7 0.6209 (18) 0.913 (5) 0.8172 (10) 0.043 (8)*
H8 0.3418 (18) 0.051 (4) 0.3669 (9) 0.038 (8)*
H9 0.7259 (18) 0.317 (4) 0.9559 (9) 0.033 (7)*
H10 | 0.5835 (19) 0.397 (4) 0.9884 (9) 0.040 (8)*
H11 0.6267 (17) 0.665 (4) 0.9661 (10) 0.036 (8)*
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H12 | 0.3689 (17) 0.132 (4) 0.4386 (9) 0.036 (8)°
H13 0.600 (2) 0.232 (5) 0.4293 (10) 0.053 (9)*
H14 0.397 (3) 0.934 (7) 0.7665 (15) 0.087 (13)*
H15 0.585 (2) 0.295 (5) 0.9034 (10) 0.043 (9)*
H16 | 0.6657 (18) 0.352 (5) 1.0183 (10) 0.043 (8)*
H17 | 0.6577 (18) 0.160 (5) 0.9587 (10) 0.044 (9)*
H18 0.773 (2) 0.740 (5) 0.8533 (12) 0.062 (10)*
H19 | 0.3336 (17) 0.377 (4) 0.6587 (10) 0.040 (8)*
H20 | 0.7595 (15) 0.624 (4) 0.9707 (9) 0.027 (7)*
H21 0.7426 (19) 0.813 (6) 0.9996 (10) 0.053 (10)*
H22 0.766 (2) 0.590 (5) 1.0214 (12) 0.063 (10)*
H23 0.563 (2) 0.673 (5) 1.0211 (11) 0.053 (10)*
H24 0.644 (2) 0.649 (6) 1.0561 (13) 0.072 (11)*
H25 0.629 (2) 0.851 (6) 1.0268 (12) 0.066 (12)*
H26 | 0.4091 (19) 0.249 (5) 0.4992 (10) 0.040 (8)*
H27 0.455 (2) 1.050 (7) 0.8316 (13) 0.075 (13)*
H28 0.449 (2) 0.523 (5) 0.8879 (12) 0.053 (10)*
H29 0.388 (2) 0.415 (6) 0.8197 (13) 0.066 (12)*
H30 0.286 (4) 0.647 (9) 0.7384 (18) 0.13 (2)*
H31 0.361 (3) 0.660 (7) 0.7239 (17) 0.093 (17)*
H32 0.345 (3) 0.431(9) 0.7421 (18) 0.12 (2)*
N1 0.65319 (12) | 0.6134 (4) 0.99188 (6) 0.0318 (5)
N2 | 0.62674 (14) | 0.3419 (3) 0.91205 (6) 0.0290 (5)
N3 | 0.62237 (12) | 0.6246 (3) 0.81564 (6) 0.0241 (4)
N4 | 0.58176 (12) | 0.3003 (3) 0.82489 (6) 0.0267 (5)
N5 | 0.52153 (13) | 0.4510 (4) 0.71095 (6) 0.0293 (5)
N6 | 053092 (12) | 0.3601 (3) 0.62707 (6) 0.0277 (5)
N7 | 0.39363 (12) | 0.3167 (3) 0.61257 (6) 0.0296 (5)
N8 | 0.45798 (13) | 0.2576 (3) 0.51145 (6) 0.0291 (5)
O1 | 0.58451 (11) | 0.8424 (3) 0.92515 (6) 0.0370 (5)
02 | 046137 (13) | 0.8004 (3) 0.94856 (6) 0.0490 (6)
03 | 0.49000 (11) | 1.1055 (3) 0.91521 (6) 0.0377 (5)
04 | 0.72486 (11) | 0.5313(3) 0.89770 (5) 0.0364 (5)
05 | 0.58701 (12) | 0.7750 (3) 0.74975 (5) 0.0399 (5)
06 | 0.43994 (12) | 0.1871(3) 0.70313 (6) 0.0385 (5)
O7 | 0.32829 (11) | 0.2586 (3) 0.54332 (6) 0.0450 (5)
08 | 0.58495 (11) | 0.2629 (3) 0.50526 (6) 0.0396 (5)
S1 0.50114 (4) | 0.89514 (11) 0.91834 (2) 0.03185 (19)

Tabelle 27: Anisotrope Auslenkungsparameter (A2) von 10b-Tosylat.

U1 U2z Uss U1z U1s U2s

C1 0.0267 (13) | 0.0451 (17) 0.0286 (12) -0.0039 (12) 0.0106 (10) -0.0018 (12)
C2 0.0328 (15) | 0.0463 (19) 0.0472 (17) 0.0019 (13) 0.0107 (12) -0.0085 (15)
C3 0.0412 (18) 0.052 (2) 0.066 (2) -0.0026 (16) 0.0164 (15) -0.0243 (19)
C4 0.0373 (16) 0.079 (3) 0.0427 (17) 0.0008 (17) 0.0092 (13) -0.0229 (17)
C5 0.055 (2) 0.085 (3 0.0315 (15) -0.0039 (12) 0.0044 (14) -0.0037 (19)
C6 0.060 (2) 0.057 (2) 0.0304 (14) -0.0128 (17) 0.0048 (13) 0.0032 (14)
C7 0.057 (3) 0.125 (5) 0.053 (2) -0.003 (3) 0.0024 (19) -0.039 (3)

C8 0.0405 (18) 0.085 (3) 0.0258 (14) 0.0019 (18) 0.0084 (12) -0.0104 (16)
C9 0.0305 (14) | 0.0407 (18) 0.0315 (14) -0.0059 (12) 0.0023 (11) -0.0023 (12)
C10 0.0398 (16) 0.054 (2) 0.0216 (12) -0.0155 (14) 0.0026 (11) 0.0079 (12)
C11 0.0461 (17) | 0.0287 (16) 0.0264 (12) -0.0088 (13) -0.0040 (11) 0.0069 (11)
C12 0.0283 (13) | 0.0244 (13) 0.0237 (11) -0.0006 (10) 0.0025 (9) 0.0000 (10)
C13 0.0239 (11) | 0.0267 (13) 0.0205 (11) 0.0013 (10) 0.0052 (9) -0.0007 (9)
C14 0.0353 (14) | 0.0227 (13) 0.0245 (12) -0.0017 (11) 0.0027 (10) -0.0025 (10)
C15 0.0357 (14) | 0.0332 (16) 0.0361 (14) -0.0069 (12) 0.0057 (11) -0.0007 (12)
C16 0.037 (2) 0.056 (3) 0.234 (7) -0.0116 (19) 0.010 (3) -0.062 (3)

C17 0.064 (3) 0.207 (7) 0.061 (3) -0.060 (4) 0.031 (2) -0.029 (3)

C18 0.0317 (13) | 0.0278 (15) 0.0235 (11) -0.0033 (11) 0.0003 (10) -0.0025 (10)
C19 0.0260 (12) | 0.0275 (13) 0.0201 (10) -0.0007 (10) 0.0044 (9) -0.0020 (10)
C20 0.0315 (13) | 0.0299 (15) 0.0208 (11) -0.0018 (11) 0.0052 (9) 0.0006 (10)
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C21 | 0.0330 (13) | 0.0298 (14) | 0.0228 (11) | —0.0009 (11) | 0.0034 (10) | -0.0016 (10)
C22 | 0.0340 (14) | 0.0212(13) | 0.0234 (11) | —0.0003 (10) | 0.0002 (10) | -0.0019 (9)
C23 | 0.0329 (14) | 0.071(2) 0.0234 (12) | -0.0103 (14) | 0.0057 (11) | -0.0022 (13)
C24 0.055 (2) 0.161 (5) 0.051 (2) ~0.041 (3) 0.0275 (17) | -0.022 (2)
C25 | 0.0433(19) | 0.126 (4) 0.0468 (19) 0.029 (2) 0.0169 (16) 0.019 (2)
C26 0.088 (4) 0.176 (6) 0.081 (3) 0.034 (4) 0.013 (3) 0.001 (4)
C27 | 0.0376 (14) | 0.0339 (15) | 0.0222 (11) | -0.0063 (12) | 0.0026 (10) | -0.0015 (10)
C28 | 0.0332(13) | 0.0235(13) | 0.0211 (11) | —0.0009 (10) | 0.0037 (9) | -0.0010 (9)
C29 | 0.0334 (14) | 0.0257 (14) | 0.0243 (11) 0.0004 (11) | 0.0040 (10) | -0.0004 (10)
C30 | 0.0320 (13) | 0.0215(13) | 0.0274 (12) 0.0003 (10) | 0.0037 (10) | 0.0021 (10)
C31 | 0.0358 (13) | 0.0214 (13) | 0.0233 (11) 0.0029 (10) | 0.0066 (10) | 0.0041 (10)
C32 | 0.0337 (14) | 0.0265 (14) | 0.0277 (12) 0.0036 (11) | 0.0071(10) | 0.0016 (10)
C33 | 0.0394 (15) | 0.0271 (14) | 0.0285 (12) 0.0046 (12) | 0.0021 (11) | 0.0021 (11)
C34 | 0.0576 (18) | 0.0270 (15) | 0.0224 (12) 0.0088 (13) | 0.0058 (12) | 0.0024 (11)
C35 | 0.0476 (17) | 0.0363 (16) | 0.0306 (13) 0.0059 (13) | 0.0163(12) | 0.0063 (12)
C36 | 0.0361(15) | 0.0318 (15) | 0.0307 (13) 0.0035 (12) | 0.0082 (11) | 0.0040 (11)
N1_| 0.0272 (11) | 0.0468 (15) | 0.0204 (10) 0.0010 (10) 0.0019 (8) 0.0013 (9)
N2 | 0.0332(12) | 0.0298 (12) | 0.0216 (10) | -0.0068 (10) | —0.0006 (9) | 0.0023 (9)
N3 | 0.0272 (10) | 0.0243 (11) | _ 0.0207 (9) -0.0024 (9) 0.0050 (8) | -0.0015 (8)
N4 | 0.0327 (11) | 0.0253 (12) | 0.0212 (9) -0.0020 (9) 0.0028 (8) 0.0013 (8)
N5 | 0.0365(12) | 0.0298 (13) | 0.0206 (10) | -0.0048 (10) | 0.0031 (8) 0.0013 (9)
N6 | 0.0336(12) | 0.0246 (12) | 0.0231 (10) ~0.0011 (9) 0.0014 (8) | -0.0009 (8)
N7 | 0.0341(11) | 0.0358 (13) | _ 0.0185 (9) —0.0044 (10) | 0.0040 (8) | -0.0016 (9)
N8 | 0.0290 (11) | 0.0359 (13) | 0.0215 (9) -0.0035 (10) | 0.0028 (8) | -0.0030 (9)
O1 | 0.0331(10) | 0.0472 (12) | _ 0.0298 (9) 0.0002 (9) 0.0037 (7) 0.0057 (8)
02 | 0.0549 (13) | 0.0646 (15) | 0.0314 (10) | -0.0209 (11) | 0.0176(9) | 0.0038 (10)
03 | 0.0371(11) | 0.0409 (12) | 0.0364 (10) —0.0024 (9) 0.0104 (8) | -0.0030 (8)
O4 | 0.0339 (10) | 0.0434 (12) | 0.0285 (9) —0.0095 (9) | -0.0022(7) | 0.0054 (8)
05 | 0.0621(13) | 0.0312(11) | _ 0.0228 (8) -0.0118(9) | -0.0002(8) | 0.0057 (8)
06 | 0.0487 (12) | 0.0373 (12) | _ 0.0265 (9) -0.0135 (9) 0.0005 (8) 0.0015 (8)
O7 | 0.0339(10) | 0.0748 (16) | _ 0.0243 (9) -0.0137 (10) | 0.0004 (8) | -0.0082 (9)
08 | 0.0322(10) | 0.0541(13) | _ 0.0309 (9) —0.0009 (9) 0.0020 (7) | -0.0038 (9)
S1 0.0331 (4) | 0.0404 (4) 0.0233 (3) —0.0058 (3) 0.0086 (2) 0.0025 (3)
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzungsverzeichnis
(-)-EGCG: (-)-Epigallocatechingallat

17-AAG: 17-N-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin
17-DMAG: 17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin
2HPBCD: 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

A

AAV: Allgemeine Arbeitsvorschrift

ABL1: Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
Ac20: Essigsaureanhydrid

AcOH: Essigsaure

ADD: 1,1'-(Azodicarbonyl)-dipiperidin

ADP: Adenosindiphosphat

ALL: Akute lymphatische Leukdmie

AML: Akuten myeloische Leukamie

AMP: Adenosinmonophosphat

AP: Akzelerierte Phase

&q.: Aquivalente

Arg: Arginin

AS: Aminosaure

Asp: Asparaginsaure

ATP: Adenosintriphosphat

AUC: Area under the curve

AX: Aminoxyron

B

Bak: BCL2 Antagonist/Killer 1

Bcl-x.: B-cell lymphoma extra-large

BCR: Break point cluster region

Bim: Bcl2-interacting mediator of cell death

BK: Blastenkrise

Bn: Benzyl

Boc: tert-Butoxycarbonyl

BRET: Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer
Bu: Butyl

Bz: Benzoyl

C

Cam: Calmodulin

CDC37: Cell division cycle 37

Cdc42: Cell division cycle 42

CeTsA: cellular thermal shift assay

CHIP: C-terminus of Hsc70-interacting protein
CK2: Casein kinase 2

CLL: Chronische lymphatische Leukamie
cLogP: Kalkulierter Oktanol-Wasser-Koeffizient

CML: Chronische myeloische Leukamie
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COMU®: (1-Cyano-2-ethoxy-2-
oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-
morpholino-carbenium-hexafluorophosphat
CP: chronische Phase

cpKs: Kalkulierte logarithmierte Saurekonstante
CTD: C-terminale Domane

Cy: Cyclohexyl

D

8: Chemische Verschiebung

d: Dublett

DABCO: 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
DBAD: Di-tert-butyl azodicarboxylat
DBnAD: Dibenzylazodicarboxylat

Dbs: Dbl's big sister

DBU: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
DC: Dinnschichtchromatographie

dd: Dublett eines Dubletts

DEAD: Diethylazodicarboxylat

DEPP: Diethylphenylphosphin

DIAD: Diisopropylazodicarboxylat
DIBAL: Di-iso-butylaluminiumhydrid
DIPEA: Di-iso-propylethylamin

DMA: Dimethylacetamid

DMAE: Dimethylaminoethyl

DMAP: 4-(Dimethylamino)-pyridin

DME: 1,2-Dimethoxyethan

DMF: Dimethylformamid

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Deoxyribonucleic acid

DPEP: Ethyldiphenylphosphine

dpf: days post fertilization

dt: Dublett eines Tripletts

E

e.e.: Enantiomeric excess

EDC:
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
ELN: European Leukemia Net

ESI-MS:
Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie
et al.: et alii

Et20O: Diethylether

EtsN: Triethylamin

EtOH: Ethanol
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F

FACS: fluorescence-activated cell sorting

FDA: Food and Drug Administration

Fe(Pc): Eisen(ll)-phthalcyanin

FGA: Functional group addition

FGI: Functional group interconversion

G

GHKL: Gyrase, Hsp90, histedine kinase, MutL
GIST: Gastrointestinal stromal tumor

Glu: Glutaminsaure

Gly: Glycin

GRP94: Glucose-regulated protein 94

H

HATU: O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'- tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

HCI: Hydrogenchlorid

HER: Human epidermal growth factor receptor
HIF-1a: Hypoxia-inducible factor-1a

His: Histidin

HOP: Hsp70-Hsp90 organizing protein

HPLC: High performance liquid chromatography
HRMS: High resolution mass spectrometry
HSF1: Heat shock factor 1

Hsp90: Hitzeschockprotein 90

Hsp90i: Hitzeschockprotein 90-Inhibitor

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence
HSR: Heat shock response

hv: Licht einer bestimmten Wellenlange

I

ICs0: Konzentration, bei der 50 % Inhibition/Zellviabilitat vorliegt
ICR: Institute of Cancer Research

lle: Isoleucin

J

JAK-STAT: Janus kinase-signal transducer and activator of
transcription

K

kat.: Katalytische Menge

L

Leu: Leucin

Lys: Lysin

M

MAPK: Mitogen-activated protein

mCit: mCitrine

Mcl-1: Myeloid cell leukemia 1
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MD: Middle domain

MDM2: Murine double minute 2 homolog
Me: Methyl

MeOH: Methanol

Met: Methionin

MgClz: Magnesium(ll)chlorid

MLS: Multiangle light scattering

mRNA: Messenger ribonucleic acid

MW: Mikrowellenreaktor

N

N2H4-H20: Hydrazin Monohydrat

NL: NanoLuc™

NMR: Nuclear magnetic resonance
NOESY:

Nuclear Overhauser and Exchange
Spectroscopy

NSCLC: Non-small-cell lung carcinoma
NTD: N-terminale Doméane

(o]

Oxyma: Hydroxyiminocyanessigsaureethylester
P

PA: Protein tag A

Pd(C): Palladium auf Aktivkohle

PDE: 3',5'-Cyclonukleotid-Phosphodiesterase
PEG400: Polyethylenglykol 400

pPERK: Protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase

Phe: Phenylalanin

pKs: Logarithmierte Saurekonstante

PP5: Ser/Thr protein phosphatase 5

PPhs und TPP: Triphenylphosphin

PPi: Inorganic pyrophosphate

PPI: Protein-Protein-Interaktionen

ppm: Parts per million

PyBOP: Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
R

Raf-1: Rapidly accelerated fibrosarcoma 1
RET: Rearranged during transfection
ROESY: Rotating Frame Overhauser
Enhancement Spectroscopy

RT: Raumtemperatur

S

s: Singulett
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San A: Sansalvamid A

SAR: Structure-activity relationship

Ser: Serin

smFRET:

Single molecule fluorescence resonance energy transfer
smMLCK: Smooth muscle myosin light-chain kinase
T

t: Triplett

TBP: Tri-n-butylphosphin

TCP: Tricyclohexylphosphine

TEOF: Triethylorthoformiat

Tf20: Trifluormethansulfonsdureanhydrid

TFA: Trifluoressigsaure

THF: Tetrahydrofuran

Thr: Threonin

TKI: Tyrosinkinase-Inhibitoren

TMSI: Trimethylsilyliodid

TOP: Tri-n-octylphosphin

TPPO: Triphenylphosphinoxid

TRAP-1: Tumor necrosis factor assiciated protein 1
TPR: Tetricopeptide-containing repeat

Trp: Tryptophan

TSA: thermal shif assay

Tyr: Tyrosin

u

UBX: Ubiquitin regulatory X

\"

Val: Valin

VCP: Valosin-containing protein
w

WHO: World Health Organization
z

ZnClz: Zink(ll)chlorid
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3 h; ¢) 1,00 &qg. LiOH-H.O, MeOH, RT, 24 h; d) 1,30 aq. 15a, 15b oder 15¢, 1,70 aq.
COMU® DMF, RT,18-24 h; e) H,, Pd(C), MeOH/Dioxan/AcOH 8:2:1 v/v, Rickfluss, 3 h.
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Schema 3: Retrosynthesebaum fir Tripyrimidonamid a-Helixmimetika (Synthons nicht

ArgeSteIIL). ... e 44
Schema 4: Synthese von 17: a) 1,00 &g. NH4Cl, MeOH, RT 18 h; b) 1,00 &q. 16, 1,00 &aq.
6, 1,30 &q. EtaN, Acetonitril, 80 °C, 3 h, dann konz. HCI; c) MITSUNOBU-Reaktion.......... 45

Schema 5: Einsatz der MITSUNOBU-Reaktion in der Entwicklung von Wirkstoffen. .... 48
Schema 6: Untersuchungen zur Alkylierung von Pyridonen unter MITSUNOBU-
BeAiNQUNGEN. ..coiiiiiiiiiiieee ettt 49
Schema 7: Umsetzung von 17 mit verschiedenen Alkoholen zu den 4-Alkoxypyrimidinen
18a-0: a) 1,30 &q. PPhs, 1,30 &q. DIAD, 1,30 4. ROH, THF, 0 °C-RT, 24 h................. 54
Schema 8: Synthese der Alkohole 20, 21 und 22 firr die MITSUNOBU-Reaktion mit 17: a)
1,10 &q. Boc,0O, CH2Cl,, 0 °C-RT, 4 h; b) 1,25 &g. NaH, 1,25 &q. (EtO),POCH.CO:Et, THF,
0 °C-RT, 14 h, dann 10% w/t Pd(C), H., EtOH, RT, 8 h, dann 1,10 &q. LiAlH4, THF, 0 °C-
RT, 6 h; c) 0,20 &g. DMAP, 3,00 aqg. Boc2O, Acetonitril, 0 °C-RT, dann 1,30 aq. LiAlH4,

I | O O R 55
Schema 9: Darstellung des Pyrimidons 180-NP: a) 1,30 a&q. DIAD, 1,30 &q. PPhs, 1,30
aq. 2-(1H-Indol-3-yl)ethan-1-ol, THF, 0 °C-RT, 24 h.......ovviiieiee e 55

Schema 10: Synthese und Isolation von 18a ohne Chromatographie: a) 1,30 aq. PPhs,
1,30 &qg. DIAD, 1,30 &g. ROH, THF, 0 °C-RT, 3 h; dann b) 1,8 aq. LIOH, THF/H20, RT, 24;
dann 1 M HCI und Zwei-Phasen-Extraktion CH2Cl2/NazCO3(aq.). «vvvevererrmmmmmmmmmmmmmnnnnnnnnnnns 57
Schema 11: Umsetzungsversuche von 17 zur Einfuhrung einer Abgangsgruppe in 4-
Position nach den Bedingungen in Tabelle 5., 59
Schema 12: Umsetzung von 23a mit verschiedenen Thiolen zu den 4-
Thioalkylpyrimidinen 24a-e: a) 2,00 &g. K.COs, 1,10 &qg. Thiol, DMF, 60 °C, 1 h. .......... 59
Schema 13: Ansatze zur Darstellung von Diarylethern ausgehend von 23a (A). Méglicher
Mechanismus der Bildung des Oxazolo[5,4-d]pyrimidins 25 (B). Die Bedingungen sind in
Tabelle 7 aufgeflnrt. ... ... 60
Schema 14: Ansatze zur Darstellung von 4-Alkoxypyrimidinen ausgehend von 23a: a)
1,00 &g. NaH, 1,00 aq. 4-Methoxybenzylalkohol, DMF, 0 °C-RT, 1 h; b) 1,00 &q. LiOH,
THF/H20, RT, 16 h, dann 1,10 &q. NaH, 1,20 aq. 4-Methoxybenzylalkohol, DMF, 0 °C-RT,
1 h, dann 60 °C, 3 h; c¢) 3,00 4q. NaOMe, MeOH, 0 °C-RT, 18 h.....cooiiiiiiiiiiieiie 61
Schema 15: Initialer Ansatz zur Darstellung des 4-Aminoalkylpyrimidins 25a ausgehend
von 23a: a) 1,10 aq. 2-Aminobutan, 2.00 eq. NEts, Acetonitril, MW: 150 W, 100 °C, 30 min.

Schema 16: Umsetzung von 23a mit verschiedenen Aminen zu den 4-
Aminoalkylpyrimidinen 25a-f. a) 1.10 aq. 2-Amin, 2.00 aq. DIPEA, DMF, 115 °C, 16 h. 64
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Schema 17: Ansatze zur Darstellung der Pyrimidincarbonsaure 26a ausgehend von 18b:
a) 1,00 &q. LiOH*H-0, MeOH, 24 h, RT, dann H>O, 1 M HClq), RT; b) 1,00 &q. LiOH,
THF/H20, 24 N, R e, 65
Schema 18: Umsetzung von 4-Alkoxypyrimidnen, 4-Thioalkylpyrimidinen und 4-
Aminoalkylpyrimidinen zu den Carbonsauren und Lithiumcarboxylaten 26a-p. b) 1,00 &q.
LiOH, THF/H20, 24 h, RT, dann fur Carbonsauren: 1 M HClq,), RT; fur Lithiumcarboxylate:
Entfernen des Losungsmittels und versetzten mit Diethylether. ............cccccoivii 66
Schema 19: Umsetzung von 18a-b mit primaren und sekundaren Aminen zu den Amiden
27a-h. a) 8,00 ag. Amin, EtOH, RT, 18-24 h; b) 8,00 aq. sek. Amin, EtOH, RT-60 °C; c)
1,00 &q. LiOH, THF/H.O, RT, 24 h, dann 1 M HCl(aq.), RT; d) 1,10 &q. sek. Amin, 1,10
aq. HATU, 2,00 &q DIPEA, DMF, RT. ..o 67
Schema 20: Hydrolyse der Benzamidgruppe von 27a. Die Reaktionsbedingungen sind in
Tabelle 13 aufgeflnrt. ... 69
Schema 21: Abspaltung der Benzoylschutzgruppe zur Darstellung der 5-Aminopyrimidine
28a-g. a) 1,30 ag. NaOH, CHxClo/MeOH, RT, 24 h. ..o, 69
Schema 22: Synthese der 5-Aminopyrimidin-2-carbonsaure 29 durch Hydrolyse von 27a.
a) 1 M NaOH, H;0, Rickfluss, 5 h, dann Umkehrphasenchromatographie Acetonitril/H.O
(R0 T I 70
Schema 23: Synthese der 3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidine 30a-c (A): a) 1 M NaOH,
H.O, Ruckfluss, 5-9 h, dann 1,5 &g. NaNO; in H.O, 0 °C-RT, 5 h. Mechanismus der
Ringbildung der 3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-d]pyrimidine 30@-C (B). ..........cccccevviriviiiiieiinnnnnn. 71
Schema 24: Darstellung von 31a unter Variation der Bedingungen, die in Tabelle 16
aufgefuhrt sind. Folgende allgemeine Reaktionsbedingungen wurden dabei eingesetzt:
1,00 &q. 28a, 1,00 &q. 26b, 1,00 aq. Kupplungsreagenz, 2,00 aq. DIPEA (aul3er Eintrage
3 und 4), Losungsmittel, RT, 24 . ..o e 72
Schema 25: Synthese der Pyrimidinamid-Dimere 31a-r durch Amidkupplung
unterschiedlicher ~ 5-Aminopyrimidine 28 und  Pyrimidincarbonsauren  oder
Lithiumcarboxylaten 26. 1.10 aq. 28, 1,00 &qg. 26, 1,10 aq. HATU, 2.00 aq. DIPEA, DMF,
IR 3 o TP 73
Schema 26: Synthese der Pyrimidinamid-Dimere 32 und 33. a) 1,30 aq. NaOH,
CH.CI,/MeOH, RT, 24 h., dann Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril; b) 1.10 aq.
28b, 1,00 aq. 29, 1,10 aq. HATU, 2.00 &aq. DIPEA, DMF, RT, 24 h., dann

Umkehrphasenchromatographie mit Acetonitril/H20 (0,5% TFA). ..ouveieeiiiiiiiiiiieeeeen. 76
Schema 27: Synthese der Triazolopyrimidin-Pyrimidinamide 34a-d. a) 1,10 &g. 28b-c,
1,00 &q 30a-c, 1,00 &g. HATU, 2,00 &4q. DIPEA, DMF, RT, 24 h. ..coooviiiiiiiiiiiieeeeeeee 77
Schema 28: Synthese der Pyrimidin-Pyrimidonamide 35a-b. a) 1,00 &q. 28b-¢, 1,30 aq.
15a-b, 1,70 89. COMU®, DMF, RT, 24 N. ...oooiiiieeceee et 77
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Schema 29: Synthese des Pyrimidin-Pyrimidonamids 36. a) 1,10 aq. 9b, 1,00 aq 26b,
1,10 &q. HATU, 2,00 &q. DIPEA, DMF, RT, 24 . oo 78
Schema 30: Synthese des Bipyrimidon-Pyrimidinamids 37 und des Tripyrimidinamids 38.
a) 1,00 aqg. 11a, 1,30 4g. 26m, 1,70 4q. COMU®, DMF, RT, 24 h.; b) 1,00 &q. 32, 1,30 &q.
26f, 1,70 9. COMU®, DMF, RT, 24 N. ..oooviiiieeeeeeee e 78
Schema 31: Synthese der 2-Brombenzoyl-substituierten Bipyrimidinamide 42a-b.a) 1,00
aq 2-Brombenzoylchlorid, 1,30 aq Glycin, 2,2 4q NaOH (0,5 M), H20, pH8, 0 °C-RT, dann
konz. HCI; b) 1,00 &g 2-Bromhippursaure, 2,00 dq Ac20, 1,00 4q TEOF, 0,5mol% DMAP,
130 °C; c) 1,00 &q. 16, 1,00 &q. Azlacton, 1,30 aq. EtsN, Acetonitril, 80 °C, 3 h, dann konz.
HCI; d) 1,30 &q iso-Butanol, 1,30 &q. DIAD, 1,30aq PPhs, THF, 0 °C-RT, 24 h; e) 1,20 &q.
LiOH, THF/H2O, RT, dann 1 M HCI, RT.; f) 1,00 aq. 28b-c, 1,00 &qg. 41, 1,00 &q. HATU,
2,00 &q. DIPEA, DMF, RT, 18 N. .ouiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieieetaeessssasaaasssssssassasssssssssssnsssssnsnnsnnnns 80
Schema 32: Luciferase-katalysierte Oxidation vom D-Luciferin zu Oxyluciferin unter
[ od o1 (=Y 4 1 E=1=1 o] o 1R 86
Schema 33: Mechanismus der Umsetzung von Furimazin zu Furimamid durch NanoLuc™
NACH JANIN €1 @l ... e e e e 96
Schema 34: Oxidation von D-Luciferin katalysiert durch Luciferase................cccccuuueeee 98
Schema 35 Synthese von vier a-Helixmimetika-Strukturtypen aus dieser Arbeit ausgehend
von 17: a) 1,30 aq. PPhs, 1,30 aqg. DIAD, 1,30 ag. ROH, THF, 0 °C-RT, 24 h; b) 8,00 &q.
Amin, EtOH, RT, 18-24 h; c) 1,30 &g. NaOH, CH.CIl,/MeOH, RT, 24 h; d) 1.10 &q. 5-
Aminopyrimidin 1,00 &g. Pyrimidin-2-carbonsaure, 1,10 aq. HATU, 2.00 aq. DIPEA, DMF,
RT, 24 h; e) 5,00 &q. POCIs, 2,00 &g. NEtsHCI, 0,50 aq. NEts, Acetonitril 80 °C, 1 h; 24a-
e mittels f) 2,00 &g. K.CO3, 1,10 &q. Thiol, DMF, 60 °C, 1 h; 25a-f mittels g) 1.10 ag. Amin,
2.00 aqg. DIPEA, DMF, 115 °C, 16 h; h) 1,00 &q. LiOH, THF/H20, 24 h, RT, dann fur
Carbonsauren: 1 M HClaq,), RT; fur Lithiumcarboxylate: Entfernen des Lésungsmittels und
versetzten mit Diethylether; i) 1 M NaOH, H->O, Rickfluss, 5-9 h, dann 1,5 8q. NaNO in
H.0, 0 °C-RT, 5 h; j) 1,00 &q. 5-Aminopyrimidin, 1,30 &q. Lithiumpyrimidon-2-carboxylat,
1,70 49. COMU®, DMF, RT, 24 N. ...ooeiiiieeeeee e 104
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