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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Malaria

1.1.1 Infektion und Transmission

Malaria zahlt weltweit mit rund 263 Mio. Krankheitsfallen und ca. 597.000 Todesfallen im Jahr
2023 in 83 endemischen Landern zu den haufigsten Infektionskrankheiten der Welt, bei der
ca. 94 % der Krankheitsfalle auf den Kontinent Afrika und ca. 74 % der Todesfélle auf Kinder
mit einem Alter von unter finf Jahren entfallen. Die Krankheit wird durch einzellige Parasiten,
die Plasmodien spp. ausgeldst, von denen ca. 200 Arten, darunter funf humanpathogene
Spezies bekannt sind: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae und Plasmodium knowlesi. P. falciparum 16st die Malaria tropica aus.
Etwa 95 % der weltweiten Krankheitsfalle konnen auf die Spezies P. falciparum und P, vivax
zurlickgefiihrt werden.!"!

Der Lebenszyklus der Plasmodien lasst sich nach den beteiligten Wirten, dem Menschen und
der weiblichen Anopheles-Stechmiicke, oder auch der asexuellen und sexuellen Phase
unterteilen (Abb. 1 und Abb. 2).

Anopheles
Stechmiicke

Schizont

Ringform o
% Gametocyten

P. falciparum Erythrozyten

/

Abb. 1 Lebenszyklus der Plasmodien und Entwicklung der Sporozoiten zu Gametozyten im Menschen.
Abbildung modifizert nach LEE et al.l?
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Die Ubertragung der Plasmodien erfolgt tiber eine Blutmahlzeit der weiblichen Anopheles
Stechmiicke, bei der Sporozoiten aus dem Speichel der Anopheles Uber die Haut in die Blut-
und Lymphbahn des Menschen Ubertragen werden, von wo aus diese innerhalb kurzer Zeit
die Hepatozyten befallen (I).

Wahrend der exoerythrozytaren Schizogenie entwickeln sich in den Leberzellen aus den
Sporozoiten die Schizonten. Innerhalb von 5 — 18 Tagen entstehen je nach Plasmodienart
ca. 2000 Merozoiten (P. malariae) oder bis zu 30.000 Merozoiten (P. falciparum) aus den
Schizonten, welche nach Ruptur in die Blutbahn gelangen (II).5!

Bei einer Infektion mit P. vivax oder P. ovale kdnnen aus den Merozoiten Hypnozoiten gebildet
werden, die mehrere Monate oder auch Jahre und ohne bemerkbare Symptome des
Menschen in den Hepatozyten ruhen kénnen. Die Hypnozoiten kdnnen jederzeit zu Schizonten

heranreifen und so die Malaria tertiana verzogert auslosen.!

Merozoiten dringen in einem komplexen, mehrstufigen Prozess in Erythrozyten ein und
verwandeln sich Uber eine Ringform und Trophozoiten zu Blutschizonten (lll). Die fir die
ungeschlechtliche Vermehrung der Merozoiten bendtigten Aminosauren kénnen dem
Parasiten durch gezielten Abbau von Hamoglobin der Erythrozyten mit proteolytischen
Enzymen Uber die parasitophore Vakuole bereitgestellt werden. Beim Abbau von Hamoglobin
entsteht das Nebenprodukt Ham, und kann von Plasmodien aufgrund fehlender
Hamoxygenase-Aktivitat nicht degradiert werden. Ham wirkt auf die Parasiten und den Wirt
toxisch und wird entsprechend in den parasitophoren Vakuolen durch das
Ham-Detoxifikationsprotein PAHDP (engl. heme detoxification protein) in das kristalline und fur

den Parasiten nicht mehr toxische Malaria-Pigment Hdmazoin umgewandelt.®!6!

Die in den Erythrozyten gereiften Schizonten enthalten rund 20 Merozoiten, welche nach
Auflésen der Zelle weitere Erythrozyten befallen und eine erneute intraerythrozytare

Entwicklung von Blutschizonten initiieren kdnnen.

Klinische Symptome einer Malariainfektion, insbesondere (periodische) Fieberschibe, sind
wahrend der intraerythrozytaren Phase durch die Ruptur der Blutschizonten und folglich der
(zyklischen) Freisetzung der Merozoiten beobachtbar. Das Leberstadium verursacht keine
Malaria-spezifischen Symptome und verlauft asymptomatisch, in seltenen Fallen kénnen

unspezifische Symptome auftreten.!’]

Mit steigender Anzahl an Merozoiten in der Blutbahn wachst die Wahrscheinlichkeit der
Bildung von weiblichen Makrogametozyten und mannlichen Mikrogametozyten, den sexuellen

Formen des Parasiten. Es konnte gezeigt werden, dass die Gametozytogenese u.a. vom

2



EINLEITUNG

Transkriptionsfaktor AP2-G reguliert wird. Durch die Blutmahlzeit werden die Gametozyten auf
die Anopheles Stechmiicke Ubertragen (Abb. 2).®

Oozyste

Makrogamet (€)
Mikrogameto

-cyten (o)

@ @ Makrogametocyten (¢)

Ubertragung in %, 4
\ f Speicheldrise

Abb. 2 Geschlechtliche Entwicklung von Sporozoiten aus Mikro- und Makrogametozyten in in der
weiblichen Anopheles Stechmiicke. Abbildung modifizert nach LEE et al.l]

Die Umwandlung der Gametozyten in Mikrogameten und Makrogameten wird u.a. durch
Xanthurensaure oder auch Temperatur- und pH-Anderung durch Wechsel des Wirts initiiert
und findet im Darm des Vektors statt. Dabei entstehen aus einem Mikrogameten durch
dreifache Mitose acht Mikrogameten. Die weibliche Makrogametozyte reift zu einer

Makrogamete heran.®

Die mannlichen Mikrogameten streben nach den Makrogameten und sind durch ihre Flagellen
recht beweglich. Nach Befruchtung der Makrogamete bildet sich eine Zygote, die sich zu der
langlichen Oozyste weiterentwickelt und sich an der Darmschleimhaut anlagert. In der Oozyste
wachsen ca. 10.000 Sporozoiten heran, welche nach Aufbrechen der Oozyste in die
Speicheldrisen der Stechmicke wandern und wenige hundert dieser durch eine Blutmahlzeit
auf den Menschen Ubertragen werden kénnen, sodass ein erneuter Parasitenkreislauf initiiert

wird.
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1.1.2 Pravention und (Chemo-)Prophylaxe

Der komplexe Lebenszyklus der Plasmodien mit einer ungeschlechtlichen und
geschlechtlichen Vermehrung und Wechsel zwischen Vektor und Wirt erlaubt eine Vielzahl von
Ansatzen, die Krankheits- und Todesfalle langfristig zu reduzieren. Dabei kann zwischen

Pravention, (Chemo-)Prophylaxe und Therapie differenziert werden.

Mit der Ubertragung von Sporozoiten durch eine Blutmahlzeit der Stechmiicke auf den
Menschen und umgekehrt die Transmission von Gametozyten auf die Stechmiicke bleibt der
Lebenszyklus der Plasmodien bestehen.

Die Expositionsprophylaxe, darunter hautdeckende Kleidung, Insektenschutznetze oder auch
Repellenzien tragen zum Schutz bei, Mickenstiche zu verhindern. Repellenzien, wie z.B.
Diethyltoluamid (DEET) oder auch Icaridin (Abb. 3) werden auf der Haut aufgetragen, kénnen
von den Geruchs- und Geschmacksrezeptoren der Insekten aufgenommen werden und fir

diese unangenehm sein, sodass von Stichen bzw. Blutmahlzeiten abgehalten werden kann.['%

Xl i
§ 94 OAS
on \
Icaridin DEET

Abb. 3 Struktur der Repellenzien Icaridin und DEET.

Reisenden und auch Einheimische werden zur Reduzierung des Erkrankungsrisikos daher bei
Aufenthalt in endemischen Gebieten mit erhdhter Malariagefahr Prophylaxe-Arzneimittel, wie
z.B. Atovaquon-Proguanil, Mefloquin oder auch das Breitbandantibiotikum Doxycyclin,
empfohlen einzunehmen (Abb. 4). Letzteres ist flir Schwangere und Kinder nicht geeignet.['"!

OH H

Atovaquon Proguanil Doxycyclin Mefloquin

Abb. 4 Struktur von Atovaquon, Proguanil, Mefloquin und Doxycyclin.

Das Prodrug Proguanil wird in der Leber zum aktiven Cycloguanil metabolisiert und kann die

Enzymaktivitdt der Dihydrofolatreduktase in den Leberstadien des Parasiten hemmen.

4



EINLEITUNG

Zusammen mit Atovaquon kann Proguanil (Malarone®) nicht nur als Chemoprophylaxe,
sondern auch zur Behandlung einer akuten Malariainfektion eingesetzt werden. Malarone® ist
sowohl fur Erwachsene als auch Kinder (mit verringerter Dosis) in Deutschland zugelassen
und soll 1 — 2 Tage vor und bis zu sieben Tagen nach Aufenthalt in einem Malariagebiet taglich
eingenommen werden. Aufgrund unzureichender Daten ist Malarone® fir Schwangere und
Stillende nicht empfohlen. In der Frihschwangerschaft (1. Trimenon) kann die Einnahme von

Doxycyclin in Erwagung gezogen werden.!'?

Eine rezidive Malariainfektion durch P. ovale und P. vivax kann Monate oder gar Jahre nach
der Blutmahlzeit durch die in den Leberzellen ruhenden Hypnozoiten ausgelést werden. Zur
Therapie einer rezidiven Infektion kénnen die 8-Aminochinoline Primaquin oder dessen
Weiterentwicklung Tafenoquin eingesetzt werden. Aufgrund von gastrointestinalen
Nebenwirkungen und einer moglichen hadmolytischen Anamie bei einem Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel, sind diese Arzneistoffe nicht in allen Landern zugelassen oder

kénnen nur unter bestimmten Bedingungen verabreicht werden.!"?]

Eine Impfung gegen die humanpathogenen Plasmodienstamme stellt derzeit eine neue
Méoglichkeit dar, Infektions- und Todeszahlen zu minimieren, indem ein langfristiger Schutz und
Immunitat aufgebaut wird und die Impfstoffe einfach zuganglich und kostengtinstig angeboten
werden kdnnen.

Der erste zugelassene Impfstoff RTS,S/AS071 (Mosquirix®) adressiert das in der
Entwicklungsphase der Sporozoiten wichtige Circumsporozoitoberflachenprotein von
P. falciparum und wurde bereits in den 1980er Jahren entwickelt und fortan optimiert.['4:'% |m
Jahre 2015 wurde Mosquirix® von der Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) und im Jahre
2021 von der WHO fir Kinder ab einem Alter von 5 Monaten empfohlen.

Der Impfstoff zeigte bei Kindern zwischen funf und sieben Jahren in klinischen Studien der
Phase IIl mit vier Impfdosen eine Immunisierung gegen Malaria von 36% nach vier Jahren.
Trotz der geringen Wirksamkeit konnte mit RTS,S/ASO71 die Inzidenz sowie die
Hospitalisierungsrate von Malaria und demnach auch die Mittel fur die Behandlung der
Infektion in endemischen Landern stark reduziert werden.['®!

Das Vakzin R21/Matrix-M ist die Weiterentwicklung von RTS,S/AS01 und adressiert ebenfalls
das Circumsporozoitprotein (CSP). Durch den erhéhten Anteil an CSP-Antigenen weist
R21/Matrix-M eine Wirksamkeit von 72% Uber 18 Monate bei vier Impfdosen in klinischen
Studien der Phase 3 auf. R21/Matrix-M wurde im Oktober 2023 von der WHO empfohlen und
ist seit Mitte 2024 (R21/Matrix-M) als Impfstoff insbesondere flir Risikogruppen (Kleinkinder,

Schwangere und Stillende) verfiigbar.['71018]
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Fur die weitere Entwicklung von Malariaimpfstoffen wurde der Blick auf die mRNA-Technologie
gerichtet, die erfolgreich bei den COVID-Impfstoffen angewendet werden konnte. Mit dieser
Art von Impfstoff kdnnen so in den Zellen Circumsporozoitproteine oder auch weitere
Zielproteine produziert werden, welche eine Immunantwort hervorrufen und Immunitat

gegeniber den Plasmodien aufbauen konnen.l'9)

1.1.3 Malaria-Therapie

Die korrekte und frihzeitige Diagnostik einer Malariainfektion ist fur die richtige Auswahl der
Malariatherapie unabdingbar.

Eine unkomplizierte Malariainfektion zeichnet sich in den meisten Fallen durch
(un-)regelmaRige Fieberschube, Kopf- und Gliederschmerzen aus, ist demnach zu den
Symptomen einer Grippe ahnlich und kann somit nicht eindeutig von anderen Infektionen
unterschieden werden. Die Intensitat und das zeitliche Auftreten dieser klinischen Symptome
unterscheidet sich je nach Plasmodienart, dem Grad der Immunitadt des Infizierten, dem

Vorhandensein einer Komorbiditat und der medikamentésen Prophylaxe.

Die lichtmikroskopische Untersuchung eines Blutabstrichs (,Dicker Tropfen) stellt die
einfachste Malariadiagnostik dar, eine Infektion sowie die Parasitendichte festzustellen.
Zwischen den Plasmodien-Arten kann mit einer Giesma-Farbung eines dinnen
Blutausstriches Aufschluss unterschieden werden.

Immuno-chromatographische Schnelltests zum Nachweis von Plasmodien-Antigenen oder
auch Nukleinsaureamplifikationstechniken (PCR, LAMP) zum Nachweis von Nukleinsauren
(DNA) kénnen ebenfalls als sensitive und spezifische Testverfahren genutzt werden, wobei

falsch negative Ergebnisse insbesondere bei niedriger Parasitamie auftreten konnen.[?%

Neben der ,unkomplizierten Malaria“ wird zwischen einer ,schweren Malaria“ differenziert, die
sich neben den oben beschriebenen Symptomene einer unkomplizierten Malariainfektion
durch  weitere  Symptome, darunter Bewusstseinsstérungen, Blutungen  und

Organkomplikationen oder auch Hyperparasitdmie von Gber 10 % unterscheidet.

Die Therapie der Malaria richtet sich neben den klinischen und labordiagnostischen Kriterien
nach der Art der Plasmodien-Spezies und landerspezifischen Vorgaben aufgrund von
Resistenzen. Zudem zahlen u.a. Schwangere und stillende Mitter sowie (Klein-)kinder und
Personen mit weiteren Erkrankungen zu den Risikogruppen, bei denen eine Nutzen-Risiko-

Abwagung vor der Gabe von Antimalariamittel durchgefiihrt werden sollte.!'"!
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Die WHO empfiehlt zwar weiterhin eine Verabreichung von Monopraparaten fir spezielle
Patientengruppen, jedoch zahlt die Artemisinin-basierte Kombinationstherapie (Abkirzung
ACT, engl. ,Artemisinin-combination-therapies®), d.h. die Kombination von zwei oder mehr
Arzneistoffen derzeit zum Goldstandard, um hohe Heilungsraten zu gewahrleisten und um
madgliche Resistenzen zu minimieren. ']

Fur Infektionen der unkomplizierten Malaria mit P falciparum werden die
Kombinationspraparate Artemether-Lumefantrin  (A-L), Artesunat-Amodiaquin (AS-AQ),
Dihydroartemisinin-Piperaquin  (DHA-PPQ), Artesunat-Mefloquin (AS-MQ), Artesunat-
Sulfadoxin-Pyrimethamin (AS-SP) und seit 2022 Artesunat-Pyronaridin (ASPY) fur Kinder und
Erwachsene empfohlen. (Abb. 5) Schwangere und stillende Mutter sollen auf die Kombination
von Chinin und Clindamycin ausweichen, da Artemisinin eine mogliche teratogene Wirkung in

praklinischen Tierstudien zeigte."

Dihydroartemisinin Artemether

Cl

N* | =z |N * NH
NN N = |
cl K/)“\/\/@ cl N /j

Piperaquin Amodiaquin Chloroquin

({ Cl
H,N
N o | N
s’ . _N . p—
/7N
00 NH, HO Q O

Cl
Cl Cl

Sulfadoxin Pyrimethamin Lumefantrin

Abb. 5 Struktur der Malariaarzneimittel Dihydroartemisinin, Artemether, Artesunat, Piperaquin,
Amodiaquin, Chloroquin, Sulfadoxin, Pyrimethamin und Lumefantrin.

Die Entwicklung der Arzneistoffe, die in einer Artemisinin-basierten Kombinationstherapie
eingesetzt werden, hat den Ursprung beim einjahrigen Beiful? Artemisia annua und der Rinde
des Cinchona succirubra, die bereits seit dem 16. Jahrhundert als Heilmittel gegen Malaria in

China und Peru verwendet werden. Erst im Jahr 1820 wurde das gegen Malaria aktive Chinin
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von franzosischen Chemikern und im Jahr 1970 der Naturstoff Artemisinin von chinesischen
Wissenschaftlern aus diesen Pflanzen isoliert (Abb. 6). Die beiden Naturstoffe bilden seither

Grundkorper fiir die Entwicklung von Malariawirkstoffen.??

Artemisinin Chinin

Abb. 6 Struktur von Artemisinin und Chinin.

Artemisinin und Chinin wirken wahrend der erythryzotaren Entwicklung des Parasiten. Die
Endoperoxidbricke des Artemisins wird mithilfe von Eisenionen des Hamoglobins reduktiv
gespalten. Die daraus entstehenden Radikale sind fiir den Parasiten toxisch, sodass Proteine
und Fette alkyliert oder auch das Proteasom inhibiert werden kénnte, woraus oxidativer Stress

und Zellschaden resultiert.2324]

Die Entgiftung des Nebenproduktes Hadm durch den Parasiten kann mit Chinin unterbrochen
werden. Freies, fur die Plasmodien toxisches Ham lagert sich in der Vakuole an und kann
aufgrund der Redox-Aktivitat des zentralen Eisenions (Fe?*/Fe®*) und der dadurch gebildeten

reaktiven Sauerstoffspezies des Hams ebenfalls zum Zelltod fihren.

Zwar bietet der komplexe Lebenszyklus der Plasmodien ein breites Spektrum an mdglichen
Zielen fur die Inhibitorentwicklung, jedoch zugleich auch ein hohes Potential an Resistenzen
gegenuber Wirkstoffen.

Zur Steigerung der Aktivitdt gegenuber den Plasmodien, zur Verbesserung von
pharmakokinetischen Eigenschaften und Verringerung der Resistenzentwicklung, wurden die

Leitstrukturen Artemisinin und Chinin stets weiterentwickelt (Abb. 5).

Bereits 1910 wurde die erste Chinin-Resistenz festgestellt. Auch gegen Chloroquin, einem von
Chinin abgeleiteten 4-Aminochinolin, traten im Laufe der 1950er Jahre Resistenzen in
Kolumbien und Thailand auf. Ab den 1970er Jahren war die Chloroquin-Resistenz gréftenteils

Uber die Kontinente Afrika, Stidamerika und Asien verteilt.[??

Werden die Parasiten bei einer Behandlung mit antiplasmodialen Wirkstoffen nicht vollstandig
abgetotet, konnen Resistenzen entstehen. Aufgrund der globalen Resistenz von P. falciparum

gegeniber Chloroquin empfiehlt die WHO Artemisinin-basierte Praparate.® Die Therapie
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besteht aus einem Artemisinin(-Derivat), welches eine hohe Eliminierungsrate, d.h. eine hohe
Anzahl der Parasiten innerhalb kiirzester Zeit vernichtet, und einem zweiten Antimalaria-
Wirkstoff, welcher die restlichen Parasiten Uber einen langeren Zeitraum eliminieren kann.

Die Auswahl des zweiten Wirkstoffs hangt von der Plasmodium-Spezies und der

Resistenzpravalenz gegentiber den beiden Wirkstoffen in den betroffenen Regionen ab.[?¢!

Die erweiterte Mekong Subregion im sudostlichen Asien nutzte als erste Region
Artemisinin-basierte Kombinationspraparate, nachdem die Plasmodienstdmme resistent
gegenluber Chloroquin und auch weitere Chinin-basierte Arzneistoffe wurden. So nutzten
Thailand ab den 1990er Jahren und Kambodscha ab dem Jahr 2000 das
Kombinationspraparat bestehend aus Artesunat und Mefloquin (AS-MQ). Vietnam folgte im
Jahr 2003 mit Dihydroartemisinin und Piperaquin (DHA-PPQ).1"!

Im Jahr 2008 fielen im Westen von Kambodscha erste Resistenzen gegen Artemisinin-basierte
Monopraparate auf, die durch eine verlangsamte Reduzierung der Parasitdmie beobachtet
wurden. In den kommenden Jahren wurden ahnliche Beobachtungen in weiteren Teilen von

Kambodscha sowie Myanmar, Laos, Thailand und Vietnam gemacht. 28129

Eine Resistenz gegenuber DHA-PPQ wurde im Jahr 2013 in Teilen von Kambodscha
beobachtet, die dazu flihrte, dass das Kombinationspraparat AS-MQ ab dem Jahr 2017 wieder
als erste Malariatherapie empfohlen wurde.

Das Kombinationspraparat Pyramax®, bestehend aus Artesunat und Pyronaridin (AS-PY), wird

seit dem Jahr 2022 zusétzlich eingesetzt und ist in 28 Landern zugelassen.%

Obwohl die Kombinationspraparate aus Artemisinin und einem weiteren Wirkstoff, je nach
Region an die Resistenzen angepasst, weiterhin effektiv als Malariatherapie eingesetzt
werden kénnen, wird der Einsatz von Dreifach-Kombinationspraparaten in der erweiterten

Mekong Subregion diskutiert."

Eine Artemsinin-Resistenz, die durch eine verringerte Clearence der Parasiten beobachtet
wurde, konnte u.a. auf eine Mutation des Kelch-13-Proteins (Pfkelch13) zurickgefuhrt werden.
Der Parasit ist durch die Mutation weniger anfallig gegenulber proteotoxischem Stress und hat
verbesserte Verteidigungsmechanismen. 32

Eine Amplifikation der Gene plasmepsin-2 und plasmepsin-3 auf dem Chromosom 14 konnte
als Ursache flir eine geringere Anfélligkeit gegenuber Piperaquin und eine verringerte
Behandlungswirksamkeit von DHA-PPQ in Fallen der unkomplizierten Malaria durch

P. falciparum gefunden werden.!
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Die in Stidostasien beobachtete Resistenz gegentiber DHA-PPQ konnte durch eine Mutation
der Transportergene PfCRT (plasmodium falciparum chloroquine resistant transporter) Pfmdr
(plasmodium falciparum multi drug resistance), Pfnhe (plasmodium falciparum Na'/H*
exchanger) erklart werden. Eine Mutation von Transportergenen kann u.a. dafiir sorgen, dass

Piperaquin von dem Ham-Target aus der Nahrungsvakuole heraustransportiert wird.[34-38]

Auch wenn die Kombination aus Dihydroartemisinin und Piperaquin weiterhin eine hohe
Wirksamkeit in afrikanischen Landern aufweist, so wurden Pfkelch13-Mutationen ebenfalls bei
Patienten in den ostafrikanischen Landern Rwanda, Uganda und Eritrea beobachtet, die zu

einer moglichen Resistenz gegeniiber DHA-PPQ flihren konnten.%
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1.1.4 Entwicklung von antiplasmodialen Wirkstoffen

Die meisten zugelassenen Antimalariawirkstoffe wurden von den Naturstoffen Artemisinin und
Chinin abgeleitet und hinsichtlich pharmakodynamischer und -kinetischer Parameter
weiterentwickelt.[*?!

Durch das Auftreten der Resistenzen in afrikanischen Landern und der erweiterten Mekong
Subregion gegen Artesiminin-Kombinationspraparate, die derzeit den Goldstandard in der
Antimalaria-Therapie darstellen, sowie einer globalen Chinin-Resistenz, wird der Fokus auf die
Entdeckung und intensive Entwicklung von Wirkstoffen mit neuartigem Wirkmechanismus statt

der Entwicklung von Artemisinin- und Chinin-basierten Wirkstoffen gelegt.

Eine Strategie in der Antimalariaforschung ist die Target-basierte Entwicklung von Wirkstoffen.
Hierfur ist bereits ein Zielprotein (Target) identifiziert, welches essenziellen Einfluss auf
zellulare Prozesse und biologische Funktionen im Parasiten hat. Das Target kann mit hoher
Bindungsaffinitat von kleinen Molekilen oder Proteinen Uber Protein-Protein-Interaktionen
selektiv adressiert werden. Idealerweise werden alle Lebensstadien der Plasmodien durch das
Target beeinflusst.®#"

Trotz der vollstdndigen Sequenzierung des P falciparum-Genoms im Jahr 2002 werden
weiterhin neue potenzielle Targets identifiziert.!?

In Kontrast zur Target-basierten Entwicklung stehen phanotypische, Zell-basierte
Untersuchungen, bei denen nicht das (fokussierte) Target, sondern die ganzheitliche Sicht im
Vordergrund steht und pharmakokinetische sowie physikochemische Parameter einen
Einfluss auf die untersuchte Aktivitdt haben. Die pharmakokinetischen Parameter kbnnen im
Anschluss an ein Target-basiertes Verfahren untersucht, respektiv das Target in Zell-basierten

Untersuchungen identifiziert und validiert werden (Abb. 7).1431144]
Target-basiertes Screening
it Lead-
Target- Target- Assay- rhrotjg‘ Groe Hit- Identifizierung
identifizierung validierung Entwicklung S Identifizierung und
Optimierung

Zell-basiertes Screening

hish- Lead-
Assay- mmug i Hit- Target- Target- Identifizierung
Entwicklung screening Identifizierung identifizierung validierung Opriumr;grung

Abb. 7 Prozessschritte im Target-basierten und Zell-basierten Screening.“344]
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Zentraler  Schritt in  beiden  Entwicklungsstrategien ist das automatisierte
Hochdurchsatz-Screening (engl. high-throughput-screening, HTS) einer Substanzbibliothek in
dem entwickelten Assay, bei dem hits identifiziert werden, die eine nachweisbare und
reproduzierbare biologische Aktivitdt zeigen. Hits sind Ausgangspunkte in der
Arzneimittelentdeckung (engl. Drug Discovery) und zeichnen sich idealerweise durch eine
einfache und optimierbare molekulare Struktur sowie erster Hinweise auf eine Selektivitat und
niedriger Toxizitat aus.*3+44]

In der Hit-to-Lead-Optimierung werden Hits hinsichtlich der physikochemischen Parameter,
biologischen Aktivitat, Selektivitdt, pharmakokinetischen Parameter (Absorption, Verteilung,
Metabolismus, Exkretion) und Toxizitat in einem iterativen Prozess aus rationalem (in silico)
Design, Synthese und biologischer Testung optimiert, um diese in einen Lead-Kandidaten zu
Uberflhren. Leads kdnnen in weiteren Schritten ferner chemisch modifiziert und hinsichtlich
der Zielparameter optimiert werden und schliellich in praklinischen und klinischen Studien
intensiv untersucht werden. Nach erfolgreichem Abschluss der klinischen Studien (Phase llI)
kann eine Zulassung des Arzneimittels bei den Regulierungsbehdrden (FDA, EMA) beantragt
werden, woraufhin die Pharmakovigilanz die Sicherheit des Arzneimittels fortlaufend

Uberwacht und potenzielle Risiken friihzeitig bewertet.[*%]

,Medicines for Malaria Venture* (MMV) ist eine Organisation, die seit 1999 die Entwicklung
und Distribution von Medikamenten zur Behandlung von Malaria unterstitzt. Im Jahr 2013
wurde eine Leitlinie vom MMV vorgestellt und im Jahr 2017 von BURROWS et al. Uberarbeitet,
nach der neue potente Wirkstoffe klassifiziert werden konnen, die einen einheitlichen
strukturierten Uberblick Uber den Stand der Wirkstoffentwicklung erméglichen.

Die target candidate profiles (TCP’s) unterscheiden zwischen der Wirkung gegen asexuelle
Blutstadien (TCP 1), Wirkung gegen Hypnozoiten (TCP 3), Wirkung gegen Leberstadien
(TCP 4) und den transmissionsblockierenden Eigenschaften (TCP 5&6).

Target product profiles (TPP’s) klassifizieren die Wirkstoffe nach Verwendung in der
Behandlung einer aktiven Malariainfektion (TPP 1) oder die Chemoprotektion (TPP2)
(Abb. 8).14]

Neben der TCP- und TPP-Klassifizierung kédnnen Wirkstoffe als potente Lead-Kandidaten
gruppiert werden. Das MMV sieht flr early leads eine initiale hohe in-vitro-Aktivitat (ICso) von
< 100 nM gegen den relevanten Zielorganismus sowie eine Selektivitat von > 100 gegenuber
dem relevanten Wirt-Target vor, welche in den praklinischen Kandidatenkriterien definiert sind.
Ein 1Cso von > 100 nM ist dabei nicht zwangslaufig ein Aussschlusskriterium bei der Bewertung
eines lead-Kandidaten, sofern Faktoren wie Dosisvorhersage, Sicherheitsprofil und

pharmakokinetische Eigenschaften vielversprechend sind.
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Behandlung einer schweren
Malaria

&

Aktivitdt gegen
Blutstadien (TGP1)

(Vorsorgliche) Behandlung
einer unkomplizierten
Malaria

TPP1: Behandlung von Patienten

Aktivitit gegen

Behandlung einer
wiederkehrenden Infektion

¥

Hypnozoiten (TCP3)

Einfacher oder mehrfacher Einsatz von Medikamenten

St fiir Einheimi
z.B. Behandlung von
asymptomatischen Infektionen

b

Blockieren der
Ubertragrung (TCP5&6)

Chemoprophylaxe fiir
Einheimische und Prévention
bei einer Malariaepidemie

TPP2: Chemoprotektion

l
J
|

Chemoprophylaxe
(TCP4)

Abb. 8 Zusammenhang zwischen target candidate profiles (TCPs) und target product profiles (TPPs)

nach BURROWS et al.

Abbildung modifiziert vom MMV. 146l

MMV stellt eine Plattform dar, neue Wirkstoffe sowohl im pharmazeutisch-industriellen als

auch akademischen

Umfeld mit kleineren Arbeitsgruppen zu identifizieren, bis zur Zulassung

zu verfolgen und Entwicklungen voranzubringen (Abb. 9).147]

Kandidaten-
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Translational
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N
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Abb. 9 Portfolio der MMV-unterstltzen Projekte (Stand September 2024).147]
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Die bisher zugelassenen Wirkstoffe und jene in Phase Il und Il sind mehrheitlich Artemisinin-
basierte Kombinationspraparate.

MMV plant bis zum Jahr 2030 die Genehmigung und Distribution von vier neuen Arzneistoffen
in endemischen Landern vorantreiben zu konnen, welche nicht Artemisinin-basiert sind und
gegenuber wirkstoffresistenten Stammen aktiv sind, darunter je ein Wirkstoff flir Schwangere
im ersten Trimester und eine flr Kinder vertragliche Darreichungsform von Primaquin. Ferner
sollen bis zu 30 verschiedene Wirkstoffe in der Entwicklung stark vorangetrieben werden,
darunter Kombinationspraparate aus drei verschiedenen Wirkstoffen, welche in einer
Einzeldosis verabreicht werden und so einer Resistenz entgegenwirken sollen.

Neben der Minimierung von Resistenzen liegt der Fokus des MMV ebenfalls auf der
Chemoprotektion, der Sicherheit sowie Vertraglichkeit von Wirkstoffen, insbesondere von
Schwangeren, Kindern, Jugendlichen und weiteren Risikogruppen. Zwei Wirkstoffe auf Basis
von monoklonalen Antikdrpern sollen so fur den Einsatz als langwirkende Chemoprophylaxe
evaluiert werden.

Neben MMV war bis zum Jahr 2015 die Organisation ,Drugs for Neglected Diseases Initiative*
(DNDi) an der Entwicklung von Malariawirkstoffen beteiligt, die sich in den Folgejahren jedoch
auf andere vernachlassigte Krankheiten, darunter die Chagas-Krankheit oder auch die
Kryptokokkose, fokussierten.“®! Die ,Bill and Melinda Gates Foundation“ setzt seit 1999 den

Schwerpunkt auf die Bekampfung von Malaria und Poliomyelitis.

Einige Wirkstoffe befinden sich in klinischer Phase Il und zeichnen sich durch eine zu

Artemisinin unterschiedliche chemische Struktur oder neuartige Wirkweise im Parasiten aus

(Abb. 10).55
/
o}
\/\N\\/j(\) %N\
i . HN

0-© |
H Cl N

Ganaplacid Cipargamin Artefenomel Ferroquin

Abb. 10 Strukturen von ausgewahlten MMW-unterstiitzten Wirkstoffen in klinischer Phase 11.°7

Ganaplacid mit Imidazolopiperazin-Grundgerust wurde in einem phanotypischen Screening
von NAGLE et al. als Wirkstoff identifiziert und zeigt eine Aktivitdt gegen Leber-, Blut- und
frihen Gametozytenstadien von P, falciparum und P. vivax. Der genaue Wirkmechnismus ist
derzeit noch ungeklart, kdénnte aber in Zusammenhang mit Membrantransportern im
endoplasmatischen Retikulum stehen.®'152]
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Das Spiroindolon-Strukturelement des Wirkstoffs Cipargamin wurde insbesondere aufgrund
einer wachsenden Artemisinin-Resistenz in der siidostasiatischen Region entwickelt. Eine
(1R,3S)-Konfiguration der beiden Stereozentren ist essenziell flr die hohe antiplasmodiale
Aktivitat gegen P falciparum sowohl in den asexuellen Blut- als auch sexuellen
Gametozytenstadien, was die Ubertragung der Parasiten reduzieren kénnte. Cipargamin
zeichnet sich durch eine schnelle Parasitenbeseitigung (rapid parasite clearence) und starke
Fiebersenkung innerhalb von 8 h in Anwendung als Monotherapie aus. Praklinische Studien
deuten auf eine Inhibierung des ATPase-Kationentransporters PfATP4 hin, was zu einer
Perturbation der Na*-Homdoostase sowie Erhéhung des pH-Wertes im Parasiten und zu einer
Eryptose flihren kann. 31561 Neben Cipargamin zeigt das Dihydroisochinolion (+)-SJ733
ebenfalls inhibitorische Aktivitat gegen PfATP4.57]

Das 1,2,4-Trioxolan Artefenomel ist ein Ozonid mit verbesserter antiplasmodialen Aktivitat,
chemischen Stabilitat und Bioverfligbarkeit im Vergleich zu Artemesinin und dem Vorganger
Arteloran.58H6% Artefenomel weist einen Wirkmechanismus dhnlich zu Artemsinin in den
asexuellen Blutstadien in P. falciparum auf und zeigt trotz des ahnlichen Pharmakophors eine
Wirksamkeit gegenlber Artemisinsin-resistenten Parasiten mit Pfkelch13-Mutation.[©':162]
Ferner wurde eine gametocytocidale Aktivitat gegen P vivax, jedoch nicht P falciparum
Gametozyten beobachtet.[®%®4 Mit einer langen Plasmahalbwertszeit von etwa 30 Stunden im
Menschen, einer niedrigen in vivo Toxizitat und einem moglichen Einsatz als Monotherapie
kdnnte Artefenomel als Substitut fir Artemisinin in Kombination mit weiteren Wirkstoffen
verwendet werden. 65161

Das metallorganische Ferroquin ist ein 4-Aminochinolin Chloroquin-Derivat und zeigt eine
Wirksamkeit in den asexuellen Blutstadien gegen Chloroquin-resistente P. falciparum
Stamme. 7181 Der Wirkmechanismus ist bisher nicht vollstandig bekannt.

BIOT et al. konnten zeigen, dass die intramolekularen Wasserstoffbrickenbindungen der
4-Amino- mit der terminalen tertiaren Aminogruppe mitunter essenziell fur die héhere Aktivitat
von Ferroquin im Vergleich zu Chloroquin sind. Ferroquin kénnte durch die héhere Lipophilie
und geringere Basizitdt eine erhdhte Membranpermeabilitdt aufweisen. DUBAR et al.
beobachteten, dass das zentrale Fe(ll)-Atom der Ferroceneinheit in Zusammenhang mit der
Bildung von Hydroxylradikalen steht, welche die Membranen der Gastriole beschadigen und

so zum Zelltod das Parasiten flihren kénnen. 169172

Die klinischen Wirkstoffe erzeugen Hoffnung, dass die Herausforderungen in der Entwicklung
von Antimalaria-Arzneistoffen bezwungen werden kdnnen. Die weitere Entdeckung von
potenten Wirkstoffen und die Verbesserung dieser ist durch das Auftreten von Resistenzen
dennoch unabdingbar. Resistenzen kdnnen durch optimal ausgewahlte Malariatherapien mit

richtiger Dosierung und gezielter Anwendung von Arzneimitteln, die zuletzt vor Allem bei
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Risikogruppen sicher und vertraglich sind, sowie die Entdeckung von neuen
Wirkmechanismen reduziert oder gar vermieden werden. Zur Verhinderung einer

Transmission kdnnen zudem neue Arzneimittel mit langer Halbwertszeit eingesetzt werden.
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1.2 Hitzeschockprotein 90 als Drug-Target

Die Homoostase beschreibt ein dynamisches Gleichgewicht und das Aufrechterhalten aller
Funktionen in einer Zelle von Organismen. Durch duflere Einfllisse wie Temperaturanderung,
Azidose, Toxine, metabolischen und oxidativen Stress, kommt es zu Fehlfaltungen und
Mutationen in Proteinen, durch die ein gesundes Gleichgewicht der Zelle nicht mehr
gewabhrleistet ist. Damit eine Homdostase wieder erreicht werden kann, werden Chaperone
(Hilfsproteine) vermehrt exprimiert, die mit einer Vielzahl von Clienten bzw. Substraten

(Proteinen) interagieren konnen.”

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) ist ein 90 kDa schweres, ATP-abhangiges Chaperon,
welches unter normalen Bedingungen im Menschen ca. 1 -2 % des gesamten Proteoms

ausmacht und bei Zellstress liberexprimiert vorliegt (4 — 6 %).[’4

Mit etwa 400 Clientproteinen ist Hsp90 im Menschen (hHsp90) neben der korrekten Faltung
von Proteinen in ihre funktionelle Konformation fir diverse weitere Bereiche verantwortlich,
darunter Signalkaskaden, Reparatur von DNA-Schaden, Aktivierung von Rezeptoren und
Bindung von Liganden an diese (z.B. Steroidhormone) oder auch das Zusammensetzen von

Multiproteinkomplexen. 751761

Hsp90 und andere Hitzeschockproteine, die nach ihnrem Molekulargewicht klassifiziert werden,
bilden zusammen mit weiteren (Co-)Chaperonen ein Netzwerk, welches mafgeblich zur
Proteostase und so zu einem gesunden Zellzustand beitragt. Der vollstandige
Funktionsumfang des Chaperonnetzwerkes um hHsp90 sowie die beteiligten Co-Chaperone
und Clienten sind noch nicht vollstandig entschlisselt, sodass Hsp90 weiterhin Gegenstand

der aktuellen Forschung ist.

In Krebszellen, bei der malignen Transformation und Entwicklung von diversen Tumoren, liegt
Hsp90 Uberexprimiert vor. Durch proteotoxischen Stress, darunter Hitze, Azidose und Hypoxie,
ist ebenfalls eine Uberexprimierung von Hsp90 in Krebzellen beobachtbar, welche eine
unverzichtbare und Uberlebenswichtige Abhangigkeit der onkogenen Klientproteine von Hsp90
zeigt.[""178 Hsp90 stellt aufgrund der zentralen Rolle in der Stabilisierung, Proliferation,
Zellinvasion und -migration von diversen Krebszellen sowie der Abhangigkeit der vielen

Klientproteine daher ein geeignetes Target dar.["”)

17



EINLEITUNG

Das Hitzeschockprotein 90 ist ebenfalls in P. falciparum vorzufinden. Insbesondere wahrend
der metabolisch aktiven Phase der Throphozoitenbildung (Abb.1) oder auch bei
Fieberschiben, die wahrend einer Malariainfektion auftreten konnen, ist eine
Uberexprimierung von PfHsp90 beobachtbar. 8%

In P, falciparum liegen vier paraloge Hsp90-Isoformen (PfHsp90) vor, im Zytosol, im

Mitochrondium, im endoplasmischen Retikulum und im Apicoplast (Abb. 11).18"

PfHsp90
PF3D7_0708400

Endoplasmisches
Retikulum

PfTrap1 PfGrp94
PF3D7_1118200 PF3D7_1222300

Mitochondrium

Abb. 11 lllustration eines von P falciparum befallenen Erythrozyten sowie die Orte der vier
Hsp90-Isoformen (blaue Objekte). Grau hinterlegt sind jeweils die PlasmoDB-Datenbanknummern
(https://plasmodb.org).

Die Chaperone haben einen Anteil von ca. 2 % des gesamten Proteoms von P. falciparum. Die
genauen Funktionen und Beteiligten des Chaperon-Netzwerkes in P falciparum sind im
Vergleich zu den humanen Chaperonen weniger bekannt.®2 Der komplexe Lebenszyklus des
Parasiten, die vielen strukturellen Veranderungen sowie die fremde Umgebung in Vektor und
Wirt, Iasst eine Abhangigkeit von dem Chaperonnetzwerk vermuten, welches maf3geblich zur
Homéo- und Proteostase beitragt und somit essenziell fiir das Uberleben des Parasiten ist.

PfHsp90 tbernimmt nicht nur wahrend der intraerythrozytaren Phase, sondern auch in den

Leber- und frihen Gametozytenstadien eine essenzielle Rolle, sodass PfHsp90 ein
geeignetes Target in der Entwicklung von antiplasmodialen Wirkstoffen darstellt.3-7]
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1.2.1 Aufbau und Funktionen von PfHsp90

Die Aminosauresequenzen des zytoplasmischen humanen und zytosolischen plasmodialen
Hsp90 sind hochkonserviert und zeigen eine Ubereinstimmung von 64 %. Der Aufbau und die
Funktionen der beiden homologen Proteine sind daher ahnlich und unterscheiden sich
malfdgeblich in den Co-Chaperonen und Client-Proteinen. Wahrend eine Kristallstruktur des
vollstandigen humanen Hsp90 verfugbar ist (PDB: 3Q6M), konnte die Struktur des gesamten

zytosolischen plasmodialen Hsp90 bisher nur in Losung untersucht werden. 8189
Strukturstudien zeigen, dass es sich bei PMHsp90 um ein flexibles, im Vergleich zu hHsp90

verlangertes Homodimer, handelt. PfHsp90 kann in einzelne charakteristische

Funktionsbereiche eingeteilt werden, die mit denen von hHsp90 vergleichbar sind (Abb. 12).

NTD

Linker

MD

CTD
MEEVD

Abb. 12 Schematischer Aufbau von PfHsp90.

PfHsp90 besteht aus einer N-terminalen Doméane (NTD), einem Linker, der die NTD und
mittlere Domane (MD) verbindet sowie einer C-terminalen Domane (CTD) und einem daran
gebundenen endstandigen MEEVD-Pentapeptid.

In der N-terminalen Domane findet hauptséachlich die Hydrolyse von ATP zu ADP statt, welche
die Energie des Konformationswechsels von dem offenen V-férmigen Ruhestand in den
geschlossenen aktiven Zustand liefert (Abb. 12). Die Uber 200 Clientproteine werden
Uberwiegend an der MD gebunden. Die CTD ist der Homodimerisierungsbereich von PfHsp90.
Weitere Co-Chaperone kénnen an dem MEEVD-Motiv an PfHsp90 binden. Die Dimerisierung

von PfHsp90 ist essenziell fur die Chaperon-Aktivitat.

Zusammen mit verschiedenen Hitzeschockproteinen und Co-Chaperonen, die bei

spezifischen Konformationen von PfHsp90 gleichzeitig, konkurrierend oder auch

19



EINLEITUNG

nacheinander an PfHsp90 binden, kénnen Clientproteine rekrutiert und der Zyklus in Hsp90
durchlaufen werden, mit dem die aktive Form der Clientproteine erreicht werden kann
(Abb. 13).% Welche Co-Chaperone an dem Zyklus beteiligt sind, hangt maRgeblich von dem

Clientprotein und der jeweiligen Hsp90-Isoform ab.

Abb. 13 Schematische Darstellung der korrekten Faltung eines Clientproteins durch einen Komplex aus
Hsp90 und Co-Chaperonen. (Abbildung modifiziert nach DUTTA, SINGH, EDIKINS, BLATCH et al. )]

Die Anndherung der Clientproteine an PfHsp90 wird durch verschiedene Co-Chaperone
unterstitzt (Abb. 13, A). Insbesondere Kinasen werden so vom Co-Chaperon Cdc37 zum
humanen Hsp90 rekrutiert, welches bisher jedoch nicht in P. falciparum identifiziert werden
konnte.

Das Hitzeschockprotein PHsp70 kann ebenfalls fehlgefaltete Clientproteine rekrutieren, neu
falten und sie anschlieRend an PHsp90 weiterreichen, an welchem die vollstandige Faltung
sowie Reifung der Proteinfunktionen ablduft. Das Weiterreichen der Clientproteine von
PfHsp70 an PfHsp90 wird dabei vom Co-Chaperon PfHop unterstitzt, welches Gber eine TPR-
Domane (Tetracopeptide repeat) verfugt. Die TPR-Domane kann gleichzeitig eine Bindung zu
den beiden MEEVD-Aminosauresequenzen von PfHsp70 und PfHsp90 aufbauen, aus dem
der Hsp70-Hsp90-Komplex entsteht (Abb. 13, B).
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In der N-terminalen Domane (NTD) von PfHsp90 befindet sich die ATP-Bindetasche, die der
von hHsp90 strukturell ahnlich ist, aber leichte Veranderungen in der Hydrophobie und
Volumen sowie polareren Resten am Taschenrand aufweist . In biochemischen Studien wurde
zudem eine um 30% erhdhte Bindungsaffinitdt von ATP zur Bindetasche und daraus
resultierende sechsfach héhere ATPase-Aktivitat von PfHsp90 beobachtet. Die
ATP-Bindungstasche besteht aus neun antiparallelen B-Faltblattern mit sieben a-Helices, die
zusammen Teil der konservierten GHKL-Proteinfamilie (Gyrase, Hsp90, Histidinkinase, MutL)
sind.1921%3

Die NTD der beiden Hsp90-Monomere enthalten ein lid-Segment an der ATP-Bindetasche,
welches in der N-terminalen Dimerisierung von einer offenen Konformation nach ATP-Bindung
in eine geschlossene Form dbergeht. Gleichzeitig wird das Clientprotein von dem
Co-Chaperon PfHsp70 auf die MD von PfHsp90 unter Verlassen der Co-Chaperone (PfHop)
auf PfHsp90 Ubertragen. Die Co-Chaperone PfCyp40 und PfFKBP35 zahlen zur Klasse der
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerasen und konnen ebenso wie das Co-Chaperon PP5
(Protein-Phosphatase 5) die posttranslationale Modifizierung regulieren und Reifung bzw.

Bildung des asymmetrischen Hsp90-Komplexes unterstiitzen. (Abb. 13, C).[%4-%

Der flexible Linker zwischen NTD und mittlerer Domane (MD) von PfHsp90 zeigte die grofiten
Unterschiede im Vergleich zu hHsp90. Der Linker zeichnet sich durch eine langere und starker
negativ geladene Aminosauresequenz aus. Dieser Linker kann mit dem y-Phosphat von ATP
besser interagieren und so zu einer verbesserten ATPase-Aktivitat beitragen. Der Einfluss des
Linkers auf die Chaperonaktivitdit wurde von TSUTSUMI et al. untersucht. Im Hsp90 des
Eukaroyten Saccharomyces cerevisiae (yHsp90) wurde der Linker durch den von
zytosolischem PfHsp90 und auch zytoplasmischem hHsp90 ersetzt. In beiden chimeren
yHsp90 mit plasmodialem oder humanem Linker konnte eine Verringerung der
ATPase-Aktivitat (PMHsp90: < 10% im Vergleich zum yHsp90-Wildtyp) beobachtet werden.
Ferner wurde das yHsp90 Clientprotein Ste11AN vom yHsp90-Wildtyp und yHsp90 mit

humanem Linker, jedoch nicht von yHsp90 mit plasmodialem Linker erfolgreich exprimiert.7]

Zusammen mit dem flexiblen Linker untergehen die NTD und MD nach Bindung des ATPs eine
Konformationsénderung, mit der das y-Phosphat des ATP in rdumliche Nahe zu essenziellen
Aminoséauren in der MD gebracht wird, welche die Hydrolyse von ATP unterstitzten konnen. 8
Das an der MD bindende Co-Chaperon PfAha1 leitet mafigeblich die die ATPase ein und
konkurriert mit dem Co-Chaperon p23, welches die ATPase-Aktivitat durch inhibitorische
Eigenschaften steuert. Dadurch kénnen Clientproteine langer am Hsp90-Komplex gebunden
bleiben, bis die aktive Konformation oder die Reife des Clientproteins erreicht ist
(Abb. 13, D).l Nach der Hydrolyse von ATP zu ADP und erfolgreicher Faltung und Reifung
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der Clientproteine kehrt das PfHsp90 in die offene Konformation zuriick und steht fir weitere

Clientproteine zur Verfigung.

1.2.2 Hsp90-Inhibitoren

Der komplexe Zyklus von PfHsp90 (Abb. 13) ermoéglicht eine Vielzahl von Angriffspunkten an
dem Homodimer, die Chaperonaktivitat zu inhibieren um die Homoéo- und Proteostase, sowohl
in den Leber-, asexuellen Blut- und Gametozytenstadien des Parasiten, zu destabilisieren.®”]
Die Aggregation von ungefalteten Proteinen fuhrt zu einer erhdhten Zelltoxizitat und daraus

resultierenden Zelltod des Parasiten.

Mit einer Ubereinstimmung der Aminosauresequenz von 64% des zytoplasmischen humanen
und zytosolischen plasmodialen Hsp90 wurden hHsp90-Inhibitoren mit antiproliferativen
Eigenschaften zunachst als Grundlage fir die Erforschung von antiplasmodialen
Hsp90-Inhibitoren genutzt.® Die Unterschiede in den Aminosauresequenzen kdnnen sodann

gezielt genutzt werden, um die Selektivitat und Affinitat gegentiber PfHsp90 zu erhéhen. 8

Die meisten der in diesem Kapitel dargestellten Wirkstoffe zeigen sowohl eine Wirksamkeit

gegen hHsp90 als auch PfHsp90.

1.2.21 N-terminale hHsp90- und PfHsp90-Inhibitoren

Bei der Entwicklung von humanen und plasmodialen Hsp90-Inhibitoren wurde der Fokus
zunachst auf die ATP-Bindetasche in der NTD gelegt. Die entwickelten Inhibitoren sollen so

mit dieser Bindetasche wechselwirken und eine Bindung von ATP inhibieren.

Der Naturstoff Geldanamycin (GA) ist ein hHsp90-Inhibitor mit antionkogenen Eigenschaften,
welcher zunachst als Kinaseinhibitor-Antibiotikum klassifiziert wurde. Weitere Studien zeigten,
dass GA spezifisch an die ATP-Bindetasche von hHsp90 bindet.l'%! Auch bei P. falciparum
konnte in vitro eine zweistellig-nanomolare Wachstumsinhibierung beobachtet werden, die

vergleichbar mit der von Chloroquin ist (Abb. 14).18!
Trotz der potenten antiplasmodialen Eigenschaften scheiterte eine Genehmigung von

klinischen Studien mit GA als Antimalariawirkstoff an einer hohen Hepatotoxizitat und

schlechten Wasserloslichkeit. ['°"1 Die Hepatotoxizitdt von GA konnte durch einen geringen
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Unterschied in der Bindungsaffinitat von GA zu PfHsp90 und hHsp90 und demnach geringer
plasmodialer Selektivitat erklart werden.!'0"

Zur Verbesserung des Toxizitatsprofils und pharmakokinetischen Eigenschaften wurde GA zu
den beiden Derivaten 17-AAG und 17-DMAG weiterentwickelt, die sich durch ihre funktionelle
Gruppe am C17-Kohlenstoffatom unterscheiden (Abb. 14).

GA 17-AAG 17-DMAG

ICs0: 15.0 nM ICso: 387.5 M ICso: 118.1 NM

Abb. 14 Struktur und Wachstumsinhibierung (ICso) in P. falciparum von Geldanamycin (GA) sowie die
Geldanamycin-Derivate 17-AAG und 17-DMAG.8°

Das Derivat 17-AAG zeigte vielversprechende Ergebnisse in klinischen Phase-2 Studien
gegen Brustkrebs (HER-2). Allerdings war in praklinischen Studien von 17-AAG und 17-DMAG
als mdgliche plasmodiale Inhibitoren keine Selektivitat gegeniiber dem plasmodialen Hsp90

beobachtbar.611102]

Mithilfe von hochaufgel6sten Kristallstrukturen der NTD von hHsp90 mit gebundenem
Geldanamycin konnten Wechselwirkungen von Inhibitor und Protein identifiziert und daraus

potente Inhibitoren mittels high-throughput-screenings (HTS) entwickelt werden.['%]

Vielversprechend ist das Alkaloid Harmin (HA, Abb.15), welches eine potente
Wachstumsinhibierung von P. falciparum (ICso: 50.3 nM) aufweist. Die Wechselwirkung mit
Arg98 in PfHsp90 (Lys90 in hHsp90) erhoht die Selektivitat gegenuber PHsp90. Durch N- oder
O-Substitution der Harmin-Leitstruktur wurde die antiplasmodiale Aktivitdt gegen den
Chloroquin-sensitiven Stamm Pf3D7 und Chloroquin-resistenten Stamm PfDd2 verbessert
(HA-7h und HA-27a, Abb. 15). Ein Selektivitatsindex (SI) von 1105 gegenliber der humanen
Leberkrebszelllinie HepG2 konnte insbesondere mit einer Substitution der Triazol-Gruppe
(HA-7h) durch die bioisostere Amidfunktionalitédt und einer meta-Trifluormethylgruppe an dem
Zinnamoylrest erreicht werden. Die Trifluormethylgruppe wechselwirkt dabei mit den
Aminosauren Arg98, Asn37 und Phe124 der ATP-Bindungstasche in PHsp90.!1001[1041.[109]
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Abb. 15 Struktur, Wachstumsinhibierung (ICso) in P. falciparum (Pf3D7) und Selektivitatsindices
gegenliber HepG2 von Harmin (HA) sowie die Harmin-Derivate HA-7h und HA-27a.[1041.[105]

Die Harmin-Derivate HA-7h und HA-27a weisen neben inhibitorischen Eigenschaften in dem
erythrozytaren Stadium des Parasiten eine Reduzierung der Parasitdmie um ca. 52 % im
Infektionsmausmodell P. berghei bei drei taglichen Injektionen an sieben Tagen mit einer

Dosierung von 100 mg/kg sowie eine verlangerte Lebenszeit der Mause auf.['%¢]

Auch wenn die Harmin-Derivate eine potente antiplasmodiale Aktivitdt gegen den
Chloroquin-sensitiven Stamm Pf3D7 aufweisen, so ist eine verringerte Aktivitat im Chloroquin-
resistenten Stamm PfDd2 beobachtbar. Eine Harmin-Resistenz konnte auf das Protein Cg4
zurlckgefuhrt werden, welches ebenfalls mit PHsp90 interagieren kann. Der Zusammenhang
zwischen PfHsp90, Cg4 und der Entwicklung von Resistenzmechanismen muss jedoch noch

genau untersucht werden.®%

Weitere Strukturklassen mit Bindungsaffinitat zur ATP-Bindungstasche konnten durch in silico
Untersuchungen mithilfe der Kristallstruktur der zytosolischen NTD von PfHps90 identifiziert
werden. Purin-Derivate (PU-H71), N-Cbz-Derivate (5B) und das Antibiotikum Radicicol (RA)
weisen eine antiplasmodiale Aktivitat und plasmodiale Selektivitat im Vergleich zu humanen
Zelllinien auf (Abb. 16).01071[108]
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PU-H71 5B RA
ICso: 111 nM ICs0: 82 M ICso: 8.56 UM

Abb. 16 Struktur und Wachstumsinhibierung (ICso) in P. falciparum von PU-H71, 5B und RA..[108]

Die Derivate (Abb. 16) wechselwirken wie die GA- oder HA-basierten Inhibitoren mit
spezifischen Bereichen der N-terminalen ATP-Bindetasche in PfMHsp90. Je nach
Substitutionsmuster zeigen einzelne Purin- oder Radicicol-Derivate eine hohere Affinitat zu
paralogen PfHsp90-Isoformen im endoplasmischen Retikulum (PfGrp94) und Mitochondrium
(PfTrap1) gegeniiber dem zytosolischen PfHsp90. Die genauen Funktionen der einzelnen
PfHsp90-Isoformen im Parasiten muissen weiterhin aufgeschlisselt werden, um

Wirkmechanismen der PHsp90-Inhibitoren erklaren zu kénnen.['%°]

Bei humanem Hsp90 kdénnen Hitzeschockproteine (darunter auch Hsp27 und Hsp70) stark
hochreguliert (engl. heat-shock-response, HSR) werden, sodass die Zelle vor weiterem Stress
und der Apoptose geschitzt ist. Der HSR wird insbesondere durch N-terminale Hsp90-
Inhibitoren induziert, woraus eine verringerte therapeutische Wirksamkeit der Inhibitoren beim
Menschen resultiert."'% Zusatzlich aufgrund von Nebenwirkungen bei humanen N-terminalen
Inhibitoren, darunter gastrointestinale Toxizitat als auch Neutropenie, wird der Blick daher
vermehrt auf mogliche Ansatze zur Adressierung der MD und CTD bei humanem Hsp90
gerichtet.

1.2.2.2 M- und C-terminale hHsp90- und PfHsp90-Inhibitoren

Die MD und CTD als Drug-Targets haben durch den Fokus auf die NTD und die erfolgreiche
Synthese von PfHsp90-selektiven Inhibitoren bislang weniger Aufmerksamkeit bekommen.
Zudem sind von keinem PfHsp90-Paralog Kristallstrukturen in voller Proteinlange bekannt, mit
denen M- oder C-terminale Inhibitoren entwickelt werden kénnten. Mit einer Strukturanalyse

von PfHsp90 in Lésung (Kap. 1.2.1) kénnen jedoch magliche Ziele identifiziert werden.®®!
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Bislang wurden keine Inhibitoren entdeckt, welche selektiv die mittlere Domane von PfHsp90
adressieren. Das Naturprodukt Gamboginsaure (GBA), das Derivat DAP-19 sowie das
Diterpen Triptolid (TL) zeigen inhibitorische Eigenschaften gegeniber dem humanen
zytosolischen BHsp90, indem diese selektiv an eine Bindetasche in der MD binden
(Abb. 17).011110112]

GBA DAP-19 TL

Abb. 17 Struktur von GBA, DAP-19 und TL.['111[112]

Die hydrophoben Seitenketten von Gamboginsdure GBA und DAP-19 interagieren mit den
Aminosauren 11e353, Ser365, Leu369 und 11e370 in der Bindetische der MD. Weiterhin kann
GBA Wasserstoffbrickenbindungen zu Glu372, Asn436, Asn375 und Asn351 aufbauen,
welche die selektive Bindung zum humanen BHsp90 weiter stabilisieren. Eine Bindung an die

orthologen humanen Isoformen Hsp90a, GRP94 und TRAP-1 wurde nicht beobachtet.[''"]
Das Antibiotikum Novobiocin wurde als erster C-terminaler hHsp90-Inhibitor entdeckt.
Aufgrund einer geringen Bindungsaffinitat zur CTD wurde Novobiocin u.a. zu A4 und NB-10c

weiterentwickelt. Als weiterer CTD-Inhibitor wurde DHPM mit
3,4-Dihydropyrimidin-2(1H)-on-Gerist entdeckt (Abb. 18).0"13-11%]
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Abb. 18 Struktur von Novobiocin und den Derivaten A4, NB-10c sowie DHPM.["13}-[115]

Novobiocin und NB-10c wurden in Wachstumsinhibierungs-Assays gegen die humane
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 und P. falciparum Pf3D7 untersucht. NB-10c¢ wies dabei eine
antiplasmodiale Aktivitdt im submikrolaren Bereich und plasmodiale Selektivitdt auf.
Novobiocin war nicht antiplasmodial aktiv. Eine Zytotoxizitat bei NB-10c gegen eine
Zervixkarzinom-Zelllinie war nur in geringem, fast vernachlassigbarem Malie beobachtbar.

Ferner untersuchten MBABA et al., inwiefern die beobachtete antiplasmodiale Aktivitat der
Ferrocenoyl-Derivate (NB-10c¢) auf eine Inhibierung von PfHsp90 zuriickgefiihrt werden kann.
Dafir wurden Hefestdmme modifiziert, welche entweder das humane BHsp90 oder das
plasmodiale PfHsp90 exprimieren. Die Hefestdmme wurden mit Novobiocin,
NB-10c-Analoga, DMSO als Negativ- und GA als Positivkontrolle versetzt und das Wachstum
der Hefestamme verfolgt. Eine Wachstumshemmung wurde bei GA, jedoch nicht bei den
Novobiocin-Derivaten (NB-10c-Analogon) beobachtet. Dass die Ferrocenoyl-Derivate nicht
PfHsp90, sondern andere Targets in P falciparum adressieren konnten, wurde mit der
Ferrocen-Gruppe begriindet, da Novobiocin, das Grundgerist der Ferrocenoyl-Derivate,

antiproliferative Eigenschaften durch Inhibierung von hHsp90 aufweist. ']

Zusammengefasst bieten die NTD, MD und CTD von PfHsp90 viel Potenzial fir die
Entwicklung von PfHsp90-Inhibitoren. Die bisherigen Erkenntnisse aus der Entwicklung von
humanen Hsp90-Inhibitoren kénnen als Grundlage genutzt werden und PfHsp90-selektive
Inhibitoren entwickelt werden.

Durch den Fokus auf die NTD in der Entwicklung von Hsp90-Inhibitoren sowohl bei hHsp90
als auch PfHsp90 wurden die MD und CTD als Target in PHsp90 weniger adressiert.
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1.3 Protein-Protein-Interaktionen

Damit diverse zellulare Prozesse ablaufen kénnen, missen Proteine miteinander
wechselwirken. Das Interaktom beschreibt die Gesamtheit dieser molekularen
Wechselwirkungen eines Organismus und besteht in P. falciparum aus derzeit mehr als
20.000, im Menschen sogar aus bis zu 650.000 verschiedenen Interaktionen. Das Interaktom
des Parasiten wurde noch nicht vollstandig entschlisselt.[''6117]

Im vorherigen Kapitel wurden Beispiele flr PfHsp90-Inhibitoren aufgefiihrt, bei denen
Interaktionen von kleinen niedermolekularen Liganden mit dem Protein stattfinden. Die
Liganden wechselwirken dabei mit stark konservierten, tiefen Bindetaschen eines Proteins mit
einer Kontaktflache von ca. 300 — 1000 A2 ['18]

In Kontrast dazu stehen die Protein-Protein-Interaktionen (PPI), deren Wechselwirkung zweier
Proteine sich meist durch gréRere und flachere Kontaktflichen von 1000 — 4000 A2
auszeichnet.!'®

Die Bindungsenergie ist bei PPI Uber die gesamte Kontaktflache energetisch diskontinuierlich
verteilt. Essenzielle Aminosauren auf der Kontaktflache von Proteinen, bei denen sich die freie
Bindungsenergie im Vergleich zur Mutation dieser Aminosaure zu Alanin erhdht
(AAG > 2 kcal mol), werden hot-spots genannt. Trotz der oftmals kleinen hot-spot-Flache
tragen diese mafgeblich zur Gesamtbindungsenergie der PPI bei.l"'®l Mehrere raumlich nahe

hot-spot-Aminosauren kénnen als hot-spot-Bereich bezeichnet werden (Abb. 19).

Abb. 19 Ausschnitte aus der Oberflachendarstellung des Proteins TFF3 und der Tertidrstruktur von
Protein PP3. Hot-spot-Bereiche von TFF3 sind rot markiert. TFF3 und PP3 bilden durch PPI einen
TFF3-PP3-Komplex.['20]

In hot-spots werden vermehrt die Aminosauren Tryptophan, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin
oder Tyrosin vorgefunden, sodass sich PPl insbesondere durch hydrophobe

Wechselwirkungen, t-mr-Interaktionen oder Wasserstoffbriickenbindungen auszeichnen.['?"]

28



EINLEITUNG

Mithilfe der hydrophoben Eigenschaften der hot-spot-Aminosauren werden so
Wassermolekiile (das Solvenz) abgeschirmt und eine bessere Interaktion der beiden
komplementaren Kontaktflachen der Proteine ermdglicht. Weitere Aminosaurereste, welche
um den hot-spot herum angeordnet sind, kénnen die Abschirmung des hot-spots weiter
erhdhen (O-ring-theory). Die umliegenden non-hot-spot-Aminosauren tragen dabei selbst nur

einen geringen Beitrag zur freien Bindungsenergie des hot-spots bei. [?"]

29



EINLEITUNG

1.4 Peptidomimetika

PPl kénnen als ,Drug-Targets” genutzt werden, indem hot-spot-Bereiche durch Peptide
nachgeahmt werden.!'??

Durch die groRe Kontaktflache und diskontinuierliche Verteilung der Bindungsenergie ist eine
Adressierung der hot-spots mit niedermolekularen Wirkstoffen durch eine geringe
Bindungsaffinitat erschwert.

Herausforderungen von Peptiden als PPI-Inhibitoren sind u.a. ein hohes Molekulargewicht
(abhangig von der Anzahl nachzuahmender Aminosauren) und der damit oftmals verbundenen
schlechten Absorption und Membranpermeabilitat. Ferner kdnnen die Amidbindungen der
Peptide durch Peptidasen abgebaut werden. Daraus resultiert eine geringere metabolische
Stabilitat und auch geringere Halbwertszeit z.B. nach oraler Applikation des Wirkstoffes.!'?®l
Aufgrund der Rotationsfreiheiten der Amidbindung ist das Grundgerist der Peptide flexibel und
kann mit mehreren Kontaktflachen interagieren, woraus sich eine verringerte Selektivitat
gegenluber dem Target-Protein ergeben kann. Durch die geringe Selektivitdt kann es zu

unerwarteten Immunantworten oder auch erhohter Toxizitat kommen.[124

In der Entwicklung von Peptidomimetika wird daher der Fokus auf die Verbesserung der
Parameter wie die metabolische Stabilitat, die Bioverfigbarkeit sowie die Bindungsaffinitat und
Selektivitdt zum Zielprotein gelegt. So entwickelten HIRSCHMANN und NICOLAOU ein
Somatostatin-14-Mimetikum des menschlichen Hormons Somatostatin-14, welches auf
einem B-D-Glucose-Grundgerust basiert und durch die Aminosaureseitenketten Tryptophan,
Lysin und Phenylanalin die gleichen Protein-Protein-Interaktionen wie das naturliche Peptid
zeigt (Abb. 20). Bei dem Peptidomimetikum wurden mit Somatostatin-14 vergleichbare
Inhibitionseigenschaften sowie gleichzeitig verbesserte Stabilitat gegentber Proteolyse und

Selektivitat gegeniiber dem Zielprotein beobachtet.['>°!
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Abb. 20 Struktur des Hormons Somatostatin-14 sowie das von HIRSCHMANN und NICOLAOU entwickelte
Somatostatin-14-Mimetikum. [125]

Peptidomimetika kdnnen in vier Klassen A — D nach GROSSMANN et al. hinsichtlich ihrem Grad
des Peptidcharakters eingeteilt werden (Abb. 21).[26]

Peptidomimetika

Peptide Natirliche Peptidsequenzen

Natirliche Peptidstruktur weitestgehend erhalten; wenige Modifikationen zur

Klasse A —modifizierte Peptide Stabilisierung der Konformation

Klasse B — modifizierte Peptide / Foldamere Teilweise modifiziertes Riickgrat; nichtnatiirliche Aminos&uren oder Peptoide

Nicht-peptidisches Gertist mit ahnlicher Seitenkettentopologie aus

Klasse C — Strukturmimetika niedermolekularen Verbindungen

Niedermolekulare Verbindungen ohne Peptidgerist; funktionelle

Klasse D — mechanistische Mimetika Nachahmung der Pepticwirkung

peptidartig

niedermolekular

Abb. 21 Schematische Ubersicht der vier Peptidomimetikaklassen nach GROSSMANN et a/.[126]

Die Klassen A und B umfassen hochmolekulare Peptidomimetika, welche die hochste
Annlichkeit mit dem natirlichen Peptid haben. Mimetika, welche geringfiigige Modifizierungen
in der Aminosaureseitenkette aufweisen, werden mit Klasse A und Mimetika, welche
zusatzlich am Ruckgrat verandert wurden, mit B klassifiziert. Die Aminosaureseitenketten
kénnen dabei auch nicht-natlirliche Aminosauren enthalten sowie das Rlckgrat des
Peptidomimetikums um kleine funktionelle Gruppen oder Reste erganzt werden.

In den Klassen C und D sind eher niedermolekulare Peptidomimetika gruppiert. Mimetika mit
einem substituierten Rickgrat kénnen der Klasse C und Mimetika, welche die biologische

Wirkungsweise des nattrlichen Peptids nachahmen, der Klasse D zugeordnet werden.
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1.5 a-Helix-Mimetika

Mit einem Anteil von ca. 30 % gehdrt die Helix zu den am haufigsten vorkommenden
Sekundarstrukturen von Proteinen.!'?”] Die sequenziell aufgebauten Helices werden dabei von
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert und unterscheiden sich in der
Anzahl an Aminosaureseitenketten in einer Helixwindung. Uber 90 % der Helices lassen sich

der a-Helix zuordnen, bei der jede Helixwindung 3,6 Aminosauren enthalt.['28l

Eine intramolekulare Wasserstoffbrickenbindung wird dabei vom Carbonylsauerstoffatom in
i-Position und dem Amidproton in j+4-Position aufgebaut. Die Peptidbindung bildet dabei das

rigide Grundgerist und die Aminosaureseitenketten zeigen jeweils nach auf3en (Abb. 22).

(@) (b) (¢)
i+4

+7

i+11

Abb. 22 Darstellung der Aminosaureseitenketten i, i+4, i+7 und i+17 aus verschiedenen Blickrichtungen.
Abbildung modifiziert nach HAMILTON et al.[2°]

Die drei Aminosaureseitenketten der Positionen J, i+4 und j+7 haben einen vertikalen Abstand

von 5,4 A pro Windung und zeigen dabei in eine Richtung.
Durch die Modifizierung der Seitenkettensubstituenten kénnen also gezielt a-Helix-Mimetika

entwickelt werden, welche die hot-spots adressieren und hierdurch PPI modulieren kdénnen,
sodass biologische Prozesse beeinflusst und inhibiert werden (Abb. 23).1'30
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PPl-Inhibierung

PPI

a-Helix-Mimetikum

Abb. 23 Schematische Darstellung der PPI-Inhibierung durch ein a-Helix-Mimetikum mit drei
verschiedenen Aminosaureseitenketten. Abbildung modifiziert nach ALGAR et al.[130]

Die GrundgerlUste der a-Helix-Mimetika kdnnen nach GROSSMANN et al. hinsichtlich ihrer
Rigiditat in drei Gruppen eingeteilt werden, nadmlich die sterisch gesteuerten, kovalent

eingeschrankten und Wasserstoffbriicken-gesteuerten Mimetika.!'26!

Zu den sterisch gesteuerten a-Helix-Mimetika zahlt die Terphenylstruktur, die von
HAMILTON et al. entwickelt wurde und die Positionen i, i+3/4 und j+7 einer a-Helix nachahmt
(Abb. 24). Dabei wird eine gestaffelte Konformation mit dem Einbau von ortho-Substituenten
erreicht, durch deren sterische Wechselwirkung die Terphenylringe zueinander verdreht sind

und so die Seitenketten der Konformation einer a-Helix ahnlich sind.

i
O O i ELH\/\NW H H\/C[O> .
T . Y o
O i+3 3\ N*N
o/\/N\/’.\IH N
. § i+3/4 [ j/\©i+3/4
S R ~
! O Y 20
L O HzN)\\N)\N _

HO O e H 7
T1 T2 T3
smMLCK/Cam Li-TryR a-Synuclein
Mcl-1/BH3

Abb. 24 Struktur der Terphenyl-basierten a-Helix-Mimetika T1, T2 und T3 sowie das PPI-Target.['30]

Das von ORNER et al. entwickelte Terphenyl-Derivat T1 zeigt eine inhibitorische Aktivitat im
submikromolaren  Bereich, indem es die hot-spot-Aminosaureseitenketten  der
Kinase smMLCK imitiert und die Interaktion mit dem Rezeptorprotein Calmodulin (Cam)

inhibiert.'*" Das stark hydrophobe und aromatische Grundgeriist weist eine schlechte
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Wasserldslichkeit auf, weshalb die Terphenylstruktur weiterentwickelt wurde. HAMILTON et al.
ersetzten zwei Phenylringe der Terphenylstruktur durch die hierzu im Vergleich polareren
Imidazol- und Thiazolheterozyklen. Mit entsprechender Seitenkettensubstitution nutzten
VELAZQUEZ et al. dieses Grundgerlst und entwickelten das a-Helix-Mimetikum T2, welches
eine antiparasitare invitro Aktivitdt im mikromolaren Bereich durch Inhibition der
Trypanothion-Reduktase des Parasiten Leishmania infantum aufweist.['30:11321.(133]

Lim et al. entwickelten den PPI-Inhibitor T3 mit Triazin-Piperazin-Triazin-Grundgerist und
ersetzten somit alle Phenylringe der Terphenylstruktur durch stickstoffhaltige Heterozyklen,
welcher sowohl die PPI von Leukamie-Proteinen Mcl-1/BH3 als auch dem Transportprotein

a-Synuclein inhibieren kann.!'34

Wahrend bei den sterisch kontrollierten a-Helix-Mimetika meist ein aromatisches Grundgerist
vorzufinden ist, zeichnen sich die kovalent eingeschrankten a-Helix-Mimetika (Abb. 25) durch
ein nicht-aromatisches und chirales Rickgrat aus. Die chiralen Zentren kénnen dabei die
Anordnung der Seitenketten durch die Hybridisierung stabilisieren.

NOLAN et al. und HORWELL ET AL. entwickelten kovalent eingeschrankte a-Helix-Mimetika mit
1,6-disubstituiertem und 1,1,6-trisubstituiertem Indan-Grundgerusten. Im Kontrast zu den
Terphenyl-basierten Mimetika konnen die Mimetika mit Indan-Struktur die Positionen i-1, i und
i+1 der a-Helix nachahmen.

Oligooxopiperazine und die von BROWN et al. entwickelten Spiroligomere sind weitere chirale
Strukturklassen, welche als Grundgerust fur kovalent eingeschrankte a-Helix-Mimetika genutzt

werden kénnen (Abb. 25).[1351(136]

| H Yo,
i+1 N R' L
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N._R3 N0
[ (o] P :
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N° 0 c’ ¢l .
~° HN  NH
R® r—
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R
Indan-basierte . . . L
Oligooxopiperazine Spiroligomer

Mimetika

Abb. 25 Struktur von Indan-basierten sowie Oligooxopiperazin- und Spiroligomer-Grundgerusten.
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Das von HORWELL et al. entwickelte 1,1,6-trisubstituierte Indan 12 zeigte eine Affinitat zum
Neurotransmitter Tachykinin.!"3” Die von BROWN et al. hergestellten Spiroligomere wurden als
Strukturmimetika des humanen Tumorsuppressors p53 entwickelt. Mit den einzelnen
Spiromonomeren kann dabei die Ausrichtung und dreidimensionale Struktur der
Seitenkettensubstituenten bestimmt werden. Das Spiroligomer zeigte eine submikromolare
Bindungsaffinitat zur E3 Ubiquitin-Protein Ligase MDM2. Weitere Studien liellen vermuten,

dass das p53 Strukturmimetikum das Protein MDM2 stabilisiert und vor Proteolyse schiitzt.!'®!

Die Oligobenzamide koénnen als synthetisch einfach zugangliches Grundgerist fir
a-Helix-Mimetika dienen. Durch intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen kann eine
gestaffelte ekliptische Konformation stabilisiert und ein rigides Grundgerist aufgebaut werden,
bei dem die Seitenketten in die gleiche Richtung zeigen.

BURSLEM et al. entwickelten Tribenzamide mit den Aminosaureseitenketten Leucin und Valin,

welche die Positionen j, i+4 und i+7 einer a-Helix nachahmen kénnen (Abb. 26).['3]

/

NH, ' NH
!
i .
_N N N /

2
N

07 NH \/k 07 NH \/@ 07 NH
i+4
° Ay A
N i+4 NN
L -
0”7 "NH 0”7 "NH 0~ "NH
° ° A
N NIN
0~ “OH 0~ “OH o) IIIH
Tribenzamid- Tripyridylamid- Tripyrimidonamid-
grundgeriist grundgerist grundgeriist
LSK82
HIF-1a/p300 Bcl-x /BAK Hsp90 CTD

Abb. 26 Struktur wasserstoffbricken-gesteuerten a-Helix-Mimetika mit Tribenzamid-, Tripyridyl- und
Tripyrimidonamidgrundgeriist.[138H140]

Die hot-spot-Aminosaureseitenketten Leu141, Leu145 und Val148 tragen malgeblich zur
Interaktion des Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktor HIF-1a mit der Histone
Acetyltransferase p300 bei. Das Tribenzamid kann mit den entsprechend substituierten
Aminosaureseitenketten die Helix H3 von HIF-1a imitieren und zeigt eine inhibitorische
Aktivitat von 9.2 uM.[138]
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Durch den Einbau von weiteren Stickstoffatomen hin zum Tripyridylamidgrundgertst konnten
physikochemische @ Parameter  verbessert  werden. Durch  den  zusatzlichen
Wasserstoffbriickenakzeptor wird die ekliptische Konformation weiter gekrimmt und ist im
Vergleich zum Tribenzamidgrundgerist weniger flexibel. Eine Inhibierung der Interaktion des
Apoptose-Modulators Be-x. und dem Protein BAK BH3 durch das Tripyridylamid mit Valin- und

zwei Phenylalaninseitenketten konnte erfolgreich von ERNST et al. gezeigt werden.['39

In der Arbeitsgruppe GOHLKE wurde ein hot-spot-Bereich in der C-terminalen
Dimerisierungsdomane des humanen Hsp90 identifiziert und experimentell validiert, welcher
durch Nachahmen der Helix H5 adressiert werden kann. Durch die Berechnung der freien
Energie AG mithilfe von molekulermechanischen Methoden mit verallgemeinerter Born- und
Oberflachensolvatation (MM-GB/SA) wurden die Aminosauren Tyr689, [1e692 und Leu696 und
1688 als hot-spot-Bereich identifiziert.'4"]

Kurz designte a-Helix-Mimetika mit einem Tripyrimidonamid-Grundgerust, welche von
SPANIER aus der Arbeitsgruppe KuURz synthetisiet wurden. Dabei sind die
Aminosaureseitenketten so angeordnet, dass diese die i, i+4 und j+8 Position auf der a-Helix
imitieren kénnen. Der erfolgreiche Einbau von polaren Seitenketten jeweils an dem Stickstoff
der drei Pyrimidonmonomere des Tripyrimidonamidgrundgeristes erlaubt ebenfalls die
Adressierung von polaren PPI.

Durch einen Mikroskaliges-Thermophorese-Test konnte eine Bindungsaffinitat von 3.42 yM fur
das Tripyrimidonamid zur CTD von humanem Hsp90a ermittelt werden. Ferner wurde eine
Inhibierung der Wechselwirkung zwischen Hsp90 und dem Clientprotein p53 sowie eine
inhibitorische in vitro Aktivitat in den Leukamiezelllinien K562 und KCL22 im mikromolaren

Bereich beobachtet.['4%]

Die bisherige Entwicklung von a-Helix-Mimetika zeigt, dass auch Protein-Protein-Interaktionen
mit einer grolReren und flacheren Kontaktflache erfolgreich inhibiert werden kdnnen. Die
vielfaltigen Moglichkeiten der Modifizierung des Grundgeristes sowie die Anordnung und
Variation der Seitenketten bieten viel Potenzial, die bisherigen Erkenntnisse auch auf weitere
Organismen, in dieser vorliegenden Arbeit insbesondere auf den Parasiten P. falciparum,

welche die Krankheit Malaria auslosen, auszuweiten.
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2 Literaturubersicht und Vorarbeiten

2.1 Molekulardynamiksimulationen und Cluster Docking

Basierend auf der bekannten Kristallstruktur von humanem Hsp90a (PDB: 3Q6M) sowie der
Aminosauresequenz des plasmodialen zytosolischen Hsp90 hat BICKEL aus der Arbeitsgruppe
GOHLKE ein PfHsp90-Homologiemodell entwickelt. Werden die a-Helices H5 und H4" in der
C-terminalen Doméane der humanen Hsp90-Struktur und der plasmodialen
Hsp90-Modellierung Ubereinandergelegt, so konnen Unterschiede in den Seitenketten der
Helices identifiziert werden (Abb. 27). Diese strukturellen Unterschiede kénnen ausgenutzt
werden, um Inhibitoren mit antiplasmodialer Aktivitdt und Selektivitat gegenliber humanem
Hsp90 zu erreichen.

Abb. 27 Ausschnitt aus der humanen (grau/rot) und plasmodialen (blau) C-terminalen Domane des
Hitzeschockproteins Hsp90. Berechnungen, Modellierung und Abbildung von BICKEL sind bisher
unveroffentlicht.

In der Helix H5 befinden sich die hot spot Aminosauren Leucin und Isoleucin sowohl im
humanen (L696, 1692) als auch plasmodialen (L715, 1711) Hsp90. Ein zentraler Unterschied
ist eine Ganghohe entfernt von Isoleucin 1711 bzw. 1692, da sich an dieser Stelle im humanen
Hsp90 das schwach saure Tyrosin (Y689) und im plasmodialen Hsp90 der basische Rest
Histidin (H708) befindet.
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Sowohl Tyrosin Y689 als auch Histidin H708 der Helix H5 kdnnen mit Threonin T692 und T688
(hHsp90) respektiv Serin S673 und Threonin T669 (PfHsp90) auf der Helix H4" interagieren.
In PHsp90 kann in raumlicher Nahe zu den Helices H5 und H4 " Asparaginsaure D613
beobachtet werden, die in hHsp90 nicht vorhanden ist (Abb. 28).

Abb. 28 Ausschnitt aus plasmodialer C-terminalen Domane von Hsp90. Interaktion von Histidin (H708)
mit Threonin (T692) und Asparaginsaure (D613) sind markiert. Abbildung wurde von BICKEL aus der
Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und ist nicht veroffentlicht.

Die Aminosaure Histidin H708 koénnte als Wasserstoffbriickenakzeptor und -donor mit
Threonin T692 und Asparaginsaure D613 interagieren und zusatzlich (im protonierten
Zustand) eine Salzbriicke zu D613 aufbauen. Diese Interaktion kdnnte in einem Inhibitor zu
einer PHsp90-Selektivitat fihren.

Hierzu kdnnte das von SPANIER entwickelte Tripyrimidonamid LSK82 entsprechend angepasst
werden, welches die drei Aminosauren L696, 1692 und Y689 (Abb. 27) der Helix H5 des
humanen Hsp90 imitiert. LSK82 zeigt eine Wachstumsinhibition der Leukamie-Zelllinie K562
(ICs0 = 1,3 uM), indem es den Dimerisierungsprozess in der C-terminalen Domane des
Hitzeschockproteins inhibiert (Abb. 29).[1401142]

/ Y689 1692 L696

Qb o

0]
LSK82

Abb. 29 Struktur von LSK82 mit Tripyrimidonamid-Grundgerust und Seitenketten, die die Aminosauren
der Helix H5 des humanen Hsp90-Proteins nachahmen.
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Den Vorhersagen des Homologiemodells von BICKEL nach, kdnnte ausgehend von dem
Tripyrimidonamid LSK82 durch Austausch der Tyrosin-Seitenkette (Y689) hin zu einer oberen
Histidinseitenkette (H708) oder auch Bioisostere des Imidazols, darunter die 1,2,3- und 1,2 ,4-
Triazolgruppe, etwaige Pyrazol- oder Pyridyl-Derivate oder auch Oxazol-, Isoxazol- und

Thiazolgruppen, die Affinitdt zum plasmodialen Hsp90-Protein verbessert werden (Abb. 30).

H708 1711 L715

H-Bricken-
Akzeptor/Donor { 4{\:
oy { %

Abb. 30 Struktur eines Tripyrimidonamids in Anlehnung an LSK82 mit Seitenketten, die die
Aminosauren L715, 1711 und H708 der Helix H5 des plasmodialen Hsp90-Proteins nachahmen.

Das Homologiemodell von BICKEL wurde von GERTZEN aus der Arbeitsgruppe erweitert. Hierflr
wurden zunachst die zytosolischen PfHsp90-Proteinstrukturen modelliert, an denen
anschlielend diverse Tripyrimidonamide als Liganden hinsichtlich ihrer Bindungsenergien
untersucht wurden. Ein Liganden-Docking sollte so mdgliche Wasserstoffbriickenakzeptoren
und -donoren in der oberen Seitenkette (Abb. 30) oder auch weitere Interaktionsbereiche von

Protein und Ligand identifizieren, die fur die Inhibitorentwicklung geeignet sein konnten.

Fir die PfHsp90-Proteinstrukturen wurden mittels Molekulardynamiksimulationen von
GERTZEN viele Konformationen erzeugt, die anschlielfend in hauptsachlich drei Cluster PfCo,
PfC1 und PfC, eingeteilt wurden, in denen raumlich &ahnliche Proteinstrukturen
zusammengefasst sind. Die Haufigkeit der einzelnen Cluster ist in Prozent berechnet worden
(Abb. 31).
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PfCo: 47.99 % PfC4: 39.81 % PfCo: 7.57 %

Abb. 31 Molekulardynamiksimulationen von PfHsp90. Gezeigt sind die reprasentativen
Proteinstrukturen der drei groten Clustern PfCo, PfC1 und PfC: in der C-terminalen Domane, sowie die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens bezogen auf die Cluster in Prozent. Die beiden nicht gezeigten
Cluster PfCs und PfC4 haben zusammen eine Haufigkeit von 4.63 %. Abbildungen wurden von GERTZEN
aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und sind nicht veroffentlicht.

Es ist moglich, dass Liganden sowohl eine Affinitat zu PHsp90 als auch hHsp90 zeigen. Um
diese Liganden identifizieren und jene mit (fast) ausschlieRlicher Affinitdt zu PfHsp90
auswahlen zu koénnen, wurde neben den plasmodialen Clustern PfCo— PfCs die
Proteinstruktur des humanen Hsp90 unter Zuhilfenahme der Kristallstruktur (PDB: 7L7I)
mithilfe von Molekulardynamiksimulationen analog zu PfHsp90 in Cluster eingeteilt. Der
haufigste Cluster hCo macht hierbei einen Anteil von mehr als 80 % aller berechneten

humanen Hsp90-Protein-Strukturen aus.

Als Liganden wurden zunachst ca. 170 verschiedene Tripyrimidonamide im Cluster-Docking
eingesetzt, welche die Berechnungen von BICKEL berlicksichtigen (Abb. 30). Diese Liganden
unterscheiden sich durch ihre funktionelle Gruppe in der oberen Seitenkette sowie die Lange
der Kohlenstoffseitenkette (Abb. 32). Als funktionelle Gruppe R wurden diverse basische
Gruppen und aliphatische sowie aromatische Heterozyklen eingesetzt.

R 04§
(gM o) g— Az\:N HN—
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HN — N O
%
o)

Abb. 32 Struktur der Tripyrimidonamide, die im Liganden-Docking eingesetzt wurden. Variierung der
Seitenkettenlange sowie dem Rest R ergeben ca. 170 mogliche Strukturen.
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In dem am haufigsten vorkommenden, humanen Protein-Cluster hCy konnte flir keinen der
Liganden eine valide berechnete Bindepose mit dem Protein identifiziert werden. Erst im
Cluster hC1 mit einer Haufigkeit von 1 % der berechneten humanen Strukturen konnten
Liganden mit einer validen berechneten Bindepose identifiziert werden, die zu einer Interaktion

zwischen Ligand und Chaperon fihren (Abb. 33).

Abb. 33 Docking von Tripyrimidonamiden in humanem Hsp90. Gezeigt ist Cluster hC1 bzw. ein
Ausschnitt aus dem C-terminalen Bereich von Hsp90 mit jenen Liganden, die eine Bindungsenergie
aufweisen, die zu einer Interaktion von Ligand und Chaperon fihrt. Abbildungen wurden von GERTZEN
aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und sind bisher unveréffentlicht.

Das Liganden-Docking am humanen Hsp90 liefert also unter Berlcksichtigung der
Clusterwahrscheinlichkeiten nur wenige Liganden, die eine Interaktion mit der C-terminalen
Domane des humanen Hsp90 eingehen kdnnen. Ausgehend von einem Schlissel-Schloss
Modell der Ligandeninteraktion befindet sich die Struktur von hHsp90 auch nur in 1 % der Zeit
in einer Konformation, die eine Bindung der Liganden erlaubt.

Im plasmodialen Protein-Cluster PfCo und insbesondere im Cluster PfC, sind Liganden im

Cluster-Docking vorhanden, welche eine valide berechnete Bindepose mit PHsp90 aufweisen
(Abb. 34).
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Abb. 34 Liganden-Docking von Tripyrimidonamiden 12 in berechneten Protein-Clustern von PfHsp90.
Gezeigt sind Cluster PfCo (links) und PfCz (rechts), insb. ein Ausschnitt aus dem C-terminalen Bereich
von PfHsp90 mit jenen Liganden, die eine Bindungsenergie aufweisen, die zu einer Interaktion von
Ligand und Chaperon fuhrt. Abbildungen wurden von GERTZEN aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt
und sind bisher unveréffentlicht.

Wahrend die Liganden in Cluster PfC eine vergleichbare Konformation und Position auf der
Proteinoberflache von PfHsp90 annehmen, so sind die Liganden am Cluster PfCo in ihren

Positionen raumlich weiter verteilt und nehmen verschiedene Konformationen an.

Bei genauerer Betrachtung der Proteinoberflache von PfCo ist eine Bindungstasche in der
Nahe des hot-spot-Bereiches der C-terminalen Region (Abb. 27 und Abb. 28) beobachtbar.
Die Bindetasche ist sowohl im humanen als auch plasmodialen Hsp90 vorzufinden und kann
potenziell von der 5-Benzamid-Kopfgruppe der Tripyrimidonamide (LSK82 in Abb. 29) durch
hydrophobe Wechselwirkungen adressiert werden.

Im Vergleich zum humanen Hsp90 ist die Bindetasche in PHsp90 raumlich grofRer, sodass ein
grolierer sterischer Anspruch der Benzoyl-Kopfgruppe der Tripyrimidonamide zu einer
besseren Nutzung der Bindetasche und somit Erhéhung der Selektivitat in PHps90 flhren
kdénnte (Abb. 35).
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Abb. 35 Vergleich der Bindetaschen in den reprasentativen Strukturen der am meisten populierten
Clustern von hHsp90 und PfHsp90 in der C-terminalen Region. (1) Qualitativer Unterschied der
Bindetaschen und hydrophobe Wechselwirkung mit der 5-Benzamid-Kopfgruppe eines
Tripyrimidonamids mit variabler oberer Seitenkette. (2) Proteinmodellierung der C-terminalen Region
bzw. Bereich der Bindetasche (schwarze Umkreisung) in hHsp90 (links) und PfHsp90 (rechts).
Abbildungen wurden von GERTZEN aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und sind bisher
unveroffentlicht.

Die Liganden in Cluster PfCo kdnnen trotz ihrer unterschiedlichen Position und Konformation
auf der Proteinoberflache von PfHsp90 (Abb. 34) in drei verschiedene Gruppen eingeteilt
werden. Die Gruppierung erfolgt nach der jeweiligen Wechselwirkung mit Helix H4" und der in
PfHsp90 vergréRerten Bindetasche (Tab. 1).

Tab. 1 Gruppierung der Liganden nach Wechselwirkung mit der Bindetasche in PfHsp90 und Helix H4~
in Cluster-Docking von PfCo. ,+* bedeutet eine gute, ,~“ eine mittelmaRige und ,-“ eine schlechte
Wechselwirkung. Abstufungen ,+“, ,~“ und ,- sind rein qualitativer Art und haben keine quantitative
Abgrenzung zueinander. BT = Bindetasche; H4" = Helix H4".

Gruppe Wechselwirkung Wechselwirkung
PP Bindetasche Helix

BT + -
BT-H4" ~ ~

H4" - +
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Die Position und Konformation von ausgewahlten Liganden, welche in eine der drei Gruppen

BT, BT-H4" oder H4" eingeordnet werden kénnen, sind im Folgenden dargestellt.

Die Gruppe BT beinhaltet Liganden, die tief in der Bindetasche liegen und wenig
Wechselwirkungen mit der Helix H4" zeigen. Umgekehrt weisen Liganden der Gruppe H4" eine
ausgepragte Wechselwirkung zur Helix H4" aus und vernachlassigen die Bindetasche
(Abb. 36).

e
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Abb. 36 Docking von Liganden in berechnetem PfHsp90-Cluster PfCo. Ausschnitt aus C-terminalem
Bereich. Linkes Bild: Gute Wechselwirkung des Liganden mit der Bindetasche sowie wenig Interaktion
mit der Helix H4" (Gruppe BT). Rechtes Bild: Gute Wechselwirkung des Liganden mit der Helix H4" und
wenig Interaktion mit der Bindetasche (Gruppe H4"). Molekulstrukturen der jeweiligen Liganden aus den
entsprechenden Gruppen im Protein sind unterhalb der Proteinstrukturen abgebildet. Abbildungen der
Proteinstrukturen wurden von GERTZEN aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und sind nicht
verdffentlicht.

Zwischen den beiden Extrema BT und H4" zeigen einige Liganden eine raumliche Position,
zusammengefasst in der Gruppe BT-H4", die sowohl mit der Bindetasche als auch Helix H4~
interagieren kdnnen (Abb. 37).
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aus C-terminalem Bereich. Ligand interagiert sowohl mit der Bindetasche als auch der Helix H4". Die
Molekulstruktur des Liganden ist rechts abgebildet. Abbildungen der Proteinstrukturen wurden von
GERTZEN aus der Arbeitsgruppe GOHLKE erstellt und sind nicht veréffentlicht.

Die Ergebnisse des Dockings von Liganden in geclusterte Strukturen von PfHsp90 zeigen,
dass die untersuchten Liganden abhangig von ihrer funktionellen Gruppe in der oberen
Seitenkette sowie die Lange der Kohlenstoffseitenkette verschiedene raumliche Positionen auf
der PfHsp90-Proteinoberflache einnehmen, die in Abhangigkeit ihrer Wechselwirkung mit der

Bindetasche oder mit der Helix H4"™ gruppiert werden kdnnen.

Ein Zusammenhang der Eigenschaften der funktionellen Gruppe und Lange der
Kohlenstoffseitenkette zur raumlichen Position und Konformation der Liganden auf der

Proteinoberflache konnte nicht hergestellt werden.

Obwohl die Liganden der Gruppe BT-H4" im Vergleich zu Gruppe BT raumlich weniger tief in
der Bindetasche liegen, kdnnen diese Liganden nach Modifizierung der Kopfgruppe die
Bindetasche mdglicherweise optimal ausnutzen. GERTZEN benutzte daher in einem weiteren
Liganden-Docking im PfHsp90-Cluster PfCo Kopfgruppen aus einer Auswahl von ca. 4000
kommerziell verfligbaren aromatischen Carbonsauren, die zur Synthese der Kopfgruppe
genutzt werden kdénnen. Das Liganden-Docking lieferte dabei drei aromatische Carbonsauren,
welche als Kopfgruppe an einem Tripyrimidonamid der Gruppe BT-H4  die Bindetasche

optimal ausnutzen (Abb. 38).
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Abb. 38 Docking von Liganden der Gruppe BT-H4" in berechnetem PfHsp90-Cluster PfCo sowie einer
Carbonsaure, welche die Bindetasche optimal ausnutzen kann. Ausschnitt aus C-terminalem Bereich.
Linkes Bild: Ligand interagiert sowohl mit Bindetasche als auch Helix H4". Mittleres Bild: MolekUlstruktur
des Liganden mit optimierter Kopfgruppe nach computerunterstitzter Berechnung. Rechtes Bild:
Ergebnisse des Liganden-Dockings von aromatischen Carbonsauren, die eine optimale Nutzung der
Bindetasche aufweisen. Abbildungen der Proteinstrukturen wurden von GERTZEN aus der Arbeitsgruppe
GOHLKE erstellt und sind nicht veroéffentlicht.

Die computerunterstitzten PfHsp90-Proteinmodellierungen sowie das Cluster- und
Liganden-Docking von BICKEL und GERTZEN zeigen zwei mdgliche Strukturvariationen der
Tripyrimidonamide, die zu einer Erhéhung der Affinitdt zu PfHsp90 und einer mdglichen
antiplasmodialen Aktivitat fUhren konnten (Abb. 39).

H708 1711 L715

H-Bricken-
Akzeptor/Donor

PfHsp90 N  HN—

-
hHsp90 42\: HN‘{\\: H
Gletaus

Abb. 39 Struktur eines Tripyrimidonamids in Anlehnung an LSK82 mit strukturellen Modifizierungen,
welche die computerunterstiitzten Berechnungen von BICKEL (H-Briickenakzeptor und -donor in der
oberen Seitenkette) und GERTZEN (Vergrofierung der Kopfgruppe) beinhalten.

Ein Wasserstoffbriickenakzeptor und/oder -donor in der oberen Seitenkette konnte das
Histidin H708 in PHsp90 nachahmen. Eine vergrofRerte Kopfgruppe der Tripyrimidonamide

kann die in PMHsp90 vergrolierte Bindetasche optimal ausnutzen.
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2.2 Vorarbeiten zur Darstellung von Tripyrimidonamiden

SPANIER entwickelte eine Syntheseroute, mit welcher Tripyrimidonamide aus
Pyrimidonmonomeren mit N-substituierten Seitenketten aufgebaut werden konnen. Die
Reihenfolge der Seitenketten am Grundgerist kann dabei gezielt gesteuert werden, indem
das Tripyrimidonamid XllI konsekutiv mittels Amidkupplung eines entsprechenden monomeren
Pyrimidon-2-carboxylat VII und 5-Aminobipyrimidonamid XI (Enamin-Dimer) aufgebaut wird
(Schema 1).['42

NH
e} 2
Y b
N N.
Y OR NI\
2 I F
(e} NH C-N o NH o NH
NGO —_— o)
~ 0
N _N.
I © NNRE S NN
X T
07 “NH .
= |
NIN\W
o l\llH
Xil Vil X

Schema 1 Aufbau eines Tripyrimidonamids XII mittels Amidkupplung aus Pyrimidon-2-carboxylat VII
und 5-Amino(bi)pyrimidonamid XI.

Das Enamin-Dimer Xl kann durch Entfernen der Benzoyl-Gruppe aus dem Bipyrimidonamid X
(Dimer) dargestellt werden (Schema 2). Das Dimer X kann analog zum Tripyrimdonamid XII
durch eine Amidkupplung aus einem weiteren Pyrimidon-2-carboxylat VIl und einem
5-Aminopyrimidon IX  hergestellt werden. Das Lithiumcarboxylat- VI  und das
Enamin-Monomer IX kdénnen jeweils aus dem Pyrimidon-2-carbonsaureester VI dargestellt

werden (Schema 2).
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Schema 2 Retrosynthetische Betrachtung des 5-Aminobipyrimidonamids XI ausgehend von
Pyrimidon-2-carboxylat VIl und 5-Aminopyrimidon IX. VII und IX kdnnen aus der Vorstufe
Pyrimidon-2-carbonsaureester VI dargestellt werden.

2.2.1 Darstellung von Pyrimidon-Monomeren

Der Pyrimidon-2-carbonsaureester VI kann als zentraler Baustein durch eine ringaufbauende
Synthese aus einem Azlacton Il und einem Amidinhydrochlorid V dargestellt werden. Das
Azlacton Il kann in einer modifizierten Synthese nach ERLENMEYER und PLOCHL aus

Hippursaure (1), Essigsadureanhydrid und Triethylorthoformiat  dargestellt werden

(Schema 3).0'43
o) Ac,0 ©\(O
HC(OEt), |

Schema 3 ERLENMEYER-PLOCHL-Synthese zur Darstellung von Azlacton Il ausgehend von
Hippurséaure 1.[143]

In einer PINNER-Reaktion kénnen Cyanameisensaureethylester (lll) und iso-Propanol durch
Einleiten von Chlorwasserstoff in Diethylether zum Imidoesterhydrochlorid umgesetzt werden
(Schema 4). Nach Freisetzung der Imidoesterbase IV aus dem Hydrochloridsalz durch

basische Flissig-Flussig-Extraktion mit einer wassrigen Kaliumcarbonat-Losung kann die
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Imidoesterbase IV in einer nukleophilen Substitution durch primare Aminhydrochloride in

Methanol zu den Amidinhydrochloriden V umgesetzt werden (Schema 4).['44

1.) iPrOH Q o)
0 HCl(g)/ Et,0 /\O)J\fNH R-NH,HCI ~ NH HCl
/\O)J\\ (o] - ©
SN 2)KyCOs(aq) Y MeOH N2
i v v

Schema 4 Darstellung von Amidinhydrochloriden V ausgehend von Cyanameisensaureethylester (lll)
mittels PINNER-Reaktion, basischer Flussig-Flussig-Extraktion sowie Umsetzung mit einem
Aminhydrochlorid.l'44]

Das Azlacton Il und Amidinhydrochlorid V kénnen mit Triethylamin als Hilfsbase in Acetonitril

zum Pyrimidon-2-carbonsaureester VI (Monomer) umgesetzt werden (Schema 5).['42

—_— %\(o
HN. MeCN
R N No
l )
(0]
I

v \"/|

0]

©\r0 o e}
NH
,\} ~ NH HCI NEts ©
)\ ' °
(}
I

Schema 5 Synthese von Pyrimidon-2-carbonsaureestern VI aus Azlacton Il und Amidinhydrochlorid
V_[142]

Basierend auf der Synthesestrategie von SPANIER kdnnen durch das frihzeitige Einfliihren der
Seitenketten in der Amidinsynthese (Schema 4) N-substituierte Pyrimidon-Monomere
aufgebaut werden. Durch das frihzeitige Einfihren der Substituenten ist eine konvergente und

komplexe Syntheseflihrung notwendig.

Eine Vereinfachung des Syntheseweges stellt die N-Alkylierung von Pyrimidonen dar, bei der
zunachst das nicht-substituierte Monomer VI-H als zentraler Baustein hergestellt und die
Seitenketten-Substituenten anschlieffend in einer nukleophilen Substitution eingefuhrt wird
(Schema 6). Aufgrund der Tautomerie des Pyrimidons und des mesomeriestabilisierten
Anions nach Deprotonierung von VI-H durch eine Base konnen sowohl das N-substituierte
Pyrimidon VI als auch O-alkylierte Pyrimidin VI-O in der nukleophilen Substitution gebildet

werden.
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Schema 6 Tautomere von VI-H, die mit entsprechender Base deprotoniert und anschlieRend mit einem
Alkylanz zum N-substituiertem Pyrimidon VI und O-alkyliertem Pyrimidin VI-O umgesetzt werden
koénnen.

In den Alkylierungsreaktionen von 2-Pyridon konnten HOPKINS et al. das Verhaltnis von N- und
O-alkyliertem Produkt gezielt durch verschiedene Reaktionsparameter steuern. Bei
Verwendung von Alkali-Metallen und polar (a)protischen Lésungsmitteln sowie wenig sterisch
gehindertem Alkylanz wurde die N-Alkylierung bevorzugt, wahrend Silbersalze in aprotisch
unpolaren Lésungsmitteln zum O-alkylierten Produkt fihrten. Die Ergebnisse kénnen mit dem

Konzept der harten und weichen Sauren und Basen (HSAB-Konzept) erklart werden.[4%]

SPANIER setzte die Erkenntnisse von HOPKIN et al. in einer Alkylierungsreaktion um, indem das
unsubstituierte Monomer VI-H zunachst mit Natriumhydrid als Base in Dimethylformamid
deprotoniert und anschlieRend das Alkylanz 4-Methoxybenzylchlorid zugegeben wurde. Das
N-alkylierte Pyrimidon konnte als Hauptprodukt mit 64 % Ausbeute isoliert werden

(Schema 7). Das O-alkylierte Pyrimidin war nur in nicht isolierbaren Spuren vorhanden.[4?

DMF, RT, 1 h

AF° A° AT
O\
N NH . N& N
2.)1.20 Ag. ¢
RT, 16 h

0) (l) o

64 %
VI-H VI-oMB

Schema 7 Darstellung des N-alkylierten Pyrimidon VI-pMB mittels Monomer VI-H ohne
Seitenkettensubstituenten sowie para-Methoxybenzylchlorid als Alkyanz. Die angegebene Ausbeute
bezieht sich auf das isolierte Produkt. Das O-alkylierte Pyrimidin ist nicht gezeigt, dessen Ausbeute
vernachlassigbar gering ist.l'42]
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Wahrend SPANIER die N-alkylierten Pyrimidone synthetisierte, versuchte WOLOSCHIN die
O-alkylierten Pyrimidine als Hauptprodukte darzustellen.

Darlber hinaus gelang es WOLOSCHIN mithilfe der MITSUNOBU-Reaktion nach Optimierung der
Reaktionsbedingungen das O-alkylierte Pyrimidin als Hauptprodukt sowie das N-alkylierte
Pyrimidon als Nebenprodukt isolieren zu kénnen (Schema 8). Auch wenn der Fokus bei
WOLOSCHIN auf der Synthese der O-alkylierten Pyrimidine lag, zeigte die Bildung der
N-alkylierten Pyrimidone, dass die MITSUNOBU-Reaktion auch fir die Darstellung von

N-alkylierten Pyrimidonen optimiert werden kann.['4€]

1.30 Aq. PPh,
1.30 Aq. DIAD
0~ 'NH 1.30 Aq. R-OH O~ 'NH
o H\/O\
= = R
I 0°C-RT, 24h I
0”0 e XNe)
| |
4-65%
VI-H VI-0

Schema 8 MITSUNOBU-Reaktion mit optimierten Reaktionsbedingungen nach WOLOSCHIN zur
Darstellung von 4-Alkoxypyrimidin VI-O ausgehend von Monomer VI-H. Ausbeuten sind bezogen auf
das isolierte O-alkylierte Produkt. Ausbeuten des N-alkylierten Pyrimidons sind aufgrund von
Verunreinigung durch Nebenprodukte nicht eindeutig bestimmbar.[146]

Es stehen derzeit drei etablierte Syntheserouten zur Verfigung, N-alkylierte Pyrimidone VI
ausgehend von Amidinhydrochloriden V und Azlactonen Il darzustellen. Je nach Verfugbarkeit
und chemischer Stabilitdt der Reagenzien kann die Syntheseroute entsprechend angepasst

werden (Schema 9).
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Schema 9 Darstellung von Pyrimidon- VI und Pyrimidinmonomeren VI-O ausgehend von Azlacton Il

und Amidinhydrochlorid V.

2.2.2 Darstellung von Oligopyrimidonamiden

Fur die Darstellung der Bipyrimidonamide X mittels Amidkupplungsreaktion nach SPANIER

werden sowohl ein Monomerbaustein mit Aminfunktionalitdt als auch ein Monomer mit

Carboxylgruppe bendtigt.

Das Monomer VII mit Lithiumcarboxylatgruppe wurde durch Hydrolyse des Esters VI mit

Lithiumhydroxidmonohydrat in Methanol dargestellt. Das Lithiumcarboxylat VII neigt nach

Ansauern zur Decarboxylierung, welches daher ohne weitere Reinigung in der Amidkupplung

eingesetzt wurde (Schema 10).

(6] NH O~ 'NH

. ®
%\(0 LiOH+H,0 %\fo H/H,0
NIN\R MeOH Nj/:N\R -CO,
o) <|) 0~ ~oLi

\| Vil

Vila

Schema 10 Synthese von Pyrimidon-2-carboxylaten VII durch Hydrolyse von Pyrimidonmonomer VI.

Decarboxylierung als Nebenreaktion nach Ansauern von VII.
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Das Entfernen der Benzoylgruppe zum 5-Aminopyrimidon IX wurde mittels basischer
Hydrolyse in heillem Methanol durchgefihrt. Bei Umsetzung des
Pyrimidon-2-carbonsauremethylesters VI beobachtete SPANIER analog zum Ansauern der
Lithiumcarboxylate (Schema 10) eine Decarboxylierung, die gegeniber der basischen
Hydrolyse der Benzoylgruppe bevorzugt war. Uberfiihrung des Methylesters VI mit wassriger
Methylaminldsung in Ethanol zum stabileren N-Methylcarboxamid VIII erlaubte anschlielend
eine selektive Spaltung der Benzoylgruppe der 5-Benzamidopyrimidone VIII zu den

5-Aminopyrimidonen IX ohne Nebenreaktionen (Schema 11).

X

0”7 “NH NH,

NH
%\’40 MeNH, %\fo NaOH %\fo
- . _— =

(0]

=z

O ? O IIIH o} IIIH
Vi Vil IX

Schema 11 Darstellung von 5-Aminopyrimidonen IX durch Aminolyse von Methylester VI zum
N-substituierten Carboxamid VIII mit wassrigem Methylamin und folgender basischer Hydrolyse.

SPANIER untersuchte verschiedene Amidkupplungsreagenzien, um das Bipyrimidonamid X
aus dem EnaminIX und dem Lithiumcarboxylat VI aufbauen zu konnen.
[O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluorophosphat] (HATU) und
[1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium-

hexafluorophosphat] (COMU®) Giberzeugten, wobei COMU® durch die schnellere und bessere

Umsetzung der Edukte im Vergleich zu HATU ausgewahlt wurde (Schema 12).

N N.
0”7 >oLi NIN\W
(0] ITIH
Vil IX X

Schema 12 Synthese von Bipyrimidonamid X durch COMU®-vermittelte Amidkupplung von
Lithiumcarboxylat VII und Enamin IX.
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Analog zum monomeren Enamin IX  konnte das Enamin-Dimer XI aus
5-Benzamidobipyrimidon X mittels basischer Hydrolyse hergestellt werden (Schema 13).

Im letzten Schritt konnte das Tripyrimidonamid XIl aus dem Enamin-Dimer Xl und dem
Lithiumcarboxylat VIl unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie bei der Synthese der
Bipyrimidonamide X hergestellt werden (Schema 13).
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Schema 13 Synthese von Enamin-Dimer XI aus Bipyrimidonamid X mittels basischer Hydrolyse.
Darstellung der  Tripyrimidonamide XII durch COMU®-vermittelte ~ Amidkupplung von
Lithiumcarboxylat VII und Enamin-Dimer XI.

Die Reste R', R? und R® bei Tripyrimidonamid XIl bestehen aus den entsprechenden
Seitenkettengruppen der nachgeahmten hot-spot Aminosauren der Helix H5. Im Falle des
humanen Hsp90-Inhibitors LSK82 entspricht R einer Isobutyl- (L696), R? einer sec-Butyl-
(1692) und R? einer para-Methoxybenzylgruppe (Y689).
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3 Zielsetzung

Mit rund 263 Mio. Malariafallen weltweit im Jahr 2023 und einer zunehmenden
Resistenzentwicklung gegen den aktuellen Goldstandard der Malariatherapie
(Artemisinin-basierte = Kombinationspraparate) ist eine Entwicklung von neuen
antiplasmodialen Wirkstoffen und die Identifizierung von Wirkmechanismen in den Plasmodien
unabdingbar.

Das Hitzeschockprotein Hsp90 ist ein Chaperon, dessen Isoform Hsp90a bei Zellstress z.B. in
Krebszellen Uberexprimiert vorliegt und maRgeblich zur Stabilisierung von Onkoproteinen
beitragt.

Hsp90 ist ebenfalls im humanpathogenen P falciparum vorzufinden. AuRere
Stressbedingungen wie Temperatur (bei Fieberschiiben), dem Wechsel zwischen Wirt und
Vektor als auch die Wachstums- und Entwicklungsphasen fiihren zu einer Uberexprimierung
von PfHsp90, welches in einem Netzwerk mit weiteren (Co-)Chaperonen zur Homdostase der
Zellen im Parasiten sowohl in den Leber- und Blut- als auch frihen Gametozytenstadien
beitragt. PHsp90 ist somit essenziell fir die Uberlebensfahigkeit des Parasiten, wodurch eine
Inhibierung von PfHsp90 ein mdgliches Target fur die Entwicklung von neuen antiplasmodialen
Wirkstoffen darstellt.

LSK82 ist ein von SPANIER aus der Arbeitsgruppe KURz synthetisiertes Tripyrimidonamid,
welches die C-terminale Dimerisierung von humanem Hsp90a inhibiert. In der
Leukamiezelllinie K562 kann es so das Hsp90-Klient- und Onkoprotein BCR-ABL1

destabilisieren.

Das Tripyrimidonamid-Grundgerist von LSK82 soll im Rahmen dieser Arbeit aufgegriffen und
basierend auf den Berechnungen der Proteinmodellierung von PfHsp90 sowie Cluster- und
Liganden-Dockings von BICKEL und GERTZEN aus der Arbeitsgruppe GOHLKE rational
modifiziert werden, sodass eine Affinitat und Selektivitat zum plasmodialen Hsp90 erreicht

werden kann.
In dieser Arbeit wird die Modifizierung der Tripyrimidonamidstruktur in zwei strukturelle

Bereiche eingeteilt, namlich der Modifizierung der oberen Seitenkette durch chemisch diverse

Seitenketten und der VergroRerung der 5-Benzamidokopfgruppe (Abb. 40).
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Abb. 40 Tripyrimidonamid LSK82 (linke Struktur) als humaner Hsp90-Inhibitor sowie die nachgeahmten
Aminosauren Leucin, Isoleucin und Tyrosin. Die Vorhersagen der Proteinmodellierung suggerieren,
dass Affinitat zu PHsp90 durch einen Wasserstoffbriickenakzeptor und/oder -donor in der obersten
Seitenkette (mittlere Struktur) und eine Vergroferung der Kopfgruppe (rechte Struktur) erreicht werden
kann.

Zunachst sollte ein Tripyrimidonamid dargestellt werden, welches die Aminosaureseitenkette
des Histidins H708 in oberer Position nachahmt. AnschlieRend sollten Tripyrimidonamide mit
diversen funktionelle Gruppen in der oberen Seitenkette dargestellt werden, welche ebenfalls
das Histidin H708 in PHsp90 nachahmen kénnen (Vorhersagen nach BICKEL).

AnschlieRend sollte die Benzoyl-Kopfgruppe der Tripyrimidonamide durch sterisch
anspruchsvollere Substituenten ersetzt werden, welche die in PfHsp90 vergrofierte

Bindetasche optimal ausnutzen kénnen (Vorhersagen nach GERTZEN).

Aufgrund der schlechten Wasserléslichkeit des Tripyrimidonamids LSK82 war eine in vivo
Untersuchung in Xenograft-Modellen nicht méglich.!"4% WoLOSCHIN konnte erfolgreich zeigen,
dass durch eine Strukturvereinfachung der Tri- zu den Bipyrimidonamiden und
Bipyrimidinamiden sowie Modifizierung der FulRgruppe mit einem basischen Zentrum eine im
Vergleich zu LSK82 verbesserte antileukdmische Aktivitdt unter Verbesserung der
physikochemischen Eigenschaften und Verringerung der Synthesekomplexitat erreicht werden
kann.[148]
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Neben Tripyrimidonamiden sollten daher die strukturell weniger komplexen Bipyrimidonamide
entwickelt werden, welche die Vorhersagen der PfHsp90-Proteinmodellierung von BICKEL und
GERTZEN berlicksichtigen (Abb. 41).
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Abb. 41 Tripyrimidonamide mit variabler oberer Seitenkette sowie Kopfgruppe, die potenziell eine
antiplasmodiale Aktivitat zeigen (linke Struktur). Reduzierung der Molekilkomplexitat von Tri- zu
Bipyrimidonamiden und Variierung von Kopf-, Seiten- und Fuldgruppe am Bipyrimidonamidgrundgerist.

Die Tripyrimidonamide und Bipyrimidonamide sollen nach erfolgreicher Synthese zunachst
hinsichtlich der antiplasmodialen invitro Aktivitat sowie die Zytotoxizitdt der
Oligopyrimidonamide in Leberkrebszelllinien bestimmt werden. Potente Derivate sollen
anschlief3end im Tierversuch untersucht werden.

Die in vitro und in vivo Studien wurden in den Arbeitsgruppen von HELD, BHATIA und WITTLIN
durchgefuhrt (Abb. 42).
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Abb. 42 Darstellung der Arbeitsablaufe der kooperierenden Arbeitsgruppen zur Entwicklung von
Oligopyrimidonamiden mit antiplasmodialer Aktivitat.

Durch den iterativen Prozess aus der Synthese von Tri- und Bipyrimidonamiden, der
biologischen Testung und der computerunterstitzten Proteinmodellierung sowie Docking-
Studien sollten so Struktur-Aktivitats-Beziehungen abgeleitet und die Oligopyrimidonamide

hinsichtlich ihrer antiplasmodialen Aktivitat optimiert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese von Tripyrimidonamiden mit strukturell diverser
Seitenkette

Basierend auf den Docking-Ergebnissen von BICKEL (Kap.2.1) wurden Zielstrukturen
(Abb. 30) entwickelt, welche die Aminosaureseitenketten Histidin (H708) in oberer sowie
Isoleucin  (I711) in  mittlerer und Leucin (L715) in unterer Position am
Tripyrimidonamidgrundgerust imitieren kdnnen. Durch diese Aminosaureseitenketten soll so
eine Affinitdt zu PMHsp90 erreicht und die Dimerisierung des Hitzeschockproteins in der CTD
gehemmt werden. Fir die Synthese der Tripyrimidonamide werden drei Pyrimidon-Monomere

mit den entsprechenden Aminosaureseitenketten benétigt (Schema 14).

e

(0] NH
e}
%\f H-Briicken-
(0] NH NIN Akzeptor/Donor
%\’//O H-Briicken- o“ o
N _N Akzeptor/Donor |

07 ¢"NH C-N

(0] NH
%\fo NN nach
N \)\ Spanier
o NH —

0
- 1
I N N\)\

(0] IIIH

11a

>_</

Schema 14 Darstellung von Tripyrimidonamiden mit einem Wasserstoffbriickenakzeptor und/oder -
donor in der oberen Seitenkette. Enamin-Dimer 11a kann nach der Syntheseroute von SPANIER
dargestellt werden.

Die Strukturen und Anordnung der beiden Seitenketten von Leucin und Isoleucin in PfHsp90
ist identisch zum humanen Hsp90-Inhibitor LSK82, sodass das Enamin-Dimer 11a basierend

auf der Synthese von SPANIER aufgebaut werden konnte (Schema 15).1'4%
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H\f 1.70 Aq. COMU N< N 3.00 Aq. NaOH Na N
N N I w/\ I 7/\
I DMF, MeOH,

NH RT, 16 h 70°C,6h

(0] NH (0] N
I I
60% 49%
9a 10a 11a

Schema 15 Synthese von Enamin-Dimer 11a nach SPANIER.[4Z]

Als Pyrimidon-Monomere mit einer Histidin-nachahmenden Gruppe in der Seitenkette sollte
zunachst ein  Derivat mit Imidazolgruppe dargestellt werden, welches als
Wasserstoffbriickenakzeptor und -donor (6-His) fungieren kénnte. AnschlieRend wurde ein

Derivat mit N,N-Dimethylaminogruppe entwickelt, und als Wasserstoffbriickenakzeptor (6d)

dienen konnte (Abb. 43).
? ?NH

O~ 'NH 0)

A° A
0”0 NH 0”0

| |

6-His 6d

Abb. 43 Pyrimidon-Monomere mit Imidazol- (6-His) und N,N-Dimethylamino-Gruppe (6d).

Die 2-(1H-imidazol-5-yl)ethyl-Seitenkette des Pyrimidon-Monomers 6-His wurde bereits in der
Amidinsynthese eingebaut, indem die freie Imidoesterbase 4 mit dem kommerziell

verfugbaren Histamindihydrochlorid zu Amidin 5d umgesetzt wurde (Schema 16).
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1.)1.10 Aqg. iPrOH

. 2 HCI
HCl )/ Et,0 o 0.70 Ag. N=\
@/ Et2 q \H 0
(6] 0 °C, 2h /\O)J\fNH HZN/\)\/ - )J\fNH
G o
0" Ny 2))K,CO;4(aq) / EL,0 0 MeOH, uN. 2HCl
Extraktion RT, 16 h
N
| Y
73% 799 NH
3 4 5d

Schema 16 Darstellung von Amidinhydrochlorid 5d ausgehend von Cyanameisensaureethylester (3)
mittels PINNER-Reaktion, basischer Flissig-FlUssig-Extraktion zur Imidoesterbase 4 sowie Umsetzung
mit Histamindihydrochlorid zu 5d.

Das Amidinhydrochlorid 5d und das Azlacton 2a wurden anschlielend versucht, in einer

Kondensationsreaktion umzusetzen. (Schema 17).

o 1.00 Aq. 2a
\oJ\fNH 2.30 Aq. NEts 07 "NH
—_——
A°
HN_ 2HcCl MeCN, Ll "
80°C,6h N
N S
) \ \> o“ o NH
1.00 Ag. —NH |
-%
5d 6-His

Schema 17 Darstellung von Pyrimidon-Monomer 6-His aus Amidinhydrochlorid 5d und Azlacton 2a.
Eine Isolierung von 6-His war nicht erfolgreich.

Bei der Reaktionskontrolle mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) konnte
Eduktumsatz  beobachtet werden, jedoch konnte das Monomer 6-His nach
Flussig-Flussig-Extraktion und saulenchromatografischer Reinigung nicht in ausreichender
Reinheit gewonnen werden. Eine Fallungsreaktion und Isolierung von 6-His als
Imidazoliumchlorid-Salz durch Ansduern mit Chlorwasserstoff war aufgrund einer
Decarboxylierung der Carboxygruppe nach saurer Hydrolyse der Methylestergruppe (vgl.
Schema 10 und Schema 17) nicht mdglich.

Da eine Darstellung des  Pyrimidon-Monomer 6-His  durch  Einfuhren  des
Seitenkettensubstituenten in der Amidinsynthese (Schema 16) nicht moglich war, wurde eine
alternative Synthese mittels MITSUNOBU-Reaktion erprobt. Diese wude zunachst mit dem
kommerziell besser verfigbarem 3-Dimethylaminopropanol zur Darstellung von Pyrimidon-
Monomer 6d durchgefihrt. Nach dem Syntheseprotokoll von WOLOSCHIN konnte das
Pyrimidon 6d mit Dimethylaminopropylseitenkette nach FlUssig-FlUssig-Extraktion und

saulenchromatografischer Reingung isoliert werden. AnschlieRende Umsetzung mit
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aquimolarer Menge Lithiumhydroxidmonohydrat in Methanol lieferte das Lithiumcarboxylat 7¢

(Schema 18).
1.30 Aq. PPhs
1.30 Aq. DIAD

0~ 'NH 1.30 Aq. NH 1.00 Aq. LIOH-H,0 0~ "NH
THF, I MeOH, |
NINH 0°C-RT, 24h NIN\/\/N\ RT, 16 h N\IN\/\/N\
o0” o 0~ o 07 oL
I I
19 % >99 %
6a 6d 7c

Schema 18 MITSUNOBU-Reaktion zur Darstellung von 6d sowie anschliefende Umsetzung zu 7c.

Das Lithiumcarboxylat 7c und das Enamin-Dimer 11a wurden anschlieBend in einer

Amidkupplungsreaktion mit den Reaktionsbedingungen von SPANIER umgesetzt (Schema 19).

PO

. (0] NH
NH, 1.50 Aqg. %\fo | o
%\fo NIN\/\/N\ %\f |
N N N
NINY\ o7 ol I NN
A (0] NH
07 NH 1.70 Aq. COMU

0)
=
NIN\)\ RT, 16 h I W/\

O NH o NH
| A
NIN\)\
O NH
|
11a 12-NMe2

Schema 19 Darstellung von Tripyrimidonamid 12-NMe2 mit N,N-Dimethylaminopropyl-Seitenkette
mittels COMU®-vermittelter Amidkupplungsreaktion aus Enamin-Dimer 11a und Lithiumcarboxylat 7c.

Die COMU®-vermittelte Reaktion von 7¢ mit dem Enamin-Dimer 11a zeigte keine in der HPLC
und Dinnschichtchromatographie sichtbare Umsetzung der  Edukte zum
Tripyrimidonamid 12-NMe2. Diese Reaktion wurde mit HATU als Kupplungsreagenz
wiederholt. Hierbei wurde ebenfalls keine Produktbildung von 12-NMe2 beobachtet.
WOLOSCHIN gelang es, Oligopyrimidonamide mit basischer Gruppe am C-Terminus, darunter

einer N,N-Dimethylaminoethylgruppe zu synthetisieren.l'*! Da die Amidkupplung an dem
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Beispiel von Monomer 7¢ mit dem Enamin-Dimer 11a jedoch Probleme bereitete, wurde eine
erfolgversprechendere Synthesestrategie tiberlegt, mit welcher Tripyrimidonamide mit diverser
oberer Seitenkette dargestellt werden kénnen. Dazu wurde ein Pyrimidon-Monomer mit
geschitzter Aminogruppe in  der  Seitenkette  entwickelt, welches  mittels
Amidkupplungsreaktion zum Tripyrimidonamid umgesetzt und die Schutzgruppe im letzten
Schritt entfernt wurde.

Mit einem saurestabilen Tripyrimidonamidgrundgerist bietet sich die tert-Butyloxycarbonyl-
Gruppe (Boc-Gruppe) als mégliche Schutzgruppe fur primare und sekundare Aminogruppen
an, welche in einem sauren Milieu abgespaltet werden kann.!'47]

Das Carbamat-Monomer 6e wurde aus dem Amidinhydrochlorid 5 und dem Azlacton 2a
hergestellt und die Estergruppe anschlieBend mit Lithiumhydroxidmonohydrat in Methanol

verseift, um das Lithiumcarboxylat 7d zu erhalten (Schema 20).

o

o NHHCI 1,00 Aq. 2a
MeCN, H MeOH, ~ H
80°C,6h Ny N~ Negoe RT, 160 Na N _~_N__ O

HN.
Boc OIO j/: \([)]/ 7(
| 0~ 0L
5 46 % 95 %
€ 6e 7d

Schema 20 Darstellung von Pyrimidon-Monomer 6e aus Amidinhydrochlorid 5e und Azlacton 2a.
AnschlieRend erfolgte eine Hydrolyse der Estergruppe zu Lithiumcarboxylat 7d.

Zusammen mit dem Enamin-Dimer11a wurde das Lithiumcarboxylat7d in einer
Amidkupplungsreaktion zum Tripyrimidonamid 12a umgesetzt (Schema 21). Das Entfernen
der Boc-Schutzgruppe erfolgte mit einem Uberschuss Chlorwasserstoff in 1,4-Dioxan
(Schema 21).
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07 "NH 07 NH
NH,
- Na N § N N NH
~ NS
Ny N . N " Boc \/\/HC|2
I j/\ 1.50 Ag. 7d
1.70 Ag. COMU 0" 'NH 40.0 Ag. HCI 0~ 'NH

_— _ =
(0] %\fo . %\’//O
= DMF, 1,4-Dioxan,
N N\)\ RT, 16 h NINW/\ RT, 16 h NINW/\
NS
I H

(6] NH
| Y Y
NIN\)\ N\IN\)\
0 ’]‘H 0 IIIH
63 % >99 %
1a 12a 12b

Schema 21 Amidkupplungsreaktion von Enamin-Dimer11a mit Lithiumcarboxylat 7d zu
Tripyrimidonamid 12a sowie anschlieRende Entschitzung der Aminogruppe mit Chlorwasserstoff zu
Tripyrimidonamid 12b.

Neben dem Einsatz von Schutzgruppen, die nach Aufbau des Tripyrimidonamidgrundgertistes
im letzten Reaktionsschritt entfernt werden, wurde eine weitere Mdglichkeit erprobt,
Substituenten in  der oberen  Seitenkette der  Tripyrimidonamide = mittels
Late-Stage-Funktionalisierung einzufugen. Zu diesem Zweck wurde ein Pyrimidongrundgerust
mit Alkylseitenkette und endstidndigem Halogen gewahlt, dessen Halogenatom in einer
Substitutionsreaktion im letzten Reaktionsschritt durch Stickstoff- oder Schwefelnukleophile

substituiert werden sollte (Schema 22).

0™ 'NH 07 "NH
O O
NINWX N\INWNU
(@) NH NuH (@) NH

N Nw/\ ) NINW/\
07 NH o

AP e A
Na N\)\ RonR Nx N\)\
l NuH= M l

NH HS-R1 (e}

Schema 22 Nukleophile Substution eines Tripyrimdonamids mit Alkylhalogenseitenkette durch
Stickstoff- oder Schwefelnukleophile.
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Es wurden unterschiedliche Seitenkettenlangen ausgewahlt, da noch kein genauer Abstand
bekannt ist, bei dem die funktionelle Gruppe in der oberen Seitenkette (Nachahmen von
Histidin H708) optimal mit den beiden Aminosaureseitenketten Threonin T692 und

Asparaginsaure D613 (Abb. 28) interagieren kann.

Die Synthese startete ausgehend von dem Monomer 6a, welches mit Natriumhydrid unter
Eiskuhlung in Dimethylformamid (DMF) zunachst deprotoniert und anschlieBend mit
homologen Dibromalkanen umgesetzt wurde. Durch die Verwendung eines achtfachen

Uberschuss des Dibromalkans wurde die Bildung eines dimeren Produktes unterdriickt

(Schema 23).
/l\ 1.) 1.05 Ag. NaH

07 'NH DMF, 0°C, 1 h 07 NH
° o
= < =
m 2.)8.00 Aq. Br (M) Br Vo .
~ o~ NS
I 0°C-RT, 16 h l M:\/
0~ o 0 (l)
I
6f: n=1,42%
6a 69:n=2,37%
6h:n=3,29 %

Schema 23 Alkylierung von Pyrimidon 6a mit homologen Dibromalkanen zu den Pyrimidonen 6f — 6h.

Die Methylestergruppe der N-alkylierten Monomere 6f — 6h wurde mit
Lithiumhydroxidmonohydrat zu den Lithiumcarboxylaten 7e — 7g verseift und anschlielend
jeweils mit dem Enamin-Dimer11a in einer Amidkupplungsreaktion zu den

Tripyrimidonamiden 12¢c — 12e umgesetzt (Schema 24).
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Schema 24 Darstellung von Tripyrimidonamiden 12¢c — 12e ausgehend von den Monomeren 6f — 6h.

Das Tripyrimidonamid 12c wurde anschlieRend mit Stickstoffnukleophilen versetzt, welches zu
den synthetisch bisher nicht zuganglichen Tripyrimidonamiden mit Imidazol-, Imidazol-

ahnlichen oder Dimethylamin-Substitutionsmuster (Abb. 43) fihren koénnte.

Bei dem ersten Versuch einer nukleophilen Substitutionsreaktion wurde das

Tripyrimidonamid 12¢ mit 2.00 Aq. Imidazol als Nukleophil und 1.00 Aq. wasserfreiem

Kaliumcarbonat als Hilfsbase in DMF umgesetzt (Schema 25).
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Schema 25 Nukleophile Substitutionsreaktion von Tripyrimidonamid 12¢ mit Imidazol als Nukleophil.
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Eine Reaktionskontrolle mittels HPLC zeigte nach 16 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur
zwar einen vollstandigen Umsatz des Eduktes 12c¢, jedoch konnte die Moleklilmasse von dem
gewlnschten Produkt 12-His in der Massenspektrometrie (Elektrospray-lonisation, ESI) nicht
beobachtet werden. Unter den gleichen Bedingungen wurde die Reaktion von
Tripyrimidonamid 12¢ mit Dimethylamin als starkeres Nukleophil und einem weiteren
Aquivalent Kaliumcarbonat zur Freisetzung der Base aus dem Hydrochloridsalz durchgefiihrt
(Schema 26).

NH O~ 'NH

AY° A
Ny N~ Br y Hel Ny NN
I 2.00 Aq /N\ l

0™ "NH 2.00 Aq. K,CO,4 O™ 'NH

%\fo %\fo
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NIN\’/\ RT, 16 h NIN\’/\

0" 'NH 0”7 "NH
A A
NIN\)\ N\IN\)\
o] rilH 0 rilH

12¢ 12-NMe2

Schema 26 Nukleophile Substitutionsreaktion von Tripyrimidonamid 12¢ mit Dimethylaminhydrochlorid
als Nukleophil.

Zwar lief die Reaktion erneut unter vollstdndigem Eduktumsatz ab, allerdings deutet die
Analyse des Reaktionsproduktes 12X mittels Massenspektrometrie (ESI) aufgrund des
gleichen Molekulpeaks (ESI*, m/z = 699) wie im Falle der Umsetzung von 12¢ mit Imidazol auf
dasselbe Reaktionsprodukt hin. Dieses Produkt wurde folglich unabhangig vom eingesetzten
Stickstoffnukleophil gebildet.

Ein Vergleich der aromatischen Bereiche der '"H-NMR-Spektren von Tripyrimidonamid 12¢ und

des unbekannten Produktes 12X konnte Aufschluss Uber die Struktur des entstandenen
Produktes geben (Abb. 44).
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Abb. 44 Vergleich des aromatischen Bereichs der 'H-NMR-Spektren (300 MHz, CDCls, 298 K) von
Tripyrimidonamid 12¢ (oben) und dem Hauptprodukt 12X der nukleophilen Substitution (unten).

Pyrimidonprotonen sind in blau, Amidprotonen in rot und orange und Phenylprotonen nicht farbig
markiert.

In Tripyrimidonamid 12c koppeln die drei Pyrimidonprotonen (blau - 3, 5 und 6) nicht mit
weiteren Protonen und sind daher als scharfe Singuletts erkennbar (Abb. oben). Die
Amidprotonen (rot — 1, 2 und 4) sind als breite Singuletts sichtbar. Das Amidproton der
FuBgruppe (orange - 7) spaltet durch homonukleare 3J-Kopplung zu den benachbarten
Methylprotonen als Quartett auf.

Im Vergleich zu 12¢ sind im aromatischen Bereich von 12X lediglich flnf statt sechs Singuletts
erkennbar (Abb. unten). Wahrend zwei der drei Pyrimidonprotonen (blau — 9 und 70) und zwei

der drei Amidprotonen (rot — 8 und 717) vergleichbare chemische Verschiebungen wie bei 12¢
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aufweisen, ist Pyrimidonproton 712 in 12X starker hochfeldverschoben. Das am weitesten

tieffeldverschobene Amidproton 7 in 12¢ ist im Spektrum von 12X nicht mehr vorhanden.

Die massenspektrometrischen Beobachtungen, die durch den fehlenden Isotopenpeak ("°Br
und 8'Br) auf eine Abspaltung von HBr hindeuten, und die 'H-NMR-Spektren kénnen durch
eine intramolekulare Cyclisierung von Tripyrimidonamid 12¢ bei Umsetzung mit den
N-Nukleophilen Imidazol oder Dimethylamin erklart werden. Eine intramolekulare Cyclisierung

kdnnte dabei zu zwei moglichen Produkten fuhren (Schema 27).

IN\/\/Br " oper K IN NI“}

NH K,CO3 (@)

%\fo %\fo oder %\fo
N N DMF, N N N N
I w/\ RT, 16 h I W/\ \I Y\

12¢ 12Xa 12Xb

Schema 27 Nukleophile  Substitution von  Tripyrimidonamid 12d  durch  Imidazol  oder
Dimethylaminhydrochlorid. Intramolekulare Cyclisierung als unerwiinschte Hauptreaktion.

Der in der Massenspektrometrie beobachtete Molekilpeak des unbekannten Hauptproduktes
12X entspricht dem eines cyclisierten Tripyrimidonamids. Die genaue Struktur von 12X kénnte
z.B. durch kristallografische Analyse oder zweidimensionele NMR-Spektroskopie ermittelt

werden.

Dass eine intramolekulare Cyclisierung nicht nur bei dem Tripyrimidonamid 12¢ mit
3-Brompropylseitenkette nach Umsetzung mit N-Nukleophilen auftritt, wurde ferner an dem
Tripyrimidonamid 12d mit 4-Brombutyl-Seitenkette beobachtet. Unter den gleichen
Reaktionsbedingungen wie bei 12¢ (Schema 25) wurde 12d mit Imidazol als Nukleophil
umgesetzt. Eine massenspektrometrische Analyse zeigt eine Molekilmasse, welche analog
zur nukleophilen Substitution von 12c weder dem Edukt12d noch dem substituierten

Produkt 12-His (mit n-Butyl- statt n-Propylkohlenstoffkette) zugeordnet werden kann
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(ESI*, m/z =713). Auch in diesem Fall entspricht die beobachtete Molekiilmasse der eines

intramolekular cyclisierten Tripyrimidonamids.

Als weiteres Nukleophil flr die Derivatisierung der Seitenkette wurde das raumlich grofiere
N-Methylpiperazin gewahlt. Die beiden tertidren Stickstoffatome kénnen als
Wasserstoffbriickenakzeptoren sowohl mit Threonin T692 als auch Asparaginsaure D613
(Salzbrucke) interagieren (Abb. 28).

Das Tripyrimidonamid 12d wurde mit 2.00 Aq. N-Methylpiperazin in THF versetzt, sodass das
Tripyrimidonamid 12f mit  N-Methylpiperazin-Gruppe in der Seitenkette  nach

saulenchromatografischer Reinigung in 58 % Ausbeute dargestellt werden konnte

(Schema 28).0'48]

(0] NH NH
AY° T A
N N\V//\\//«\Br N N\»//\\//A\N
(0] NH 2.00 Aq K/N NH

. . -
A T A
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NINW/\ 70°C, 16 h NINW/\
07 >NH NH
A oY
N N\V/J\\ Nx \V/J\\

TH 0] TH

58 %
12d 12f

Schema 28 Nukleophile Substitutionsreaktion von Tripyrimidonamid 12d durch N-Methylpiperazin als
Nukleophil zu Tripyrimidonamid 12f.['48]

Anhand dieses Beispiels konnte gezeigt werden, dass eine Derivatisierung der Seitenkette mit

Stickstoffnukleophilen mdéglich, aber die Wahl der Nukleophile eingeschrankt ist.
Neben Stickstoffnukleophilen wurden ebenfalls Schwefelnukleophile zur nukleophilen

Substitution des Bromatoms von Tripyrimidonamid 12¢ verwendet, mit denen weitere

Struktur-Aktivitats-Beziehungen aufgestellt werden kdnnen.
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Das Tripyrimidonamid 12¢ wurde zunachst mit 3-Mercapto-1,2,4-triazol in DMF und
Kaliumcarbonat als Hilfsbase versetzt, wodurch das Tripyrimidonamid 12g nach
saulenchromatografischer Aufreinigung in einer Ausbeute von 64 % dargestellt wurde
(Schema 29). Die 1,2,4-Triazolgruppe weist im Vergleich zur Imidazolgruppe (Histidin) eine
ahnliche Geometrie, Aromatizitdt sowie vergleichbare H-Bricken-Akzeptor- und -
Donoreigenschaften auf. Ferner ist das 1,2,4-Triazol durch das zusatzliche Stickstoffatom im
Heterozyklus gegeniber dem Imidazol (Histidin) metabolisch stabiler (z.B. Oxidasen),
wodurch die 1,2,4-Triazolgruppe ein geeignetes Bioisoster zum Imidazol darstellt.'*"!
Weiterhin wurde das Tripyrimidonamid 12¢ mit Thioharnstoff in 1,4-Dioxan versetzt, um 12h
zu erhalten. Allerdings war das Produkt wahrend der sdulenchromatografischen Reinigung
nicht stabil, sodass die Isolierung von 12h nur mittels Hydrobromidfallung des
Tripyrimidonamids  in  1,4-Dioxan  durchgefiuhrt  wurde. Folglich wurde das
Tripyrimidonamid 12g in einer Ausbeute von 76 % als Isothiuroniumbromid dargestellt
(Schema 29).01%0]

we U NH
A0 12g:1.20Agq. Y N O
N—”/ "
N N Br . Na N S.
NN 1.10 Aq. K,CO3 NUNTNTR O qpgiR = /\\(N‘N 64%
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4

12c

Schema 29 Nukleophile Substitutionsreaktion von Tripyrimidonamid 12¢ durch 1,2,4-Mercaptotriazol
(12g) und Thioharnstoff (12h) als Schwefelnukleophile.l'4911150]

Wahrend die dargestellten Tripyrimidonamide mit Wasserstoffbriickenakzeptoren-
oder -donoren in der oberen Seitenkette mit Threonin T692 oder Asparaginsdure D613
interagieren (Abb. 27) und somit PfHsp90 potent inhibieren sollten, besteht die Hypothese,
dass neutrale und unpolare Seitenketten eine geringere Affinitdt zu PfHsp90 und damit
schwachere antiplasmodiale Aktivitat zeigen sollten. Um diese Hypothese zu untersuchen,

sollte ein Tripyrimidonamid mit aliphatischer Seitenkette dargestellt werden.
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Das Pyrimidon-Monomer 6i mit n-Hexylseitenkette wurde aus dem Amidinhydrochlorid 5f und
dem Azlacton 2a hergestellt und die Methylestergruppe anschlieRend mit Lithiumhydroxid in

Methanol zum Lithiumcarboxylat 7h verseift (Schema 30).

(0]
\O)kaH HCI  1.00Aq.2a i
1.30 Aq. NEts 07 “NH 1.00 Aq. LIOH-H,0

HN o 07 NH
=
MeCN, H\f MeOH, %\fo
80°C, 6h NIN\/\/\/ RT, 16 h NIN\/\/\/
o9 0”7 “oLi
56 % 96 %
5f oi 7h

Schema 30 Darstellung des Pyrimidon-Monomer 6i aus Amidinhydrochlorid 5f und Azlacton 2a.
Anschlieend erfolgte eine Hydrolyse der Estergruppe zu Lithiumcarboxylat 7h.

Das Lithiumcarboxylat 7h  wurde anschlieBend in einer COMU®-vermittelten
Amidkupplungsreaktion mit dem Enamin-Dimer 11a zum Tripyrimidonamid 12i umgesetzt
(Schema 31).

, 0~ "NH
NH, 1.50 Ag. %\fo o
H\fo Na N\/\/\/ =
=
;[ N N~~~
N NW/\ 0% >oLi I
I 1.70 Aq. COMU O™ 'NH

0]
U R
I 07 NH

| =

N\IN\)\

57 %
11a 12i

IIIH

Schema 31 Amidkupplungsreaktion von Enamin-Dimer11a mit Lithiumcarboxylat 7h  zu
Tripyrimidonamid 12i.
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In den bisher dargestellten Tripyrimidonamiden wurde die Position der drei Seitenketten am
Tripyrimidongrundgerist nicht verandert. Der Einfluss der Seitenkettenposition auf die
antiplasmodiale Aktivitdt wurde durch die Darstellung des Tripyrimidonamids 12n mit
vertauschter oberer und mittlerer Seitenkettenposition im Vergleich zu 12a untersucht. Die
n-Propylseitenkette in oberer Position stellt hierbei vereinfacht die Isobutyl- oder

sec-Butylgruppe dar.

12n  wurde durch eine COMU®-vermittelte ~Amidkupplungsreaktion aus dem
Lithiumcarboxylat 7i und dem Enamin-Dimer 11b in einer Ausbeute von 15 % dargestellt
(Schema 32).

NH, 1.50 Aq. %\fo 07 NH o
A r° P Y
Na N N. o” >oLi
XN Y goe I l

1.70 Agq. COMU O™ 'NH

(0]
Ny N\)\ RT. 160 I " Boc

15 %
11b 12n

Schema 32 Darstellung von Tripyrimidonamid 12n aus Enamin-Dimer 11b und Lithiumcarboxylat 7i.
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4.2 Biologische Evaluation der Tripyrimidonamide mit strukturell

diverser oberer Seitenkette

Bislang ist noch kein Target-basierter Assay vorhanden, sodass derzeit antizipiert wird, dass

die antiplasmodiale Aktivitat auf eine Hemmung von PfHsp90 zuruckgefuhrt wird.

Die dargestellten Tripyrimidonamide 12a, 12b, 12f, 129, 12h, 12i und 12n wurden hinsichtlich
ihrer antiplasmodialen Aktivitat zunachst gegen Parasiten im asexuellen Blutstadium des
multiresistenten Stamm P. falciparum (PfDd2) und dem Chloroquin-sensitiven Stamm (Pf3D7)
im in vitro Wachstumsinhibierung Assay untersucht. Das Parasitenwachstum wurde anhand
des histidine-rich protein Il (HRP2) in einem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
beobachtet.[?®!

Von ausgewahlten Verbindungen wurde zusatzlich die Zytotoxizitdt in der humanen

Leberkrebszelllinie HepG2 mit einem Neutral Red Assay untersucht.l'5"]

Als Referenzverbindung in den plasmodialen Wachstumsinhibierungsassays wurde

Chloroquin getestet.

Das Tripyrimidonamid LSK82 wurde als humaner Hsp90-Inhibitor entwickelt und zeigt
inhibitorische Eigenschaften in der C-terminalen Domane von Hsp90 gegen die chronisch
myeloische Leukamiezelllinie K562 und der akuten B-lymphoblastischen Leukamiezelllinie
SUP-B15 im mikromolaren Bereich. Die Wachstumsinhibierung der Leukamiezelllinien K562
und SUP-B15 durch die dargestellten Tripyrimidonamide (s.o.) wurde ebenfalls in einem cell
viability assay mittels CellTitre-Glo Lumineszenz untersucht, um eine Affinitdt zum humanen

Hsp90 und antileukamische Aktivitat zeigen zu kénnen.[1521[1%]

Falls nicht anders angegeben, sind alle angegebenen Aktivitdten Mittelwerte aus mindestens

zwei unabhangig voneinander durchgeflihrten Messungen.

Die zellbasierten in vitro Assays wurden an dem Universitatsklinkum Tubingen am Institut fur
Tropenmedizin, Reisemedizin und Humanparasitologie in der Arbeitsgruppe von
DR. JANA HELD (Pf3D7, PDd2, HepG2) und am Universitatsklinikum Dusseldorf in der Klinik
fur Kinder-Onkologie, -Hamatologie und Klinische Immunologie in der Arbeitsgruppe von
DR. SANIL BHATIA (K562, SUP-B15) durchgefuhrt.
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Zunachst wurde die antiplasmodiale in vitro Aktivitat der Tripyrimidonamide 12a, 12b, 12f, 12g,
12h, 12i und 12n untersucht (Tab. 2).

Tab. 2 ICso-Werte der in vitro Zellassays mit den plasmodialen Stammen Pf3D7 und PfDd2 sowie
Leberkrebszelllinie HepG2 nach Behandlung mit Tripyrimidonamiden, die sich in der oberen Seitenkette
unterscheiden.

(0]
Pf3D7 | PMd2 | HepG2 SI? SI°
# R |C50 |C50 |C50 HepG2/ HepG2/
[nM] | [nM] | [uM] | PD7 | PMd2
122 (HPK163) | Ny o f; +9103 >25 5275 | >278
12b (HPK165) N NHHC :213} :i:% +3é72 30 20
12f (HPK253) 0/ 786 | 796
25 >32 >31
N £10 | £119 |
N-N
12g (HPK208) B 1711 | 1405 505 >15 >18
+308 | +85
WS H
NH
12h (HPK231 272 491
( ) NS ONHHBr | 190 +13 >25 >92 >51
12i (HPK306) NN 1+3f +313§6 5905 >188 >75
12nb (HPK539) | \ +3§g(§’6 +218i3114 nb. ] )
LSK82 \(\CL 3582 | 5233 | ) )
o +1325 | +2028 -
59867
LSK84 M Tl e | s25 | >085 | 5042
= 33995
Chloroquin Jo | o0 | s2s | sas71 | >e3

n.b. = nicht bestimmt
a Selektivitatsindex (Sl) wurde aus dem Quotienten des ICso-Wertes der HepG2- und Pf3D7- bzw. PfDd2-
Messung berechnet.
b Sec-Butylseitenkette wurde durch eine 3-N-Boc-propyl-Seitenkette ersetzt

Von den dargestellten Tripyrimidonamiden zeigen das Carbamat-Derivat 12a und das Derivat
12b mit primarer Aminogruppe die beste antiplasmodiale Aktivitat dieser Substanzbibliothek in

einem bis zu zweistellig-nanomolarem Bereich sowohl gegen den Chloroquin-sensitiven
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Stamm Pf3D7 (12a: 91 £ 8 nM, 12b: 123 £ 17 nM) als auch den multiresistenten Stamm
PfDd2 (12a: 90 £ 13 nM, 12b: 186 £ 19 nM).

Das sterisch anspruchsvollere Derivat 12f mit N-Methylpiperazingruppe zeigt eine verringerte
antiplasmodiale Aktivitat (Pf3D7: 786 + 10 nM, PDd2: 796 £ 119 nM) im Vergleich zu 12a. Die
Derivate 12g mit Mercaptotriazol- und 12h mit Isothiouroniumbromid-Gruppe zeigen eine
submikromolare (12h) und eine antiplasmodiale Aktivitat im mikromolaren Bereich (12g). Der
humane Hsp90-Inhibitor LSK82 weist die geringste antiplasmodiale Aktivitat im mikromolaren
Bereich (Pf3D7: 3.6 £ 1.3 yM, PDd2: 5.2 £ 2.0 uM) auf.

Die antiplasmodiale Aktivitdt von 12a im zweistellig-nanomolarem Bereich kénnte mit
vergleichbaren Wasserstoffbriickeneigenschaften des Carbamats (12a) und der
Imidazolgruppe des Histidins (H708, Abb. 28) erklart werden. In der Imidazolgruppe kann
eines der Stickstoffatome als H-Brickendonor und das andere als H-Briickenakzeptor
fungieren. Das Wasserstoffatom des Carbamatstickstoffs (12a) kdnnte ebenfalls als
Wasserstoffbriickendonor und das Carbonylsauerstoffatom des Carbamats als
Wasserstoffbrickenakzeptor dienen, sodass eine Wechselwirkung zu den Aminosauren
Threonin (T692) und Asparaginsaure (D613) mittels Wasserstoffbriickenbindungen méglich
ware. Auch wenn die Tripyrimidonamide 12b, 12f, 12g und 12h ebenfalls als
Wasserstoffbriickenakzeptoren und/oder -donoren mit den Aminosauren T692 und D613
interagieren kdnnten, scheint die Interaktion der Carbamatgruppe in der oberen Seitenkette

von 12a mit dem Protein mittels Wasserstoffbriickenbindungen derzeit am besten zu sein.

Eine Verschiebung der 3-(Boc-amino)propylseitenkette von der oberen (12a) zur mittleren
Position (12n) am Tripyrimidonamidgrundgerist flihrt zu einer um Faktor 43 geringeren
antiplasmodialen  Aktivitat in  Pf3D7 im  Vergleich zum  strukturverwandten
Tripyrimidonamid 12a. Dass die obere Seitenkette und das Substitutionsmuster dieser einen
starken Einfluss auf die antiplasmodiale Aktivitat haben, kann ferner an LSK84 beobachtet
werden, welches keine obere Seitenkettenfunktionalitat hat undeine stark reduzierte
antiplasmodiale Aktivitat zeigt.

Die Beispiele 12n und LSK84 verdeutlichen, dass eine geeignet substituierte, obere

Seitenkette am Tripyrimidonamidgrundgerist essenziell fir antiplasmodiale Aktivitat ist.

Eine Zytotoxizitdt in der Leberkrebszelllinie HepG2 ist bis auf Derivat 12b
(HepG2: 3.7 £ 2.2 yM) bei keinem der dargestellten Tripyrimidonamide innerhalb des
getesteten Konzentrationsbereichs beobachtbar.

Die héchste Selektivitat gegenliber den plasmodialen Stdmmen Pf3D7 und PfDd2 zeigen von
den oben beschriebenen Tripyrimidonamiden das Carbamat-Derivat 12a (Slpmp7: >275) und

das Isothiouroniumhydrobromid 12h (Slpmp7: >92).
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Die mdgliche Affinitdt zum humanen Hsp90 wurde durch die inhibitorische Aktivitat in den
Leukdmiezelllinien K562 und SUP-B15 abgeschatzt. Wahrend das Tripyrimidonamid 12a
keine antileukdmische Aktivitdt aufweist (K562: >25 uM, SUP-B15: >25 uM), zeigen die
Tripyrimidonamide 12b, 12f und 12h eine inhibitorische Aktivitat gegen die beiden
Leukamiezelllinien K562 (12b: 2.2 uM, 12f: 1.2 uM, 12h: 2.2 yM) und SUP-B15 (12b: 2.4 uM,
12f: 0.6 uM, 12h: 2.1 uM) im mikromolaren Bereich. Diese Aktivitaten sind teilweise mit der
antileukdmischen Aktivitdt von LSK82 (K562: 1.3 uM) vergleichbar und zeigen, dass die
Tripyrimidonamide 12b, 12f und 12h ebenfalls als mogliche humane Hsp90-Inhibitoren wirken

kdnnten, aber keine signifikante plasmodiale Selektivitat aufweisen.

Das Tripyrimidonamid 12i mit n-Hexylseitenkette in oberer Position zeigt eine mit 12b
vergleichbare antiplasmodiale Aktivitdt im submikromalerem Bereich und keine Zytotoxizitat
gegenlber der Leberkrebszelllinie HepG2. Die obere Seitenkette von 12i verfligt in Kontrast
zu den vorher diskutierten Tripyrimidonamiden Uber keine Wasserstoffbrickenakzeptoren und
-donoren, sodass die antiplasmodiale Aktivitat von 12i nicht uber
Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen erklart werden kann. Vielmehr konnte die
n-Hexylseitenkette durch hydrophobe Wechselwirkungen mit einer lipophilen Tasche

interagieren, welche in raumlicher Nahe zu der oberen Seitenkettenposition liegen.

Die Vorstufen fur die nukleophile Substitution (12c —12e) mit Alkylbromidseitenkette in
oberster Position wurden ebenfalls auf antiplasmodiale Aktivitdt untersucht. Es ist eine
Abhangigkeit der antiplasmodialen Aktivitdt von der Lange der Kohlenstoffseitenkette
erkennbar. Je langer die Kohlenstoffseitenkette ist, desto starker ist die antiplasmodiale
Aktivitat sowohl in Pf3D7 als auch PDd2 (Pf3D7: 12c: 2198 + 497 nM, 12d: 397 + 41 nM,
12e: 162 £ 1 nM). Das Derivat 12e kann durch die lange und lipophile Seitenkette demnach
mit 12i verglichen werden. Dass sich dieser Trend durch weitere Verlangerung der
Kohlenstoffseitenkette fortsetzt, muss mit weiteren Derivaten untersucht werden.

Eine Zytotoxizitat der drei Tripyrimidonamide 12c — 12e gegenuber der Leberkrebszelllinie
HepG2 ist nicht beobachtbar, jedoch sind diese Daten und die antiplasmodiale Aktivitat
aufgrund der zum Teil toxischen oder gar krebserregenden Eigenschaften von

Halogenalkanen vorsichtig zu bewerten.['54

Die bisherigen biologischen Daten der Tripyrimidonamide mit strukturell diverser, oberer
Seitenkette kdnnen die Hypothese der Proteinmodellierung, dass funktionelle Gruppen mit
Wasserstoffbriickenakzeptoren und -donoren in der obersten Seitenkette der
Tripyrimidonamide Affinitat und Selektivitat in PiHsp90 erhdht (Abb. 28) bestatigen. So zeigt

7



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

das Derivat 12a eine antiplasmodiale Aktivitat im zweistellig-nanomolaren Bereich und eine
Selektivitat von >275 gegenlber der humanen Krebszelllinie HepG2 sowie keine Zytotoxizitat.
Die Proteinmodellierung konnte bisher jedoch nicht die antiplasmodiale Aktivitat von dem
Derivat 12i mit aliphatischer oberer Seitenkette erklaren. Inwiefern die aliphatische obere
Seitenkette mit einer weiteren hydrophoben Bindetasche wechselwirkt, konnte durch weitere
Molekulardynamiksimulationen untersucht werden.

Derzeit stehen keine Target-basierten PfHsp90-Assays zur Verflgung, mit denen gezeigt
werden kdnnte, dass die antiplasmodiale Aktivitat der dargestellten Tripyrimidonamide auf eine
Inhibierung von PfHsp90 zurickgefuhrt werden kann. Demnach kann noch nicht bestatigt
werden, dass die dargestellten Tripyrimidonamide in dem vorhergesagten hot-spot-Bereich
der C-terminalen Domane mit den entsprechenden Aminosauren interagieren (Abb. 28) und

die Helix H5 nachahmen konnen.
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4.3 Synthese von Tripyrimidonamiden mit vergroRerten

Kopfgruppen

Im vorherigen Kapitel wurden Tripyrimidonamide mit strukturell diversen, oberen Seitenketten
entwickelt, welche die erste Hypothese aus der Proteinmodellierung bericksichtigen
(Kap. 2.1), dass die obere Seitenketten mit Threonin T692 oder Asparaginsaure D613
interagieren und das Histidin H708 nachahmen konnten.

In der zweiten Hypothese der Proteinmodellierung wird postuliert, dass eine Vergrof3erung der
Tripyrimidonamidkopfgruppe die in PfHsp90 raumlich gréfRere Bindetasche besser

adressieren konnte.

Um den Einfluss der Tripyrimidonamid-Kopfgruppe auf die antiplasmodiale Aktivitat zu

untersuchen, wurden Analoga mit vergréfRerter Kopfgruppe hergestellt.

Das Tripyrimidonamid 12a zeigte die bisher beste antiplasmodiale Aktivitat von den bisher
dargestellten  Tripyrimidonamiden sowohl gegen Pf3D7 (91+8nM) als auch
PfDd2 (90 + 13 nM) und keine akute Zytotoxizitat gegen HepG2 (>25 uM), daher wurde das

Seitenkettensubstitutionsmuster von 12a beibehalten und die Kopfgruppe variiert.

Zum Zeitpunkt der Synthese lagen nur Hinweise auf eine raumlich vergrof3erte Bindetasche
und noch keine exakten Strukturvorschlage aus den Proteinmodellierungen vor (Schema 20).
Als Kopfgruppen wurden daher zunachst 1-Naphthyl, 4-Biphenyl, 4-Brom-3-fluorphenyl und
3-Phenylpropyl gewahlt, mit denen eine verbreiterte, verlangerte, flexiblere oder halogenierte
Kopfgruppe erreicht werden kann.

Die Kopfgruppen wurden bereits wahrend der Synthese der Azlactone 2 eingefuhrt. Die fur die
Azlacton-Synthese bendtigten N-substituierten Amidoessigsauren 1, wurden aus Glycin und
dem entsprechend substituiertem Saurechlorid hergestellt und anschlielend mit
Triethylorthoformiat und Essigsaureanhydrid zu den Azlactonen 2b—-2d umgesetzt.
(Schema 33).

R' o
1.10 Aqg. Glycin o 1.10 Aq. HC(OEt)y hE o)
o) 4.00 Aq. NaOH I o 3.00 Aqg. Ac,0 N \
1 RN
R" ~cl H,0, Ho 5 130°C,2h )
0°C-RT, 16 h R2
1b: 87 % R'=1-Naphthyl 2b:31% R'=1-Naphthyl, R? = Me
1c: 91 % R'=4-Biphenyl 2c¢:34 % R'=4-Biphenyl, R? = Me
1d: 96 % R' = 4-Br-3-F-Phenyl 2d:37 % R'=4-Br-3-F-Phenyl, R? = Et

1e:50 % R' = 3-Phenylpropyl

Schema 33 Darstellung der Azlactone 2b — 2d ausgehend von Saurechloriden und Glycin.

79



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Sowohl die 1-Naphtoyl- (1b) als auch 4-Biphenoyl- (1¢) und 4-Brom-3-fluorbenzoyl- (1d)
substituierten Amidoessigsauren konnten erfolgreich zu den Azlactonen 2b — 2d umgesetzt

werden. 3-Phenylpropionylglycin (1e) zeigte keine Bildung des entsprechenden Azlactons.

Im Falle von 2b und 2c erfolgte bei der Reinigung des intermediar entstandenen
Ethylenolethers durch Rihren in heilem Methanol eine Substitution zum Methylenolether.

Diese Substitution fand bei der Kristallisation aus iso-Propanol (2d) nicht statt.

Die Azlactone 2b — 2d wurden mit dem Amidinhydrochlorid 5e zu den Pyrimidonen 6k — 6m
umgesetzt und die Methylestergruppe anschlieend mit Lithiumhydroxidmonohydrat in

Methanol zu den Lithiumcarboxylaten 7j — 71 verseift (Schema 34).

o) j\ R
~0 NH HCI 1.00Aq.2b-2d O~ "NH O)\NH
! 1.30 Aq. NEt; %\fo ] 1.00 Aq. LIOH-H,0 %\(o
g H
MeCN Ny NN MeOH NN N
' Boc ' NSNS
\H 80°C,6h I RT, 16 h I Boc
HN.
Boc o9 07 oL
Se 6k: 65% R = 1-Naphthyl 7j: 47 % R =1-Naphthyl
6l: 52 % R =4-Biphenyl 7k: 59 % R = 4-Biphenyl
6m: 45 % R = 4-Br-3-F-Phenyl 71: 98 % R =4-Br-3-F-Phenyl

Schema 34 Darstellung von Pyrimidon-Monomeren 6k — 6m aus Amidinhydrochlorid 5e und
Azlactonen 2b —2d. Anschlielend erfolgte die Umsetzung der Estergruppe 2zu den
Lithiumcarboxylaten 7j — 7I.

Die Lithiumcarboxylate 7j —71 wurden sodann mit dem Enamin-Dimer11a in einer
COMU®-vermittelten Amidkupplungsreaktion zu den Tripyrimidonamiden 12j — 121 gekuppelt
(Schema 35).

80



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

j\ R
07 "NH O)\NH
NHz 1.50 A %\fo H H\fo
. =
%\fo q N;/LN\/\/N Boc Ne N H
. ~ “Boc

0P NH 1.70 Aq. COMU

(0]
7
N\IN\)\ RT, 16 h I w/\

O~ 'NH

| AP
I\)\

O lilH

12j: 25 % R = 1-Naphthyl
12k: 46 % R = 4-Biphenyl
12I: 51 % R =4-Br-3-F-Phenyl

11a

Schema 35 Darstellung der Tripyrimidonamiden 12j — 121 ausgehend von Enamin-Dimer 11a und
Lithiumcarboxylaten 7j — 71.

Ferner wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine fehlende Kopfgruppe zu einer Verringerung
der Affinitat zu PfHsp90 fihren konnte. Daher wurde die Benzoylkopfgruppe von
Tripyrimidonamid 12a mittels basischer Hydrolyse entfernt und das Tripyrimidonamid 12m mit
einer Ausbeute von 36 % dargestellt (Schema 36).

NH,
o)
0~ 'NH %\V? H
Na N N.
%\fo " I ~ Boc
NIN\/\/N‘BOC 07 NH
NH 3.00 Ag. NaOH
MeOH,
NINY\ 70°C,6h 0~ "NH
AP

)

0”7 “NH
AY° A
N N\)\ OINH
olriu-i |
36 %
12a 12m

Schema 36 Entfernen der Benzoylgruppe von Tripyrimidonamid 12a mittels basischer Hydrolyse zu
Tripyrimidonamid 12m.
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4.4 Antiplasmodiale in vitro Aktivitaten von Tripyrimidonamiden mit

vergrofRerten Kopfgruppen

Die Tripyrimidonamide 12j — 12m mit vergroRerter oder auch fehlender Kopfgruppe wurden

hinsichtlich ihrer antiplasmodialen Aktivitat untersucht (Tab. 3).

Tab. 3 ICso-Werte der in vitro Zellassays mit den plasmodialen Stdmmen Pf3D7 und PfDd2 sowie
Leberkrebszelllinie HepG2 nach Behandlung mit Tripyrimidonamiden 12j — 12m.

IBoc
HN
O
o AK\:N HN—
O, N HN >—<
N HN 27— %
\
HN— ) N O
R N (6]
Pf3D7 PfDd2 HepG2 Sl Sl
# R ICs0 ICs0 ICso HepG2/ | HepG2/
[nM] [nM] [UM] | PfD7 | Pd2
(0]
12a (HPK163) \)b 91+8 90 +13 >25 >275 >278
]
12j (HPK400) O 374 +53 1405 + 31 >25 >67 >18
(0}
12k (HPK407) 13242 408 + 22 25 >189 >61
(@]
121 (HPK495) \)\C[F 773+129 | 1430 + 377 n.b. - -
Br
12m (HPK473) H{H 2595 + 1826 | 3701 + 2552 >25 >10 >7
Chloroquin 75 268 £ 117 >25 >3571 >93

n.b. = nicht bestimmt

Eine Expansion der Kopfgruppe fuhrte bei keinem der Tripyrimidonamide 12j — 12l zu einer

Verbesserung der Aktivitat gegenuber der

Leitstruktur 12a (Pf3D7: 91 £ 8 nM, PfDd2: 90 £ 13 nM).

antiplasmodialen

82



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wahrend die Leitstruktur 12a sowohl gegen den Chloroquin-sensitiven Stamm Pf3D7 als auch
Chloroquin-resistenzen Stamm PfDd2 eine nahezu vergleichbare Aktivitat aufweist, zeigt das
4-Biphenyl-Derivat 12k gegen Pf3D7 eine zu 12a ahnliche (Pf3D7: 132 £ 2 nM) und gegen
PMd2 um Faktor 4,5 verringerte Aktivitat im Vergleich zu 12a.

Gegen den multiresistenten Stamm PfDd2 ist bei Derivat 12j mit 1-Naphthyl- und bei 121 mit
4-Brom-3-fluorphenylkopfgruppe eine reduzierte antiplasmodiale Aktivitat im submikromolaren
Bereich erkennbar.

Das Tripyrimidonamid 121 mit halogensubstituierter Kopfgruppe zeigt die geringste
antiplasmodiale Aktivitdt im einstellig mikromolaren Bereich in Pf3D7 und PfDd2 der
untersuchten Tripyrimidonamide mit vergroRerter Kopfgruppe.

Die Tripyrimidonamide mit mono- (12a) und bicyclischer aromatischer Kopfgruppe (12j, 12k)

zeigen eine verbesserte antiplasmodiale Aktivitat in P3D7 und PfDd2 im Vergleich zu 12I.

Dass die Kopfgruppe essenziell fir eine potente antiplasmodiale Aktivitat ist, zeigt das
Tripyrimidonamid 12m ohne Kopfgruppe, da die antiplasmodiale Aktivitdt um Faktor 29
(Pf3D7) und um Faktor 41 (PfDd2) im Vergleich zu 12a reduziert ist.

Tripyrimidonamid 12k ist zwar geringflgig schwacher aktiv als Referenzverbindung 12a, zeigt
aber, dass im Bereich der Kopfgruppe Ansatzpunkte fur weitere Strukturvariationen ist.

Durch den Einbau eines rigiden bicyclischen m-Systems (Naphthylkopfgruppe in 12j und
1,1"-Biphenylkopfgruppe in 12k) wird die Lipophilie des Wirkstoffs erhdht, woraus eine bessere
Membranpermeabilitat resultiert. Durch hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein kann
ferner eine héhere Bindungsaffinitdt beobachtet werden. Jedoch kann die Ldslichkeit des
Wirkstoffs durch die hydrophoberen Eigenschaften in Wasser reduziert sein, sodass die
Bioverfugbarkeit geringer sein konnte.

Es kdnnen in der Zukunft also weitere grofde Substituenten am Phenylring eingeflihrt werden,
die zu einer verbesserten Bindungsaffinitdt mit dem Protein PHsp90 und somit verbesserten
antiplasmodialen Aktivitat fuhren koénnten, jedoch missen physikochemische Parameter,
insbesondere die Lipophilie bzw. Ldslichkeit der Wirkstoffe in Wasser bei der Wahl der

Substituenten berlcksichtigt werden.
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4.5 In vitro PRR-Assay

Die beiden Tripyrimidonamide 12a und 12b mit potenter antiplasmodialer Aktivitdt sowohl
gegen Pf3D7 als auch PDd2 und geringer Zytotoxizitat gegentiber Leberkrebszelllinie HepG2
(Tab. 2) wurden gegen zwei weitere Plasmodienstdmme, dem chloroquin-sensitiven und dem
zu Pf3D7 stark verwandten Stamm PMNF54 und dem multiresistenten Stamm PfK1, in der
Arbeitsgruppe WITTLIN im zellbasierten in vitro Assay auf ihre antiplasmodiale Aktivitat
untersucht (Tab. 4).

Tab. 4 ICso-Werte der in vitro Zellassays mit den plasmodialen Stdmmen PMNF54 und PfK1 nach
Behandlung mit Tripyrimidonamiden 12a, 12b, Chloroquin und Artesunat.

PMNF54 PfK1
# ICso ICso0
[nM] [nM ]
12a
(HPK163) 390 + 40 581 + 213
12b
(HPK165) 340+ 2 465 + 21
Chloroquin 58114 170 £ 18
Artesunat 2.1+0.6 1.3+£0.7

Im Vergleich zu den Stdammen Pf3D7 (12a:91+8nM, 12b: 123 +17 nM) und
PfDd2 (12a: 90 £ 13 nM, 12b: 186 £ 19 nM) ist eine etwas geringere antiplasmodiale Aktivitat

beobachtbar.

Die dargestellten Tripyrimidonamide wurden bisher nur hinsichtlich ihrer antiplasmodialen
Aktivitat untersucht. Fir eine weitere Bewertung der inhibitorischen Eigenschaften ist die
Abtétungsgeschwindigkeit von zentraler Bedeutung, da diese malfigeblichen Einfluss auf den
Wirkmechanismus und das Risiko einer Resistenzentwicklung beeinflussen kénnte.

Der Parasite-Reduction-Ratio-Assay (PRR-Assay) ermdglicht die quantitative Bestimmung der
Abtétungsgeschwindigkeit der Parasiten unter Wirkstoffeinfluss. Werden die Parasiten
innerhalb kurzer Zeit abgetotet, so deutet dies auf einen schnell-agierenden Wirkstoff und
umgekehrt eine langere Abtdtungszeit auf eine verzdgerte Wirkung des Wirkstoffs hin. Beide
Abtétungskinetiken bergen jedoch ein Risiko flir Resistenzen, wenn Parasiten nicht schnell

genug und vollstandig getotet werden.
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Die Kombination aus Wirkstoffen mit schnell-wirkenden und langsam-wirkenden
Komponenten, wie es bereits bei Artemisinin-basierten Kombinationspraparaten angewendet
wird, stellt daher einen effektiven Ansatz dar, sowohl eine rasche Reduzierung als auch
vollstandige Eliminierung der Parasitenlast zu gewahrleisten. Die Bestimmung der
Abtétungsgeschwindigkeit ist somit ein wesentlicher Bestandteil der praklinischen
Untersuchungen von potenziellen Wirkstoffkandidaten.

Hierfur werden Parasiten einem Wirkstoff zeitlich unterschiedlich lange exponiert, die
lebensfahigen Parasiten nach Herauswaschen des Wirkstoffes anschlieliend zu einer
messbaren Kultur herangewachsen und die Anzahl der Uberlebensfahigen Parasiten
bestimmt. Der aufwendige PRR-Assay wurde mit Tripyrimidonamid12a in der
Arbeitsgruppe HELD durchgefiihrt (Abb. 45).1'%!

FUr den Assay wurden Parasiten (Pf3D7) im Ringstadium mit einer Parasitamie von 0.5 % und
einem Hamatokritwert von 2 % an funf aufeinanderfolgenden Tagen (0, 24, 48, 72, 96 und
120 h) mit den jeweiligen Wirkstoffen (Abb. 45) versetzt. Die Wirkstoffkonzentration betrug das
Zehnfache des vorher bestimmten ICso-Wertes im 72 h Wachstumshemmungs-Assay. Als
Referenz wurden Artesunat als schnellwirkender und Atovaquon als langsamwirkender
Wirkstoff eingesetzt. Als weitere Referenz wurde Chloroquin mit mittelschneller Tétungskinetik
verwendet.

Aliquote der jeweiligen Parasiten wurden von den Zellkulturen auf eine 96-Well-Plate
ubertragen und fur 28 Tage zum Nachwachsen ruhen gelassen. AnschlieRend wurden die

Proben mit lebensfahigen Parasiten identifiziert.

~*- Artesunat 290 nM
—* Chloroquin 240 nM

& Atovaquon 10 nM

%12a 910 nM

Log (viable parasites +1)

) ¢ ¢
0 24 48 72 96 120

Time of treatment (h)

Abb. 45 Parasite-Reduction-Ratio (PRR) Assay von 12a mit Artesunat, Chloroquin und Atovaquon als
Referenz.
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Aus dem PRR-Assay wird deutlich, dass das Tripyrimidonamid 12a zu den langsam-wirkenden
Wirkstoffen zahlt und erst nach 120 h der Behandlung zu einer vollstadndigen Abtétung der
lebensfahigen Parasiten fiihrt (Abb. 45).

Aufgrund begrenzter Daten von bekannten PfHsp90-Inhibitoren (vgl. Kap. 1.2.2) in
PRR-Assays ist ein Vergleich der Tétungskinetik mit 12a nicht mdglich. BAYIH et al. konnten
jedoch im P. berghei Mausmodell zeigen, dass zwei ihrer untersuchten Harmin-Analoga
(N-terminale PfHsp90-Inhibitoren) bereits nach einem Tag nach Ende der Verabreichung zu
einer schwachen Verringerung der Parasitdmie um 51 —56 % sowie einer verlangerten
Lebenszeit der Mause im Vergleich zu Harmin fuhrten. Die Kombination der Harmin-Analoga
mit Dihydroartemisinin zeigte positive synergistische Effekte, welche sich durch eine
verlangerte Lebenszeit der Mause sowie eine geringere Parasitdmie nach Behandlung mit den
kombinierten  Wirkstoffen im Vergleich zu den einzeln getesteten Wirkstoffen
auszeichneten. !¢

PfHsp90-Inhibitoren wirken allgemein in einem indirekten“ Wirkmechanismus, indem die
Funktion des Hitzeschockproteins 90 gehemmt und daraus resultierend flir den Parasiten
Uberlebenswichtige Proteinfaltungs- und Stabilisierungsprozesse in der Zelle destabilisiert
werden, woraus der Zelltod resultieren kann. Durch diesen indirekten Wirkmechanismus ware
eine zeitlich verzégerte Wachstumshemmung durch die PHsp90-Inhibitoren plausibel, sodass

diese Inhibitoren eine langsame Tétungskinetik aufweisen konnten.
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4.6 in vivo Untersuchungen

Neben den in vitro Studien wurden die Tripyrimidonamide 12a und 12b in Basel am Swiss
Tropical and Public Health Institute in der Arbeitsgruppe von DR. SERGIO WITTLIN im
Plasmodium berghei Mausmodell hinsichtlich der in vivo Aktivitat untersucht.

Der P. berghei Parasit infiziert vor Allem Nagetiere und ist aufgrund der engen Wirtsspezifitat
nicht in der Lage, den Menschen zu infizieren. P. berghei ist jedoch in essenziellen Aspekten
wie Struktur, Physiologie und Lebenszyklus denen von P. falciparum ahnlich, sodass
zusammen mit der relativ einfachen Moglichkeit, Genveranderungen vorzunehmen, die
Nagetiere als populadres Modell flr experimentelle in vivo Studien von humanem Malaria
genutzt werden kénnen.['%6]

Die Tripyrimidonamide 12a und 12b wurden an jeweils drei mit P. berghei infizierten Mausen
verabreicht (Tab. 5).

Tab. 5: Untersuchung von 12a und 12b im P. berghei Mausmodell.

Parasitierte Erythrozytzen pro 100 nach vier Tagen
# Maus 1 | Maus 2 | Maus 3 | Mittelwert KNormiert auf Reduzie_rung der
ontrollgruppe Parasitenlast

12a 505 | 505 | 42 50,7 96.9 % 3 9%
(HPK163) ’ ’ ’ )

foh 462 | 495 | 524 49,4 94.4 % 6 %
(HPK165) ’ ’ ’ ’ ’
Kontroll- | 407 | 548 | 534 52,3 ; -

gruppe

P. berghei ist hierbei genetisch modifiziert (MRA-865) und exprimiert in allen Lebensstadien
das grune Biomarker-Fluoreszenzprotein GFP (engl. green fluorescent protein). Die Mutation
hat keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit und Infektiositat.

Die Wirkstoffdosis betrug 4 x 50 mg/kg und wurde peroral als Suspension in Wasser mit

0.01 mL pro Gramm Mausgewicht verabreicht.

Eine Analyse der infizierten Erythrozyten wurde vier Tage nach der peroralen Applikation
durchgefuhrt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen die untersuchten Tripyrimidonamide
keine signifikante Reduzierung der parasitierten Erythrozyten (12a: Reduzierung um 3 % und
12b: Reduzierung um 6 %) in jeder der drei untersuchten Mause.

In vergleichbaren Untersuchungen zeigt Chloroquin mit einer fiinffach-geringeren Dosis von
4 x 10 mg/kg eine fast vollstandige Reduzierung der Parasitamie (Reduzierung um 99.9 %),
sowie eine Uberlebenszeit der Mause von ca. 16 Tagen.
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Bereits in den invitro Untersuchungen der Tripyrimidonamide 12a—-12m konnten
Aktivitatsunterschiede zwischen den paralogen Plasmodienstammen Pf3D7 und PfDd2
beobachtet werden (vgl. Tab.2 und Tab. 3). Die sehr geringe invivo Aktivitat der
Tripyrimidonamide 12a und 12b kdnnte demnach durch speziesabhangige Unterschiede in
den Gensequenzen der homologen zytosolischen Hsp90 von P. falciparum und P. berghei
(PbHsp90) erklart werden. Insbesondere der hot-spot-Bereich in der C-terminalen Domane
von Hsp90 (s.Abb.28) konnte in PbHsp90 zu PfHsp90 unterschiedliche
Aminosaureseitenketten aufweisen, sodass der hot-spot-Bereich von den Tripyrimidonamiden
12a — 12m nicht adressiert wird bzw. diese weniger Affinitdt zu diesem Bereich im Vergleich

zu PfHsp90 aufweisen.

Zur Untersuchung von speziesabhangigen Effekten (hier am Beispiel von PbHsp90 und
PfHsp90) kann das Plasmodium falciparum SCID-Mausmodell (engl. Severe combined
immunodeficiency) verwendet werden, bei welchem Mause eine genetische Immundefizienz
haben. Durch das Fehlen von funktionellen T- und B-Lymphozyten ist es flr die Mause
erschwert ist, eine adaptive Immunantwort zu entwickeln, sodass menschliche Erythrozyten
oder Leberzellen in die Maus transfundiert werden und die parasitare Entwicklung des
humanpathogenen P. falciparum untersucht werden kann, ohne, dass diese Zellen vom
Immunsystem der Maus abgesto3en werden. Durch die Untersuchung von menschlichen
Zellen oder Genen in Tierversuchen zahlt das SCID-Mausmodell daher zu den wertvollen aber

gleichzeitig auch kostenintensiveren Untersuchungen.['%"]

In Kontrast zu den in vitro Studien ist in den in vivo Studien die gesamte physiologische
Komplexitat des Organismus zu berilcksichtigen, d.h. die Wirksamkeit der Wirkstoffe kann
durch diese biologischen Prozesse beeinflusst werden. Inwiefern sich der Wirkstoff im Kérper
des Organismus verhalt, kann mit den pharmakokinetischen Parametern Absorption
(Aufnahme des Wirkstoffs in den Blutkreislauf nach Verabreichung), Distribution (Verteilung
des Wirkstoffs von der Blutbahn zum Ziel), Metabolismus (Chemische Umwandlung des
Wirkstoffs) und Eliminierung (Ausscheidung des Wirkstoffs und der Metabolite aus dem
Korper) beschrieben werden.['%]

Die physikochemischen Eigenschaften eines Wirkstoffs (u.a. Wasserloslichkeit, Lipophilie,
chemische Stabilitat, Molekilmasse und lonisierbarkeit) haben einen malRgebenden Einfluss
auf die Absorption und Verteilung im Organismus. Beispielsweise kdnnen lipophilere Wirkstoffe
(und in nicht-ionisierter Form) die Zellmembranen besser diffundieren als wasserldslichere
Wirkstoffe, jedoch kann die Bioverfiigbarkeit aufgrund der schlechten Wasserl6slichkeit

verringert sein.!"*® So konnte bei 12b vermutet werden, dass die Permeabilitat durch die
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primare Aminogruppe in der oberen Seitenkette verringert und die Wasserloslichkeit erhéht
sein kénnte oder auch die Kristallisation von 12a aus dem protischem Lésungsmittel Methanol
ein Indiz fir eine schlechte WasserlGslichkeit sein. Daher ist die gezielte Abstimmung der
physikochemischen Eigenschaften eines Wirkstoffs entscheidend fiir ein glnstiges
pharmakokinetisches Profil, woraus eine ausreichende Bioverfligbarkeit und effektive

therapeutische Wirksamkeit resultiert.

Zusammengefasst konnten in den bisherigen invitro und invivo Studien der
Tripyrimidonamide 12a — 12m zwar Derivate mit potenter antiplasmodialen in vitro Aktivitat
gegenlber verschiedenen plasmodialen Stdmmen und keiner Zytotoxizitat gegeniber der
Leberkrebszelllinie HepG2 identifiziert werden, die jedoch im P. berghei Mausmodell keine
Antimalaria-Aktivitdt zeigten. Ferner wurden im PRR-Assay in Kontrast zum zeitlich

schnellwirkenden Artesunat eine zeitlich langsame Tétungskinetik beobachtet.

WOLOSCHIN demonstrierte, dass die Wasserldslichkeit der Tripyrimidonamide durch die
Einfihrung eines basischen Substituenten in der FuRgruppe oder das Entfernen der
Kopfgruppe verbessert werden konnte. Ferner konnte WOLOSCHIN durch eine Reduzierung
der Struktur- und Synthesekomplexitat von den Tripyrimidon- zu den Bipyrimidonamiden
Derivate herstellen, die eine gleiche oder bessere antileukdmische in vitro Aktivitat wie die
Tripyrimidonamide aufweisen und durch verbesserte physikochemische Eigenschaften

antileukamische Eigenschaften in vivo zeigen. [146]
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4.7 Entwicklung von Bipyrimidonamiden mit antiplasmodialer
Aktivitat

Mit Blick auf die fehlende antiplasmodiale in vivo Aktivitat der Tripyrimidonamide 12a und 12b
(vgl. Kap.4.5) ist die Verringerung der Strukturkomplexitat eine mogliche Strategie,
physikochemische Eigenschaften zu verbessern und ein ginstigeres pharmakokinetisches
Profil zu erzielen. Daher wird im folgenden Kapitel der Fokus auf die Synthese von
Bipyrimidonamiden gelegt, die sich durch strukturell diverse Kopfgruppen, Seitenketten und
Fullgruppen unterscheiden, mit denen Struktur-Aktivitats-Beziehungen aufgestellt werden

konnen.

Tripyrimidonamid 12a wurde in der Entwicklung der Bipyrimidonamide als neue Leitstruktur
gewahlt, da es die bisher starkste antiplasmodiale Aktivitat (Pf3D7:91 +8 nM,
PMDd2: 90 £ 13 nM) und keine akute Zytotoxizitat (HepG2: >25 uM) aufweist (Abb. 46).

VergrofRerung
R2 der Kopfgruppe
7
=
0~ 'NH o O~ 'NH 0“ > NH
0
=z =z 0]
I ~Ngoc I ~ " Boc Ny N\/\/N\Boc
! X

e = e = ol

L (0] NH
Y R :
N INx
0 NH Nachahmen des unteren

‘ Pyrimidonbausteins und der
unteren Seitenkette

12a 10-I 1011

Abb. 46 Entwicklungsstufen der Bipyrimidonamide ausgehend von Tripyrimidonamid 12a als
Leitstruktur. Durch das Entfernen des untersten Pyrimidonbausteins von 12a hin zu
Bipyrimidonamiden 10-l wird die Molektlkomplexitat verringert. Modifizierung der Kopfgruppe hin zu
10-1l erhdht Spezifitat und Affinitat in PHsp90 durch optimale Ausnutzung der in PfHsp90 vergréRerten
Bindetasche.

In dem Liganden-Docking wurde vorhergesagt, dass Liganden, welche einen Kompromiss aus
Wechselwirkung der Kopfgruppe mit der in PHps90 vergrofierten Bindetasche und einer
Wechselwirkung der Seitenketten mit der Helix H4" einhergehen (Abb. 38, Gruppe BT-H4"),
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eine optimale Grundlage darstellen, Affinitat zu PHsp90 durch raumliche VergroRerung der
Kopfgruppe und Anpassung der Seitenketten aufzubauen.

Durch die zur Bindetasche hin verschobene Position der Liganden (Gruppe BT-H4") kann der
Einfluss des unteren Pyrimidonfragments (Isobutyl-Seitenkette in 12a) auf die antiplasmodiale
Aktivitat aufgrund der verringerten Wechselwirkung mit der Helix H4" in Frage gestellt werden.
Fur die Entwicklung von Bipyrimidonamiden wird in einem ersten Schritt daher der untere
Pyrimidonbaustein von Tripyrimidonamid 12a hin zu Bipyrimidonamid 10-l entfernt. Mit
strukturell diverser unterer Seitenkette (FuRgruppe, R') in 10-1 wurde die Seitenkette dieses
Bausteins nachgeahmt, um den Einfluss der FuBgruppe (R') auf die antiplasmodiale Aktivitat

bestimmen zu kdnnen

Da fUr die Bipyrimidonamide keine computerunterstitzten Vorhersagen durch Cluster- und
Liganden-Docking vorlagen, wurden neben dem Einfluss einer unteren Seitenkette
(FuRgruppe, R') das Vertauschen der oberen und mittleren Seitenkettenposition auf die

antiplasmodiale Aktivitat untersucht.

Nach Variierung der unteren Seitenkette (bzw. Fulgruppe R'") sowie auch oberen und mittleren
Seitenkette der Bipyrimidonamide zunachst mit Benzoylkopfgruppe, wurde in einem nachsten
Schritt die Kopfgruppe ausgewahlter Bipyrimidonamide 10- mit potenter antiplasmodialer
Aktivitat basierend auf den Vorhersagen aus dem Liganden-Docking (Abb. 38) modifiziert. Mit
einer optimalen Ausnutzung der in PHsp90 vergroRerten Bindetasche kdnnte Spezifizitat und
Affinitat in PMHsp90 erhéht werden.
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4.8 Synthese von Bipyrimidonamiden mit Benzoylkopfgruppe

Fur die Entwicklung der Bipyrimidonamide, zunachst mit Benzoylkopfgruppe, wurden sowohl
die FuRgruppe als auch die Position der Seitenketten variiert. Der Einfluss der oberen
Seitenkette auf die antiplasmodiale Aktivitdt wurde durch Einflhrung einer

3-(Boc-amino)propyl- (vgl. 12a), n-Hexyl- (vgl. 12i) und n-Propylkette untersucht.

Enantiomere eines Wirkstoffes kdnnen aufgrund der rdumlichen Strukturunterschiede durch
Stereozentren unterschiedliche Aktivitaten zeigen. Daher wird die stereogene sec-Butylgruppe
(mittlere Seitenkette in 12a) durch die Isobutylgruppe ersetzt, um mogliche antiplasmodiale
Aktivitatsunterschiede durch Enantiomere ausschlie®en zu kénnen.

Die Synthese der Bipyrimidonamide 10b — 10i mit Benzoylkopfgruppe erfolgte ausgehend von
den drei Pyrimidon-Monomeren mit Isobutyl- (6b), 6e 3-(Boc-amino)propylseitenkette (6e) und
n-Propylseitenkette (6j), die je nach Position am Bipyrimidongrundgerist zu den
Enaminen 9a — 9e (Schema 36, unten) und zu den Lithiumcarboxylaten 7a, 7d und 7i

umgesetzt wurden (Schema 37, oben).

1.00 Ag. LiOH H,0 og ENH 7a:89% R?= 5)\)\

Y H
MeOH, 7d:95% R%= N
RT. 16 N\IN\Rz : % 93\/\/ “Boc
7i: 89% R?=
0% oL - 89 % A
07 "NH
A0 —
NIN\RZ
o) (l) NH,
8.00 Ag. R™-NH, O™ 'NH 3.00 Aq. NaOH

0 N N.
6b: k2= A EtOH %\f MeOH, I R?

N N. )
oo 2 4 RT,16h I R? 70°C.6éh 07 “NH
e: =
?)A\/\/N Boc o NH R’
1
. 1
6j: R?= 93\/\ R
8a:96%  R'= o rRe= 2L 9a: 55 %

8b:92%  R'= ff\/ﬁ/ Re= 2 L em77%
8c:76%  Rl= ANy R= AU 9c: 92 %
8:98% R'= A_~_~, R= 2 L edsa%
8e:93%  R'= S e R2= S~ _N.__ 9:66%

Schema 37 Synthese von Enamin-Monomeren 9a — 9e und Lithiumcarboxylaten 7a, 7d und 7i
ausgehend von Pyrimidon-Monomeren 6b, 6e und 6;j.
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Die Lithiumcarboxylate 7a, 7d, 7i und die Enamine 9a — 9e wurden anschlief’end in einer
COMU®-vermittelten Amidkupplungsreaktion zu den Bipyrimidonamiden 10b — 10i umgesetzt
(Schema 38).

O~ 'NH

%\fo

1.50 Aq. Ny N

oL (6] NH

(0]

NH
2 o 7b, 7d, 7i %\fo
=

1.70 Aq. COMU N N<
Na N, d I R®
R
l DMF, o) NH
07 “NH RT, 16 h o
R =
N N.
9a - 9e l R?
07 “NH
R
10b - 10i
H
. 1 =8~ 2 _ 3_
106:67%  R'= e rR2= & L R = S~ N,
S
10c: 79 % R! =5\Me R2 = f\)\ R3= R ~~
H
. 1_ 2 _ 3
10d:47%  R'=¢ R?= SNy, R®= ;\)\

10e:74% R =5W R2= AL Ro= SN
or37%  Ri=g N Re= gL rRo= AL

10g: 64 % R =f3\/\/H\Boc R? = fﬁ\)\ R®= ff\/\/H\Boc
100:44%  Ri=~~p,  R2= SN Ri= S~ Ny
100 28%  R'=A~~, R=2_J_ RP= S~

Schema 38 Darstellung der Bipyrimidonamide 10b — 10i.

Bipyrimidonamid 10j wurde aus 10e durch Entfernen der Enaminschutzgruppe in saurem

Milieu dargestellt (Schema 39).
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07 > NH 07 NH
NS NN NN~ NH,HCI
I ¢ 20.0 Aq. HCI l

NH 07 > NH

1,4-Dioxan,
Nx N\)\ Nx N\)\

84 %
10e 10j

Schema 39 Darstellung von Bipyrimidonamid 10j aus 10e.
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4.9 Biologische

Evaluation

Benzoylkopfgruppe

der

Bipyrimidonamide

mit

Die Bipyrimidonamide 10b — 10j wurden hinsichtlich ihrer antiplasmodialen Aktivitat gegen die

Plasmodienstamme Pf3D7 und PfDd2 sowie hinsichtlich der Zytotoxizitdt gegeniber der
Leberkrebszelllinie HepG2 untersucht (Tab. 6).

Tab. 6 ICso-Werte der in vitro Zellassays mit den plasmodialen Stdmmen Pf3D7 und PfDd2 sowie
Leberkrebszelllinie HepG2 nach Behandlung mit Bipyrimidonamiden 10b — 10j.

o R?
o R® N HN-R'
N HN— X
HN— )X N O
N O

o)
Pf3D7 | PMd2 | HepG2 Sl Sl
# R’ R? R3 ICs0 ICs0 ICs0 HepG2/ | HepG2/
[nM] | [nM] | [uM] | PMD7 | PMd2

10b Me .Boc| 7837 9138

(HPK414) A W \/\/\N +365 | +1018 >25 >3.2 >2.7
10c Me \(\/\/\ 27588 | 21435

(HPK524) | \(Y +2124 | 2929 >25 >0.9 >1.2
10d Me -Bdc 5738 6983

(HPK470) e Y\/\H W 2252 | 42300 >25 >4.4 >3.6
10e _Boc| 1285 | 2623 19.1

(HPK454) W A £126 | +543 | +45 148 73
10f -Boc 1072 | 1222

teksas) | L TN W W 1366 | £900 | 25 | >233 | >205
109 -Boc _Boc| 2239 1738

trkaze) | N W A T700 | ser | 2 | 12 | >144
10h .Boc| 595 662

(HPK598) \(\/\/© \(\I/ WH +34 + 14 >25 >42.0 >37.8
10i 3956 | 3341

(HPKB04) \(\/\/@ W W +122 +112 >25 >6.3 >7.5
10j 1758 2121 6.8

(HPK484) \(\)\ W NNl g2 | kes | x00s | 39 32

)\ i B 91 90

12a .Boc

(HPK163) o Nm/go \g\/ WH +8 +13 >25 >275 >278

N

n.b. = nicht bestimmt

Bipyrimidonamid 10b, bei dem im Vergleich zu Tripyrimidonamid 12a (ICso Pf3D7: 91 £ 8 nM)

der unterste Pyrimidon-Baustein von 12a durch eine MethylfuRgruppe (R") ersetzt wurde, fiihrt
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zu einer starken Verringerung der antiplasmodialen Aktivitat um Faktor 86 gegen Pf3D7 und
Faktor 100 gegen PfDd2. Der untere Pyrimidonbaustein von 12a mit Isobutylseitenkette hat
demnach einen signifikanten Einfluss auf die antiplasmodiale Aktivitat.

Ein Vertauschen der oberen und unteren Seitenkettenpositionen R? und R3 von
Bipyrimidonamid 10b hin zu 10d fihrt zu einer ahnlich schwachen Aktivitat gegen Pf3D7 als
auch PfDd2.

Wahrend bei dem Tripyrimidonamid 12i mit n-Hexylseitenkette in oberer Position eine
submikromolare antiplasmodiale Aktivitat zu beobachten ist (ICso P3D7: 133 £ 1 nM), zeigt
Bipyrimidonamid 10c mit n-Hexylseitenkette in oberer Position (R®) keine antiplasmodiale
Aktivitdt sowohl gegentber Pf3D7 als auch PDd2 (ICso >20 uM). Die Verringerung der
antiplasmodialen Aktivitdt im Vergleich zu Tripyrimidonamid 12i konnte sowohl auf das
fehlende dritte Pyrimidonfragment (wie auch bei 12a zu 10b) als auch eine veranderte
Konformation des Bipyrimidonamids zurtickgeflihrt werden, bei der die n-Hexylseitenkette von
10c nicht die gleiche Position wie die n-Hexylseitenkette von 12i auf der Proteinoberflache

einnimmt und im Falle von 10c weniger mit dem Protein wechselwirkt.

Die Bipyrimidonamide mit verlangerter 3-(Boc-amino)propyl- (10g), Isopentyl- (10e) und
n-Phenylbutylfugruppe (10h) weisen eine Verbesserung der antiplasmodialen Aktivitat um
Faktor vier (10g, 2239 + 190 nM), Faktor sechs (10e, 1285+ 126 nM) und Faktor 13
(10h, 595 * 34 nM) im Vergleich zu 10b mit MethylfuRgruppe gegen Pf3D7 und PfDd2 auf.
Eine Verlangerung der Fulgruppe (R") mit lipophilen Resten hat dabei den groften Einfluss
auf die antiplasmodiale Aktivitat und kdnnte auf vermehrt hydrophobe Wechselwirkungen der
FulRgruppe mit der Proteinoberflache hinweisen. So zeigt das Bipyrimidonamid 10h die
starkste beobachtete antiplasmodiale Aktivitat der dargestellten Bipyrimidonamide 10b — 10j
im submikromolaren Bereich. Wahrend 10e mit IsopentylfuRgruppe gegen Pf3D7 eine bessere
antiplasmodiale Aktivitat als 10g mit 3-(Boc-amino)propylfuRgruppe zeigt, ist ein inverses
Verhalten der Aktivitat gegen PDd2 beobachtbar (10e: 2623 + 543 nM, 10g: 1738 + 94 nM).

Aus den bisherigen Untersuchungen kann fur die Struktur-Aktivitadts-Beziehungen abgeleitet
werden, dass je grofer und lipophiler die FuBgruppe (R') der Bipyrimidonamide, desto héher
ist die antiplasmodiale Aktivitat. Eine stark lipophile Fuf3gruppe kann jedoch zu einer
verringerten Wasserloslichkeit fuhren. Ein Gleichgewicht aus Wasserloslichkeit und Lipophilie

des Wirkstoffs ist entscheidend fir glinstige pharmakokinetische Eigenschaften.

Das Bipyrimidonamid 10j mit primarer aliphatischer Aminogruppe in der oberen Seitenkette
weist eine geringere antiplasmodiale Aktivitat im einstellig-mikromolaren Bereich als das

Boc-geschitzte Amin (10e) auf. Diese Aktivitatsverringerung wurde ebenfalls bei den
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Tripyrimidonamiden 12a und 12b (Kap. 4.2) beobachtet, bei denen analog zu 10j und 10e die

Amin-Schutzgruppe (12a) entfernt und zum primaren Amin (12b) umgesetzt wurde.

Die beiden Bipyrimidonamide 10e und 10f unterscheiden sich in den beiden oberen und
unteren Seitenketten R? und R3 sowie der Fulgruppe R' so, dass diese ein inverses
Substitutionsmuster zueinander aufweisen. So stellt die 3-(Boc-amino)propylgruppe in 10e die
obere Seitenkette und in 10f die FuRgruppe dar. Die Bipyrimidonamide 10e und 10f zeigen
eine vergleichbare antiplasmodiale Aktivitdt gegen Pf3D7 im einstellig-mikromolaren Bereich
und 10f eine Verbesserung der Aktivitdt um  Faktor zwei gegenlber
PDd2 (10e: 2623 + 543 nM, 10f: 1222 + 200 nM) im Vergleich zu 10e. Der antiplasmodiale
Aktivitatsunterschied gegen PDd2 konnte durch eine zueinander inverse Konformation der

Bipyrimidonamide in dem hot-spot-Bereich von PfHsp90 erklart werden.

Wird die obere 3-(Boc-amino)propylseitenkette (10h, R®) gegen eine n-Propylseitenkette
(10i) ausgetauscht, fuhrt dies zu einer um rund sechsfachen Verringerung der
antiplasmodialen Aktivitat sowohl gegen Pf3D7 als auch gegen PfDd2. Dies zeigt erneut, dass
die Wahl der oberen Seitenkette (R®) essenziellen Einfluss auf die antiplasmodiale Aktivitat
hat.

Die biologischen Daten zeigen, dass mit der 3-(Boc-amino)propyl- und Isobutylgruppe als
Seitenketten R? und R® (Tab.6) nicht nur mit einem Tri- (12a), sondern auch
Bipyrimidonamidgrundgerist eine submikromolare antiplasmodiale Aktivitat erreicht werden
kann. Im Vergleich mit der Tripyrimidonamid-Leitstruktur 12a zeigt jedoch keines der
dargestellten Bipyrimidonamide 10b — 10j eine verbesserte antiplasmodiale Aktivitat sowohl
gegen Pf3D7 als auch PDd2. Die antiplasmodiale Aktivitdt der Bipyrimidonamide kann
insbesondere durch eine Verlangerung der FuRgruppe R' (10e — 10j) um bis zu Faktor 14 im
Vergleich zum Bipyrimidonamid 10b mit MethylfulRgruppe verbessert werden, wobei
Verbindungen mit lipophilen Resten (10h) im Gegensatz zu polar neutralen Resten (10g) eine
starkere antiplasmodiale Aktivitat aufweisen. Eine Zytotoxizitat in HepG2-Zellen ist bei den

beiden Bipyrimidonamiden 10f und 10h nicht beobachtbar.
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4.10Synthese von Bipyrimidonamiden mit modifizierter Kopfgruppe

Neben der Veranderung der FuRgruppe R' (Abb. 46), deren VergrofRerung mit lipophilen
Gruppen zu einer signifikanten Verbesserung der antiplasmodialen Aktivitat im Vergleich zur
MethylfuRgruppe (10b) in Bipyrimidonamiden fuhrt (10e und 10h), wird im Folgenden die
Kopfgruppe basierend auf den Vorhersagen aus dem Cluster- und Liganden-Docking
(Kap. 2.1, Abb. 38) modifiziert.

Eine Modifizierung der Kopfgruppe konnte bereits bei den Tripyrimidonamiden 12j — 121 durch
Einfihrung neuer N-substituierter Amidoessigsauren 1 wahrend der Synthese der Azlactone
erfolgreich demonstriert werden (Kap. 4.3). Neben der Limitierung der Substituenten durch
eine zu geringe Reaktivitat der eingesetzten Hippursauren hin zu den Azlactonen (Schema 33)
ist durch das friihzeitige Einfiihren der Substituenten eine Vielzahl an Syntheseschritten und
Pyrimidon-Bausteinen notwendig, sodass alternative Synthesewege zur Darstellung von
Bipyrimidonamiden mit modifizierter Kopfgruppe entwickelt werden sollten.

Die Modifizierung der Kopfgruppe wurde an Bipyrimidonamid 10e mit Isopentyl-FuRgruppe
durchgefuhrt. Zwar weist Bipyrimidonamid 10h mit n-PhenylbutylfuBgruppe eine hoéhere
antiplasmodiale Aktivitat im Vergleich zu 10e auf, jedoch standen zum Zeitpunkt der Synthese

die biologischen in vitro Daten von 10h noch nicht zur Verfugung.

Als Kopfgruppen wurden im Cluster-Docking drei Carbonsauren identifiziert, welche die
Bindetasche in PfHsp90 optimal ausnutzen kdénnten (Abb. 38). Die
3-Fluor-4-pyrrolidinobenzoesaure 15 wurde aufgrund geringerer Synthesekomplexitat im
Vergleich zu den beiden anderen aromatischen Carbonsduren mit Pyridinring oder
Sulfonylgruppe (Abb. 38) gewahlt. Die Darstellung der Benzoesaure 15 erfolgte in einer
dreistufigen Synthese ausgehend von 4-Brom-3-Fluorbenzoeséure (Schema 40).[%!

1.00 Ag. Pyrrolidin

Br 1.50 Aq. Cs,CO4 L)
Br ..
. F  10.0 mol% Aq. rac-BINAP N N

1.00 Aq. H,SO, 2.50 mol% Pd,(dba); F 2.00 Aq. NaOH E
MeOH, Toluol, MeOH:H,0 (4:1)
o on 80°C.3h o) (l) 110 °C, 16 h o 50 °C, 16 h
[ (0] OH
92 % 69 % 78 %
13 14 15
Schema 40 Darstellung von 3-Fluor-4-pyrrolidinylbenzoesaure 15 ausgehend von

4-Brom-3-fluorbenzoesaure.[%°
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Zentraler Reaktionsschritt in der Synthese von 15 ist der Einbau des Pyrrolidinsubstituenten
mittels Palladium-katalysierter BUCHWALD-HARTWIG-Kupplung, mit der eine C-N-Bindung

zwischen Arylhalogenid und einem primaren oder sekundaren Amin gekniipft werden kann.[16%

Zunachst wurde die Carbonsauregruppe der 4-Brom-3-fluorbenzoesaure in einer sauren
FiIsCHER-Veresterung mit Schwefelsaure in Methanol als Methylester 13 geschitzt. Zwar sind
Methoden bekannt, die eine BUCHWALD-HARTWIG-Kupplung in Anwesenheit einer
Carboxygruppe ermdoglichen, jedoch reduziert eine Schitzung der Carbonsauregruppe als
Methylestergruppe den Reinigungsaufwand und madgliche Nebenreaktionen in den
Folgeschritten.l'8"!

Das Arylhalogenid 13 wurde anschlielend in einer BUCHWALD-HARTWIG-Kupplungsreaktion
mit aquimolarer Menge Pyrrolidin, katalytischen Mengen Pdy(dba)s; als Katalysator und
racemischem (+)-2,2°-Bis(diphenylphosphino)-1,1"-binaphthyl (BINAP) als Ligand sowie
Casiumcarbonat als Hilfsbase in Toluol bei 110 °C zu 14 umgesetzt und in einer Ausbeute von
69 % dargestellt. Die Freisetzung zur Carbonsaure 15 erfolgte durch basische Hydrolyse von
14 mit Natriumhydroxid in methanolisch-wassriger Lé6sung und anschlieRendem Ansauern mit

konz. Salzsaure.!"%°]

Die Benzoylgruppe des Bipyrimidonamids 10e wurde durch basische Hydrolyse mit
methanolischer Natriumhydroxid-Losung entfernt und das Enamin-Dimer 11b nach

saulenchromatografischer Reinigung mit einer Ausbeute von 38 % isoliert (Schema 41).

3.00 Aq. NaOH 0
=
MeOH
o ’ N N\)\
%\f\)\ 70°C,5h I

38 %
10e 11b

Schema 41 Synthese von Enamin-Dimer 11b aus Bipyrimidonamid 10e mittels basischer Hydrolyse.
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Das Enamin-Dimer 11b wurde anschlieRend mit der 3-Fluor-4-pyrrolidinobenzoesaure 15 in
einer COMU®-vermittelten Amidkupplungsreaktion zu Bipyrimidonamid 10k mit modifizierter

Kopfgruppe versucht, umzusetzen (Schema 42).

()

N
F

F
07 NH 1.70 Aq. COMU ort %\fo

200Aq.DIPEA  © Ne N H
%\!//O \I ~Bog
Ny N\)\

DMF,
NH

OINH RT, 16 h o) %\(o
i PN

Na N
11b 10k

Schema 42 Amidkupplungsreaktion von Enamin-Dimer 11b mit Carbonsaure 15 zu Bipyrimidonamid

Wahrend die Lithiumcarboxylate 7a — 71 bereits mit deprotonierter Carboxylgruppe eingesetzt
werden konnten, wurde die substituierte Benzoesaure 15 zunachst mit
2.00 Aq. Diisopropylethylamin (DIPEA) als Hilfsbase in Dimethylformamid deprotoniert. Nach
Zugabe des Kupplungsreagenz COMU® und dem Enamin-Dimer 11b konnte nach 16 h
Reaktionszeit bei Raumtemperatur kein Umsatz von 11b in der HPLC beobachtet werden. Der
Reaktionsansatz wurde mit HATU als Kupplungsreagenz wiederholt, jedoch konnte auch hier

kein Umsatz von 11b zum Bipyrimidonamid 10k beobachtet werden.

Eine Reaktion der substituierten Benzoesaure 15 mit den Kupplungsreagenzien COMU® oder
HATU findet durch eine Gelbfarbung der Reaktionslésung statt. Herausforderung bei der
Amidkupplungsreaktion von 11b mit 15 koénnte die geringe Nukleophilie des
Enamin-Dimers 11b sein, die auf die elektronenziehende Eigenschaft der Pyrimidonringe

zuruickgeflihrt werden kann.
BEUTNER et al. untersuchten Amidkupplungsreaktionen, bei denen die sterisch gehinderte

2-Methylphenylpropansaure (XIII) mit dem elektronenarmen 4-Aminobenzonitril (XIV) zum
Amid XV umgesetzt wurden (Schema 43).162
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Nach Optimierung der Reagenzien und Reaktionsbedingungen Uberzeugten
Chlor-N,N,N’",N’-tetramethylformamidinium-hexafluorophosphat (TCFH) als
Kupplungsreagenz, N-Methylimidazol (NMI) als Hilfsbase und Acetonitril als Loésungsmittel, mit
denen nach 16 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur das Amid XV in einer Ausbeute von 93 %

isoliert werden konnte (Schema 43).

cl
® _ ©
\N)§N/ PFe
\ \

1.20 Aq.
3.50 Aq \N/\\ H
: M __ow HZN\@\ N : M
+
0 CN MeCN, o) \©\

RT, 16 h CN
1.00 Aq. 1.30 Aq. 93%
Xin XIV XV

Schema 43 Amidkupplung von 2-Methylphenylpropansaure und 4-Aminobenzonitrii mit TCFH als
Kupplungsreagenz und N-Methylimidazol als Hilfsbase.[162]

Neben 4-Aminobenzonitril (XIV) konnten BEUTNER et al. weitere elektronenarme Amine,
darunter Nitrophenyl- und Trifluormethylphenylaniline oder auch stickstoffhaltige Heterozyklen,
z.B. 4-Aminopyridin oder 2-Aminopyrazin, erfolgreich in der TCFH-vermittelten Amidkupplung

umsetzen.

Der Mechanismus der TCFH-Kupplung mit NMI als Hilfsbase wurde von BEUTNER et al.
postuliert und konnte mit IR-spektroskopischen Untersuchungen in Teilen belegt werden.
(Schema 44).

(I;)F ox° Q
6
N/§| / R1J]\OH )
Cl \\/N\ N® o X ) o
S 0 w9 N w9
AN O] R
T ’T | RTINS - NMI-HX R" "N
\N)\\ﬁ/ - NMI-HX </ H
A i
T ONTONT

ii | | iii iv

Schema 44 Schematische Darstellung des postulierten Mechanismus der Amidkupplung einer
Carbonsaure und einem Amin mit TCFH als Kupplungsreagenz und NMI als Hilfsbase nach
BEUTNER et al. R" und R? beinhalten sowohl aromatische als auch aliphatische Substituenten.[62]

Im ersten Schritt reagieren das Kupplungsreagenz TCFH und die Hilfsbase NMI zum Addukt
ii. Das Adduktii reagiert zusammen mit der Carbonsauregruppe und einem weiteren
Aquivalent NMI zum Acyl-N-imidazoliumion iii. Im Vergleich zur Amidkupplungsreaktion mit

dem Kupplungsreagenz Carbonyldiimidazol (CDI), bei dem intermediar das zu iii
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strukturverwandte Acylimidazol gebildet wird, zeigt die Acyl-N-imidazoliumion-Spezies iii
durch die starker elektrophilen Eigenschaften des mesomeriestabiliserten Kations eine
erhdhte Reaktivitat gegeniber Nukleophilen, sodass auch weniger stark nukleophile Amine in
der Kupplungsreaktion eingesetzt werden kénnen. Nach nukleophiler Substitution durch das

Amin unter Abspaltung von NMI wird das Amid iv gebildet.
Die TCFH-Kupplung wurde zunachst mit den Reaktionsbedingungen nach BEUTNER et. al

unter Anpassung der Aquivalente mit dem Enamin-Dimer 11b und der substituierten

Benzoesaure 15 durchgefihrt (Schema 45).

v
NH, 150 Ag. " 07 "NH
o ) OH 0
Z 3.00 Aq. NMI I Z

H A H
N N N. 1.50 Aq. TCFH N N N.
:1: ~""Boc :1: ~">"Boc
MeCN,
(0] NH RT, 16 h O NH

O '\%\ O '\%\
11b 10k

Schema 45 TCFH-Kupplung von 11b und 15 nach BEUTNER et. al.l'62]

Nach 16 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur konnte keine Eduktumsetzung des
Enamin-Dimers 11b beobachtet werden. Eine Erhéhung der Reaktionstemperatur von
Raumtemperatur auf 70 °C flhrte ebenfalls zu keiner Produktbildung. Als mégliche Ursache
wurde die schlechte Léslichkeit der Edukte 11b und 15 in Acetonitril vermutet.

Die Reaktion wurde mit DMF als L&sungsmittel wiederholt, bei der nicht-identifizierbare
Produkte entstanden, die massenspektrometrisch nicht dem Bipyrimidonamid 10k zugeordnet
werden konnten.

Mit Chloroform als Losungsmittel zeigte sich nach 16 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur in
der HPLC nur eine geringe Umsetzung von 11b zu einem neuen Produkt, welches
massenspektrometrisch dem Bipyrimidonamid 10k entspricht. Durch Erhdhen der
Reaktionstemperatur auf 70 °C konnte nach 16 h Reaktionszeit eine Verbesserung des
Eduktumsatzes von 11b und nach Zugabe eines Uberschusses der substituierten
Benzoesaure 15, TCFH und NMI sowie weiteren 32 h Reaktionszeit bei 70 °C eine

vollstandige Eduktumsetzung von 11b in der HPLC beobachtet werden. Das
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Bipyrimidonamid 10k konnte nach saulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute
von 50 % isoliert werden (Schema 46).

()

N
E

NH,
A, Q.
N NN 4.0 Aa. \ijWOH 07 NH
INH 4.50 Aq. NMI o %\(O
3.00 Aq. TCFH §

%\fo NIN\/\/ “Boc
N N\)\ CHCls,
I 70°C, 2 d o NH o
j\ NIN\)\
O Ni
50 %
11b 10k

Schema 46 TCFH-Kupplung von 11b und 15 mit NMI und Chloroform.
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4.11Biologische Evaluation der Bipyrimidonamide mit modifizierter

Kopfgruppe

Das Bipyrimidonamid 10k sowie das Enamin-Dimer 11b wurden hinsichtlich ihrer
antiplasmodialen Aktivitdt gegen die Plasmodienstamme Pf3D7 und PfDd2 sowie die

Zytotoxizitat gegenlber der Leberskrebszelllinie HepG2 untersucht (Tab. 7).

Tab. 7 ICso-Werte der in vitro Zellassays mit den plasmodialen Stdmmen Pf3D7 und PfDd2 sowie
Leberkrebszelllinie HepG2 nach Behandlung mit Bipyrimidonamiden 10e, 10k und 11b.

Boc
HN
-
, @ é ‘z\:N HN-R
R N HN
H‘N4<\: 27— \ r\fHo
N o
Pf3D7 | PfDd2 | HepG2 Sl Sl
# R1 R2 |C50 |C50 |C50 HepG2/ HepG2/
[nM] | [nM] [uM] | Pf3D7 | PfDd2
0
10e 1285 2623 19141
(HPK454) M \)\© £126 | +543 | 4537 | 49 73
0
F
10k 286 447
(HPK493) \(\)\ \H\O:NQ +4 +191 >25 >87 >56
11b H 7345
(HPK481) (\)\ Y se4q | >18000 [ >25 >3.4 i

n.b. = nicht bestimmt

Das Enamin-Dimer 11b ohne Benzoylkopfgruppe (R?=H) zeigt eine verringerte
antiplasmodiale Aktivitdt um Faktor sechs in Pf3D7 und mindestens Faktor sieben in PDd2 im
Vergleich zum strukturverwandten Bipyrimidonamid 10e mit Benzoylkopfgruppe. Dass die
Kopfgruppe fiur die antiplasmodiale Aktivitdt essenziell ist, kann auch bei dem
Tripyrimidonamid 12m beobachtet werden (Kap. 4.3), welches keine Kopfgruppe besitzt und
ebenfalls eine verringerte antiplasmodiale Aktivitdt im Vergleich zum strukturverwandten
Tripyrimidonamid 12a mit Benzoylkopfgruppe aufweist. Die Kopfgruppe ist folglich sowohl bei

den Bi- als auch Tripyrimidonamiden fiir eine antiplasmodiale Aktivitat essenziell.

Mit einer 3-Fluor-4-pyrrolidin-Benzoylkopfgruppe, welche die Bindetasche in PMHsp90 nach
den Vorhersagen des Liganden-Docking optimal ausnutzen soll (Abb. 38), zeigt das

Bipyrimidonamid 10k die beste antiplasmodiale Aktivitat der untersuchten Bipyrimidonamide
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im submikromolaren Bereich (Pf3D7: 286 + 4 nM, PfDd2: 447 + 191 nM) und kann fast mit der
Aktivitat von Tripyrimidonamid 12a verglichen werden. Der Einfluss der modifizierten
Kopfgruppe ist dadurch erkennbar, dass 10k eine um Faktor vier in Pf3D7 und eine um Faktor
sechs in PfDd2 bessere antiplasmodiale Aktivitdt als das Bipyrimidonamid 10e mit

Benzoylkopfgruppe zeigt. Eine Zytotoxizitat in HepG2-Zellen ist bei 10k nicht beobachtbar.

Anhand von Bipyrimidonamid 10k konnte gezeigt werden, dass die Vorhersage des
Liganden-Dockings fur das rationale Design der Bipyrimidonamide genutzt werden kann, um
die antiplasmodiale Aktivitat durch Expansion der Bipyrimidonamidkopfgruppe zu erhéhen. Zur
Verifizierung der Vorhersage sind jedoch weitere Bipyrimidonamide mit vergroRerter
Kopfgruppe sowie die antiplasmodialen Aktivitaten dieser notwendig.

Nicht nur das Bipyrimidonamid 10e, sondern auch das Tripyrimidonamid 12a und das
Bipyrimidonamid 10h kénnte mit einer 3-Fluor-4-pyrrolidin-Benzoylkopfgruppe substituiert
werden. Das Tripyrimidonamid mit expandierter Kopfgruppe kdnnte analog zu 10e und 10k
eine verbesserte antiplasmodiale in vitro Aktivitat im Vergleich zu 12a mit Benzoylkopfgruppe
aufweisen. Es ist jedoch Spekulation, ob die strukturelle Expansion dieser Kopfgruppe einen
positiven Einfluss auf pharmakokinetische und physikochemische Parameter hat, die zu einer
verbesserten antiplasmodialen in vivo Aktivitat fihren konnte. Dementsprechend sind weitere
Untersuchungen notwendig, mit denen jene Parameter identifiziert werden kénnen, welche
mafgeblich fur die schlechte in vivo Aktivitat verantwortlich sind.

Die Strukturvereinfachung von den Tri- zu den Bipyrimidonamiden zeigt ferner, dass der
fehlende untere Pyrimidonbaustein durch die verlangerte lipophile Isopentylfutgruppe (R")
nachgeahmt werden und die antiplasmodiale Aktivitat durch die FuRgruppe gesteuert werden.
Bei den bisher dargestellten Tri- und Bipyrimidonamiden zeigten jene Derivate mit einer
3-(Boc-amino)propyl-Gruppe in der oberen Seitenkette (z.B. 12a oder 10k) die starkste
antiplasmodiale Aktivitdt. Ob mit dieser Kohlenstoffkettenlange die starkste antiplasmodiale
Aktivitat erreicht wurde, kann erst durch weitere unterschiedlich lange Kohlenstoffketten
bestimmt werden.

Eine optimale Kombination der Kopfgruppe, Seitenketten sowie Fuldgruppe ist jedoch noch
nicht gefunden, wobei die 3-Fluor-4-pyrrolidinokopfgruppe als auch die lipophile
n-Phenylbutylfulgruppe am Bipyrimidonamidgrundgerist wegweisend zur Verbesserung der
antiplasmodialen Aktivitat beitragen und als Ausgangspunkt flr weitere Oligopyrimidonamide

genutzt werden kénnen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Tripyrimidonamid-Grundgerist des humanen,
antileukdmisch-aktiven Hsp90-Inhibitors LSK82 aufgegriffen und mit den Vorhersagen eines
Homologiemodells sowie Cluster- und Liganden-Dockings von BICKEL und GERTZEN aus der
Arbeitsgruppe GOHLKE hin zu Leitstrukturen mit antiplasmodialer Aktivitat modifiziert und
optimiert, wobei die Vorgaben flir einen lead-Kandidaten nach MMV (ICso < 100 nM und
S| > 100) anvisiert wurden (Abb. 47).

Expansion der F
Kopfgruppe

) .
(o] NH (o] NH Nachahmen @) NH o
H708
A YOS A AP A,
NIN N N N N.
NH (@]

N%\I\TO N N
. T

o)

07 >NH 07 NH 0™ "NH O" hH
O
A ° A 04
N N\)\ N N\)\ N N\)\
I Nachahmen von
0” ™NH 10) NH O~ 'NH Pyrimidonbausteinen und
| | [ der unteren Seitenkette
LSK82 12a 12k 10k
ICso0 [uM] ICs0 [NM] ICs0 [NM] ICs0 [NM]
Pf3D7:3.6 £1.3 Pf3D7:91+8 Pf3D7: 132+ 2 Pf3D7: 286 + 4
PDd2: 5.2 +2.0 PDd2: 90 + 13 PfDd2: 408 + 22 PfDd2: 447 + 191
HepG2: >25000 HepG2: n.b. HepG2: >25000

Abb. 47 Ubersicht der Entwicklung von Tripyrimidon- und Bipyrimidonamiden mit antiplasmodialer
Aktivitat.

Im Homologiemodell von PfHsp90, erstellt von BICKEL (Arbeitsgruppe GOHLKE), basierend auf
der Aminosauresequenz des plasmodialen zytosolischen Hsp90 und der Kristallstruktur des
humanen Hsp90, wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine erhohte Affinitdt zum
plasmodialen Hsp90 (PfHsp90) erreicht werden koénnte, indem der hot-spot-Bereich in der
C-terminalen Domane mit den Aminosauren H708, 1711 und L715 nachgeahmt wird. Hierzu

wurde die obere para-Methoxybenzyl-Seitenkette des von SPANIER aus der Arbeitsgruppe
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KURz synthetisierten Tripyrimidonamids LSK82 gegen Histidin-nachahmende Seitenketten
ersetzt.

Ein Tripyrimidonamid mit einem Imidazol-Heterozyklus in der oberen Seitenkette, welcher
ebenfalls in der Aminosaure Histidin vorzufinden ist und H708 in PfHsp90 somit nachahmen
koénnte, war synthetisch nicht zuganglich. Es wurden daher die Tripyrimidonamide 12a — 12i
dargestellt, welche zum Aufstellen von Struktur-Aktivitat-Beziehungen strukturell diverse
Gruppen in der oberen der drei Seitenketten enthalten. Einige dieser funktionellen Gruppen
sind hinsichtlich der Wasserstoffbrickeneigenschaften mit dem Imidazol-Heterozyklus
vergleichbar.

Die funktionellen Gruppen wurden sowohl friihzeitig in der Synthesesequenz beim Aufbau des
Pyrimidon-Rings als auch in einer Late-Stage-Funktionalisierung mittels nukleophiler
Substitution eines endstandigen Bromatoms in der Seitenkette durch N- und S-Nukleophile
eingebaut. Durch die Seitenkettenfunktionalisierung im letzten Reaktionsschritt konnten
Syntheseschritte reduziert und funktionelle Gruppen, darunter die Isothiuronium-Gruppe, in
der oberen Seitenkette eingebaut werden.

Die in vitro Aktivitatsdaten der dargestellten Tripyrimidonamide mit strukturell diverser oberer
Seitenkette zeigten, dass mit einer 3-(Boc-amino)propylseitenkette (12a) eine bis zu
zweistellig-nanomolare antiplasmodiale Aktivitat gegen die beiden plasmodialen Stamme
Pf3D7 und PfDd2 und Selektivitat gegenuber der humanen Leberkrebszelllinie HepG2 erreicht
werden kann. Die Boc-geschutzte Aminogruppe von 12a kdnnte analog zum Histidin H708 als
Wasserstoffbriickenakzeptor und -donor mit den rdumlich benachbarten Aminosauren
Threonin T692 und Asparaginsaure D613 interagieren.

Fehlt die obere Seitenkette am Tripyrimidonamidgrundgerust (LSK84), so fuhrt dies zu einem
Verlust der antiplasmodialen Aktivitat, sodass das Vorhandensein der oberen Seitenkette
essenziell fur antiplasmodiale Aktivitat ist.

Das Tripyrimidonamid 12i mit lipophiler n-Hexylseitenkette wies eine nahezu vergleichbare
antiplasmodiale Aktivitat gegen Pf3D7 im submikromolaren Bereich (ICso: 133 £ 1 nM), keine
Zytotoxizitat und somit antiplasmodiale Selektivitat auf. Diese antiplasmodiale Aktivitat kann
nicht mittels Wasserstoffbrickenbindungen erklart werden. Vielmehr koénnte die
n-Hexylseitenkette mit einer lipophilen Tasche Uber hydrophobe Wechselwirkungen
interagieren, die in rAumlicher Nahe zu der oberen Seitenkettenposition liegt.

Das Homologiemodell von PfHsp90 wurde von GERTZEN (Arbeitsgruppe GOHLKE) in
Molekulardynamiksimulationen erneut untersucht. Zusammen mit diversen
Tripyrimidonamiden als Liganden wurde ein Liganden-Docking durchgefuhrt.

Der Fokus wurde auf eine Bindetasche gelegt, die in PiHsp90 im Vergleich zu hHsp90 raumlich

vergroRert ist und mit der Benzoylkopfgruppe der Tripyrimidonamide adressiert werden kann.
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Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine raumliche Expansion der Kopfgruppe zu einer
Verbesserung der Affinitat zu PfHsp90 fiihren kénnte.

Zunachst wurden die Tripyrimidonamide 12j—121 mit 1-Naphthoyl-, 4-Biphenoyl- und
halogenierter Benzoylkopfgruppe dargestellt, jedoch konnte keine Verbesserung der
antiplasmodialen in vitro Aktivitat im Vergleich zu 12a mit Benzoylgruppe beobachtet werden.
Gegen Pf3D7 wies 12k eine mit 12a nahezu vergleichbare antiplasmodiale Aktivitat auf.
Dieses Beispiel zeigte, dass im Bereich der Tripyrimidonamidkopfgruppe Spielraum fir weitere
Substitutionsmuster besteht, mit denen die antiplasmodiale Aktivitdt verbessert werden
kénnte.

Tripyrimidonamid 12m, bei dem die Kopfgruppe entfernt wurde, zeigte eine signifikante
Verringerung der antiplasmodialen Aktivitat im submikromolaren Bereich, sodass die

Kopfgruppe essenziell fir eine stark ausgepragte antiplasmodiale Aktivitat ist.

Ein Parasite-Reduction-Ratio-Assay, durchgefihrt  von PESSANHA DE CARVALHO
(Arbeitsgruppe HELD), zeigte, dass 12a wie der Arzneistoff Atovaquon ein Wirkstoff mit
langerer Parasitenhalbwertszeit ist. Durch die langsame Reduzierung der Parasitenlast
kénnen Resistenzen gegenlber dem Wirkstoff auftreten, welche durch die Kombination des
langer-wirkenden mit einem schnell-agierenden Arzneistoff unterbunden und minimiert werden
koénnen.

Neben in vitro Studien wurden die Tripyrimdonamide 12a und 12b im ,Infektionsmausmodell
P. berghei* in der Arbeitsgruppe WITTLIN untersucht. Nur eine sehr geringe Reduzierung der
Parasitamie (< 5 %) wurde sowohl nach peroraler Verabreichung von 12a als auch 12b
beobachtet. Die sehr geringe in vivo Aktivitat konnte sowohl auf schlechte pharmakokinetische
und physikochemische Parameter der beiden Tripyrimidonamide als auch Spezies-abhangige
strukturelle Unterschiede in dem hot-spot-Bereich der C-terminalen Domane zwischen
PfHsp90 und PbHsp90 erklart werden. Dass es sich um Spezies-abhangige Unterschiede

handelt, kdnnte durch ein SCID-Mausmodell intensiver untersucht werden.

Aufgrund der potenten in vitro und der sehr geringen in vivo Aktivitat wurde die Strukturklasse
der Tripyrimidonamide hin zu den strukturell weniger komplexen Bipyrimidonamiden
vereinfacht, wodurch pharmakokinetische und physikochemische Parameter verbessert
werden koénnten. Der untere Pyrimidonbaustein von Tripyrimidonamid 12a wurde entfernt und
zunachst durch eine MethylfuRgruppe ersetzt. Das daraus resultierende Bipyrimidonamid 10b
wies eine signifikant verringerte antiplasmodiale Aktivitdt im mikromolaren Bereich im
Vergleich zu 12a auf und verdeutlichte den Einfluss des entfernten Pyrimidonbausteins auf die
Aktivitat. Mit diversen Fulgruppen wurde versucht, den fehlenden Pyrimidonbaustein

nachzuahmen. Insbesondere mit der lipophilen Isopentyl- (10e) oder n-Phenylbutylgruppe
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(10h) konnte die antiplasmodiale Aktivitat im Vergleich zu 10b signifikant verbessert, jedoch
nicht die Aktivitat von 12a Ubertroffen werden.

Neben einer Verlangerung der Bipyrimidonamidfugruppe wurde die Benzoylkopfgruppe von
Bipyrimidonamid 10e basierend auf dem Liganden-Docking von GERTZEN mit einer
3-Fluor-4-pyrrolidinobenzoyl-Kopfgruppe substituiert. Die modifizierte Kopfgruppe wurde
dabei in einer TCFH-vermittelten Amidkupplungsreaktion am Bipyrimidonamidgrundgerust
eingebaut. Das Bipyrimidonamid 10k mit modifizierter Kopfgruppe wies eine um Faktor sechs
verbesserte antiplasmodiale Aktivitat (Pf3D7 1Cso: 286 + 4 nM, PDd2 ICso: 447 + 191 nM) im
Vergleich zu 10e mit Benzoylkopfgruppe auf. 10k zeigte keine Zytotoxizitat in der
Leberkrebszelllinie HepG2 und stellt mit der potenten antiplasmodialen Aktivitat und
Selektivitdt eine neue Leitstruktur dar, welche jedoch die Vorgaben des MMV eines

lead-Kandidaten noch nicht erfullt.
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6 Ausblick

In folgenden Generationen von PfHsp90-Inhibitoren sollten weitere Bipyrimidonamide
aufgrund geringerer Molekll- und Synthesekomplexitdt sowie mdglicher verbesserter
pharmakokinetischer und physikochemischer Parameter gegeniber den Tripyrimidonamiden
dargestellt werden. Die Veranderung der Kopf- und Fuligruppe der Bipyrimidonamide zeigte
den grolBten Einfluss auf die antiplasmodiale Aktivitat, sodass hier weitere
Strukturmodifizierungen erfolgen sollten. Ein Carbamat in der oberen Seitenkette zeigte
ebenfalls einen starken Einfluss auf die antiplasmodiale Aktivitat, sodass ebenfalls weitere
Carbmate aber auch mogliche Bioisostere des Imidazols (vgl. Kap. 2.1) Uberlegt werden
sollten (Abb. 48).

>< FuBgruppe

Kopfgruppe 0} Verbesserung der antiplasmodialen Aktivitat:
0 - Lipophile Reste besser als polare Reste
Verbesserung der antiplasmodialen Aktivitat: HN - GroRe Reste besser als kleine Reste
VergroRerung der Kopfgruppe mit </
Ergebnissen des Liganden-Dockings
besser als Q
Benzoylkopfgruppe N HN
\ /H 10k
N

o)
F N HN
>: HN—Q ) o) ICs0 [nM]
CN N (o) Pf3D7:286 + 4
/o) PfDd2: 447 + 191

HepG2: >25000

Abb. 48 Struktur von 10k sowie Veranderung der antiplasmodialen Aktivitat durch Modifizierung der
Kopf- und FuRgruppe.

Bislang wurden ausschlieRlich Tripyrimidonamide und substituierte Benzoesduren als
Liganden im Liganden-Docking untersucht. Die dargestellten Bipyrimidonamide 10b — 10l
aber auch weitere mogliche Kombinationen aus Kopf- und Fulgruppen sowie
Seitenkettensubstitutionen sollten in ihrer Bindungsaffinitdt und raumlichen Position in
Molekulardynamiksimulationen untersucht werden, sodass zusammen mit den biologischen
in vitro Daten Struktur-Aktivitats-Beziehungen aufgestellt und neue Mdglichkeiten flir weitere
Strukturmodifizierungen gewonnen werden kénnen.

Das Bipyrimidonamid 10k mit modifizierter Kopfgruppe =zeigt erfolgreich, dass das
Liganden-Docking wegweisende Informationen fiir die Synthese von Oligopyrimidonamiden

mit antiplasmodialer Aktivitat liefern kann.

Dass die dargestellten Tri- und Bipyrimidonamide tatsadchlich die Dimerisierung in der
C-terminalen Domane von PfHsp90 inhibieren, muss durch biologische und biophysikalische
Assays untersucht und verifiziert werden. Fir den humanen Hsp90-Inhibitor LSK82 wurden

diverse biologische Assays durchgefihrt, mit denen eine Dimerisierungshemmung des
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Inhibitors in der CTD von hHsp90 gezeigt werden konnte.'"*! Analog kénnen diese Assays flr
PMHsp90 angepasst und angewendet werden, indem z.B. Fluorescein-markierte
Client-Proteine von PfHsp90 ausgewahlt werden, deren Fluoreszenz eine Dimerisierung des
Chaperons und umgekehrt eine verringerte Fluoreszenz auf eine Hemmung der Dimerisierung
durch die Tri- oder Bipyrimidonamide andeutet. Ein Cellular-Thermal-Shift-Assay kann weitere
Hinweise zu einer Interaktion von Chaperon und Inhibitor geben. Mithilfe eines
Microscale-Thermophoresis-Assays kann eine mdgliche Interaktion von PHsp90 mit den Tri-
und Bipyrimidonamiden quantifiziert und die Liganden hinsichtlich der Bindungsaffinitat mit der
Dissoziationskonstante Kp verglichen werden.

Neben der Frage, ob die Tri- und Bipyrimidonamide die Dimerisierung von PfHsp90 inhibieren
kénnen, ist ebenfalls zu klaren, bei welchen der bisher vier bekannten Isoformen von PfHsp90
und in welchen Stadien des Parasiten eine antiplasmodiale Aktivitat zu beobachten ist. Die
antiplasmodiale Aktivitat der dargestellten Tri- und Bipyrmidonamide wurde bislang nur in der
erythrozytaren Phase des Parasiten untersucht. Dementsprechend sollten in vitro Assays
durchgefuhrt werden, mit denen die antiplasmodiale Aktivitdt in den Leber- und frihen

Gametozytenstadien untersucht werden kann.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeine Versuchs- und Analyseangaben

Reaktionen, die mit Raumtemperatur angegeben sind, wurden bei 22 °C durchgefihrt.

Reagenzien und Losungsmittel

Nicht selbst dargestellte Reagenzien 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 oder TCI-Chemicals in einer Reinheit von >95 % bezogen und ohne weitere
Reinigung verwendet. Trockene Ldsungsmittel wurden ausschlieBlich von Acros Organics
(Molsieb mit Septum), COMU® ausschlieRlich von Carl ROTH verwendet.

Dunnschichtchromatographie

Die Elution erfolgte mit Lésungsmittelgemischen aus n-Hexan oder Cyclohexan und
Ethylacetat oder Dichlormethan und Methanol unterschiedlicher Verhaltnisse. Ggf. wurde
Triethylamin oder Essigsaure als Zusatz verwendet. Kieselgelbeschichtete Fertigfolien wurden
von der Firma Macherey Nagel (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254) bezogen. Die Analyse dieser
erfolgte mittels Fluoreszenzléschung unter einer UV-Lampe (254 nm oder 366 nm) oder durch
Anfarben mittels Farbeldsung. Die Farbel6sungen Kaliumpermanganat und Ninhydrin wurden

nach dem DAB hergestellt.

Saulenchromatographie

Die automatisierte Flash-Chromatographie erfolgte an einer Teledyne Isco CombiFlash® 200
oder an einer Biichi Pure C-810 Flash mit vorbepackten RediSep® (NP) Normalphasen- oder
RediSep® Rf C-18 (RP) Umkehrphasen-Kartuschen.

Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel von Macherey-Nagel oder Acros Organics
(Silica 60, 0.040 — 0.063 mm) verwendet.

Die Rohprodukte wurden jeweils in einem geeigneten Lésungsmittel an Kieselgel adsorbiert
und anschlieend wurde das Losungsmittel entfernt.

Die Normalphasenchromatographie wurde mit Gemischen aus n-Hexan / Cycloxhexan und
Ethylacetat oder Dichlormethan und Methanol, die Umkehrphasenchromatographie mit einem
Gemisch aus Acetonitril und Wasser durchgefiihrt. Als Additive wurden Triethylamin oder

Trifluoressigsaure verwendet.
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Substanztrocknung

Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurden die Substanzen an einer
Hochvakkum-Linie (RV3, Edwards) fiir 16 h getrocknet.

Schmelzpunktbestimmung

Alle Schmelzpunkte wurden an einem Cole-Parmer MP-800 Series Stuart Automatic Digital
Melting Point Apparatus gemessen. Die Auswertung der Schmelzpunkte erfolgte mittels

Videoanalyse in Einfachbestimmung und war unkorrigiert.

Zentrifuge

Die Zentrifuge bestand aus einer Hettich EBA 21. Die Probe wurde im konischen
Zentrifugenréhrchen (15 mL) vorbereitet. Als Gegengewicht diente ein weiteres konisches
Zentrifugenréhrchen geflillt mit entsprechender Menge Wasser. Jeder Durchlauf war auf

4.0000 Umdrehungen pro Minute eingestellt und dauerte zwei Minuten.

Hochleistungsflissigchromatographie-Methode (HPLC)

Das System des Herstellers Knauer bestand aus einer AzuraP 6.1L Pumpe, einem
Optimas 800 Autosampler,  einem K-2600 Photometer und  einer temperierten
Umkehrphasensaule (FK36).

1 mg der zu untersuchenden Substanz wurden in Acetonitril, Methanol oder Wasser geldst und
in den Autosampler gegeben. Absorptionen wurden bei 254 nm detektiert. Als mobile Phasen
wurden mit HPLC-Gradientenqualitat Wasser + 0,1 % TFA und Acetonitril + 0,1 % TFA
verwendet. Die Messzeit betragt 30 Minuten bei einer Flussrate von 1 mL/min. Dabei wurden

folgende Gradienten durchlaufen:

Zeitintervall [min] Wasser + TFA [%] Acetonitril + TFA [%]
0-0,5 90 10
0,5-20 90->0 10 > 100
20-30 0 100
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Kernresonanzspektroskopie

Folgende Gerate wurden bei der Messung von NMR-Spektren am CeMSA@HHU verwendet:
- Bruker Avance Il — 300

'H 300 MHz 8C 75 MHz 9F 282 MHz
- Bruker Avance DRX - 500

'H 500 MHz 3C 126 MHz F 471 MHz
- Bruker Avance Il — 600

'H 600 MHz 3C 151 MHz F 565 MHz

Aufgenommene "*C- und "*F-Spektren sind "H-Breitbandentkoppelt. Als Losungsmittel wurden
CDCls (6 = 7.26 ppm), DMSO-ds (6 = 2.50 ppm), Aceton-ds (6 = 2.05 ppm),
D20 (6 = 4.79 ppm) oder Methanol-d. (& = 3.31 ppm) verwendet.

Die chemischen Verschiebungen & sind relativ zum externen Standard TMS in ppm
angegeben und auf die Signale der undeuterierten Lésungsmittelanteile der verwendeten
Losungsmittel normiert. Multiplizititen werden mit s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), q
(Quartett), pent (Pentett), hept (Heptett), dt (Duplett von Triplett), tt (Triplett von Triplett) oder
m (Multiplett) angegeben.

Massenspektrometrie

Ca. 1.0 mg der zu untersuchenden Substanz wurden in 1.0 mL eines geeigneten Solvens
geldst und in folgenden Methoden bzw. Geraten am CeMSA@HHU massenspektrometrisch

untersucht:

Elektronenstofionisation-Spektren El:

Thermo Electron Corp. Finnigan Trace DSQ mit Finnigan Trace GC Ultra

(Hochauflésende) Elektrosprayionisation (HRMS)-ESI:
Bruker Daltonics UHR-QTOF maXis 4G

Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation-Flugzeitanalyse MALDI-TOF:
Bruker Daltonics UltrafleXtreme
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7.2 Allgemeine Versuchsvorschriften

Die Raumtemperatur entspricht bei Reaktionen und Synthesen einer Temperatur von 22 °C.

AVV1 - Synthese von Amidoessigsauren 1

Glycin o
o NaOH H
R__N
J g Hon
R™ Cl H,O/THF o
0°C~RT, 4h

In einem Zweihalskolben werden 4.00 Aq. Natriumhydroxid und 1.10 Aq. Glycin in
entmineralisiertem Wasser (1.0 mL/mmol) geldst. Unter Eisbadkiihlung und starkem Rihren
wurde 1.00 Aq. des Séaurechlorids, gelost in Tetrahydrofuran (0.1 mL/mmol), Uber einen
Tropftrichter zugegeben, anschliefend das Eisbad entfernt und die Reaktionsldsung bei
Raumtemperatur fur 4 h gerthrt. Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC) wurde der pH-Wert
der Reaktionslésung unter Eisbadkihlung mit konzentrierter Salzsdure auf 1 eingestellt. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert, mit entmineralisiertem Wasser gewaschen und unter

vermindertem Druck getrocknet.['¢?]

AVV2 - Synthese von Azlactonen 2

R._0O
o Ac,0 | 0
H HC(OEt)3 N
R N - @ s
\ﬂ/ \)J\OH \
o 130°C,2h O)
1 2

Methode A

1.00 Aq. Amidoessigsdure 1 wurde zusammen mit 2.20 Aq. Essigsiureanhydrid und
1.10 Aq. Triethylorthoformiat bei Raumtemperatur in einem Einhalskolben vorgelegt und
anschlief3end bei 130 °C fir 2 h gerthrt. Flichtige Lésungsmittel und Nebenproduktewurden
am Rotationsverdampfer entfernt. Der Ruckstand wurde dreimal mit Toluol coevaporiert
(0.5 ml/mmol), anschlief3end in 2-Propanol (0.5 mL/mmol) aufgenommen und bei 4 °C fur 16 h
gelagert. Der prazipitierte Feststoff wurde abfiltriert, mit kaltem 2-Propanol gewaschen und

anschliefend unter vermindertem Druck getrocknet.!'4?]

Methode B
1.00 Agq. Amidoessigsaure 1 wurde zusammen mit 2.20 Aq. Essigsdureanhydrid und

1.10 Aq. Triethylorthoformiat bei Raumtemperatur in einem Einhalskolben vorgelegt und
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anschliefdend bei 130 °C flr 2 h geruhrt. Flichtige Losungsmittel und Nebenprodukte wurden
am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde dreimal mit Toluol (0.5 mL/mmol)
coevaporiert. Das Produkt wurde aus Methanol (1.0 mL/mmol) bei Raumtemperatur gefallt,
anschlielend abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und unter vermindertem Druck

getrocknet.

AVV3 - Synthese der Amidine 5

1.) iPrOH, HCl ),

Etzo, O
0 0°C, 16 h - )J\fNH
P JJ\ O
o Xy 2.) K,CO3, un. HC

Et,0,
RT, 30 min 5

3.) R-NH,HCI

1.00 Ag. Ethylcyanoformat und 1.05 Aq. 2-Propanol wurden in Diethylether (1.0 mL/mmol)
geldst und auf 0 °C gekdhlt. HCI-Gas wurde in einem separaten Kolben durch das Zutropfen
von konzentrierter Schwefelsaure in Natriumchlorid hergestellt und in die Reaktionsldsung so
lange mit einem Schlauch in die Reaktionsldsung eingeleitet, bis eine Triibung erkennbar war.
Der Reaktionsansatz wurde sodann verschlossen und bei 4 °C fir 16 h im Kuhlschrank
gelagert. Der prazipitierte farblose Feststoff wurde abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und
unter vermindertem Druck getrocknet.

Das Hydrochlorid des Imidoesters wurde in einer gesattigten Kaliumcarbonat-Losung
(1.0 mL/mmol) gelést und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether (0.5 mL/mmol)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na>SO.; getrocknet, das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Imidoesterbase 4 unter
vermindertem Druck getrocknet.

Die entsprechend substituierten Amine wurden in Diethylether (3.0 mL/mmol) geldst und mit
1.50 Aq. Chlorwasserstoff (4 M in 1,4-Dioxan) zu den entsprechend substituierten
Aminhydrochloriden umgesetzt. Die Suspension wurde filtriert und die Aminhydrochloride mit
Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.

1.30 Aq. der Imidoesterbase 4 wurden in Methanol (3.0 mL/mmol) geldst. Unter starkem
Rihren wurden 1.00Aq. des substituierten Aminhydrochlorids portionsweise bei
Raumtemperatur zur Reaktionsldsung gegeben und die Reaktion nach vollstandiger Zugabe
bei Raumtemperatur flr 16 h gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde in Diethylether (4.0 mL/mmol) suspendiert und bei
Raumtemperatur fir 30 min gerthrt. Das Losungsmittel wurde dekantiert und das
Amidinhydrochlorid 5 unter vermindertem Druck getrocknet. Die Amidinhydrochloride 5

wurden ohne weitere Reinigung flr den nachfolgenden Syntheseschritt verwendet.
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AVV4 — Synthese der Pyrimidone 6

R
R.__O )\
Y V=0 o 07 NH
N \ . \O)kaH NEt; %\(0
HCI

o HN. MeCN, Nx-Ng
) 80°C,6h Ol?
2 5 6

In einem Einhalskolben wurden 1.00 Aq Azlacton 2 und 1.10 Aq. Amidinhydrochlorid 5 in
Acetonitril (5.0 mL/mmol) vorgelegt. Nach Zugabe von 1.30 Aq. Triethylamin wurde die
Reaktion bei 80 °C fir 6 h gerthrt. Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC) wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand mit Ethylacetat
(1.0 mL/mmol)  aufgenommen. Die  organische Phase  wurde mit  ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, entmineralisiertem Wasser und ges.
Natriumchlorid-L6sung gewaschen sowie anschlieBend mit Na SOs getrocknet. Das

Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch gereinigt.

AVVS5 - Alkylierung von Pyrimidonen

1.) NaH
DMF,

O~ 'NH 0 °C, 45 min O~ 'NH O~ 'NH
(0] O O.

NINH RT, 16 h Nj/:N\R NIN

o~ O o0~ O o0~ O

I I I

6a 6 6-0

In einem Schlenkkolben wurde 1.00 Aq des unsubstituierten Pyrimidons 6a in
Dimethylformamid (5.0 mL/mmol) unter Stickstoffatmosphére suspendiert und mittels
Eisbades auf 0 °C gekiihlt. Portionsweise wurde 1.05 Aqg. Natriumhydrid (60 % Suspension in
Mineraldl) zugegeben und die Reaktion so lange bei 0 °C geruhrt (ca. 45 min), bis eine klare,
gelbe Lésung erkennbar war. AnschlieRend wurden 8.00 Ag. des Alkylbromids hinzugegeben
und die Reaktion bei Raumtemperatur fur 16 h gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in Ethylacetat (1.0 mL/mmol) aufgenommen.
Die organische Phase wurde mit entmineralisiertem Wasser und ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen sowie mit Na.SO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und

saulenchromatographisch gereinigt.
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AVV6 — Aminolyse von Pyrimidonamiden

07 "NH R-NH, 07 "NH

—_—
A A
EtOH,

NIN R RT, 16 h NIN‘R
6 8

0]

(l) (6] I}IH

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Ag. des Pyrimidons 6 in Ethanol (8.0 mL/mmol) gelost.
Unter starkem Rihren wurden 8.00 Aq. des primaren Amins zugetropft und die Reaktion bei
Raumtemperatur fUr 16 h gerthrt. Nach vollstdindigem Eduktumsatz (DC) wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand in Ethylacetat
(1.0 mL/mmmol)  aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, entmineralisiertem Wasser, wassriger
10 %-Zitronensaure-Ldsung und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen sowie mit Na>SO4
getrocknet. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt unter
vermindertem Druck getrocknet. Bei unzureichender HPLC-Reinheit nach der
Flissig-Flussig-Extraktion wurde das Rohprodukt an Kieselgel adsorbiert und

saulenchromatografisch gereinigt

AVV7 — Benzoylentschiutzung von Pyrimidonen

; NH,
o)
=
O 'NH NaOH NH\N’&
ST G
MeOH,

NIN\R 70°C,6h 07 NH
|

oy
R

8 9

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Aq. des Pyrimidons 8 in Methanol (3.0 mL/mmol) gelost.
3.00 Ag. Natriumhydroxid wurden hinzugegeben und die Reaktion bei 70 °C fiir 6 h gerihrt.
Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC) wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand in Ethylacetat (1.0 mL/mmol) aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, entmineralisiertem Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen sowie mit Na;SO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde an

Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt.
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AVV8 - Esterhydrolyse von Pyrimidonen

R R
O)\NH O)\NH
%\fo LIOH"H,0 %\fo
_ =
N N N N
YR MeOH, YR
RT, 16 h
0”0 o7~ oLi
|
6 7

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Ag. des Pyrimidons 6 in Methanol (3.0 mL/mmol) geldst.
1.00 Aq. Lithiumhydroxid Monohydrat wurden hinzugegeben und die Reaktion bei
Raumtemperatur fur 16 h gerthrt. Nach vollstindigem Eduktumsatz (DC) wurde das
Losungsmittel am Rotaionsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde in Diethylether
(2.0 mL/mmol) suspendiert und fir 5 min im Ultraschallbad behandelt. Der Feststoff wurde
abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Das Produkt wurde unter vermindertem Druck

getrocknet und ohne weitere Reinigung in nachfolgenden Syntheseschritten verwendet.

AVV9 — Amidkupplung zu Bi- oder Tripyrimidonamiden

R
O)\NH

NH %\fo COMU N\IN\
o N N -
%\f + I R DMF, o

OLi

Py

O ITIH

7 9, 11 10, 12
In einem Einhalskolben wurden 1.30 - 1.50 Aqg. des Lithiumcarboxylats 7 in Dimethylformamid
(3.0 mL/mmol) gelést. 1.70 Ag. COMU® wurde zugegeben und die Reaktion bei
Raumtemperatur fiir 5 min geriihrt. 1.00 Aq. des Amins 9 oder 11 wurden anschlieRend
zugegeben und die Reaktion bei Raumtemperatur fir 16 h gerihrt. Nach vollstandigem
Eduktumsatz (DC) wurde das Ldésungsmittel entfernt und der Rickstand in Ethylacetat
(3.0 mL/mmol)  aufgenommen. Die  organische Phase  wurde mit  ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, entmineralisiertem Wasser und ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen sowie mit Na2SO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde an

Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch gereinigt.
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7.3 Ubersicht der synthetisierten Substanzen

(1-Naphthoyl)glycin (1b)l164]

DD
it

7

229.24 g/mol
C13H11NO3

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Aq. 1-Naphtoesdure (5.17 g, 30.0 mmol) in
Toluol (120 mL) gelést. 1.50 Aq. Thionylchlorid (3.26 mL, 5.35g, 45.0 mmol) wurden
tropfenweise hinzugegeben und die Reaktion bei 120 °C fur 2 h geruhrt. Nach vollstandigem
Eduktumsatz (DC: Cyclohexan:Ethylacetat 1:1) wurde das Ld&sungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und das Saurechlorid ohne weitere Reinigung fur die
nachfolgende Reaktion verwendet. Das Produkt wurde nach AVV1 mit 1.00 Aq. des vorher
hergestellten S&urechlorids (5.72 g, 30.0 mmol), 1.20 Ag. Glycin (2.70 g, 36.0 mmol) und
4.00 Ag. Natriumhydroxid (4.80 g, 120 mmol) hergestellt.

Ausbeute: 87 %, 5.99 g (26.1 mmol), farbloser Feststoff.
HPLC: 8.202 min, 97.2 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 12.68 (s, 1H), 8.87 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.39 — 8.29 (m, 1H),
7.69 — 7.50 (m, 4H), 4.01 (d, J = 6.0 Hz, 2H).
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([1,1°-Biphenyl]-4-carbonyl)glycin(1c)!1¢4]

O H\)J\OH

o

255.27 g/mol
C13H11NO3

Hergestellt nach AVV1 aus 1.00 Aqg. [1,1"-Biphenyl]-4-carbonylchlorid (21.7 g, 100 mmol),
1.20 Aq. Glycin (9.01 g, 120 mmol) und 4.00 Aq. Natriumhydroxid (21.7 g, 400 mmol).

Ausbeute: 91 %, 23.2 g (91.1 mmol), farbloser Feststoff.
HPLC: 10.331 min, 98.1 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 12.63 (s, 1H), 8.91 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.05 — 7.94 (m, 2H),
7.84 —7.68 (m, 4H), 7.55 — 7.34 (m, 3H), 3.98 (d, J = 5.8 Hz, 2H).
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(4-Brom-3-fluorbenzoyl)glycin (1d)

(0]
F OH
(0]
Br

266.27 g/mol
CoH7BrFNO3

In einem Einhalskolben wurden1.00 Aq. 4-Brom-3-fluorbenzoesaure (4.47 g, 20.0 mmol) und
5.0 mol% DMF (0.08 mL, 73.1 mg, 1.00 mmol) in Dichlormethan (150 mL) vorgelegt. Unter
Rihren wurde bei Raumtemperatur langsam 1.50 Aq. Oxalylchlorid (2.59 mL, 3.89 g,
30.0 mmol) zugetropft und die Reaktionslésung bei Raumtemperatur fir 16 h geriihrt. Nach
vollstandigem Eduktumsatz (DC: Cyclohexan:Ethylacetat 1:1) wurde das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und das Saurechlorid ohne weitere Reinigungsschritte als Edukt
eingesetzt. Das Produkt wurde nach AVV1 mit 1.00 Aq. S&urechlorid (4.75 g, 20.0 mmol),
1.20 Aq. Glycin (1.80 g, 24.0 mmol) und 3.00 Aq. Natriumhydroxid (2.40 g, 60.0 mmol)

hergestellt.

Ausbeute: 96 %, 26.6 g (96.4 mmol), brauner Feststoff.
Schmelzpunkt: 188 °C.

HPLC: 8.994 min, 99.3 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-de): § 12.66 (s, 1H), 9.02 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.90 — 7.75 (m, 2H),
7.74 —7.61 (m, 1H), 3.95 (d, J = 5.9 Hz, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 171.1, 164.5 (d, Jor = 2.2 Hz), 159.8, 156.6, 135.5 (d,
Jor = 6.2 Hz), 133.8, 124.9 (d, Jor = 3.6 Hz), 115.5 (d, Jor = 23.7 Hz), 111.8 (d, Jor = 20.9 Hz),

41.4.

®F-NMR (282 MHz, DMSO-dg): 6 -107.4.
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(3-Phenylpropanoyl)glycin (1e)!163]

o}

QMHEOH

207.23 g/mol
C11H13NO3

Hergestellt nach AVV1 aus 1.05Aq. 3-Phenylpropanoylchlorid (7.62g, 50.0 mmol),
1.00 Aq. Glycin (3.57 g, 47.6 mmol) und 4.00 Aqg. Natriumhydroxid (7.62 g, 190 mmol).

Ausbeute: 50 %, 4.98 g (24.0 mmol), farbloser Feststoff.
HPLC: 6.771 min, 98.8 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 12.52 (s, 1H), 8.20 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.32 — 7.11 (m, 5H),
3.75(d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 7.5 Hz, 2H).
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(Z)-4-(Ethoxymethylen)-2-phenyloxazol-5(4H)-on (2a)['42]

217.22 g/mol
C12H11NO3

Hergestellt nach AVV1 Methode A aus 1.00 Aq. Hippursdure (75.3g, 420 mmol),
1.10 Aq. Triethylorthoformiat (68.5 g, 76.8 mL, 462 mmol) und 2.20 Aq. Essigsaureanhydrid
(94.3 g, 87.3 mL, 924 mmol).

Ausbeute: 31 %, 28.2 g (130 mmol), roter Feststoff.

HPLC: 12.983 min, 94.8 %.

H-NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.1 — 8.01 (m, 2H), 7.57 — 7.41 (m, 3H), 7.34 (s, 1H), 4.43 (q,
J=7.1Hz, 2H), 1.48 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
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(Z)-4-(Ethoxymethylen)-2-(naphthalen-1-yl)oxazol-5(4H)-on (2b)["¢€l

_—

253.26 g/mol
C15H11NO3

Hergestellt nach der AVV1 Methode B aus 1.00 Agq. Amidoessigsaure 1b (4.59 g, 20.0 mmol),
3.00 Ag. Trimethylorthoformiat (6.37 g, 6.56 mL, 60.0 mmol) und 10.0 Aqg. Essigséureanhydrid
(20.4 g, 18.9 mL, 200 mmol). Das Produkt wurde aus Methanol kristallisiert.

Ausbeute: 31 %, 1.55 g (6.14 mmol), hellroter Feststoff.

Schmelzpunkt: 168 °C.

HPLC: 13.799 min, 96.1 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § 9.37 — 9.32 (m, 1H), 8.26 (dd, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H), 8.05 — 8.00
(m, 1H), 7.93 — 7.88 (m, 1H), 7.70 — 7.63 (m, 1H), 7.60 — 7.50 (m, 2H), 7.35 (s, 1H), 4.27 (s,

3H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 168.3, 159.5, 153.6, 134.0, 133.6, 130.8, 130.3, 128.9, 128.3,
126.6, 126.3, 124.9, 121.8, 118.2, 63.5.
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(Z2)-2-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-4-(ethoxymethylen)oxazol-5(4H)-on (2c)

293.32 g/mol
C18H1sNOs3

Hergestellt nach der AVV1 Methode B aus 1.00 Aq. Amidoessigséaure 1¢ (7.66 g, 30.0 mmol),
3.00 Ag. Trimethylorthoformiat (13.3 g, 15.0 mL, 90.0 mmol) und 10.0 Aqg. Essigséureanhydrid
(30.6 g, 28.4 mL, 200 mmol). Das Produkt wurde aus Methanol kristallisiert.

Ausbeute: 34 %, 2.88 g (10.3 mmol), roter Feststoff.

Schmelzpunkt: 154 °C.

HPLC: 14.556 min, 98.2 %.

1H-NMR (300 MHz, CDCls): § 8.06 — 8.00 (m, 2H), 7.63 — 7.51 (m, 4H), 7.41 — 7.26 (m, 3H),
7.19 (s, 1H), 4.09 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 168.3, 159.4, 153.3, 145.1, 139.7, 129.0, 128.2, 128.2, 127.4,
127.2,124.6, 118.2, 63.5, 63.5.
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(Z2)-2-(4-Brom-3-fluorophenyl)-4-(ethoxymethylen)oxazol-5(4H)-on (2d)

314.11 g/mol
C12H9BrFNO3

Hergestellt nach der AVV1 Methode B aus 1.00 Aq. Amidoessigsaure 1d (22.1 g, 80.0 mmol),
1.10 Aq. Triethylorthoformiat (13.0 g, 14.6 mL, 88.0 mmol) und 3.00 Aq. Essigsaureanhydrid
(24.5 g, 22.7 mL, 240 mmol).

Ausbeute: 37 %, 9.16 g (29.2 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 139 °C.

HPLC: 14.243 min, 98.5 %.

H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 7.80 (dd, J = 9.0, 1.8 Hz, 1H), 7.75 — 7.60 (m, 2H), 7.39 (s, 1H),
4.46 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.49 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C.NMR (151 MHz, CDCls): & 167.9, 160.1, 158.5, 157.7 (d, Jor = 3.3 Hz), 153.7, 134.3,
127.2 (d, Jor = 7.7 Hz), 124.3 (d, Jor = 3.9 Hz), 117.6, 115.5 (d, Jor = 25.3 Hz), 114.2 (d,

Jcr=20.9Hz), 73.4,15.4.

®F-NMR (565 MHz, CDCls): § -105.4.
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Methyl-2-amino-2-iminoacetathydrochlorid (5a)l146]

o
NH
o
A, HO

138.55 g/mol
C3H7CIN304

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.00 Ag. Imidoesterbase 4 (19.6 g, 123 mmol) und
1.00 Aq. Ammoniumchlorid (6.58 g, 123 mmol).

Ausbeute: 66 % Uber drei Schritte (15.6 g, 112 mmol), farbloser Feststoff.

Methyl-2-imino-2-(isobutylamino)acetathydrochlorid (5b)['42]

o

NH
~o

un. HC

194.66 g/mol
C7H15CIN202

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.00 Aq. Imidoesterbase 4 (9.07 g, 57.0 mmol)
1.00 Ag. Isobutylammoniumchlorid (6.19 g, 57.0 mmol).

Ausbeute: 65 % Uber drei Schritte (10.7 g, 51.5 mmol), farbloser Feststoff.
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Methyl-2-(sec-butylamino)-2-iminoacetathydrochlorid (5c)[42]

O

~ NH
0 HCl

HN\<
194.66 g/mol

C7H15CIN202

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.00 Aqg. Imidoesterbase 4 (10.4g, 65.2 mmol) und

1.00 Aq. racemischem sec-Butylammoniumchlorid (4.33 g, 39.5 mmol).

Ausbeute: 65 % Uber drei Schritte (6.85 g, 35.2 mmol), farbloser Feststoff.

Methyl-2-((2-(1H-imidazol-5-yl)ethyl)amino)2-
iminoacetatdihydrochlorid (5d)

o
~ NH
OJ\F 2 HCl
HN

W\EH
| )
N

269.13 g/mol
CsH14CI2N4O2

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.60 Aq. Imidoesterbase 4 (1.27 g, 8.00 mmol) und
1.00 Ag. Histamindihydrochlorid (884 mg, 4.80 mmol).

Ausbeute: 58 % Uber drei Schritte (1.14 g, 4.24 mmol), farbloser Feststoff.
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Methyl-2-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)amino)-2-

iminoacetathydrochlorid (5e)

~ NH
HN HCI

HN.
Boc

295.76 g/mol
C11H22CIN304

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.30 Aqg. Imidoesterbase 4 (9.93 g, 62.4 mmol) und

1.00 Aq. tert-Butyl-(3-aminopropyl)carbamathydrochlorid (10.1 g, 48.0 mmol).

Ausbeute: 71 % Uber drei Schritte (13.9 g, 46.8 mmol), farbloser Feststoff.

Methyl-2-(hexylamino)2-iminoacetathydrochlorid (5f)

0
NH
A
HN HCI

222.71 g/mol
CgoH19CIN202

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.20 Aq. Imidoesterbase 4 (5.73g, 36.0 mmol) und

1.00 Aq. Hexylammoniumchlorid (4.13 g, 30.0 mmol).

Ausbeute: 72 % uber drei Schritte (6.62 g, 29.7 mmol), farbloser Feststoff.
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Methyl-2-imino-2-(propylamino)acetathydrochlorid (59g)

(0]

NH
~o

HN HCI

1N

180.63 g/mol
CsH13CIN202

Hergestellt nach der AVV3 aus 1.30 Aqg. Imidoesterbase 4 (7.04g, 44.2 mmol) und
1.00 Ag. Propylammoniumchlorid (3.25 g, 34.0 mmol).

Ausbeute: 70 % Uber drei Schritte (5.98 g, 33.1 mmol), farbloser Feststoff.
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Methyl-5-benzamido-6-0xo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat (6a)l'4€l

273.25 g/mol
C13H11N304

In einem Einhalskolben wurden 1.00 Ag. Azlacton2a (9.08 g, 41.8 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5a (5.79 g, 41.8 mmol) in Acetonitril (80 mL) suspendiert. Unter
Ruhren wurden 1.30 Ag. Triethylamin (5.50 g, 7.57 mL, 54.3 mmol) zugegeben und die
Reaktion anschlie®end bei 80 °C fur 3 h gerihrt. Nach vollstdndigem Eduktumsatz (DC:
Cyclohexan:Ethylacetat 7:3) wurde die Reaktionslésung auf 0°C gekdhlt und mit
konzentrierter Salzsdure-Losung (2.0 mL) versetzt. Der prétizipierte Feststoff wurde abfiltriert
und mit entmineralisiertem Wasser und Methanol gewaschen. Der Feststoff wurde in
Ethylacetat:Methanol (9:1 V/V) suspendiert und bei 80 °C flir 20 min geruhrt. Nach AbklUhlen
auf Raumtemperatur wurde das Produkt abfiltriert, mit Ethylacetat:Methanol (9:1) gewaschen

und unter vermindertem Druck getrocknet.
Ausbeute: 53 %, 6.10 g (22.3 mmol), hellgelber Feststoff.
HPLC: 7.449 min, 96.4 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 9.45 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.00 - 7.90 (m, 2H), 7.70 - 7.50
(m, 3H), 3.89 (s, 3H).
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Methyl-5-benzamido-1-isobutyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxylat (6b)[142]

329.36 g/mol
C17H19N304

Hergestellt nach der AAV4 aus 1.00 Aq.Azlacton 2a (4.13g, 19.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5b (3.70 g, 35.0 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 30 %, 1.90 g (5.77 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 14.052 min, 96.0 %.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6§ 9.17 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 7.97 - 7.88 (m, 2H), 7.63 - 7.46 (m,
3H), 4.27 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 4.01 (s, 3H), 2.02 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 6H).
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Methyl-5-benzamido-1-(sec-butyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxylat (6c)l142]

329.36 g/mol
C17H19N304

Hergestellt nach der AAV4 aus 1.00 Aq.Azlacton 2a (7.60g, 35.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5¢ (6.81 g, 35.0 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 29 %, 3.07 g (3.28 mmol), gelbes Ol.

HPLC: 13.098 min, 95.3 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 9.47 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.01 — 7.91 (m, 2H), 7.69 — 7.57 (m,

1H), 7.61 — 7.46 (m, 2H), 4.06 (dq, J = 17.9, 7.6 Hz, 2H), 3.97 (s, 3H), 2.32 — 2.11 (m, 1H),
1.92 — 1.75 (m, 1H), 1.55 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.77 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
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Methyl-5-benzamido-1-(3-((dimethylamino)propyl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxylat (6d)

358.40 g/mol
C18H22N404

In einem Einhalskolben wurden  1.00 Ag. Pyrimidon 6a  (10.0 mmol, 2.73 g),
1.30 Aq. Triphenylphosphin (13.0 mmol, 3.41 g) und 1.30 Aq. 3-Dimethylamino-1-propanol
(13.0 mmol, 1.54 mL, 1.34 g) in THF (40 mL) suspendiert und mittels Eisbad auf 0 °C gekuhlit.
1.30 Aq. DIAD (13.0 mmol, 2.56 mL, 2.63 g) wurde tropfenweise zugegeben, bei 0 °C fur
10 min und anschlieBend bei Raumtemperatur fir 16 h gerGhrt. Nach vollstdndigem
Eduktumsatz (DC: Ethylacetat + 1% Triethylamin V/V) wurde das Ld&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in Diethylether (70 mL) aufgenommen. Unter
Ruhren wurde n-Hexan (10 mL) zugegeben und die Lésung bei Raumtemperatur fur 30 min
geruhrt. Die Suspension wurde filtriert und der Feststoff mit n-Hexan:Ethylacetat (1:1 V/V,
100 mL) gewaschen. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatografisch gereinigt (Eluenten: Zunachst Ethylacetat, danach Wechsel auf
Dichlormethan:Methanol 10:1 V/V + 0.1% Triethylamin).

Ausbeute: 19 %, 663 mg (1.85 mmol), beiger Feststoff.

Schmelzpunkt: 97 °C.

HPLC: 6.972 min, 93.1 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 9.52 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.01 = 7.91 (m, 2H), 7.68 — 7.50
(m, 3H), 4.19-4.10 (m, 2H), 3.94 (s, 3H), 2.23 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 2.09 (s, 6H), 1.83 (p,

J = 6.8 Hz, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d;): § 170.3, 165.4, 161.0, 156.8, 144.5, 136.5, 133.2, 132.4, 128.7,
127.6, 59.7, 55.9, 53.5, 44.8, 25.3, 20.8, 14.1.
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Methyl-5-benzamido-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat (6e)

430.46 g/mol
C21H25N40s

Hergestellt nach der AAV4 aus 1.00 Aqg. Azlacton2a (6.52g, 30.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5e (8.87 g, 30.0 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 7:3. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 46 %, 5.96 g (13.9 mmol), beiger Feststoff.

Schmelzpunkt: 102 °C.

HPLC: 12.911 min, 97.4 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § 9.19 (s, 1H), 8.93 (s, 1H), 7.96 - 7.87 (m, 2H), 7.65-7.45
(m, 3H), 4.97 (s, 1H), 4.32 (t, J= 7.2 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.20 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 2.02 (p,

J = 6.7 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d;): § 165.8, 161.1, 157.8, 156.1, 142.4, 134.8, 133.4, 132.8, 129.1,
128.3, 127.5, 79.6, 54.1, 44.3, 29.7, 28.6.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-1-(3-brompropyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

X

O~ 'NH

carboxylat (6f)

— (0]
NIN\/\/Br

7Y

394.23 g/mol
C16H16BrN3O4

Hergestellt nach der AAV5 aus 1.00 Aqg. Pyrimidon6a (820 mg, 3.00 mmol),
1.05 Aq. Natriumhydrid (126 mg, 3.15 mmol, 60% Dispersion in  Mineraldl) und
8.00 Aq. 1,3-Dibrompropan (2.44 ml, 24.0 mmol). Séaulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 42 %, 497 mg (1.26 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 88 °C.

HPLC: 12.533 min, 97.7 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 9.17 (s, 1H), 8.93 (s, 1H), 7.95 — 7.87 (m, 2H), 7.62 — 7.54 (m,
1H), 7.54 — 7.45 (m, 2H), 4.44 — 4.32 (m, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.48 (t, J= 6.3 Hz, 2H), 2.47 - 2.34

(m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.7, 160.9, 157.6, 142.3, 134.7, 133.2, 132.8, 129.1, 128.3,
127.4,54.1,45.9, 31.4, 29.9.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-1-(4-brombutyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

7

O~ 'NH

carboxylat (69)

7 (0]
NIN\/\/\BF

0

408.25 g/mol
C17H18BrN3O4

Hergestellt nach der AAV5 aus 1.00 Aq. Pyrimidon6a (1.36g, 5.00 mmol),
1.10 Ag. Natriumhydrid (220 mg, 5.50 mmol, 60% Dispersion in  Mineraldl) und
8.00 Aq. 1,4-Dibrombutan  (4.78 ml, 40.0 mmol). S&aulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 37 %, 757 mg (1.86 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 95 °C.

HPLC: 14.148 min, 96.3 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls): § 9.18 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.96 - 7.86 (m, 2H), 7.62 - 7.46 (m,
3H), 4.36 - 4.24 (m, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.50 - 3.39 (m, 2H), 2.01 - 1.92 (m, 4H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.7, 161.1, 157.5, 142.2, 134.6, 133.3, 132.8, 129.1, 128.3,
127.4, 54.1, 45.6, 32.6, 29.9, 27.8.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-1-(5-brompentyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

X

O~ 'NH

carboxylat (6h)

_— 0}

>

422.28 g/mol
C18H20BrNzO4

Hergestellt nach der AAV5 aus 1.00 Aq. Pyrimidon6a (1.36g, 5.00 mmol),
1.20 Ag. Natriumhydrid (240 mg, 6.00 mmol, 60% Dispersion in  Mineraldl) und
8.00 Aq. 1,5-Dibrompentan (5.45 ml, 40.0 mmol). Séaulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 9:1. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 29 %, 613 mg (1.46 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 98 °C.

HPLC: 14.067 min, 97.7 %.

TH-NMR (300 MHz, CDCls): § 9.15 (s, 1H), 8.93 (s, 1H), 7.93 — 7.86 (m, 2H), 7.60 — 7.43 (m,
3H), 4.30 — 4.17 (m, 2H), 4.00 (s, 3H), 1.97 — 1.75 (m, 5H), 1.63 — 1.43 (m, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.7, 161.0, 157.4, 142.3, 134.6, 133.3, 132.7, 129.0, 128.2,
127.4, 54.0, 46.3, 33.4, 32.0, 28.0, 25.3.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-1-hexyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat
(6i)

357.41 g/mol
C19H20N304

Hergestellt nach der AVV4 aus 1.00Aq.Azlacton2a (5.43g, 25.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5f (5.57 g, 35.0 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 9:1. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 56 %, 4.97 g (13.9 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 72 °C.

HPLC: 15.534 min, 97.8 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 9.14 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.95 - 7.83 (m, 2H), 7.60 - 7.42 (m,
3H), 4.27 - 4.16 (m, 2H), 3.98 (s, 3H), 1.83 - 1.67 (m, 2H), 1.42 - 1.23 (m, 6H), 0.92 - 0.81 (m,

3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.6, 161.1, 157.3, 142.6, 134.6, 133.3, 132.6, 128.9, 128.1,
127.3, 53.8, 46.5, 31.2, 28.9, 26.4, 22.5, 14.0.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-benzamido-6-oxo-1-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat

(6j)

O~ 'NH

— 0]

NIN\/\
9

315.33 g/mol
C16H17N304

Hergestellt nach der AVV4 aus 1.00Aq.Azlacton2a (7.17g, 33.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5g (5.96 g, 33.0 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat 8:2. Das Produkt wurde aus
Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 63 %, 6.59 g (20.9 mmol), hellgelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 87 °C.

HPLC: 12.411 min, 99.9 %.

H-NMR (300 MHz, CDCl3): 5 9.15 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.95 — 7.85 (m, 2H), 7.62 — 7.42 (m,
3H), 4.26 — 4.15 (m, 2H), 4.0 (s, 3H), 1.89 — 1.70 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.7, 161.1, 157.4, 142.6, 134.6, 133.4, 132.7, 129.0, 128.2,
127.4,53.9, 47.9, 22.5, 11.2.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-(1-naphthamido)-1-(3-tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat (6k)

O~ 'NH

AP
H
N

NIN\/\/ “Boc
(0]
|

480.52 g/mol
C25H28N40s

o)

Hergestellt nach der AVV4 aus 1.00Aq. Azlacton2b (267 mg, 1.00 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5e (296 mg, 1.00 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 65 %, 312 mg (0.65 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 94 °C.

HPLC: 13.750 min, 95.4 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 9.28 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.46 - 8.37 (m, 1H), 8.05 - 7.97 (m,
1H), 7.97 - 7.84 (m, 1H), 7.83 - 7.74 (m, 1H), 7.65 - 7.47 (m, 3H), 4.98 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.28

(t, J=7.2 Hz, 2H), 4.03 (s, 3H), 3.18 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 2.07 - 1.92 (m, 2H), 1.44 (s, 9H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 167.9, 161.1, 157.6, 156.1, 142.7, 135.0, 133.9, 132.6, 132.2,
130.2, 128.7, 128.4, 127.9, 126.9, 126.0, 125.2, 124.7, 54.1, 44.3, 37.8, 29.7, 28.5.

143



EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-([1,1 -biphenyl]-4-carboxamido)-1-(5-brompentyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxylat (61)

506.56 g/mol
C27H30N40s

Hergestellt nach der AVV4 aus 1.00 Aq. Azlacton2¢c (838 mg, 3.00 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5e (887 mg, 3.00 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 52 %, 793 mg (1.56 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 137 °C.

HPLC: 15.622 min, 99.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 9.21 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.04 - 7.94 (m, 2H), 7.78 - 7.70 (m,
2H), 7.67 - 7.59 (m, 2H), 7.53 - 7.36 (m, 3H), 4.99 (s, 1H), 4.33 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.02 (s,

3H), 3.21 (g, J = 6.1 Hz, 2H), 2.03 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.4, 161.1, 157.8, 156.2, 145.7, 142.4, 139.8, 134.8, 132.0,
129.1, 128.4, 128.3, 128.0, 127.7, 127.4, 79.5, 54.0, 44.3, 37.9, 29.8, 28.6.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Methyl-5-(4-brom-3-fluorbenzamido)-1-(3-((tert-
butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxylat (6m)

Br

527.35 g/mol
C21H24BrFN4Os

Hergestellt nach der AVV4 aus 1.00Aq.Azlacton2d (6.28g, 20.0 mmol) und
1.00 Ag. Amidinhydrochlorid 5e (5.91 g, 20.0 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 45 %, 4.75 g (9.00 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 137 °C.

HPLC: 14.627 min, 96.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 9.13 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 7.76 - 7.64 (m, 2H), 7.60 - 7.50 (m,
1H), 4.95 (s, 1H), 4.30 (dd, J = 8.1, 6.4 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.20 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 2.01 (p,
J=5.8 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H).

3C-NMR (75 MHz, CDCl;): § 163.6, 161.1 (d, Jc.r = 9.9 Hz), 157.7 (d, Jcr = 9.6 Hz), 156.1,
142.9, 135.2, 134.5 (d, Jcr=6.1Hz), 134.4, 127.8, 123.7 (d, Jcr =3.9 Hz), 115.9 (d,

Jcr=24.2 Hz), 114.6 (d, Jcr = 21.2 Hz), 79.6, 54.1, 54.1, 44.4, 37.8, 29.7, 28.5.

F (565 MHz, CDCls): 5§ 130.4.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-1-isobutyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

Y

O~ 'NH

carboxylat (7a)l42]

%\(o
s

321.26 g/mol
Ci1eH16LiN3O4

OLi

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6b (659 mg, 2.00 mmol) und
1.00 Ag. Lithiumhydroxidmonohydrat (83.9 mg, 2.00 mmol).

Ausbeute: 89 %, 570 mg (1.77 mmol), hellgelber Feststoff.

Lithium-5-benzamido-1-(sec-butyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxylat (7b)[142]

O~ 'NH

SO

O~ OLi

321.26 g/mol
Ci1eH16LiN3O4

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6¢c (2.44g, 7.40 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (311 mg, 7.40 mmol).

Ausbeute: 92 %, 2.20 g (6.84 mmol), hellgelber Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-1-(3-((dimethylamino)propyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxylat (7c)

422.37 g/mol
C20H23LiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6d (53.8 mg, 0.15 mmol) und
1.20 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (7.55 mg, 0.18 mmol).

Ausbeute: 99 %, 52.5 mg (0.15 mmol), hellgelber Feststoff.

Lithium-5-benzamido-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-oxo-

1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat (7d)

Y

O~ 'NH

_~ 0]

H
N N N.
I ~"Boc
0 OLi

422.37 g/mol
C20H23LiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Aq.Pyrimidon 6e (861 mg, 2.00 mmol) und
1.00 Agq. Lithiumhydroxidmonohydrat (101 mg, 2.00 mmol).

Ausbeute: 95 %, 805 mg (1.91 mmol), hellgelber Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-1-(3-brompropyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

X

O~ 'NH

carboxylat (7e)

= 0

NIN B
0 OLi

386.13 g/mol
C15H13BrLiN3Oa4

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Aq. Pyrimidon 6g (859 mg, 2.18 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (91.5 mg, 2.18 mmol).

Ausbeute: 88 %, 739 mg (1.91 mmol), hellgelber Feststoff.

Lithium-5-benzamido-1-(4-brombutyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

7

O~ 'NH
(0]

carboxylat (7f)

=
NIN\/\/\BF
O~ "OLi

400.16 g/mol
C16H15BrLiN3O4

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Aqg. Pyrimidon 6h (204 mg, 0.50 mmol) und
1.00 Agq. Lithiumhydroxidmonohydrat (21.0 mg, 0.50 mmol).

Ausbeute: 93 %, 185 mg (0.46 mmol), hellgelber Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-1-(5-brompentyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

X

O~ 'NH

carboxylat (79)

= 0]

Nj/\/N\/\/\/Br
(0] OLi

414.18 g/mol
C17H17BrLiN3O4

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6i (549 mg, 1.30 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (54.5 mg, 1.30 mmol).

Ausbeute: 86 %, 461 mg (1.11 mmol), hellgelber Feststoff.

Lithium-5-benzamido-1-hexyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat

(7h)

O~ 'NH
(0]

=
NIN\/\/\/
O~ OLi

349.32 g/mol
Ci1gH20LiN3O4

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6f (715mg, 2.00 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (83.9 mg, 2.00 mmol).

Ausbeute: 96 %, 670 mg (1.92 mmol), hellgelber Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-benzamido-6-oxo-1-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxylat (7i)

)

O~ OLi

519.25 g/mol
C20H21BrFLiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Aqg. Pyrimidon6j (3.15g, 10.0 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (420 mg, 10.0 mmol).

Ausbeute: 89 %, 2.74 g (8.93 mmol), hellgelber Feststoff.

Lithium-5-(1-naphthamido)-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxylat (7j)

O~ 'NH
O

=
N

H
IN\/\/N\BOC

O~ "OLi

472.43 g/mol
C24H25LiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Aq.Pyrimidon 6k (481 mg, 1.00 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (42.0 mg, 1.00 mmol).

Ausbeute: 47 %, 220 mg (0.47 mmol), farbloser Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Lithium-5-([1,1 -biphenyl]-4-carboxamido)-benzamido-1-(3-((tert-
butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxylat (7k)

}OO

NIN\/\/N\BOC

O~ OLi

498.46 g/mol
C26H27LiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 61 (507 mg, 1.00 mmol) und
1.00 Aq. Lithiumhydroxidmonohydrat (42.0 mg, 1.00 mmol).

Ausbeute: 59 %, 295 mg (0.59 mmol), farbloser Feststoff.

Lithium-5-(4-brom-3-fluorbenzamido)-1-(3-((tert-
butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxylat (71)

Br

O~ 'NH

= 0]

N

H
IN\/\/N*BOC

O~ OLi

519.25 g/mol
C20H21BrFLiN4Os

Hergestellt nach der AVV8 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6m (3.69g, 7.00 mmol) und
1.00 Agq. Lithiumhydroxidmonohydrat (294 mg, 7.00 mmol).

Ausbeute: 98 %, 3.55 g (6.83 mmol), hellgelber Feststoff.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-isobutyl-N-methyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxamid (8a)l'42]

328.37 g/mol
C17H20N4O3

Hergestellt nach der AVV6 aus 1.00 Ag.Pyrimidon6b (4.25g, 12.9 mmol) und
8.00 Ag. Methylamin (40% in Wasser V/V, 11.4 mL, 8.01 g, 103 mmol).

Ausbeute: 96 %, 4.06 g (12.4 mmol), farbloser Feststoff.
HPLC: 11.613 min, 97.6 %.
"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 9.07 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 7.94 — 7.89 (m, 2H), 7.76 (s, 1H),

7.60 — 7.54 (m, 1H), 7.53 — 7.47 (m, 2H), 4.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.97 (d, J = 5.1 Hz, 3H),
2.09 (hept, J = 6.8 Hz, 1H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H).
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-isobutyl-N-isopentyl-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxamid (8b)

384.48 g/mol
C21H28N4O3

Hergestellt nach der AVV6 aus 1.00 Aq.Pyrimidon6b (1.32g, 4.00 mmol) und
8.00 Aq. Isopentylamin (3.71 mL, 2.79 g, 32.0 mmol).

Ausbeute: 92 %, 1.42 g (3.69 mmol), farbloser Feststoff.

Schmelzpunkt: 107 °C.

HPLC: 15.685 min, 98.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 9.07 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 7.97 — 7.87 (m, 2H), 7.68 (s, 1H),
7.63 —7.38 (m, 3H), 4.67 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.46 — 3.35 (m, 2H), 2.08 (hept, J = 6.9 Hz, 1H),

1.77 —1.57 (m, 1H), 1.57 — 1.45 (m, 2H), 0.95 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.91 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 160.5, 158.5, 144.0, 133.7, 133.5, 132.7, 129.0, 127.7,
127.4, 51.1, 38.4, 38.2, 29.0, 26.0, 22.5, 20.0.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-isobutyl-N-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid (8c)

I}IH
Boc

471.56 g/mol
C24H33N50s5

Hergestellt nach der AVV6 aus 1.00 Aqg. Pyrimidon6b (1.32g, 4.00 mmol) und
8.00 Aq. tert-Butyl-(3-aminopropyl)carbamat (5.58 mL, 5.58 g, 32.0 mmol).
Saulenchromatographische Reingung erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat
im Verhaltnis 7:3.

Ausbeute: 76 %, 1.44 g (3.05 mmol), farbloser Feststoff.

Schmelzpunkt: 140 °C.

HPLC: 13.818 min, 99.9 %.

'"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 9.07 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.96 — 7.86 (m, 2H),
7.62 —-7.43 (m, 3H), 4.93 (t, J= 6.3 Hz, 1H), 4.63 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.44 (q, J = 6.5 Hz, 2H),
3.33-3.09 (m, 3H), 2.16 — 1.96 (m, 1H), 1.75 (p, J = 6.5 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H), 0.91 (d,
J=6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 170.6, 165.8, 161.1, 158.4, 156.5, 144.1, 133.9, 133.5, 132.6,

129.0, 128.7,127.7,127.4,79.5,77.4,77.2,76.9, 51.1, 37.6, 37.0, 36.0, 30.3, 30.1, 29.0, 28.5,
28.5, 23.4, 20.0.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-isobutyl-6-oxo-N-(4-phenylbutyl)-1,6-dihydropyrimidin-
2-carboxamid (8d)

446.55 g/mol
C26H30N403

Hergestellt nach der AVV6 aus 1.00 Ag. Pyrimidon 6b (988 mg, 3.00 mmol) und
8.00 Aq. 4-Phenylbutylamin  (3.87 mL, 3.66g, 24.0 mmol). Séaulenchromatographische
Reinigung erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 8:2.
Ausbeute: 98 %, 1.31 g (2.94 mmol), farbloser Feststoff.

Schmelzpunkt: 94 °C.

HPLC: 16.289 min, 98.2 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 9.06 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 7.96 — 7.86 (m, 2H), 7.79 (t, J = 6.0 Hz,
1H), 7.62 — 7.51 (m, 1H), 7.55 — 7.42 (m, 2H), 7.33 — 7.18 (m, 2H), 7.23 — 7.11 (m, 3H), 4.65
(d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.40 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.18 — 1.97 (m, 1H),
1.79 — 1.56 (m, 2H), 0.90 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 160.6, 158.4, 144.0, 142.0, 133.7, 133.4, 132.6, 129.0,
128.4, 127.6, 127.4, 125.9, 51.0, 39.8, 35.5, 28.9, 28.7, 19.9.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-N-methyl-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid (8e)

429.48 g/mol
C21H27N50s5

Hergestellt nach der AVV6 aus 1.00 Aq. Pyrimidon 6e (2.15g, 5.00 mmol) und
8.00 Ag. Methylamin (40% in Wasser V/V, 3.46 mL, 3.11 g, 40.0 mmol).

Ausbeute: 93 %, 1.99 g (4.63 mmol), farbloser Feststoff.

Schmelzpunkt: 138 °C.

HPLC: 11.545 min, 99.8 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 6§ 9.09 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 7.97 — 7.87 (m, 2H), 7.83 (s, 1H),
7.65-7.53 (m, 1H), 7.56 — 7.45 (m, 2H), 5.16 (s, 1H), 4.67 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.19 (d,

J=5.7 Hz, 2H), 2.98 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.12 — 1.97 (m, 2H), 1.45 (s, 9H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.9, 160.7, 158.5, 156.2, 143.3, 133.9, 133.4, 132.8, 129.1,
127.8, 127.4, 43.9, 29.7, 28.6, 26.7.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-isobutyl-N-methyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamid (9a)['42]

NH»
O

Y
A

o} IIIH

224.26 g/mol
C10H16N4O2

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aq. Pyrimidonamid 8a (4.60g, 14.0 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (1.68 g, 42.0 mmol). Sdulenchromatographische Reingung erfolgte
mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1.

Ausbeute: 55 %, 1.73 g (7.72 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 5.488 min, 99.9 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls): § 7.55 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 4.62 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.35 (s, 2H),
2.91(d, J = 5.2 Hz, 3H), 2.06 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 6H).
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-isobutyl-N-isopentyl-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxamid (9b)

280.37 g/mol
C14H24N40O2

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aqg. Pyrimidonamid 8b (1.27 g, 3.30 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (396 mg, 9.90 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4.

Ausbeute: 77 %, 708 mg (2.53 mmol), gelbes Ol.

HPLC: 11.864 min, 97.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 7.45 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 4.56 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.07 (s, 2H),
3.39-3.23 (m, 2H), 1.98 (dq, J=13.8, 6.9 Hz, 1H), 1.59 (dp, J=13.3,6.7 Hz, 1H), 1.47 — 1.36

(m, 2H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.82 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (75 MHz, CDCIs): § 161.1, 158.3, 139.9, 135.5, 123.9, 53.6, 50.3, 38.3, 38.2, 28.9,
26.0, 22.5, 19.9.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-isobutyl-N-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl-6-0x0-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxamid (9c)

I\IIH
Boc

367.45 g/mol
C17H29N504

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Ag. Pyrimidonamid 8¢ (1.42 g, 3.00 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (360 mg, 9.00 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 3:7.

Ausbeute: 92 %, 1.01 g (2.75 mmol), gelbliches Ol.

HPLC: 11.434 min, 95.5 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § 7.82 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 5.01 (s, 1H), 4.56 (d,
J=7.4Hz, 2H), 4.26 (s, 3H), 3.37 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 3.15 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 2.01 (d,

J = 6.8 Hz, 1H), 1.70 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 1.40 (s, 9H), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 6H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6§ 161.7, 158.2, 156.4, 139.6, 135.6, 123.9, 79.3, 53.5, 50.3, 37.6,
36.8, 30.1, 28.9, 28.5, 27.8, 24.4, 19.9.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-isobutyl-N-(4-phenylbutyl)-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxamid (9d)

342.44 g/mol
C19H26N40O2

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Ag. Pyrimidonamid 8d (893 mg, 2.00 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (240 mg, 6.00 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 7:3.

Ausbeute: 84 %, 572 mg (1.67 mmol), gelbes Ol.

HPLC: 13.183 min, 95.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 7.54 (s, 1H), 7.34 — 7.13 (m, 6H), 4.63 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.32
(s, 2H), 3.37 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.15 - 1.96 (m, 1H), 1.78 — 1.54 (m,

3H), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 161.2, 158.4, 142.1, 139.8, 135.5, 128.5, 128.5, 126.0, 123.9,
50.4, 39.7, 35.6, 31.1, 29.1, 28.9, 28.8, 20.0.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)-N-methyl-6-o0x0-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxamid (9e)

NH,

O

N

H
N N.
\I ~ Y Boc

(0] IIIH

325.37 g/mol
C14H23N504

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aq. Pyrimidonamid 8e (1.72g, 4.00 mmol) und
3.00 Aq. Natriumhydroxid (480 mg, 12.0 mmol). Sé&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Dichlormethan und Dichlormethan im Verhaltnis 90:10. Das gelbliche
Ol wurde in wenig Dichlormethan (2 mL) geldst und kaltes Cyclohexan (100 mL) getropft. Die

entstandene Suspension wurde im Ultraschallbad behandelt und der Feststoff abfiltriert.
Ausbeute: 66 %, 855 mg (2.63 mmol), hellgelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 144 °C.

HPLC: 7.474 min, 96.9 %.

'"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 7.69 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 5.36 (s, 1H), 4.64 (t,
J=7.0Hz, 2H), 4.10 (s, 3H), 3.16 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 2.93 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.01 (pent, 2H),

1.45 (s, 9H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6§ 161.4, 158.3, 156.2, 138.9, 135.7, 124.0, 79.1, 42.9, 37.8, 29.7,
28.6, 26.5.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-(1-sec-butyl)-N-(1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid
(10a)142]

S
0 é— ‘i\:N HN—
N HN —

HN~<\:H %
< >—< N O

o)
521.58 g/mol
C2sH31N70s5

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.40 Aq. Lithiumcarboxylat 7b (1.35g, 4.20 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9a (673 mg, 3.00 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 60 %, 936 mg (1.79 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 14.859 min, 96.9 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.12 (s, 1H), 9.10 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.94 (s, 1H),
7.96 —7.92 (m, 2H), 7.67 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 1H), 7.54 — 7.47 (m, 2H), 5.24
(hept, J = 6.8 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.98 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.28 (hept, 1H),

2.16 — 2.06 (m, 1H), 2.04 — 1.94 (m, 1H), 1.71 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.93 (dd, J = 6.8, 2.0 Hz,
6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-benzamido-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (10b)

IBoc
HN

-
0 é AK\:N HN—
N HN —

HN—{EH %
< >—< N O

o}
622.68 g/mol
CsoH3sNsO7

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.40 Aq. Lithiumcarboxylat 7d (142 mg, 0.34 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9a (53.8 mg, 0.24 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 4:6. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 67 %, 100 mg (0.16 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 153 °C.

HPLC: 15.153 min, 97.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5): § 10.56 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 7.97 — 7.86
(m, 2H), 7.71 (s, 1H), 7.65 — 7.53 (m, 1H), 7.51 (dd, J = 8.2, 6.4 Hz, 2H), 5.15 (s, 1H), 4.72 (t,
J=7.1Hz 2H), 4.65 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.97 (d, J = 5.0 Hz, 3H),
2.13-1.99 (m, 3H), 1.45 (s, 9H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.4, 158.1, 158.0, 156.2, 144.9, 141.4, 134.3,
133.6, 133.3, 132.8, 129.1, 128.5, 127.5, 127.4, 127.0, 51.2, 43.9, 37.9, 31.0, 29.9, 28.9, 28.6,

26.7,19.9.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3oH39sNsO7+H"] m/z: 623.2936; gef.: 623.2942.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-hexyl-N-(1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-0x0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid (10c)

0}

N HN—
W
N o

549.63 g/mol
C2sH35N70s5

(0]
N HN
aseta
N 6]
o}

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7e (157 mg, 0.45 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9a (67.3 mg, 0.30 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 79 %, 131 mg (0.24 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 140 °C.

HPLC: 16.431 min, 96.4 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 10.53 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 7.99 — 7.87
(m, 2H), 7.68 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.47 (m, 3H), 4.68 (q, J = 4.3 Hz, 4H), 2.98 (d,
J=5.1Hz, 3H), 2.18 — 2.01 (m, 1H), 1.79 (h, J = 8.1 Hz, 3H), 1.44 (m, 2H), 1.44 —1.27 (m,
8H), 0.96 — 0.85 (m, 9H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl;): § 165.8, 161.1, 158.3, 158.2, 158.1, 144.8, 141.7, 134.7, 134.2,
133.6, 133.4, 132.8, 129.1, 128.5, 127.5, 127.1, 53.9, 51.1, 46.6, 46.1, 31.4, 29.5, 28.9, 26.8,

26.6, 22.7, 19.9, 14.1.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CosHasN7Os+H*] m/z: 550.2772; gef.: 550.2779.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-(5-benzamido-1-isobutyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)-2-(methylcarbamoyl)-6-1,6-
dihydroprimidin)propyl)carbamat (10d)

Boc

HN

0
HN—

0 4§ N
Tty

622.68 g/mol
Cs0H3sNsO7

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.40 Agq. Lithiumcarboxylat 7a (675 mg, 2.10 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9e (488 mg, 1.50 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 4:6. Das Produkt wurde
aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 47 %, 442 mg (0.71 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 155 °C.

HPLC: 15.807 min, 96.7 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 10.51 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 7.98 — 7.89
(m, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.65 - 7.53 (m, 1H), 7.56 — 7.45 (m, 2H), 5.16 (s, 1H), 4.72 (d, J = 7.4 Hz,
2H), 4.70 — 4.62 (m, 2H), 3.20 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.98 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.20 — 1.97 (m,

3H), 1.45 (s, 9H), 0.95 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 160.7, 158.5, 158.4, 158.0, 156.2, 141.8, 134.4, 133.4,
132.8, 129.1, 128.5, 127.5, 127.2, 79.3, 51.1, 43.9, 37.9, 29.6, 29.3, 28.6, 26.7, 20.0, 14.2.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C30H3sNsO7+H*] m/z: 623.2936; gef.: 623.2936.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-benzamido-2-((1-isobutyl-2-(isopentylcarbamoyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (10e)

IBoc
HN

b
0 ‘z\:N HN
N HN />—<

HN4<\:/>—§ %
< >—< N ©

o]
678.79 g/mol
C34H4sNgO7

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.40 Aq. Lithiumcarboxylat 7d (804 mg, 1.90 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9b (381 mg, 1.36 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 74 %, 681 mg (1.00 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 127 °C.

HPLC: 18.385 min, 97.7 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.56 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 7.96 — 7.91
(m, 2H), 7.64 — 7.57 (m, 2H), 7.55 — 7.49 (m, 2H), 5.13 (s, 1H), 4.73 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.67
(d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.45 — 3.38 (m, 2H), 3.24 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 2.14 — 2.07 (m, 1H),
2.09 - 2.02 (m, 2H), 1.68 (dp, J=13.4, 6.7 Hz, 1H), 1.52 (dt, J = 8.5, 7.0 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H),
0.96 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 160.4, 158.4, 158.2, 158.0, 156.2, 145.1, 141.4, 134 .4,
133.7, 133.3, 132.9, 129.1, 128.5, 127.5, 126.9, 77.4,77.2, 76.9, 51.1, 43.9, 38.4, 38.1, 29.9,

28.9, 28.6, 26.0, 22.5, 20.0.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sH4eNsO7+H*] m/z: 679.3562; gef.: 679.3569.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-(5-benzamido-1-isobutyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)-1-isobutyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-

carboxamido)propyl)carbamat (10f)

4§ HN—Boc
(0]
N HN—/_/
\ /> §
N (0]

664.76 g/mol
C33H44NgO7

Q
N HN
C H:N N
N O

O

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7a (241 mg, 0.75 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9¢ (184 mg, 0.50 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 37 %, 122 mg (0.18 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 162 °C.

HPLC: 17.232 min, 97.3 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5): § 10.51 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.00 (s,
1H), 7.97 — 7.91 (m, 2H), 7.65 — 7.45 (m, 3H), 4.85 (s, 1H), 4.73 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.64 (d,
J=7.4 Hz, 2H), 3.46 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 3.22 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 2.10 (hept, J = 6.9 Hz, 2H),
1.76 (hept, J = 6.4 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H), 0.99 — 0.89 (m, 12H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.5, 158.4, 158.0, 156.6, 145.1, 141.9, 134.4,
133.4, 132.8, 129.1, 128.4, 127.5, 127.1, 79.6, 51.1, 51.1, 37.6, 37.0, 30.2, 29.3, 28.9, 28.5,

20.0.

HR-MS (ESI+): ber. fur [Ca3sH4aNsO7+H*] m/z: 665.3406; gef.:665.3409.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-(5-benzamido-1-(3-((tert-butoxycarbonyl)propyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamido)-1-isobutyl-6-o0x0-1,6-
dihydropyrimidin-2-carboxamido)propyl)carbamat (10g)

IBoc

HN
4§ HN—Boc
o)
o AK\:N HN—/_/
N HN —
HN4<\: 27— %
< >—< N O
o)
765.87 g/mol
Cs7H51N9oO9

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7d (317 mg, 0.75 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9¢ (184 mg, 0.50 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 2:8. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 64 %, 245 mg (0.32 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 166 °C.

HPLC: 16.337 min, 96.9 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § 10.55 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 8.02 (s,
1H), 7.94 — 7.88 (m, 2H), 7.61 — 7.55 (m, 1H), 7.54 — 7.48 (m, 2H), 5.16 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
490 (d, J=6.5Hz, 1H),4.72 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 4.62 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.44 (q, J = 6.1 Hz,
2H), 3.22 (hept, J = 6.2 Hz, 4H), 2.12 — 2.01 (m, 3H), 1.75 (pent, J = 6.5 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H),
1.44 (s, 9H), 0.91 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.6, 160.9, 158.2, 157.9, 157.8, 156.5, 156.1, 145.2, 141.3,
134.6, 134.5, 133.5, 133.1, 132.7, 128.9, 128.3, 127.3, 126.7, 53.9, 53.9, 53.5, 51.0, 44.2,

43.8,37.8,37.4, 36.8, 31.7, 30.0, 29.7, 29.3, 28.7, 28.4, 28.4, 19.9, 14.1.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C37H51NoOo+H"] m/z: 766.3883; gef.: 766.3881.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-benzamido2-((1-isobutyl-6-o0x0-2-((4-
phenylbutyl)carbamoyl)-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin)propyl)carbamat (10h)

IBoc

HN
= O
o} AK\:N HN
N HN —
HN—<\:H %
< >—< N ©
o)
740.86 g/mol
C39H48NgO7

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7d (234 mg, 0.56 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9d (127 mg, 0.37 mmol). Saulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 44 %, 120 mg (0.16 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 149 °C.

HPLC: 18.282 min, 96.9 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.56 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 8.94 (s, 1H),
7.96 —7.90 (m, 2H), 7.66 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.63 — 7.56 (m, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 2H),
7.31-7.23 (m, 2H), 7.22 — 7.15 (m, 3H), 5.13 (s, 1H), 4.74 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.67 (d,
J=7.4Hz, 2H), 3.45-3.40 (m, 2H), 3.28 — 3.21 (m, 2H), 2.70 — 2.63 (m, 2H), 2.13 — 2.02 (m,
3H), 1.75 - 1.64 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 0.91 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;3): § 165.81, 160.46, 158.44, 158.16, 158.06, 156.20, 144.99,
142.02, 141.42, 134.40, 133.68, 133.35, 132.86, 129.13, 128.53, 128.51, 127.52, 126.98,
126.06, 123.91, 51.10, 50.36, 43.88, 39.93, 39.71, 37.91, 35.58, 29.91, 28.98, 28.95, 28.81,

28.59, 22.09, 19.96.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3gH4sNsO7+H"] m/z: 741.3719; gef.: 741.3722.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(1-isobutyl-6-oxo0-2-((4-phenylbutyl)carbamoyl)-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo-1-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-

625.73 g/mol
C34H39N70s5

carboxamid (10i)

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7f (323 mg, 1.05 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Monomer 9d (240 mg, 0.70 mmol). S&ulenchromatographische Reinigung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 7:3. Das Produkt wurde

aus Cyclohexan/Ethylacetat kristallisiert.

Ausbeute: 28 %, 122 mg (0.20 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 132 °C.

HPLC: 18.823 min, 96.7 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.53 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.96 — 7.90
(m, 2H), 7.67 (t, J=6.1 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 1H), 7.54 — 7.48 (m, 2H), 7.31 — 7.26 (m, 2H),
7.22-7.16 (m, 3H), 4.69 —4.63 (m, 4H), 3.41 (q, J= 6.7 Hz, 2H), 2.67 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 2.09
(hept, J=6.9 Hz, 1H), 1.89 — 1.80 (m, 2H), 1.76 — 1.62 (m, 4H), 1.04 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.91
(d, J=6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;): § 165.75, 160.48, 158.25, 158.19, 158.04, 144.90, 142.00,
141.68, 134.21, 133.53, 133.40, 132.77, 129.07, 128.51, 128.46, 127.48, 127.06, 126.03,

51.07, 47.39, 39.90, 35.56, 28.97, 28.91, 28.79, 22.91, 19.94, 11.33.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sH39sN7Os+H*] m/z: 626.3085; gef.: 626.3083.
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EXPERIMENTELLER TEIL

1-(3-Aminopropyl)-5-benzamido-N-(1-isobutyl-2-(isopentylcarbamoyl)-
6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamidhydrochlorid (10j)

HCI
H,N

o s
o AK\:N HN
N HN —
HN‘<\:/>—< %
< >—< N O
o)
615.13 g/mol
C29H39CINgOs

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Ag. Bipyrimidonamid 10e (67.9 mg, 0.10 mmol) in
1,4-Dioxan (1.0 mL) gel6st. 20.0 Aq. HCI (4 M in 1,4-Dioxan, 2.00 mmol, 0.5 mL) wurden
hinzugegeben und die Reaktion bei Raumtemperatur fir 2 h gertuhrt. Nach vollstandigem
Eduktumsatz (DC, Cyclohexan:Ethylacetat 3:7) wurde die Reaktionslésung mit Diethylether
(10 mL) versetzt und bei Raumtemperatur fur 10 min geruhrt. Der entstandene Feststoff wurde

abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.

Ausbeute: 84 %, 51.7 mg (0.08 mmol), beiger Feststoff.

Schmelzpunkt: 228 °C.

HPLC: 12.473 min, 96.3 %.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d;): § 10.52 (s, 1H), 9.61 (s, 1H), 9.09 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.81 (d,
J =6.9 Hz, 2H), 8.01 (s, 3H), 7.99 — 7.94 (m, 2H), 7.67 — 7.61 (m, 1H), 7.59 — 7.53 (m, 2H),
4.34 (t, J=7.1Hz, 2H), 4.11 (d, J= 7.5 Hz, 2H), 3.29 — 3.23 (m, 2H), 2.89 (dp, J=11.7, 5.9 Hz,
2H), 2.11 (pent, J = 7.3 Hz, 2H), 2.04 (qd, J = 12.9, 5.9 Hz, 1H), 1.62 (hept, J = 6.7 Hz, 1H),
1.40 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.84 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 165.6, 161.1, 159.0, 157.6, 156.9, 148.9, 145.4, 133.2,
132.5, 128.8, 127.7, 127.3, 125.7, 66.4, 50.9, 43.3, 37.5, 37.2, 36.7, 27.8, 26.8, 25.2, 22.3,

19.8.

HR-MS (ESI+): ber. flr [C2oH39NsOs+H*] m/z: 579.3038; gef.: 579.3038. (Aminbase + H")
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-(3-fluoro-4-(pyrrolidin-1-yl)benzamido)-2-((1-isobutyl-
2-(isopentylcarbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin)propyl)carbamat (10k)

IBoc
HN

o
o) ‘z\:N HN
F N HN />—<
C >: HN4<\:/>—§ %
N N O
o)
765.89 g/mol
C3sHs52FNgO7

In einem Einhalskolben wurden 1.00 Ag. Enamin-Dimer11b (28.7 mg, 50.0 umol),
1.00 Aq. Benzoesdure 15 (15.7 mg, 75.0 ymol) und 4.50 Aq. N-Methylimidazol (17.9 L,
18.5 mg, 225 umol) in Chloroform (3.0 mL) unter Stickstoffatmosphare vorgelegt. Unter
Ruhren wurden 1.00 Aq. TCFH (21.5 mg, 75.0 ymol) zugegeben und die Reaktion bei 70 °C
fir 16 h gertihrt. Nach erneuter Zugabe von 0.50 Aq. Carbonsaure und 0.50 Aq. TCFH wurde
die Reaktion bei 70 °C fir weitere 3 h gerGhrt. Nach vollstindigem Eduktumsatz (DC:
Cyclohexan:Ethylacetat 4:6) wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit
ges. Natriumhydrogencarbonat-L6sung, entmineralisiertem Wasser und ges.
Natriumchlorid-Lsg. gewaschen und mit Na,SO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde an
Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch (Eluenten: Cyclohexan:Ethylacetat 4:6)

gereinigt.

Ausbeute: 50 %, 19.0 mg (0.02 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 192 °C (Zersetzung).

HPLC: 19.919 min, 99.9 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCl5): § 10.56 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 8.83 (s, 1H), 7.63 — 7.53
(m, 3H), 6.61 (t, J= 8.6 Hz, 1H), 5.16 (s, 1H), 4.73 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
3.53 (h, J = 3.0 Hz, 4H), 3.45 — 3.38 (m, 2H), 3.24 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.14 — 2.03 (m, 3H),

2.02 - 1.95 (m, 4H), 1.73 — 1.64 (m, 1H), 1.52 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.34 — 1.26 (m,
1H), 1.26 (s, 4H), 1.25 (s, 1H), 0.96 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H).
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EXPERIMENTELLER TEIL

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 164.6, 160.4, 158.3, 158.1, 151.5, 145.0, 140.9, 134.4, 133.0,
128.9, 127.0, 124.6, 115.9 (d, Jcr = 23.4 Hz), 114.2, 51.1, 49.9, 49.8, 43.8, 38.4, 38.1, 32.0,
29.9, 29.2, 28.9, 28.6, 26.0, 25.6, 22.8, 22.6, 20.0, 14.3.

19F-NMR (565 MHz, CDCl5): & -128.5.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sHs2FNgO7+H*] m/z: 766.4046; gef.: 766.4043.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Amino-1-(sec-butyl)-N-(1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid (11a)

[142]
-
0 §~ 4{\:’\‘ HN—
N HN —
H2N—<\:H %
N O

417.47 g/mol
C19H27N704

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aq. Bipyrimidonamid 10a (1.34 g, 2.57 mmol) und
3.00 Aq. Natriumhydroxid (308 mg, 7.71 mmol). Sé&ulenchromatographische Reingung

erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1.

Ausbeute: 49 %, 615 mg (1.25 mmol), gelber Feststoff.

HPLC: 11.428 min, 95.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 10.16 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 7.70 (q, J = 5.5 Hz, 1H), 7.31 (s,
1H), 5.27 (hept, J = 6.7 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 4.29 (s, 2H), 2.96 (d, J = 5.1 Hz, 3H),

2.27 (dt, J=13.6, 7.6 Hz, 1H), 2.18 — 1.85 (m, 2H), 1.67 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.90 (d, J= 6.7 Hz,
B6H), 0.82 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-amino-2-((1-isobutyl-2-(isopentylcarbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (11b)

IBoc
HN

N HN
H2N4<\:N/>_§O \ N/Ho

574.68 g/mol
C27H42NgOs

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aq. Bipyrimidonamid 10e (815 mg, 1.20 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (144 mg, 3.60 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 3:7.

Ausbeute: 38 %, 261 mg (0.45 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 201 °C.

HPLC: 15.624 min, 99.9 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5): § 10.50 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 5.29 (s,
1H), 4.76 — 4.62 (m, 6H), 3.46 — 3.35 (m, 2H), 3.19 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 2.17 — 1.94 (m, 2H),
1.75 — 1.58 (m, 1H), 1.57 — 1.44 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 0.95 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 0.90 (d,

J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § 160.47, 158.69, 158.14, 158.10, 156.23, 144.50, 136.51, 133.79,
127.24, 123.65, 51.02, 42.91, 38.36, 38.10, 37.79, 29.84, 28.87, 28.57, 26.00, 22.51, 19.93.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C27H42NsOe+H*] m/z: 575.3300; gef.: 575.3304.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-amino-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (11c)

Boc

HN
0O ;
N HN—

0 42:
N HN
H2N4<\:/>—§ \ N/HO
N ©

518.58 g/mol
C23H34NgOs

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Aqg. Bipyrimidonamid 10b (374 mg, 0.60 mmol) und
3.00 Ag. Natriumhydroxid (72.0 mg, 1.80 mmol). Sé&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 3:7.

Ausbeute: 38 %, 119 mg (0.23 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 185 °C.

HPLC: 12.149 min, 95.4 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCl5): § 10.46 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 5.21 (s,
1H), 4.64 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.60 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.13 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.91 (d,

J=5.1Hz, 3H), 2.08 — 1.92 (m, jH), 1.39 (s, 9H), 0.85 — 0.72 (m, 9H).

3C-NMR (151 MHz, CDCl;): § 161.16, 158.72, 158.15, 156.29, 144.32, 136.84, 136.37,
133.70, 127.36, 123.79, 51.12, 42.97, 37.83, 29.88, 28.92, 28.61, 26.75, 19.95.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C23H34NsOe+H*] m/z: 519.2674; gef.: 519.2676.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-benzamido-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (12a)

HNIBoc

(0]
N HN—

815.89 g/mol
CagH49N 1109

(0]
N HN
O
N o
O

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.30 Aq. Lithiumcarboxylat 7d (275 mg, 0.65 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (209 mg, 0.50 mmol). Saulenchromatographische Reingung

erfolgte mit den Eluenten n-Hexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4.

Ausbeute: 63 %, 255 g (0.31 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 211 °C.

HPLC: 18.356 min, 96.8 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.61 (s, 1H), 10.05 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 8.95 (s,
1H), 8.92 (s, 1H), 7.94 - 7.89 (m, 2H), 7.70 (q, J = 5.1 Hz, 1H), 7.61 - 7.54 (m, 1H), 7.53 — 7.47
(m, 2H), 5.17 (dt, J= 8.0, 6.6 Hz, 1H), 5.14 (s, 1H), 4.74 (t, J=7.2 Hz, 2H), 4.66 (d, J = 7.5 Hz,
2H), 3.27 - 3.21 (m, 2H), 2.97 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.29 (hept, 1H), 2.14 — 1.93 (m, 4H), 1.70
(d, J=6.7 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 0.91 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.85 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.9, 158.4, 158.0, 158.0, 157.9, 156.2, 145.1,
145.0, 141.3, 134.4, 133.7, 133.6, 133.3, 132.8, 129.1, 128.5, 128.0, 127.5, 127.0, 79.4, 60.3,

51.1,43.9, 37.9, 32.0, 29.9, 29.8, 28.9, 28.6, 28.5, 26.7, 26.0, 19.9, 18.0, 14.2, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasHaoN11Og+H*] m/z: 816.3787; gef.: 816.3796.

177



EXPERIMENTELLER TEIL

1-(3-Aminopropyl)-5-benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-carboxamid-
hydrochlorid (12b)

HCI
H,oN
0
o) N HN—
o) 4{\:'\‘ HN—
N HN \ 7 N O
HN—{EH N ©
N ©
o
752.23 g/mol

C34H42CIN110O7

In einem Einhalskolben wurde 1.00 Aq. Tripyrimidonamid 12a (81.6 mg, 0.10 mmol) in
1,4-Dioxan (1.0 mL) geldst. 40.0 Aq. HCI (4 M in 1,4-Dioxan, 1.0 mL, 4.00 mmol) wurden
zugetropft und die Reaktion bei Raumtemperatur fur 2 h gerthrt. Nach vollstandigem
Eduktumsatz (DC: Ethylacetat + 1% V/V Triethylamin) wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Ruckstand wurde mit Diethylether (10.0 mL) versetzt und
bei Raumtemperatur fir 10 min gerthrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert, mit

Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.

Ausbeute: 99 %, 75 mg (0.10 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 260 °C.

HPLC: 11.898 min, 97.2 %.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.76 (s, 1H), 10.52 (s, 1H), 9.63 (s, 1H), 9.01 (q, J = 4.7 Hz,
1H), 8.84 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.02 (s, 3H), 7.99 — 7.96 (m, 2H), 7.68 — 7.62 (m,
1H), 7.60 — 7.53 (m, 2H), 4.36 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.14 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.90
(s, 2H), 2.78 (d, J = 4.7 Hz, 3H), 2.23 — 2.09 (m, 3H), 2.07 — 1.97 (m, 1H), 1.97 — 1.86 (m, 1H),
1.57 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.86 — 0.79 (m, 9H).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d¢): § 165.6, 161.5, 160.4, 158.9, 157.6, 156.8, 156.7, 148.8,
148.4, 145.3, 137.3, 136.6, 135.4, 133.2, 132.4, 128.8, 127.7, 127.3, 126.5, 125.8, 50.7, 43.2,
36.7,27.7,26.8, 25.9, 25.4, 19.7, 17.1, 11.0.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasHaiN11O7+H*] m/z: 716.3263; gef.: 716.3264.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-(3-brompropyl)-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2carboxamid
(12c)

Br

o)
0 N HN—
0o N HN \
N HN p N ©
e N an N O
N O
o)
779.65 g/mol

C34H39BrN1007

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.40 Aq. Lithiumcarboxylat 7g (108 mg, 0.28 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (83.5 mg, 0.20 mmol). S&aulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4. Das Produkt wurde

aus Methanol kristallisiert.

Ausbeute: 42 %, 66 mg (0.08 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 195 °C.

HPLC: 18.772 min, 95.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 10.60 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 9.01 (s, 1H), 8.97 (s,
1H), 8.94 (s, 1H), 7.99 — 7.89 (m, 2H), 7.67 (q, J = 5.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.47 (m, 3H), 5.20 (dt,
J=8.0,6.6 Hz, 1H), 4.87 —4.76 (m, 2H), 4.68 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.98
(d, J=5.1 Hz, 3H), 2.46 (pent, J = 6.7 Hz, 2H), 2.40 — 2.20 (m, 1H), 2.20 — 1.90 (m, 2H), 1.71
(d, J=6.7 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § 165.8, 161.1, 158.9, 158.3, 158.0, 157.9, 145.1, 144.9, 141.4,
134.4, 133.8, 133.5, 133.3, 129.1, 128.6, 128.1, 127.5, 127.1, 32.1, 30.1, 29.0, 26.8, 26.0,

20.0, 18.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasHsoBrN1O7+H*] m/z: 779.2259; gef.: 779.2257.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-(4-brombutyl)-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2carboxamid
(12d)

RN g
HrtH

793.68 g/mol
C35H41BrN 1007

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7h (120 mg, 0.30 mmol) und
1.00 Aq. Enamin-Dimer 11a (83.5mg, 0.20 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 6:4. Das Produkt wurde

aus Methanol kristallisiert.

Ausbeute: 89 %, 141 mg (0.18 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 225 °C.

HPLC: 19.130 min, 95.2 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;): § 10.63 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.01 (s, 1H), 8.98 (s,
1H), 8.94 (s, 1H), 7.99 — 7.86 (m, 2H), 7.68 (q, J = 5.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.48 (m, 3H), 5.20 (dt,
J=28.0,6.6 Hz, 1H),4.73 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 4.68 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.50 (d, J = 6.2 Hz, 2H),
298 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.41 — 2.20 (m, 1H), 2.05 (d, J = 223.3 Hz, 3H), 1.71 (d, J = 6.7 Hz,
3H), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.9, 158.2, 158.0, 157.9, 145.1, 144.9, 141.3,
134.4, 133.7, 133.5, 132.8, 129.1, 128.6, 128.1, 127.5, 127.1, 77.4, 32.8, 30.1, 29.0, 26.8,

26.0, 20.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sH41BrN10O7+H*] m/z: 793.2416; gef.: 793.2408.

180



EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-1-(5-brompentyl)-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-2carboxamid
(12e)

Br,

-
Q g— AK\:N HN—
0 N HN —
N HN—<\:/>—§ %
HN— 27— N O
< >—< N O
o)
807.71 g/mol
CasHa3BrN1007

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7i (62.1 mg, 0.15 mmol) und
1.00 Aq. Enamin-Dimer 11a (41.7 mg, 0.10 mmol). S&ulenchromatographische Reingung
erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 7:3. Das Produkt wurde

aus Methanol kristallisiert.

Ausbeute: 81 %, 65 mg (0.08 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 237 °C.

HPLC: 20.445 min, 95.8 %.

"H-NMR (300 MHz, CDClI;): § 10.61 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.01 (s, 1H), 8.98 (s,
1H), 8.93 (s, 1H), 7.98 — 7.87 (m, 2H), 7.68 (q, J = 5.3 Hz, 1H), 7.64 - 7.53 (m, 1H), 7.57 — 7.45
(m, 2H), 5.29 - 5.12 (m, 1H), 4.75 - 4.63 (m, 4H), 3.46 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.98 (d, J = 5.0 Hz,
3H), 2.30 (dt, J=13.7, 7.6 Hz, 1H), 2.20 — 1.79 (m, 6H), 1.71 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.62 (p, J =
7.7 Hz, 2H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.9, 158.2, 158.1, 158.0, 157.9, 145.1, 144.9,
141.4, 134.4, 133.7, 133.5, 133.4, 132.8, 129.1, 128.5, 128.1, 127.5, 127.1, 51.2, 33.5, 32.2,

28.9, 28.5, 26.8, 26.0, 25.5, 19.9, 18.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C3sH43BrN10O7+H*] m/z: 807.2572; gef.: 807.2563.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-
5-yl)-1-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)butyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamid (12f)

.

812.93 g/mol
Ca0H52N1207

@)
N HN
O™
N @)
0]

In einem Einhalskolben wurden 1.00 Aq. Tripyrimidonamid 12e (31.7 mg, 40.0 ymol) und
2.00 Aq. 1-Methylpiperazin (8.01 mg, 8.87 uL, 80.0 umol) wurden in Dimethylformamid
(1.0 mL) geldst und bei Raumtemperatur fur 16 h gerthrt. Nach vollstdndigem Eduktumsatz
(DC: Ethylacetat + 1% V/V Triethylamin) wurde das Lésungsmittel entfernt und das Rohprodukt
an Kieselgel adsorbiert. Saulenchromatographische Reingung erfolgte mit den Eluenten

Dichlormethan und Methanol im Verhaltnis 9:1.
Ausbeute: 58 %, 19 mg (0.02 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 205 °C (Zersetzung).

HPLC: 10.983 min, 97.3 %.

H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.60 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.00 (s, 1H), 8.96 (s,
1H), 8.93 (s, 1H), 7.96 — 7.91 (m, 2H), 7.68 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 1H), 7.51 (dd,
J =8.3,7.1 Hz, 2H), 5.20 (dt, J = 8.0, 6.7 Hz, 1H), 4.73 — 4.65 (m, 4H), 2.98 (d, J = 5.1 Hz,
3H), 2.82 — 2.52 (m, 8H), 2.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 2.35 — 2.25 (m, 1H), 2.15 - 2.05
(m, 1H), 2.05 — 1.95 (m, 1H), 1.85 (p, J = 7.8 Hz, 2H), 1.71 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.69 — 1.64 (m,
2H), 0.92 (dd, J = 6.7, 1.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.5 Hz, 3H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 161.0, 158.9, 158.2, 158.1, 158.0, 157.9, 145.0, 144.9,

141.4, 134.4, 133.6, 133.5, 133.4, 132.8, 129.1, 128.5, 128.1, 127.5, 127.1, 60.3, 57.7, 54.8,
52.6,51.2,45.9,45.7, 29.8, 28.9, 27.5, 26.8, 26.0, 24.1, 19.9, 18.0, 11.5.
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HR-MS (ESI+): ber. fiir [CaoHs2N1207+H*] m/z: 813.4141; gef.: 813.4149.
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EXPERIMENTELLER TEIL

1-(3-((1H-1,2,4-triazol-5-yl)propyl)-5-benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-
isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-o0xo0-1,6-dihydropyrimidin-5-
yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin-2carboxamid (12g)

%

0
o N
0o NHN\/
N HN— N O
HN— N ©O
N ©
0

799.87 g/mol
C36H41N1307S

In einem Einhalskolben wurden 1.20 Aq. 3-Mercapto-1,2,4-triazol (6.13 mg, 60.0 umol) und
1.10 Aq. wasserfreies Kaliumcarbonat (7.60 mg, 55.0 umol) in Dimethylformamid (0.5 mL)
vorgelegt. 1.00 Aq. Tripyrimidonamid 12d (39.0 mg, 50.0 umol) wurde hinzugegeben und die
Reaktion bei Raumtemperatur fir 16 h gerthrt. Nach vollstdndigem Eduktumsatz (DC:
Cyclohexan:Ethylacetat 3:7) wurde die Reaktionslésung mit Dichlormethan (10.0 mL)
verdunnt. Die organische Phase wurde mit entmineralisiertem Wasser gewaschen und mit
Natriumsulfat getrocknet. Die Lésungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde nach Ldsen in kaltem Dichlormethan (1.0 mL) und Versetzen mit kaltem
Methanol (20.0 mL) gefallt. Das Produkt wurde abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und

unter vermindertem Druck getrocknet.

Ausbeute: 64 %, 25.6 mg (0.03 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 240 °C.

HPLC: 15.001 min, 96.5 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.52 (s, 1H), 10.08 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.93 (s,
1H), 8.91 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.95 - 7.90 (m, 2H), 7.69 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m,
1H), 7.54 — 7.48 (m, 2H), 5.19 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 4.67 (d,
J=7.5Hz, 2H), 3.22 (t, J=6.9 Hz, 2H), 2.98 (d, J= 5.1 Hz, 3H), 2.28 (it, J = 14.0, 7.2 Hz, 3H),

2.10 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 2.00 (dp, J = 14.5, 7.3 Hz, 1H), 1.70 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.92 (d,
J =6.7 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

184



EXPERIMENTELLER TEIL

13C-NMR (600 MHz, CDCls): § 165.9, 161.0, 158.9, 158.3, 158.1, 158.1, 158.0, 145.2, 145.0,
141.5, 134.6, 133.9, 133.8, 133.3, 132.9, 129.1, 128.5, 128.0, 127.5, 127.0, 60.4, 51.2, 44.9,
30.4, 29.8, 29.1, 28.9, 26.8, 26.0, 20.0, 18.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fir [C3sH41N1307S+H"] m/z: 800.3045; gef.: 800.3045.
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(5-Benzamido-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-
5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidin)propyl-
carbamimidothioat-hydrobromid (12h)

HBr
H,N

>=NH

S

%g %&H:O&HHN_

855.77 g/mol
C3s5H43BrN1207S

O

In einem Einhalskolben wurden 1.00 Aq. Tripyrimidonamid 12d (39.0 mg, 50.0 ymol) und
2.00 Aq. Thioharnstoff (7.61 mg, 100 ymol) in 1,4-Dioxan (0.3 mL) gelést und bei 100 °C fiir
16 h geruhrt. Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC: Ethylacetat) wurde die Reaktionslésung
mit 1,4-Dioxan verdiinnt. Die Suspension wurde zweimal zentrifugiert, der Uberstand jeweils

dekantiert und der Feststoff unter vermindertem Druck getrocknet.

Ausbeute: 76 %, 32.5 mg (0.04 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 241 °C (Zersetzung).

HPLC: 12.850 min, 97.3 %.

H-NMR (600 MHz, DMSO-d): § 10.74 (s, 1H), 10.50 (s, 1H), 9.58 (s, 1H), 9.07 (s, 4H), 8.99
(q, J = 4.8 Hz, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.01 — 7.96 (m, 2H), 7.68 — 7.61
(m, 1H), 7.60 — 7.52 (m, 2H), 4.41 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 4.37 — 4.30 (m, 1H), 4.15 (d, J = 7.5 Hz,
2H), 3.29 (t, J=7.1 Hz, 2H), 2.78 (d, J = 4.6 Hz, 3H), 2.21 —2.12 (m, 3H), 2.07 — 1.97 (m, 1H),
1.97 —1.87 (m, 1H), 1.56 (t, J = 5.8 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 7.0 Hz, 6H), 0.83 — 0.80 (m, 3H).
3C-NMR (600 MHz, DMSO-d;): § 169.6, 165.5, 161.6, 160.4, 158.9, 157.5, 156.8, 156.7,
148.8,148.3, 137.2, 136.3, 135.2, 133.2, 132.5, 128.8,128.7,127.7, 127.3, 126.5, 125.8, 50.7,

27.8,27.7,25.9,25.4,19.8,19.7,17.1, 11.1.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasH4sN1207S+H*] m/z: 775.3093; gef.: 775.3086.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Benzamido-N-(1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-
oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-
5-yl)-1-hexyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin2-carboxamid (12i)

Q g— ‘z\:N HN—
0 N HN —
N HN4<\: 27— %
HN— ) N O
< >—< N ©
o)
742.84 g/mol
Ca7H4sN1007

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7e (78.6 mg, 0.23 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (62.6 mg, 0.15 mmol). S&aulenchromatographische Reingung

erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 7:3.

Ausbeute: 57 %, 62.9 mg (0.08 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 263 °C.

HPLC: 21.047 min, 95.8 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): § 10.59 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.99 (s,
1H), 8.94 (s, 1H), 7.98 - 7.87 (m, 2H), 7.68 (q, J = 5.3 Hz, 1H), 7.64 — 7.53 (m, 1H), 7.56 — 7.45
(m, 2H), 5.29 — 5.11 (m, 1H), 4.74 — 4.63 (m, 4H), 2.98 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.30 (hept,
J=7.6 Hz, 1H), 2.20 — 1.90 (m, 2H), 1.85-1.74 (m, 2H), 1.39 (dtd, J=17.6, 7.8, 4.4 Hz, 6H),
0.92 (d, J=6.9 Hz, 9H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 161.1, 159.0, 158.2, 158.1, 158.0, 157.9, 145.0, 144.9,
141.6, 134.4, 133.6, 133.5, 133.4, 132.8, 129.1, 128.5, 128.2, 127.5, 127.1, 70.2, 60.3, 51.1,

46.1, 31.4, 29.5, 28.9, 26.7, 26.6, 26.0, 22.7, 22.1, 19.9, 18.0, 14.1, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fr [C37H4sN10O7+H"] m/z: 743.3624; gef.: 743.3617.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-(1-naphthamido)-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (12j)

Boc
HN

0
é Q &%N HN—
0 N HN —
AQ\:N HN4<\:H %
NG )X N ©
alatsl
o

865.95 g/mol
Ca3Hs1N110g

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Ag. Lithiumcarboxylat 7j (142 mg, 0.30 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (83.5 mg, 0.20 mmol). S&aulenchromatographische Reingung

erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:1.
Ausbeute: 25 %, 42.6 mg (0.05 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 214 °C (Zersetzung).

HPLC: 19.410 min, 98.3 %.

H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.64 (s, 1H), 10.06 (s, 1H), 9.30 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.93 (s,
1H), 8.84 (s, 1H), 8.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.92 — 7.88 (m, 1H),
7.83—7.78 (m, 1H), 7.71 — 7.66 (m, 1H), 7.63 — 7.49 (m, 3H), 5.21 — 5.13 (m, 1H), 5.12 (s,
1H), 4.74 — 4.69 (m, 2H), 4.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.25 — 3.19 (m, 2H), 2.98 (d, J = 5.1 Hz,
3H), 2.36 — 2.26 (m, 1H), 2.13 — 1.96 (m, 4H), 1.72 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.44 (s, 9H), 0.91 (d,
J=6.7, 6H), 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 167.9, 161.1, 159.0, 158.2, 158.1, 158.0, 157.9, 156.2, 145.3,
145.0, 141.6, 134.5, 133.9, 133.9, 133.8, 132.6, 132.2, 130.2, 128.7, 128.7, 128.0, 127.9,
127.0, 126.9, 126.1, 125.2, 124.8, 79.4, 60.4, 51.1, 43.8, 37.9, 29.9, 29.8, 28.9, 28.6, 26.7,
26.0, 19.9, 18.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fur [Ca3Hs51N11O9+H*] m/z: 866.3944; gef.: 866.3948.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-([1,1 -biphenyl]-4-carboxamido)-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-
isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-o0xo0-1,6-dihydropyrimidin-5-
yl)carbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (12k)

§HN @gm_
o .Hq Tt

891.99 g/mol
CasHs3N110g

In einem Einhalskolben wurde 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7k (150 mg, 0.30 mmol) in
Dimethylformamid (2.0 mL) gelést. 1.70 Aq. COMU® (146 mg, 0.34 mmol) wurde zugegeben
und der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fiir 5 min geriihrt. 1.00 Aq. Enamin-Dimer 11a
(83.5 mg, 0.20 mmol) wurde zugegeben und der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fir
16 h geruhrt. Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC: Cyclohexan:Ethylacetat 4:6) wurde das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde mit Methanol (20.0 mL)
verdinnt und bei 8 °C fur 1 h gelagert. Das Produkt wurde abfiltriert, mit kaltem Methanol

gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.
Ausbeute: 46 %, 81.6 mg (0.09 mmol), gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 221 °C (Zersetzung).

HPLC: 20.062 min, 95.9 %.

H-NMR (600 MHz, CDCl3): § 10.60 (s, 1H), 10.05 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.94 (s,
1H), 8.92 (s, 1H), 8.01 — 7.97 (m, 2H), 7.74 — 7.68 (m, 3H), 7.66 — 7.60 (m, 2H), 7.49 — 7.43
(m, 2H), 7.42 — 7.36 (m, 1H), 5.20 — 5.13 (m, 2H), 4.77 — 4.72 (m, 2H), 4.68 — 4.64 (m, 2H),
3.27 — 3.22 (m, 2H), 2.97 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.34 — 2.24 (m, 1H), 2.14 — 2.04 (m, 3H),
2.04 —1.95 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.4, 161.0, 158.9, 158.4, 158.0, 158.0, 157.9, 156.2, 145.6,

145.1, 145.0, 141.2, 139.6, 134.4, 133.7, 133.5, 131.8, 129.1, 128.5, 128.4, 128.0, 128.0,
127.6, 127.3, 127.0, 60.3, 51.1, 43.9, 37.9, 30.4, 29.9, 28.9, 28.6, 26.7, 26.0, 19.9, 17.9, 11.5.
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HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasHssN11Oe*+H*] m/z: 892.4100; gef.: 892.4100.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-5-(4-brom-3-fluorbenzamido)-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-
isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-o0xo0-1,6-dihydropyrimidin-5-
yl)carbamoyl)-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (12l)

Boc
HN
o)
0 AQ\:N HN—
0 N HN —
R N HN4<\:H -
C N 22— N O
Br N o
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912.78 g/mol
C39H47BrFN1109

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Ag. Lithiumcarboxylat 71 (156 mg, 0.30 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (83.5 mg, 0.20 mmol). Der Riickstand wurde nach Flissig-
Flussig-Extraktion (AVV9) und Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfers mit
Methanol verdiinnt und bei Raumtemperatur fir 1 h gerGhrt. Der prazipitierte Feststoff wurde

abfiltriert, mit kaltem Methanol gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.
Ausbeute: 51 %, 93.9 mg (0.10 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 165 °C (Zersetzung).

HPLC: 18.225 min, 95.1 %.

H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.62 (s, 1H), 10.06 (s, 1H), 9.16 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 8.94 (s,
1H), 8.93 (s, 1H), 7.75 — 7.70 (m, 2H), 7.67 (q, J = 5.1 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H),
5.19 (dt, J = 8.0, 6.7 Hz, 1H), 5.09 (s, 1H), 4.75 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
3.27 — 3.22 (m, 2H), 2.99 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.35 — 2.25 (m, 1H), 2.16 — 1.95 (m, 4H), 1.71
(d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.47 (s, 9H), 0.93 (dd, J = 6.7, 1.4 Hz, 6H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 163.6, 161.1, 158.9, 158.4, 158.0, 157.9, 145.3, 145.0, 141.8,
134.4 (d, J=5.4 Hz), 134.0 (d, J=27.4 Hz), 128.1 (d, /= 16.6 Hz), 127.1, 123.8, 116.1, 115.9,
60.4, 51.2, 44.0, 37.9, 29.9, 29.0, 28.6, 26.8, 26.0, 20.0, 18.0, 11.5.

19F-.NMR (565 MHz, CDCls): § -104.52.

HR-MS (ESI+): ber. fiir [CasHa7BrFNOo+H*] m/z: 912.2798; gef.: 912.2791.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Tert-butyl-(3-(5-amino-2-((1-(sec-butyl)-2-((1-isobutyl-2-
(methylcarbamoyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-1,6-
dihydropyrimidin)propyl)carbamat (12m)

IBoc
HN

0

€ 0 g— AK\:N HN—
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N ©

711.78 g/mol
Cs2H4sN110s

Hergestellt nach der AVV7 aus 1.00 Ag. Tripyrimidonamid 12a (628 mg, 0.77 mmol) und
3.00 Aq. Natriumhydroxid (92.4 mg, 2.31 mmol). Saulenchromatographische Reingung

erfolgte mit den Eluenten Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 3:7.

Ausbeute: 36 %, 196 mg (0.28 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 140 °C (Zersetzung).

HPLC: 14.684 min, 98.7 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 10.57 (s, 1H), 10.08 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.69 (q,
J=5.2Hz, 1H), 7.40 (s, 1H), 5.28 (s, 1H), 5.19 (dt, J = 8.0, 6.7 Hz, 1H), 4.78 — 4.60 (m, 6H),
3.24 - 3.14 (m, 2H), 2.99 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.30 (dt, J = 13.7, 7.6 Hz, 1H), 2.20 — 1.92 (m,
5H), 1.70 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.47 (s, 8H), 0.96 — 0.90 (m, 6H), 0.85 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
3C-NMR (75 MHz, CDCls): § 161.1, 159.0, 158.6, 158.1, 158.0, 158.0, 156.3, 144.9, 144.6,
136.7, 136.5, 134.4, 133.1, 128.4, 127.1, 123.7, 77.4, 60.5, 51.1, 42.9, 37.8, 29.9, 28.9, 28.6,

26.7, 26.0, 19.9, 18.0, 11.5.

HR-MS (ESI+): ber. fur [C32HasN11Os+H"] m/z: 712.3525; gef.: 712.3527.
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Tert-butyl-(3-(5-(5-benzamido-6-oxo-1-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-
carboxamido)-2-((1-isobutyl-2-(methylcarbamoyl)-6-oxo0-1,6-
dihydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)-6-oxo0-1,6-dihydropyrimidincarbamat
(12n)

IBoc
HN

o
g Q é AK\:N HN—
0 N HN —
N HN4<\:/>—§ %
HN— 20— N O
< >—< N O
0
801.86 g/mol
C3gHa7N1109

Hergestellt nach der AVV9 aus 1.50 Aq. Lithiumcarboxylat 7f (50.7 mg, 0.17 mmol) und
1.00 Ag. Enamin-Dimer 11a (57.0 mg, 0.11 mmol). Das Produkt wurde aus Methanol

kristallisiert.

Ausbeute: 15 %, 13 mg (0.02 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 217 °C (Zersetzung).

HPLC: 17.693 min, 96.2 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § 10.53 (s, 1H), 10.47 (s, 1H), 9.12 (s, 1H), 9.00 (s, 1H), 8.96 (s,
1H), 8.86 (s, 1H), 7.89 — 7.84 (m, 2H), 7.64 — 7.61 (m, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 1H), 7.47 — 7.42
(m, 2H), 5.08 — 5.05 (m, 1H), 4.66 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.63 — 4.57 (m, 4H), 3.18 (q, J = 6.1 Hz,
2H), 2.92 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.07 - 1.97 (m, 3H), 1.78 (h, J = 7.4 Hz, 2H), 1.40 (s, 9H), 0.98
(t, J=7.4 Hz, 3H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): § 165.8, 161.1, 158.2, 158.2, 158.0, 156.2, 144.9, 142.4, 141.4,
134.4, 134.1, 133.4, 133.4, 132.8, 129.1, 128.6, 127.8, 127.5, 127.0, 79.4, 51.1, 47 .4, 43.9,

37.9, 29.8, 28.9, 28.6, 26.8, 22.9, 19.9, 14.3, 11.3.

HR-MS (ESI+): ber. flr [CssH47N11O9+H*] m/z: 802.3631; gef.: 802.3626.
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Methyl-4-brom-3-fluorbenzoat (13)[167]

F:@)‘\O/

Br

233.04 g/mol
CsHeBrrFO2

Die Synthese erfolgte gemaR einer Vorschrift von RICE etal. 1.00 Aq. 4-Brom-3-
fluorbenzoeséure (11.2 g, 50.0 mmol) und 1.00 Aq. konzentrierte Schwefelsaure (4.90 g,
2.66 mL, 50.0 mmol) wurden bei Raumtemperatur in Methanol (50 mL) vorgelegt und bei
80 °C fur 3 h geruhrt. Nach vollstandigem Eduktumsatz (DC: Cyclohexan:Ethylacetat 8:2)
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand mit Ethylacetat
(30 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Ldsung, entmineralisiertem Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen und mit NaxSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt unter vermindertem Druck getrocknet.
Ausbeute: 92 %, 10.7 g (45.9 mmol), farbloser Feststoff.
HPLC: 13.690 min, 98.8 %.

H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 7.81 — 7.57 (m, 3H), 3.92 (s, 3H).
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Methyl-3-fluor-4-(pyrrolidin-1-yl)benzoat (14)[167]

223.25 g/mol
C12H14FNO2

Die Synthese erfolgte gemal einer Vorschrift von RICE etal. In einem ausgeheizten
Einhalskolben wurden unter Stickstoffatmosphare 1.00 Agq. Methyl-4-brom-3-fluorbenzoat
(2.33 g, 10.0 mmol, 13), 1.00 Aq. Pyrrolidin (0.84 mL, 10.0 mmol), 1.50 Ag. Casiumcarbonat
(4.90 g, 15.0 mmol), 10.0 mol% (rac)-BINAP (642 mg, 1.00 mmol) und 2.50 mol% Pdz(dba)s
(229 mg, 0.25 mmol) in Toluol (30 mL) suspendiert und bei 110 °C fur 16 h geruhrt. Die
Reaktionslosung wurde Uber Celite® filtriert und mit Ethylacetat gewaschen. Das Filtrat wurde
am Rotationsverdampfer eingeengt, das Rohprodukt an Kieselgel adsorbiert und

saulenchromatographisch (Eluent: Cyclohexan:Ethylacetat 6:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 69 %, 1.54 g (6.89 mmol), farblose Kristalle.

Schmelzpunkt: 76 °C.

HPLC: 14.691 min, 97.5 %.

H-NMR (300 MHz, CDCl3): § 7.70—7.55 (m, 2H), 6.54 (t, J=8.7 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H),
3.58 — 3.44 (m, 4H), 2.03 — 1.89 (m, 4H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & 165.6 (d, Jo.r = 2.6 Hz), 150.0, 148.4, 139.8 (d, Jo.r = 9.3 Hz),
125.9 (d, Jor = 2.2 Hz), 116.4, 116.3, 116.21 (d, Jor = 6.4 Hz), 112.7 (d, Jor = 5.6 Hz), 50.8,

48.6 (d, Jor = 5.5 Hz), 24.4 (d, Jor = 2.3 Hz).

YF-NMR (565 MHz, CDCls): § -129.6.
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3-Fluor-4-(pyrrolidin-1-yl)benzoesaure (15)15°]
o)
FD)LOH
h
209.22 g/mol
C11H12FNO2

Die Synthese erfolgte gemal einer Vorschrift von X. Liu et al. In einem Einhalskolben wurden
1.00 Aq. Methyl-3-fluor-4-(pyrrolidin-1-yl)benzoat 14 (1.54 g, 6.90 mmol) und
2.00 Aq. Natriumhydroxid (0.55 g, 13.8 mmol) in Methanol (20 mL) und entmineralisiertem
Wasser (5 mL) vorgelegt und bei 50 °C fur 16 h geruhrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und
der Rickstand in entmineralisiertem Wasser aufgenommen. Der pH-Wert wurde mit
konzentrierter Salzsaure auf 2 eingestellt. Der prazipitierte Feststoff wurde abfiltriert, mit

entmineralisiertem Wasser gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.
Ausbeute: 78 %, 1.12 g (5.37 mmol), grauer Feststoff.
HPLC: 11.976 min, 99.9 %.

H-NMR (300 MHz, DMSO-dc): § 12.40 (s, 1H), 7.73 — 7.34 (m, 2H), 6.74 — 6.62 (m, 1H),
3.58 — 3.34 (m, 4H), 1.93 — 1.87 (m, 4H).

196



EXPERIMENTELLER TEIL

7.4 Konkordanz

Nachfolgend sind alle in Kapitel 5 dargestellten Substanzen mit den entsprechenden

Laborjournaleintrédgen verknupft (s. Tab. 8).

Tab. 8 Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Substanzen sowie die entsprechenden
Laborjournaleintrage.

# Laborjournal # Laborjournal # Laborjournal
1b HPK373 7a HPK185 10g HPK536
1c HPK395 7b HPK160 10h HPK598
1d HPK512 7c HPK93 10i HPK604
1e HPK382 7d HPK120 10j HPK484
2a HPK60 7e HPK220 10k HPK493
2b HPK378 7f HPK242 11a HPK214
2c HPK398 79 HPK237 11b HPK481
2d HPK482 7h HPK523 11c HPK476
5a HPK322 7i HPK494 12a HPK163
5b HPK48 7j HPK399 12b HPK165
5c HPK59 7k HPK404 12¢ HPK191
5d HPK139 71 HPK492 12d HPK247
5e HPK424 8a HPK151 12e HPK245
5f HPK508 8b HPK440 12f HPK253
59 HPK446 8c HPK526 12¢g HPK208
6a HPK83 8d HPK592 12h HPK231
6b HPK136 8e HPK450 12i HPK306
6c HPK75 9a HPK453 12j HPK400
6d HPK85 9b HPK442 12k HPK407
6e HPK427 9c HPK533 121 HPK495
6f HPK182 9d HPK594 12m HPK473
6g HPK238 9e HPK461 12n HPK539
6h HPK232 10a HPK462 120 HPK603
6i HPK510 10b HPK414 13 HPK463
6j HPK447 10c HPK524 14 HPK465
6k HPK394 10d HPK470 15 HPK474
6l HPK401 10e HPK454

6m HPK490 10f HPK535
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