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Kurzzusammenfassung

In Anbetracht der steigenden Zahl von Krebsdiagnosen weltweit ist die Notwendigkeit
der Entwicklung neuer Wirkstoffe selbstverstiandlich. Insbesondere die fortschreitenden Er-
folge von Kinaseinhibitoren sind hierbei zu nennen. Kinasen, die durch Mutationen oder
durch andere Mechanismen dereguliert sind und daher in engem Zusammenhang mit einer
Vielzahl von Krankheitsbildern stehen, kénnen durch Kinaseinhibitoren gezielt in ihrer
Wirkung gehemmt werden. Die Kinase CK14 ist in den letzten Jahren aufgrund der Viel-
zahl von zelluldren Prozessen, an denen CK14 beteiligt ist, immer starker als potentielles
therapeutisches target in den Fokus geriickt. Vor allem Mutationen von CK14 scheinen
oftmals ein hoheres onkogenes Potential zu haben.

In dieser Arbeit wurde das in silico basierte Design, die Synthese und die biologische Eva-
luierung neuer IWP-Derivate als CK16-Inhibitoren behandelt. Die IWP-Derivate wurden
urspriinglich als Porcn-Inhibitoren verdffentlicht. Es zeigte sich allerdings im Kinase-Assay
und in einem screening tiber 320 Kinasen eine hohe Affinitdt und Selektivitdt von TWP-
2 (9) fur CK16. Basierend auf dieser Kenntnis konnten erfolgreich finf neue Serien von
CK14-Inhibitoren sowie zwei weitere Verbindungen hergestellt werden, die keiner Serie
zugeordnet wurden, darunter ein potentieller CK1d DFG-out-Inhibitor. Die zu optimie-
rende Leitstruktur der IWP-Verbindungen wurde dabei schrittweise verandert, wobei der
Benzothiazol-Baustein als hinge-binder erhalten blieb. Im Molecular Modeling wurden
zunéchst die einzelnen Verbindungen der verschiedenen Serien hinsichtlich ihrer Bindeaffi-
nitdt virtuell untersucht und anschliefend eine Auswahl synthetisiert.

In Kinase-Assays weist die Verbindung 16b mit 0.09 pM auf “*CK16 den besten ICso-
Wert der neuen Verbindungen auf. Dariiber hinaus zeigen viele weitere Verbindungen eine
Verbesserung der Inhibition von CK14 im Vergleich zu den originalen IWP-Verbindungen.
Die hohe Selektivitét, die IWP-2 (9) aufweist, konnte auch bei der Verbindung 11c in ei-
nem panel von 320 Kinasen nachgewiesen werden. In zellbasierten-Assays zeigte vor allem
die Verbindung 11h ein breites Wirkspektrum.

Neben den iiberwiegend hergestellten DFG-in-Inhibitoren wurde ein potentieller CK16
DFG-out-Inhibitor 18 entworfen und hergestellt.






Abstract

Given the rising number of cancer diagnoses worldwide, the need to develop new me-
dicines is evident. In particular, the progressive successes of kinase inhibitors should be
mentioned. Kinases that are deregulated by mutations or other mechanisms and therefore
closely related to a variety of diseases can be targeted by kinase inhibitors. In recent years,
the CK16 kinase has come into focus as a therapeutic drugtarget because of the variety of
cellular processes in which CK14 is involved. Especially mutations of CK16 often appear
to have a higher oncogenic potential.

In this thesis the in silico-based design, the synthesis and the biological characterizati-
on of new IWP derivatives as CK14 inhibitors are discussed. The IWP derivatives were
originally published as Porcn inhibitors, but a high affinity and selectivity of IWP-2 for
CK14 was demonstrated in kinase assays and in a screening over 320 kinases. Based on
this findings, five new series of CK1§ inhibitors and two other unassigned compounds have
been designed and synthesized including a potential CK1d DFG-out inhibitor. The lead
structure of the IWP compounds was optimized by stepwise modification, retaining the
benzothiazole moiety as a key hinge binder. In modeling studies, the individual compounds
of the various series were virtually examined for their binding affinity and a selection of
ligands was subsequently synthesized.

With an ICsp value of 0.09 pM on “*CK16 in kinase assays compound 16b is the most
potent new compound. In addition, many other new compounds show an improvement
in inhibition of CK14 compared to the original IWP compounds. The high selectivity of
IWP-2, which was determined in a panel of 320 kinases, could also be shown for compound
11c. In cell-based assays in particular compound 11h showed a broad spectrum of efficacy.
In addition to the predominantly produced DFG-in inhibitors, a potential CK16 DFG-out

inhibitor 18 was designed and synthesized.
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1 Einleitung

In Anbetracht der steigenden Zahl von Krebsdiagnosen weltweit ) ist die Notwendigkeit
der Entwicklung neuer Wirkstoffe selbstverstdndlich. Insbesondere die fortschreitenden
Erfolge von Kinaseinhibitoren sind hierbei zu nennen.[?3 Doch trotz der erfolgreichen
Anwendung einer Vielzahl von Wirkstoffen bleiben Probleme mit Nebenwirkungen und
Resistenzen. 24 Die Wissenschaft steht also weiterhin vor vielen Herausforderungen bei

der Entwicklung von innovativen Wirkstoffen in der Krebstherapie.

1.1. Proteinkinasen

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist eine der wichtigsten posttranslatio-
nalen Modifikationen. In Eukaryoten betrigt die Phosphorylierungsrate aller Proteine
ca. 30 %. Durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe auf das Substratprotein dndern
sich die elektrostatischen Eigenschaften, wodurch eine konformative Anderung induziert
wird.?] Dieser Vorgang ist Teil fast aller Signaltransduktionskaskaden in der Zelle und
spielt damit nicht nur eine entscheidende Rolle im Metabolismus, sondern auch bei der
Transkription, der Apoptose und der Differenzierung (um nur einige Prozesse zu nen-
nen). 6] Die reversible Phosphorylierung wird von Proteinkinasen (PKs) katalysiert. Es ist
daher nicht verwunderlich, dass eine Mutation der Kinase und die damit einhergehende
Dysregulation fiir diverse Krankheitsbilder verantwortlich gemacht wird.[®” Das huma-
ne Kinom umfasst mehr als 500 Proteinkinasen, die ihrerseits eingeteilt sind in Gruppen,
Familien und Unterfamilien. Die phylogenetische Einteilung in neun Hauptgruppen, 134
Familien und 201 Unterfamilien erfolgte durch MANNING et al., wobei im Wesentlichen
die Aminosiuresequenz der katalytischen Doméne verglichen wurde. (6
Die durch PKs katalysierte Ubertragung des y-Phosphats von Nukleosidtriphosphaten (vor
allem ATP) erfolgt in den allermeisten Féllen auf die Hydroxygruppe von Serin, Threonin
oder Tyrosin des Substrats (vgl. Abbildung 1.1). 5] Dabei lassen sich die PKs danach ein-
ordnen, welche Aminosduren sie phosphorylieren. Man unterscheidet im Wesentlichen die
Serin/Threonin-spezifischen PKs und die Tyrosin-spezifischen PKs 8] sowie dual-specific

PKs, die sowohl Serin/Threonin als auch Tyrosin phosphorylieren kénnen. [9,10]
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Dariiber hinaus sind inzwischen einige Kinasen bekannt, die auch Histidin reversibel

phosphorylieren kénnen. !

Abbildung 1.1: Die durch Proteinkinasen katalysierte Ubertragung des y-Phosphats von ATP

auf die Hydroxygruppe (Ser, Thr, Tyr) eines Proteinsubstrats [adaptiert von KLEBE]. [5]

1.1.1. Die CK1-Familie

Zu den Serin/Threonin-spezifischen PKs gehort auch die CK1-Familie. Sechs humane
Gene codieren die CK1-Isoformen «, y1,7v2,+3, d und € sowie weitere Splicevarianten. [12-14]
Alle humanen Isoformen besitzen eine hoch konservierte Kinasedoméne, wobei die Isofor-
men § und ¢ eine Sequenzhomologie von 98 % in der Kinasedoméne aufweisen. ' Die
Struktur der einzelnen Isoformen weist den fiir Serin/Threonin-spezifische PKs doppel-
lappigen (bi-lobal) Aufbau auf (s. Abbildung 3.1). Die kleinere N-terminale Doméne
ist weitestgehend aus S-Faltbldttern aufgebaut und iiber die hinge-Region an die groflere
a-helikale C-terminale Doméne gekniipft. Die hinge-Region bildet dabei zwischen beiden
Doménen einen katalytischen Spalt, der fiir die Substrat- und ATP-Bindung entscheidend
ist.[15:16] Die Aktivierungsschleife befindet sich zwischen dem hoch konservierten DFG-
Motiv (Asp, Phe, Gly) und im Falle der CK1-Familie dem SIN-Motiv (Ser, Ile, Asn).[!]
Das APE-Motiv (Ala, Pro, Glu), das bei vielen Kinasen die Aktivierungsschleife begrenzt,
fehlt allen Mitgliedern der CK1-Familie.'”) Durch eine konformationelle Anderung der

Aktivierungsschleife wird der Substratzugang reguliert. 8]
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) __—P-Schleife
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Aktivierungsschleife

Abbildung 1.2: Kristallstruktur der CK1 Isoform §. Die N-terminale Doméne (oben) wird iiber
die hinge-Region mit der C-terminalen Doméne (unten) verkniipft. Dazwischen bildet sich der
katalytische Spalt mit der ATP-Bindetasche. Das hoch konservierte DFG-Motiv ist Teil der Ak-
tivierungsschleife. Des Weiteren sind die P-Schleife und die aA-Helix der N-terminalen Doméne
gekennzeichnet. Die Abbildung wurde mit Maestro (Version 11.1) auf Basis der Kristallstruktur
(pdb: 50KT) von PICHLO et al. visualisiert. [19:20]

Die Substratspezifitdt der CK1-Familie ergibt sich aus mehreren Erkennungsmotiven,
die bei zellularen Proteinen weit verbreitet sind. Daraus ergeben sich nach heutigem
Stand mehr als 140 in vitro und in vivo Substrate fiir CK1 Isoformen. 4] Neben der ka-
nonischen Konsensussequenz pSer/Thr-X-X-(X)-Ser/Thr (pSer/Thr = phosphoryliertes
Serin/Threonin) werden auch Agglomerationen von negativ geladenen Aminoséuren, (2]
das SLS-Motiv (22 oder das nicht kanonische Lys/Arg-X-Lys/Arg-X-X-Ser/Thr-Motiv er-

kannt. [23]

1.1.2. Die CK1-Isoform ¢

Die CK1-Isoform ¢ ist in den letzten Jahren immer stirker als potentielles therapeuti-
sches target in den Fokus geriickt. 2428 Die groBe Anzahl von bisher beschriebenen phy-
siologischen Substraten von CK1d erkléart die Vielzahl der zelluldren Prozesse, an denen
CK16 beteiligt ist. In Tabelle 1.1 sind einige relevante in vitro und in vivo Substrate von

CK16 aufgefithrt. Im Folgenden wird auf einige der Substrate ndher eingegangen.
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Tabelle 1.1: CK14-spezifische in vitro und in vivo Substrate mit Angabe der assoziierten Funktion
[adaptiert von XU et al.[?%]

Substrat

assoziierte Funktion

Axin [0l

B-Catenin BY
Dishevelled (DVL) 3
APCIl

Weel [32]

Tau-Protein [33!

~4-Tubulin [33]

nuclear factor of activated T-cells 1, 2 und 4

(NFAT 1, 2, 4) 34

putative RNA-Helikase (35]

DNA Methyltransferase 1 (Dnmtl)[%]
Proteinkinase D2 (PKD2)[37]
Tumorprotein p53138]

Cyclin-abhéngige Kinase 5 (CDK5) [39]
Parkin [40]

B-Sekretase (BACEL) 41]
transmembraner Tumornekrosefaktor «
(mTNFa) 42
Estrogenrezeptor a (ER«) [43]

period circadian protein homolog 1 und 2
(PERI, 2) 44

Cryptochrome 1 und 2 (CRY1, 2) [45]

Smo [46]

Wt /S-Catenin-Signalweg

Zellzyklus-assoziiert

Mikrotubulus-assoziiert

RNA-/DNA-assoziiert

Golgi-Apparat-assoziiert
Mediator zelluldren Stresses
Assoziiert mit neurodegenerativen

Prozessen

Rezeptoren und Rezeptor-

assoziiert

zirkadianer Rhythmus

Hedgehog-Signalweg
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Hohere Organismen besitzen einen autonomen Zeitgeber, der die Periodizitét verschie-
denster physiologischer Prozesse beeinflusst. Der zirkadiane Rhythmus steuert Prozesse
wie den Schlaf-Wach-Zyklus, die Kérpertemperatur, Hormonlevel und die Verdauungsak-
tivitdt in einem ca. 24 Stunden Rhythmus.26:4748] CK1§ ist dabei maBgeblich an den
Prozessen beteiligt, die den zirkadianen Rhythmus steuern. CK1§ phosphoryliert und re-
guliert unter anderem die clock-Proteine PER1-2 und CRY1-2 und reguliert dadurch deren
Funktion., [13:44,45,47,49-51]

Auch DNA- und RNA-assoziierte Proteine werden von CK18 phosphoryliert. 2% Darunter
die an dem RNA-Stoffwechsel beteiligte putative RNA-Helikase, 5] die nuclear factors
of activated T-cells (NFAT) 1, 2 und 4, die als Transkriptionsfaktoren die Genexpression
einleiten®* oder die DNA-Methyltransferase 1 (Dnmt1), die das Methylierungsmuster bei
der DNA-Replikation kontrolliert und aufrechterhalt. 36!

Dariiber hinaus phosphoryliert CK14 das Tau-Protein, das den Zusammenbau von Mikro-
tubuli reguliert und bei abnormer Hyperphosphorylierung im Zusammenhang mit neuro-
degenerativen Erkrankungen steht. [23:33:52-54] Deg Weiteren wird die Weel Tyrosin-Kinase,
die ein Regulator der Zellproliferation darstellt, phosphoryliert. 32 Giamas et al. konnten
auferdem zeigen, dass CK10 direkt an der Regulierung des Estrogen Rezeptors a@ (ER«)
beteiligt ist. 43!

Insbesondere die Rolle von CK14 bei der Krebsentstehung wurde in den letzten Jahren in-
tensiv erforscht. Neben dem Tumorprotein p53, welches mit CK14 iiber einen autoregulier-
ten feedback-loop verkniipft ist,[29:38:55] werden vor allem der Hedgehog-Signalweg und der

Wnt /S-Catenin-Signalweg mit der Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht. [56-60]

1.1.3. CK1$ und der Wnt/j$-Catenin Signalweg

Der kanonische Wnt-Signalweg (auch Wnt/3-Catenin Signalweg) ist ein entscheiden-
der Regulationsmechanismus der Zellproliferation, nicht nur bei der embryonalen Ent-
wicklung, sondern auch bei ausgewachsenen Organismen.['¥) Bei Abwesenheit eines Wnt-
Liganden wird S-Catenin fortlaufend abgebaut, wodurch die Genexpression unterbunden
bleibt (Abbildung 1.3 A). [51.61] Bindet ein Wnt-Ligand an die Membranrezeptoren Frizz-
led und LRP5/6, wird eine Signalkaskade ausgeldst, wodurch es zur Akkumulation von
[-Catenin kommt. Die Translokation von [-Catenin in den Zellkern fithrt letztlich zur

Aktivierung der TCF/LEF abhingigen Genexpression (Abbildung 1.3 B).[51,62-66]
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Abbildung 1.3: A) In Abwesenheit des Wnt-Liganden wird 8-Catenin von CKla und GSK3
phosphoryliert (1), von S-TrCP ubiquitiniert (2) und vom Proteasom abgebaut (3). B) Bindet ein
Wnat-Ligand an Frizzled und LRP5/6 (1), wird LRP5/6 von CK1vy und CKle phosphoryliert (2).
Der -Catenin/Axin-Komplex wandert zur Membran und inhibiert GSK3 (3,4). CK1§ and & phos-
phorylieren Dishevelled (DVL) und Axin (5). Eine konformationelle Anderung des 3-Catenin/Axin-
Komplexes initiiert die Loslosung von -Catenin (6). CKle und CK16 phosphorylieren TCF3 (7),
gefolgt von der nukledren Translokation von TCF3/8-Catenin (8) [Adaptiert von KNIPPSCHILD et
AL

Die Isoform CK1¢6 phosphoryliert verschiedene Komponenten des Wnt/3-Catenin Si-
gnalwegs. Dishevelled 1 (Dvll) wird hierbei genauso phosphoryliert wie Axin, APC und -
Catenin. 30:31.67:68] Dadurch kann CK16 den Wnt /B-Catenin Signalweg positiv und negativ
regulieren. CK16§ kann zum einen durch die Stabilisierung von S-Catenin, nach vorangegan-
gener Phosphorylierung von LRP6 und der Wanderung des Axin/(-Catenin-Komplexes,

[69,70] 7Zym anderen

die Phosphorylierung und Ubiquitinierung von §-Catenin verhindern.
hat CK14 einen negativen Einfluss auf den Wnt/S-Catenin Signalweg durch die direkte
Phosphorylierung von g-Catenin am Ser4b, wodurch dieses von GSK3g3 neuerlich phos-

phoryliert und damit fortlaufend der Inaktivierung zugefithrt wird. 3!

1.1.4. Mutationen der CK1d-Isoform

Die Datenbank cBioPortal for cancer genomics verzeichnet in 32 unabhéngigen Studi-
en und 10967 Proben iiber 80 Mutationen in dem Gen CSNKI1D, das fiir CK19 codiert
(www.chioportal.org, Stand November 2019).[7%72 Dabei zeigte sich, dass Mutationen
von CK16 ein hoheres onkogenes Potential haben kénnen als “*CK16.17 76 Die Mutante
T67SCK16 konnte bei kolorektalem Karzinom nachgewiesen werden. In vitro Daten zeigen
eine gesteigerte Zellproliferation durch T67SCK16 sowie Tumorwachstum in der Zellkul-
tur und im Mausmodell. ") Bei Adenomen der Darmschleimhaut konnte auBerdem die

Mutante #3247 CK16 nachgewiesen werden, die dariiber hinaus ein karzinogenes Potential
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zu besitzen scheint. ™ Durch die Punktmutation S97C, besitzt CK16 nachweislich eine
geringere Affinitdt zu ATP und hdngt damit mit der Entwicklung von Brustkrebs und
duktalen Karzinomen zusammen. "™ Bei vielen weiteren Mutanten ist die Rolle, die sie
bei der Krebsentwicklung spielen, noch vollig ungeklart. In Tabelle 1.2 sind einige Muta-
tionen von CSNK1D aufgelistet sowie die Krebsart, bei der diese Mutationen identifiziert
wurden.

Das Verstdndnis der Zusammenhénge zwischen Mutationen von CSNK1D und der Krebs-
entstehung ist ein entscheidender Schritt hin zu einer personalisierten medizinischen The-
rapie. Es zeigte sich in der Vergangenheit, dass Kinaseinhibitoren gegeniiber verschiedenen
Mutanten von CK14 eine deutlich abweichende Affinitdt im Vergleich zum Wildtyp zei-
gen. 2077801 Daraus resultiert die Uberlegung, dass durch die Entwicklung eines selektiven
Inhibitors fiir eine bestimmte Mutante Krankheitsbilder, die diese Mutante aufweisen, be-

handelt werden konnen.

Tabelle 1.2: Selektion einiger Mutationen von CSNK1D und die jeweiligen Krebsarten, bei denen

die Mutationen identifiziert wurden (www.cbioportal.org, Stand November 2019). (772
Mutation Krebsart
A36V Kolorektales Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom der Speiseréhre,
weitere
E83K Endometriumkarzinom
R115H Kolorektales Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom (Nacken und Kopf),

Endometriumkarzinom

R127L Plattenepithelkarzinom der Lunge
R127Q Urothelkarzinom der Blase
R168H Endometriumkarzinom, weitere
R299Q verschiedenes

1.2. Kinaseinhibitoren

Niedermolekulare Kinaseinhibitoren (smKI) sind seit der Zulassung von Imatinib (Gli-

vec®, Novartis) durch die FDA im Jahre 2001 aus der modernen Krebstherapie nicht mehr
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wegzudenken. Kinasen, die durch Mutationen oder durch andere Mechanismen dereguliert
sind und damit in engem Zusammenhang mit einer Vielzahl von Krankheitsbildern stehen,
kénnen durch smKI gezielt in ihrer Wirkung gehemmt werden. 8! In den letzten Jahren
wurde die Typeneinteilung der smKI immer wieder erweitert und ergénzt. Von vormalig
drei klassifizierten Typen nach DAR und SHOKAT, den Typen I, IT und III, 82 unterscheidet

[81] Typ I-Inhibitoren

man inzwischen sechs bis sieben verschiedene Kinaseinhibitortypen.
werden definiert als smKI, die in der aktiven Konformation der ATP-Bindetasche bin-
den. Inhibitoren dieses Typs werden auch als DFG-in-Inhibitoren bezeichnet. Typ II-
Inhibitoren binden hingegen in der inaktiven Konformation der ATP-Bindetasche und
damit meist in der DFG-out-Konformation. 82l ZucoTTo et al. fithrten dariiber hinaus
einen Typ I 1/2 ein. Darunter fassen die Autoren Kinaseinhibitoren, die zwar einerseits
die Adenin-Binderegion besetzten wie Typ I-Inhibitoren und Wasserstoffbriickenbindun-
gen zur hinge-Region ausbilden, andererseits durch eine out-Konformation der aA-Helix
des N-Terminus auch Bindeeigenschaften von Typ II-Inhibitoren besitzen. [®3) GAVRIN und
SAIAH unterteilten allosterische Inhibitoren (vormals Typ III) in die Typen IIT und IV, ab-
héngig davon, ob die Inhibitoren innerhalb des katalytischen Spalts und in unmittelbarer
Nihe zur ATP-Bindetasche binden (III) oder auBerhalb des katalytischen Spalts (IV). 84
Inhibitoren, die zwei verschiedene Regionen der Kinasedoméne verbriicken, bezeichnen
LaMBA und GosH als Typ V-Inhibitoren. 3% Kovalent bindende smKI wurden unter dem
Typ VI zusammengefasst. 31

Die allermeisten von der FDA zugelassenen Kinaseinhibitoren sind dabei ATP-kompetitive
Inhibitoren des Typs I oder IT und bilden eine bis drei Wasserstoffbriicken zur hinge-Region
aus.[@ Da ATP-kompetitive Inhibitoren in direkter Konkurrenz zu ATP stehen, miissen
diese eine besonders hohe Bindeaffinitét aufweisen. Dariiber hinaus nutzen die Inhibito-
ren hydrophobe Binderegionen, die von ATP nicht adressiert werden, um eine grofiere
Selektivitit zu erreichen.?) Der schematische Aufbau der ATP-Bindetasche am Beispiel
von CK14, angelehnt an das Modell von TRAXLER und FURET, ist in Abbildung 1.4 zu
sehen. 86 ATP bindet in der DFG-in-Konformation iiber den Adenin-Baustein durch die
Ausbildung zweier Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-Region. Der Adenin-Baustein
besetzt dabei die Adeninbindende-Region (AB). Der Zuckerbaustein sitzt in der Zuckerta-
sche (sugar pocket, SP) und die Phosphatgruppen belegen die Phosphatbindende-Region
(PB). Ein an der ATP-Bindung beteiligtes Magnesiumion wird zusétzlich zu den Phosphat-
gruppen von Asnl133 komplexiert. Die hydrophophe Tasche I (hydrophobic pocket 1, HP )
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und die hydrophobe Region II (hydrophobic region 11, HR II)

werden hingegen nicht von

ATP besetzt. Der Zugang zur hydrophophen Tasche I wird durch den gatekeeper (CK10:

Met82) reguliert.

Glu83" ©
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O e \ / O ” e
. - O
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der ATP-Bindetasche von CK1§ mit gebundenem
Magnesium-ATP-Komplex. Zu sehen sind die hydrophobe Tasche I (HP I) mit dem gatekeeper

Met82, die hydrophobe Region IT (HR II), Die Adeninbindende-Regio

n (AB), die Zuckertasche

(SP) sowie die Phosphatbindende-Region (PB). Die Darstellung erfolgte anhand der Kristallisati-
on von CK1 mit Mg-ATP (pdb: 1CSN) 5] und dem Modell von TRAXLER und FURET. [86]
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1.2.1. DFG-in-Inhibitoren (Typ I)

Ein Grofiteil der ATP-kompetitiven Inhibitoren gehéren zum Typ I, binden also in
der aktiven DFG-in-Konformation der Kinase.? Die Adeninbindende Region wird meist
von einen Heterozyklus besetzt, der die Wasserstoftbriickenbindungen des Adeninbausteins
nachahmt. An die Kernstruktur sind weitere Bausteine gekniipft, die die hydrophobe Ta-
sche I (HP I) und die hydrophobe Region II (HR II) adressieren.? In Abbildung 1.5 ist
der Typ I-Inhibitor PD166326 in der ATP-Bindetasche von ABL1 in der 3D-Darstellung
(A) und der 2D-Darstellung (B) zu sehen (pdb: 10PK).[57]

A) ,. B) i

s PHE
401

VAL

/ 318

DFG-Motiv & %’J
Aktivierungsschleife ag
MET
337\ -
= Biay
HR II
HO
GLY
340
\

AsN
341

Abbildung 1.5: A) 3D-Darstellung des Typ I-Inhibitors PD166326 in der ATP-Bindetasche von
ABL1 (pdb: 10PK). Die Kinase liegt in der DFG-in-Konformation vor. Die Aktivierungsschleife ist
in rot dargestellt. B) 2D-Ligand-Interaktionsdiagramm des Inhibitors in der ATP-Bindetasche der
ABLI1-Kinase. Es werden zwei Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-Region ausgebildet. Die HP
I und HR II werden vom Dichloraryl-Rest und vom Phenylmethanol-Rest besetzt (Visualisierung
mit Maestro Version 11.1).[87]

1.2.2. DFG-out-Inhibitoren (Typ II)

Typ II-Inhibitoren binden in der inaktiven Konformation der Kinase, welche auch als
DFG-out-Konformation bezeichnet wird.®! In der DFG-out-Konformation kommt es zur
Rotation des DFG-Motivs und zur Umlagerung der Aktivierungsschleife. Durch diese Um-
gestaltung der Bindetasche wird eine weitere Bindetasche, die sogenannte deep pocket, fiir

Inhibitoren zugénglich. Die Bindung von ATP hingegen wird blockiert. [82]

10
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Abbildung 1.6: A) 3D-Darstellung des Typ II-Inhibitors Imatinib (Glivec®) in der ATP-
Bindetasche von ABL1 (pdb: 1IEP). Die Kinase liegt in der DFG-out-Konformation vor. Die
Aktivierungsschleife ist in rot dargestellt. B) 2D-Ligand-Interaktionsdiagramm des Inhibitors in
der ATP-Bindetasche der ABL1-Kinase. Durch die konformationelle Anderung der Aktivierungs-
schleife wird eine zusitzliche Bindetasche (deep pocket) zuginglich (Visualisierung mit Maestro
Version 11.1). (58]

Es werden weiterhin Wasserstoftbriickenbindungen zur hinge-Region ausgebildet, aller-
dings zeichnen sich die meisten DFG-out-Inhibitoren durch weitere konservierte Wasser-
stoffbriickenbindungen zum Beispiel zum Asp des DFG-Motivs aus. Dartiber hinaus ist die
deep pocket von verschiedenen Kinasen weniger konserviert und lidsst dadurch eine generell
hohere Selektivitit von smKI zu. [

Fiir Tyrosin-Kinasen ist eine DFG-out-Konformation sehr geliufig. 8 Es ist allerdings bis
heute nicht geklart, ob auch die Mitglieder der CK1-Familie eine DFG-out-Konformation
besitzen und damit gegeniiber eines DFG-out-Inhibitors sensitiv wéiren. Die Vorteile eines
DFG-out-Inhibitors fiir CK16 wéren immens, da sich durch den Zugang zur deep pocket
neue Selektivitdtsvorteile ergeben konnten. Zum einen kénnte durch die Kristallisation
von CK19 mit darin gebundenem DFG-out-Liganden mittels Rontgenkristallographie der
Nachweis einer DFG-out-Konformation von CK1 Isoformen erbracht werden, zum anderen
ermoglicht eine hohe Selektivitat fiir CK16 die Anwendung des Inhibitors als pharmakolo-

gisches tool.

11



KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.2.3. CK16-Inhibitoren
1.2.3.1. Teardrop-Binder

Es gibt bereits eine Vielzahl von CK14-Inhibitoren mit zum Teil grofler Effektivitat.
Darunter zu nennen sind die von PEIFER et al. und HALEKOTTE et al. publizierten
Diarylimidazol-Inhibitoren 1, 2, 3 und 4.1779) Die Struktur der Inhibitoren ist abgeleitet
von p38a-Inhibitoren und weist einen tropfenférmigen Aufbau auf, wodurch sich der Begriff
teardrop-binder etabliert hat. 992 Durch die enge Strukturverwandtschaft der Inhibitoren
zu p38a-Inhibitoren ist die geringe Selektivitit gegeniiber p38 MAPK Isoformen allerdings
ein bekanntes Problem. 7”91 In Tabelle 1.3 sind die Diarylimidazol-CK1d-Inhibitoren 1,
2, 3 und 4 aufgelistet. Neben der Angabe des IC5o-Wertes fiir CK16 sind auch IC5p-Werte
fiir CKle und fiir p38a aufgefiihrt.

Tabelle 1.3: Diarylimidazol-CK1§-Inhibitoren. [77:90]

12

# Struktur IC50 [uM]
W 0.005 (CK14)177)
1 HsCO OCH; />_ s 0.073 (CK1¢) [
0.019 (p38a) [T
W 0.011 (CK16)[77)
2 HsCO OCH; />— 0.447 (CK1e) [T
0.041 (p38a) [T
HsCO N= ]
WH N | N>_S/CH3 0.004 (CK16) 19!
3 OCH; K 0.025 (CK1e) [0l
0.010 (p38a) [0l
F
OCH3 o NF
WH g N cHs 0.008 (CK14) 00!
4 HoCO N, Wan 0.081 (CK1e) 0]
3 N

0.010 (p38a) 0l
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1.2.3.2. Linear-Binder

Neben den teardrop-binder gibt es auch eine Reihe von hoch potenten sogenannten
linear-binder als CK14-Inhibitoren. Diese weisen, wie der Name vermuten lésst, eine linea-
re Struktur auf und teilen oftmals einen Benzimidazol- oder Benzothiazol-Grundkorper.
Als besonders potent sind der Inhibitor 6 von RICHTER et al. mit einem ICsy-Wert von
0.02 M (CK16)[™ und der Inhibitor 8 von SALADO et al. mit einem ICso-Wert von
0.01 uM (CK16) hervorzuheben. In Tabelle 1.4 sind einige ausgewéhlte lineare Inhibi-
toren gezeigt. Es sind die IC59-Werte fiir CK16 und in einigen Féllen die 1C5o-Werte fiir
CKle angegeben.

Tabelle 1.4: Lineare Benzimidazol- und Benzothiazol-Inhibitoren. [78:79,93.94]

# Struktur ICs0 [uM]
0
FsC N 775 O ock
. \C[ />—N2_(N;\N 0.040 (CK168)[7)
N H
0.199 (CK1e)[™

O,
/3 o s
. 0.020 (CK16)[™8]

F H >_Q
6 i )—NH N N
N 0.210 (CK1e)[™®)
>—NH 0.160 (CK14)93]
v 160 (CK19)
7 \(:[ 4 OH )[93}

1.920 (CKle

o

':3C S OCH3
8 C[N/* e 0.010 (CK148)14

FEine hohe Selektivitdt sowohl der teardrop-binder als auch der linear-binder innerhalb
der CK1 Isoformen erweist sich als schwierig. Vor allem die Isoformen § und & werden
aufgrund ihrer hohen Sequenzhomology von 98 % innerhalb der Kinasedoméne oftmals

zusammen inhibiert. [77-79,90,93]

13
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1.2.3.3. Inhibitors of Wnt Production (IWPs)

CHEN et al. stellten 2009 eine Klasse von kleinen Molekiilen vor, die durch die Inhibition
von Porcupine (Porcn) in der Lage sind, das Wnt/S-Catenin abhéngige Signal zu unterbin-
den.[® Das target Porcn ist bereits bei der Sekretion der Wnt-Proteine entscheidend, da

[96] Daraus resultiert der Name In-

es einen Palmitoyl-Rest auf die Wnt-Proteine iibertrégt.
hibitors of Wnt Production (IWP) fiir die neue Molekiilklasse. %] Die IWP-Verbindungen
weisen dabei eine chemische Grundstruktur auf, die mit denen von CK14-Inhibitoren ver-
gleichbar ist. Insbesondere das Benzothiazol-Grundgeriist findet sich in einer Vielzahl von

CK14-Inhibitoren wieder (vgl. Tabelle 1.4).1269394 Die Abbildung 1.7 zeigt die struk-
turelle Ahnlichkeit der Verbindung IWP-2 (9) zu dem Inhibitor 8 von SALADO et al.[?4]

S
0 0 NG 0
FsC s OMe HaC S K >—N
/>—NH />—NH S
N N
8 IWP-2

Abbildung 1.7: Struktureller Vergleich des Inhibitors 8 von SALADO et al.[* und der Verbindung
TWP-2 (9).19]

Durch den Strukturvergleich ergab sich die Rationale, IWP-Verbindungen ebenfalls als
CK14-Inhibitoren zu testen. Es zeigte sich, dass die Verbindungen IWP-2-4 in der La-
ge sind, CK1d mit IC59-Werten in mikromolaren Konzentrationen zu inhibieren. 29 Die
Verbindung IWP-2 weist gegeniiber CK16 einen ICsy-Wert von 0.93+0.15 puM auf. Ins-
besondere die hohe Selektivitit gegeniiber der gatekeeper-Mutante M82FCK1§ der IWP-
Verbindungen (IWP-2: 1C50(M82F'CK16) = 0.0440.01 uM) ist bemerkenswert. Dariiber
hinaus ergibt sich aus der Testung von IWP-2 (9) in einem panel von 320 Kinasen ei-
ne hohe Selektivitdt der Verbindungen fiir CK14 gegeniiber anderen Kinasen. Bei einer
Testkonzentration von 1 uM wird ausschlieBlich CK10 mit einer Restaktivitdt von 55 %
inhibiert. 2% Damit bieten die IWP-Verbindungen eine hervorragende Grundlage zur weite-
ren Entwicklung von selektiven CK16-Inhibitoren, insbesondere Inhibitoren von Mutanten

von CK156.

14
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1.3. Die Verwendung von Aminosiduren und Salzen in Wirkstoffen
1.3.1. Aminosiduren

Viele der bekannten smKI weisen eine hohe Lipophilie auf, unter anderem, da sie die
hydrophoben Bereiche der Bindetasche (HP I und HR II) adressieren und iiberwiegend aus

aromatischen Bausteinen aufgebaut sind. 297

Eine hohe Lipophilie stellt aber immer auch
ein Problem dar, da im Allgemeinen erst eine gewisse Wasserloslichkeit die orale Bioverfiig-
barkeit gewihrleistet.®”) Ein anerkanntes Konzept zur Verbesserung der Bioverfiigharkeit
von schlecht absorbierbaren Wirkstoffen, vor allem in Prodrug-Konzepten, ist die Verwen-
dung von Naturstoffen.989 Prodrugs, die natiirliche L-Aminoséuren enthalten, werden
aktiv resorbiert und die Aminosduren von Enzymen erkannt und abgespalten, wodurch der
Wirkstoff freigesetzt wird.®® Sind die Aminosiuren Teil des Wirkstoffes, kann hingegen
auf die D-Aminosduren zuriickgegriffen werden, die zwar sehr dhnliche physikochemische

[100]' A minoséu-

Eigenschaften besitzen, aber weniger zur Hydrolyse durch Enzyme neigen.
ren bieten bei der Wirkstoffentwicklung eine Vielzahl von Vorteilen, die in Tabelle 1.5

zusammengefasst sind. [98:101]

Tabelle 1.5: Vorteile bei der Verwendung von Aminoséduren bei der Wirkstoffentwicklung [Adap-
tiert von Vi 2013]. 101

Vorteile von Aminosiduren

o grofle strukturelle Vielfalt

e Vielzahl von funktionellen Gruppen

e kommerziell erhéltlich

¢ bekannte Chemie

o werden physiologisch als unproblematisch betrachtet

e Carrier-vermittelter Transport durch die Zellmembran
e verbesserte pharmakologische Eigenschaften

e verbesserte Loslichkeit

Nach der oralen Gabe von Wirkstoffen werden diese meistens passiv (transzelluldr

1, [102,103]

oder parazellulér) in die Zelle aufgenomme Da Aminoséauren bei physiologischem

15
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pH-Wert allerdings geladen vorliegen, weisen sie nur eine geringe Membranpermeabilitét
auf. Dieser vermeintliche Nachteil kann aber durch den aktiven Membrantransport durch

Aminosaure- und Peptid-Transporter ausgeglichen werden (vgl. Abbildung 1.8). [104,105]

AS-Wirkstoff

aktiv passiv

AS-Wirksto

Abbildung 1.8: Mogliche Transportmechanismen zur zelluliren Aufnahme Aminosdure-
gekuppelter Wirkstoffe (AS-Wirkstoff). [101]

Ein Vorreiter der Aminoséure-gekuppelten Prodrugs ist Valaciclovir (Valtrex®, GlaxoS-
mithKline GmbH & Co. KG), das gegeniiber seinem Vorlauferwirkstoff Aciclovir eine drei
bis sechsfach hohere orale Bioverfiigbarkeit besitzt (> 60 %1% gegeniiber 10-20 % 107:108]),
Valaciclovir wird von dem Peptidtransporter 1 (PepT1) [109] ynd dem Natrium-abhéingigen
Aminoséuretransporter ATB® in die Zelle eingebrachtM° und anschlieBend durch das
Biphenyl Hydrolase-Like Protein (BPHL) hydrolysiert. 11!

Das Beispiel zeigt, dass Wirkstoffe gezielt so entworfen werden kénnen, dass ein aktiver
Transport durch die Zellmembran ausgenutzt werden kann. Nichtsdestotrotz miissen die-
se Wirkstoffe die strukturellen Eigenschaften von natiirlichen Substraten nachahmen, um
von den Transportern erkannt zu werden. 194105 Als weiteres Beispiel, dass Aminoséure-
Transporter dennoch durchaus groflere Molekiile resorbieren, kénnen die von HUTTUNEN
et al. publizierten Verbindungen gezeigt werden. Die Autoren konnten nachweisen, dass
der Large neutral amino acid-Transporter (LAT1), der normalerweise grofie Aminoséu-
ren wie L-Histidin, L-Tyrosin oder L-Tryptophan transportiert,1*2l in der Lage ist, sechs
verschiedene Prodrugs zu transportieren. In Abbildung 1.9 sind drei Beispiele gezeigt.
Der Transport gelingt dabei unabhéngig davon, ob eine D- oder L-Aminoséure eingesetzt

wurde. [113]

16
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Abbildung 1.9: Drei der sechs von HUTTUNEN et al. getesteten Prodrug-Systeme, die von LAT1
transportiert werden koénnen. 113

1.3.2. Salze

Neben der Verwendung von Aminoséduren zur Verbesserung der Loslichkeit sind vor al-

[114,115] g werden inzwischen schitzungs-

lem Salze in der Wirkstoffentwicklung etabliert.
weise die Hélfte aller potentiell therapeutischen Molekiile als Salz entworfen, um ihre physi-
kochemischen Eigenschaften zu verbessern. [114:116-118] Bin Hauptkriterium fiir den Einsatz
von Salzen ist die héhere Wasserloslichkeit und die dadurch groflere Wahrscheinlichkeit,
den biologischen Wirkort zu erreichen und das unabhéngig von der Applikationsmetho-
de.114115.119] Dariiber hinaus bieten Salze aber auch den Vorteil der leichten Aufreinigung
durch Rekristallisation, eine hohe chemische Stabilitdt und eine gewisse Vermeidung von

Polymorphie. 120
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die medizinisch-chemische Optimierung von IWP (Inhibitors of
Wnt Production)-Derivaten fiir die Entwicklung neuer CK1é-Inhibitoren. IWP-Derivate,
die durch die Inhibition von Porcupine (Porcn) in der Lage sind, das Wnt/S-Catenin ab-
hingige Signal zu unterbinden,®” weisen mit dem Benzothiazol-Grundgeriist eine chemi-
sche Grundstruktur auf, die mit denen von CK14-Inhibitoren vergleichbar ist. Im Vorfeld
dieser Arbeit durchgefiihrte Kinase-Assays zeigten, dass die Verbindungen IWP-2-4 in der
Lage sind, CK16§ mit IC5o-Werten in mikromolaren Konzentrationen zu inhibieren und ins-
besondere eine hohe Selektivitit fiir die gatekeeper-Mutante M82F CK16 aufweisen. 2% Die
Grundstruktur von IWP-2 (9) und IWP-2-v2 (10, s. Abbildung 2.1) sollte dabei schritt-
weise modifiziert werden, um die Potenz gegeniiber CK14§ zu vergroBern und idealerweise

die Selektivitit fiir die gatekeeper-Mutante M82F'CK1§ beizubehalten.

Y R Y

IWP-2 IWP-2-v2
9 10

Abbildung 2.1: Durch die medizinisch-chemische Optimierung der Leitstrukturen IWP-2 (9) und
TWP-2-v2 (10) %] sollen neue CK14-Inhibitoren entwickelt werden.

Die allgemeine Vorgehensweise orientiert sich dabei an einem iterativen Arbeitsablauf.
Die zu optimierenden Leitstrukturen 9 und 10 sollten zunéachst im Molecular Modeling hin-
sichtlich ihres Bindemodus in der CK1§ untersucht und durch die schrittweise strukturelle
Abwandlung der sogenannte docking score, der ein berechnetes Maf} fiir die Bindeaffini-
tat der Liganden in der Bindetasche darstellt, verbessert werden. Die rational designten
Verbindungen sollten anschlieffend sortiert und eine Auswahl von Liganden synthetisiert
werden. Durch die nachfolgende biologische Evaluierung der Zielverbindungen sowie die
Bestimmung von Ligand-Protein-Komplexen mittels Kristallstrukturanalyse, sollte das
Design-Konzept validiert und Riickschliisse fiir weitergehende Modifizierungen gezogen

werden (vgl. Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Die zu optimierenden Leitstrukturen sollten zunédchst im Molecular Modeling
untersucht und schrittweise strukturell abgewandelt werden. Die Top-Hits der rational designten
Verbindungen sollten anschlieend synthetisiert werden. Die biologische Evaluierung sowie die Kris-
tallstrukturanalyse von Ligand-Protein-Komplexen sollten Hinweise fiir weitergehende Modifizie-
rungen geben, um die optimierte Leitstruktur erneut zu verbessern.

Der erste Ansatz zur strukturellen Optimierung sah den Austausch der Methylgruppe
am Benzothiazol-Baustein durch eine Trifluormethylgruppe vor. Das Strukturmotiv des
Trifluormethyl-substituierten Benzothiazols fiir CK14-Inhibitoren ist bereits bekannt und
hat sich als affinitétssteigernd erwiesen. Dariiber hinaus wurde schrittweise der Tetrahydro-
thienopyrimidinon-Baustein modifiziert. Die erste Variation sah dabei eine Substitution

des Phenyl- beziehungsweise Benzylrests vor (vgl. Abbildung 2.3).

qjdkk

\\
R

Abbildung 2.3: Fir die medizinisch-chemische Optimierung der Leitstruktur wurde zunéchst die
Methylgruppe am Benzothiazol-Baustein durch eine Trifluormethylgruppe ersetzt. Der Tetrahydro-
thienopyrimidinon-Baustein wurde schrittweise modifiziert. Die erste Variation sah dabei eine Sub-
stitution des Phenyl- beziehungsweise Benzylrests vor.

Dariiber hinaus sollte ausgehend von dem Benzothiazol-Baustein ein potentieller DFG-

out-Inhibitor fiir CK19 entworfen und synthetisiert werden.
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3 Design und Modeling

Um die Struktur-Wirkungsbeziehung eines Liganden verstehen zu koénnen, ist eine Kris-
tallstruktur des Proteins, in dem der Ligand gebunden ist, eine hervorragende Ausgangspo-
sition. PICHLO et al. veréffentlichten eine Kristallstruktur des Liganden IWP-2 (9),[95:121]
der in der Bindetasche von CK1§ gebunden ist (pdb: 50KT).[1920) Da in dieser Arbeit
die Leitstruktur TWP-2 (9) beziechungsweise IWP-2-v2 (10) 5121 hinsichtlich der Affini-
tat gegeniiber CK19 verbessert werden sollte, wurde die Kristallstruktur 5OKT in dieser
Arbeit fiir ein Liganden screening verwendet.

Um neue Liganden einer Substanzbibliothek hinsichtlich ihrer Bindeaffinitdt zu einem
Protein beurteilen zu kénnen, kann das Programm Maestro von Schrodinger verwendet
werden. Durch verschiedene implementierte Anwendungen wird ein sogenannter docking
score ermittelt. Der docking score ist dabei ein berechnetes Maf fiir die Bindeaffinitéat des
Liganden in der Bindetasche des Zielproteins und lasst sich mit den folgenden Gleichungen
(1) - (5) beschreiben. Da fiir die Berechnungen der XP-workflow von GLIDE und das Indu-
ced fit (IFD)-Protokoll angewendet wurden, beziehen sich die Gleichungen auf die damit
berechneten scores. 227124 Details zu verwendeten Programmversionen und zu der Durch-
fiilhrung werden in Kapitel 8.1 behandelt. Die Beschreibung der einzelnen Parameter in

den Gleichungen erfolgt in Tabelle 3.1.

Docking Score = X P GlideScore + Epic state penalty (1)

XP GlideScore = Ecoyi + Evaw + Ebind + Epenalty (2)
Evind = Enyd_enclosure + Erp_nn_motif + Enb_cc_motif + EpPr

+Eny pair + Ephobvic_pair (3)

Epenalty = Edesolv + Eligand_strain (4)

IFDScore = XP GlideScore 4+ 0.05 - Prime Energy (5)
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

Tabelle 3.1: Beschreibung der Parameter fiir die Berechnungen des docking score. |

122,125]

Parameter  Beschreibung

Ecoul Coulomb-Energie

Epaw VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen

Evind Energietherme, die eine Bindung favorisieren

Ephobicipair

Ehyd_enclosure

Ehbﬁpair

Ehbﬁnnimoti f

E hb__cc_motif

Epr

Epenalty
Edesolv

Elz’gand_strain

hydrophobe Atom-Atom-Paarungsenergie, beriicksichtigt interatomare
Absténde und spiegelt den Austausch von Wassermolekiilen durch
hydrophobe Liganden wider

hydrophobe Begrenzung, Erweiterung zu Epnopic pair, zZusétzliche
Unterscheidung zwischen Umgebungsgeometrien
Wasserstoffbriickenbindungs-Term

spezieller neutral-neutral-Wasserstoffbriickenbindungs-Term
Erganzung zum Epp pgi-Term

spezieller geladen-geladen-Wasserstoffbriickenbindungs-Term
Erganzung zum Epp pei-Term

Beriicksichtigt m-stacking, m-Kationen-Wechselwirkungen, die
Platzierung von Halogenatomen in hydrophoben Bereichen und
empirische Korrekturterme

Energieterme, die eine Bindung storen

Einbufle durch Desolvatation

Einbufle durch Spannungsenergie

Die Visualisierung der Kristallstruktur erfolgt ebenfalls mit dem Programm Maestro. In

Abbildung 3.1 ist die 3D-Struktur (A) sowie das 2D-Ligand-Interaktionsdiagramm (B)

der Kristallstruktur 5OKT zu sehen. IWP-2 (9) bildet zwei Wasserstoffbriickenbindungen

zur hinge-Region (Leu85) aus. Der Benzothiazol-Ring ragt mit seiner Methylgruppe in die
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3.1. SERIE 1

hydrophobe Tasche I (HP I). Der Phenyl-substituierte Tetrahydrothienopyrimidinon-Rest
ist zur Losungsmittel-exponierten hydrophoben Region II (HR II) hin ausgerichtet. Die
Carbonylgruppe bildet dabei zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen zur Seitenkette
des Argl3 aus. Zusétzlich findet eine m-Kation-Wechselwirkung zwischen dem Phenyl-Rest

und dem Guanidin-Rest von Argl3 statt.

B LE
148

HP I

Abbildung 3.1: Experimentell bestimmter Bindemodus des Liganden IWP-2 in der Bindetasche
von CK16 (pdb: 50KT). A) 3D-Darstellung des Bindemodus. Die Aminosduren Leu85 der hinge-
Region sowie Argl3 sind abgebildet. Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte
Linien und 7-Kation-Wechselwirkungen als griine gestrichelte Linie dargestellt. B) 2D-Ligand-
Interaktionsdiagramm. Wasserstoffbriickenbindungen werden also violette Pfeile dargestellt und
m-Kation-Wechselwirkungen als rote Striche. 2%

3.1. Serie 1

Die erste Modifikation, die vorgenommen wurde, ist der Austausch der Methylgruppe
am Benzothiazol durch eine Trifluormethylgruppe. Das Strukturmotiv des Trifluormethyl-
substituierten Benzothiazols®¥ beziehungsweise Benzimidazols!™ fiir CK1é-Inhibitoren
ist bereits bekannt und hat sich als affinitdtssteigernd erwiesen. Da die Methylgruppe
in der HP I liegt, werden durch den Austausch zu einer Trifluormethylgruppe die hy-
drophoben Wechselwirkungen verstiarkt. Der Effekt zeigt sich im berechneten docking
score, wenn auch nur minimal. Neben der Methylgruppe wurde bei der ersten Serie die
Tetrahydrothieno-Seitenkette eingehender betrachtet. Durch die Substitution des Phenyl-
(IWP-2) beziehungsweise Benzyl-Rings (IWP-2-v2) sollten die Wechselwirkungen in der

HR IT beeinflusst werden. Da diese Region zum Loésungsmittel hin offen liegt, eignen sich
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

beispielsweise konformativ flexible Methoxygruppen zur besseren Abschirmung des Lo-
sungsmittels gegeniiber der Bindetasche. Es wurden aber auch Trifluormethylgruppen oder
Halogene eingebracht, um hydrophobe Wechselwirkungen zu verstiarken. In Tabelle 3.2
ist eine Ubersicht einiger rational designter und vorberechneter Liganden mit Angabe der
docking scores zu sehen.

In Abbildung 3.2 ist der Ligand 11c in der Bindetasche von CK14§ zu sehen. Abbildung
A) zeigt den Bindemodus, der mit GLIDE berechnet wurde und Abbildung B) den Binde-
modus, der mit IFD berechnet wurde. In beiden Féllen werden zwei Wasserstoffbriicken-
bindungen zur hinge-Region (Leu85) ausgebildet und zwei weitere Wasserstoffbriickenbin-

dungen zur Seitenkette des Argl3.

Abbildung 3.2: Berechneter Bindemodus des Liganden 11c in 50KT. A) Mit GLIDE berech-
neter Bindemodus und B) mit IFD berechneter Bindemodus. Wasserstoffbriickenbindungen sind
als schwarze gestrichelte Linien und m-Kation-Wechselwirkungen als griine gestrichelte Linie dar-
gestellt. Repulsive Wechselwirkungen sind durch orange gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Der berechnete Bindemodus des Liganden 11c ist dem Bindemodus von IWP-2 (9) sehr
ahnlich. Die zusétzliche m-Kation-Wechselwirkung, die IWP-2 (9) aufweist, kann bei dem
Liganden 11c allerdings nur bei der GLIDE-Rechnung beobachtet werden. Der mit IFD
berechnete Bindemodus weist auflerdem vermehrt repulsive Wechselwirkungen (orange ge-
strichelte Linien) auf. Dennoch, vergleicht man den docking score, schneidet der mit IFD
berechnete Bindemodus etwas besser ab (Glide(DS) = -10.8, IFD(DS) = -11.9).

In Abbildung 3.3 ist dariiber hinaus A) der Bindemodus des Liganden 11j und B)

des Liganden 11i zu sehen (beide berechnet mit IFD). Der Ligand 11j weist die gleichen
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3.1. SERIE 1

Bindungsmuster auf, wie IWP-2 (9). Demgegeniiber steht der Ligand 11i, der den Benzyl-
substituierten Tetrahydrothienopyrimidinon-Rest zur unteren Seite der Bindetasche orien-
tiert. Die zusétzlichen Wasserstoffbriickenbindungen zum Argl3 koénnen nicht ausgebildet
werden, sodass die Wasserstoftbriickenbindungen, die zur hinge-Region bestehen, in dem
Bindemodus die einzigen sind. Der Vergleich der docking scores zeigt aber, dass die zusétz-
lichen Wasserstoffbriickenbindungen scheinbar keine Rolle spielen (11j: IFD(DS) = -12.0,
11i: IFD(DS) = -12.2). Allerdings kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass der in
Abbildung 3.3 B) gezeigte Bindemodus der Realitit entspricht.

Abbildung 3.3: Mit IFD berechneter Bindemodus A) des Liganden 11j und B) des Liganden
11i in 50KT. Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte Linien und 7-Kation-
Wechselwirkungen als grine gestrichelte Linien dargestellt.

Die Ergebnisse aus den Berechnungen machen deutlich, dass das Modeling in diesem
Fall an seine Grenzen stoit. Es zeigen sich kaum Unterschiede in den berechneten docking
scores, unabhingig davon, welche Substituenten eingefiihrt wurden. Auch die Unterschie-
de zwischen den mit GLIDE berechneten docking scores und den mit IFD berechneten
docking scores sind meist nur minimal und zu vernachléssigen. Damit liefert das Mode-
ling aber auch nur einen minimalen Anhaltspunkt, welche Substituenten fiir die Synthese
favorisiert werden koénnten. Im Rahmen tiefergehender Modeling-Studien kénnte die Be-
rechnung Entropie-basierter Wasser-Modelle (watermap) (126,127] yalidere Aussagen ermog-
lichen. Aber auch aufwindigere quantenmechanische Rechnungen kénnten einen besseren

Einblick in die moglichen Unterschiede der Bindeaffinitdt verschiedener Liganden liefern.
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

Tabelle 3.2: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Ligan-
den der Serie 1.

# Struktur Glide (DS) IFD (DS)

e Pan
I
s
Y NS
S N;‘fR
(@]

AN
9 @ 9.5 9.9
10 -9.4 -10.3
N S\)I\ )l\
SRt
S gR
(@]
1la @ -10.5 -11.8
11b 2} -10.7 -12.2
1lc 2} -10.8 -11.9
OCH3
11d %[OC”B -11.1 -12.7
OCHg
1le -11.0 -12.4
H3CO OCH3
OCH3
OCHs
11f ﬁ@ -10.5 -12.4
OCH3
OCHs
11g ﬁ(;[o% -8.2 -12.3

OCHs
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3.1. SERIE 1

## Struktur Glide (DS) IFD (DS)
11h JEEL -11.1 -12.5
HsCO OCH;
11i 2} -10.9 -12.2
CFg
11j E:L -10.9 -12.0
CF4
11k 2} -10.6 -12.6
OCF;
111 Ejocﬁ -11.2 -12.5
OCH;3
11m [ -11.1 -8.0
Z OCHs
OCHs
11n ﬁ@ -10.9 7.1
HsCO
N F
110 @ -10.8 -11.6
=
11p @ i -10.2 -10.7
11q 2} -10.6 -11.7
CH3
11r E:L -10.9 -11.1
OCHy
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

3.2. Serie 2

In der zweiten Serie wurde der Einfluss des Tetrahydrothieno-Rings auf die Bindeaffi-
nitdt betrachtet. Durch den Austausch des Tetrahydrothienopyrimidinon-Bausteins durch
Chinazolinone ergeben sich minimale Verédnderungen der Bindungs- und Torsionswinkel.
Eine Uberlagerung des mit Glide berechneten Bindemodus des Liganden 12a und dem
Liganden ITWP-2 in der Kristallstruktur 5OKT ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Zwar bil-
den beide Liganden die gleichen Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-Region (Leu85)
und zum Argl3 aus, allerdings kommt es zur Verdrehung der Thioether-Briicke, sodass
sich der Chinazolinon-Rest leicht verschiebt. Zusétzlich rotiert der Phenyl-Substituent,
wodurch sich der Abstand zum Guanidin-Rest von Argl3 vergrofiert. Der resultierende
docking score des Liganden 12a ist dadurch minimal schlechter als der von IWP-2 (9) (9:
Glide(DS) = -9.5, 12a: Glide(DS) = -8.7).

Abbildung 3.4: Uberlagerung des mit Glide berechneten Bindemodus des Liganden 12a und
der Kristallstruktur 50KT. Der Ligand ITWP-2 (9) ist in griin dargestellt, der Ligand 12a
in violett. Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte Linien und w-Kation-
Wechselwirkungen als griine gestrichelte Linien dargestellt.

Zusétzlich zu der zu IWP-2 (9) analogen Chinazolinon-Verbindung 12a wurden auch
die IWP-2-v2 (10) analoge Verbindung 12b und die Trifluormethyl-substituierten Verbin-
dungen 13a und 13b berechnet. Eine Ubersicht iiber die berechneten docking scores ist

in Tabelle 3.3 zu sehen.
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3.3. SERIE 3

Tabelle 3.3: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Ligan-

den der Serie 2.
0 N/Q_E*Rz
|
NYS\)I\H/KS
"

Ry
(0]

# R, R, Glide (DS) IFD (DS)
12a Phenyl CHj -8.7 -10.0
12b Benzyl CHg -9.0 -10.7
13a Phenyl CF3 -10.5 -11.0
13b Benzyl CF3 -10.2 -11.1

Die berechneten docking scores deuten an, dass die Chinazolinon-Derivate 12a,b und
13a,b etwas schlechter binden als die Verbindungen der Serie 1. Der Unterschied der mit
GLIDE berechneten docking scores ist dabei grofler als bei den mit IFD berechneten Werten.
Die geringeren Unterschiede der docking scores, die mit IFD berechnet wurden, kénnen

dadurch erklirt werden, dass dem Protein eine gewisse Flexibilitat ermoglicht wird.

3.3. Serie 3

Da sowohl die Kristallstruktur von IWP-2 in CK16 als auch das bisherige Modeling na-
helegen, dass es zu einer m-Kation-Wechselwirkung zwischen dem Benzol-Ring der Tetrahy-
drothienopyrimidinon-Seitenkette und der Guanidin-Gruppe von Argl3 kommt, wurde in
der nichsten Serie dieser Einfluss ndher betrachtet. Statt Verbindungen mit aromatischen
Resten, wurden Verbindungen mit verschiedenen Alkylresten sowie ein unsubstituiertes
Derivat 14d berechnet. Zum einen ergibt sich durch den geringeren sterischen Anspruch
der Alkylreste mehr Spielraum fiir den Tetrahydrothienopyrimidinon-Rest, zum anderen
entfallen die m-Kation-Wechselwirkungen.

Die Ubersicht der docking scores der Liganden der Serie 3 sind in Tabelle 3.4 zusam-

mengefasst.
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

Tabelle 3.4: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Ligan-

den der Serie 3.
|
NS AL AL
S
T
s f\R

O
# R Glide (DS) IFD (DS)
14a CH3 -10.6 -11.2
14b CH,CH;3 -10.9 -12.0
14c CH(CHj3), -10.7 -11.1
14d H -10.8 -11.9
14e C(CHz3)3 -10.8 -11.4

Bei der Verbindung 14d ist zu beobachten, dass durch die Tautomerie des Pyrimidin-
ons der Bindemodus im IFD stark variiert. In Abbildung 3.5 sind die drei moglichen
Tautomere in der 3D-Darstellung und als 2D-Ligandinteraktionsdiagramm zu sehen. Das
3H-Tautomer (s. A) und B)) bildet lediglich zwei Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-
Region aus, der Tetrahydrothienopyrimidinon-Baustein liegt flach in dem zum Solvens offe-
nen Bereich der Bindetasche. Dem gegeniiber steht das 1H-Tautomer (s. A) und B)), das
zusétzlich zu den Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-Region zwei weitere Wasserstoff-
briickenbindungen zum Argl3 ausbildet. Das O H-Tautomer (s. E) und F)) weist neben
den Bindungen zur hinge-Region noch eine weitere Wasserstoftbriickenbindung zum Ser88
auf. Trotz der Unterschiede in der Bindung variieren die dazugehoérigen docking scores
kaum. Lediglich das O H-Tautomer hat einen etwas schlechteren docking score (14d(3H-
Taut): IFD(DS) = -11.9, 14d(1H-Taut): IFD(DS) = -11.2, 14d(OH-Taut): IFD(DS) =
-9.3). Dieser schlechtere docking score ergibt sich dabei vor allem aus den im XP-workflow
einflieBenden epic state penalties. Es ist bekannt, dass durch den Einfluss der epic state
penalties docking Ergebnisse filschlicherweise verzerrt werden kénnen. 128 Vergleicht man

in diesem Fall den GlideScore (GS), fallen die Unterschiede zwischen den Tautomeren
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3.3. SERIE 3

noch geringer aus (14d(3H-Taut): IFD(GS) = -12.4, 14d(1H-Taut): IFD(GS) = -12.4,
14d(OH-Taut): IFD(GS) = -11.9). Der tatséchlich vorliegende Bindemodus kénnte nur
durch eine Kristallisation des Liganden in der Bindetasche von CK1¢§ aufgeklirt werden.

Insgesamt zeigt sich bei der Berechnung der Liganden der Serie 3 erneut, dass die Aus-
sagekraft der docking scores nicht iiberstrapaziert werden sollte. Durch die strukturellen
Anderungen an der Tetrahydrothienopyrimidinon-Seitenkette zeigt sich im docking jeweils
kaum ein Unterschied. Die Benzothiazol-Struktur als hinge-binder ist fiir die Berechnung
sehr viel ausschlaggebender als die Seitenkette. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kern-

struktur allerdings nicht variiert.

31



KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING
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Abbildung 3.5: Bindemodi der verschiedenen Tautomere von 14d in 50KT. A) 3H-Tautomer
in der 3D-Darstellung, B) 3H-Tautomer in der 2D-Darstellung, C) 1H-Tautomer in der 3D-
Darstellung, D) 1H-Tautomer in der 2D-Darstellung, E) O H-Tautomer in der 3D-Darstellung, F)
OH-Tautomer in der 2D-Darstellung. Wasserstoftbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte
Linien dargestellt. Repulsive Wechselwirkungen sind durch orange gestrichelte Linien gekennzeich-
net.
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3.4. SERIE 4

3.4. Serie 4

Bei dem Design der Verbindungen der Serie 4 wurde der Tetrahydrothienopyrimidinon-
Baustein verkleinert, indem der Schwefelheterozyklus entfernt wurde. Durch den geringe-
ren sterischen Anspruch des Phenyl- beziechungsweise Benzyl-substituierten Pyrimidinon-
Bausteins ergibt sich ein neuer Bindemodus der Liganden. In Abbildung 3.6 sind zwei
mogliche Bindemodi des Liganden 15d zu sehen. Die Berechnung erfolgte mit dem IFD-
workflow. Abbildung A) zeigt den Bindemodus, der aus den vorangegangenen Serien be-
kannt ist. Der Phenylsubstituent zeigt zur linken Seite der Bindetasche und der Pyrimidin-
on-Rest bildet zum Guanidin des Argl3 Wasserstoftbriickenbindungen aus. In Abbildung
B) hingegen ist der Pyrimidinon-Rest um 180° gedreht, sodass der Phenylsubstituent zur
rechten Seite der Bindetasche zeigt. Es werden dennoch die Wasserstoffbriickenbindungen
zum Argl3 ausgebildet und auch die m-Kation-Wechselwirkung bleibt bestehen. Tatséch-
lich ist bei der Berechnung der Liganden der Serie 4 der zweite Bindemodus (B) oftmals

bevorzugt.

Abbildung 3.6: Der Ligand 15d in der Bindetasche von CK16 (pdb: 50KT). A) Herkommlicher
Bindemodus der IWP-Derivate. B) Neuer Bindemodus der Liganden der Serie 4. Wasserstoff-
briickenbindungen sind als schwarze gestrichelte Linien und m-Kation-Wechselwirkungen als griine
gestrichelte Linien dargestellt. Repulsive Wechselwirkungen sind durch orange gestrichelte Linien
gekennzeichnet.

In den Tabellen 3.5 und 3.6 sind einige rational designte Phenyl- beziehungswei-

se Benzyl-substituierte Liganden der Serie 4 aufgelistet. Zusétzlich zu der Angabe der

docking scores ist auch der mit IFD berechnete bevorzugte Bindemodus (BM) angegeben.
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Tabelle 3.5: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Phenyl-
substituierten Liganden der Serie 4 mit Angabe des Bindemodus (BM) bei der Berechnung mit

IFD.
eV
|
N S\)I\
| Y H S
NgR
(e}

# Struktur Glide (DS) IFD (DS) IFDgy
15a @ 117 “12.1 B
OCH;
15b ﬁ@ -12.3 -12.9 B
OCH;
OCHj
15 | > 12.4 12.5 B
c -12. -12.
Z > ocH,
OCH;
15d ; -12.1 -12.6 B
OCHj
OCH;
15e ?<© -12.1 -12.6 A
| =
15¢ oo, -11.8 -13.0 B
OCH;
15g @ 12.1 -13.0 B
F
15h ?{© 12.0 -12.7 A
B
15i / 114 -12.4 A
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3.4. SERIE 4

Tabelle 3.6: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Benzyl-
substituierten Liganden der Serie 4 mit Angabe des Bindemodus (BM) bei der Berechnung mit

IFD.
eV
|
N S\)I\
| Y H S
NgR
(e}

7# Struktur Glide (DS) IFD (DS) IFDgy
16a 2] -10.9 121 B
16b 2} -10.9 1124 A

OCHs
16¢ EE(F -11.0 2124 B
16d 2; -10.7 124 B
CF3
OCH3
16e 1121 1125 B
OCH3
16f %“”3 -11.8 1125 B
16g %\ 11.2 4125 B
OCH3
OCH;
16h 12.1 -12.8 B
OCHg3

16i /2)\ 11.8 -12.5 A
HsCO OCH;
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Da wie bei den vorangegangenen Serien auch die berechneten docking scores nur minimal
voneinander abweichen, wurde bei den Phenyl-substituierten Pyrimidinon-Derivaten das
docking nicht wesentlich bei der Auswahl der zu synthetisierenden Liganden berticksichtigt.
Stattdessen wurden verschiedene Substitutionsmuster mit Methoxygruppen ausgewéhlt.
Die Benzyl-substituierten Pyrimidinon-Derivate wurden im Rahmen der Bachelorarbeit
von JOANA BAIER behandelt. Durch den vorgegebenen zeitlichen Rahmen der Bachelorar-
beit musste die Auswahl der zu synthetisierenden Liganden begrenzt werden. Es wurde da-
her zuséatzlich zu den docking scores eine weitere Entscheidungshilfe hinzugezogen. Mit dem
Programm QIKPROP kénnen Vorhersagen zu einigen ADME-Parametern getroffen werden.
Das Programm berechnet unter anderem die voraussichtliche Caco-2-Zellpermeabilitét.
Caco-2 Zellen dienen in der in wvitro Testung als Modell der Dinndarmschleimhaut und
werden zur Vorhersage der oralen Absorption von Wirkstoffen verwendet.'29 AuBerdem
wird ein ICsg-Wert fir die Blockade des hERG-Kanals berechnet. Da es durch die Blo-
ckade des hERG-Kanals zu Herzarrhythmien kommen kann,!39 empfiehlt die FDA, in
vorklinischen Studien die Wirkung auf hERG-Kanile zu untersuchen. '3 Dariiber hinaus
wird die Wasserloslichkeit berechnet sowie Lipinskis Rule of Five (RO5). Lipinskis Regel
beriicksichtigt das Molgewicht, Wasserstoffbriickenbindungs-Donatoren und -Akzeptoren

97 Um eine orale Bio-

sowie den Verteilungskoeffizient logP zwischen Oktanol und Wasser.
verfiigharkeit gewéhrleisten zu kénnen, sollte das Molgewicht nicht mehr als 500 Dalton
betragen, eine Verbindung nicht mehr als 5 Wasserstoffbriickenbindungs-Donatoren, nicht
mehr als 10 Wasserstoffbriickenbindungs-Akzeptoren und einen Verteilungskoeffizienten
zwischen Wasser und Oktanol von maximal 5 aufweisen. ¥l Je weniger dieser Regeln ge-
brochen werden, desto wahrscheinlicher ist eine orale Bioverfiigbarkeit. In Tabelle 3.7
sind fiir einige der Benzyl-substituierten Pyrimidinon-Derivate die berechneten QikProp-
Daten aufgelistet. Die Verbindung 16d weist im Vergleich zu den anderen Verbindungen
deutlich schlechtere Werte auf. Die Verbindung wurde dennoch in die engere Auswahl ge-
nommen, da die analoge Verbindung der Serie 1 einen vergleichsweise guten 1Csq-Wert
aufwies. Die berechnete Wasserloslichkeit (QPlogS) sollte einen Wert zwischen -6.5 und
0.5 einnehmen, wobei -6.5 fiir eine schlechte Wasserléslichkeit und 0.5 fiir eine sehr gute
Wasserloslichkeit steht. Der Wert fiir die hERG-Blockade (QPlogHERG) sollte nicht klei-
ner als -5 sein, und der Wert fiir die Caco-2-Zellpermeabilitiat (QPlogCaco) sollte groBer

als 500 sein. Die besten Werte weist somit die Verbindung 16c auf.
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3.5. SERIE 5

Tabelle 3.7: Mit QIKPROP berechnete ADME-Parameter fiir die Verbindungen 16a—d.

# QPlogS QPlogHERG QPlogCaco RO5

16a -6.7 -6.8 T 1
16b -6.3 -6.6 1088 0
16¢c -5.2 -5.3 940 0
16d -8.6 -7.3 682 2

3.5. Serie 5

Die in Kapitel 1.3 diskutierten Vorteile von Aminosduren und Salzen sind beim Design
der Serie 5 eingeflossen. Im Rahmen der Bachelorarbeit von KEVIN BRESSLER wurden
proteinogene Aminosduren an den Benzothiazol-Baustein gekniipft. Die Aminofunktion
liegt bei physiologischem pH geladen vor. Es wurden daher fiir die Berechnungen von vorn-
herein die Salze der Verbindungen betrachtet. Durch die Verwendung des Benzothiazol-
Bausteins sollte die Bindung zur hinge-Region gewéhrleistet werden und durch die Ver-
wendung der proteinogenen Aminosduren und die Bildung des Salzes sollte die Wasserlés-
lichkeit erhoht werden. Dartiber hinaus ermoglichen die Aminosduren eventuell, dass die
Verbindungen durch Carrier aktiv resorbiert beziehungsweise in die Zelle eingebracht wer-
den. Die Berechnungen der docking scores der Verbindungen der Serie 5 erfolgten nicht
mit der Kristallstruktur 50KT2% sondern mit der Kristallstruktur 4TWC.[™ Da die
Verbindungen der Serie 5 keinen Pyrimidinon-Baustein besitzen, ist die von den vorheri-
gen Serien bekannte Wechselwirkung zum Argl3 nicht mehr relevant. Die Kristallstruktur
4TWC besitzt eine etwas schmalere Bindetasche, da CK14 mit dem sehr linearen Molekiil

(7] Die etwas schmalere Bindetasche sollte die

5 von BISCHOF et al. kristallisiert wurde.
tatsdchlichen Bindeverhéltnisse der relativ kleinen Liganden der Serie 5 besser wiederge-
ben. Die in der Kristallstruktur vorhandene Mutation R13N wurde korrigiert, sodass der
Wildtyp vorliegt. In der Tabelle 3.8 sind die docking scores der Aminosédure-verkniipften
IWP-Derivate aufgelistet. Es wurde dabei jeweils nur das Ergebnis des Liganden mit der

L-Aminosdure mit protonierter Aminofunktion beriicksichtigt. Bei Aminoséuren, die wei-

tere funktionelle Gruppen tragen, wurden zusétzliche Ladungen gekennzeichnet.

37



KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

Tabelle 3.8: Mit GLIDE und induced fit docking (IFD) berechnete docking scores (DS) der Ligan-
den der Serie 5.

(0] R

>

F3C S S
T o
N

#  AS-Rest Glide (DS) IFD (DS)

17a Ala -10.6 -11.3
17b  Arg(NHj) -12.6 -11.4
17c Asn -11.2 -8.9
17d  Asp(COO™) -10.7 -12.3
17e Cys -10.0 -10.0
17f Gln -11.1 -11.5
17g  Glu(COO™) -11.1 -12.0
17h Gly -10.5 -10.9
17i His -10.4 -10.7
17j Te -11.5 -11.8
17k Leu -11.0 -10.9
171 Lys(NHY) -11.2 -10.5
17m Met -10.9 -11.4
17n Phe -10.7 -11.5
170 Pro -10.1 -11.2
17p Ser -11.7 -11.7
17q Thr -11.6 -11.1
17r Trp -11.9 -10.3
17s Tyr -11.5 -11.8
17t Val -10.6 -11.9
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3.5. SERIE 5

In Abbildung 3.7 ist der mit IFD berechnete Bindemodus des Liganden 17t dargestellt.
Zuséatzlich zu den zwei Wasserstoffbriickenbindungen zum Leu85 wird eine Wasserstoff-
briickenbindung zum Gly86 und eine weitere Wasserstoffbriickenbindung zum Asp91 aus-
gebildet. Dariiber hinaus bildet sich zwischen der stereochemisch definierten L-Ammonium-

funktion und der Carboxylatgruppe des Asp91 eine Salzbriicke.

LEY
135

Abbildung 3.7: Bindemodus des Liganden 17t in der Bindetasche von CK14 (pdb: 4TWC). ™
A) 3D-Darstellung. Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte Linien und Salz-
briicken als violette gestrichelte Linien dargestellt. B) 2D-Ligand-Interaktionsdiagramm. Wasser-
stoffbriickenbindungen sind als violette Pfeile und Salzbriicken als blau-rote Pfeile dargestellt.

Wie auch schon bei der Serie 4 wurden bei der Serie 5 einige ADME-Parameter mit
dem Programm QIKPROP berechnet (s. Tabelle 3.9). Wie zu erwarten war, sind die be-
rechneten Werte fiir die Wasserloslichkeit der Liganden 17a—t im Vergleich zu den Verbin-
dungen der vorangegangenen Serien deutlich besser. Auch die Wahrscheinlichkeit fiir eine
hERG-Kanal Blockade fillt bei den Verbindungen der Serie 5 deutlich geringer aus. Die
Rule of Five wird insgesamt nur einmal gebrochen. Bei der Caco-2-Zellpermeabilitat zeigt
sich allerdings, dass unter anderem durch die hohe Wasserloslichkeit eine sehr viel schlechte-
re Absorption vorhergesagt wird. Bei dieser Berechnung ist allerdings nicht beriicksichtigt,
dass eventuell aktive Transportmechanismen die Aufnahme der Substanzen ermoglichen.
Aufgrund der synthetischen Umsetzbarkeit wurde spéter weitestgehend darauf verzichtet,
Derivate herzustellen, die eine weitere funktionelle Gruppe an der Aminosiure-Seitenkette

tragen.
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

Tabelle 3.9: Mit QIKPROP berechnete ADME-Parameter fiir die Verbindungen 16a—d.

40

# QPlogS QPlogHERG QPlogCaco ROS5
17a -2.7 -5.4 232 0
17b -3.2 -6.3 9 1
17c -1.5 -4.2 14 0
17d -3.4 -3.6 9 0
17e -3.1 -5.4 257 0
17f -1.4 -4.3 11 0
17g -3.6 -4.0 7 0
17h -2.3 -5.2 155 0
171 -2.7 -5.5 112 0
17j -3.6 -5.6 284 0
17k -3.6 -5.7 246 0
171 -1.9 -6.7 14 0
17m -3.7 -5.8 231 0
17n -3.5 -6.0 296 0
170 -3.5 -5.6 470 0
17p -2.3 -5.3 94 0
17q -2.8 -5.5 97 0
17r -4.0 -6.2 177 0
17s -3.7 -6.3 98 0
17t -3.2 -5.4 314 0




3.6. DFG-OUT-MODELING

3.6. DFG-out-Modeling

Die in Kapitel 1.6 besprochenen Selektivitdtsvorteile von Typ Il-Inhibitoren verdeut-
lichen die Chancen, die ein DFG-out-Inhibitor fiir CK1 bieten koénnte. Tatsédchlich ist
bisher nicht bekannt, ob die CK1 Isoformen eine DFG-out-Struktur besitzen, wie sie von
einer Vielzahl von Tyrosin-Kinasen bekannt ist aber auch von p38c«, der Serin/Threonin-
spezifischen MAP Kinase. [89:132.133] Anders als bei den meisten anderen Kinasen wird bei-
spielsweise die Aktivierungsschleife nicht vom APE-Motiv, sondern von dem SIN-Motiv
begrenzt. !5 Tm Model sollte nun ein Inhibitor entworfen werden, der Bindeeigenschaften
von CK16-Inhibitoren aufweist und gleichzeitig durch einen weiteren Rest eine mogliche
deep pocket der DFG-out-Konformation adressiert. Durch die Kombination des sehr poten-
ten Inhibitors 8 von SALADO et al.!®¥) und dem DFG-out-Baustein von Imatinib (Glivec®,

[134]

Novartis) ergibt sich die rational entworfene Hybrid-Struktur des potentiellen CK14

DFG-out-Inhibitors 18 (s. Abbildung 3.8).

OCHs CHs

Y &

O N N

H : N
@)

18

Abbildung 3.8: Designte Hybrid-Struktur aus dem sehr potenten Inhibitor 8 von SALADO et al.
(rot) und dem DFG-out-Baustein von Imatinib (Glivec®, Novartis) (blau). 94134

Um fiir das Modeling eine DFG-out-Struktur von CK16 als Modell zu erzeugen, ist in
mehreren Stufen verfahren worden. Zunichst wurde eine Uberlagerung der CK16 Kris-
tallstruktur 4TWC™ mit der DFG-out-Struktur der p38a (pdb: 3K3I) [132] qurchgefiihrt.
Die Wahl der DFG-out-Struktur fiel auf p38a, da einige CK1J-Inhibitoren nachweislich
p38a inhibieren und somit eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit vorliegen muss.["” Die
Uberlagerung macht deutlich, dass sowohl das DFG-Motiv und damit zusammenhingend
die Aktivierungsschleife bei der DFG-out-Konformation umgelagert sind, aber auch die
P-Schleife anders angeordnet ist. In Abbildung 3.9 sind die wesentlichen strukturellen
Unterschiede dargestellt.
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KAPITEL 3. DESIGN UND MODELING

P-Schleife
/ \
DFG-Motiv
| Aktivierungs-__ S
' b B schleife '
s — ) Q\

SIN/APE-Motiv

\/ 2

Abbildung 3.9: Uberlagerung der CK1§ Kristallstruktur 4TWC™ mit der DFG-out-Struktur
von p38a (pdb: 3K3I).[132 P-Loop und Aktivierungsschleife von p38a sind in rot dargestellt. P-
Loop und Aktivierungsschleife von CK16 sind in blau dargestellt. Das DFG-Motiv ist jeweils in
griin und das APE/SIN-Motiv in gelb dargestellt.

Der zweite Schritt erforderte die manuelle Umlagerung des DFG-Motivs sowie die An-
passung der P-Schleife, um den Zugang zur deep pocket von CK16 zu gewéahrleisten. Dabei
wurde allerdings die Umlagerung der Aktivierungsschleife vernachlassigt, da diese fiir eine
manuelle Bearbeitung zu viele Aminoséduren enthélt. In die manuell umgelagerte Struktur
wurde der Ligand 18 eingefiigt und der gesamte Komplex zweimalig mit dem OPLS3-
Kraftfeld minimiert, um die Wechselwirkungen zwischen dem Liganden und der CK1§ zu
optimieren. Anschlieflend wurde zusétzlich eine loop prediction mit dem Programm PRIME
durchgefithrt. Das Ergebnis dieser ersten Modifikation ist in Abbildung 3.10 zu sehen
(der Ligand ist der Ubersicht halber nicht dargestellt). Die so modifizierte CK15-Struktur
wurde im dritten Schritt als Templat fiir eine erste IFD-Rechnung verwendet. Der daraus
resultierende beste Bindemodus wurde im vierten Schritt erneut als Ausgangspunkt einer
IFD-Rechnung eingesetzt. In Abbildung 3.11 ist der Bindemodus des Liganden 18 in
der DFG-out Modell-Struktur nach zweimaliger IFD-Rechnung zu sehen.
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Abbildung 3.10: Uberlagerung der modifizierten CK16 Kristallstruktur 4TWC ™ mit der DFG-
out-Struktur von p38a (pdb: 3K3I).[132] P-Loop und Aktivierungsschleife von p38a sind in rot
dargestellt. P-Loop und Aktivierungsschleife von CK14 sind in blau dargestellt. Das DFG-Motiv
ist jeweils in griin und das APE/SIN-Motiv in gelb dargestellt.

Der auf diese Art und Weise erzeugte Bindemodus ist aber kritisch zu betrachten, da die
Umlagerung der Aktivierungsschleife in der DFG-out-Konformation nicht beriicksichtigt
wurde. Es lasst sich allerdings sagen, dass durch den Raumgewinn, der durch die Rotation
des Phenylalanins und die Umlagerung der P-Schleife entstand, die Bindung des Liganden
18 durchaus plausibel aussieht und auch der docking score ist mit einem Wert von -13.9 sehr
gut. Mehrmalige Versuche, bei einer erneuten IFD-Rechnung die implementierte Schleifen
Vorhersage (loop prediction) von PRIME anzuwenden, schlugen leider fehl. Moglicherweise
ist fiir diese Berechnung die Schleife zu grof, denn nach der PRIME stage wurde kein output

file generiert, wodurch die Berechnung an diesem Punkt abgebrochen ist.
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Abbildung 3.11: Bindemodus des Liganden 18 in der CK14-DFG-out Modell-Struktur nach
zweimaliger IFD-Rechnung. A) 3D-Darstellung des DFG-out-Liganden in der Bindetasche. Was-
serstoffbriickenbindungen sind als schwarze gestrichelte Linien, Salzbriicken als violette gestri-
chelte Linie und 7w-Kation-Wechselwirkungen als griine gestrichelte Linien dargestellt. B) 2D-
Ligandinteraktionsdiagramm des DFG-out-Liganden in der Bindetasche. Wasserstoffbriickenbin-
dungen sind als violette Pfeile, Salzbriicken als blau-rote Pfeile und 7-Kation-Wechselwirkungen
als rote Linien dargestellt.
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3.7. CK16 Mutanten Modeling

In den Kapiteln 1.1.4 und 1.2.3.3 ist bereits auf Mutationen des Gens CSNK1D und
deren strukturelle und funktionelle Konsequenzen eingegangen worden. Insbesondere die
grofe Bindeaffinitit des IWP-2 Liganden zu der gatekeeper-Mutante CK16™%2F wurde im
Modeling eingehender betrachtet. Aber auch einige Mutationen, die in Tabelle 1.2 auf-
gelistet sind, sollten im Modeling hinsichtlich verédnderter Bindeaffinitdten des Liganden
IWP-2 (9) in dieser Arbeit untersucht werden.

Der Austausch der einzelnen Aminosauren von CK14 konnte im Modell durch die Anwen-
dung residue scanning mit anschliefender Minimierung des backbone durchgefiithrt werden.
Fiir den Liganden IWP-2 (9) wurde dann in einem induced fit docking die Bindeaffinitét
zu den jeweiligen mutierten Proteinen berechnet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.10

zusammengefasst.

Tabelle 3.10: Mit IFD berechneter docking score (DS) fir den Liganden IWP-2 (9) in dem
Wildtyp “*CK16 (WT) und den Mutanten CK15M82F (M82F), CK1§F83K (E83K), CK147127¢
(R127Q), CK16%168H (R168H) und CK16757% (T67S) basierend auf Homologiemodellen.

WT MS82F E83K R127Q RI168H T67S

IFD(DS) -9.9 -102 -102  -9.7 97 =96

Im Vergleich zum Wildtyp bindet der Ligand IWP-2 (9) basierend auf den berechneten
docking scores etwas besser in den Mutanten CK15M82F und CK1§¥83K . Die Bindung
zu den Mutanten CK157127Q  CK16%168H ynd CK167%7 ist hingegen minimal schlechter.
Bei der gatekeeper-Mutante sind die berechneten Effekte allerdings im Vergleich zu den
biologischen Testergebnisse am Enzym nicht so ausgeprégt. Bei der ndheren Betrachtung
des Bindemodus des Liganden IWP-2 (9) in der Bindetasche der Mutante CK15482F
fallt auf, dass die hydrophoben Wechselwirkungen durch den Austausch des gatekeeper
zugenommen haben. In Abbildung 3.12 sind die Bindemodi von IWP-2 (9) in A) der
Bindetasche von “*CK16 und B) der gatekeeper-Mutante CK16™%2F zu sehen. Die Ori-
entierung des Phenylalanins 82 innerhalb der Bindetasche legt nahe, dass es eventuell zu
einem m-7-stacking zwischen der Aminosiure-Seitenkette und dem Benzothiazol-Baustein

kommen kénnte. Im docking konnte diese Vermutung allerdings nicht bestétigt werden.
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Abbildung 3.12: A) Bindemodus von IWP-2 (9) in der Bindetasche von “*CK14§. B) Bindemodus
von 9 in der Bindetasche der gatekeeper-Mutante CK16M82F | Wasserstoffbriickenbindungen sind
als schwarze gestrichelte Linien und hydrophobe Wechselwirkungen als griine gestrichelte Linien
dargestellt.

Das docking Ergebnis der Mutante CK16783K lisst sich nicht alleine durch die Vermeh-
rung der hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb der Bindetasche erkldren. Wobei auch
hier der zu beobachtende Effekt nur minimal ist. Dass bei den Berechnungen der docking
scores fiir die Mutanten CK16%127Q und CK167168H keine grofen Effekte zu beobachten
sind, hangt mit der Lokalisierung der jeweiligen Mutation zusammen. Das IFD-Protokoll
berticksichtigt zwar eine gewisse Flexibilitdt des Proteins, allerdings nur in unmittelbarer
Néhe der Bindetasche. Die mutierten Aminosauren (GIn127 und His168) liegen allerdings
weit aulerhalb der Bindetasche. Der Einfluss, den die Mutationen damit tatséchlich auf
die Bindeaffinitdt des Liganden haben konnten, kann nicht durch ein induced fit docking
wiedergegeben werden. Falls es zu einer raumlichen Reorientierung der Kinase durch eine
Mutation kommt, wird dieser Effekt in dem sehr einfachen Modell nicht beriicksichtigt.
Die Punktmutation T67S liegt zwar innerhalb eines 6 A Radius um den Liganden, doch
auch hier ist der beobachtete Effekt der Mutation auf die Bindeaffinitét des Liganden nur
minimal. Fiir die Mutante CK1§%27¢ wurde zusitzlich eine Bestimmung von weiteren
Binderegionen mit dem Programm SITEMAP durchgefithrt. Dabei zeigte sich, dass die
Mutation innerhalb einer moglichen Substratbindestelle liegt (s. Abbildung 3.13). Wel-
chen Effekt das auf die Bindeaffinitit eines Liganden in der Mutante hat, ldsst sich an

Hand des Modelings allerdings nicht zeigen.
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Abbildung 3.13: Darstellung der Mutante CK16%#27? mit dem Liganden IWP-2 (9) in der Bin-
detasche des Homologiemodells gebunden. Die mutierte Aminoséure Gln (Q) ist in pink dargestellt.
Die mit SITEMAP berechnete Binderegion wird durch rote (Wasserstoffbriicken-Donatoren), blaue
(Wasserstoffbriicken- Akzeptoren) und gelbe (hydrophobe) Fliachen dargestellt.
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4 Synthese

4.1. Serie 1

Die Kristallstruktur von IWP-2 in der Bindetasche von CK18 (pdb: 50KT) "2 zeigt,
dass der 6-Methylbenzothiazol-Rest die hydrophobe Tasche I (HP1) ausfillt. Um die dor-
tigen hydrophoben Wechselwirkungen zu erhdhen, bestand der erste Optimierungsansatz
darin, die Methylgruppe durch eine Trifluormethylgruppe zu ersetzten. Bereits im Mo-
deling zeigte sich durch die Einfithrung der Trifluormethylgruppe eine Verbesserung des
docking scores, welcher ein berechnetes Mafl fiir die Bindeaffinitdt darstellt. Neben der
Modifikation des Benzothiazol-Grundgeriistes wurde eine Variation der Substituenten am
Phenyl- beziehungsweise Benzyl-Rest durchgefiihrt. Dabei wurden zu diesem Zeitpunkt
die Substituenten vorwiegend nach dem ranking, dass das Modeling vorgegeben hat, aus-
gewahlt. Bestimmte Substitutionsmuster wiesen dabei einen etwas besseren docking score
auf als andere und wurden bevorzugt synthetisiert. Die Synthese orientierte sich hierbei zu
groBen Teilen an der Darstellung von IWP-2, die WANG et al. durchgefithrt haben. 2! In
Abbildung 4.1 ist die abgewandelte Syntheseroute zur Darstellung von IWP-2 gezeigt.
Die Verkniipfung von Chloracetylchlorid (25) mit 2-Amino-6-methylbenzothiazol (24) er-
folgte hingegen nach einer Vorschrift von HERNANDEZ-NUNEZ et al.[1%5] Das Benzothiazol-
Grundgeriist wird anschlieffend iiber den Chloracetyl-Linker durch die Ausbildung eines
Thioethers an die Tetrahydrothienopyrimidinon-Seitenkette 23a gekniipft. Um die zu-
vor genannten Modifikationen durchzufiithren, wurde 2-Amino-6-methylbenzothiazol (24)
durch 2-Amino-6-trifluormethylbenzothiazol (27) ersetzt. Die Substitution des Phenyl-
beziehungsweise Benzyl-Restes wurde durch die Verwendung von substituierten Isothio-

cyanat-Derivaten gewéhrleistet.
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N Ph—NCS
19 DBU \(
+ - Pyrldln
23a

OCHs MeOH
HSW 0°C-80°C, 24 h OCHs  120°C, 24h

o 21
20
O

i \)‘\C' 0 Cl

H3C s Téi H3C s >—'
>—NH, > —NH
/ DCM, RT, 24 h /

N N
24 26 CHs

23a + 26 Y
DMF, 80 °C, 2h

Abbildung 4.1: Abgewandelte Syntheseroute zur Darstellung von IWP-2 (9) nach WANG et
al. Der Aufbau des Benzothiazol-Linkers wurde dabei modifiziert und nach einer Synthese von
HERNANDEZ-NUNEZ et al. durchgefiihrt. [121:135]

\)‘\/k

4.1.1. Synthese von Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21)

Die Synthese von Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) wurde nach
der Vorschrift von WANG et al. durchgefiihrt.'2!] Unter Verwendung von DBU als Base
cyclisieren Acrylnitril (19) und Methylthioglycolat (20) zu 21. Dabei findet zunédchst ein
Angriff des Thiolats am endstédndigen Kohlenstoff der Doppelbindung von Acrylnitril statt
und anschliefend die Verkniipfung am Nitril-Kohlenstoff. In Abbildung 4.2 sind die Re-
aktionsbedingungen fiir die Synthese gezeigt. Die angegebene Literaturausbeute von 39 %
konnte {ibertroffen werden und 21 wurde nach sédulenchromatographischer Aufreinigung

mit einer Ausbeute von 43 % als hellbrauner Feststoff erhalten.
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CN NH,
X 5
19 DBU \
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OCH MeOH, 0 °C, 5 h
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20 21

Abbildung 4.2: Uber eine Cyclisierungsreaktion von Acrylnitril (19) mit Methylthioglycolat
(20) wurde Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) als hellbrauner Feststoff erhal-
ten. [121]

4.1.2. Synthese der Benzothiazol-Grundgeriiste 26 und 28

Parallel wurde das Benzothiazol-Grundgeriist aufgebaut. HERNANDEZ-NUNEZ et al. ha-
ben Phenyl- und Benzylamine unter Verwendung von TEA als Base mit Chloracetylchlorid
(25) umgesetzt. [135] Analog dazu wurden sowohl die Methyl-substituierte Verbindung 24
sowie die Trifluormethyl-substituierte Verbindung 27 in der Reaktion eingesetzt. Bei der
Verwendung von 24 war bis zum Ende der Reaktionszeit eine grole Menge Feststoff ausge-
fallen, welcher abfiltriert und i. Vak. getrocknet werden konnte. 2-Chloro- N-(6-methylben-

zo|d|thiazol-2-yl)acetamid (26) wurde mit groBer Reinheit und einer Ausbeute von 84 %

isoliert.

o o o) Cl
S TEA R S
Tl - ok .
N DCM, RT, 24 h N
24 und 27 25 R= $CH; (84%)

26
R= $-CF; (80%)
28

Abbildung 4.3: Durch die Umsetzung von 24 und 27 mit Chloracetylchlorid (25) konnten die
Produkte 26 und 28 nach einer Vorschrift von HERNANDEZ-NUNEZ et al. mit guten Ausbeuten
erhalten werden. [13%]

Bei der Synthese von 2-Chloro- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (28)
hingegen war die Loslichkeit im Loésungsmittel DCM durch die Trifluormethylgruppe er-
hoht. Nach Beenden der Reaktionszeit wurde daher das Losungsmittel i. Vak. eingeengt
und der isolierte Feststoff aus einer Mischung aus Ethanol und Wasser umkristallisiert. 28

wurde als kristalline Plattchen mit einer Ausbeute von 80 % isoliert.
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4.1.3. Synthese der Isothiocyanat-Derivate 22a—1

Da nicht alle Phenyl- und Benzylisothiocyanate kduflich erwerbbar waren, mussten diese
zunachst hergestellt werden. L’ABBE et al. haben bereits im Jahr 1993 substituierte Benzyl-

t.[136] Die sehr milden

bromide mit Kaliumthiocyanat zu Benzylisothiocyanaten umgesetz
Reaktionsbedingungen konnten fiir einige der Derivate angewendet werden (Methode A).
Da aber auch die entsprechenden Benzylbromide nicht alle kduflich erwerbbar waren, wur-
den diese nach einer Vorschrift von ARNOLD et al. ausgehend von den entsprechenden
Benzylalkoholen hergestellt.'37] Bei der Verwendung von Kaliumthiocyanat als Reaktant
kann allerdings keine Kontrolle iiber die Regiochemie gewéhrleistet werden, sodass immer
ein Gemisch aus Benzylthiocyanat und dem gewilnschten Benzylisothiocyanat entstand.
Abhéngig von dem Substitutionsmuster entstanden dabei die beiden mdglichen Produk-
te in verschiedenen Verhéltnissen. Bei einigen substituierten Benzylbromiden entstand

ausschliefllich das Thiocyanatprodukt. In diesen Féllen musste nach einer alternativen

Synthesestrategie gesucht werden.

HO Br SCN
Ry PBr3 R, KSCN, Nal R;
DCM DMF
R, R, 0°C-RT,1h R4 R, 90°C,7h Ry R,
Rs3 Rs Rs3
29a—c 30a—c 22c-e
(52 - 90 %) (41 - 66 %)

Abbildung 4.4: Synthese der Benzylbromide und die anschlieende Umsetzung zu Benzylisothio-
cyanaten nach ARNOLD et al.!'37) und 1’ABBE et al.!'3%/(Methode A).

Auch die Phenol-Derivate lieferten bei der Umsetzung mit Kaliumthiocyanat nicht
die gewiinschten Phenylisothiocyanate. Letztlich konnten die Benzylisothiocyanate 22c—e
nach Methode A dargestellt werden. In Abbildung 4.4 sind die Reaktionsbedingungen
der Methode A gezeigt. Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich jeweils auf den zuletzt
durchgefiihrten Reaktionsschritt. Eine detaillierte Ubersicht iiber die nach Methode A

erzeugten Verbindungen ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

52



4.1. SERIE 1

Tabelle 4.1: Nach Methode A dargestellte Isothiocyanate 22c—e mit Angabe der jeweiligen
Ausbeuten.

Verbindung R, Ro R3 R4 Ausbeute

Bromide 30a H H -OMe H 90 %
30b -OMe -OMe H H 73 %
30c H -OMe -OMe -OMe 52 %

Isothiocyanate 22c H H -OMe H 66 %
22d -OMe -OMe H H 41 %
22e H -OMe -OMe -OMe 61 %

Da sich Methode A nicht fiir alle Isothiocyanate anwenden lief3, wurde nach Alternati-
ven gesucht. SPENCER. et al. beschreiben fiir die Darstellung von Isothiocyanat-Derivaten
vier verschiedene Methoden. ™38 Drei der beschriebenen Methoden nutzen die entspre-
chenden Amine als Ausgangsverbindung. Die vierte Methode verlduft iiber die Umset-
zung der Alkohole mit Natriumthiocyanat und Oxalsdure in Nitromethan. Da fiir die
Methode A bereits Benzylalkohole erworben wurden, wurden diese zunéchst nach der
von SPENCER et al. beschriebenen Methode zur Reaktion eingesetzt. Unter anderem wur-
de versucht 4-Trifluormethoxybenzylalkohol (29d) zum Isothiocyanat 22k umzusetzen (s.
Abbildung 4.5).

HO SCN

(COOH)2, NaSCN
Y/

-

NO,CHjz, 60 °C

OCF3 OCF3
29d 22k

Abbildung 4.5: Nach SPENCER et al. erfolgt die Umsetzung von Benzylalkoholen mit Natriumt-
hiocyanat und Oxalsiure zu den entsprechenden Benzylisothiocyanaten. 138 Bei der Reaktion von
29d konnte 22k allerdings nicht als Produkt isoliert werden.

Da auch nach mehrmaligen Versuchen keine der Reaktionen zum gewiinschten Produkt
fiihrte, wurde eine der anderen Methoden von SPENCER et al. angewendet. Ausgehend von

Phenyl- und Benzylaminen wird mittels Thiophosgen und dem Einsatz von TEA als Base
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die Umsetzung zum Isothiocyanat in zufriedenstellenden Ausbeuten erreicht. 138!

HoN SCN
) o1 )01
Ry cClS, TEA R

DCM,0°C-RT,5h
R4 R2 R4 R2

R3 Rs3
3la-g 221

Abbildung 4.6: Methode B zur Herstellung der Isothiocyanate 22f-1 nach einer Vorschrift von
SPENCER et al.['8]

Methode B lie8 sich fiir alle weiteren Verbindungen anwenden. Ein Uberblick iiber die
Synthesebedingungen fiir die Darstellung der Isothiocyanat-Derivate ist in Abbildung
4.6 zu sehen. Die Angaben zu den Substituenten sowie die jeweilige Ausbeute ist in Ta-

belle 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Nach Methode B dargestellte Isothiocyanate 22f-1 mit Angabe der jeweiligen
Ausbeute.

Edukt Produkt R, R5 R3 Ry Ausbeute

Phenyl- 3la 22f H -OMe H -OMe 86 %
isothiocyanate  31b 22g H -OMe -OMe -OMe 97 %
Benzyl- 31c 22h H -OMe H -OMe 52 %
isothiocyanate  31d 22i H H -CF3 H 56 %
3le 22j H -CF3 H H 92 %

31f 22k H H -OCF3 H 62 %

31g 221 -OCF3 H H H 28 %

4.1.4. Synthese der Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate 23a—1

Die zuvor erworbenen und erzeugten Isothiocyanate 22a-1 wurden im néchsten Reakti-
onsschritt mit Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) umgesetzt. WANG
et al. fithren die Reaktion unter Argonatmosphire durch.['?!] Wegen der leichteren Hand-

habung wurde in dieser Arbeit die Reaktion unter Stickstoffatmosphére durchgefithrt. Da
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4.1. SERIE 1

die Reaktionen unter Stickstoffatmosphére ebenfalls mit ausreichenden Ausbeuten zu den
gewiinschten Produkten fiihrte, wurde darauf verzichtet auf eine Argonatmosphére um-
zustellen. Das eingesetzte Pyridin dient bei der Reaktion sowohl als Losungsmittel als
auch als Base. Mechanistisch verlduft die Reaktion iiber einen nukleophilen Angriff des
Amins am Isothiocyanat-Kohlenstoff und einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus am

Methylcarboxylat von 21 (vgl. Abbildung 4.7).

S
H, S H
_ IS J
Nm I Pyridin g\<\j +1- HY NYS
N 2 e e e (T
N 100-120 °C - - CH3OH S N
S OCH; ‘R 24 h, Np-Atm. S OCHg R
o (O v O
21 22 32 23

Abbildung 4.7: Cyclisierung der Isothiocyanate 33 mit Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-
carboxylat (21) unter Einsatz von Pyridin als Base und Lésungsmittel. ['2! Es findet ein nukleo-
philer Angriff am Isothiocyanat-Kohlenstoff statt und anschlieBend ein Additions-Eliminierungs-
Mechanismus am Methylcarboxylat von 21.

Alle durchgefiihrten Reaktionen fithrten nach Aufreinigung zu den gewiinschten Tetrahy-
drothieno-Pyrimidinon-Derivaten 23a—1. Die Analytik der Rohprodukte mittels Diinn-
schicht-Chromatographie machte allerdings deutlich, dass bei der Reaktion zahlreiche nicht
néher analysierte Nebenprodukte entstehen. Die Vielzahl an entstehenden Produkten er-
klart somit die teilweise sehr niedrigen Ausbeuten von 15 - 20 %. WANG et al. konnten bei
ihrer Umsetzung von Phenylisothiocyanat (22a) mit Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-
2-carboxylat (21) eine Ausbeute von 42 % erreichen. '2!] Die gleiche Synthese konnte al-
lerdings nur mit einer Ausbeute von 15 % reproduziert werden. Moglicherweise hétte die
Verwendung von Argon als Inertgas die Ausbeute noch steigern kénnen.

Fast alle Produkte wurden im Anschluss an die Reaktion sdulenchromatographisch ge-
reinigt, wobei ein Gradient von EE und PE als FlieBmittel eingesetzt wurde. Da einige
Produkte selbst bei einem Anteil von 100 % EE nicht ausreichend eluiert werden konn-
ten, wurde zusétzlich mit Aceton gespiilt. Das Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23g
fiel bereits wiahrend der Reaktion als farbloser Feststoff aus und wurde abfiltriert. Bedingt
durch die schlechte Loslichkeit von 23g war es allerdings nicht méglich, eine NMR~Analytik
durchzufiihren.

Bei der Vorbereitung der Proben fiir die Sdulenchromatographie wurden diese in DCM

aufgenommen, um sie auf Kieselgel aufzutragen. Dabei blieb bei 23i und 23j das Produkt
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als Feststoff in DCM zuriick. Die Produkte wurden jeweils abfiltriert und i. Vak. getrock-
net. In Abbildung Abbildung 4.8 ist eine Ubersicht der Reaktionen zur Darstellung der
Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate 23a-1 gezeigt. In Tabelle 4.3 ist eine Aufschliisse-

lung tiber die jeweiligen Reste und die zugehorigen Ausbeuten der Reaktionen aufgelistet.

Pyridin
_—
100-120 °C

S 24 h, No-Atm.

21 22a-1 23a-1 (15 - 58 %)

Abbildung 4.8: Ubersicht iiber die verschiedenen Reaktionen zur Darstellung der
Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate 23a-1 nach WANG et al. [121]

Tabelle 4.3: Nach WANG et al. synthetisierte Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate 23a-1 nach
WANG et al. mit Angabe der jeweiligen Ausbeute. [12!]

[n] Edukt Produkt R, R Rs R, Ausbeute

0 22a 23a H H H H 15 %
1 22b 23b H H H H 20 %
1 22c¢ 23c H H -OMe H 23 %
1 22d 23d -OMe -OMe H H 28 %
1 22e 23e H -OMe -OMe -OMe 45 %
0 22f 23f H -OMe H -OMe 20 %
0 22g 23g H -OMe -OMe -OMe 47 %
1 22h 23h H -OMe H -OMe 36 %
1 22i 23i H H -CF3 H 48 %
1 22 23] H -CF; H H 32 %
1 22k 23k H H -OCF3 H 27 %
1 221 231 -OCF3 H H H 58 %
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4.1.5. Synthese der Zielverbindungen 11a—1 der Serie 1

Im letzten Schritt zur Darstellung der IWP-Derivate der Serie 1 wurde 2-Chloro-N-
(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (28) mit den zuvor erzeugten Tetrahy-
drothieno-Pyrimidinon-Derivaten 23a—1 umgesetzt. WANG et al. fiihrten die Reaktion un-
ter Argonatmosphére in DMF unter Verwendung von TEA als Base durch. ! Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Synthesen unter Stickstoffatmosphére und mit abs. DMF durch-

gefithrt (vgl. Abbildung 4.9). Um die Ergebnisse einer biologischen Testung nicht durch

s /k C
23a-1 + 28 (I(Y \)I\
DMF,80°C, 2h
11a-l

(26 - 89 %)

Abbildung 4.9: Der letzte Reaktionsschritt zur Darstellung der Produkte der Serie 1 wurde
unter Stickstoffatmosphéire und mit abs. DMF durchgefiihrt. Die Tetrahydrothienopyrimidinon-
Derivate 23a—1 wurden mit 2-Chloro- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (28) um-
gesetzt. Die Produkte wurden mit Ausbeuten von 26 bis 89 % erhalten.

Nebenprodukte zu verfilschen, wurde mittels HPLC eine Reinheitskontrolle durchgefiihrt.
War nach der ersten sdulenchromatographischen Reinigung die erforderliche Reinheit von
mindestens 97 % noch nicht erreicht, wurde entweder ein weiteres Mal an Kieselgel gerei-
nigt oder eine andere Methode angewendet. 11h wurde nach der Sdulenchromatographie
zusétzlich aus EtOH umkristallisiert. Bei der Entfernung des Losungsmittels i. Vak. von
11j fiel aus EE das Produkt als Feststoff aus, daher wurde zusétzlich aus EE umkristal-
lisiert und mit EtOH gewaschen. Bei der Synthese von 11g war bereits das eingesetzte
Edukt 23g nur sehr schwer 16slich. Das Edukt 16ste sich erst in der Hitze in DMF. Nach
Beenden der Reaktion fiel 11g als farbloser Feststoff aus, wurde abfiltriert und mit EE
gewaschen. Zwar war es moglich das Produkt in der LC-MS nachzuweisen, allerdings konn-
te keine NMR-Analytik durchgefithrt werden. Aufgrund der schlechten Léslichkeit, wurde
davon abgesehen, das Produkt 11g biologisch zu testen. In Tabelle 4.4 sind die Produkte
der Serie 1 zusammengefasst. Es ist sowohl die Ausbeute des letzten Schrittes sowie die
gemessene HPLC-Reinheit angegeben. Die Betrdge der Reinheit sind in ganzen Zahlen

angegeben, die Nachkommastellen wurden in allen Fillen abgerundet.
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Tabelle 4.4: Die Produkte der Serie 1 mit Angabe der Ausbeuten im letzten Reaktionsschritt

und der HPLC-Reinheit.

o) NQCFs
S\)kN/“\S
H

o
N

S R
# Struktur Ausb. Reinh. # Struktur Ausb. Reinh.
11a ?}\© %% 97% 11b Ej 3% 100 %
OCH;
11c 2} 69 % 98 % 11d 2): 89 % 100 %
OCHs OCHs
OCHs
11le 63 % 100 %  11f 68 % 100 %
H3CO OCH; OCHs
OCHs
OCH;
11g OCH, 57 % 100 % 11h 48 % 99 %
OCHs HsCO OCHs
11i 2} 78 % 98 % 11j Ej\ 76 % 100 %
&, CF3
11k 2; 2%  97% 111 %/OCFS 86 % 98 %
OCF;
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4.1.6. Alternativer Syntheseweg fiir die Darstellung von IWP-Derivaten der

Serie 1

Um eine Vielzahl verschiedener Endprodukte einer Serie zu erzeugen, bietet es sich an,
die Derivatisierung erst im letzten Schritt durchzufithren. Mit einer solchen konvergenten
Synthesestrategie kann die Leitstruktur in groflen Mengen hergestellt werden, um dann
im letzten Schritt mit den unterschiedlich substituierten Resten verkniipft zu werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde daher neben der zuvor genannten Synthesestrategie nach

Wang et al. zusitzlich eine weitere Syntheseroute entwickelt (vgl. Abbildung 4.10).

S
@)
Q N
NHz NH,SCN
+ ol —————> HsCO ¥ |
S OCHj; Aceton,
2 h, reflux \n/
21 © 34
KOH, EtOH
2 h, reflux
K,CO3, DMF,
S RT,8h
O
0]
37 36

Abbildung 4.10: Aufbau einer Leitstruktur zur Derivatisierung im letzten Schritt. Die Entwick-
lung basiert auf Synthesen von SONG et al., SIRAKANYAN et al. und CHO et al.[139-141]

Sowohl SONG et al. als auch SIRAKANYAN et al. beschreiben die Cyclisierung von 2-
Amino-1-methyl /ethyl-carboxylat-substituierten Heterozyklen zu 2-Thioxo-Pyrimidinon-
Derivaten. Wobei die Struktur der Verbindungen von SONG et al. den in dieser Arbeit syn-
thetisierten Derivaten am néachsten kommt. Dennoch wurden beide Synthesevorschriften
fiir die Umsetzung von Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) angewen-
det. SIRAKANYAN et al. setzten im ersten Reaktionsschritt Benzoylisothiocyanat (38) ein,
wohingegen SONG et al. dieses erst durch den Einsatz von Benzoylchlorid (34) und Ammo-
niumthiocyanat in situ erzeugen. In Abbildung 4.11 sind die durchgefiihrten Reaktionen
des ersten Reaktionsschrittes gezeigt. Die angegebenen Literaturausbeuten beziehen sich

jeweils auf die eingesetzten Edukte von SONG et al. und SIRAKANYAN et al. [140:141] Bei der
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in dieser Arbeit durchgefithrten Reaktion nach der Synthesevorschrift von SIRAKANYAN

et al. wurde das Losungsmittel Benzol durch Toluol ersetzt. Da keine der durchgefiihrten

PhCOCI
34
> S
NH4SCN, abs. Aceton >—NH
NH, reflux, 2.5 h NH
| (53 %, Lit.:59 %) s/
-] 0
\S OMe
PhCONCS o OMe
0 38 _
21 abs. Toluol 35

reflux, 4 h, No-Atm.
(60 %, Lit.:79-81 %)

Abbildung 4.11: SONG et al. und SIRAKANYAN et al. beschreiben eine Cyclisierungs-
reaktion von 2-Amino-1-methyl/ethyl-carboxylat-substituierten Heterozyklen zu 2-Thioxo-2,3-
dihydropyrimidinon-Derivaten in einer zweistufigen Synthese.'40:141] Beide Synthesevorschriften
wurden im Rahmen dieser Arbeit angewendet, um im ersten Schritt 21 zu der Zwischenstufe 35
umzusetzen.

Reaktionen von SONG et al. und STRAKANYAN et al. mit denen in dieser Arbeit durchge-
fiihrten identisch war, lassen sich die Ausbeuten nicht direkt miteinander vergleichen. Es
konnten allerdings ahnlich gute Ausbeuten von 53 bis 60 % bei der Umsetzung von 21
zum Produkt 35 erreicht werden. Die weitere Umsetzung der Zwischenstufe 35 zum cy-
clisierten 2-Thioxo-2,3-dihydropyrimidinon-Derivat 36 erfolgte in beiden Vorschriften mit
ethanolischer Kaliumhydroxid-Lsg. unter Riickfluss (vgl. Abbildung 4.10) und konnte

[140.141] Dag erzeugte 2-Thioxo-2,3-

mit einer Ausbeute von 80 % durchgefithrt werden.
dihydropyrimidinon-Derivat 36 bietet vielseitige Optionen der weiteren Umsetzung, da
sowohl der Schwefel, der Sauerstoff als auch die Stickstoffe nukleophil reagieren kénnten.
Abbildung 4.12 macht zudem deutlich, dass es mehrere Tautomere von 36 gibt. Die grof-

te Nukleophilie weist allerdings der Schwefel aus, sodass anzunehmen ist, dass bei einer Um-

setzung mit Halogenalkanen eine Verkniipfung am Schwefel stattfinden wird. Nach einer

H
H
N S N\ SH N S N\ SH
O — O = — Oy
S NH S S = S Z
o) o) OH OH
36a 36b 36¢c 36d

Abbildung 4.12: Die verschiedenen Tautomere von 36.
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Vorschrift von CHO et al. wurde 36 zunéchst mit 2-Chloro- N-(6-methylbenzo|d]thiazol-2-
yl)acetamid (26) umgesetzt, um die Reaktionsbedingungen zu testen. Anders als bei dem
letzten Reaktionsschritt der Serie 1, erfolgte die Reaktion bei RT und unter Verwendung
von Kaliumcarbonat als Base statt TEA.139 Bei der Aufreinigung zeigte sich, dass das
entstandene Produkt 37 in organischen Losungsmitteln nur schlecht 16slich ist. Ein Teil
des Produktes ist bei der Extraktion mit EE in der wéssr. Phase zuriickgeblieben und
spater aus dieser ausgefallen. Die org. Phase wurde sdulenchromatographisch gereinigt,
wobei abschlielend mit MeOH eluiert werden musste. Durch Zusammenfiihren der beiden

Fraktionen konnte 37 mit einer Ausbeute von 60 % isoliert werden (s. Abbildung 4.13).

0
—4 N
. Cl HN—</ D\ \)OI\ i@CHs
N_ __S 26 S CHs N_ _S
Y - Y TN
S NH K,COs, DMF, RT, 8 h S NH
37
0 o (60 %)
36

Abbildung 4.13: Synthese von 37 nach CHO et al.['3% Das Produkt 37 wurde mit einer Ausbeute
von 60 % als farbloser Feststoff erhalten.

Zu einem spéteren Zeitpunkt der Arbeit wurde auch 2-Chloro- N-(6-(trifluormethyl)ben-
zo|d|thiazol-2-yl)acetamid (28) mit 36 umgesetzt. Vor Aufreinigung der Reaktion konnte
die Masse des gewiinschten Produktes in der Mischung identifiziert werden. Nach der Rei-
nigung an Kieselgel konnte allerdings keine saubere Fraktion isoliert werden. Ein 'H-NMR
von einer der Fraktionen liefl sich dem Produkt nicht eindeutig zuordnen.
N-(6-Methylbenzo[d|thiazol-2yl)-2-((4-0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-2-yl)
thio)acetamid (37) wurde in einem néchsten Schritt mit Benzylbromid nach einer Vor-
schrift von FONT et al. umgesetzt. FONT et al. beschreiben die N- beziehungsweise O-Alky-
lierung von 2-(Alkylthio)pyrimidin-4(3H )-on-Derivaten unter anderem mit Benzylbromi-
den oder Benzylchloriden.2] Dabei geben die Autoren an, dass bei Verwendung von
Benzylchloriden gegeniiber Benzylbromiden das Verhéltnis von N- beziehungsweise O-
Alkylierung zu Gunsten der N-Alkylierung ausfillt. Trotz dieses Hinweises wurde im néchs-
ten Schritt Benzylbromid (39) als Reaktant eingesetzt, da dieses bereits in ausreichenden
Mengen vorhanden war (vgl. Abbildung 4.14). Nach Beenden der Reaktion wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. Es konnte in mehreren Frak-

tionen die Molekiilmasse detektiert werden, allerdings war keine Fraktion sauber. Aufgrund
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der schlechten Aufreinigung konnte nicht mittels NMR-Analytik verifiziert werden, ob es
nun verstarkt zu einer O-Alkylierung gekommen ist oder auch das N-alkylierte Produkt
entstanden ist. Die Masse allein liefert dariiber keine Erkenntnis. Zu diesem Zeitpunkt
der Arbeit schien die Synthesestrategie nach WANG et al. ausgereifter zu sein. Es wurde
daher kein weiterer Versuch der Derivatisierung von 37 vorgenommen. Letztlich wurde die

alternative Synthesestrategie nicht wieder aufgegriffen.

DBU, DMF, s
0°C-RT,3h

Br
5 Qs
o N CHs N s\)]\ !
! 39 S N" S
ey e SN
NH 37

0 40
(0]

Abbildung 4.14: Synthese des N-alkylierten Produktes 40 ausgehend von 37 mit Benzylbromid
(39) nach FONT et al.[14?]

4.2. Serie 2
4.2.1. Synthese der 2-Thioxo-dihydochinazolinon-Derivate 41a,b

Es zeigte sich relativ schnell im Laufe der Arbeit, dass es keine direkte Korrelation
zwischen den docking scores und den biologischen Testdaten am Enzym gab. Eine Ver-
bindung, die im Modeling einen besseren docking score aufwies als andere, hatte nicht
zwangslaufig einen besseren 1C5o-Wert und umgekehrt. Es wurde daher zundchst im Mo-
deling (s. Kapitel 3.2) und anschliefSend synthetisch die Pyrimidinon-Seitenkette variiert,
um eventuell einen grofieren Effekt auf die Bindeaffinitét zu beobachten. Statt des Schwe-
felheterozyklus wurden daher die entsprechenden Chinazolin-Derivate getestet. Durch den
Austausch des Tetrahydothieno-Ringes durch einen Benzolring, &ndern sich die Bindungs-
winkel und der Molekiilbaustein wird planar. Da die Kristallstruktur von IWP-2 in der
Bindetasche von CK1§ zeigt, dass sich der Tetrahydrothieno-Rest an die Oberfliche der
duBeren Bindetasche anschmiegt, !9 kénnte durch diese Modifikation eine Verinderung in
der Bindeaffinitdt zu beobachten sein.

Fir die Darstellung der 2-Thioxo-dihydrochinazolinon-Derivate 41a und 41b wurde An-

thranilsdure (42) mit dem entsprechenden Phenyl- (22a) beziehungsweise Benzylisothio-
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cyanat (22b) nach einer Vorschrift von MOHAMED et al. umgesetzt. Beide Produkte konn-

ten mit sehr guten Ausbeuten von 92 und 93 % als farblose Feststoffe isoliert werden.

Ph-NCS  22a
H
NH Bn-NCS  22b N \(S
OH TEA, EtOH P N }g
90°C, 2h R
o) o)
12 R=Phenyl 4la (92 %)

R=Benzyl 41b (93 %)

Abbildung 4.15: Synthese der 2-Thioxo-dihydrochinazolinon-Derivate 41a,b ausgehend von An-
thranilsdure (42) nach einer Vorschrift von MOHAMED et al. Die Produkte konnten als farblose
Feststoffe mit guten Ausbeuten erhalten werden. 143!

4.2.2. Synthese der Zielverbindungen 12a,b und 13a,b der Serie 2

Die erzeugten 2-Thioxo-dihydrochinazolinone 41a,b konnten im néchsten Schritt mit
dem Benzothiazol-Linker verkniipft werden. Es wurden dabei jeweils die Benzothiazol-
Bausteine 26 und 28 verwendet. Da sich durch die Einfithrung der Trifluormethylgruppe
die Bindeaffinitdt der neuen Verbindungen bereits verbessern lie}, sollte bei den Verbin-
dungen der Serie 2 der Effekt der Chinazolin-Seitenkette unabhéngig betrachtet werden.
Aus der jeweiligen Kombination der zwei Bausteine ergaben sich vier neue Zielverbindun-
gen der Serie 2. Die Synthesen wurden analog zu den Zielverbindungen der Serie 1 nach

WANG et al. durchgefiihrt (vgl. Abbildung 4.16).[12!]

Cl (0]

Rz
ey
N
R,=CH; 26 o N/Q—Q*Rz
|
NTS\)I\H A
e,
o]

H
N_ _S
\f R,=CF; 28
NJ}{R TEA, DMF, 80 °C, 2 h
1
o)

R2 = CH3 R2 = CF3
Ry =Phenyl 41a Ry = Phenyl 12a 87% 13a 88%

R, =Benzyl 41b R; = Benzyl 12b 97% 13b 88%

Abbildung 4.16: Die Produkte der Serie 2 konnten nach WANG et al. mit guten Ausbeuten isoliert
werden. [121]
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4.3. Serie 3
4.3.1. Synthese der alkylsubstituierten IWP-Derivate 44a—c

Neben der Variation des Tetrahydrothieno-Grundgeriistes hin zu den Chinazolin-Deriva-
ten der Serie 2 ergibt sich die Méglichkeit der Verringerung des sterischen Anspruchs der
Seitenkette. Die Phenyl- und Benzyl-Reste der IWP-Verbindungen gehen innerhalb des
zum Solvens offenen Bereichs der Bindetasche keine Wasserstoffbriickenbindungen ein und
sind in ihrer Anordnung recht flexibel. Eine Verkleinerung der Reste durch den Einsatz
von Alkylsubstituenten, schafft einen gréflerer Spielraum fiir den Pyrimidinon-Baustein in
der dufleren Bindetasche. Auch wenn das Modeling keinen Anhaltspunkt liefert, ob sich
dadurch die Bindeaffinitdt der Liganden verdndert, sollte die starke Verkiirzung einen
Effekt in der biologischen Testung zeigen. Der synthetische Aufbau der Pyrimidinon-
Seitenkette erfolgte dabei nach einem &hnlichen Prinzip wie bei den Verbindungen der
Serie 1. Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) wurde mit den entspre-
chenden Alkyl-Isothiocyanaten 43a—c umgesetzt. Anders als bei der Serie 1 wurde in
diesem Fall eine Vorschrift von DAVOODNIA et al. angewendet. 4 Statt Pyridin wurde
Kalium-tert-butanolat als Base in einem Losungsmittelgemisch aus tert-Butanol und DMF
verwendet. Anders als bei der Synthese mit Pyridin wurde nicht sdulenchromatographisch
gereinigt, sondern mit 1 M HCI neutralisiert, der ausgefallene Feststoff abfiltriert und an-
schliefend aus EtOH umkristallisiert. Die Ausbeuten sind mit 33 % bis maximal 41 %
allerdings &hnlich wie bei der Vorschrift nach WANG et al.'2!) In Abbildung 4.17 ist

eine Ubersicht der Reaktionen und ihren jeweiligen Ausbeuten gezeigt.
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R—=-NCS

R = Me 43a

R=Et  43b §

S
NH, | \(
| R =iPr 43c o < N),i
S OMe KOt-Bu, t-BuOH, DMF R
140°C,4-6h 0]

R=Me 44a 35%

21
R=Et 44b 33%

R=iPr 44c 41%

Abbildung 4.17: Die Umsetzung von Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) mit
den entsprechenden Alkyl-Isothiocyanaten 43a—c nach einer Vorschrift von DAVOODNIA et al. fithr-
te zu den Zwischenprodukten 44a—c.[144]

4.3.2. Synthese der Zielverbindungen 14a—c der Serie 3

Die zuvor erzeugten alkylsubstituierten Pyrimidinon-Derivate 44a—c wurden wiederum
nach WANG et al. mit dem Benzothiazol-Linker 28 umgesetzt.['?1] Alle drei Zielverbin-
dungen der Serie 3 konnten mit guten Ausbeuten von 56 bis 81 % isoliert werden (s.
Abbildung 4.18). Um den fiir die Testung notigen Reinheitsgrad zu erreichen, wurden

alle drei Verbindungen zusétzlich zur sdulenchromatographischen Reinigung aus einem

-
| NYS\)]\H/’\S

EtOH/Wasser-Gemisch umbkristallisiert.

H
) g
| o o h N
S N;\ TEA,DMF,80°C,2h g 3{
R R

0 o]
R=Me 44a R=Me 14a (56 %)
R=FEt 44b R=Et 14b (81 %)
R=iPr 44c R=iPr 14c (60 %)

Abbildung 4.18: Die Zielverbindungen 14a—c der Serie 3 konnten mit guten Ausbeuten zwischen
56 und 81 % isoliert werden. Die Synthese wurde nach der Vorschrift fiir die Synthese der ITWP-
Verbindungen nach WANG et al. durchgefiihrt. [121]
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4.4. Serie 4
4.4.1. Synthese der Phenylpyrimidinon-Derivate 49a—g

Eine weitere Strategie, den sterischen Anspruch der Pyrimidinon-Seitenkette zu verrin-
gern, besteht darin, auf einen Bizyklus zu verzichten. Statt der Tetrahydrothienopyrimi-
dinon-Seitenkette wurde in der néchsten Serie 4(3H)-Pyrimidinon (45) derivatisiert. Da
wie bei den vorangegangenen Serien das Modeling nur geringe Erkenntnisse dariiber liefer-
te, welche Substitutionsmuster sich am Phenyl- beziehungsweise Benzyl-Rest vorteilhaft
auswirken, wurde im Falle der Phenylpyrimidinon-Derivate ein systematisches screening
von Methoxygruppen durchgefiihrt. Aufgrund der unterschiedlichen synthetischen Zugéang-
lichkeit der Phenyl- und Benzyl-Derivate werden diese beiden Verbindungsklassen separat
voneinander betrachtet.

Die Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate konnten durch den Ringschluss von Methyl-
3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) mit den entsprechenden Isothiocyanaten
erhalten werden (s. Abbildung 4.8). Durch den Wegfall des anellierten Schwefelhetero-
zyklus ldsst sich diese Synthesestrategie nicht auf die Phenylpyrimidinon-Derivate anwen-
den. Die retrosynthetische Zerlegung des benétigten 2-Thioxo-Pyrimidinon-Bausteins er-

gibt einen Syntheseweg ausgehend von 4(3H )-Pyrimidinon (45) (vgl. Abbildung 4.19).

%%OEQ

Abbildung 4.19: Die retrosynthetische Zerlegung ergibt einen zweistufigen Mechanismus fiir die
Synthese der benétigten 2-Thioxo-Pyrimidinon-Derivate. Ausgehend von 4(3 H)-Pyrimidinon (45)
wird zunéchst eine Kreuzkupplung mit einer Phenylboronsdure 46 durchgefithrt und anschlieend
selektiv in 2-Position das Thioketon eingefiihrt.
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Im Jahre 1998 verdffentlichten drei Wissenschaftler unabhéngig voneinander und zeit-
gleich eine neue Methode zur Kreuzkupplung von Aryl-Boronsduren mit Aminen und
Alkoholen. CHAN et al., EVANS et al. und LAM et al. beschreiben die Synthese unter
Kupferkatalyse, Baseneinsatz und aeroben Bedingungen bei Raumtemperatur. 145147 I
Jahr 2012 postulierten SANJEEVA RAO et al. einen moglichen Mechanismus fiir die Chan-
Evans-Lam-Kupplung oder kurz Chan-Lam-Kupplung, der {iber fiinf Schritte und verschie-
dene Oxidationsstufen des Kupfers (Cu(I), Cu(II) und Cu(III)) zum gewiinschten Produkt
fithrt. 148 VANTOUROUT et al. haben spéter iiber spektroskopische Methoden einige der

intermediér entstehenden Spezies analysiert und einen neuen Mechanismus postuliert, der

vereinfacht in Abbildung 4.20 zu sehen ist. 149

[CU(OAC)z]Z'Z Hzo

Me
47a
0 ~0
c O
n u u
RoNH || ACOH R2HN(I) 1 NHR,
A Y
47c
R,NH "“c ’
' NHR, Ar-B(OR),
F
Ln\ , Ac
L,Cu(l)OAC
4Tg o ' NHR,
'OR
E
o808
48
Lo« OAC
_Cu_ u
Ar” i NR, D Ar” I NHR,
a7f 47e
L,Cu(l)X L.Cu(IX5

Abbildung 4.20: Der von VANTOUROUT et al. postulierte Mechanismus der Chan-Lam-Kupplung
ist in fiinf Schritte unterteilt. A Denukleation, B Koordination, C Transmetallierung, D Oxidation,
E C-N reduktive Eliminierung, F Oxidation. [14%]

Die Vorgénge sind derweil viel komplexer als in Abbildung 4.20 dargestellt. Fiir das

leichtere Verstdndnis wurden einige der entstehenden Nebenprodukte und Gleichgewichts-
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Spezies aus der Darstellung weggelassen. Als Kupferkatalysator wird Kupfer(II)-acetat-
Monohydrat 47a verwendet, das im Losungsmittel und unter Zugabe des Amins unter De-
nukleation zum mononuklearen Cu(II)-Komplex 47b reagiert. Der mononukleare Cu(II)-
Komplex 47b liegt im Gleichgewicht mit seinem Dimer 47¢ (sowie dem Tetramer) vor. Bei
Zugabe der Arylboron-Spezies kommt es zur Koordination dieser an den Kupfer-Komplex
47d und anschlieend zur Transmetallierung hin zum Cu(II)-Komplex 47e, welcher wie-
derum via einer Disproportionierungs-Reaktion oxidiert wird und einen Cu(III)-Komplex
47f bildet. Im néchsten Schritt entstehen durch eine C-N reduktiven Eliminierung das
gewiinschte Produkt 48 sowie ein Cu(I)-Komplex 47g. Im letzten Schritt kommt es in An-
wesenheit von Luft-Sauerstoff, Essigsdure und dem Amin zur Oxidation und zur erneuten

Entstehung des Kupfer(II)-Komplexes 47b. 14

ABD EL KADER et al. zeigten, dass sich die Bedingungen der Chan-Lam-Kupplung auch
auf die C-N-Kupplung von Phenylboronsduren mit 4(3H)-Pyrimidinon (45) anwenden las-
sen.0) Da mit 24 Stunden Reaktionszeit die Umsetzung recht langsam erfolgt, haben
unter anderem LIU et al. die Reaktionsbedingungen variiert und verschiedene Kupfer-
Katalysatoren getestet. 2] Unter anderem durch die Verwendung eines Sauerstoffballons,
DMSO als Lésungsmittel sowie einer Reaktionstemperatur von 90 °C konnte die Reakti-
onszeit auf dreieinhalb bis vier Stunden verkiirzt werden. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefithrten Synthesen wurden letztlich, statt mit Zufuhr von reinem Sauerstoff, durch
das Einleiten von Druckluft realisiert. Es wurde neben Kupfer(II)-acetat auch Cu(I)Br
erfolgreich als Katalysator verwendet. In Abbildung 4.21 ist eine Ubersicht der durch-

gefithrten C-N-Kupplungsreaktionen gezeigt. [145-147,150,151]

B(OH), N\W R,
| N S R,  Pyidin, CuOAQLICUBT | ! "
+ Y
NH 4 A Molsieb, DMSO, 90 °C
Ry R, Druckluft O -
O R
3 R4
45 46a-g 49a-g
(21 - 82 %)

Abbildung 4.21: Synthese der Phenylpyrimidinon-Derivate 49a-g unter abgewandelten Chan-
Lam-Kupplungs-Bedingungen. [145-147,150,151]

In Tabelle 4.5 sind die verschiedenen Produkte der Chan-Lam-Kupplung mit den jewei-

ligen Ausbeuten zusammengefasst. Die Ausbeuten schwanken dabei relativ stark zwischen
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21 und 82 %, wobei die Unterschiede unabhangig von dem gewahlten Kupferkatalysa-
tor sind. Letzte Zweifel, ob es sich bei den Produkten um die O- statt N-substituierten
Produkte handelt, konnten mittels NMR-Analytik weitestgehend zerstreut werden. Das
2D-HMBC NMR zeigt eine sehr schwache 3J-Kopplung zwischen dem C?H-Proton des

Pyrimidinons und dem Kohlenstoff C'' des Phenylrings.

Tabelle 4.5: Produkte der Chan-Lam-Kupplung mit Angabe der jeweiligen Ausbeute.

Produkt Ry Ry R;3 Ry Ausbeute

49a H H H H 76 %
49b  -OMe H H -OMe 42%
49¢ -OMe H -OMe H 21 %
49d H -OMe H -OMe 8%
49¢  -OMe H H H 35 %
49f H H -OMe H 73 %
49g H -OMe H H 66 %

4.4.2. Synthese der 2-Thioxo-Phenylpyrimidinon-Derivate 59a—g

Die retrosynthetische Zerlegung (s. Abbildung 4.19) zeigt, dass im néchsten Schritt in
2-Position der Phenylpyrimidinon-Derivate ein Thioketon eingefiihrt werden muss. XU et
al. haben im Jahr 1995 eine Methode zur Darstellung von Imidazol-2-thionen ausgehend
von Imidazol beschrieben (s. Abbildung 4.22). [152] Tmidazol 50 reagiert unter zweifacher
Addition von Chlorthioameisensdure- O-phenylester (51) zum Imidazolium 52. Durch die
Addition von Wasser (vgl. 53) kommt es zur Ringoffnung und zur Bildung einer Aldehyds-
pezies 54. Der Aldehyd tritt unter Zugabe von einem weiteren Molekiil Wasser als Methan-
sdure aus (vgl. 55). Durch die Abspaltung von Phenol entsteht ein Isothiocyanat-Derivat
56, das durch eine intramolekulare Ringschlussreaktion zum Zwischenprodukt 57 reagiert.
Im letzten Schritt findet die Hydrolyse zum Imidazol-2-thion 58 statt.'52] Der Mechanis-
mus leitet sich von dem von PRATT et al. publizierten Mechanismus fiir die Reaktion von
Imidazolen mit Chlorameisensiurephenylester ab. %3] Xu et al. konnten auerdem zeigen,

dass sich die Reaktion auch auf N-substituierte Imidazole anwenden lisst. 152!
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Abbildung 4.22: Der von XU et al. angegebene Reaktionsmechanismus von Imidazolen 50 mit
Chlorthioameisensiure- O-phenylester (51). [1°2]

Da eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen N-substituierten Imidazolen und den erzeug-
ten Phenylpyrimidinon-Derivaten 49a—g besteht, wurden die Reaktionsbedingungen von
XU et al. fiir die Synthese der 2-Thioxo-Phenylpyrimidinon-Derivate 59a-g angewen-
det.['52 ITn Abbildung 4.23 ist cine Ubersicht der durchgefithrten Reaktionen gezeigt
und in Tabelle 4.6 eine Aufschliisselung iiber die einzelnen Produkte und die zugehéri-

gen Ausbeuten.

N CIC(S)OPh H <
N i Tk
N R2 1. NaHCO3, Et,0/H,0, RT, 5-16 h N R,
0 R 2. TEA, MeOH, RT, 16 h O
3 R3
Ry, Ry,
49a-g 5%9a-g

(46 - 79 %)

Abbildung 4.23: Umsetzung der Phenylpyrimidinon-Derivate mit Chlorthioameisensdure-O-
phenylester (51) nach Xu et al.['%?]
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Tabelle 4.6: Die Produkte 59a—g nach der Umsetzung der Phenylpyrimidinon-Derivate 49a—g
mit Chlorthioameisensiure- O-phenylester (51) nach XU et al.[*52]

Edukt Produkt R, Roy R3 R4 Ausbeute

49a 59a H H H H 46 %
49b 59b -OMe H H -OMe 79 %
49c 59¢ -OMe H -OMe H 8 %
49d 59d H -OMe H -OMe 70 %
49e 59e -OMe H H H 74 %
49f 59f H H -OMe H 7T %
49g 59g H -OMe H H 1%

4.4.3. Synthese von 2,3-Dimethoxybenzylchlorid (60e)

Neben den Phenylpyrimidinon-Derivaten sollten wie bei den Verbindungen der Serie 1
auch Benzyl-substituierte Derivate hergestellt werden. Im Rahmen der Bachelorarbeit von
JoANA BAIER wurde basierend auf Modeling Ergebnissen aber auch basierend auf den
Testdaten der Verbindungen der Serie 1 eine nidhere Auswahl an moéglichen Verbindun-
gen getroffen. !5 Durch die zeitliche Begrenzung der Bachelorarbeit war ein weiteres
Auswahlkriterium die kdufliche Erwerbbarkeit der Ausgangssubstanzen. Da die Auswahl
allerdings recht stark beschrinkt war, wurde im Falle von 60e das Chlorid ausgehend
von dem Alkohol 29b erzeugt. ¥ Der Alkohol bot sich als Edukt an, da bereits einige
Alkohole fiir die Synthese der Isothiocyanate verwendet wurden. Die Literatur beschreibt
viele Varianten, um Benzylchloride aus Benzylalkoholen darzustellen. 255158 Insbesonde-
re die Verwendung von Thionylchlorid wird in verschiedenen Varianten beschrieben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das Benzylchlorid 60e nach einer Vorschrift von OGURA et
al. hergestellt (s. Abbildung 4.24).'58) Die sehr schlechte Ausbeute lisst sich vermut-
lich vor allem mit der Stabilitdt des Thionylchlorids erkldren. Thionylchlorid reagiert sehr
stark mit Wasser. Anders als in der Vorschrift empfohlen, wurde die Reaktion nicht unter
Inertgas durchgefiihrt. Die Schutzgasatmosphére. hétte eine Reaktion des Thionylchlorids
mit umgebender Luftfeuchtigkeit verhindert. Zudem war das Reagenz zum Zeitpunkt der

Durchfithrung der Synthese bereits einige Jahre alt.
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HO Cl
OMe SOCl, OMe
Et,O, RT,3h
OMe OMe
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(Lit: 95 %)

Abbildung 4.24: Synthese von 2,3-Dimethoxybenzylchlorid (60e) nach einer Vorschrift von OGu-
RA et al.[154158]

4.4.4. Synthese der Benzylpyrimidinon-Derivate 65a—e

Anders als bei den Phenylpyrimidinon-Derivaten lassen sich die entsprechenden Benzyl-
Derivate nicht ausgehend von den Benzylboronsduren darstellen. Dennoch blieb das prinzi-
pielle Vorgehen ein Ahnliches. 4(3H)-Pyrimidinon (45) liegt unter basischen Bedingungen
in verschiedenen Tautomeren 61a,b vor (s. Abbildung 4.25). Aus diesem Grund kénnen
sowohl der Sauerstoff als auch der Stickstoff nukleophil reagieren. ROOPAN et al. haben
eine Methode entwickelt, um eine selektive Substitution von 3-(Chlormethyl)chinolinen
an dem Stickstoff von 4(3H)-Pyrimidinon (45) durchzufithren.!") In Anwesenheit von
Eisen-Nanopartikeln wird das Amid/Enolat-Gleichgewicht [61a = 61b] zugunsten des
Stickstoffs verschoben. Das Eisen koordiniert sich an den Sauerstoff (vgl. 62) und die

Substitution zum Produkt 63 kann selektiv am Stickstoff stattfinden. 159
(@]

HN

. Ny
Eisen-N ikel
R/\N)‘j isen-Nanopartike 45
k\N l KOH
63

©
e} (@]
KCl + H,0 o
EO N N
A=
| \m N N
N/) R/\ 61a 61b

\\C_IY

62
Abbildung 4.25: Katalytischer Ablauf der Reaktion nach ROOPAN et al. unter Zuhilfenahme von

Eisen-Nanopartikeln. Die Eisenpartikel koordinieren an den Sauerstoff der Enolat-Form 61a und
ermébglichen eine Substitution am Stickstoff. 159
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Die Synthese nach ROOPAN et al. konnte erfolgreich fiir die Synthese von fiinf Benzylpy-

rimidinon-Derivaten angewendet werden. In Abbildung 4.26 ist eine Reaktionsiibersicht

zu sehen.
Cl
o 0 R
NH Ry Fe (nano) N N ~ R2
| Jo =
Z KOH, DMSO, 110 °C /)
R3 65a—-e
64 60a—e (38 - 60 %)

Abbildung 4.26: Darstellung der Benzylpyrimidinon-Derivate (65a—€) nach ROOPAN et al. Der
Eisenkatalysator unterstiitzt die Substitution am Stickstoff. [154:159]

Ahnlich wie bei der Reaktion, die FONT et al. beschrieben haben (vgl. Abbildung 4.14),
scheint die Reaktion von ROOPAN et al. sich auf Benzylchloride zu beschrinken. Der gleiche
Ansatz mit Benzylbromid lieferte kein Produkt.!'*? In der Tabelle 4.7 sind die synthe-
tisierten Benzylpyrimidinon-Derivate mit ihren Ausbeuten angegeben. Die Synthese von
65a wurde von ROOPAN et al. mit einer Ausbeute von 92 % durchgefiihrt, 1% konnte
im Rahmen dieser Arbeit allerdings nur mit einer Ausbeute von 38 % reproduziert wer-
den. Ahnlich wie bei den Phenylpyrimidinon-Derivaten, konnte mittels 2D-NMR-Spektren
(HMBC) bestatigt werden, dass bei der Reaktion die jeweiligen N-substituierten Produkte
entstanden sind, da die 3.J-Kopplung der CH,-Gruppe zum C? des Pyrimidinons deutlich

sichtbar war.

Tabelle 4.7: Zusammenfassung der synthetisierten Benzylpyrimidinon-Derivate 65a—e mit Anga-
be der Ausbeute. [154]

Edukt Produkt Ry Ry R3 Ausbeute

60a 65a H H H 38 %
60b 65b H H -OMe 50 %
60d 65¢c F H H 51 %
60c 65d H H -CF3 60 %
60e 65e -OMe -OMe H 47 %
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4.4.5. Synthese der 2-Thioxo-Benzylpyrimidinon-Derivate 66a—e

Die Darstellung der Thioketone bei den Benzylpyrimidinon-Derivaten 65a—e sollte ana-
log zu den Phenylpyrimidinon-Derivaten 49a-g nach XU et al. durchgefithrt werden. 52
Durch einen Ubertragungsfehler ist es bei den folgenden Synthesen allerdings zum Einsatz
von zu wenig TEA (1.3 Aquivalente statt drei Aquivalente) sowie Chlorthioameisensiure-
O-phenylester (51, 2.3 Aquivalente statt 2.5 Aquivalente) gekommen. Dadurch bedingt
kam es bei der Durchfiihrung zu einigen Schwierigkeiten. >4 Der Fehler ist allerdings erst
nach Ablauf der Bearbeitungszeit fiir die Bachelorarbeit aufgefallen. Nach der Durchfiih-
rung der zwei erforderlichen Reaktionsschritte (vgl. Abbildung 4.23) hatte sich bei der
Reaktion der Benzylpyrimidinon-Derivate ein Produkt gebildet, dessen Masse um einiges
groffer war als die Produktmasse. Es zeigte sich auBlerdem ein charakteristisches Frag-
mentierungsmuster in der LC-MS. Durch die kombinierte Analyse von NMR, Masse und
Reaktionsmechanismus liefen sich die entstandenen Zwischenprodukte identifizieren. Der
Mechanismus zeigt, dass im Laufe der Reaktion einige stabile Zwischenprodukte gebildet
werden (s. Abbildung 4.27). Tatsédchlich konnten die zuvor isolierten Produkte als das
Zwischenprodukt 70 identifiziert werden. Daraufhin wurde der zweite Reaktionsschritt ein
weiteres Mal durchgefithrt und zusétzlich die Temperatur der Reaktion auf 80 °C erhoht.
Der erneute Umsatz der Zwischenprodukte mit TEA in MeOH fiihrte letztlich zu den
gewiinschten Produkten. Bei der Reaktion von 66a wurden von vornherein 2.7 Aquiva-
lente TEA eingesetzt, sowie flir die bessere Durchmischung des Lésungsmittelgemisches
im ersten Reaktionsschritt ein mechanischer Rithrer (KPG-Riihrer) verwendet. Dass diese
Reaktion mit der besten Ausbeute von 42 % funktioniert hat, ohne den zweiten Reakti-
onsschritt wiederholen zu miissen, zeigt die Relevanz der Basenkonzentration. In Tabelle

4.8 sind die Reaktionsprodukte 66a—e mit den jeweiligen Ausbeuten angegeben.
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Abbildung 4.27: Die Synthese der 2-Thioxo-Benzylpyrimidinon-Derivate 66a—e erfolgte ausge-
hend von 65a—e. 51 greift an, es bildet sich eine ionische Zwischenstufe 67a—e, die unter Basenein-
fluss zu den Alkohol-Derivaten 68a—e reagiert. Es kommt zur Ringéffnung (vgl. 69a—e) und unter
Abspaltung von Methansédure zu den Zwischenprodukten 70a—e. Phenol wird abgespalten und die
Zwischenprodukte 70a—e lagern sich zu Isothiocyanaten 7la—e um. Durch einen intramolekularen
Ringschluss werden die Produkte 66a-e gebildet. [152!
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Tabelle 4.8: Die Darstellung der Thioketone nach XU et al. fithrte durch zu geringe Basenkon-
zentration nur mit schlechten Ausbeuten zu den Produkten 66a-e.[152:154]

Edukt Produkt R, Roy R3 Ausbeute

65a 66b H H H 29 %
65b 66¢c H H -OMe 23 %
65c 66d F H H 22 %
65d 66a H H -CF3 42 %
65e 66e -OMe -OMe H 19 %

4.4.6. Synthese der Zielverbindungen 15a—g und 16a—d der Serie 4

Die in den Kapiteln 4.4.2 und 4.4.5 erzeugten 2-Thioxo-Pyrimidinon-Derivate wur-
den im letzten Schritt analog zu den vorangegangenen Serien nach WANG et al. umge-
setzt.121] Eine Ausnahme bildet das Derivat 66e. Aufgrund der sehr geringen Ausbeute
wurde das Produkt nach erfolgter Analytik nicht weiter umgesetzt. 4 Es konnten letzt-
lich elf Endprodukte der Serie 4 erzeugt werden. Eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten
Reaktionen ist in Abbildung 4.28 zu sehen. In Tabelle 4.9 erfolgt die Auflistung der

Produkte mit Angabe der Ausbeute des letzten Reaktionsschrittes und der Reinheit.

J\ Q
TEA Kn/\rs\)l\
+ 28
DMF, 80°C, 2 h n=0-1

R
n=0 59%a-g n=0 15a-g(44 - 95 %)
n=1 66a—d n=1 16a—d (38 - 82 %)

Abbildung 4.28: Syntheseiibersicht zur Darstellung der Zielverbindungen 15a—g und 16a—d der
Serie 4 nach WANG et al.['2!]

Neben der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel wurden einige Produkte

zusatzlich aus einem EtOH/Wasser-Gemisch umbkristallisiert, um die fiir die Testung né-
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tige HPLC-Reinheit zu erhalten. Die entstandenen Kristalle von 15a konnten auflerdem

mittels Rontgenkristallographie untersucht werden, wodurch sich die Struktur eindeutig

belegen lie3. Bei dem Derivat 16b ist das Produkt bei der Aufarbeitung aus DCM sauber

ausgefallen und wurde daher nicht weiter aufgereinigt.

Tabelle 4.9: Die Produkte der Serie 4 mit Angabe der Ausbeuten im letzten Reaktionsschritt
und der HPLC-Reinheit.

\)OKJI\I\/Q?CFQ’
|

N S

N NS

s

# Struktur Ausb. Reinh. # Struktur Ausb. Reinh.
OCH3
15a @ 44 % 100 % 15b 74\@ 1% 98 %
OCHg
OCH3 OCH3
15¢ ﬁ 50% 97%  15d 68% 98 %
OCHj3 OCHs
OCH3
15e *@ 95% 100 %  15f @ 1% 100 %
OCH3
OCHjg
15g 84 % 9%  16a 82 % 100 %
16b 2; 40% 100% 16¢ Ej/F 81% 100 %
OCHg
16d 2} 38% 100 %
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4.5. Synthese des alkylsubstituierten Pyrimidinon-Derivats 75

Analog zur Serie 3 wurde das Konzept der Verkiirzung der Phenyl- beziehungswei-
se Benzylseitenkette auch auf die Pyrimidinon-Derivate der Serie 4 ibertragen. Dafiir
wurde exemplarisch das Methyl-Derivat als Vertreter dieser neuen Serie dargestellt. Aus
Zeitgriinden blieb es allerdings bei dem einen Derivat, weswegen 75 keiner Serie unter-
geordnet wurde. Die Synthesestrategie der Serie 4 liefl sich dabei auf die Synthese des
alkylsubstituierten Derivats 75 iibertragen. So wurde zunéchst die Methylgruppe in den
Pyrimidinon-Baustein eingebracht, dann das Thioketon eingefiihrt und im letzten Schritt

die Kupplung zum Produkt 73 mit dem Benzothiazol-Linker 28 durchgefiihrt.

4.5.1. Synthese von 3-Methylpyrimidin-4(3H)-on (73)

Es wurden zwei verschiedene Synthesen fiir die Darstellung von 3-Methylpyrimidin-
4(3H)-on (73) durchgefiihrt. Die Reaktion nach der Vorschrift von L1U et al. mit Methylbo-
ronséure als Methylierungsreagenz lieferte nicht das gewiinschte Produkt. '3 Stattdessen
wurde nach einer Vorschrift von NAKAO et al. gearbeitet. Als Methylierungsmittel dient
Methyliodid (72), das unter Einsatz von Kaliumcarbonat als Base vom Stickstoff von
4(3H)-Pyrimidinon (45) nukleophil angegriffen wird (s. Abbildung 4.29). Dabei gehen
die Autoren nicht weiter darauf ein, ob die N- und die O-Alkylierung in Konkurrenz zu-
einander stehen.['5% Die Literaturausbeute von 60 % konnte nicht erreicht werden, die

NMR-Analytik bestétigte aber, dass es sich um das N-methylierte Produkt 73 handelte.

N N

AN K2CO3 RN
| j + HaC—I > | j
NH MeOH, 90 °C N ~cH
72 3

0 0
45 73

(36 %)

(Lit: 60 %)

Abbildung 4.29: Die Synthese von 3-Methylpyrimidin-4(3H)-on (73) nach einer Vorschrift von
NAKAO et al.[160]
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4.5.2. Synthese von 3-Methyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (74)

Die anschlieBende Darstellung des Thioketons wurde analog zu der Serie 4 nach XU et
al. mit Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51) durchgefiihrt. (1521 Mit einer guten Aus-
beute von 76 % konnte 74 als blassgelber Feststoff erhalten werden (s. Abbildung 4.30).

H
N 1. NaHCO3, Et,O/H,0 N_ _S
\j OO 55h RT \f
| + | - |
N\ S N\
CHs ~  2.TEA, MeOH, 18 h, RT CHs
o) o)
73 51 74
(76 %)

Abbildung 4.30: Die Darstellung des Thioketons von 3-Methyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-
4(1H)-on (74) nach einer Vorschrift von Xu et al.[15?]

4.5.3. Synthese von 2-((3-Methyl-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (75)

Die Umsetzung des alkylsubstituierten 2-Thioxo-Pyrimidinon-Derivats 74 mit dem Ben-

zothiazol-Linker 28 erfolgte wiederum wie bei den vorangegangenen Serien nach WANG

et al. (s. Abbildung 4.31). 121] Zusétzlich zur Reinigung mittels Saulenchromatographie

wurde 75 aus einem EtOH/Wasser-Gemisch umkristallisiert.

H
. e
T . 28 = YSQI\ A
N\
CHs DMF, 80 °C, 2 h
0 [H/
@)

(79 %)

Abbildung 4.31: In Anlehnung an die Verbindungen der Serie 3 wurde 75 exemplarisch als
Vertreter einer moglichen neuen Serie dargestellt. [121]
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4.6. Serie 5

Die Verbindungen der Serie 5 sind im Rahmen der Bachelorarbeit von KEVIN BRESSLER
entstanden. 191 Neben den vorangegangenen Strategien der Leitstruktur-Optimierung wur-
de in der néchsten Serie ein weiteres Konzept zur Wirkoptimierung von Inhibitoren her-
angezogen. Wie bereits in Kapitel 1.3 besprochen wurde, kann die Einfiihrung von
Naturstoff-Bausteinen in eine Leitstruktur einige Vorteile mit sich bringen.#899! Die Ben-
zothiazol-Leitstruktur, die sich nicht nur in den IWPs finden ldsst, sondern auch in einer
Vielzahl von anderen CK1-Inhibitoren, hat sich als besonders effektiv gegeniiber CK14 er-
wiesen. [20:26.93.94] Dje Verbindungen der Serie 5 lassen sich nunmehr nicht direkt von
der Struktur der IWPs herleiten, stattdessen wird das Benzothiazol-Grundgeriist mit
Aminosdure-Bausteinen verkniipft. Neben den in Kapitel 1.3 genannten Vorteilen von
Aminoséuren ergeben sich auch synthetische Vorteile. Die Literatur beschreibt viele eta-
blierte Peptidkupplungsreaktionen. 1621631 Auferdem sind insbesondere die proteinogenen
Aminoséduren kommerziell mit einer groffen Variabilitédt an Schutzgruppen erhéltlich. Da
die Verbindungen der Serie 5 als Salze dargestellt werden sollten, wurde als Schutzgruppe
fiir die Aminosduren die Boc-Schutzgruppe gewéhlt, die sich unter sauren Bedingungen

unter Ausbildung des Salzes abspalten ldsst. [164-166]

4.6.1. Peptidkupplung mit Boc-geschiitzten Aminosiduren zu den Zwischenpro-

dukten 82a—f

Fir die Kupplung des Benzothiazol-Grundgeriistes an Boc-geschiitzte L-Aminosduren
wurde zunéchst eine Auswahl von fiinf Aminosduren (Ala, Phe, Pro, Val, Trp) getrof-
fen, wobei Aminosduren ausgewahlt wurden, die an der Seitenkette keine weiteren funk-
tionellen Gruppen tragen, die bei der Peptidkupplung stéren kénnten. Eine Ausnahme
bildet vielleicht das Tryptophan, das ein Indol als Heterozyklus enthélt. Zusétzlich wur-
de die Aminosdure Tyrosin (Tyr) als sechste ausgewéhlt, die mit der phenolischen OH-
Gruppe eine weitere reaktive Gruppe enthélt. Alle L-Aminosduren wurden einfach Boc-
geschiitzt eingesetzt. Die phenolische OH-Gruppe des Tyrosins wurde nicht zusétzlich ge-
schiitzt. Die Peptid-Kupplung mit 6-(Trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-amin (27) erfolgte
nach einer Vorschrift von GARDNER et al., die ebenfalls Benzothiazol-2-amine mit Boc-
geschiitzten Aminosiduren umgesetzt haben.!!04 GARDNER et al. verwenden bei der Re-

aktion PyBOP (76) als stereoselektives Kupplungsreagenz mit DIPEA als Base (s. Ab-
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bildung 4.32). Die Saurefunktion der Aminosdure 77 wird durch DIPEA deprotoniert
(vgl. 78) und durch eine nukleophile Substitution an PyBOP (76) bildet sich das Phos-
phoniumsalz 79. Dieses kann entweder weiter zum Aktivester 80 reagieren oder direkt
mit dem Amin 27 zum Produkt 82. Die Triebkraft bei der Entstehung des Aktivesters 80
ist die gleichzeitige Bildung des stabilen Phosphorsduretriamids 81. Der Aktivesters 80
unterdriickt dabei die Racemisierung der Produkte['57) und reagiert wiederum mit dem

Amin 27 weiter zum Produkt 82.

N
Y
N

C)
PyBOP  O~p(NHR,);

76 [PFg] ©
Ns
N
N ®
o @ o~ P(NHRy)3
DIPEA 76 /4
BocHN OH — » BocHN G) >
: DIPEA-H®
R' R’
77 78
NZN
|
N

O e _, @ nN=N
~® 2 Ly 0
BocHN P‘(NH\F\)z)g// » BocHN O/N + i

B R NRe
80 7 NR,
81
R'—NH, | A R"—NH,
27 o 27
L BocHN\E)I\H,

82

Abbildung 4.32: Die Saurefunktion der Aminosiure 77 wird durch DIPEA deprotoniert (vgl.
78) und durch eine nukleophile Substitution an PyBOP (76) bildet sich das Phosphoniumsalz
79. Dieses kann entweder weiter zum Aktivester 80 reagieren oder direkt mit dem Amin 27 zum
Produkt 82. Die Triebkraft zur Bildung des Aktivesters 80 ist auflerdem die Bildung des stabilen
Phosphorsduretriamids 81. Der Aktivester 80 reagiert wiederum mit dem Amin 27 zum Produkt
82. [167]

Zunéchst wurden die erzeugten Produkte der Peptidkupplung ohne weitere Aufreinigung

weiter verwendet. Es zeigte sich aber, dass es durch Verunreinigungen der Rohprodukte
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bei der Weiterreaktion zu den entsprechenden Salzen zu einer gréfleren Anzahl an nicht
néher charakterisierten Nebenprodukten kam. Die Derivate mit Prolin 82c, Valin 82d,
Tryptophan 82e und Tyrosin 82f wurden daher zusétzlich sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt. In Tabelle 4.10 sind die Produkte der Peptidkupplungsreaktion unter

Angabe der Ausbeute zusammengefasst.

Tabelle 4.10: Produkte 82a—f der Peptidkupplung des Benzothiazol-Linkers 28 mit den Boc-
geschiitzten Aminosiuren (AS) 77a—f nach GARDNER et al.[161,164]

O :sR
FsC s >—“’%
\©: />—NH NHBoc
N
Edukt AS Produkt Rest Ausbeute

CHs
Boc-Ala (77a) 82a ™, 96 %
Boc-Phe (77b) 82b %\Q 93 %
Boc-Pro (77¢) 82c Bgij 52 %

H

Boc-Val (77d) 82d 15%\

3C
CHs
7 “NH
Boc-Trp (77e) 82e 56 %
OH

Boc-Tyr (77f) 82f %\Q\ 7%

75 %

Die Peptidkupplung mit einfach Boc-geschiitztem Tryptophan (77e) verlief dabei trotz
des ungeschiitzten Indol-NH mit einer relativ guten Ausbeute von 56 %. Wie allerdings
zu erwarten war, storte die phenolische OH-Funktion des Boc-Tyr (77f). Die Ausbeute
der Reaktion lag nach Aufreinigung des Produktes nur bei 7 %. Aufgrund der zeitlichen
Begrenzung der Bachelorarbeit wurde daher darauf verzichtet, das Tyrosin-Derivat 82f zu

den entsprechenden Salzen umzusetzen.
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4.6.2. Synthese der Hydrochloride 83a—e

Wie bereits zuvor angemerkt, eignet sich die Boc-Schutzgruppe in diesem synthetischen
Projekt insbesondere, da sie sdureempfindlich ist. Durch die Umsetzung der Kupplungs-
produkte 82a—e mit wasserfreier 4 M HCl-Losung in 1,4-Dioxan, bildet sich das Hydro-
chlorid des freien Amins, das idealerweise im organischen Losungsmittel ausfallt. 18] Auf-
grund des sehr lipophilen Benzothiazolrests und auch durch den Einfluss der verschiedenen
Aminosdure-Seitenketten, war die Loslichkeit bei allen Produkten stark unterschiedlich.
Es musste daher bei der Aufreinigung des Salzes mit jedem Produkt individuell verfahren

werden. Eine Reaktionsiibersicht ist in Abbildung 4.33 zu sehen. Das Hydrochlorid des

o R o R
FsCo S >_\ 4 M HCIDioxan  F4C s >_\
| >—NH NHBoc B} >—NH NHs O
P Dioxan, RT, 4-24 h % ® °
N N
82a-e 83a-e
(59 - 93 %)

Abbildung 4.33: Darstellung der Hydrochloride nach einer Vorschrift von COATS et al.!'®8] Es
konnten folgende Produkte erhalten werden: R = Ala-Rest 83a (61 %), R = Phe-Rest 83b (93 %),
R = Pro-Rest 83c (59 %), R = Val-Rest 83d (86 %), R = Trp-Rest 83e (81 %).[1¢1]

Alanin-Derivats 83a kristallisierte auch nach Einengen des Ldsungsmittels nicht richtig
aus. Mehrere Versuche den Riickstand aus einem organischen Losungsmittel kristallisieren
zu lassen, schlugen fehl. Letztlich wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen und orga-
nische Verunreinigungen mit EE extrahiert. Die eingeengte wéssrige Phase enthielt dann
nur noch sauberes Produkt. Das Phenyl-Derivat 83b sowie das Prolin-Derivat 83c lieflen
sich aus 2-Propanol umkristallisieren. Bei dem Valin-Derivat 83d ist bereits nach 4 h Re-
aktionszeit ein farbloser Feststoff ausgefallen, der abfiltriert und gewaschen wurde. Bei
dem Tryptophan-Derivat 83e konnte nach Beenden der Reaktion das Produkt ebenfalls

abfiltriert und gewaschen werden.

4.6.3. Synthese der Mesilate 84a,b,e

Die Synthese der Mesilate erfolgte nach einer Vorschrift von ASHWORTH et al.['%6] Ana-
log zu der Darstellung der Hydrochloride, sollten auch die Mesilate als Salz aus dem
organischen Loésungsmittel ausfallen. Eine Reaktionsiibersicht zur Darstellung der Mesi-
late 84a—e ist in Abbildung 4.34 zu sehen. Das Phenylalanin-Derivat 84b sowie das

Tryptophan-Derivat 84e konnten nach Beenden der Reaktion abfiltriert und gewaschen
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o R
o R FaC s, M
F3C S >_\ MSA R \©: />—NH NH3
> > <)
\©: »y—NH NHBoc Toluol/2-Propanol N @O
N N,.Atm, 50 °C, 24 h I
82a—-e 84a-e 0=S=0
(16 - 55 %) C|3H3

Abbildung 4.34: Darstellung der Mesilate nach einer Vorschrift von ASHWORTH et al.[156] Es
konnten folgende Produkte erhalten werden: R = Ala-Rest 84a (16 %), R = Phe-Rest 84b (55 %),
R = Trp-Rest 84e (32 %). Die Produkte 84f und 84d wurden nicht isoliert. ['61]

werden. Das Alanin-Derivat 84a ist hingegen nicht aus dem Losungsmittel auskristalli-
siert und wurde daher an RP-Kieselgel gereinigt. Die Trennleistung auf der Saule war
allerdings nicht sehr hoch, wodurch es zu einem Produktverlust gekommen ist, da Misch-
phasen nicht weiter aufgereinigt wurden. Die Umsetzung zum Prolin-Derivat 84c zeigte
nach Reaktionsende nur die Masse des Edukts. Ein weiterer Versuch mit lingerer Reakti-
onszeit fithrte zwar zu einem farblosen Feststoff, der allerdings so starke Verunreinigungen
enthielt, dass das Produkt nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte. Auch ein erneutes
Umbkristallisieren fiihrte nicht zum gewiinschten sauberen Produkt 84c. Das Valin-Derivat
84d wurde analog zum Alanin-Derivat 84a auf RP-Kieselgel aufgebracht und séulenchro-
matographisch gereinigt. Es konnte anschlieBend in keiner der isolierten Fraktionen das
Produkt nachgewiesen werden. Aus Zeitgriinden wurde die Synthese der Mesilate 84c,d

nicht wiederholt.

4.6.4. Funktionalisierung der Aminofunktion am Beispiel der Verbindung 86

Die Aminofunktion der synthetisierten Verbindungen der Serie 5 bietet eine Moglichkeit
zur weiteren Funktionalisierung. Es kann beispielsweise durch eine Paal-Knorr-Synthese
das entsprechende Pyrrol-Derivat erzeugt werden. RYZHKOV et al. fithren eine Paal-Knorr-
Synthese durch Umsetzung eines primdren Ammoniumsalzes unter basischen Bedingungen
mit Diketonen und Iod als Katalysator zu einem Pyrrol-Derivat durch.'% Die Reak-
tionsbedingungen wurden exemplarisch auf das Hydrochlorid 83e iibertragen. Auf die-
se Weise konnte das Produkt (5)-2-(2,5-Dimethyl-1H-pyrrol-1-y1)-3-(1 H-indol-3-yl)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)propanamid (86) erfolgreich mit einer Ausbeute von
40 % hergestellt werden. In Abbildung 4.35 sind die Reaktionsbedingungen zur Darstel-

lung von 86 gezeigt.
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ch
) o o 85 O
S 3
HN ©)
HsN © HN_<\ TEA, I, THF/DMF
Cl N 30 min, 0 °C, dann 24 h, RT
CH3

83e 86
(40 %)

Abbildung 4.35: Darstellung des Pyrrol-Derivats 86 nach einer Vorschrift von RyzHKOV et al. [169]

4.7. DFG-out-Inhibitor

Der in dieser Arbeit gezeigte potenzielle DFG-out-Inhibitor setzt sich aus zwei verschie-
denen Bausteinen zusammen. Als hinge-binder dient die hochpotente Verbindung 8 von
SALADO et al.!%¥ welche iiber eine Amid-Bindung an den von Imatinib (Glivec®, Novartis)
bekannten 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)benzoesiure-Rest 89 gekuppelt wurde. 134
Die Reaktionsiibersicht zur Darstellung des DFG-out-Inhibitors ist in Abbildung 4.36 zu
sehen. Es wurde zunéchst ausgehend von dem 6-Nitrobenzothiazol-Derivat 92 die analoge
Verbindung zu Verbindung 8 von SALADO et al. erzeugt. 94 Dafiir wurde das Séurechlorid
91 der 2-(2-Methoxyphenyl)essigsdure 90 erzeugt und dieses anschliefend mit dem 6-
Nitrobenzothiazol 92 umgesetzt.? Das entstandene Nitro-Derivat 87 wurde katalytisch
zum Amin-Derivat 88 reduziert und im letzten Schritt in einer Peptidkupplungsreaktion
mit der Siure 89 umgesetzt. 170
Die Umsetzung der Carbonsiure 90 zum Sédurechlorid 91 erfolgte in einem zweifachen
Uberschuss Thionylchlorid und katalytischen Mengen DMF in der Mikrowelle. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt ohne weitere Analytik direkt in der
néichsten Reaktion eingesetzt. Die anschlielend erfolgreich durchgefiihrte Kupplung mit
dem Benzothiazol-Derivat 92 nach der Vorschrift von SALADO et al. bestétigte, dass das
Saurechlorid 91 entstanden ist. Fiir die anschliefende Reduktion der Nitrogruppe wurde
zunichst ebenfalls eine Reaktion in der Mikrowelle mit Cyclohexen als Reduktionsmit-
tel und Palladium-Kohle als Katalysator durchgefiihrt. Nach Aufarbeitung der Reaktion
konnte allerdings nur das Edukt isoliert werden. Daraufhin wurde die Reaktion in einer
Hydrier-Apparatur durchgefiihrt, die es ermdglicht, einen Druck von mehreren Bar Was-

serstoff anzulegen. Als Katalysator fiir die Reaktion wurde ebenfalls Palladium auf Kohle

eingesetzt. Das Amin-Derivat 88 konnte mit einer Ausbeute von 77 % isoliert werden.
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Abbildung 4.36: Bei dem DFG-out-Inhibitor 18 handelt es sich um eine Hybrid-Struktur aus
den Bausteinen der Verbindung 8 von SALADO et al. und dem DFG-out-Baustein von Imatinib
(Glivec®, Novartis). 94134

4.7.1. Peptidkupplungsreaktion zum Produkt 18

In der Dissertation von EUGEN JOHANNES hat dieser ebenfalls 4-((4-Methylpiperazin-
1-yl)methyl)benzoesédure (89) in einer Peptidkupplungsreaktion mit einem Anilin-Derivat
umgesetzt. Dabei haben sich das Kupplungsreagenz HATU und DIPEA als Base in einer
Mikrowellen-Synthese als besonders effizient erwiesen.'™ HATU (93) wurde als Kupp-
lungsreagenz erstmals 1993 von CARPINO beschrieben. '™ Der Mechanismus der Reak-
tion ist in Abbildung 4.37 abgebildet. Anders als PyBOP wird HATU (93) in der
Regel nicht als Reagenz zur stereoselektiven Synthese eingesetzt. Durch die Bildung ei-

nes Triazolopyridinylesters 97 wird die Carbonsiure 89 aktiviert. Uber die Bildung eines
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Ubergangszustandes 98 reagiert 97 mit dem Amin 88 zum Produkt 18. Nach der Rei-
nigung an RP-Kieselgel wurde das Produkt 18 mit einer Ausbeute von 39 % im letzten

Reaktionsschritt isoliert.

Abbildung 4.37: Die deprotonierte Sdure 89 greift HATU 93 nukleophil am Carbokation an. Das
entstehende Isouronium 95 reagiert mit dem Triazolopyridinolat 94 und das Harnstoff-Derivat 96
tritt aus. Der entstandene Triazolopyridinylester 97 wird am Carbonylkohlenstoff von dem Amin
88 angegriffen. Es bildet sich ein Ubergangszustand 98, der durch Abspaltung des Triazolopyridinol
99 zum Produkt 18 reagiert.
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5 Biologische Evaluierung

Die meisten Zielverbindungen, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, konn-
ten im Laufe der Zeit biologisch getestet werden. Die Testung wurde von Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe von Prof. KNIPPSCHILD am Universitatsklinikum Ulm durchgefiihrt. Das
allgemeine Vorgehen bei der biologischen Evaluierung der Testsubstanzen sah zunéchst ein
initiales screening an CK1 Isoformen bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM vor. Bei
einer Inhibition >50 % wurde anschlieflend die mittlere inhibitorische Konzentration (ICs)
am Enzym ermittelt. Einige Inhibitoren sind zusétzlich an Zellen getestet worden, dabei
wurde teilweise die mittlere effektive Konzentration (ECsp) bestimmt. Fiir die Bestimmung
der IC50-Werte fir CK16 wurde teilweise CK16 von der Ratte (rat) und teilweise huma-
ne CK16§ verwendet, dabei gibt es drei verschiedene Transkriptionsvarianten (TV1, TV2
und TV3) der humanen CK16, die unterschiedliche Funktionen aufweisen.!?”) Bei allen
Kinase-Assays mit CK16 wurden Glutathion-S-Transferase-CK14§-Fusionsproteine vermes-
sen (GST-CK16). Der Ubersicht halber wurde die Bezeichnung GST im Folgenden nicht
verwendet. IC5o-Werte fiir die Mutante M3 CK16 wurden ausschlieBlich fiir das Enzym
der Ratte bestimmt. Bei der Angabe “!CKle handelt es sich um das humane Enzym.
Die Durchfiihrung der radiometrischen Kinase-Assays erfolgte mit radioaktiv markiertem
ATP. Die Michaelis-Menten Analyse wurde mit GraphPad Prism 6 durchgefiihrt. 1Csq-
Werte wurden mit einer Dreifachmessung ermittelt. In der tabellarischen Ansicht sind die
IC50-Werte mit Standardabweichung angegeben. Sofern noch weitere Messungen ausstehen,
wurde fiir diese Arbeit mit aktuellem Stand ein vorldufiger 1C50-Wert ohne Standardab-
weichung angegeben. Zellviabilitdts-Assays wurden mit dem kolorimetrischen MTT-Assay

durchgefithrt. DMSO diente bei der Testung als Kontrolle.

5.1. Testung der Zielverbindungen der Serie 1
5.1.1. Kinase-Assays

Die Zielverbindungen der Serie 1 sind strukturell am besten vergleichbar mit den ori-
ginalen Inhibitoren IWP-2 (9) und IWP-2-v2 (10). Insbesondere die Verbindungen 11a
und 11b (s. Tabelle 5.1) unterscheiden sich nur durch die Trifluormethylgruppe von den

originalen Verbindungen. Vergleicht man die IC5o-Werte (gemessen auf rat “*CK16) von

89



KAPITEL 5. BIOLOGISCHE EVALUIERUNG

IWP-2 (9) und IWP-2-v2 (10: IC50(“*CK16 (rat)) = 1.66 uM) mit den analogen Ziel-
verbindungen der Serie 1, zeigt sich jeweils eine leichte Verbesserung der biologischen
Aktivitat. Der 1C50-Wert von IWP-2 (9) liegt bei 0.93 uM, der IC5p-Wert von 11a bei
0.66 pM. Ahnlich sieht es aus bei IWP-2-v2 (10) mit einem ICso-Wert von 1.66 uM
und Verbindung 11b mit einem ICsp-Wert von 1.06 MM.[QO] Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den docking Ergebnissen, die durch den Austausch der Methylgruppe zur
Trifluormethylgruppe eine Verbesserung der Bindung vorhergesagt haben. Die bereits zu-
vor gezeigte Effektivitit von IWP-2 (9) gegeniiber der gatekeeper-Mutante M32FCK16
(gemessen auf rat M®2FCK16) mit einem ICso-Wert von 0.04 pM ist hingegen bei der
analogen Verbindung 11a mit einem ICsy-Wert von 0.21 uM deutlich schlechter. 20 Die
Isoformen-Selektivitdt von IWP-2 (9) fir CK1§ gegentiber CKle bleibt auch bei der Ver-
bindung 11a erhalten (11a: IC59(CKle) = 4.12 puM, Faktor 6 im Vergleich zu CK16),
ist aber bei Verbindung 11b vernachléssigbar (11b: IC50(CKle) = 1.41 pM, Faktor 1.3
im Vergleich zu CK16).[?%] Eine deutlichere Verbesserung der Inhibition lisst sich bei der
Verbindung 11c feststellen (s. Tabelle 5.1). Im Vergleich zu IWP-2-v2 (10) weist die
Verbindung eine etwa viermal héhere Affinitét auf (11c: IC50(Y'CK14 (rat)) = 0.41 uM).
Allerdings ist auch hier zu beobachten, dass durch die gesteigerte Effektivitdt die Selektivi-
tit zu CKle abnimmt (11c: IC50(CKle) = 0.56 uM, Faktor 1.4 im Vergleich zu CK16). 20!
Dennoch konnte durch ein screening der Verbindung 11c in einem panel von 320 Kinasen
eine enorme Selektivitdt bestdtigt werden (s. Abbildung 5.1). Bei einer Inhibitorkon-
zentration von 1 pM weist nur CK16 eine Restaktivitdt von <60 % auf (gemessen von
ProQinase GmbH, Freiburg, Deutschland). Ein ebenso gutes Inhibitionsprofil weist die
Verbindung 11h auf. Sie hat zum einen einen deutlich besseren ICsy-Wert als IWP-2-v2
(10) (11h: IC50(“*CK16 (rat)) = 0.38 uM) und zum anderen eine immer noch relativ
grofie Selektivitit (11h: IC50(CKle) = 3.20 uM, Faktor 8 im Vergleich zu CK14).['7
Leider liefert das docking keine Antwort darauf, warum die Verbindung 11h eine so grofle
Wirksamkeit zeigt, zumal sich bei anderen Verbindungen die para-Substitution als affi-
nitatssteigernd herauskristallisiert hat. Die tatséchlichen entropischen und enthalpischen
Effekte, die bei der Bindung der Liganden eine Rolle spielen werden im Modeling scheinbar
nur schlecht wiedergegeben. Insgesamt machen die Ergebnisse deutlich, dass nur eine sehr
flache Struktur-Wirkungsbeziehung vorherrscht wodurch die Vorhersage der Bindeaffinitét
erschwert ist.

Die Verbindung 11i wurde sowohl auf rat CK14 als auch auf humaner CK1§ gemessen.
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Auf rat “*CK16 hat die Verbindung 11i einen IC50-Wert von 0.33 M 29 auf humaner
WICK1§ einen von der Gréfenordnung vergleichbaren IC5o-Wert von 0.63 ,uM.[lm Eine
Zusammenfassung der ICsp-Werte der Zielverbindungen der Serie 1 ist in Tabelle 5.1

zu sehen.
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Abbildung 5.1: Screening gegen 320 Wildtyp-Proteinkinasen bei einer Inhibitorkonzentration von
1 uM. Roter Punkt: Restaktivitdt nach Behandlung mit Inhibitor 11c <60 %, griiner Punkt: Rest-
aktivitidt nach Behandlung mit Inhibitor 11¢ >60 %. Abbildung adaptiert von GARCIA-REYES und
WITT et al.?l © (2018) American Chemical Society. Gemessen von ProQinase GmbH (Freiburg,
Deutschland).
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Tabelle 5.1: IC5o-Werte fiir die Zielverbindungen der Serie 1 mit Angabe der Standardabwei-
chung, sofern diese ermittelt wurde. Angabe der Konzentration in uM. Abk.: wt, Wildtyp; TV1,
Transkriptionsvariante 1; M, Methionin; F, Phenylalanin; n.d., nicht ermittelt (not determined).

wtCK16 M82FCK16 wtCK1e
wt
# Struktur CK16 (rat) (TV1) (rat) (human)
9 IWP-2 0.93+0.151200  0.4340.13074  0.0440.01120)  4.03+0.03[20]
10 IWP-2-v2 1.664+0.371201  0.1240.037]  0.064+0.01[20]  7.344-2.58[20]
o) NQCFS
N S\)I\ JI\
Y NTS
S N;iR
1la @ 0.664-0.0820] n.d. 0.2140.03[201  4.1240.8020]
11b Ej 1.0620.13[20] n.d. 0.274-0.02[201  1.414-0.29(20]
11c 2; 0.414-0.02(20] n.d. 0.09+0.01[201  0.56+0.0920]
OCH3
11d %[OC'“ 0.764-0.21 [20] n.d. 0.2140.03[201  1.234-0.53[20]
OCH3
1le E;L 1.5440.03172] n.d. 0.53+0.0111721  2.10+0.05[172]
H3CO OCHg
OCH3
OCHj
11f @ 5.5140.02[172] n.d. 3.7240.130172] >100172]
OCHjg
11h ng 0.384-0.01[172] n.d. 0.1640.011721  3.204-0.12[172]
H3CO OCHg
11i 2} 0.334-0.07(20] 0.63[173] n.d. n.d.
CF3
11j EEL 1.03-+0.3620] n.d. n.d. n.d.
CF3
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M82FCK15
# Struktur wICK16 (rat) “'CK14(TV1) (rat) wICK1e
11k 0.704-0.17(20] n.d. n.d. n.d.
OCF3
111 OCFs 8.424-0.10172] n.d. 0.52+0.01[172] >10[172]

5.1.2. Zellbasierte-Assays

Neben der Testung am isolierten Enzym wurden einige der Verbindungen auch in zel-
luldren Assays getestet. Es wurden dabei liberwiegend humane Pankreas-Zelllinien ver-
wendet (BxPC-3, Colo-357, MiaPaCa-2, Panc-1, Panc-89 und PancTu-1) aber auch huma-
ne Brustkrebs-Zelllinien (MDA-MB 231 und MDA-MB 468). Es wurden jeweils in MTT
Zellviabilitats-Assays ECso-Werte fiir die Verbindungen 11a—d.f)h,1 bestimmt. Alle Ergeb-
nisse der zelluldren Assays sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst. Auf PancTu-1-Zellen
weist insbesondere die Verbindung 11c einen sehr guten ECso-Wert mit 0.33 uM auf. 173
Auf Panc-1-Zellen haben die Verbindungen 11b und 11h die besten EC5p-Werte (11b:
EC50 = 0.75 ,uM[lm], 11h: EC5¢ = 0.79 MM[”Q]). Auf den Brustkrebszelllinien MDA-MB
231 und MDA-MB 468 wurden nur die Verbindungen 11f h,1 getestet. Hier hat auf MDA-
MB 231-Zellen die Verbindung 111 den besten ECsp-Wert mit 2.57 uM und auf MDA-MB
468-Zellen die Verbindung 11h mit einem ECsp-Wert von 3.40 ,uM.[”Q] Insgesamt zeigt
vor allem die Verbindung 11h auf Zellen ein breites Wirkspektrum. Ergidnzend zu dem
vergleichsweise guten 1C50-Wert auf der Kinase, macht das die Verbindung zu einem po-
tenten Inhibitor. Insbesondere die Wirksamkeit der Verbindung 11h auf Zellen lésst sich
mit dem vereinfachten Modell des docking nicht vorhersagen, da hier verschiedene Effekte
iiberlagern. Die Erreichbarkeit des target und damit zusammenhingend die Lokalisation
des target in der Zelle ist genauso relevant wie die metabolische Stabilitdt der Testsubstan-
zen und deren Loslichkeit. In Abbildung 5.2 ist exemplarisch fiir die Verbindung 11h

die EC59-Kurve auf humanen Panc-1-Zellen zu sehen.
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Panc1
150

ECs, = 0.79 pM

1004
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Inhibitorkonzentration [uM]
Abbildung 5.2: EC5p-Kurve der Verbindung 11h auf Pancl-Zellen. 172
Tabelle 5.2: Testung der Zellviabilitat. ECso-Werte fiir ausgewéahlte Zielverbindungen der Serie

1 auf verschiedenen Zelllinien. Angabe der Konzentration in yM. Abk.: n.d., nicht ermittelt (not
determined).

Zelllinie 11217 11071 1107 114071 11£0721 1100720 111072

BxPC-3 >10 1.16 >10 1.07 n.d. n.d. n.d.
Colo-357 >10 >10 >10 4.95 8.49 5.67 5.60
MiaPaCa-2 >10 >10 n.d. n.d. 5.43 4.84 5.52
Panc-1 6.29 0.75 n.d. n.d. 5.56 0.79 5.28
Panc-89 >10 >10 >10 2.13 5.32 4.92 6.14
PancTu-1 >10 >10 0.33 >10 >10 1.97 >10
MDA-MB 231 n.d. n.d. n.d. n.d. >10 2.76 2.57
MDA-MB 468 n.d. n.d. n.d. n.d. >10 3.40 8.34

5.2. Testung der Zielverbindungen der Serie 2

Fiir die Zielverbindungen der Serie 2 wurden lediglich IC5o-Werte auf rat “*CK1§ be-
stimmt. Die Verbindungen weisen alle ICsp-Werte im einstelligen mikromolaren Bereich
auf. Es ist auch hier eine Verbesserung der Bindeaffinitiat durch die Trifluormethylgruppe
zu beobachten, allerdings binden alle vier Inhibitoren schlechter als die analogen Zielver-
bindungen der Serie 1. Diese Tendenz der etwas schlechteren Bindeaffinitdt der Zielver-

bindungen der Serie 2 konnte bereits im Modeling mit GLIDE beobachtet werden. Dort
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zeigte sich, dass sich durch den Austausch des Tetrahydrothienopyrimidinon-Bausteins
zu den entsprechenden Chinazolinonen minimale Verdnderungen der Bindungs- und Tor-
sionswinkel ergeben, die zu einer schlechteren Anpassung der Chinazolinon-Derivate an
die Bindetasche fiihren. Gleichzeitig &ndern sich die elektronischen Eigenschaften des
Pyrimidinon-Bausteins durch die Erweiterung des mesomeren Systems. In Tabelle 5.3

sind die IC59-Werte der Serie 2 zusammengefasst.

Tabelle 5.3: IC5o-Werte fiir die Zielverbindungen der Serie 2 mit Angabe der Standardabwei-
chung. Angabe der Konzentration in xM. 173 Abk.: wt, Wildtyp.

e
N
2o
(0]

# R1 R2 wtCKl&(rat)
12a Phenyl CHsz 2.68%0.73
12b Benzyl CH; 1.1840.37
13a Phenyl CF3 1.36+0.23
13b Benzyl CF3 1.09£0.24

5.3. Testung der Zielverbindungen der Serie 3
5.3.1. Kinase-Assays

Die Zielverbindungen der Serie 3 wurden sowohl auf rat “*CK16 als auch auf humaner
wtCK1§ (TV1 und TV2) gemessen. Zusitzlich wurden Messungen mit der rat gatekeeper-
Mutante M82FCK18 und humaner CK1e durchgefiihrt. Eine Ubersicht iiber die IC5o-Werte
der Zielverbindungen der Serie 3 ist in Tabelle 5.4 zu sehen. Dariiber hinaus sind in
Abbildung 5.3 exemplarisch die IC59-Kurven der Verbindungen 14b und 14c auf hu-
maner “*CK1§ (TV1) zu sehen. Alle drei Verbindungen inhibieren humane “*CK1§ in
nanomolaren Konzentrationen und damit deutlich starker als die Zielverbindungen der
Serie 1. Die Verbindungen 14a und 14b weisen minimal bessere 1Cso-Werte fir TV2
auf (14a: 1C50(“'CK16 (TV2)) = 0.19 uM und (TV1)) = 0.26 uM, 14b: ICs50(*'CK18
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(TV2)) = 0.17 uM und (TV1)) = 0.25 M), die Verbindung 14c hingegen inhibiert TV1
minimal besser (14c: IC5(“*CK16 (TV1)) = 0.38 uM, (TV2)) = 0.51 xM).['73 Die IC5-
Werte fiir die gatekeeper-Mutante M82FCK16 sind in der gleichen GréBenordnung wie die
IC50-Werte fiir “*CK1§. Die beobachtete Selektivitit von TWP-2 (9) fiir die gatekeeper-
Mutante lésst sich somit bei den Zielverbindungen der Serie 3 nicht mehr feststellen. Des
Weiteren hat sich durch die gesteigerte Bindeaffinitdt der Liganden gegeniiber CK14§ im
Vergleich zu den originalen IWP-Verbindungen die Isoformen-Selektivitdt verschlechtert.
CKle wird ebenfalls in nanomolaren Konzentrationen von den Verbindungen 14a—c inhi-

biert.

Tabelle 5.4: IC5p-Werte fiir die Zielverbindungen der Serie 3. Angabe der Konzentration in
,uM.[NS] Abk.: wt, Wildtyp; TV, Transkriptionsvariante; M, Methionin; F, Phenylalanin; n.d.,

nicht ermittelt (not determined).
o] NQCFs
|

e X

S
(T T
#r
(0]

wICK16 wtCK16 wtCK16 M82FCK16 wICK1e

# R

(rat) (TV1) (TV2) (rat) (human)
14a CHs; 0.43 0.26 0.19 0.25 0.85
14b CH,;CHj; 0.29 0.25 0.17 0.16 0.85
14c CH(CHj)q 0.16 0.38 0.51 0.12 0.78
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Abbildung 5.3: A) IC50-Kurve der Verbindung 14b auf “*CK14 (TV1) und B) IC5p-Kurve der
Verbindung 14c¢ auf “*CK1§ (TV1).173]

5.3.2. Zellbasierte-Assays

Die Verbindung 14c zeigte in einem initialen screening auf drei verschiedenen Krebs-
zelllinien die beste Wirkung. Insbesondere auf der Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB 231 wies
Verbindung 14c eine starke Potenz auf. In Abbildung 5.4 ist die EC5¢-Kurve von 14c
auf MDA-MB 231-Zellen zu sehen. Der ermittelte EC59-Wert liegt bei 0.59 uM. Auch bei
Verbindung 14c gilt, dass insbesondere die Wirksamkeit auf Zellen schwer vorhersagbar
ist. Das Modeling der Serie 3 stimmt in sofern mit den biologischen Testergebnissen iiber-
ein, als dass im Kinase-Assay genau wie bei den berechneten docking scores zwischen den
einzelnen Zielverbindungen der Serie 3 nur minimale Unterschiede in der Bindeaffinitét
zu CK19 zu sehen sind. Demgegeniiber steht die Wirksamkeit der Verbindungen auf Zel-
len, bei der viele weitere Faktoren wie die Erreichbarkeit des target oder die metabolische

Stabilitdt der Verbindungen eine Rolle spielen.
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Abbildung 5.4: ECsy-Kurve der Verbindung 14c auf humanen MDA-MB 231-
Brustkrebszellen. 73]

5.4. Testung der Zielverbindungen der Serie 4
5.4.1. Kinase-Assays

Die biologischen Testergebnisse der Zielverbindungen der Serie 4 am Enzym fallen sehr
unterschiedlich aus. Alle Verbindungen wurden auf humaner “*CK1§ (TV1) gemessen. In
Tabelle 5.5 sind die IC59-Werte der Zielverbindungen der Serie 4 zusammengefasst. Da-
bei zeigt sich die Tendenz, dass die Benzyl-substituierten Verbindungen durchweg besser
sind als die Phenyl-substituierten Verbindungen. Insbesondere die zweifach-substituierten
Phenyl-Derivate zeigen eine deutlich geringere Affinitat. Moglicherweise fiihrt die Zwei-
fachsubstitution des Phenyls, dhnlich wie bei der Atropisomerie zu einer eingeschrinkten
Drehbarkeit um die C-N-Bindung. Der Effekt wiederum lésst bei einer Einfachsubstitution
deutlich nach. Bei den Benzyl-substituierten Verbindungen ist durch die zusétzliche CHs-
Gruppe die freie Drehbarkeit um die C-N-Bindung jederzeit gewéhrleistet. Eine Substitu-
tion in para-Position des Phenyl- beziehungsweise Benzylrests wirkt sich ebenfalls positiv
auf die Bindeaffinitdt aus. Die Verbindung 15j mit einer Methoxygruppe in para-Position
des Phenylrests weist mit 0.84 uM den besten ICgo-Wert der Phenyl-substituierten Ver-
bindungen auf. Am schlechtesten ist die 3,5-Methoxy-substituierte Verbindung 15d der
Phenyl-Derivate mit einem 1Cso-Wert von 4.7 pM. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
den Ergebnissen der Serie 1, bei der die analoge 3,5-Methoxy-substituierte Verbindung
11f auf rat “*CK1J ebenfalls einen sehr schlechten IC5o-Wert von 5.51 M aufwies. Bei

den Benzyl-substituierten Verbindungen scheint sich eine Substitution in para-Position
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des Benzylrests ebenfalls positiv auf die Bindeaffinitdat auszuwirken. Die Verbindung 16b,
die in para-Position am Benzylrest eine Methoxygruppe tréigt, weist den bisher besten
IC50-Wert von 0.09 uM auf. Da neben der Verbindung 16b auch die Verbindung 16d,
die eine Trifluormethylgruppe in para-Position des Benzylrests trigt, einen sehr guten
[C50-Wert aufweist (16d: IC50(“*CK16 (TV1)) = 0.24 uM), kann nicht allein der +M-
Effekt der Methoxygruppe von 16b fiir die affinitédtssteigernde Wirkung verantwortlich
gemacht werden. Das Modeling liefert hier leider keine validen Erkenntnisse. Die sehr fla-
che Struktur-Wirkungsbeziehung erschwert die Vorhersage der Bindeaffinitéit auch bei den
Zielverbindungen der Serie 4 deutlich.

Drei der Verbindungen wurden dariiber hinaus auf CKle getestet. Die Verbindungen 16b
und 16c¢ lassen eine gewisse Selektivitédt flir CK1§ erkennen. Zwar ist bei 16b auch der
IC50-Wert fiir CKle mit 0.72 uM relativ niedrig, doch damit ist der Wert immer noch um
ein achtfaches hoher als fiir CK14. Bei 16¢ unterscheiden sich die beiden ICsp-Werte sogar
um eine Zehnerpotenz (16c: 1C50(“*CK18 (TV1)) = 0.12 uM, IC50(**CKle) = 1.14 pM).
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Tabelle 5.5: IC5o-Werte fiir die Zielverbindungen der Serie 4 mit Angabe der Standardabwei-
chung, sofern diese ermittelt wurde. Angabe der Konzentration in uM. Abk.: wt, Wildtyp; TV1,
Transkriptionsvariante 1; n.d., nicht ermittelt (not determined).

e A
|
s L
| Y H S
NgR
(@)

# Struktur wICK1§ (TV1) wtCK1e
15a @ 2.0£0.2(80) n.d.
15b 3.5+4.7180) n.d.

OCHj,

OCH;,

15¢ *@ 1.740.280) n.d.
OCH3
OCH3
15d @ 4.740.618) n.d.
OCH3
OCH3
15¢ K@ 0.970.131173] n.d,
15f @OCH 0.840.08/173] n.d.
OCH3
15¢ @ 1.47+£0.13073] n.d.
16a Ej 0.92+0.35173] n.d.
16b 2} 0.09+0.01 80! 0.720175]
OCH3
16¢c Ej( 0.12:£0.02[80! 1.1407]
16d 2} 0.244-0.04 50! 0.930175]

CFs
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5.4.2. Zellbasierte-Assays

Da insbesondere die Wirksamkeit von neuen CK14-Inhibitoren auf Mutanten von CK14
von grofem Interesse ist (vgl. Kapitel 1.1.4), wurden einige Zielverbindungen der Se-
rie 4 hinsichtlich ihrer Aktivitdt gegeniiber ausgesuchter hyperaktiver gain-of-function-
Mutanten getestet. Die Verbindung 15¢ wurde in einem initialen screening bei drei ver-
schiedenen Konzentrationen auf Hela-Zellen getestet, die jeweils eine andere Mutante von
CK16 exprimieren. In Abbildung 5.5 sind die Ergebnisse des screening fir A) den
Vergleich von “*CK1§ (TV2)-Zellen mit T679CK16-Zellen, B) den Vergleich von “*CK1§
(TV1)-Zellen mit #127QCK14-Zellen und C) den Vergleich von “*CK1§ (TV1)-Zellen mit
RI168H 0K 1§-Zellen zu sehen. Lediglich bei den HeLa-Zellen, die T679CK1§ und bei denen
die B168HCK1§ exprimieren, ist ein statistisch signifikanter Unterschied zu HeLa-Zellen,
die “'CK16 exprimieren, zu erkennen. Bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM ist die

Zellviabilitat der HeLa-Zellen, die die Mutanten exprimieren, stiarker beeinflusst.

A) B) C)
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Abbildung 5.5: Zelltests der Verbindung 15c auf HeLa Zellen, die hyperaktive CK16 Mutanten
exprimieren. Zellviabilitit von HeLa CK16~/~-Zellen, die CK15**, A) CK1§7%79, B) CK16%1%7Q,
und C) CK15™18H exprimieren. Statistische Analyse wurde durchgefiihrt mit two-way ANOVA, Si-
gnifikanz: *, P < 0.05; **, P < 0.01; ns, nicht signifikant. [© (2019): Liu, WrTT und IANES et al. 5%,
Creative Commons Attribution (CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)]

Bei der Verbindung 15e zeigte sich ebenfalls eine gewisse Selektivitat fiir HeLa-Zellen,
die die Mutante #1687 CK14 exprimieren. Der ermittelte ECso-Wert fiir HeLa-Zellen, die
die Mutante 687 CK1§ exprimieren liegt im einstelligen mikromolaren Bereich (15e:
EC50(F1987 CK16) = 7.12 uM), wohingegen der ECso-Wert fiir HeLa-Zellen, die “*CK1§
(TV1) exprimieren etwa doppelt so groB ist (15e: ECyo(**CK16(TV1)) = 12.37 pM).[173]
In Abbildung 5.6 sind die jeweiligen ECso-Kurven aufgetragen.
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Abbildung 5.6: EC5p-Kurven der Verbindung 15e auf HeLa-Zellen, die “*CK14 (TV1) exprimie-
ren (schwarz) und auf HeLa-Zellen, die die Mutante #1937 CK1§ exprimieren (grau).73!

Ein im Nachhinein durchgefiihrtes Modeling erkléart die bessere Wirkung der Verbin-
dung 15e auf HeLa-Zellen, die die Mutante #1687 CK16 exprimieren, nicht. Da die mutier-
te Aminoséure Histidin 168 an der Bindung des Liganden nicht direkt beteiligt ist, &ndert
sich im Modeling auch nicht die berechnete Bindeaffinitdt des Liganden in der Bindeta-
sche. Eine strukturelle Umlagerung, die durch die Punktmutation hervorgerufen werden
konnte, lasst sich mit dem einfachen Modell nicht wiedergeben. Da die mutierte Amino-
sdure allerdings innerhalb der Aktivierungsschleife liegt, wéire eine durch die Mutation
bedingte Umlagerung durchaus denkbar. Da die Verbindung 16b “'CK16 in vitro in nied-
rigen nanomolaren Konzentrationen inhibiert (16b: IC50(“*CK16) = 0.09 uM), wurde auf
HeLa-Zellen getestet, ob der Effekt auf zellulirer Ebene CK14-spezifisch ist. Dafiir wur-
den Zellviabilitidts-Assays mit parentalen HeLa-Zellen, CK1§-knockout-Zellen (CK15_/ )
und mit CK16 transfizierten Zellen (CK16+/%) durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine CK1§
abhéangige Beeinflussung der Zellviabilitdt, wenn auch nicht in hohem Mafle (s. Abbil-
dung 5.7). Dartiber hinaus wurde auch fiir Verbindung 16b ein screening auf Zellen, die
verschiedene CK10-Mutanten exprimieren, durchgefiihrt. Abbildung 5.7 B) zeigt den
Vergleich von “*CK1§ (TV2)-Zellen mit 779CK16-Zellen, C) den Vergleich von “*CK14
(TV1)-Zellen mit #127QCK15-Zellen und D) den Vergleich von “*CK1§ (TV1)-Zellen mit
RI68H CK 14-Zellen. Bei einer Inhibitorkonzentration von 5 uM der Verbindung 16b ist kein
statistisch signifikanter Unterschied bei der Beeinflussung der Zellviabilitdt von Zellen, die
Mutationen von CK14§ exprimieren, zu beobachten. Allerdings konnte dieser Effekt bei der

Verbindung 15c auch erst bei einer Inhibitorkonzentration von 10 M beobachtet werden.

102



5.4. TESTUNG DER ZIELVERBINDUNGEN DER SERIE 4
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Abbildung 5.7: Zelltests der Verbindung 16b mit einer Inhibitorkonzentration von 5 pM.
A) MTT Viabilitits-Assay an parentalen HeLa-Zellen, HeLa CK16%/*- und HeLa CK16~/~-
Zellen. B)-D) Zellviabilitdt fiir HeLa CK16~/~-Zellen die CK16“¢, CK16757% B), CK1§7127¢
C), und CKI16%1687 D) exprimieren. Statistische Analyse wurde durchgefiihrt mit two-
way ANOVA, Signifikanz: *** P < 0.001; **** P < 0.0001; ns, nicht signifikant.
[© (2019): Liu, WiTT und TANES et al.®) Creative Commons Attribution (CC BY) license
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)]
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5.5. Initiales Screening der Verbindung 75

Die Verbindung 75 wurde bisher nur in einem initialen screening auf verschiedenen CK1-
Isoformen getestet. CK1v wird von Verbindung 75 nicht inhibiert, die Isoformen a und
€ zeigen bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM eine Restaktivitdt von knapp iiber
50 %. Die Isoform ¢ hingegen wird am starksten inhibiert und zeigt eine Restaktivitit
von unter 50 % (s. Abbildung 5.8). Die Verbindung 75 wurde im initialen screening mit
der Verbindung 11i der Serie 1 als Kontrollverbindung verglichen. Dabei zeigt sich fiir
CKla und CK1v ein sehr dhnliches Bild. CK1§ wird hingegen von der Verbindung 75
minimal stéarker inhibiert als von Verbindung 11i und CKle wird minimal schwécher von

75 inhibiert.
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Abbildung 5.8: A) Initiales screening der Verbindung 75 (B)) im Vergleich zur Verbindung 11i
der Serie 1. Es wurde bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM auf CKla, CK1y, CK14 und
CKle getestet. Zu sehen ist die Restkinaseaktivitét in Prozent. 173!
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5.6. TESTUNG DER ZIELVERBINDUNGEN DER SERIE 5

5.6. Testung der Zielverbindungen der Serie 5

Fiir einige der Zielverbindungen der Serie 5 konnten bereits vorldufige IC5o-Werte auf
humaner “*CK14 (TV1) ermittelt werden. Eine Zusammenfassung der IC5q-Werte fiir die
Zielverbindungen der Serie 5 ist in Tabelle 5.6 zu sehen. Vor allem der Vergleich der
unterschiedlichen Salze ist hierbei interessant. Bei den Verbindungen 83b und 84b, die
zwar den gleichen Aminosidurerest aufweisen aber einmal als Hydrochlorid 83b und einmal
als Mesilat 84b vorliegen, ist die Potenz des Mesilats etwas grofier (83b: I1C50 = 2.29 uM,
84b: IC5p = 0.86 uM). Eine dhnliche Tendenz zeigt sich auch bei den Verbindungen 83e
und 84e, wo ebenfalls das Mesilat 84e “'CK14 stirker inhibiert (83e: IC50 = 1.43 uM,
84e: IC59 = 0.89 pM). Ein Grund dafiir konnte ein Fehler in der Stochiometrie der Hydro-
chloride sein. Es wurde nicht ausgeschlossen, ob bei der Kristallisation der Hydrochloride
zusétzliche Tonen oder Wassermolekiile kristallisiert sind. Dadurch ergébe sich ein falsches
Molekulargewicht der Verbindungen, wodurch die Inhibitorkonzentration in der Einwaa-
ge beziehungsweise in der Testung zu gering gewesen wéare. Bei den Mesilaten konnte
zumindest im NMR nachgewiesen werden, dass das Mesilat-Ion in einem stéchiometri-
schen Verhéltnis zum Inhibitor vorliegt. Letztlich zeigt sich aber, dass durch den Erhalt
der Benzothiazol-Struktur die Inhibition von CK1§ weiterhin gewéhrleistet ist und Ver-
bindungen mit gréfleren aromatischen Aminoséureresten tendenziell etwas besser sind als

solche mit kleinen aliphatischen Aminosdureresten.

Tabelle 5.6: Vorlaufige IC59-Werte fiir die Zielverbindungen der Serie 5. Angabe der Konzentra-
tion in pM. 173l

o R

F3C S F“‘
\(j: />—NH NH3z" X
Z N

Struktur X =ClI" “CK1 (TVl) X =SO03CH; “'CK14 (TV1)

o 83a n.d. 84a 1.82
%\Q 83b 2.29 84b 0.86
HaC
%K% 83d 4.79 - -
7 “NH
83e 1.43 84e 0.89
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erfolgreich fiinf neue Serien von CK14-Inhibitoren,
sowie zwei weitere Verbindungen, darunter ein potentieller DFG-out-Inhibitor, hergestellt
werden. Die zu optimierende Leitstruktur der IWP-Verbindungen wurde dabei schrittweise
verdandert, wobei der Benzothiazol-Baustein als hinge-binder erhalten blieb. In einem der
Synthese vorangegangenen Modeling wurden die einzelnen Verbindungen der verschiede-
nen Serien hinsichtlich ihrer Bindeaffinitdt virtuell untersucht. Dabei zeigte sich allerdings
immer wieder, dass die verwendeten Modeling Methoden in ihrer Aussagekraft stark be-
grenzt sind. Insbesondere der Vergleich von docking Ergebnissen mit den Testergebnissen
macht deutlich, dass das Modeling bei der Bewertung von Substitutionsmustern nicht ge-

niigend Anhaltspunkte liefert.

Bei den Verbindungen der Serie 1 wurde zunéchst die Methylgruppe der originalen IWP-
Verbindungen 9 und 10 durch eine Trifluormethylgruppe ersetzt und anschlieBend der
Phenyl- beziehungsweise Benzylrest substituiert. Es konnten insgesamt elf verschiedene
Inhibitoren hergestellt und getestet werden. Ein zwolfter Inhibitor wurde aufgrund der
schlechten Loslichkeit nicht getestet. Im Modeling zeigte sich der gréfite Effekt auf die
Bindeaffinitéat, durch Einfithren der Trifluormethylgruppe. Dieser Effekt liefl sich auch im
Kinase-Assay bestétigen. Durch die Vermehrung der hydrophoben Wechselwirkungen in
der Bindetasche von CK16 verbesserte sich zum einen der berechnete docking score der Ver-
bindungen 11a und 11b im Vergleich zu den IWP-Verbindungen 9 und 10, aber auch der
ermittelte ICso-Wert verbesserte sich jeweils. Betrachtet man allerdings die Substitution
des Phenyl- beziehungsweise Benzylrests, ist im Modeling der Einfluss, den die Substituen-
ten auf die Bindeaffinitdt ausiiben, nur sehr gering. Im Kinase-Assay sind hingegen deutlich
groflere Effekte zu erkennen. Schneiden die Verbindungen 11f und 11h im Modeling noch
etwa gleich gut ab, unterscheiden sich die beiden Inhibitoren im Kinase-Assay um eine Zeh-
nerpotenz. Leider zeigte sich dariiber hinaus bei den meisten Verbindungen der Serie 1,
dass die enorme Selektivitit von IWP-2 (9) fiir die gatekeeper-Mutante 827 CK1§ nachge-
lassen hat. Die hohe Selektivitét, die IWP-2 (9) aufweist, konnte auch bei der Verbindung
11c in einem panel von 320 Kinasen nachgewiesen werden. Bei einer Inhibitorkonzentra-

tion von 1 uM zeigte nur CK16 eine Restaktivitat von < 60 %. Neben den Kinase-Assays
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KAPITEL 6. ZUSAMMENFASSUNG

wurden auch einige vielversprechende zellbasierte-Assays durchgefiihrt. Hier zeigt vor al-
lem die Verbindung 11h ein breites Wirkspektrum auf verschiedenen Krebszelllinien, was
die Verbindung zu einem interessanten Inhibitor macht. In Abbildung 6.1 sind die viel-

versprechendsten Verbindungen der Serie 1 gezeigt.

(1T i (t[’(\r
S N
11c

H3CO OCHs
OCHs

Abbildung 6.1: Vielversprechende Inhibitoren der Serie 1.

In der Serie 2 wurden vier verschiedene Inhibitoren hergestellt. Durch den Austausch
des Tetrahydrothienopyrimidinon-Bausteins zu den entsprechenden Chinazolinonen sollte
der Einfluss dieses Bausteins auf die Bindeaffinitit der Liganden untersucht werden. Um
den Einfluss des Chinazolinon-Bausteins auf die Bindeaffinitdt der Liganden unabhéngig
von dem Austausch der Methylgruppe durch die Trifluormethylgruppe betrachten zu kon-
nen, wurden sowohl Methyl-substituierte als auch Trifluormethyl-substituierte Derivate
hergestellt. Im Modeling zeigten sich vor allem bei der Berechnung mit GLIDE deutliche
Unterschiede in der Bindeaffinitét. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den ermittel-
ten ICs9-Werten, die bei den zu den originalen IWP-Verbindungen analogen Chinazolin
Derivaten 12a und 12b deutlich schlechter sind. Durch die Einfiihrung der Trifluorme-
thylgruppe konnte allerdings auch bei den Verbindungen der Serie 2 eine Steigerung der
Bindeaffinitat sowohl im Modeling als auch im Kinase-Assay beobachtet werden. Insbeson-
dere bei dem Modeling der Verbindungen der Serie 2 wird deutlich, dass eine Berechnung
mit dem induced fit-Protokoll nicht zwangsweise die verldsslicheren Vorhersagen trifft. Die
Tendenz, die sich im Kinase-Assay darstellt, spiegelt sich in den mit GLIDE berechneten

docking scores besser wider.

Bei den Verbindungen der Serie 3 wurde der Phenylsubstituent von IWP-2 (9) durch
kurze aliphatische Reste ersetzt. Es konnten insgesamt drei verschiedene Verbindungen

hergestellt werden. Im Modeling zeigt sich, &hnlich wie bei den vorangegangenen Serien,
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keine deutliche Verdnderung der Bindeaffinitdt durch den Austausch des Phenylsubstitu-
enten zu aliphatischen Resten. Der berechnete docking score ist bei den Verbindungen der
Serie 3 in der gleichen Gréflenordnung wie bei den Verbindungen der Serie 1. Beson-
ders auffillig ist vor allem der geringe Unterschied im docking score der unterschiedlichen
Tautomere von 14d. Die Gewichtung des hinge-binders bei der Berechnung des docking
scores scheint einen sehr viel grofleren Finfluss zu haben, als Wechselwirkungen, die am
zum Solvens exponierten hydrophoben Bereich II stattfinden. Leider wurde die Verbin-
dung 14d im Rahmen dieser Arbeit nicht hergestellt. Bei den Verbindungen der Serie 3,
die im Rahmen dieser Arbeit in Kinase-Assays getestet werden konnten, ist eine deutliche
Steigerung der Bindeaffinitdt gegeniiber den Verbindungen der Serie 1 zu erkennen. Au-
Berdem wurden die Verbindungen der Serie 3 erstmals auch auf humaner CK14 getestet.
Bei den vorangegangenen Serien wurde vorwiegend rat CK16 in Kinase-Assays verwendet,
um eine bessere Vergleichbarkeit von “*CK18 und M82F'CK16§ zu gewihrleisten, da die ga-
tekeeper-Mutante in rat CK16 kloniert wurde. Die Verwendung von humaner CKle in den
Kinase-Assays spricht wiederum fiir die Verwendung von humaner CK14 in Kinase-Assays,
zumal zum Teil Unterschiede in den IC5p-Werten auf rat oder humaner CK14 zu erkennen
sind. Zusétzlich zu den IC5p-Werten konnte von der Verbindung 14c (s. Abbildung 6.2)
ein ECgo-Wert auf MDA-MB 231-Zellen ermittelt werden. Dabei zeigt die Verbindung

einen starken Effekt auf die Zellviabilitdt der humanen Brustkrebszellen.

e} I\II CF3
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Abbildung 6.2: Verbindung 14c zeigt in zelluldren Assays einen starken Effekt auf die Zellviabi-
litdt von MDA-MB 231-Zellen.

Bei den Verbindungen der Serie 4 wurde erneut der Einfluss des Tetrahydrothieno-
pyrimidinon-Rests auf die Bindeaffinitdt untersucht. Statt wie in der Serie 2 den Bau-
stein zu vergroflern, wurde bei den Verbindungen der Serie 4 der Tetrahydrothieno-
Rest entfernt. Die daraus resultierenden Pyrimidinon-Derivate unterteilen sich in zwei
verschiedene Kategorien. Angelehnt an die originalen IWP-Verbindungen IWP-2 (9) und

IWP-2-v2 (10) wurden einmal die Phenyl-substituierten Derivate 15a-g und einmal die
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Benzyl-substituierten Derivate 16a—d hergestellt. Die Unterscheidung der beiden Katego-
rien erfolgte, anders als bei den Verbindungen der Serie 1, aufgrund der synthetischen
Zuganglichkeit, aber auch, da die Benzyl-substituierten Derivate im Rahmen der Bache-
lorarbeit von JOANA BAIER hergestellt wurden. Anders als bei den vorangegangenen Se-
rien, ist bei den Phenyl-substituierten Derivaten die Bewertung des docking score nicht
wesentlich in die Auswahl der zu synthetisierenden Verbindungen eingeflossen. Stattdes-
sen wurden neben dem unsubstituierten Phenyl-Derivat 15a noch sechs weitere Derivate
mit unterschiedlichen Substitutionsmustern von Methoxygruppen hergestellt. Dabei zeigte
sich, dass die Einfachsubstitution tendenziell besser ist als die Zweifachsubstitution. Diese
Tatsache ldsst sich eventuell mit atropisomeren Effekten erkldren, da die Drehbarkeit um
die C-N-Bindung bei zweifach-substituierten Phenyl-Derivaten eingeschrankt sein kénnte.
Sowohl bei den Phenyl-substituierten Derivaten als auch bei den Benzyl-substituierten
Derivaten scheint sich die Substitution in para-Position positiv auf die Bindeaffinitit der
Verbindung auszuwirken. Dieser Effekt ldsst sich dabei unabhéngig davon beobachten, ob
ein +M-Substituent wie eine Methoxygruppe oder ein elektronenziehender Substituent wie
eine Trifluormethylgruppe eingesetzt wurde.

Bei den Benzyl-substituierten Derivaten konnte eine deutliche Steigerung der Inhibition
von CK19 im Vergleich zu den originalen IWP-Verbindungen nachgewiesen werden. Zu
diesem Zeitpunkt der Arbeit hat die Verbindung 16b (s. Abbildung 6.3) mit 0.09 uM
den bisher besten ICg5o-Wert der neuen CK16-Inhibitoren. Einige Verbindungen der Se-
rie 4 wurden auflerdem auf HeLa-Zellen getestet, die hyperaktive CK1§ gain-of-function-
Mutanten exprimieren. Dabei zeigten die Verbindungen 15c¢ und 15e einen gréfleren Ef-
fekt auf die Zellviabilitdt von HeLa-Zellen, die die CK14 Mutanten exprimieren, als von
HeLa-Zellen, die “*CK1§ exprimieren. Dieses Ergebnis ist besonders im Hinblick auf eine
mogliche Aufklarung der Krebsentstehung interessant, da in einer Vielzahl von verschiede-
nen Krebsarten die Rolle, die die hyperaktiven CK16 Mutanten spielen, noch nicht geklart

wurde.
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Abbildung 6.3: Die Verbindungen 15¢ und 15e zeigen in zelluldren Assays einen groferen Effekt
auf die Zellviabilitdat von HeLa-Zellen, die hyperaktive CK1§ Mutanten exprimieren, als von HeLa-
Zellen, die “*CK14 exprimieren. Die Verbindung 16b hat den bisher besten 1C5o-Wert der neuen
Inhibitoren.

Die Verbindungen der Serie 5 haben ein etwas anderes Konzept verfolgt, als die vor-
angegangenen Serien. Im Rahmen der Bachelorarbeit von KEVIN BRESSLER wurde die
Pyrimidinon-Seitenkette der originalen IWP-Derivate entfernt und nur noch das Ben-
zothiazol-Grundgeriist als hinge-binder belassen. Um eine hohere Wasserloslichkeit zu
gewdhrleisten und um aktive Transportmoglichkeiten von Zellen ausnutzen zu kénnen,
wurden proteinogene Aminoséduren an das Benzothiazol-Grundgeriist gekniipft. Zusétzlich
wurden von den entstandenen Verbindungen verschiedene Salze gebildet. Als Gegenion
zum Ammonium der Aminosdure dienten einmal das Chlorid und einmal das Mesilat. Es
konnten insgesamt acht verschiedene Salzverbindungen hergestellt werden. Sechs der Ver-
bindungen wurden in Kinase-Assays getestet. Dabei zeigte sich, dass durch den Erhalt
der Benzothiazol-Struktur eine Inhibition von CK1J gewahrleistet wurde. Die getesteten
Mesilat-Verbindungen 84a,b,e sind in der Testung am Enzym deutlich effektiver als die
analogen Hydrochloride 83a,b,d,e. Insbesondere der Vergleich der IC5y-Werte der Verbin-
dungen 83b und 84b zeigt die Uberlegenheit der Mesilate gegeniiber der Hydrochloride
(83b: IC50(“*CK1d) = 2.29 uM, 84b: IC50(¥'CK15) = 0.86 uM).
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Abbildung 6.4: Verbindung 84b, aus der Reihe der Aminosiure-gekuppelten Derivate der Serie 5
hat bereits einen IC50-Wert von 0.86 uM auf “*CK16.

Dariiber hinaus zeichnet sich ab, dass die Verbindungen, die Aminosduren mit grofien
aromatischen Resten enthalten, tendenziell etwas effektiver sind als Verbindungen, die
kleine aliphatische Aminoséuren enthalten. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ei-
ne zusitzliche Funktionalisierung der Aminofunktion moglich ist. Das Pyrrol-Derivat 86
konnte erfolgreich durch eine Paal-Knorr-Synthese hergestellt werden. In Abbildung 6.4

ist die vielversprechendste Verbindung der Serie 5 abgebildet.

Noch ausstehend sind derzeit aussagekréftige biologische Testdaten des potentiellen DFG-
out-Inhibitors 18. Im Model konnte die Verbindung in einer Homologie-modellierten DFG-
out-Struktur der CK19 erfolgreich gebunden werden. Tatséchlich scheint es Prof. BAUMANN
und seinem Team von der Universitdt Koln gelungen zu sein, die Verbindung 18 in CK14

zu kristallisieren. Ergebnisse der Rontgenkristallographie stehen allerdings noch aus.
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7 Ausblick

Insbesondere die schlechte Vorhersagbarkeit der Bindeaffinitdt mit den in dieser Arbeit
verwendeten Modeling Methoden macht deutlich, dass weitergehende Strategien zur Wirk-
stoffentwicklung nétig sind. Im Rahmen tiefergehender Modeling-Studien kénnte die Be-
rechnung einer sogenannten watermap126:127 Informationen liefern, wo in der Bindetasche
der CK14 entropisch ungiinstige Wassermolekiile sitzen. Mittels der watermap-Methode
kénnen die Enthalpie, Entropie und die freie Energie der Hydrathiille in einer Bindetasche
berechnet werden. Durch die Verdrangung von Wassermolekiilen durch geeignete Substitu-
enten am Liganden konnte eine Steigerung der Bindeaffinitdt hervorgerufen werden. Aber
auch aufwéndigere quantenmechanische Rechnungen kénnten einen besseren Einblick in

die moglichen Unterschiede der Bindeaffinitéat verschiedener Liganden liefern.

Bei den in dieser Arbeit hergestellten Verbindungen zeigte sich vor allem die gute Wirk-
samkeit der Benzyl-substituierten Verbindungen der Serie 4. Um die verschiedenen Ein-
fliisse der Substituenten am Benzylring systematisch zu untersuchen, sollen weitere Ver-
bindungen der Serie 4 nach dem Topliss-Schema!'76:177 entworfen werden. Das Schema
verfolgt dabei die Strategie, durch bestimmte Substitutionsmuster mit verschiedenen Sub-
stituenten, die hydrophoben, elektronischen und sterischen Einfliisse der substituierten
Aromaten zu verbessern, um damit die Wirksamkeit der Verbindungen zu erhéhen (s. Ab-

bildung 7.1).[176]

Dariiber hinaus bieten vor allem die Aminosidure-gekuppelten Derivate ein grofies Po-
tential fiir neue CK14-Inhibitoren. Neben den proteinogenen Aminoséduren gibt es eine
Vielzahl von weiteren Aminosduren, angefangen bei den D-Aminosduren und den nicht-
proteinogenen a-Aminosduren, hin zu den (- oder y-Aminoséduren. Zusétzlich bietet die
Aminofunktion der Aminoséuren die Moglichkeit zur weiteren Funktionalisierung der Ver-

bindungen.
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Abbildung 7.1: Topliss-Schema zur systematischen Untersuchung von Substitutionsmustern an
Aromaten zur Wirkstoffentwicklung. Ausgehend von dem unsubstituierten Derivat werden ver-
schiedene Substituenten eingefiihrt, die den Wirkstoff entweder weniger wirksam (less, L), gleich

wirksam (equal, E) oder stirker wirksam (more, M) machen. 176!

Mit besonders groflem Interesse werden die Ergebnisse der Rontgenkristallographie des

potentiellen DFG-out-Inhibitors 18 in CK1d erwartet. Sollte sich herausstellen, dass es

sich bei der Verbindung 18 tatséchlich um einen DFG-out-Inhibitor handelt, eréffnet das

ganz neue Moglichkeiten zur selektiven Inhibition von CK14. Die erstellte Kristallstruktur

kénnte dariiber hinaus fiir weitere Modeling-Studien eingesetzt werden.
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8 Experimentalteil

8.1. Molecular Modeling
8.1.1. Software und Hardware

Molecular Modeling wurde an einer DELL Precision T5500 (8 Kerne) Workstation mit
Software von Schrodinger (New York) durchgefithrt. Zur Berechnung wurde die Maestro
Version 11.0 (Schrédinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) verwendet. Die Visuali-
sierung und Erstellung der Abbildungen wurde mit der Version 11.1 (Schrédinger, LLC,
New York, NY, Release 2017-1) durchgefiihrt.

8.1.2. Protein Vorbereitung

Kristallstrukturen wurden der Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
(RCSB) Proteindatenbank (pdb) entnommen. Fiir die Berechnung der docking scores auf
der CK16 wurde die Kristallstruktur von PICHLO et al. verwendet (pdb-Code: 50KT). [20]
Vor dem docking wurden die Kristallstrukturen mit dem PROTEIN PREPARATION WIZARD
bearbeitet. [128] Der PROTEIN PREPARATION WIZARD verwendet die Programme Epix [178:179]
(Version 3.8, Schrodinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) und PrimE 189181 (Ver-
sion 4.6, Schrodinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) Es wurden zusétzlich zu den
Standard-Einstellungen fehlende Seitenketten und fehlende loops eingefiigt. Wassermolekii-
le sowie weitere co-kristallisierte Molekiile, abgesehen von dem Liganden, wurden entfernt.
Wasserstoffatome wurden eingefiigt, Bindungen optimiert und Atomiiberlappungen aus-
gebessert. Fiir die energetische Minimierung wurde das OPLS3-Kraftfeld '8 verwendet.
Fiir das Glide docking wurde mit Hilfe der Anwendung GRID GENERATION von GLIDE 122

(Version 7.3, Schrodinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) ein grid-file erstellt.

8.1.3. Ligand Vorbereitung

Die Liganden wurden in die Bibliothek eingepflegt und mit Hilfe des Programms LiG-
PRrREP (Version 4.0, Schrodinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) vorbereitet. LiG-
PREP dient dazu, aus 2D- oder 3D-Strukturen die energieminimierten 3D-Strukturen zu er-

zeugen. Aus einer eingegebenen Struktur kénnen dariiber hinaus mehrere Liganden entste-
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hen mit unterschiedlichen Protonierungszustinden, unterschiedlicher Stereochemie, Tau-
tomeren und variierter Ringkonformation. Fiir die Energieminimierung wird das OPLS3-

Kraftfeld 82 angewendet.

8.1.4. Glide Docking

Fir das Glide docking wurde das zuvor vorbereitete grid-file als Gertist fiir das Ligan-
den docking verwendet. Der in der Bindetasche co-kristallisierte Ligand wird als solcher
erkannt und durch die energieminimierten Liganden der Bibliothek ersetzt. Das Protein-
Gertist bleibt dabei starr und die Liganden werden daran angepasst. Es wurde der XP

[122]

(extra precission)-Arbeitsablauf des Programms GLIDE verwendet und ansonsten die

Standardeinstellungen belassen.

8.1.5. Induced fit Docking

Das Induced fit Protokol] [123:124,183] (GLIDE, Release 2016-4; Prime, Release 2016-4) ver-
wendet kein zuvor erzeugtes grid-file fir das Liganden docking. Neben dem Glide-Protokoll
(XP-Einstellungen) wird ein Prime-Protokoll durchlaufen, das eine gewisse Flexibilitit im
Protein zuldsst. Es wurde die automatische Seitenketten-Beschneidung verwendet und die
Reste in einem 5 A Radius um den Liganden optimiert. Wenn nétig wurden Wasserstoff-

briickenbindungen zur hinge-Region als constraints vorgegeben.

8.1.6. Protein Structure Alignment

Die Uberlagerung zweier Protein Strukturen wurde mit der Anwendung PROTEIN STRUC-

TURE ALIGNMENT durchgefiihrt.

8.1.7. Loop Refinement

Fir das DFG-out-Modeling wurde zusétzlich ein loop refinement mit dem Programm

PrRIME 180181 ynd den extended Einstellungen durchgefiihrt.

8.1.8. SiteMap

Zur Darstellung von weiteren Bindestellen des Proteins wurde die Anwendung SITE-

Map 184185 (Schradinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) verwendet.
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8.1.9. QikProp

Die Anwendung QIKPROP (Schrédinger, LLC, New York, NY, Release 2016-4) wurde

fir die Berechnung einiger relevanter ADME-Parameter verwendet.

8.2. Methoden und Materialien
8.2.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind kommerziell erhéltlich bei: abcr GmbH (Karlsruhe,
Deutschland); Fluka und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck Group, Miinchen, Deutsch-
land); Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland); Acros Organics und Alfa Aesar (Thermo
Fisher Scientific, Geel, Belgien); TCI Deutschland GmbH, (Eschborn, Deutschland); Ho-
neywell (Morristown, NJ, USA); Griissing GmbH (Filsum, Deutschland); Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland); VWR International GmbH (Hannover, Deutschland) und App-
liChem GmbH (Darmstadt, Deutschland). Chemikalien und Losungsmittel wurden ohne

vorhergehende Reinigung verwendet.

8.2.2. NMR

NMR Spektren wurden auf einem Bruker Avance 111 300 (298 K) gemessen: *H (300 MHz),
13C (75 MHz). Sowie einem Bruker Avance IIT 400 (295 K): 'H (400 MHz), 13C (100 MHz).
Die Referenz-Signale, der jeweils verwendeten deuterierten Losungsmittel zur Kalibrierung

des Spektrums, sind in Tabelle Tabelle 8.1 zusammengefasst. Zur eindeutigen Zuordnung

Tabelle 8.1: Referenz-Signale der deuterierten Losungsmittel

deuteriertes Lsgm. Signal 'H NMR Signal '*C NMR

CDCl3 7.26 ppm 77.16 ppm
DMSO-dg 2.50 ppm 39.52 ppm

der Signale wurden zudem 2D-Korrelationsmessungen wie COSY, HSQC und HMBC ge-

messen. Abkiirzungen fiir die NMR-Spektroskopie sind in Tabelle 8.2 zusammengefasst.
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Tabelle 8.2: In der Auswertung der NMR-Spektroskopie verwendete Abkiirzungen.

Multiplizitat Abkiirzung
Singulett S
breites Singulett bs
Duplett d
Triplett
Quintett qt
Sextett sext.
Oktett oct.
Multiplett m
symmetrisches Multiplett me
Strukturbezeichnung Abkiirzung
Ar Aromat
Benz Benzyl
Bnth Benzothiazol
Chin Chinazolin
Indol Indol
Phen Phenyl
Pyrl Pyrrol
Pyrn Pyrimidinon
Pyrr Pyrrolidin

8.2.3. Massenspektrometrie

Fir die Aufnahme von Massenspektren wurden folgende Geréte verwendet:

LC-MS:

o Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) mit

einer Agilent Eclipse XDB-C8 Séule. Bruker Esquire LC ion trap mass spectrome-

ter (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) mit Elektrospray-Ionisation (ESI) im

Positiv-Modus.

HR-MS:

o ESI-Massenspektrometer Thermo Fischer Q Exactive Plus MS (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA), Hybrid Quadrupol-Orbitrap.
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8.2.4. IR Spektroskopie

IR Spektren wurden auf einem Shimadzu IR Affinity-1S mit der Software LabSolutions
IR gemessen (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland).

8.2.5. Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunkte (Einfachmessung) wurden auf einem Stuart Scientific Melting Point Ap-

paratus SMP3 gemessen (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Groibritannien).

8.2.6. Rontgenkristallstrukturanalyse

Rontgenkristallstrukturanalyse wurde durchgefiihrt von Dr. D. SCHOLLMEYER am
Institut fir Organische Chemie, Johannes Gutenberg Universitidt (Mainz) auf einem Stoe

IPDS 2T mit Cu and Mo-Roéntgenrohren und Oxford Cryostream.

8.2.7. Flash Chromatografie

Fiir die Séulenchromatographie wurde das LaFlash System (VWR International GmbH,
Hannnover, Deutschland) mit vorgepackten Sdulen (PuriFlash-30STHP, 30 um, 40 g, In-
terchim oder PuriFlash-15C18HP, 15 pm, 55 g, Interchim) verwendet. Die Rohprodukte
wurden auf Kieselgel 60 (0.063-0.2 mm, Machery-Nagel GmbH & Co KG) oder Kieselgel
RP-18 (PuriFlash IR-50 C18, 50 pm, Interchim) aufgebracht und in Vorséulen (PuriFlash-
DLE/12G, Interchim) gepackt.

8.2.8. HPLC

High-performance liquid chromatography (HPLC) wurde an einem Hewlett Packard
Series 1050 (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) durchgefiihrt. Detektions-
Wellenlénge = 254 nm, Injektionsvolumen = 20 pL, Flussrate = 1.5 mL/min, Losungsmit-
tel: A = MeOH, B = KHyPOy-Puffer (0.01 M, pH = 2.3), C = Acetonitril.

Methoden:

o ZOBRA2~1 (1): Start: A = 20 %, B = 80 %; innerhalb von 8 min A = 85 %,
B = 15 %; halten fiir 5 min; innerhalb von 1 min A = 40 %, B = 60 %; halten fiir

2 min; Dauer = 16 min.
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o STAGCI8A (2): Start: C =5 %, B = 95 %; innerhalb von 7 min C = 50 %, B = 50 %;

innerhalb von 1 min C = 5 %, B = 95 %; halten fiir 2 min; Dauer = 10 min

o STAGCI18B (3): Start: C = 5 %, B = 95 %; halten fiir 2 min; innerhalb von 3 min
C =15 %, B = 85 %; innerhalb von 5 min C = 60 %, B = 40 %; innerhalb von 1
min C =5 %, B = 95 %; halten fiir 3 min Dauer = 14 min.

Saulen:

o ZORBAX® Eclipse XDB-C8, 5 um (150 x 4.6 mm, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA), Methode 1

o STAGROMA® C18, 5 um (125 x 4 mm, Stagroma AG, Reinach, Schweiz), Methoden
2 und 3

8.2.9. Mikrowellenreaktor

Mikrowellensynthesen wurden in einem CEM Discover Microwave Synthesizer (CEM
GmbH, Kamp-Lintfort, Deutschland) unter Luftkiithlung in snap cap-Mikrovellenvials durch-

gefihrt.

8.2.10. Hydrierapparatur

Die katalytische Hydrierung unter Hochdruck wurde in einer Hyscho HY 1000 Hydrierap-

paratur (Hyscho, Bonn, Deutschland) bei einem Wasserstoffdruck von 3 bar durchgefiihrt.
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8.3. Synthesen

8.3.1. Serie 1

Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21)

CeHgNO,S (M, 159.21)

Bei 0 °C und unter Stickstoffatmosphére wurde 1,8-Diazabicyclo[5.4.0jundec-7-en (DBU,
10.0 mL, 67.0 mmol) in abs. MeOH (25 mL) vorgelegt und Methylthioglycolat (20, 4.20 mL,
46.7 mmol) bei 0 °C zugegeben. Anschlieflend wurde Acrylnitril (19, 3.30 mL, 49.8 mmol)
zugetropft und zunéchst fiir 5 h bei 0 °C geriihrt, dann fiir 16 h bei 80 °C. Nach Abkiihlen
des Reaktionsgemisches wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand mit
einer gesétt. Ammoniumchlorid-Lsg. gequencht. Die wissr. Phase wurde mit EE (3 X
100 mL) extrahiert, die org. Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (30% EE/PE). Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) wurde als

brauner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 3.20 g (20.1 mmol, 43 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 7.08 (s, 2 H, NH,), 3.57 (s, 3 H, CHj),
2.96-2.91 (m, 2 H, SCH,CH,), 2.85-2.78 (m, 2 H, SCH>CH,) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 165.1 (C=0), 159.2 (C-NHy), 85.9 (SCC=0),
50.3 (CH3), 38.4 (SCH,CHs), 26.9 (SCH;CHy) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 159.8 [M+H]", 316.9 [MMH]*.

HPLC (1): tg = 3.8 min.
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2-Chloro- N-(6-methylbenzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (26)

O Cl
H3C S
gossy
N

C1oHgCIN,OS (M, 240.71)

2-Amino-6-methylbenzothiazol (24, 1.50 g, 9.13 mmol) wurde in DCM (25 mL) gelost,
mit TEA (890 pL, 6.43 mmol) versetzt und zu einer Losung aus 2-Chloracetylchlorid in
DCM (5 mL) tropfenweise zugegeben. Anschlieend wurde fiir 24 h bei RT geriihrt. Das
Produkt wurde abfiltriert, mit deion. Wasser gewaschen und i.Vak. getrocknet. 2-Chloro-

N-(6-methylbenzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (26) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 1.82 g (7.55 mmol, 84 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.64 (s, 1 H, NH), 7.78 (s, 1 H, C%, ., H),
7.64 (d,3J =82Hz 1 H,C%,,H), 726 (d,3] =82Hz, 1H, Cy,,,H), 445 (s, 2 H,
CH,), 2.41 (s, 3 H, CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 165.8 (C%, ,,), 156.6 (C=0), 146.5 (C% .. ),
133.3 (C%,4n), 131.6 (C%.,), 127.6 (C%,,,H), 1214 (CF,,,H), 1204 (C%,H), 425
(CHa), 21.0 (CH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 240.8 [M+H] ™.

HPLC (1): tg = 2.3 min.
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2-Chloro- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (28)

0] Cl
FsC S
goety
N

C10HgCIF3N,08 (M, 294.68)

Eine Losung aus 2-Amino-6-(trifluormethyl)benzothiazol (27, 1.19 g, 5.47 mmol) und TEA
(0.9 mL, 6.49 mmol) in DCM (9 mL) wurde tropfenweise zu einer Losung aus 2-Chloracetyl-
chlorid (0.45 mL, 5.65 mmol) in DCM (3 mL) gegeben. Es wurde anschlieflend fiir 24 h bei
RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt, das Rohprodukt aus EtOH/H,0
umkristallisiert und das abfiltrierte Produkt i.Vak. getrocknet. 2-Chloro- N-(6-(trifluorme-
thyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (28) wurde als hellbraune Plattchen erhalten.

Ausbeute: 1.49 g (4.92 mmol, 90 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.96 (s, 1 H, NH), 8.52 (d, Jrg = 1.6 Hz,
1H, Cy,,,H), 794 (d,3] =85Hz, 1H, C},,,H), 775 (d,3] =85Hz, 1H, C},,, H),
4.50 (s, 2 H, CH3) ppm.

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 166.4 (C=0), 160.8 (C%,,;,), 151.2 (C%,1),
132.0 (C%,n), 1245 (d, Y Jep = 271.8 Hz, CF3), 123.9 (d, 2Jop = 31.9 Hz, CY,,,), 123.0
(d, 3Jcr = 3.6 Hz, C%,,,H), 121.2 (C},,,H), 120.0 (d, 3Jor = 4.0 Hz, C%,,,H), 42.5
(CHz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 294.8 [M+H] .

HPLC (1): tg = 6.0 min.
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8.3.1.1. Synthese der Isothiocyanat-Derivate

Methode A
Benzylbromid-Derivate. Zu einer Losung des entsprechenden Benzylalkohols in DCM wur-
de bei 0 °C Phosphortribromid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwdrmt
und fiir 1 h geriihrt. Es wurde mit einer gesétt. Natriumhydrogencarbonat-Lsg. gequencht
und mit Diethylether extrahiert. Die org. Phase wurde mir gesitt. Natriumthiosulfat-Lsg
und gesétt. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Lo-
sungsmittel i. Vak. entfernt. Die Rohprodukte wurden ohne weitere Aufreinigung im néchs-
ten Reaktionsschritt eingesetzt.
Benzylisothiocyanat-Derivate. Die erzeugten Benzylbromid-Derivate wurden in abs. DMF
aufgenommen und mit Kaliumthiocyanat und Natriumiodid bei 90 °C fir 7 h geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde in deion. Wasser aufgenommen und mit Diethylether extra-
hiert. Die org. Phase wurde dreimal mit deion. Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Rohprodukte wurden jeweils mit-
tels Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (5 % EE/PE).
Methode B
Isothiocyanat-Derivate. Das jeweilige Amin wurde in DCM oder THF aufgenommen und
mit TEA fiir 10 min bei 0 °C geriihrt. Thiophosgen wurde bei 0 °C tropfenweise zuge-
geben und das Reaktionsgemisch fir weiter 20 min gerihrt. Es wurde auf RT erwdrmt
und fiir 3 h gerithrt. Die Losung wurde mit wéssr. HCI (0.1 M) angeséuert und mit DCM
extrahiert. Die org. Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

i. Vak. entfernt. Die Rohprodukte wurden jeweils mittels Flash-S&dulenchromatographie an

Kieselgel gereinigt (5 % EE/PE).
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4-Methoxybenzylbromid (30a)

Br

OCHgs
CgHgBrO (Mr 20106)

30a wurde erhalten ausgehend von 4-Methoxybenzylalkohol (29a, 696 mg, 5.04 mmol)
mit Phosphortribromid (352 pL, 3.75 mmol) in DCM (20 mL) nach Methode A. 4-
Methoxybenzylbromid (30a) wurde als blassgelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 913 mg (4.54 mmol, 90%)

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 7.25 (m¢, 2 H, C4,H), 6.79 (m¢, 2 H, C3 H),
4.43 (s, 2 H, CHj), 3.74 (s, 3 H, CH3) ppm.

I3C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): § = 159.7 (C4.), 130.4 (C% H), 130.0 (C}.), 114.2
Ar Ar Ar
(C3,H), 55.3 (CH3), 24.0 (CHz) ppm.

HPLC (1): tg = 5.1 min.
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4-Methoxybenzylisothiocyanat (22c)

SCN

OCHs
CoHgNOS (M, 179.24)

22c wurde erhalten ausgehend von dem Benzylbromid 30a (549 mg, 2.73 mmol) mit
Kaliumthiocyanat (480 mg, 4.94 mmol) und Natriumiodid (60.0 mg, 0.40 mmol) in DMF
(5 mL) nach Methode A. 4-Methoxybenzylisothiocyanat (22c) wurde als blassgelbes Ol

erhalten.
Ausbeute: 325 mg (1.81 mmol, 66%)

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 7.19-7.14 (m, 2 H, C%,.H), 6.84 (m¢, 2 H,
C3,.H), 4.56 (s, 2 H, CHs), 3.74 (s, 3 H, CH3) ppm.

IBC-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): § = 159.6(C%,.), 131.9 (C},), 128.4 (C3,H), 126.3
(N=C=S), 114.2 (C3 H), 55.3 (CH3), 48.3 (CHsy) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 356.9 [2M-+H] ™.

HPLC (1): tg = 5.2 min.
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2,3-Dimethoxybenzylbromid (30b)

Br

OCHs

OCH3
CQHHBI‘OQ (Mr 23109)

30b wurde erhalten ausgehend von 2,3-Dimethoxybenzylalkohol (29b, 842 mg, 5.01 mmol)
mit Phosphortribromid (352 pL, 3.75 mmol) in DCM (20 mL) nach Methode A. 2,3-

Dimethoxybenzylbromid (30b wurde als blassgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 845 mg (3.65 mmol, 73%)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 300 K): § = 7.02 (m,, 1 H, C5_H), 6.96 (dd, 3J = 7.8 Hz,
4] =19 Hz, 1 H, § H), 688 (dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 1.8 Hz, 1 H, 4 H), 4.57 (s, 2 H,
CH,), 3.96 (s, 3 H, C2-OCH3), 3.96 (s, 3 H, C3-OCH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl;3, 300 K): § = 152.9(C3,.), 147.6 (C3%,), 132.0 (C},), 124.3
(C3,H), 122.6 (C§,H), 113.1 (C4,H), 61.0 (C3-OCH3), 55.9 (C3-OCH3), 28.3 (CHs) ppm.

HPLC (1): tg = 5.7 min.
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2,3-Dimethoxybenzylisothiocyanat (22d)

SCN

OCHj
OCHj
C10H11NOS (M, 209.26)

22d wurde erhalten ausgehend von dem Benzylbromid 30b (586 mg, 2.53 mmol) mit
Kaliumthiocyanat (449 mg, 4.62 mmol) und Natriumiodid (58.0 mg, 0.39 mmol) in DMF
(4 mL) nach Methode A. 2;3-Dimethoxybenzylisothiocyanat (22d) wurde als blassgelbes
Ol erhalten.

Ausbeute: 214 mg (1.02 mmol, 41 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 300 K): § = 7.08 (t, 3J = 7.9 Hz, 1 H, C%, H), 6.96-6.91 (m,
2 H, C%*H), 4.73 (s, 2 H, CHy), 3.89 (s, 3 H, C>-OCHj), 3.87 (s, 3 H, C3-OCHj) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): § = 152.8(C3,), 146.6(C3,), 128.1 (C},), 124.4
(C3,H), 120.4 (C§, H), 113.0 (C4,H), 61.1 (C2-OCH3), 56.0 (C3-OCH3), 44.1 (CHy) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 417.0 [2M+H]*.

HPLC (1): tg = 5.8 min.
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3,4,5-Trimethoxybenzylbromid (30c)

Br

HsCO OCHj
OCHg

ClongBI‘Og (Mr 26112)

30c wurde erhalten ausgehend von 3,4,5-Trimethoxybenzylalkohol (29¢, 490 uL, 3.04 mmol)
mit Phosphortribromid (210 pL, 2.24 mmol) in DCM (12 mL) nach Methode A. 3,4,5-

Trimethoxybenzylbromid (30c) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 411 mg (1.57 mmol, 52 %).
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 181.0 [M-Br—]™.

HPLC (2): tg = 5.6 min.
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3,4,5-Trimethoxybenzylisothiocyanat (22e)

SCN

HsCO OCHj
OCHg

C11H13NO3S (M, 239.29)

22e wurde erhalten ausgehend von dem Benzylbromid 30c (411 mg, 1.57 mmol) mit
Kaliumthiocyanat (276 mg, 2.84 mmol) und Natriumiodid (33.0 mg, 0.22 mmol) in DMF
(2 mL) nach Methode A. 3,4,5-Trimethoxybenzylisothiocyanat (22e) wurde als farbloser
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 218 mg (0.91 mmol, 61 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 300 K): § = 6.51 (s, 2 H, C¥°H), 4.64 (s, 2 H, CH,), 3.87
(s, 6 H, C¥/°-OCHs3), 3.84 (s, 3 H, C*-OCH3) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): § = 153.7 (C/"), 138.0 (C4.), 130.0 (C},,, N=C=S),
104.1 (C¥°H), 61.0 (C4-OCHs), 56.3 (C3/>-OCHs), 49.1 (CH,) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 479.0 [2M+H]*.

HPLC (2): tg = 6.1 min.
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3,5-Dimethoxyphenyl-1-isothiocyanat (22f)

NCS

HsCO OCHs
CoHgNO5S (M, 195.24)

22f wurde erhalten ausgehend von 3,5-Dimethoxyanilin (100, 767 mg, 5.00 mmol) mit
TEA (2.8 mL, 20.2 mmol) und Thiophosgen (400 uL, 5.22 mmol) in DCM (26 mL) nach
Methode B. 3,5-Dimethoxyphenyl-1-isothiocyanat (22f) wurde als blassgelber Feststoff

erhalten.
Ausbeute: 838 mg (4.29 mmol, 86 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 6.63 (d, 4.J = 2.3 Hz, 2 H, C¥°H), 6.51 (t,
4] =23 Hz, 1 H, CY4 H), 3.75 (s, 6 H, C3/>-OCH3) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 160.9 (C%/), 133.0 (N=C=S), 131.1 (C,),

104.1 (C%°H), 100.8 (C4,H), 55.6 (C3/5-OCH3) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 391.2 [2M+H] .

HPLC (2): tg = 8.5 min.
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3,4,5-Trimethoxyphenyl-1-isothiocyanat (22g)
NCS

HsCO OCHj
OCHj

C10H11NOsS (M, 225.26)

22g wurde erhalten ausgehend von 3,4,5-Trimethoxyanilin (101, 458 mg, 2.50 mmol) mit
TEA (1.4 mL, 2.61 mmol) und Thiophosgen (210 uL, 2.74 mmol) in DCM (13 mL) nach
Methode B. 3,4,5-Trimethoxyphenyl-1-isothiocyanat (22g) wurde als blassgelber Fest-
stoff erhalten.

Ausbeute: 548 mg (2.43 mmol, 97 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 6.82 (s, 2 H, C¥°H), 3.78 (s, 6 H, C3/5-
OCHj3), 3.66 (s, 3 H, C*-OCH3) ppm.

IBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 153.3 (ij), 137.4 (C4,), 132.0 (N=C=8S),
125.1 (C},), 103.9 (C¥°H), 60.1 (C1-OCH3), 56.2 (C3/>-OCHj) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 225.9 [M+H] .

HPLC (2): tg = 7.7 min.
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3,5-Dimethoxybenzylisothiocyanat (22h)

SCN

H3CO OCHg3;

C1oH11NOSS (M, 209.26)

22h wurde erhalten ausgehend von 3,5-Dimethoxybenzylamin (102, 841 mg, 5.00 mmol)
mit TEA (2.8 mL, 20.2 mmol) und Thiophosgen (400 pL, 5.22 mmol) in DCM (26 mL)
nach Methode B. 3,5-Dimethoxybenzylisothiocyanat (22h) wurde als brauner Feststoff

erhalten.
Ausbeute: 868 mg (4.15 mmol, 83 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 6.45 (d, *J = 2.3 Hz, 2 H, C¥°H), 6.42 (t,
4] =23 Hz 1 H, C4 H), 4.65 (s, 2 H, CHy), 3.80 (s, 6 H, C3/>~OCH3) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): 6 = 161.2 (C%/7), 136.5 (C1,,), 104.8 (C%/°H), 100.1

(C4,H), 55.4 (C3/5-OCH3), 48.7 (CHsy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 419.1 [2M+H]*.

HPLC (3): tg = 10.1 min.
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4-Trifluormethylbenzylisothiocyanat (22i)

SCN

CF3
CoHgF3NS (M, 217.21)

22i wurde erhalten ausgehend von 4-Trifluormethylbenzylamin (103, 715 pL, 5.02 mmol)
mit TEA (2.8 mL, 20.2 mmol) und Thiophosgen (410 L, 5.35 mmol) in DCM (27 mL)
nach Methode B. 4-Trifluormethylbenzylisothiocyanat (22i) wurde als gelbes Ol erhal-

ten.
Ausbeute: 625 mg (2.88 mmol, 56 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 7.68 (d, 3J = 8.0 Hz, 2 H, C*/°H), 6.42 (m,,
2 H, C¥/°H), 4.82 (s, 2 H, CH,) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): § = 138.2 (C},), 130.7 (d, 2Jor = 32.8 Hz, C4%,),
129.9 (N=C=8), 127.1 (C%/°H),125.0 (d, 3Jor = 3.8 Hz, C*/°H), 123.8 (d, !Jop = 271.8 Hz,
CF3), 48.2 (CHg) ppm.

HPLC (1): tg = 5.6 min.
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3-Trifluormethylbenzylisothiocyanat (22j)

SCN

CF3

CoHGF3NS (M, 217.21)

22j wurde erhalten ausgehend von 3-Trifluormethylbenzylamin (104, 720 pL, 5.02 mmol)
mit TEA (280 pL, 2.02 mmol) und Thiophosgen (400 uL, 5.22 mmol) in DCM (26 mL) nach

Methode B. 3-Trifluormethylbenzylisothiocyanat (22j) wurde als orangenes Ol erhalten.
Ausbeute: 1.00 g (4.60 mmol, 92 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 7.63-7.59 (m, 1 H, C% _H), 7.57-7.53 (m, 3 H,
Ar
C4,.H, C5 H, C5 H), 4.80 (s, 2 H, CHs) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): § = 135.3 (C},), 133.9 (N=C=S), 131.4 (d, 2Jcr =
32.7 Hz, C3,), 130.1 (d, *Jor = 1.7 Hz, C5,H), 129.6 (C§ H), 125.3 (d, *Jor = 3.8 Hz,
C5,H), 123.8 (d, YJor = 272.5 Hz, CF3), 123.7 (d, 3Jor = 3.8 Hz, C4,H), 48.3 (CHy)

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 434.9 [2M+H]*.

HPLC (1): tg = 5.5 min.
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4-Trifluormethoxybenzylisothiocyanat (22k)

SCN

OCF;
CoHgF3NOS (M, 233.21)

22k wurde erhalten ausgehend von 4-Trifluormethoxybenzylamin (105, 382 L, 2.50 mmol)
mit TEA (1.4 mL, 10.1 mmol) und Thiophosgen (200 uL, 2.61 mmol) in THF (13 mL)
nach Methode B. 4-Trifluormethoxybenzylisothiocyanat (22k) wurde als gelbes Ol er-
halten.

Ausbeute: 360 mg (1.55 mmol, 62 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § = 7.40-7.36 (m, 2 H, C¥/°H), 7.27 (d,3J = 8.4 Hz,
2 H, C¥°H), 4.75 (s, 2 H, CH,) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): § = 149.1 (d, 3Jop = 1.8 Hz, C4 ), 133.0 (C%/°H),
1284 (CY,), 125.5 (N=C=S), 120.4 (d, LI = 257.7 Hz, CF3), 121.5 (C*/°H), 48.0 (CHy)

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 466.9 [2M-+H] ™.

HPLC (2): tg = 8.5 min.
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2-Trifluormethoxybenzylisothiocyanat (221)

SCN

OCF,4

CoHgFsNOS (M, 233.21)

221 wurde erhalten ausgehend von 2-Trifluormethoxybenzylamin (106, 553 mg, 2.89 mmol)
mit TEA (1.5 mL, 10.8 mmol) und Thiophosgen (230 xL, 3.00 mmol) in DCM (14 mL) nach
Methode B. 2-Trifluormethoxybenzylisothiocyanat (221) wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 190 mg (0.82 mmol, 28 %).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 300 K): § = 7.53-7.50 (m, 1 H, C8, H), 7.44-7.33 (m, 2 H,
C5,.H, C3,H), 7.31-7.27 (m, 1 H, C4, H), 4.81 (s, 2 H, CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): § = 146.5 (d, 3Jor = 1.7 Hz, C3,), 130.1 (C%,H),
129.1 (C§,H), 127.5 (C5,H), 127.1 (N=C=S), 120.7 (C},.), 120.7 (C3,H), 120.6 (d, ' Jor =
258.7 Hz, CF3), 44.8 (CH3) ppm.

HPLC (3): tg = 10.7 min.
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8.3.1.2. Synthese der Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift

Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) wurde unter Stickstoffatmosphé-
re vorgelegt. Die entsprechenden Isothiocyanate wurden zugegeben und die Edukte in abs.
Pyridin gelost. Es wurde bei 100-120 °C fiir 16 h geriihrt. Im Anschluss wurde das Lo-
sungsmittel i. Vak. entfernt und die Rohprodukte mittels Flash-Sdulenchromatographie

gereinigt.

3-Phenyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno|[3,2-d]pyrimidin-4(1 H)-on (23a)

ClQHlONQOSQ (MT 262.35)

23a wurde erhalten ausgehend von 21 (461 mg, 2.90 mmol) und Phenylisothiocyanat
(22a, 420 pL, 3.51 mmol) in Pyridin (9 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (30 % EE/PE, dann Aceton). Das erhaltene Produkt wurde im
Anschluss zusétzlich mit EE gewaschen. 3-Phenyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d|pyrimidin-4(1H)-on (23a) wurde als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 113 mg (0.43 mmol, 15 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 13.23 (s, 1 H, NH), 7.49-7.35 (m, 3 H,
8 H,CL,.  H), 7.19-7.16 (m, 2 H, C/ H), 3.41-3.36 (m, 2 H, SCHyCH,), 3.28-3.22

(m, 2 H, SCH,CHj3) ppm.

C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 175.3 (C3,,,.,), 156.9 (Cp,,,,), 149.5 (C},
130.1 (Chpen)s 129.0 (CHy H), 128.6 (Cpp H), 1282 (Chyo,H), 114.4 (Ch,,
(SCH2CHy), 29.0 (SCH2CHz) ppm.

yrn)’
), 34.6

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 262.8 [M+H]T.
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HPLC (1): tg = 4.2 min.

3-Benzyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H)-on (23b)

C13H12N508; (M, 276.38)

23b wurde erhalten ausgehend von 21 (596 mg, 3.74 mmol) und Benzylisothiocyanat
(22b, 560 pL, 4.22 mmol) in Pyridin (12 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (30 % EE/PE, dann Aceton). Das erhaltene Produkt wurde im
Anschluss zusétzlich mit EE gewaschen. 3-Benzyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d|pyrimidin-4(1H )-on (23b) wurde als brauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 207 mg (0.75 mmol, 20 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.24 (s, 1 H, NH), 7.30-7.21 (m, 5 H,
CXS [, c4,  H,CY° H), 553 (s, 2 H, CH,), 3.38-3.32 (m, 2 H, SCH,CH>), 3.24-3.18

Benz Benz Benz

(m, 2 H, SCH,CHs) ppm.

"BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.5 (C3,,.,), 156.6 (Cp,,,.), 149.3 (CB,,,.),
136.2 (Chep.)s 128.2 (C3L0 H), 127.2 (CHS H), 127.0 (Ch,.H), 114.0 (Cp,.,), 48.7

Benz

(CHz), 34.5 (SCH2CHs), 28.9 (SCH2CH;) ppm.
LC-MS (ESLMS, 70 6V): m/> = 276.7 [M-+H]*.

HPLC (1): tg = 5.4 min.
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3-(4-Methoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4(1H)-
on (23c)

OCHj

C14H14N5O5S9 (Mr 306.40)

23c wurde erhalten ausgehend von 21 (269 mg, 1.69 mmol) und Benzylisothiocyanat
22c¢ (313 mg, 1.75 mmol) in Pyridin (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). 3-(4-Methoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahy-
drothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H )-on (23c) wurde als hellbrauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 120 mg (0.39 mmol, 23 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.19 (s, 1 H, NH), 7.29 (d, 3J = 8.8 Hz,
2 H, C¥° H), 6.85 (d, 3J = 8.8 Hz, 2 H, C¥/° H), 5.45 (s, 2 H, N-CH,), 3.71 (s, 3 H,

Benz Benz

CHs3), 3.33 (t, 2 H, 3J = 8.0 Hz, SCH,CH,), 3.20 (t, 3J = 8.0 Hz, 2 H, SCH>CH>) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.4 (C3,,,.,,), 158.4 (C},,,.), 156.6 (Cb,,,.),
149.2 (C§,,.,), 120.1 (CH5 H), 128.2 (Ch,,.), 114.1 (C3,,,), 1135 (CH2 H), 55.0 (CH;),

Benz Benz

48.1 (N—CHQ), 34.5 (SCHQCHQ), 28.9 (SCHQCHQ) pPpm.

yrn)’

HPLC (1): tg = 5.3 min.
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3-(2,3-Dimethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno(3,2-d]|pyrimidin-4
(1H)-on (23d)

o) OCHs

OCHj
Cl5H16N20382 (MT 336.43)

23d wurde erhalten ausgehend von 21 (432 mg, 2.71 mmol) und dem Benzylisothiocya-
nat 22d (495 mg, 2.37 mmol) in Pyridin (8 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). Das erhaltene Produkt wurde im Anschluss zu-
satzlich mit EE gewaschen. 3-(2,3-Dimethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d|pyrimidin-4(1H)-on (23d) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 226 mg (0.67 mmol, 28 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.25 (s, 1 H, NH), 6.97-6.92 (m, 2 H,
Chen.H, C%,,,,H), 6.35-6.32 (m, 1 H, C%,_, _H), 5.52 (s, 2 H, N-CHa), 3.80 (s, 6 H, C?-

OCHj;, C3-OCH3), 3.36 (t, 3J = 8.0 Hz, 2 H, SCHyCHy), 3.24 (t, 3J = 8.0 Hz, 2 H,
SCH>CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 174.6 (C3,,,.,), 156.5 (C3,,,), 152.3 (CB,,..),
149.3 (C},,,), 145.8 (C},,..), 129.3 (Cp,,..), 123.7 (C,,, . H), 117.0 (C,,, . H), 113.8 (C,,..),

Pyrn Benz Benz Benz Benz

111.5 (C},,.H), 59.6 (C2-OCH3), 55.6 (C3-OCH3), 44.5 (N-CHa), 34.5 (SCH2CHa), 28.9
(SCH,CHs) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 336.9 [M+H]*.

HPLC (1): tg = 5.0 min.
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3-(3,4,5-Trimethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-
4(1H)-on (23e)

HsCO OCHs
OCHs

016H18N20482 (Mr 366.45)

23e wurde erhalten ausgehend von 21 (122 mg, 0.77 mmol) und dem Benzylisothio-
cyanat 22e (184 mg, 0.77 mmol) in Pyridin (3.5 mL). Die Aufreinigung erfolgte mit-
tels Flash-Séulenchromatographie (30 % EE/PE). 3-(3,4,5-Trimethoxybenzyl)-2-thioxo-
2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H)-on (23e) wurde als blassgelber Feststoff

erhalten.
Ausbeute: 127 mg (0.35 mmol, 45 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.21 (s, 1 H, NH), 6.71 (s, 2 H, C¥5 H),

5.46 (s, 2 H, N-CH>), 3.71 (s, 6 H, C3/5-OCH3s), 3.62 (s, 3 H, C*-OCH3) 3.37-3.31 (m,
2 I‘I7 SCHQCHQ), 3.24-3.18 (m, 2 H, SCHQCHQ) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 174.6 (C3,,,,,), 1565 (C,,..), 152.6 (o),

Benz
149.3 (C$,,), 136.9 (Chens)s 1320 (Cheys)s 1141 (C3,), 105.6 (Co H), 60.0 (C-

Benz

OCHjs), 55.9 (C3/°-OCHs), 48.9 (N-CHy), 34.5 (SCH,CHy), 28.9 (SCH,CHy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 367.0 [M+H]*.

HPLC (3): tg = 8.9 min.
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3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4
(1H)-on (23f)

N OCHg3;

OCHj
C14H14N203S5 (M, 322.40)

23f wurde erhalten ausgehend von 21 (271 mg, 1.70 mmol) und dem Benzylisothiocya-
nat 22f (348 mg, 1.78 mmol) in Pyridin (7 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). Das erhaltene Produkt wurde im Anschluss zu-
satzlich mit EE gewaschen. 3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno|3,2-
d]pyrimidin-4(1H)-on (23f) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 111 mg (0.32 mmol, 20 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.19 (s, 1 H, NH), 6.53 (t, *J = 2.2 Hz,

1H, C},.,H), 6.38 (t,*] = 2.2 Hz, 2 H, c?f,me), 3.73 (s, 6 H, C3/5-OCHs3), 3.37 (t, 2 H,

3J = 8.0 Hz, SCHyCHs), 3.23 (t, 3J = 8.0 Hz, 2 H, SCH,CH3) ppm.

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 175.0 (C3,,.,,), 160.7 (C2...), 156.7 (C'byn),
149.3 (C},,,), 140.7 (Chy, ), 114.3 (Cp,,,,), 107.0 (CHE H), 100.0 (C),,,H), 55.3 (C3/5-
OCHj), 34.5 (SCH2CHy), 29.9 (SCH2CHsz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 323.2 [M+H]*.

HPLC (3): tgp = 8.5 min.
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3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-
4(1H)-on (23g)

N OCHg3;

OCHj
OCHj

C15H16N204S, (M, 352.42)

23g wurde erhalten ausgehend von 21 (183 mg, 1.15 mmol) und dem Benzylisothiocyanat
22g (287 mg, 1.27 mmol) in Pyridin (3.5 mL). Bei der Reaktion fiel ein nahezu unléslicher

farbloser Feststoff aus, der abfiltriert und i. Vak. getrocknet wurde.

Ausbeute: 190 mg (max. 0.54 mmol, max. 47%)

Das Produkt wurde ohne Analytik in der nichsten Synthese eingesetzt.

3-(3,5-Dimethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno([3,2-d]|pyrimidin-4
(1H)-on (23h)

HsCO OCHg

Cl5H16N20382 (MT 336.42)

23h wurde erhalten ausgehend von 21 (227 mg, 1.43 mmol) und dem Benzylisothio-
cyanat 22h (327 mg, 1.56 mmol) in Pyridin (6 mL). Die Aufreinigung erfolgte mit-
tels Flash-Saulenchromatographie (Gradient EE/PE). 3-(3,5-Dimethoxybenzyl)-2-thioxo-
2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4(1H)-on (23h) wurde als brauner Feststoff er-

halten.
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Ausbeute: 173 mg (0.51 mmol, 36 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.23 (s, 1 H, NH), 6.41-6.38 (m, 3 H,
C¥S H, CL. _H), 546 (s, 2 H, N-CHy), 3.70 (s, 6 H, C3/5-0CH3), 3.38-3.33 (m, 2 H,
SCH,CH,), 3.25-3.19 (m, 2 H, SCHCHs) ppm.

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 174.6 (C3,,,,), 160.3 (C2.), 156.5 (Cbyn),
149.4 (CP,,.,.);

138.4 (Cheps)s 114.0 (€30, 105.4 (CHo H), 98.2 (C,,, H), 5.1 (C3/5-
OCHg), 48.8 (N-CHQ), 34.5 (SCHQCHQ), 28.9 (SCHQCHQ) pPpm.
LC-MS (ESI-MS, 70 éV): m/z = 337.0 [M+HJ*.
HPLC (3): tg = 9.2 min.

3-(4-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4
(1H)-on (23i)

CF3

C14H11 F3N20Ss (M, 344.37)

23i wurde erhalten ausgehend von 21 (358 mg, 2.25 mmol) und dem Benzylisothiocyanat
22i (550 mg, 2.53 mmol) in Pyridin (7 mL). Das Rohprodukt wurde mit DCM gewaschen. 3-
(4-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno|[3,2-d|pyrimidin-4(1 H )-on (23i)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 373 mg (1.08 mmol, 48 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.32 (s, 1 H, NH), 7.67 (d, 3J = 8.2 Hz,
2 H, C¥° H), 747 (d,3] = 8.2 Hz, 2 H, C4° H), 5.60 (s, 2 H, CH,), 3.39-3.33 (m, 2 H,

Benz Benz
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SCH,CH,), 3.26-3.20 (m, 2 H, SCH2CHs) ppm.

C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.5 (C3,,,.,), 156.6 (Cp,,,,), 149.6 (CB,,,.),
141.1 (Ch,,.), 127.6 (CH° H),125.1 (d, 2Jop = 32.2 Hz, C4_, ), 125.1 (d, 3Jop = 3.9 Hz,

Benz
¥ H),124.3 (d, Lep = 271.8 Hz, CF3), 114.0 (C3,,.), 48.6 (CHy), 34.5 (SCH,CH,),

Benz Pyrn

29.0 (SCH2CHs) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 344.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 7.1 min.

3-(3-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4
(LH)-on (23j)

CF3

C14H11F3N,08, (M, 344.37)

23j wurde erhalten ausgehend von 21 (366 mg, 2.30 mmol) und dem Benzylisothiocya-
nat 22j (598 mg, 2.75 mmol) in Pyridin (7 mL). Das Rohprodukt wurde mit DCM
gewaschen. Das Produkt 3-(3-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d]pyrimidin-4(1H)-on (23j) wurde als hellbrauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 250 mg (0.73 mmol, 32 %).

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 13.30 (s, 1 H, NH), 7.70 (s, 1 H, C%_, . H),
7.63-7.52 (m,3H, C%,, H,C%,  _H,C% _H), 560 (s,2 H, N-CHy), 3.35 (t, 3J = 8.0 Hz,

Benz Benz

2 H, SCH,CH,), 3.22 (t, 3J = 8.0 Hz, 2 H, SCHyCHs) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.4 (C3,,,.,), 156.7 (Cb,,,,), 149.6 (CP,,,.),

137.7 (Chens), 131.3 (€%, H), 129.3 (C3,, . H), 128.9 (d, 2Jop = 31.4 Hz, C3,,,..), 124.1

Benz
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(d, YJor = 272.3 Hz, CF3), 124.1 (d, 3Jor = 3.8 Hz, C%,_ H), 123.9 (d, 3Jor = 3.7 Hz,

Benz

Cheon,H), 114.0 (Cﬁ,ym), 48.5 (N-CHy), 34.5 (SCH2CHy), 28.9 (SCHyCHz) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 344.9 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 5.0 min.

3-(4-Trifluormethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2- d]pyrimidin-
4(1H)-on (23k)

OCF;

C14H11F3N50,8; (M, 360.37)

23k wurde erhalten ausgehend von 21 (181 mg, 1.14 mmol) und dem Benzylisothiocyanat
22k (294 mg, 1.26 mmol) in Pyridin (3.5 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). 3-(4-Trifluormethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-
tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H )-on (23k) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 112 mg (0.31 mmol, 27 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.28 (s, 1 H, NH), 7.43 (d,3J = 8.4 Hz, 2 H,
C3/5 H),7.30 (d,3J = 8.3 Hz, 2 H, C¥° H), 5.54 (s, 2 H, N-CH,), 3.34 (t, 3J = 7.5 Hz,

Benz Benz

2 H, SCH,CH,), 3.22 (t, 3J = 7.7 Hz, 2 H, SCH,CHjy) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.4 (C},,.,), 156.6 (Cp,,,.), 149.5 (CB,,,.),
147.3 (Ch,..), 135.7 (C,,..), 129.2 (CHS H), 120.8 (C/° H), 120.1 (d, LJop = 255.9 Hz,

CFg), 114.1 (C?;.yrn), 48.2 (N—CHQ), 34.5 (SCHQCHQ), 29.0 (SCHQCHQ) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 360.9 [M+H]*.
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HPLC (2): tg = 7.2 min.

3-(2-Trifluormethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2- d]pyrimidin-
4(1H)-on (231)

o) OCF;

C14H11F3N505S, (M, 360.37)

231 wurde erhalten ausgehend von 21 (190 mg, 1.19 mmol) und dem Benzylisothiocyanat
221 (251 mg, 1.08 mmol) in Pyridin (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). 3-(2-Trifluormethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3,6,7-
tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H )-on (231) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 222 mg (0.62 mmol, 58 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6§ = 13.33 (s, 1 H, NH), 7.39-7.35 (m, 2 H,
Cc3, H,C%L H), 7.33-7.28 (m, 1 H, C%,_ _H), 7.01-6.99 (m, 1 H, CS% _H), 5.57 (s,2 H,

Benz Benz Benz Benz

CHQ), 3.41-3.34 (m, 2 H, SCHQCHQ), 3.28-3.22 (m, 2 H, SCH2CH2) ppm.

C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.5 (Cp,,,.,), 156.6 (Cp,,,,), 149.6 (CP,
146.0 (C%,,..), 128.6 (Cheps

(Chen.H), 120.3 (d, ' Jor = 257.0 Hz, CF3), 113.9 (C},,.,), 44.1 (CHy), 34.6 (SCH,CHy),
29.0 (SCH2CHz) ppm.

);
yrn
), 128.5 (C3,,.H), 127.4 (C%, . _H), 126.8 (C%_ _H), 120.8

Benz Benz Benz

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 361.1 [M+H] .

HPLC (3): tg = 9.6 min.
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8.3.1.3. Synthese der Zielverbindungen der Serie 1
Allgemeine Synthesevorschrift 1 zur Darstellung der Zielverbindungen

Alle Synthesen wurden entweder unter Stickstoffatmosphére oder unter Ausschluss von
Feuchtigkeit mittels CaCla-Rohr durchgefiihrt. Die Edukte wurden vorgelegt und in abs.
DMF gelost. TEA wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei 80 °C erhitzt.
Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches wurde mit deion. Wasser gequencht und drei-
mal mit EE extrahiert. Die verein. org. Phasen wurden mit deion. Wasser und gesétt.
Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel
i. Vak. entfernt. Die Rohprodukte wurden mittels Flash-Sdulenchromatographie aufgerei-

nigt und wenn notig zuséatzlich umkristallisiert.

2-((4-Oxo0-3-phenyl-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11a)

coxsh oo

CooH15F5N405S5 (M, 520.56)

11a wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (220 mg, 0.75 mmol)
und dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23a (186 mg, 0.71 mmol) in DMF (7 mL)
mit TEA (300 pL, 2.16 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromato-
graphie (Gradient EE/PE). 2-((4-Oxo-3-phenyl-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-
2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11a) wurde nach Entfernen

des Losungsmittels als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 95.0 mg (0.18 mmol, 26 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.85 (s, 1 H, NH), 8.50 (m,, 1 H, C%, . H),
792 (d, *J = 85 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.76-7.73 (m, 1 H, C%,,, H), 7.62-7.57 (m, 3 H,

CYP H,CL,  H), 7.46-7.42 (m, 2H, CS H), 4.16 (s, 2 H, CH,C=0), 3.30 (t, 3] = 8.1 H,
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2 H, SCH,CH,), 3.10 (t, 3J = 8.1 Hz, 2 H, SCH,CHs) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.6 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.5
(Cypn)s 158.5 (Cpypy), 156.9 (Chypn), 1513 (CHLy), 135.4 (Chypey)s 132.0 (CFyy), 1302
(CY2 H), 129.7 (C4,,,H), 128.8 (CHS H), 124.5 (d, LJop = 271.7 Hz, CF3), 123.8 (d,
2Jep = 31.5 Hz, C%, ), 122.9 (d, 3Jor = 3.2 Hz, C},,H), 121.0 (C},,,H), 119.9
(d, 3Jor = 3.8 Hz, Cp,,H), 119.8 (Cp,,,), 37.1 (SCHyCHy), 36.1 (CH2C=0), 28.4
(SCH2CHz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 520.8 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 6.0 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 3173, 3150, 1707, 1647, 1614, 1572, 1544, 1483, 1468, 1385, 1321, 1308,
1244, 1144, 1120, 1084, 986, 891, 827, 756, 698 cm !

Schmelzpunkt: 213 °C.

2-((3-Benzyl-4-0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-2-yl)thio)- N (6-
(triluormethyl)benzo[d]|thiazol-2-yl)acetamid (11b)

et

CosH17F3N, 0,55 (M, 534.60)

11b wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (235 mg, 0.80 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23b (196 mg, 0.71 mmol) in DMF (7 mL) mit
TEA (300 pL, 2.16 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Séulenchromatogra-
phie (Gradient EE/PE). 2-((3-Benzyl-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-2-yl)
thio)- N (6-(trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-yl)acetamid (11b) wurde als blassgelber Fest-
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stoff erhalten.
Ausbeute: 278.0 mg (0.52 mmol, 73 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.92 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.3 Hz,
Jrg = 0.6 Hz, 1 H,C%, . H),7.92 (d,3J =85Hz, 1 H,C% , H), 7.74 (dd, 3J = 8.6 Hz,
4] =1.5Hz, 1 H, C3,,, H), 7.40-7.25 (m, 5 H, C2/° H,C%_ H,CY® H) 527 (s,2 H, N-

CHy), 4.27 (s, 2 H, CH,C=0), 3.27 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, SCH,CH>), 3.04 (t, 3J = 8.5 Hz,
2 H, SCHyCH32) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.5 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.4
(CPyrn), 158.0 (Cp,,); 1571 (Chyp), 151.3 (CFyy), 134.9 (Ch,,,.), 132.0 (CFyy ), 128.6
(C3¥° W), 127.7 (C4,,,.H), 127.0 (CH° H), 124.5 (d, LJep = 271.9 Hz, CFs), 123.8 (d,
2Jor = 31.8 Hz, C%,,,), 123.0 (d, 3Jop = 3.8 Hz, C3,,, H), 121.0 (C4,,,H), 119.9 (d,
3Jor = 4.3 Hz, CF, , H), 119.4 (C},,.,), 47.1 (N-CHy), 36.9 (SCH,CHy), 36.0 (CH,C=0),

28.4 (SCH2CHs) ppm.
LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/z = 534.9 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 6.4 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3734, 2380, 2320, 1688, 1570, 1545, 1474, 1452, 1317, 1283, 1250, 1169,
1136, 1105, 1082, 1055, 901, 835, 760, 735, 696 cm~".

Schmelzpunkt: 179 °C.
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2-((3-(4-Methoxybenzyl)-4-o0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno(3,2- d]pyrimidin-2-yl)
thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11c)

e

OCHs

CQ4H19F3N40383 (Mr 564.62)

11c wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (98.6 mg, 0.34 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23c (98 mg, 0.32 mmol) in DMF (4 mL) mit
TEA (132 pL, 0.95 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Sdulenchromatographie
(Gradient EE/PE). 2-((3-(4-Methoxybenzyl)-4-oxo0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimi-
din-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (11c) wurde als farblo-

ser Feststofl erhalten.
Ausbeute: 126 mg (0.23 mmol, 69 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.91 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jry = 0.7Hz, 1 H, CY , H),7.92(d,3] =85Hz, 1 H, C}, , H), 7.75 (dd, 3J = 8.5 Hz,
4] =14 Hz, 1 H, C3,,, H), 7.24 (d, 3J = 8.8 Hz, 2 H, C1° H), 6.92 (d, 3J = 8.8 Hz,
2 H, C¥/° H), 5.19 (s, 2 H, N-CH,), 4.26 (s, 2 H, CH,C=0), 3.74 (s, 3 H, C4-OCHj),

3.26 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, SCHy,CHy), 3.02 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, SCH,CHy) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.5 (CHyC=0), 161.0 (C%,,,), 160.3
(CPyrn) 158.8 (C%enz)a 157.9 (C}23yrn)7 157.0 (C}%yrn)a 151.3 (CBnth) 132.0 (CBnth) 128.7
(CHE H), 126.8 (Cl,,.), 1245 (d, LJop = 273.1 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 31.9 Hz,
S ), 123.0 (d, 3Jop = 3.4 Hz, C%, ,H), 121.0 (Cy, ., H), 119.9 (d, 3Jop = 4.1 Hz,
ChunH), 119.4 (C3,,,), 114.0 (C32 H), 55.1 (C*-OCH3), 46.6 (N-CHy), 36.9 (SCH,CHs),

Benz

35.9 (CH,C=0), 28.4 (SCH,CHy) ppm.
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LC-MS (ESI-MS, 70 6V): m/z = 565.0 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 6.4 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 3194, 2960, 1707, 1686, 1572, 1528, 1512, 1472, 1387, 1325, 1273, 1244,
1161, 1132, 1105, 1086, 1042, 914, 818, 768, 650 cm L.

Schmelzpunkt: 196 °C.

2-((3-(2,3-Dimethoxybenzyl)-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno|3,2- d]pyrimidin-2-
yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11d)

10 N CF3
1
NYS\)kN/kS
C ) H
S
o) OCHj
OCHs3;

CosHy F3N4O4Ss (M, 594.65)

11d wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (216 mg, 0.73 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23d (240 mg, 0.71 mmol) in DMF (7 mL) mit
TEA (290 pL, 2.09 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromatographie
(Gradient EE/PE). 2-((3-(2,3-Dimethoxybenzyl)-4-oxo0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]py-
rimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (11d) wurde als farb-

loser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 378 mg (0.64 mmol, 89 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.89 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jrg = 0.7Hz, 1 H, C}, . H), 7.92 (d,3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.75 (dd, 3J = 8.5 Hz,
1J =19 Hz, 1 H, C%,,,H), 7.05-6.99 (m, 2 H, C},,.H, C%,,.H), 6.36-6.33 (m, 1 H,

CSY,,,.H), 5.27 (s, 2 H, N-CH,), 4.25 (s, 2 H, CH,C=0), 3.84 (s, 3 H, C2>-OCH3), 3.83
(s, 3 H, C3-OCH3), 3.28 (t, 3J = 8.7 Hz, 2 H, SCHyCHy), 3.06 (t, 3J = 8.7 Hz, 2 H,
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SCH,CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.4 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.4
(CPyrn), 1581 (Cp,,), 157.0 (Chyyy), 152.3 (Chy.), 1513 (CRLyy), 146.0 (CF,.), 132.9
(CH)s 1279 (Ck,,..), 1245 (d, YJor = 2714 Hz, CF3), 1242 (C3,,.H), 123.8 (d,
2Jor = 32.0 Hz, C%,,;), 122.9 (d, 3Jcp = 3.3 Hz, C},,,H), 121.0 (C},,,H), 119.9 (d,
3Jer =3.2Hz, Cf,, H),119.2 (C3,,.,), 1172 (C},, _H), 112.2 (C},,,.H), 60.0 (C>-OCH3),

55.7 (C3-OCH3), 42.4 (N-CHa), 36.9 (SCH2CH,), 35.9 (CH,C=0), 28.4 (SCHoC'Hy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 6V): m/z = 595.0 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 6.4 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2940, 2839, 1690, 1672, 1611, 1541, 1476, 1427, 1414, 1317, 1273, 1225,
1159, 1130, 1117, 1080, 1072, 997, 939, 897, 822, 745, 669 cm .

Schmelzpunkt: 195 °C.
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2-((4-0x0-3-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-
2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (11e)

0 N CF3

H3CO OCHs
OCHs

026H23F3N40583 (Mr 624.67)

11e wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (74.1 mg, 0.25 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23e (90.7 mg, 0.25 mmol) in DMF (3 mL) mit
TEA (0.10 mL, 0.72 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Sédulenchromatogra-
phie (Gradient EE/PE). 2-((4-Oxo0-3-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno|3,2-
d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (11e) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 98.1 mg (0.16 mmol, 63 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 12.93 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C%, , H),
792 (d,3J =85Hz, 1H,C% , H),7.74 (dd,®J =8.5Hz,*J = 1.4 Hz, 1 H, C%,,, H), 6.66
(s, 2H, CY° H),5.18 (s, 2 H, N-CH,), 4.31 (s, 2 H, CH,C=0), 3.77 (s, 6 H, C3/5-OCH3),

3.65 (s, 3 H, C*-OCH3), 3.25 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, SCH,CHy), 3.03 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H,
SCH>CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 167.6 (CH,C=0), 161.1 (C%, ), 160.3
(CPyrn), 158.0 (Cpyp), 1571 (Chypn), 152.9 (CR,,), 1514 (CHLy), 1374 (Ch.), 132.0
(CH 1), 130.5 (Ch,,..), 124.6 (d, *Jop = 271.6 Hz, CF3), 123.8 (d, >Jop = 31.8 Hz, C%,,1.),
123.0 (d, 3Jor = 3.9 Hz, C3, ,,H), 121.0 (C4, ,,H), 120.0 (d, 3Jop = 3.3 Hz, C% ., H),
1194 (C},,,), 105.0 (C3S H), 60.0 (C:-OCHs;), 56.0 (C¥/>-OCH3), 47.5 (N-CHs), 36.9

(SCH3,CHs), 35.9 (CH2C=0), 28.4 (SCH2CHs) ppm.
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LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/> = 625.1 [M-+H]*.
HPLC (3): tgp = 10.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3184, 2928, 2849, 1659, 1541, 1483, 1423, 1317, 1273, 1244, 1157, 1119,
977, 885, 765, 677 cm L.

Schmelzpunkt: 217 °C.

2-((3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-4-oxo0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-2-
yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11f)

s AN Al
| Y H
S N OCHs
o)
OCHs

CosH19F3N, 0485 (M, 580.62)

11f wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (72.2 mg, 0.25 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23f (76.2 mg, 0.24 mmol) in DMF (3 mL) mit
TEA (0.1 mL, 0.72 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-S&ulenchromatogra-
phie (Gradient EE/PE). 2-((3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (11f) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 93.7 mg (0.16 mmol, 68 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.85 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jry = 0.7Hz, 1 H, CY , H),7.92 (d,3] =85Hz, 1 H, C}, , H), 7.74 (dd, 3J = 8.5 Hz,
4] =18 Hz, 1 H, C}, . H), 6.70 (t, *J = 2.3 Hz, 1 H, C}_, H), 6.64 (d, *J = 2.3 Hz,

2 H, C4% H), 4.15 (s, 2 H, CH,C=0), 3.78 (s, 6 H, C3/5-0CH3), 3.29 (t, 3J = 8.3 Hz,

Benz

2 H, SCH,CH,), 3.08 (t, 3J = 8.3 Hz, 2 H, SCH,CHy) ppm.
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BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.7 (CH2C=0), 161.1 (C]?;f’en), 161.0
(Chumn)s 1604 (CP,,..), 158.6 (CB,,,), 156.7 (Cp,,.,), 151.3 (CH), 137.0 (Chyey,), 132.0
(Cta..), 124.6 (d, LJop = 272.4 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.8 Hz, CY, ,,), 123.0 (d,
YJor = 3.9 Hz, C},, H), 121.0 (C3,,,,H), 120.0 (d, *Jor = 4.1 Hz, C},,, H), 119.9 (C},,,.),
107.1 (CI%/,fenH), 101.7 (C},,., H), 55.7 (C3/5-0CH;), 37.1 (SCHyCHy), 36.1 (CH,C=0),
28.5 (SCH2CHs) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 581.0 [M+H]*.
HPLC (3): tg = 11.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3096, 2940, 2835, 1684, 1610, 1574, 1553, 1466, 1321, 1277, 1206, 1153,
1109, 922, 837, 727, 677 cm ™.

Schmelzpunkt: 226 °C.

2-((4-0Ox0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-
2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|[d]thiazol-2-yl)acetamid (11g)

s AN Al
| Y H
S N OCHs
o)
OCH;
OCHs

C25H21F3N4O583 (Mr 610.64)

11g wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (101 mg, 0.34 mmol)
und dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23g (116 mg, 0.33 mmol) in DMF (3 mL)
mit TEA (130 L, 0.94 mmol). Bei der Extraktion mit EE fiel ein blassgelber Fest-
stoff aus. Es wurde stattdessen mit DCM extrahiert. Nach Entfernen des Losungsmittels
wurde das Rohprodukt mit EE gewaschen. 2-((4-Oxo0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-3,4,6,7-
tetrahydrothieno[3,2- d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acet-

amid (11g) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 115 mg (0.19 mmol, 57 %).

Aufgrund der schlechten Loéslichkeit konnte kein NMR gemessen werden.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 611.0 [M+H]*.

HPLC (3): tg = 10.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2992, 2943, 1707, 1692, 1599, 1568, 1545, 1505, 1477, 1420, 1321, 1279,
1234, 1157, 1128, 1107, 1084, 997, 760, 824, 716 cm L.

Schmelzpunkt: 287 °C.

2-((3-(3,5-Dimethoxybenzyl)-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno|3,2- d]pyrimidin-2-
yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11h)

o) N CF3
]
N s AL A
S
At
S N
@)
H3CO OCH3;

C25H21F3N4O483 (Mr 594.64)

11h wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (100 mg, 0.34 mmol)
und dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23h (104 mg, 0.31 mmol) in DMF (3 mL)
mit TEA (130 L, 0.94 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromato-
graphie (Gradient EE/PE). Es wurde zusétzlich aus EtOH umkristallisiert. 2-((3-(3,5-
Dimethoxybenzyl)-4-0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2- d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6- (trifluor-
methyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11h) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 87.4 mg (0.15 mmol, 48 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 12.91 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C%, , H),
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792 (d,%J =85 Hz, 1 H, C},,, H), 7.74 (dd, 3J = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H, C%, ,, H),
6.45 (t, *J = 2.2 Hz, 1 H, C4__H), 6.39 (t, *J = 2.1 Hz, 2 H, C¥° H), 5.19 (s, 2 H,
N-CHy), 4.28 (s, 2 H, CH,C=0), 3.74 (s, 6 H, C3/5-OCHj3), 3.27 (t, ®J = 8.5 Hz, 2 H,
SCH2CHs), 3.04 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, SCH,CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 167.5 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.6
(Cen), 1604 (CP,,,), 158.0 (CBy,,), 157.0 (Cpy,y)s 1513 (CRLyp), 1371 (Cp.), 132.0
(CH ), 1245 (d, YJep = 271.7 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 31.8 Hz, CY,,,,), 122.9 (d,
YJor = 4.9 Hz, C},, H), 121.0 (C},,,,H), 119.9 (d, *Jor = 4.6 Hz, C},,,, H), 119.3 (C},,,.),
105.1 (C%° 1), 98.8 (C4,,.H), 55.2 (C3/5-OCH3), 47.0 (N-CHy), 36.9 (SCH,CHy), 35.9

Benz

(CH2C=0), 28.4 (SCHyCH;) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 6V): m/z = 595.0 [M+H]*.
HPLC (3): tg = 10.6 min, 99 %.

IR (ATR): 7 = 3277, 2986, 2837, 1684, 1599, 1545, 1477, 1360, 1321, 1283, 1244, 1206,
1153, 1099, 1082, 843, 764 cm L.

Schmelzpunkt: 143 °C.

2-((4-Ox0-3-(4-(trifluormethyl)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimi-
din-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|[d]thiazol-2-yl)acetamid (11i)

0 N CF3

CF3

Co4H16FgN4O2S5 (M, 602.59)

11i wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (104 mg, 0.35 mmol) und
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dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23i (114 mg, 0.33 mmol) in DMF (4 mL) mit
TEA (140 pL, 1.90 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-S&ulenchromatogra-
phie (30 % EE/PE). 2-((4-Oxo0-3-(4-(trifluormethyl)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d]pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11i) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 155 mg (0.26 mmol, 78 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.92 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jrg = 0.7 Hz, 1 H, C% , H), 7.92 (d, 3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,, H), 7.76-7.72 (m, 3 H,
C3,  H, CY° H), 748 (d,3] = 8.0 Hz, 2 H, C4° H),5.37 (s, 2 H, N-CHy), 4.28 (s, 2 H,

CH,C=0), 3.28 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, SCHyCH>), 3.06 (t, 3J = 8.3 Hz, 2 H, SCH,CH>)

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.3 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.6
(CPyrn), 157.8 (Cp,,), 157.0 (Cy,p), 161.3 (O, 139.7 (Cpe. ), 1319 (Cyy ), 128.2
(d, 2Jop = 31.9 Hz, C4_ ), 127.6 (CHS H), 125.6 (q, 3Jcr = 3.8 Hz, C¥/°_H), 1245
(d, YJep = 272.3 Hz, CY ,,-CFs), 124.1 (d, 'Jop = 272.9 Hz, C},,.-CF3), 123.8 (d,
2Jor = 31.9 Hz, C%,,,), 122.9 (d, 3Jop = 3.2 Hz, C3,,,,H), 121.0 (C},,,,H), 119.9 (d,
3Jor = 3.3 Hz, C%, ,H), 119.5 (C3, ), 46.8 (N-CHaz), 36.9 (SCH2CHa), 36.0 (CHyC=0),

Pyrn
28.4 (SCH2CHj) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 602.9 [M+H]*.
HPLC (3): tg = 11.0 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 2912, 1709, 1670, 1570, 1553, 1543, 1479, 1317, 1283, 1175, 1165, 1134,
1109, 1082, 1067, 1049, 829, 673, 656 cm~_.

Schmelzpunkt: 212 °C.
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2-((4-0Ox0-3-(3-(trifluormethyl)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimi-
din-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11j)

N CFs

CF3

CosH16FsN402S5 (M, 602.59)

11j wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (86.6 mg, 0.29 mmol)
und dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23j (103 mg, 0.30 mmol) in DMF (5 mL)
mit TEA (120 pL, 1.62 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromato-
graphie (30 % EE/PE). Anschlieend wurde aus EE umkristallisiert und mit EtOH ge-
waschen. 2-((4-Oxo-3-(3-(trifluormethyl)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-
2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (11j) wurde nach dem Trock-

nen als farbloser Feststofl erhalten.
Ausbeute: 135 mg (0.22 mmol, 76 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 12.91 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C%, , H),
792 (d,3J =85 Hz, 1 H, C}, ., H), 7.76-7.68 (m, 3 H, C}, ., H, C%.,  H, C},,.H), 7.62

Benz Benz

(t,®J =7.6Hz 1H, Cy,,.H), 753 (d,3] =7.7Hz, 1 H, C§,,_H), 5.36 (s, 2 H, N-CHa),

4.30 (s, 2 H, CH,C=0), 3.28 (t, 3J = 8.3 Hz, 2 H, SCH,CH,), 3.05 (t, 3J = 8.3 Hz, 2 H,
SCH>CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 167.3 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.6
(CPyrn) 1578 (Chypp)s 157.1 (Chypn), 151.3 (CFyy), 136.4 (Che,yy), 132.0 (CFyy ), 130.9
(c$,,..H), 129.8 (C3,,, . H), 129.3 (d, 2Jcr = 31.8 Hz, C3,,,.), 124.5 (d, ' Jop = 272.3 Hz,
C%,.-CFs), 124.5 (d, 3Jep = 3.4 Hz, C},, . H), 124.0 (d, 'Jep = 2729 Hz, Ch,,,.-

CF3), 124.0 (d, 3Jop = 4.2 Hz, C},,,,H), 123.8 (d, 2Jor = 31.2 Hz, C%,,,), 122.9 (d,
3Jor = 4.4 Hz, Cp, , H),121.0 (Cp,,,, H), 119.9 (d, *Jor = 4.3 Hz, C},,,, H), 119.5 (C3,,,.),
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46.8 (N-CHa), 36.9 (SCHyCHs), 36.0 (CHyC=0), 28.4 (SCHoCHz) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 602.9 [M+H]*.
HPLC (3): tgp = 10.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2967, 1682, 1574, 1553, 1472, 1344, 1331, 1321, 1283, 1165, 1157, 1112,
1086, 1074, 916, 837, 829, 797, 700, 673, 660 cm !

Schmelzpunkt: 223 °C.

2-((4-Ox0-3-(4-(trifluormethoxy)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyri-
midin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|[d|thiazol-2-yl)acetamid (11k)

et

OCF;

CosH16FsN4O3S3 (M, 618.59)

11k wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (72.1 mg, 0.25 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 23k (85.0 mg, 0.24 mmol) in DMF (3 mL) mit
TEA (0.1 mL, 1.35 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromatographie
(30 % EE/PE). 2-((4-Ox0-3-(4-(trifluormethoxy)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|
pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (11k) wurde als
blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 105 mg (0.17 mmol, 72%)
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.92 (s, 1 H, NH), 8.49 (dd, *J = 1.2 Hz,

Jry = 0.7Hz, 1 H, C%, ., H), 7.92 (d,3J =85 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.74 (dd, *J = 8.5 Hz,
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4] = 1.9 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.43-7.35 (m, 4 H, C¥ H, C¥° H), 5.29 (s, 2 H, N-CH,),

4.28 (s, 2 H, CH,C=0), 3.27 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, SCH,CH,), 3.04 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H,
SCH>CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.4 (CHyC=0), 161.0 (C%,,,), 160.5
(CPyn), 1578 (Cpyp), 157.0 (Chypn), 1514 (CFyy), 147.7 (Chy,,.), 1344 (Chy.), 132.0
(CTe..),129.0 (CHE H), 1245 (d, LJop = 272.0 Hz, C%, ,, -CFs), 123.8 (d, 2Jop = 31.9 H,
CS ), 123.0 (d, 3Jop = 4.4 Hz, €3, H), 121.3 (C° H), 121.0 (C4,,, H), 120.0 (d,
Yer = 256.4 Hz, C%,,, O-CF3), 119.9 (d, 3Jor = 4.4 Hz, C§,,,H), 119.5 (C3,.,.), 46.6

Pyrn
(N-CHa), 36.9 (SCHoCHs), 36.0 (CHsC=0), 28.4 (SCHa-CHy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 619.0 [M+H]T.
HPLC (3): tg = 11.1 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 2903, 1707, 1672, 1570, 1549,1506, 1481, 1317, 1282, 1265, 1225, 1161,
1132, 1111, 1082, 891, 829, 775, 673 cm L.

Schmelzpunkt: 219 °C.

2-((4-0Ox0-3-(2-(trifluormethoxy)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyri-
midin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|[d|thiazol-2-yl)acetamid (111)

N CFs

CosH16FsN4O3S5 (M, 618.59)

111 wurde erhalten ausgehend von dem Benzothiazol-Linker 28 (103 mg, 0.35 mmol) und
dem Tetrahydrothienopyrimidinon-Derivat 231 (120 mg, 0.33 mmol) in DMF (3.5 mL) mit

TEA (140 pL, 1.01 mmol). Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromatographie
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(30 % EE/PE). 2-((4-Ox0-3-(2-(trifluormethoxy)benzyl)-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]py-
rimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-yl)acetamid (111) wurde als hell-

brauner Feststofl erhalten.
Ausbeute: 177 mg (0.29 mmol, 86%)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.90 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C%, ., H),
7.92 (d,3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,,H), 7.74 (dd, 3J = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H, C},,,, H),
7,51-7.43 (m, 2 H, C},_,.H, C%,, H), 7.42-7.36 (s, 1 H, C%,,.H), 6.99 (d, 3J = 7.2 Hz,

1H, CY,,.H), 531 (s, 2 H, N-CHy), 4.27 (s, 2 H, CH,C=0), 3.29 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H,
SCH,CHs,), 3.08 (t, 3J = 8.4 Hz, 2 H, SCH,CHy) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.3 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 160.6
(CPyrn)s 157.9 (C3,,,), 156.9 (C}Dym), 151.3 (C3¢,,), 146.0 (C%_,.), 132.0 (C%,,), 129.5
(Chen.H), 128.0 (C3,, . H), 1272 (Ck,,..), 127.0 (C%,, H), 124.5 (d, *Jop = 272.0 Hz,
C%, .,-CF3), 123.8 (d, 2Jop = 31.8 Hz, C% ..), 123.0 (d, 3Jcp = 3.2 Hz, C3, , H),
121.0 (Ch,nH), 121.0 (C3,,.H), 120.3 (d, *Jop = 257.5 Hz, C%,, O-CF3), 119.9 (d,

3Jer = 4.0 Hz, C}, ,H), 119.5 (C3,,.,,), 42.1 (N-CHy), 37.0 (SCH,CHy), 35.9 (CH2C=0),
28.5 (SCH2CHz) ppm.

LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/z = 619.0 [M+H]*.
HPLC*: tg = 11.1 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 2978, 1703, 1696, 1574, 1539, 1477, 1418, 1369, 1319, 1275, 1244, 1217,
1167, 1134, 1109, 1082, 893, 822, 762, 718, 669 cm~_.

Schmelzpunkt: 196 °C.
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8.3.1.4. Alternativer Syntheseweg zur Darstellung der Zielverbindungen der

Serie 1

Methyl-3-(3-benzoylthioureido)-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (35)

S
>—NH
NH }-—(: :}
/
(@)
OMe
(0]

C14H14N2 035, (MT 322.40)

Methode A: Benzoylchlorid (34, 150 pL, 1.29 mmol) wurde in eine Losung aus Ammo-
niumthiocyanat (129 mg, 1.69 mmol) in Aceton (5 mL) getropft und das Reaktionsge-
misch auf 75 °C erhitzt. Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21, 165 mg,
1.04 mmol) wurde in Aceton (8 mL) gelost und zu dem heiflen Reaktionsgemisch gegeben.
Es wurde fiir 2 h unter Riickfluss erhitzt und anschliefflend heif3 filtriert. Das Losungsmit-
tel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt aus EtOH umkristallisiert. Methyl-3-(3-
benzoylthioureido)-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (35) wurde als blassgelber Feststoff
erhalten.

Methode B: Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21, 507 mg, 3.18 mmol)
wurde unter Stickstoffatmosphére in abs. Toluol (8 mL) gelost und tropfenweise mit Ben-
zoylisothiocyanat (38, 450 uL, 3.35 mmol) versetzt. Es wurde fiir 4 h bei 130 °C geriihrt
und anschlieflend abkiihlen gelassen. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das
Rohprodukt aus EtOH umbkristallisiert. Methyl-3-(3-benzoylthioureido)-4,5-dihydrothio-

phen-2-carboxylat (35) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute Methode A: 172 mg (0.53 mmol, 53 %).
Ausbeute Methode B: 576 mg (1.79 mmol, 60 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.59 (s, 1 H, 0=C-NH), 9.00 (s, 1 H, S=C-
NH), 7.86-7.83 (m, 2 H, C¥S H), 7.57 (m,, 1 H, C%,,_H), 7.48-7.42 (m, 2 H, C3/° H),
3.87 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, S-CH,CH,), 3.80 (s, 3 H, OCHy), 3.16 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H,
S-CHyCHs) ppm.
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BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 176.7 (C=S), 165.4 (C=0-NH), 163.9
(C=0-OCHj), 144.0 (S-C-C=0), 133.7 (C4,, .H), 131.5 (C},,.), 129.1 (C¥> H), 127.7

Benz

(C%° H), 116.1 (NH-CCH,), 52.5 (OCH3), 38.0 (S-CH,CH,), 29.4 (S-CH,CH,) ppm.

Benz

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 323.0 [M+H] .

HPLC (1): tg = 5.9 min.

2-Thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno(3,2-d]pyrimidin-4(1 H)-on (36)

H
N

Y

NH

CeHgN20S, (M, 186.25)

Methode A: Zu einer heifen Losung aus KOH (84.5 mg, 1.51 mmol) in abs. EtOH
(4 mL) wurde unter Feuchtigkeitsausschluss (CaClp-Rohr) Methyl-3-(3-benzoylthioureido)-
4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (35, 170 mg, 0.53 mmol) gegeben und das Reaktionsge-
misch fiir 2 h bei 100 °C unter Riickfluss erhitzt. Das Salz wurde abfiltriert, mit EtOH
gewaschen und in deion. Wasser aufgenommen. Es wurden 1.5 mlL konz. HCI zugegeben
und fiir 30 min bei RT geriihrt. Das Produkt wurde abfiltriert und i. Vak. getrocknet. 2-
Thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H )-on (36) wurde als gelber Feststoff
erhalten.

Methode B: Zu einer heifilen Losung aus KOH (407 mg, 7.25 mmol) in abs. EtOH (20 mL)
wurde unter Feuchtigkeitsausschluss (CaCly-Rohr) 35 (1.15 g, 6.16 mmol) gegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 4 h bei 105 °C unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen der Reaktion
wurde deion. Wasser (15 mL) zugegeben und mit konz. HCI neutralisiert. Das ausgefallene
Produkt wurde abfiltriert und i. Vak. getrocknet. 2-Thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-
d|pyrimidin-4(1H)-on (36) wurde als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute Methode A: 20.0 mg (0.11 mmol, 20 %).
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Ausbeute Methode B: 531 mg (2.85 mmol, 80 %).

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.84 (s, 1 H, Np,, H), 12.49 (s, 1 H,

N?I’;ymH), 3.33 (m,, 2 H, S-CH,CH,), 3.15 (t, 3J = 8.2 Hz, 2 H, S-CH,CH;) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 173.6 (C3,,,,

114.7 (Cﬁ,ym), 34.3 (S-CH3CH,), 28.8 (S-CHoCHy) ppm.

), 157.0 (C%

Pyrn)? 150.1 (C?Dyrn)7

LC-MS (ESI-MS, 70 V): m/z = 370.9 [2M-Hy+H]™, 187.0 [M+H] ™.

HPLC (1): tgp = 2.8 min.

N-(6-Methylbenzo[d]thiazol-2-yl)-2-((4-0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyri-
midin-2-yl)thio)acetamid (37)

o) N’Q’CHE}
|
| NYS\)kH/kS
NH

O

Cl6H14N40283 (Mr 390.49)

Zu einer Losung aus Kaliumcarbonat (70.0 mg, 0.51 mmol) in DMF (3 mL) wurde 2-
Thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1 H)-on (36, 93.3 mg, 0.50 mmol) bei
RT gegeben. Es wurde fiir 10 min geriihrt und anschlieBend der Benzothiazol-Linker 26
(121 mg, 0.50 mmol) in DMF (2 mL) langsam zugetropft. Es wurde 1 h bei RT geriihrt.
Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde mit deion Wasser (20 mL)
versetzt und dreimal mit EE (je 50 mL) extrahiert. Aus der wéssr. Phase ist ein farbloser
Feststoff ausgefallen, der abfiltriert und i. Vak. getrocknet wurde. Die org. Phase wurde
iiber Natriumsulfat getrocknet und sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Gra-

dient EE/PE).

Ausbeute: 118 mg (0.30 mmol, 60 %).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.96 (bs, 1 H, N;*DWH), 12.60 (bs, 1 H,
O=C-NH), 7.76 (bs, 1 H, C%, .. H), 7.63 (d,3J = 8.2 Hz, 1 H, C}, , H), 7.25 (dd, 3J =
8.3 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, C%,_,, H), 4.20 (s, 2 H, CH,C=0), 3.23 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H,

S-CH>CHs), 3.05 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, S-CH2CH,), 2.40 (s, 3 H, CH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.2 (CHo-C=0), 157.0 (C},,,), 146.5

(C¥,n), 1331 (CRpp), 1316 (CRyH), 120.3 (Chyp), 369 (S-CHyCHa), 34.1 (CHa-

C=0), 28.0 (S-CH2CHy), 21.0 (CH3) ppm.
LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/> = 390.9 [M-+H]*.

HPLC (1): tg = 5.8 min.
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8.3.2. Serie 2
8.3.2.1. Synthese der 2-Thioxo-dihydochinazolinon-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift

Eine Mischung aus Anthranilsdure (42) und dem entsprechenden Isothiocyanat wurde
unter Wasserausschluss (CaCla-Rohr) in abs. EtOH gel6st und mit TEA versetzt. Das Re-
aktionsgemisch wurde fiir 2 h unter Riickfluss erhitzt und anschliefend heif filtriert. Die

Mutterlauge wurde i. Vak. eingeengt und das Rohprodukt aus EtOH umkristallisiert.

3-Phenyl-2-thioxo-2,3-dihydrochinazolin-4(1H)-on (41a)

C14H1oN20S (M, 254.31)

107 wurde erhalten ausgehend von Anthranilsédure (42, 686 mg, 5.00 mmol) mit Phenyliso-
thiocyanat (22a, 600 pL, 5.02 mmol) und TEA (760 L, 5.48 mmol) in abs. EtOH (15 mL).
3-Phenyl-2-thioxo-2,3-dihydrochinazolin-4(1H)-on (41a) wurde als farbloser Feststoff er-
halten.

Ausbeute: 1.17 g (4.59 mmol, 92 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.03 (s, 1 H, NH), 7.95 (dd, 3J = 8.0 Hz,
4] = 1.2 Hz, 1 H, C%,,;, H), 7.78 (m,, 1 H, C%,, H), 7.51-7.40 (m, 4 H, C3,,, H, CS H,

Chyo H), 7.34 (4,3 = 7.6 Hz, 1 H, C&,, H), 7.29-7.26 (m, 2 H, C> H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 176.1 (CZ,,,,,), 159.8 (C&.n), 139.6 (CE4.),
139.3 (Chyen), 135.6 (CLy,nH), 129.0 (C¥2 H), 128.9 (CHS H), 128.1 (Cy,,,H), 127.4
(€2, H), 124.3 (C§,. H), 116.2 (C& . ), 115.7 (C&,, H) ppm.
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LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 254.9 [M+H] .

HPLC (1): tg = 3.8 min.

3-Benzyl-2-thioxo-2,3-dihydrochinazolin-4(1 H)-on (41b)

C15H1oN508 (M, 268.33)

108 wurde erhalten ausgehend von Anthranilsdure (42, 688 mg, 5.02 mmol) mit Benzy-
lisothiocyanat (22b, 670 ulL, 5.05 mmol) und TEA (760 pL, 5.48 mmol) in abs. EtOH
(15 mL). 3-Benzyl-2-thioxo-2,3-dihydrochinazolin-4(1H )-on (41b) wurde als farbloser Fest-
stoff erhalten.

Ausbeute: 1.25 g (4.67 mmol, 93 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.06 (s, 1 H, NH), 7.95 (dd, 3. = 8.0 Hz,
4] =15 Hz, 1 H, C3,;, H), 7.78 (ddd, 3J = 8.3 Hz, 3J = 7.2 Hz, 1 H, 4J = 1.5 Hz,
1 H, %, H), 742 (d,3J = 8.1 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.36-7.19 (m, 6 H, C&,. H, C4S H,
L H,C¥° H), 567 (s, 2 H, CH,) ppm.

Benz Benz

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 175.5 (CZ,,,,), 159.4 (C&,,..), 139.1 (C34. ),
136.6 (CL,,.), 135.6 (CL,. H), 128.2 (C¥/5 ), 127.3 (C5,. H), 127.1 (C2° H), 126.9

Benz Benz

(ChonH), 124.6 (CL,,,H), 115.7 (C2a. ), 115.4 (CE,,,,,H) 48.8 (CHy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 268.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 7.1 min.
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8.3.2.2. Synthese der Zielverbindungen der Serie 2

N-(6-Methylbenzo|d]|thiazol-2-
y1)-2-((4-0x0-3-phenyl-3,4-dihydrochinazolin-2-yl)thio)acetamid (12a)

oxcd foen

CosH1sN405S5 (M, 458.55)

109 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiatol-Linker
26 (126 mg, 0.52 mmol) und das Chinazolin-Derivat 41la (132 mg, 0.52 mmol) wurden
zusammen mit TEA (208 pL, 1.50 mmol) in abs. DMF (5 mL) erhitzt. Beim Quenchen mit

deion. Wasser fiel ein farbloser Feststoff aus, der abfiltriert und i. Vak. getrocknet wurde.
Ausbeute: 208 mg (0.45 mmol, 87 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dgs, 300 K): 6 = 12.36 (s, 1 H, NH), 8.06 (dd, 3J = 8.2 Hz,
4J =15 Hz, 1 H, C},,, H), 7.79-7.73 (m, 2 H, C},;,,,H, C§,,,H), 7.66 (d, 3J = 8.2 Hz,
1H, CY,, H), 7.62-7.59 (m, 3 H, C,. H, C¥° H), 7.54-7.50 (m, 2 H, C¥’ H), 7.46-
741 (m, 2 H, C¢,, H, C%,. H), 7.25 (dd, 3J = 8.2 Hz, *J = 1.7 Hz, 1 H, C%,,,, H), 4.21
(s, 2 H, CH,C=0), 2.40 (s, 3 H, CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.3 (CH,C=0), 160.5 (CZ,,;,), 157.1
(C%,.1), 156.6 (CZ;,,), 147.0 (C82. ), 146.5 (C34,1,), 135.7 (Chyen), 134.9 (CZL,.. H), 133.0
(CS, ), 131.6 (CT2,,), 130.0 (C4,., H), 129.6 (C° H), 129.4 (CHS H), 127.4 (C3,,, H),
126.6 (C2,;,H), 126.1 (C,. H), 125.7 (CE,,,,H), 121.3 (CF,,,H), 120.2 (C},,,,H), 119.5
(Cia.), 36.0 (CH,C=0), 20.9 (CH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 459.0 [M+H] .

HPLC (3): tgp = 10.2 min, 100 %.
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IR (ATR): 7 = 3491, 3059, 2982, 2914, 1684, 1663, 1574, 1551, 1472, 1319, 1306, 1261,
1209, 1150, 969, 808, 772, 756, 692 cm !

Schmelzpunkt: 143 °C.

N-(6-Trifluormethylbenzo[d]thiazol-2-yl)-2-((4-oxo-3-phenyl-3,4-dihydrochin-

oxcd oo

C24H15F3N40282 (Mr 512.53)

azolin-2-yl)thio)acetamid (13a)

110 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (275 mg, 0.93 mmol) und das Chinazolin-Derivat 41a (228 mg, 0.90 mmol) wurden
zusammen mit TEA (370 pL, 2.67 mmol) in abs. DMF (9 mL) erhitzt. Das Rohpro-
dukt wurde aus EtOH umkristallisiert. N-(6-Trifluormethylbenzo|d]thiazol-2-yl)-2-((4-oxo-
3-phenyl-3,4-dihydrochinazolin-2-yl)thio)acetamid (13a) wurde als farbloser Feststoff er-
halten.

Ausbeute: 405 mg (0.79 mmol, 88 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.00 (s, 1 H, NH), 8.48 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jrg =0.7Hz, 1 H, CYy, , H), 8.06 (m., 1 H, C2,, H),7.96 (d,3J =84 Hz, 1 H,C%, , H),
778772 (m, 2 H, CF,, H, C3,  H), 7.64-7.59 (m, 3 H, C4, H, C¥° H), 7.557.51 (m
2 H, C¥° H), 7.46-7.40 (m, 2 H, CS,. H, C%, H), 4.25 (s, 2 H, CH,C=0) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 168.0 (CH,C=0), 161.2 (C%,,,), 160.6
(Clhin)s 156.6 (C2p.), 1614 (C38,,), 147.0 (C&2.), 135.7 (Chpen), 1349 (CLp:H),
132.0 (C72,,), 130.1 (C4,. H), 129.6 (C¥/° H), 129.4 (CS H), 126.6 (CZ,,, H), 126.1
(C¢inH), 125.7 (CE,. H), 124.6 (d, 'Jop = 271.8 Hz, CF3), 123.7 (d, 2Jop = 31.9 Hz,
C% ), 123.0 (d, 3Jep = 3.7 Hz, C},,,H), 121.0 (C},,,H), 119.9 (d, 3Jop = 4.1 Hz,
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CL.nH), 1195 (C&.), 36.1 (CH,C=0) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 513.0 [M+H]*.
HPLC (1): tg = 5.7 min, 98 %.

IR (ATR): # = 3457, 2980, 2913, 1667, 1607, 1572, 1545, 1470, 1317, 1298, 1279, 1263,
1240, 1157, 1111, 1084, 972, 881, 825, 772, 762, 696, 692, 675 cm~!

Schmelzpunkt: 142 °C.

N-(6-Methylbenzo[d]thiazol-2-yl)-2-((4-ox0-3-benzyl-3,4-dihydrochinazolin-2-

ot

C25H20N40282 (Mr 472.58)

yl)thio)acetamid (12b)

111 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
26 (127 mg, 0.53 mmol) und das Chinazolin-Derivat 41b (134 mg, 0.50 mmol) wurden
zusammen mit TEA (208 L, 1.50 mmol) in abs. DMF (5 mL) erhitzt. Beim Quenchen
mit deion. Wasser fiel ein hellbrauner Feststoff aus, der abfiltriert und i. Vak. getrocknet

wurde.
Ausbeute: 223 mg (0.47 mmol, 94 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.70 (s, 1 H, NH), 8.08 (dd, 3J = 7.9 Hz,

4J =09 Hz, 1 H, C3,,, H), 7.75-7.70 (m, 2 H, C7,,,,, H, C%,,,H), 7.66 (d, 3J = 8.1 Hz,
3/5 2/6

1H, Chyp H), 7.45-7.23 (m, 8 H, Chy ., H, CYp. H, CYp H, Cy H, CYy H, C 0 H),

5.53 (s, 2 H, N-CH,), 4.32 (s, 2 H, CH,C=0), 2.38 (s, 3 H, CH3) ppm.
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.1 (CH,C=0), 160.7 (CZ,..), 157.1
(C% )5 156.2 (CZ,.), 146.6 (C82 . ), 146.5 (C32,,), 135.5 (Ch,,.,), 134.9 (CZ,. H), 133.0
(CS, ), 131.6 (CTe ), 128.6 (C2° W), 127.5 (C3, . H), 127.4 (C4., .H), 126.9 (CZ° ),

Benz Benz

126.6 (C2,,;,H), 126.2 (CS,,,H), 125.6 (C,,,H), 121.3 (CF,,,H), 120.2 (C},,,H), 118.7
(Cia. ), 35.9 (CH,C=0), 20.9 (CH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 473.0 [M+H]*.
HPLC (3): t = 10.6 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3310, 1672, 1609, 1551, 1472, 1456, 1437, 1352, 1335, 1315, 1254, 1163,
1153, 962, 812, 770, 716, 694, 637 cm ™!

Schmelzpunkt: 209 °C.

N-(6-Trifluormethylbenzo[d]thiazol-2-yl)-2-((4-ox0-3-benzyl-3,4-dihydrochin-

e

CosH17F3N4 025, (M, 526.55)

azolin-2-yl)thio)acetamid (13b)

112 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker 28
(127 mg, 0.43 mmol) und das Chinazolin-Derivat 41b (112 mg, 0.42 mmol) wurden zusam-
men mit TEA (0.2 mL, 1.44 mmol) in abs. DMF (4 mL) erhitzt. Die Aufreinigung erfolgte
mittels Flash-Saulenchromatographie (30 % EE/PE). N-(6-Trifluormethylbenzo|d|thiazol-
2-y1)-2-((4-ox0-3-benzyl-3,4-dihydrochinazolin-2-yl)thio)acetamid (13b) wurde als farblo-

ser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 193 mg (0.37 mmol, 83 %).
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.05 (s, 1 H, NH), 8.48 (bs, CL, ,, H), 8.08
(dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 1.2 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.95 (d, 3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.76-
7.69 (m, 2 H, CL,, H, C% . H), 7.45-7.39 (m, 1 H, C&,. H), 7.39-7.28 (m, 6 H, CS H

Benz
Ch. H,CY5 H, C3, H), 536 (s, 2 H N-CHy), 4.25 (s, 2 H, CH,C=0) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 167.9 (CH,C=0), 161.2 (C%,,,), 160.8
(Clpin)s 156.2 (CZpin)s 151.4 (C32,,), 146.6 (CE4 . ), 135.5 (Ch,,.,), 135.0 (CL,,;,, H), 132.0
(CHaap), 128.6 (Cp0 H), 1275 (C, H), 126.9 (CH5, H), 126.7 (C3y,,, H), 126.2 (CF,, H),
125.6 (C&,,;,H), 1245 (d, ' Jop = 271.9 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 32.0 Hz, C%, ,,), 123.0
(d, 3Jor = 3.9 Hz, C},,,,H), 121.1 (C},,,,H), 119.9 (d, 3Jcp = 4.5 Hz, C},,,H), 118.7

(Cia.), 47.1 (N-CHy), 35.9 (CH,C=0) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 527.0 [M+H]*.
HPLC (3): tg = 11.3 min, 99 %.

IR (ATR): 7 = 3321, 1680, 1670, 1608, 1578, 1549, 1537, 1472, 1329, 1283, 1265, 1246,
1163, 1146, 1121, 1086, 962, 893, 827, 772, 714, 692, 637 cm~!

Schmelzpunkt: 192 °C.
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8.3.3. Serie 3
8.3.3.1. Synthese der alkylsubstituierten IWP-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift

Methyl-3-amino-4,5-dihydrothiophen-2-carboxylat (21) und die entsprechenden alipha-
tischen Isothiocyanate wurden zusammen mit Kalium-tert-butanolat in DMF und tert-
Butanol gelost. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 4 h bei 160 °C unter Riickfluss erhitzt.
Nach Abkiihlen der Reaktion wurde mit deion. Wasser gequencht, mit 1 N HCI neutralisiert
und das ausgefallene Produkt abfiltriert. Das Rohprodukt wurde aus EtOH umkristalli-

siert.

3-Methyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-4(1H)-on (44a)

C7HsN,0S, (M, 200.27)

44a wurde erhalten ausgehend von 21 (166 mg, 1.04 mmol), Methylisothiocyanat (43a,
86.0 mg, 1.18 mmol) und Kalium-tert-butanolat (191 mg, 1.70 mmol) in DMF (8.5 mL)
und tert-Butanol (2.5 mL). 3-Methyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno|3,2-d]pyrimidin-4
(1H)-on (44a) wurde als brauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 73.2 mg (0.37 mmol, 35 %).

IH-NMR. (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.33 (s, 1 H, NH), 3.53 (s, 3 H, CHs),
3.37-3.31 (m, 2 H, SCH,CH>), 3.22-3.16 (m, 2 H, SCH>CH,) ppm.

C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 175.4 (Cp,,,.,), 156.7 (Cp,,,,), 148.8 (C},
113.6 (Cp,,,), 34.5 (SCH,CHy), 33.4 (CH3), 28.8 (SCH2CHz) ppm.

yrn)’

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 399.1 [2M-Hy+H]*.
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HPLC (2): tg = 4.4 min.

3-Ethyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]|pyrimidin-4(1H)-on (44b)

CsH1gN20S (M, 214.30)

44b wurde erhalten ausgehend von 21 (160 mg, 1.00 mmol), Ethylisothiocyanat (43b,
103 uL, 1.17 mmol) und Kalium-tert-butanolat (192 mg, 1.71 mmol) in DMF (8.5 mL) und
tert-Butanol (2.5 mL). 3-Ethyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno|3,2-d]pyrimidin-4(1H )-on

(44b) wurde als brauner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 70.5 mg (0.33 mmol, 33 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.09 (s, 1 H, NH), 4.32 (q, *J = 8.6 Hz,
2 H, CH,-CH3), 3.36-3.30 (m, 2 H, SCHyCH>), 3.20-3.14 (m, 2 H, SCH>CH,), 1.16 (4,
3J = 8.6 Hz, 3 H, CH,CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 173.6 (C3,,,.,), 156.3 (Cb,,,,), 148.9 (C},
114.0 (C},,,), 41.1 (CH,CH3), 34.4 (SCH2CHy), 28.8 (SCHoCHy), 11.5 (CHz) ppm.

yrn)?

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 427.1 [2M-Hy+H] ™.

HPLC (2): tg = 7.7 min.
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3-Isopropyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-4(1H)-on (44c)

CoH12N,08, (M, 228.33)

44c wurde erhalten ausgehend von 21 (242 mg, 1.52 mmol), Isopropylisothiocyanat (43c,
190 pL, 1.78 mmol) und Kalium-tert-butanolat (282 mg, 2.51 mmol) in DMF (12.5 mL)
und tert-Butanol (3.5 mL). 3-Isopropyl-2-thioxo-2,3,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-
4(1H)-on (44c) wurde als brauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 144 mg (0.63 mmol, 41 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.02 (s, 1 H, NH), 5.94 (qt., 3J = 6.9 Hz,
1 H, CH(CH3)3), 3.33-3.28 (m, 2 H, SCHyCHs>), 3.18-3.12 (m, 2 H, SCH,CH,), 1.16 (d,
3J = 6.9 Hz, 6 H, CH(CH3)3) ppm.

C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 174.8 (C3,,,.,), 157.0 (Cp,,,.), 148.2 (CP, ),
115.3 (C},,,), 53.0 (CH(CHs)z), 34.3 (SCH2CHy), 28.7 (SCH2CHz), 18.3 (CH(CHs)s)

ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 455.2 [2M-Hy+H] ™.

HPLC (2): tg = 8.6 min.
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8.3.3.2. Synthese der Zielverbindungen der Serie 3

2-((3-Methyl-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (14a)

N CF3
I

SeNan

Cl7H13F3N4OQSg (Mr 458.49)

14a wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (81.0 mg, 0.27 mmol) und 44a (49.2 mg, 0.25 mmol) wurden zusammen mit TEA
(0.1 mL, 0.72 mmol) in abs. DMF (3 mL) erhitzt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (Gradient EE/PE). Es wurde zuséitzlich aus EtOH/Wasser um-
kristallisiert. 2-((3-Methyl-4-ox0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (14a) wurde als hellbrauner Feststoff erhal-

ten.
Ausbeute: 63.6 mg (0.14 mmol, 56 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.91 (s, 1 H, NH), 8.48 (bs, C%§, ., H), 7.92
(d,3J =85 Hz, 1 H, C},,,H), 7.74 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 1.4 Hz, 1 H, C%,,, H), 4.31
(s, 2 H, CH,C=0), 3.45 (s, 3 H, CH3), 3.23 (t, 3J = 8.5 Hz, 2 H, SCHyCH,), 3.00 (t,
3J = 8.5 Hz, 2 H, SCH,CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.6 (CH,C=0), 161.0 (C%,,,), 159.9
(CPyrn)» 158.0 (Chypn), 156.9 (Chy,,,), 1513 (CLyy), 132.0 (Chhyy), 1245 (d, Yor =
271.7 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.7 Hz, C%,,,), 122.9 (d, 3Jor = 3.2 Hz, C3,,,,H),
121.0 (Cp,,H), 119.9 (d, *Jor = 4.0 Hz, C},,,, H), 118.8 (C,,,.), 36.9 (SCH,CHy), 35.7
(CH,C=0), 30.3 (CH3), 28.3 (SCHyCH,) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 459.1 [M+H]*.
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HPLC (2): tg = 6.9 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 3183, 3134, 2978, 1681, 1651, 1537, 1485, 1412, 1315, 1275, 1246, 1161,
1107, 1082, 1051, 984, 885, 825, 758, 719, 677 cm ™!

Schmelzpunkt: 136 °C.

2-((3-Ethyl-4-0x0-3,4,6,7-tetrahydrothieno|3,2-d]pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-
fluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (14b)

S
(t[’g/

C18H15F3N40283 (Mr 472.52)

14b wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (86.0 mg, 0.29 mmol) und 44b (55.1 mg, 0.26 mmol) wurden zusammen mit TEA
(120 pL, 0.87 mmol) in abs. DMF (3 mL) erhitzt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (40 % EE/PE). Es wurde zusétzlich aus EtOH/Wasser umkristalli-
siert. 2-((3-Ethyl-4-oxo0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluor-
methyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (14b) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 98.0 mg (0.21 mmol, 81 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.93 (s, 1 H, NH), 8.48 (dd, *J = 1.2 Hz,
Jrg = 0.6 Hz, 1 H, C%, . H), 7.93 (d,3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.74 (dd, 3J = 8.5 Hz,
47 =19Hz 1H,C% ,, H), 431 (5,2 H, CH2C=0), 4.03 (q, *J = 7.1 Hz, 2 H, CH,CH3),
3.23 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, SCHyCH,), 2.99 (t, 3J = 8.6 Hz, 2 H, SCH,CHs), 1.26 (t,
3J = 7.1 Hz, 3 H, CH,CH3) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 167.6 (CH2C=0), 161.1 (C%,,,), 160.1
(CPyrn)s 1571 (Cp,p)s 1565 (Chyy), 151.3 (CHlyr), 132.0 (CRlyy), 1245 (d, Yor =
271.8 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 31.8 Hz, C%, ,,), 123.0 (d, 3Jor = 3.3 Hz, C3, ,, H),
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121.0 (Cg,pH), 119.9 (d, *Jor = 4.3 Hz, C},,H), 119.3 (C3,,.,), 39.7 (CH2CH3), 36.9

(SCHQCHQ), 35.7 (CHQC:O), 28.3 (SCHQCHQ), 12.6 (CHQCH3) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 473.1 [M+H]*.
HPLC (3): tg = 11.7 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 3196, 2972, 1651, 1537, 1481, 1413, 1317, 1278, 1244, 1165, 1111, 1051,
980, 879, 814, 762, 719, 677 cm ™!

Schmelzpunkt: 132 °C.

2-((3-Isopropyl-4-oxo0-3,4,6,7-tetrahydrothieno[3,2-d]pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-
(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (14c)

e

CHs
C19H17F3N40485 (M, 486.55)

14c wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (83.0 mg, 0.28 mmol) und 44c (61.0 mg, 0.27 mmol) wurden zusammen mit TEA (0.1
mL, 0.72 mmol) in abs. DMF (3.5 mL) erhitzt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-
Séulenchromatographie (30 % EE/PE). Es wurde zusétzlich aus EtOH/Wasser umkristal-
lisiert. 2-((3-Isopropyl-4-oxo-3,4,6,7-tetrahydrothieno|3,2-d|pyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-

fluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (14c) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 77.4 mg (0.16 mmol, 60 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.91 (s, 1 H, NH), 8.48 (dd, *J = 1.3 Hz,
Jrg = 0.6 Hz, 1 H,C%, . H),7.93 (d,3J =85Hz, 1H,C% , H), 7.74 (dd, 3J = 8.5 Hz,
4] =15Hz 1 H, C%,,, H), 456 (bs, 1 H, CH(CHj3)3), 4.26 (s, 2 H, CH>C=0), 3.20 (t,
3J = 8.6 Hz, 2 H, SCHyCHy), 2.94 (t, 3J = 8.4 Hz, 2 H, SCH,CHy), 1.54 (d, 3J = 6.7 Hz,
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6 H, CH(CH3)2) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.7 (CH,C=0), 161.1 (C%,,,), 159.2
(CPyrn), 1574 (Cpypn), 157.2 (Cpy,y), 1513 (O, 132.0 (CFhyy), 1245 (d, Mor =
272.3 Hz, CF3), 123.7 (d, ?Jop = 31.8 Hz, C%, ,,), 122.9 (d, 3Jor = 3.8 Hz, C3, , H),
121.0 (C},,, H), 121.0 (C},,,.), 1199 (d, *Jor = 3.8 Hz, CF,,,,H), 53.8 (CH(CH3)2), 36.5
(SCH,CH3), 36.2 (CHyC=0), 28.2 (SCH2CHy), 18.8 (CH(CH3)2) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 487.0 [M+H]*.
HPLC (3): tz = 10.3 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 2976, 2941, 1697, 1680, 1570, 1537, 1487, 1449, 1414, 1317, 1275, 1246,
1161, 1115, 1082, 1051, 982, 883, 826, 764, 719, 671, 646 cm~_.

Schmelzpunkt: 133 °C.
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8.3.4. Serie 4

8.3.4.1. Synthese des Benzylchlorids 60e

2,3-Dimethoxybenzylchlorid (60e)

Cl

OCHs

OCHs

CoHi1Cl0, (M, 186.63)

Zu einer Losung aus 2,3-Dimethoxybenzylalkohol (29b, 1.22 g, 7.25 mmol) in Diethylether
(24 mL) wurden Thionylchlorid (1.1 mL, 15.1 mmol) langsam zugetropft. Das Reaktions-
gemisch wurde fiir 3 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde mit deion. Wasser (30 mL)
gequencht, dreimal mit EE extrahiert und tiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungs-
mittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-Sdulenchromatographie
aufgereinigt (Gradient EE/PE). 2,3-Dimethoxybenzylchlorid (60e) wurde als blassgelbes
Ol erhalten.

Ausbeute: 228 mg (1.22 mmol, 17 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 7.06-6.99 (m, 3 H, C5, H, C4 .H, C5,.H),
4.71 (bs, 2 H, CHy), 3.81 (s, 6 H, CH3) ppm.

BBC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 152.4 (C3,.), 147.1 (C3,), 131.1 (C},.), 124.2
(C3,H), 122.2 (C§,H), 113.6 (C4,H), 60.6 (C2-OCHs3), 55.8 (C3-OCH3;), 41.4 (CHs) ppm.

HR-MS (EI): m/z = ber.: 186.04476 [M]", gef.: 186.05532.

HPLC (2): tg = 7.1 min.
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8.3.4.2. Synthese der Phenylpyrimidinon-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift

Ein i. Vak. ausgeheiztes Molekularsieb (4 A) wurde zusammen mit 4(3H)-Pyrimidinon
(45), der entsprechenden Phenylboronsiure und einem Kupferkatalysator vorgelegt. Die
Feststoffe wurden in DMSO gel6st und mit Pyridin versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
auf 90 °C erhitzt und iiber ein R6hrchen wurde Druckluft eingeleitet. Es wurde fiir mind.
4 h bei laufender Druckluft und 90 °C geriihrt, anschlieend abkiihlen gelassen und abfil-
triert. Das Filtrat wurde in deion. Wasser aufgenommen und dreimal mit EE extrahiert.
Die verein. org. Phasen wurden je dreimal mit deion. Wasser und gesatt. Natriumchlorid-
Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Wenn nétig wurde das Rohprodukt mittels Flash-S&ulenchromatographie weiter aufgerei-

nigt.

3-Phenylpyrimidin-4(3H)-on (49a)

C10HgN20 (M, 172.19)

49a wurde erhalten ausgehend von 4(3H )-Pyrimidinon (45, 193 mg, 2.01 mmol), Phenyl-
boronséure (46a, 487 mg, 3.99 mmol), Kupfer(II)-acetat (72.0 mg, 0.40 mmol) und Pyridin
(330 pL, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung
verwendet. 3-Phenylpyrimidin-4(3H)-on (49a) wurde als hellbrauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 260 mg (1.51 mmol, 76 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 8.44 (bs, 1 H, C%DWH), 7.99 (dd,3J = 6.7 Hz,

4] =0.5Hz, 1 H, C?DWH), 7.59-7.45 (m, 5 H, CppenH), 6.52 (dd, 3J = 6.7 Hz, 5J = 1.0 Hz,

1H, C‘j%,ymH) ppm.

¥ C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 159.8 (Cp,,,,), 153.5 (Cp,,.,,H), 152.0 (C3,,. . H),
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137.1 (Chpen)s 129.2 (CHy H), 128.9 (Ch,., H), 127.1 (C3y, H), 115.6 (C3,,,H) ppm.
LC-MS (ESL-MS, 70 eV): m/z = 172.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 3.2 min.

3-(2,5-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49b)

| N\j OCHg
N

O

OCHs
C1oH15No O3 (M, 232.24)

49b wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 200 mg, 2.08 mmol), 2,5-Di-
methoxyphenylboronséure (46b, 735 mg, 4.04 mmol), Kupferbromid (77.0 mg, 0.54 mmol)
und Pyridin (330 L, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchro-
matographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2,5-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on
(49b) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 202 mg (0.87 mmol, 42 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 8.30 (dd, *J = 0.6 Hz, °J = 0.9, 1 H,
ChynH), 7.96 (dd, ®J = 6.7 Hz, *J = 0.6 Hz, 1 H, C},,, H), 7.19-7.15 (m, 1 H, C%,,, H),
7.09-7.05 (m, 2 H, C},,., H, Chp, H), 6.49 (dd, *J = 6.7 Hz, °J = 1.0 Hz, 1 H, C%,,. . H)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 159.5 (C;lpym), 153.5 (CP,,,H), 153.0
(C%,,.,,), 152.8 (q%,ymH), 148.2 (C%,,.,.), 126.0 (Cky.), 115.70 (C;ZWH), 115.66 (C3,.,, H),
114.8 (C4,,.,H), 113.5 (C%, . H), 56.3 (C%,,-OCH3), 55.7 (C%,,,,-OCHs) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 232.8 [M+H] .

HPLC (2): tg = 4.4 min.
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3-(2,4-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49c)

| N\j OCHs
N

o
OCHs;

C12H19N303 (M, 232.24)

49c wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 206 mg, 2.14 mmol), 2,4-Dime-
thoxyphenylboronséure (46¢, 732 mg, 4.02 mmol), Kupfer(I)-bromid (65.0 mg, 0.45 mmol)
und Pyridin (330 pL, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchro-
matographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2,4-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3H )-on

(49c¢) wurde als hellbrauner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 102 mg (0.44 mmol, 21 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 8.25 (bs, 1 H, C3,,,, H), 7.95 (dd, *J = 6.7 Hz,
4J =04 Hz, 1 H, C},,, H), 7.27 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, C%,,, H), 6.76 (d, *J = 2.9 Hz,
1H,C%,,,H), 664 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 2.6 Hz, 1 H, C%,,_, H), 6.46 (dd, *J = 6.7 Hz,

J =10 Hz, 1 H, C},,, H), 3.83 (s, 3 H, C'-OCH3), 3.76 (s, 3 H, C*>-OCH3) ppm.

1BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 161.7 (C'},,.,.), ), 155.6 (Chpen),
153.9 (C},,,H), 153.8 (C3,,, H), 130.0 (C},, H), 119.1 (C}Jhm), 116.1 (Cp,,, H), 105.6
(C%,,.,H), 99.8 (C3, .. H), 55.5 (C2-OCH3), 55.1 (C*-OCH3) ppm.

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 233.09207 [M+H] ", gef.: 233.09200.

HPLC (2): tg = 4.4 min.
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3-(3,5-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49d)

)

N OCH3
@)

OCHs
C1oH15No O3 (M, 232.24)

49d wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 193 mg, 2.01 mmol), 3,5-Dime-
thoxyphenylboronséure (46d, 727 mg, 3.99 mmol), Kupfer(I)-bromid (60.0 mg, 0.42 mmol)
und Pyridin (330 L, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde siulenchro-
matographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(3,5-Dimethoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on
(49d) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 381 mg (1.64 mmol, 82 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 8.41 (bs, 1 H, C},,, . H), 7.98 (dd, *J = 6.7 Hz,
4] =05 Hz, 1 H, C$,, H), 6.67 (d, *J = 2.2 Hz, 2 H, Cylp H), 6.64 (t, *J = 2.2 Hy,

1 H, Chy,, H), 6.50 (dd, ®J = 6.7 Hz,°J = 1.0 Hz, 1 H, C},,, H), 3.78 (s, 6 H, OCH3) ppm.

I3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 161.1 (C]?;f’en) 160.1 (Cp,,,), 153.9 (CP,,, H),
1524 (Cp,,,H), 139.2 (Cpy,,), 1162 (Cp,,, H), 106.1 (CHE H), 101.3 (C,,,H), 56.1

(OCH3) ppm.

hen

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 233.09207 [M+H]", gef.: 233.09200.

HPLC (2): tg = 4.7 min.

187



KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

3-(2-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49¢)

| N\j OCHj
N

(0]

C11H1oN3O (M, 202.21)

49e wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 193 mg, 2.01 mmol), 2-Methoxy-
phenylboronsdure (46e, 609 mg, 4.01 mmol), Kupfer(I)-bromid (77.3 mg, 0.54 mmol) und
Pyridin (330 pL, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchroma-
tographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (49e)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 144 mg (0.71 mmol, 35 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 8.31 (s, 1 H, C%,,.,, H), 7.97 (d, *.J = 6.7 Hz,
1 H, C%,,.,H), 7.50 (ddd, *J = 8.3 Hz, *J = 7.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, Cp;,,H), 7.38
(dd, 3J = 7.7 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, C%, H), 7.24 (dd, 3J = 8.4 Hz, *J = 0.9 Hz, 1 H,

ChpenH), 649 (dd, *J = 6.7 Hz, °J = 0.9 Hz, 1 H, C%,,, H), 3.77 (s, 3 H, OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 159.6 (C,,,,), 154.2 (C}y,,), 153.6 (C},,, H),
153.0 (Cp,,,H), 130.9 (Cp,, H), 129.0 (CP,, H), 125.6 (Chy,,), 120.6 (Cpy,, H), 115.7

(C]ré:’yrnH)’ 112.6 (CPhen ) 95.9 (OCH?)) ppm.

hen

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 203.1 [M+H] .

HPLC (2): tg = 4.0 min.
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3-(4-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49f)

C11H10N20 (M, 202.21)

49f wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 201 mg, 2.09 mmol), 4-Methoxy-
phenylboronsaure (46f, 614 mg, 4.04 mmol), Kupfer(I)-bromid (83.9 mg, 0.58 mmol) und
Pyridin (330 pL, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchroma-
tographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(4-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (49f)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 308 mg (1.52 mmol, 73 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 8.40 (s, 1 H, C%,,, H), 7.97 (d, *.J = 6.7 Hz,
1 H, C¢ 2/6

GyrnH), 7.38 (4, °J = 89 Hz, 2 H, Cp,,, . H), 7.07 (d, *J = 8.9 Hz, 2 H, ¥ H),
6.49 (dd, ®J = 6.7 Hz, °J = 0.8 Hz, 1 H, C},,.,H), 3.81 (s, 3 H, OCH3) ppm.

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 160.1 (Cp,,.,), 159.4 (Cy,,), 153.5 (C,,. H),

152.3 (C3,,,H), 129.8 (Chye,)s 1283 (CHL H), 1155 (C3,,,H), 114.3 (CHy H), 55.5
(OCH3s) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 203.1 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 4.0 min.
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3-(3-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3 H)-on (49g)

C11H1oN3O (M, 202.21)

49¢g wurde erhalten ausgehend von 4(3 H )-Pyrimidinon (45, 193 mg, 2.01 mmol), 3-Methoxy-
phenylboronsiure (46g, 610 mg, 4.01 mmol), Kupfer(I)-bromid (61.0 mg, 0.43 mmol) und
Pyridin (330 pL, 4.05 mmol) in DMSO (32 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchroma-
tographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(3-Methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (49g)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 267 mg (1.32 mmol, 66 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 8.43 (s, 1 H, C},,, H
1 H, C%,,H), 747-742 (m, 1 H, C}y,,H), 7.09-7.06 (m, 2 H, C> H), 7.04-7.01 (m

1 H, Chy,, H), 6.51 (dd, J = 6.7 Hz,°J = 0.9 Hz, 1 H, C},,, H), 3.79 (s, 3 H, OCH3) ppm.

), 7.98 (d, 3J = 6.7 Hz,

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6§ = 159.8 (C,,.,), 159.7 (C},,,,), 153.5 (CP,,., . H),

152.0 (C3,,,H), 138.2 (Cpy,,), 130.0 (Cpy., H), 119.2 (Chy,, H), 115.7 (C3,,, H), 114.8
(ChpenH), 113.0 (Cy,, H), 55.5 (OCH;) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 203.1 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 4.1 min.
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8.3.4.3. Synthese der Benzylpyrimidinon-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift

Die Synthese der Benzylpyrimidinon-Derivate wurden im Rahmen dieser Arbeit von
JOANA BAIER in ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt. Im Folgenden ist die allgemeine Syn-
thesevorschrift genannt. Ein Aquivalent 4(3H)-Pyrimidinon (45) und 1.5 Aquivalente Kali-
umhydroxid wurden in DMSO geldst. Nach Entfernen des Riihrfisches wurde die Apparatur
mit Stickstoff gespiilt. 0.5 Aquivalente Eisen Nanopartikel (35-45 nm) sowie ein Aquivalent
des entsprechenden Benzylchlorid-Derivats wurden zu der Losung gegeben. Der Reaktions-
ansatz wurde fiir 2 h bei 110 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Losung wurde diese in
Eis abdekantiert und mit wenigen mL. 1 M HCI angeséuert. Die wéssr. Phase wurde mit
DCM extrahiert und die org. Phase mit deion. Wasser gewaschen. Es wurde tiber Natrium-
sulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels

Flash-Séulenchromatographie aufgereinigt. 154

3-Benzylpyrimidin-4(3H)-on (65a)
N
| N

O

C11H1oN2O (M, 186.21)

65a wurde erhalten ausgehend von 4(3H )-Pyrimidinon (45, 101 mg, 1.05 mmol), Kalium-
hydroxid (85.3 mg, 1.50 mmol), Eisenkatalysator (8.0 mg, 0.14 mmol) und Benzylchlorid
(60a, 120 pL, 1.00 mmol) in DMSO (2 mL). Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-Benzylpyrimidin-4(3H )-on (65a) wurde als farbloser

Feststoff erhalten.
Ausbeute: 74.8 mg (0.40 mmol, 38 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 8.67 (s, 1 H, C,,,,H), 7.93 (d, *.J = 6.6 Hz,

1 H, C%,, H), 7.37-7.27 (m, 5 H, Cpen.H), 6.42 (d, *J = 6.6 Hz, 1 H, C%,, H), 5.10 (s,
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2 H, CHs) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 160.0 (C},,,), 153.7 (Cp,, H), 152.9
(€3, H), 136.5 (Ch,n. ), 128.7 (Co H), 127.8 (C,, H), 127.77 (Clo H), 115.3 (C3,,,. H),
48.9 (CHsz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 187.1 [M+H] ™.

HPLC (3): tg = 7.4 min.

3-(4-Methoxybenzyl)pyrimidin-4(3H)-on (65b)

)

N

0]

OCHs
C12H12N205 (M, 216.24)

65b wurde erhalten ausgehend von 4(3H )-Pyrimidinon (45, 241 mg, 2.50 mmol), Kalium-
hydroxid (213 mg, 3.79 mmol), Eisenkatalysator (7.2 mg, 0.13 mmol) und 4-Methoxyben-
zylchlorid (60b, 350 pL, 2.50 mmol) in DMSO (3 mL). Das Rohprodukt wurde séulen-
chromatographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(4-Methoxybenzyl)pyrimidin-4(3H )-on
(65b) wurde als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 270 mg (1.25 mmol, 50 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 8.66 (s, 1 H, C%,,., H), 7.90 (d, *.J = 6.6 Hz,
1 H, C},,,H), 7.31 (d, ®J = 6.6 Hz, 2 H, C}/° _H), 6.90 (d,%J = 6.9 Hz, 2 H, C} _H),

Benz Benz

6.40 (d, ®J = 6.4 Hz, 1 H, C},,, H), 5.01 (s, 2 H, CHy), 3.72 (s, 3 H, CH3) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 160.0 (C,,, ), 153.6 (C3,,., H),
152.7 (C3,,,H), 129.6 (CHo H), 128.4 (Ch,,..), 115.2 (C},,,H), 114.0 (CH> H), 55.1

(CHs), 48.4 (CH3) ppm.

), 159.9 (C%

Benz
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LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 217.1 [M+H] .

HPLC (2): tgp = 4.8 min.

3-(2-Fluorbenzyl)pyrimidin-4(3H)-on (65c)

C11HgFN2O (M, 204.20)

65c wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 247 mg, 2.57 mmol), Kali-
umhydroxid (228 mg, 4.06 mmol), Eisenkatalysator (8.1 mg, 0.15 mmol) und 2-Fluorben-
zylchlorid (60c, 300 pL, 2.50 mmol) in DMSO (3 mL). Das Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2-Fluorbenzyl)pyrimidin-4(3H )-on (65c)

wurde als gelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 266 mg (1.31 mmol, 51 %).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 8.61 (s, 1 H, C%,,.,,H), 7.94 (d, *J = 6.6 Hz,

1H,C%,, H),7.39-7.33 (m, 1 H, C},,,.H), 7.24-7.15 (m, 3H, Cy,,,.H, Cy,,..H, C},,.H),
6.42 (dd, ®J = 6.6 Hz, °J = 0.8 Hz, 1 H, C},,, H), 5.14 (s, 2 H, CHa) ppm.

BBC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 160.2 (d, !Jop = 245.5 Hz, C%,_,.), 159.9
(Chyrn), 153.8 (CP,,,H), 153.0 (d, °Jor = 2.2 Hz, C},,, H), 130.0 (d, *Jor = 11.9 Hz,
c$,..H), 130.0 (C3,,.H), 124.6 (d, 3Jcr = 3.5 Hz, C},,..H), 123.0 (d, >Jop = 14.1 Hz,

Chenz)» 115.6 (d, 2Jor = 20.9 Hz, C},,, H), 115.2 (C},,, H), 44.0 (d, *Jor = 4.0 Hz, CH,)

enz

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 205.1 [M+H] .

HPLC (2): tg = 5.0 min.
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3-(4-Trifluormethylbenzyl)pyrimidin-4(3 H)-on (65d)

B

N

o

CFs
C12HgF3N,0 (M, 254.21)

65d wurde erhalten ausgehend von 4(3H )-Pyrimidinon (45, 240 mg, 2.50 mmol), Kalium-
hydroxid (223 mg, 3.97 mmol), Eisenkatalysator (7.4 mg, 0.13 mmol) und 4-Trifluormethyl-
benzylchlorid (60d, 370 uL, 2.50 mmol) in DMSO (2.5 mL). Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(4-Trifluormethylbenzyl)pyrimi-
din-4(3H)-on (65d) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 383 mg (1.51 mmol, 60 %).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 8.71 (s, 1 H, C2

Pyrn
‘] =04 Hz, 1 H, C},, H), 7.73 (4, %] = 8.1 Hz, 2 H, Cyj H
2 H, C¥° H

Benz
Benz

H), 7.96 (dd, 3J = 6.6 Hz,
H), 7.52 (d, 3J = 8.1 Hz,
H), 6.45 (dd, ®J = 6.6 Hz, °J = 0.9 Hz, 1 H, C%,, H), 519 (s, 2 H, CH>)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 160.0 (Cp,,., ), 153.0

(€3, H), 1411 (Ch,,..), 1283 (CpS H), 128.3 (d, 2Jor = 314 Hz, Ch,,.), 1256 (q,

Benz

3Jor = 3.9 Hz, C/2 H), 124.2 (4, "Jop = 271.5 Hz, CF3), 1153 (C3,,,,H), 48.8 (CH,)

), 153.9 (C%,,.H

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 255.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 6.0 min.
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3-(2,3-Dimethoxybenzyl)pyrimidin-4(3H)-on (65e€)

@

o) OCHs

OCHs

C13H14N203 (Mr 246.27)

65e wurde erhalten ausgehend von 4(3H)-Pyrimidinon (45, 91.4 mg, 0.95 mmol), Kalium-
hydroxid (82.7 mg, 1.47 mmol), Eisenkatalysator (3.0 mg, 53.7 yumol) und 2,3-Dimethoxy-
benzylchlorid (60e, 173 mg, 0.93 mmol) in DMSO (2 mL). Das Rohprodukt wurde séulen-
chromatographisch gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2,3-Dimethoxybenzyl)pyrimidin-4(3H )-

on (65e) wurde als blassgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 110 mg (0.45 mmol, 47 %).
LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 247.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 5.1 min.
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8.3.4.4. Synthese der 3-Phenyl/Benzyl-2-thioxo-pyrimidinon-Derivate
Allgemeine Synthesevorschrift
Erster Reaktionsschritt

Eine Mischung aus dem entsprechenden Phenylpyrimidinon-Derivat und Natriumhydro-
gencarbonat wurde in einem Zweiphasen-Gemisch aus org. Phase und deion. Wasser gelost.
Chlorthioameisensdure- O-phenylester (51) wurde zugetropft und das Reaktionsgemisch 5-
16 h bei RT geriihrt. Anschlieflend wurde mit EE extrahiert und die verein. org. Phasen
dreimal mit gesdtt. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und

das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Zweiter Reaktionsschritt

Der Riickstand wurde in MeOH aufgenommen und mit TEA versetzt. Es wurde fiir 16
h bei RT geriihrt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Rohprodukte wurden mittels
Flash-Sdulenchromatographie gereinigt.
Der zweite Syntheseschritt der 3-Benzyl-2-thioxo-pyrimidinon-Derivate wird jeweils sepa-
rat aufgefithrt, da es hier zu einigen Variationen kam. Die 3-Benzyl-2-thioxo-pyrimidinon-

Derivate wurden im Rahmen dieser Arbeit von JOANA BAIER synthetisiert.

3-Phenyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1 H)-on (59a)

C10HgN20S (M, 204.25)

Das Zwischenprodukt von 59a wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat
49a (176 mg, 1.03 mmol), Natriumhydrogencarbonat (512 mg, 6.09 mmol) und Chlorthio-
ameisensdure- O-phenylester (51, 300 pL, 2.15 mmol) in Diethylether (3 mL) und deion.
Wasser (3 mL). Dieses wurde im zweiten Schritt mit TEA (430 pL, 3.10 mmol) in MeOH
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(6 mL) bei RT umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie
gereinigt (Gradient EE/PE). Trotz der chromatographischen Aufreinigung, war die Ver-
unreinigung so grof}, dass keine NMR-Analytik vorgenommen wurde. Das Produkt wurde
anschliefend ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. 3-Phenyl-2-thioxo-2,3-dihydropy-

rimidin-4(1H)-on (59a) wurde als gelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 114 mg (max. 0.56 mmol, max. 54 %).
LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/z = 204.8 [M-+H]*.

HPLC (3): tg = 6.0 min.

3-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1 H)-on (59b)

H
N_ _S
|YOCH3
N
o)

OCHs

C12H12N5038 (M, 264.30)

Das Zwischenprodukt von 59b wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat
49b (244 mg, 1.05 mmol), Natriumhydrogencarbonat (536 mg, 6.38 mmol) und Chlorthio-
ameisensdure- O-phenylester (51, 370 L, 2.66 mmol) in Diethylether/EE (1:1, 6 mL) und
deion. Wasser (3 mL). Dieses wurde im zweiten Schritt mit TEA (451 uL, 3.25 mmol) in
MeOH (12 mL) bei RT umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromato-
graphie gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyri-
midin-4(1H)-on (59h) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 209 mg (0.79 mmol, 79 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.59 (m., 1 H, N-H), 7.51 (dd, 3J = 7.6 Hz,
5J =58 Hz, 1 H, C},, H), 7.06 (d, >J = 9.0 Hz, 1 H, C},,.,,H), 6.95 (dd, *J = 9.0 Hz,
1J = 3.0 Hz, 1 H, C},,,H), 6.77 (d, *J = 3.0 Hz, 1 H, C%,_,,H), 5.99 (d, 3J = 7.6 Hz,
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1 H, C>

PyrnH), 3.71 (s, 3 H, C5-OCH3), 3.67 (s, 3 H, C>-OCH3) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 178.0 (Cp,,.,,), 160.6 (Ch,,.,), 153.7 (Cppe),
148.8 (Chpen)s 141.8 (CP,,, H), 1285 (Chy,,), 116.1 (CPy. H), 1148 (Cpy,, H), 113.7

(C3,,.,H), 105.0 (C]%ym ), 56.6 (C2-OCH3), 56.0 (C5-OCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 265.0 [M+H] .

HPLC (2): tg = 5.0 min.

3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59i)

H
N_ _S
|\[400H3
N

OCH3;

C12H12N203S (M, 264.30)

Das Zwischenprodukt von 59d wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat
49c (125 mg, 0.54 mmol), Natriumhydrogencarbonat (278 mg, 3.31 mmol) und Chlorthio-
ameisensdure- O-phenylester (51, 194 pL, 1.39 mmol) in Diethylether/EE (1:1, 6 mL) und
deion. Wasser (3 mL). Dieses wurde im zweiten Schritt mit TEA (237 pL, 1.71 mmol) in
MeOH (6 mL) bei RT umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromato-
graphie gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyri-
midin-4(1H)-on (59i) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 114 mg (0.43 mmol, 78 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.54 (s, 1 H, N-H), 7.48 (d, 3J = 7.6 Hz,
1 H, C%,,.,H), 7.00 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, C%,, H), 6.66 (d, *J = 2.6 Hz, 1 H, C},,, . H),
6.56 (dd, *J = 8.6 Hz, *J = 2.6 Hz, 1 H, C},,., H), 5.97 (d,*J = 7.6 Hz, 1 H, C},,, H),
3.80 (s, 3 H, C*-OCH3), 3.70 (s, 3 H, C?>-OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 178.1 (Cp,,,,), 160.4 (Cp,,,,), 160.4 (CEy,.,,),
154.9 (Chyey)s 1412 (CP,,, H), 129.9 (CP,, H), 120.5 (Chy,,), 105.1 (Cpy,, H), 104.4

hen

hen hen/»
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(C]%ymH), 99.3 (C3,.,H), 55.7 (C>-OCH3), 55.4 (C*-OCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 265.0 [M+H]T.

HPLC (2): tgp = 4.8 min.

3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59j)

N OCH3;

OCHj

C12H12N203S (M, 264.30)

59c¢ wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat 49d (350 mg, 1.51 mmol),
Natriumhydrogencarbonat (759 mg, 9.03 mmol) und Chlorthioameisensidure- O-phenylester
(51, 529 pL, 3.80 mmol) in Diethylether (6 mL) und deion. Wasser (6 mL). Dieses wurde
im zweiten Schritt mit TEA (645 pL, 4.65 mmol) in MeOH (15 mL) bei RT umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE).
3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59j) wurde als gelber

Feststoff erhalten.
Ausbeute: 280 mg (1.06 mmol, 70 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.62 (bs, 1 H, N-H), 7.50 (dd, 3J = 7.6 Hz,
3] =51Hz 1 H, Cy H), 652 (t, *J = 2.3 Hz, 1 H, C},,,, H), 6.38 (d, 'J = 2.3 Hy,

2 H, CY H), 6.0 (d, %] = 7.6 Hz, 1 H, C},,,H), 3.73 (s, 6 H, C3/5-OCH3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 177.5 (C3,,,,), 160.8 (C}.), 160.5 (b)),

141.2 (C%,,, H), 140.7 (Chyen), 106.9 (Cppl H), 104.9 (Cp,,, H), 100.0 (Ch,., H), 55.4
(C3/5-OCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 265.0 [M+H] .
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HPLC (2): tg = 4.9 min.

3-(2-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59e)

H
N_ _S
‘\]/OCH3
N

o)

C11H10N20,S (M, 234.27)

59e wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat 49e (118 mg, 0.59 mmol), Na-
triumhydrogencarbonat (307 mg, 3.65 mmol) und Chlorthioameisensiaure- O-phenylester
(51, 210 pL, 1.51 mmol) in Diethylether/EE (1:1, 10 mL) und deion. Wasser (5 mL). Die-
ses wurde im zweiten Schritt mit TEA (258 uL, 1.86 mmol) in MeOH (10 mL) bei RT
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sédulenchromatographie gereinigt (50 %
EE/PE). 3-(2-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59e) wurde als
blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 101 mg (0.43 mmol, 74 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.62 (m., 1 H, N-H), 7.52 (dd, 3J = 7.6 Hz,
3] = 5.6 Hz, 1 H, C},, H), 7.37 (ddd, °J = 82 Hz, *J = 7.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H,
ChpenH), 713-7.11 (m, 2 H, C%, _ H, C%, . H), 6.99 (dt, 3J = 7.5 Hz, *J = 1.0 Hz, 1 H,

ChhnenH), 6.00 (d, *J = 7.5 Hz, 1 H, C},,, H), 3.72 (s, 3 H, C>-OCH3) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 177.6 (Cp,,,,), 160.2 (C},,.,), 154.1 (C3,.,.),

141.4 (C%,,,H), 129.8 (Chy., H), 129.6 (CEy. H), 127.5 (Chye,), 120.6 (CRy,, H), 112.3

(CPpenH), 1045 (C3,,., H), 55.7 (C*-OCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 235.0 [M+H] .

HPLC (2): tg = 4.4 min.
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3-(4-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59f)

C11H10N20,S (M, 234.27)

59f wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat 49f (206 mg, 1.02 mmol), Na-
triumhydrogencarbonat (527 mg, 6.27 mmol) und Chlorthioameisensidure- O-phenylester
(51, 353 pL, 2.54 mmol) in Diethylether/EE (1:1,8 mL) und deion. Wasser (8 mL). Die-
ses wurde im zweiten Schritt mit TEA (430 uL, 3.10 mmol) in MeOH (22 mL) bei RT
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie gereinigt (Gra-
dient EE/PE). 3-(4-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59f) wurde

als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 170 mg (0.73 mmol, 71 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.61 (s, 1 H, N-H), 7.51 (d, 3J = 7.6 Hz,
1 H, C},,,H), 7.08 (d, *J = 8.9 Hz, 2 H, ) H), 6.98 (d,J = 8.9 Hz, 2 H, Cp, H),

6.02 (d, 3J = 7.6 Hz, 1 H, Ci’gymH), 3.79 (s, 3 H, C*~OCH3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 178.1 (C3,,., ), 158.7 (C4, ),
1412 (C§,,,, H), 131.8 (Chyen), 120.5 (CH H), 114.3 (CF2 H), 104.9 (C3,,,,H), 55.3 (C*-

OCHs) ppm.

), 160.9 (Cp,,,

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 235.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 4.4 min.
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3-(3-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1 H)-on (59g)

C11H10N20,S (M, 234.27)

59g wurde erhalten ausgehend von dem Pyrimidinon-Derivat 49g (205 mg, 1.01 mmol),
Natriumhydrogencarbonat (565 mg, 6.73 mmol) und Chlorthioameisensidure- O-phenylester
(51, 353 pL, 2.54 mmol) in Diethylether/EE (1:1, 8 mL) und deion. Wasser (8 mL). Dieses
wurde im zweiten Schritt mit TEA (430 pL, 3.10 mmol) in MeOH (20 mL) bei RT um-
gesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromatographie gereinigt (Gradient
EE/PE). 3-(3-Methoxyphenyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (59g) wurde als
gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 183 mg (0.78 mmol, 77 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.65 (s, 1 H, N-H), 7.52-7.36 (m, 2 H,
prmH Cphen ), 6.96-6.74 (m 3H, ChyonH, CoponH, C%) H), 6.03 (d, 3J = 6.5 Hz,

C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 178.1 (C3,,,,), ), 160.4 (C3,...),
141.7 (CP,,,H), 140.6 (Cpy,,), 130.2 (Cpy,, H), 121.1 (C?Dhen ), 114.1 (C%,,.,H), 105.4

(C%ym ), 55.7 (CPhen OCHs) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 235.0 [M+H] ™.

HPLC (2): tg = 4.5 min.
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3-Benzyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66b)

C11H1oN20S (M, 218.27)

66b wurde erhalten ausgehend von 65a (186 mg, 1.01 mmol), Natriumhydrogencarbonat
(489 mg, 5.82 mmol) und Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51, 320 L, 2.30 mmol)
in EE (5 mL) und deion. Wasser (5 mL). Dieses wurde im zweiten Schritt mit TEA
(180 pL, 1.30 mmol) in MeOH (20 mL) bei RT umgesetzt. Das ausgefallene Zwischen-
produkt wurde erneut in MeOH (5.0 mL) aufgenommen und mit TEA versetzt (180 uL,
1.30 mmol). Es wurde fiir 2 h bei 80 °C gertihrt und fiir 16 h bei RT. Das Rohprodukt wurde
mittels Flash-Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). 3-Benzyl-2-thioxo-2,3-
dihydropyrimidin-4(1H )-on (66b) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 62.2 mg (0.29 mmol, 29 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.67 (bs, 1 H, N-H), 7.50 (dd, 3J = 7.4 Hz,
5] =32 Hz, 1 H, C},, H), 7.32-721 (m, 5 H, Cpen-H), 599 (d, *J = 7.5 Hz, 1 H,
C‘Ej;.ymH), 5.50 (s, 2 H, CH3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 177.1 (C3,,.,
136.2 (Chep.), 128.3 (Cp2 H), 127.2 (Ch,,..H), 127.0 (CHo H), 1043 (Cp,, H), 48.4

Benz
(CHz) ppm.

), 160.4 (C#

Pyrn) 141.1 (cs, H),

Pyrn

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 219.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 5.6 min.
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3-(4-Methoxybenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1 H)-on (66c¢)

OCHj

C12H12N20,8 (M, 248.30)

66¢ wurde erhalten ausgehend von 65b (251 mg, 1.16 mmol), Natriumhydrogencarbonat
(586 mg, 6.97 mmol) und Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51, 380 uL, 2.73 mmol)
in EE (5 mL) und deion. Wasser (5 mL). Dieses wurde im zweiten Schritt mit TEA
(215 pL, 1.55 mmol) in MeOH (10 mL) bei 80 °C fiir 5 h umgesetzt. Das Zwischenpro-
dukt wurde séulenchromatographisch aufgereinigt und erneut in MeOH (5.0 mL) und
deion. Wasser (5 mL) aufgenommen und mit TEA versetzt (214 pL, 1.54 mmol). Es
wurde fiir 4 h bei 80 °C geriihrt. Die wéssr. Phase wurde mit EE extrahiert, die org.
Phase mit gesétt. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen. Es wurde iiber Natriumsulfat getrock-
net und das Produkt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie aufgereinigt (Gradient
EE/PE). 3-(4-Methoxybenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66c¢) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 65.5 mg (0.26 mmol, 23 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.63 (bs, 1 H, N-H), 7.47 (dd, 3J = 7.5 Hz,
8] = 5.7 Hz, 1 H, C%, H), 7.28 (d, 3J = 8.7 Hz, 2 H, C4° H), 6.85 (d, 3J = 8.8 Hz,

Pyrn Benz

2 H, C}) H), 597 (dd, 3] = 7.5 Hz, *J = 0.7 Hz, 1 H, C},,,H), 5.43 (s, 2 H, CHy),

Benz

3.71 (s, 3 H, C*~OCH3) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 176.9 (C3,,,, ), 158.1 (C'h.s),
140.9 (C§,,, H), 129.1 (CHo H), 128.2 (Ch.,..), 113.6 (CF2 H), 104.4 (C3,,, H), 55.1 (C*-

OCHs), 47.7 (CH3) ppm.

), 160.4 (Cp,,,
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LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 248.9 [M+H] .

HPLC (2): tg = 6.5 min.

3-(2-Fluorbenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66d)

C11HgFN,0S (M, 236.26)

66d wurde erhalten ausgehend von 65c¢ (223 mg, 1.09 mmol), Natriumhydrogencarbonat
(552 mg, 6.57 mmol) und Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51, 360 L, 2.59 mmol)
in EE (5 mL) und deion. Wasser (5 mL). Das nach dem ersten Syntheseschritt isolierte
Zwischenprodukt wurde in MeOH (8 mL) gelost, mit TEA (201 pL, 1.45 mmol) versetzt
und fiir 16 h bei 80 °C geriihrt. Nach Abfiltrieren des Niederschlags wurde die Mutterl-
auge mittels Flash-Sdulenchromatographie aufgereinigt. Sowohl der Niederschlag als auch
das aus der Mutterlauge erhaltene Produkt wurden in einem néchsten Syntheseschritt er-
neut in MeOH (8 mL) gelost, mit TEA (201 pL, 1.45 mmol) versetzt und fiir 3 h wurde
bei 80 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt (Gradi-
ent EE/PE). 3-(2-Fluorbenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66d) wurde als

farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 55.4 mg (0.23 mmol, 22 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.74 (d, 3J = 5.5 Hz, 1 H, N-H), 7.54 (dd,
5] =7.5Hz, ?J =56 Hz, 1 H, C}, H), 7.32-7.26 (m, 1 H, Cy,,,.H), 7.22-7.17 (m, 1 H,
C%,,.H), 711 (td, 3J = 7.5 Hz, *J = 1.0 Hz, 1 H, C%,,,H), 7.00-6.97 (m, 1 H, C%_,  H),

6.02 (dd, *J = 7.5 Hz, *J = 1.3 Hz, 1 H, C},,, H), 5.53 (s, 2 H, CHa) ppm.

BC-NMR. (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 177.1 (Cp,,,), 160.3 (Cp,,.,), 159.9 (d,
Yor = 244.3 Hz, C3,,,.), 141.3 (C},,, H), 128.8 (d, *Jor = 8.1 Hz, Cp,,, . H), 127.0 (d,
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3Jop = 4.1 Hz, C%_ H H), 122.9 (d, 2Jor = 14.1 Hz,

Chenz)» 115.2 (d, 2Jor = 21.0 Hz, C},, H), 104.2 (C},,, H), 42.8 (d, *Jor = 5.5 Hz, CHy)

), 124.4 (d, *Jor = 3.4 Hz, C}

Benz

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 237.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 5.8 min.

3-(4-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66a)

CF3

C12HoF3N,0S (M, 286.27)

66a wurde erhalten ausgehend von 65d (298 mg, 1.17 mmol), Natriumhydrogencarbonat
(597 mg, 7.11 mmol) und Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51, 380 uL, 2.73 mmol)
in EE (5 mL) und deion. Wasser (5 mL). Das nach dem ersten Syntheseschritt isolierte
Zwischenprodukt wurde in MeOH (10 mL) gelost, mit TEA (433 pL, 3.12 mmol) versetzt
und fiir 4 h bei 80 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch auf-
gereinigt (Gradient EE/PE). 3-(4-Trifluormethylbenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4
(1H)-on (66a) wurde als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 142 mg (0.50 mmol, 42 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.75 (m., 1 H, N-H), 7.67 (d, 3J = 8.1 Hz,

2 H, CY. H), 7.54 (dd,?J = 7.5 Hz, %] = 5.8 Hz, 1 H, C, . H), 747 (d, 3] = 8.0 Hz,
2 H, Cy> H),6.02 (dd,*J = 7.5 Hz, *.J = 1.4 Hz, 1 H, C},,, H), 5.58 (s, 2 H, CHy) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 177.1 (C},,.,), 160.4 (C},,,.,), 141.3 (CP,,. . H),
141.1 (CL,,.), 127.9 (d, 2Jop = 35.2 Hz, C4,, ), 127.7 (CH H), 125.2 (q, 3Jcor = 3.8 Hz,

Benz
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¥ H),124.3 (d, Vep = 272.3 Hz, CF3), 104.3 (C3

Benz Pyrn ) 48.2 (CHQ) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 286.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 6.6 min.

3-(2,3-Dimethoxybenzyl)-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (66e)

C13H14N503S (M, 278.33)

66e wurde erhalten ausgehend von 65e (110 mg, 0.45 mmol), Natriumhydrogencarbonat
(225 mg, 2.68 mmol) und Chlorthioameisenséure- O-phenylester (51, 150 L, 1.08 mmol)
in EE (3 mL) und deion. Wasser (3 mL). Das nach dem ersten Syntheseschritt isolierte Zwi-
schenprodukt wurde in MeOH (4 mL) gelost, mit TEA (163 pL, 1.18 mmol) versetzt und
fiir 3 h bei 80 °C gerithrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt
(Gradient EE/PE). Die isolierte Zwischenstufe wurde erneut in MeOH (4 mL) aufgenom-
men und mit TEA (163 pL, 1.18 mmol) versetzt. Es wurde fiir 5 h bei 80 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und sédulenchromatographisch aufgereinigt (Gradient

EE/PE).
Ausbeute: 23.3 mg (83.7 pmol; 19 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.69 (m,, 1 H, N-H), 7.53 (dd, 3J = 7.5 Hz,
5J =58 Hz, 1 H, C%,, H), 6.94-6.93 (m, 2 H, C%,,_H, C},,.H), 6.33 (dd, °J = 6.5 Hz,
‘J =28 Hz, 1 H, Cg,,.H), 6.00 (dd, ®J = 7.5 Hz, *J = 1.4 Hz, 1 H, C%,, . H), 5.50 (s,
2 H, CHs), 3.80 (s, 6 H, OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 177.2 (C3,,,,), 160.4 (C},,,.,), 152.4 (C},,..),
145.9 (CBep.), 1411 (CP,,,H), 129.3 (Ch,,,.), 123.8 (C},,.H), 117.0 (Cp,,.H), 111.5
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(Ct

Benz

H), 104.2 (C},,,H), 59.7 (C%,,,.-OCH3), 55.7 (C%,,,.-OCHz), 44.2 (CHy) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 278.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 6.6 min.

8.3.4.5. Synthese der Zielverbindungen der Serie 4

2-((3-Phenyl-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)ben-
zo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15a)

- oo

C20H13F3N4OQSQ (Mr 462.47)

15a wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (146 mg, 0.50 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59a (131 mg, 0.50 mmol)
wurden zusammen mit TEA (0.2 mL, 1.44 mmol) in abs. DMF (5 mL) erhitzt. Die Auf-
reinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromatographie (Gradient EE/PE). Es wurde zu-
satzlich aus EtOH/Wasser umkristallisiert. 2-((3-Phenyl-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)
thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15a) wurde als blassgelber Fest-
stoff erhalten.

Ausbeute: 102 mg (0.22 mmol, 44 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.87 (s, 1 H, NH), 8.48 (bs, 1 H, C}, ., H),
792 (d, *J = 86 Hz, 1 H, Cy,,, H), 7.85 (d, °J = 6.6 Hz, 1 H, C, . H), 7.75 (d,
3J = 8.6 Hz, 1 H, C},,,H), 7.63-7.58 (m, 3 H, C%,., H, c?;,/,fenH), 7.45-7.43 (m, 2 H,

Cyo H), 629 (d,3] = 6.6 Hz, 1 H, C},, ,H), 4.21 (s, 2 H, CH,C=0) ppm.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.3 (CH,C=0), 162.5 (C3,,,), 161.0

(Chun)s 160.7 (Ch,,n), 1523 (CB,, H), 151.3 (CF1), 1355 (Chy,,), 132.0 (Cyy ), 1301

hen
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(C4,. H), 129.7 (C¥7 H), 128.7 (CHS H), 124.5 (d, LJop = 271.7 Hz, CF3), 123.8 (d,

2Jep = 31.9 Hz, C%,,,,), 123.0 (d, 3Jop = 3.1 Hz, C},,,H), 121.0 (C},,,H), 119.9 (d,
3Jor = 44 Hz, Cf,, H), 111.0 (Cp,,,,H), 36.0 (CH2C=0) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 463.0 [M+H]*.
HPLC (3): tz = 9.6 min, 100 %.

IR (ATR): # = 3132, 3036, 2989, 1713, 1667, 1549, 1478, 1314, 1267, 1248, 1238, 1152,
1117, 1078, 1047, 1003, 993, 980, 833, 826, 795, 770, 698, 677, 644 cm ™.

Schmelzpunkt: 213 °C.

2-((3-(2,5-Dimethoxyphenyl)-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-
fluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15b)

0 NQCF3
AL
E:/\j/s OCH
N
o)

OCHs

C22H17F3N404S2 (Mr 522.52)

15b wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (202 mg, 0.69 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59b (173 mg, 0.65 mmol)
wurden zusammen mit TEA (270 pL, 1.95 mmol) in abs. DMF (7 mL) erhitzt. Das
Rohprodukt wurde aus EtOH/Wasser umkristallisiert. 2-((3-(2,5-Dimethoxyphenyl)-4-oxo-
3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (15b)

wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 243 mg (0.46 mmol, 71 %).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.87 (s, 1 H, NH), 8.50 (s, 1 H, C%, ., H),
792 (d, ®J = 84 Hz, 1 H, C,, H), 783 (d, ®J = 6.6 Hz, 1 H, C%, H), 7.75 (d,
3] =84Hz 1 H, Cy,,,H), 722 (d, 3] = 9.1 Hz, 1 H, C%,_,H), 7.13 (dd, 3J = 9.1 Hz,
1] =29 Hz, 1 H, C},,,H), 7.04 (d, *J = 2.9 Hz, 1 H, C%,,,,H), 6.25 (d, *J = 6.6 Hz,
1H, C3,,,H), 4.20 (s, 2 H, CH,C=0), 3.753 (s, 3 H, C},,,-OCH3), 3.745 (s, 3 H, C},,,-
OCHj3) ppm.

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.4 (CH,C=0), 163.1 (C},,,
(Chuin), 160.2 (Chy,y), 1534 (Chyey), 152.4 (CP,, H), 151.3 (CH ), 148.6 (Chye ), 132.0
(CT ), 124.6 (d, L Jop = 271.9 Hz, CF3), 124.1 (Chyep)s 123.8 (d, 2 Jop = 31.8 Hz, C%, 1),
123.0 (d, 3Jor = 3.3 Hz, C3,,,,H), 121.1 (C},,,H), 120.0 (d, 3Jop = 4.1 Hz, CF,,, H),
116.8 (Chy,,H), 115.6 (CPy,., H), 113.9 (C},,, H), 1108 (C},,.,H), 56.4 (C},,,-OCH3),

55.8 (C%,,.,,-OCHj3), 36.0 (CH2C=0) ppm.

), 161.0

hen

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 523.07216 [M+H]|*, gef.: 523.07159.
HPLC (2): tg = 7.4 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 3138, 3059, 2968, 2930, 1711, 1665, 1568, 1553, 1510, 1481, 1414, 1369,
1340, 1317, 1269, 1236, 1225, 1215, 1171, 1153, 1134, 1101, 1078, 1038, 1011, 978, 961, 880,
839, 831, 800, 787, 766, 752, 677 cm ™!

Schmelzpunkt: 186 °C.

2-((3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-
fluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (15d)

o N CF3
PR
S
N_ _S
Y OCHjs
N
OCHjs

022H17F3N4O4SQ (Mr 522.52)
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15d wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker

28 (117 mg, 0.40 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59d (93.3 mg, 0.35 mmol)

wurden zusammen mit TEA (158 uL, 1.14 mmol) in abs. DMF (4 mL) erhitzt. Das Roh-
produkt wurde mittels Flash-S&ulenchromatographie gereinigt (40 % EE/PE). 2-((3-(2,4-

Dimethoxyphenyl)-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thi-
azol-2-yl)acetamid (15d) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 109 mg (0.21 mmol, 59 %).

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.87 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, *J = 85 Hz, 1 H, Cy,,, H), 7.82 (d, J = 6.6 Hz, 1 H, C}, H), 7.75 (dd,
3J =85 Hz, 4J =15Hz 1 H, C},,,H), 726 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, C%,_,H), 6.80 (d,
4] =25Hz 1 H, C%,  H), 6.68 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 2.5 Hz, 1 H, C},_ H), 6.23 (d,
8] = 6.6 Hz, 1 H, C%,,, H), 4.18 (s, 2 H, CH,C=0), 3.85 (s, 3 H, C},,,-OCHs), 3.78 (s,
3 H, C%,,,-OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.5 (CH,C=0), 163.9 (C3,,,,), 162.1
(Chhen) 161.0 (CB,1), 160.5 (Cp,,), 155.6 (Chyp,), 1524 (CP ., H), 151.3 (CFL,,), 132.0
(Cla ), 130.6 (C%,.,H), 124.6 (d, 'Jop = 271.8 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.9 Hz,
S ), 123.0 (d, 3Jor = 3.6 Hz, C%, ,H), 121.1 (Cy,,,H), 120.0 (d, *Jop = 4.2 Hz,
ChunH), 116.5 (Cpy,), 110.9 (Cp, H), 105.8 (Cppe,H), 99.6 (C3y, H), 56.1 (Chyer

OCHj3), 55.7 (Chje,-OCH3), 35.9 (CH2C=0) ppm.

hen hen

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 523.07216 [M+H]", gef.: 523.07156.
HPLC (2): tg = 7.4 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 3067, 2976, 2941, 1688, 1612, 1587, 1570, 1541, 1508, 1485, 1439, 1416,
1317, 1269, 1246, 1209, 1159, 1115, 1082, 1028, 995, 883, 824, 797, 748, 718, 677, 644 cm~!

Schmelzpunkt: 113 °C.
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2-((3-(3,5-Dimethoxyphenyl)-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-
fluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (15c)

o) N CF3

N OCHg
OCHj

022H17F3N4O4SQ (Mr 522.52)

15c¢ wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (223 mg, 0.76 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59¢ (185 mg, 0.70 mmol)
wurden zusammen mit TEA (291 L, 2.10 mmol) in abs. DMF (7 mL) erhitzt. Das Rohpro-
dukt wurde mittels Flash-Saulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). 2-((3-(3,5-
Dimethoxyphenyl)-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzold|

thiazol-2-yl)acetamid (15c¢) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 248 mg (0.48 mmol, 68 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.88 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, ®J = 85 Hz, 1 H, Cy,,, H), 783 (d, *J = 6.6 Hz, 1 H, C},, H), 7.75 (dd,
3J =85Hz,*J =11Hz 1H, C},,,H), 6.70 (t,*J = 2.1 Hz, 1 H, C},,,,,H), 6.64 (d, *J
=21 Hg, 2 H, C}) H), 6.26 (d, 3] = 6.6 Hz, 1 H, C}, H), 4.20 (s, 2 H, CH,C=0),

3.79 (s, 6 H, C%/° _OCHs) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.5 (CH,C=0), 162.5 (Cp,,,,), 161.1
(CYP ),161.0 (C2,,;), 160.5 (Chyrn), 152.2 (CP,,., H), 151.3 (C¥), 137.2 (Cye, ), 132.0
(CH ), 124.6 (4,1 Jop = 272.3 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.7Hz, C%, ), 123.0 (d, Jor
= 3.5 Hz, C3,,,H), 121.1 (C},,,,H), 120.0 (d, *Jor = 4.2 Hz, C},,H), 111.0 (C3,,., H),
106.9 (CHE H), 101.7 (C4,., H), 55.7 (C3/ _OCHs), 36.0 (CH,C=0) ppm.

hen
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LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 522.9 [M+H]*.
HPLC (2): tg = 7.6 min, 98 %.

IR (ATR): 7 = 2957, 1668, 1611, 1511, 1498, 1427, 1317, 1269, 1248, 1206, 1190, 1153,
1111, 1082, 1061, 1022, 962, 893, 839, 826, 716, 689, 679 cm~_.

Schmelzpunkt: 135 °C.

2-((3-(2-Methoxyphenyl)-4-oxo0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluor-
methyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15e)

S
N_ _S
7S ocr
N
0 | _

021H15F3N40382 (Mr 492.49)

15e wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (112 mg, 0.38 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59e (85.6 mg, 0.37 mmol)
wurden zusammen mit TEA (150 L, 1.08 mmol) in abs. DMF (4 mL) erhitzt. Das Roh-
produkt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie gereinigt (40 % EE/PE). 2-((3-(2-
Methoxyphenyl)-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thi-

azol-2-yl)acetamid (15e) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 170 mg (0.35 mmol, 95 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.88 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, *J = 85 Hz, 1 H, C,,H), 7.84 (d, J = 6.6 Hz, 1 H, C}, H), 7.74 (dd,
3J =8.6Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, C},, H), 7.56 (m,, 1 H, C%, H), 7.37 (dd, 3J = 7.7 Hz,
4] =17Hz 1H,CY, H), 728 (dd,*J = 8.4 Hz, *J = 0.9 Hz, 1 H, C%,_ H), 7.13 (dt,

3J =176 Hz *J =11Hz 1H, C3,  H), 626 (d, 3] = 6.6 Hz, 1 H, CE;DWH), 4.20 (d,
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4] = 1.4 Hz, 2 H, CH,C=0), 3.80 (s, 3 H, C%,,_,-OCH3) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.4 (CH2,C=0), 163.1 (C3,,,,), 161.0
(Chun)s 160.2 (Chy,), 154.6 (Chpey), 1525 (CP,,,H), 151.3 (CHy), 1321 (Chy,, H),
132.0 (C% .., 124.6 (d, ' Jop = 271.9 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.4 Hz, C%, ,,), 123.7
(Chpen)s 123.0 (d, 3Jep = 3.9 Hz, C3,, H), 121.11 (C},,,H), 121.06 (C},,,H), 120.0
(d, *Jor = 4.9 Hz, O}, H), 113.0 (C},., H), 110.8 (C3,, . H), 56.0 (C},,,-OCH3), 35.8
(CH2C=0) ppm.

LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/> = 492.9 [M-+H]*.
HPLC (2): tg = 7.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2957, 2924, 2855, 1668, 1603, 1541, 1485, 1414, 1317, 1261, 1161, 1117,
1082, 1022, 995, 883, 824, 748, 718, 677, 646 cm L.

Schmelzpunkt: 98 °C.

2-((3-(4-Methoxyphenyl)-4-oxo0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluor-
methyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (15f)

o) N/QCFs
|
s
No s
h

N

X

o)
& OCHj

C21H15F3N403SQ (Mr 492.49)

15f wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (161 mg, 0.55 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59f (123 mg, 0.53 mmol)
wurden zusammen mit TEA (217 pL, 1.57 mmol) in abs. DMF (6 mL) erhitzt. Das Rohpro-
dukt wurde mittels Flash-Sadulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). Es wurde
anschlieend zusétzlich aus EtOH/Wasser umkristallisiert. 2-((3-(4-Methoxyphenyl)-4-oxo-

214



8.3. SYNTHESEN

3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15f)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 183 mg (0.37 mmol, 71 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.89 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C}, . H),

792 (d, *J = 85 Hz, 1 H, C},,H), 7.83 (d, J = 6.6 Hz, 1 H, C%,, H), 7.75 (dd,

8] =89 Hz, 47 = 1.7 Hz, 1 H, C3,,, H), 7.34 (d, 3J = 9.0 Hz, 2 H, C¥% H), 7.12 (d,
3/5

5] =89Hz, 2H,Cy,, H), 0626 (d,* = 6.6 Hz, 1 H, C},,, H), 4.20 (s, 2 H, CH,C=0),

3.84 (s, 3 H, C},,.,,-OCHs3) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.5 (CH2C=0), 163.2 (C3,,,,), 161.0
(Chun), 16097 (Cp,,,), 160.3 (Cpy), 152.3 (CP,, H), 151.3 (CHy), 132.0 (CHhyp),
130.0 (Cf;/,fenH), 128.0 (Chpep)s 124.6 (d, YJop = 272.3 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor =
31.9 Hz, CY, ..), 123.1 (d, 3Jor = 4.2 Hz, C3, , H), 121.1 (C%, . H), 120.0 (d, 3Jop =
4.1 Hz, g, H), 114.9 (3] H), 110.9 (C},,,H), 555 (Chy,,-OCH3), 36.1 (CH,C=0)

ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 492.9 [M+H]*.
HPLC (2): tz = 7.4 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3071, 2970, 2841, 1699, 1605, 1591, 1568, 1541, 1510, 1487, 1464, 1414,
1398, 1337, 1321, 1302, 1275, 1248, 1180, 1173, 1157, 1136, 1115, 1082, 1051, 1024, 1015,
999, 905, 849, 831, 719, 665 cm L.

Schmelzpunkt: 223 °C.
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2-((3-(3-Methoxyphenyl)-4-ox0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluor-
methyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (15g)

J s
e

021H15F3N40382 (Mr 492.49)

15g wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (171 mg, 0.58 mmol) und das 2-Thioxo-pyrimidinon-Derivat 59g (130 mg, 0.55 mmol)
wurden zusammen mit TEA (229 pL, 1.65 mmol) in abs. DMF (6 mL) erhitzt. Das Rohpro-
dukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). Es wurde
anschliefend zusétzlich aus EtOH/Wasser umkristallisiert. 2-((3-(3-Methoxyphenyl)-4-oxo-
3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)acetamid (15g)

wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 230 mg (0.47 mmol, 84 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 12.89 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, ®J = 85 Hz, 1 H, Cy,,, H), 7.84 (d, ®J = 6.6 Hz, 1 H, C%,, H), 7.75 (dd,
3J =86 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.51 (t, 3] = 8.1 Hz, 1 H, C3,_, H), 7.15 (m,,
1 H, C%, H), 707 (t, *J = 2.1 Hz, 1 H, C%,_, H), 7.00 (m., 1 H, C},., H), 6.28 (d,
%J = 6.6 Hz, 1 H, C},,,,H), 421 (s, 2 H, CH,C=0), 3.81 (s, 3 H, C},,,,-OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.5 (CH,C=0), 162.6 (C3,,,), 161.1
(C%nth)7 160.6 (C}%yrn% 160.2 (C]%’hen) 152.3 (CPyrn ) 151.3 (CBnth) 136.6 (C}Dhen)7 132.0
(CH)s 130.6 (CPy.,H), 124.6 (d, 'Jop = 271.4 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 32.4 Hz,
C%, ), 123.0 (d, 3Jor = 3.3 Hz, C},,, H), 121.1 (C},,,H), 120.7 (C},.,H), 120.0 (d,
3Jor = 4.3 Hz, CF,,H), 115.8 (C}y,., H), 114.4 (C}y,.,H), 111.1 (C},,, H), 55.6 (Ch,,-

OCHj), 36.0 (CH2C=0) ppm.

hen hen
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LC-MS (ESLMS, 70 6V): m/> = 492.9 [M-+H]*.
HPLC (2): tg = 7.4 min, 99 %.

IR (ATR): 7 = 3140, 3059, 2967, 2936, 2363, 1714, 1667, 1607, 1568, 1553, 1483, 1466,
1416, 1369, 1315, 1285, 1265, 1250, 1192, 1159, 1152, 1132, 1113, 1080, 1032, 1011, 980,
961, 835, 829, 789, 718, 691, 677, 646 cm !

Schmelzpunkt: 194 °C.

2-((3-Benzyl-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo
[d]thiazol-2-yl)acetamid (16a)

;(Ys¢ /k@ )

021H15F3N40282 (Mr 476.49)

16a wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (80.3 mg, 0.27 mmol) und 66b (57.0 mg, 0.26 mmol) wurden zusammen mit TEA
(108 uL, 0.78 mmol) in abs. DMF (3 mL) erhitzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-
Séulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). Es wurde ein farbloser Feststoff er-
halten.

Ausbeute: 101 mg (0.21 mmol, 82 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.94 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, 3J = 85 Hz, 1 H, C%,,,H), 7.80 (d, 3J = 6.5 Hz, 1 H, cpym ), 7.74 (dd,
8] =86 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, C3,,, H), 7.39-7.32 (m, 2 H, C*/° H), 7.32-7.27 (m, 3 H,

ChonH, CS H), 6.27 (4, J = 6.5 Hz, 1 H, C},,, H), 5.28 (s, 2 H, N-CH,), 4.32 (s,

Benz

2 H, CH,C=0) ppm.
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KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.3 (CH,C=0), 162.2 (C3,,,,), 161.1

(Chmn)s 160.9 (Ch,,), 1522 (CP,,, H), 151.3 (CF,p,), 134.9 (Ch,,..), 132.0 (CHLy), 128.7
(C35 1), 127.7 (C4,, . H), 127.0 (C° H), 124.6 (d, LJcp = 271.4 Hz, CFy), 123.8 (d,

Benz Benz
2Jor = 31.9 Hz, C%, ), 123.0 (d, 3Jcrp = 3.5 Hz, C3,,,H), 121.1 (C%,,,H), 120.0 (d,
3Jer = 4.2 Hz, Ch,, H), 110.2 (Cp,,, H), 47.0 (N-CHz), 35.9 (CH2C=0) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 259.0 [M-Cs HyF3 NS~

HPLC (2): tg = 8.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3056, 2916, 2847, 1738, 1695, 1649, 1557, 1493, 1427, 1373, 1319, 1281,
1263, 1244, 1155, 1123, 1113, 1082, 1051, 984, 881, 149, 822, 806, 791, 760, 743, 719, 698,
681, 644 cm™!

Schmelzpunkt: 190 °C.

2-((3-(4-Methoxybenzyl)-4-o0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluor-
methyl)benzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (16b)

i

OCHj

CooH17F3N4 O3S, (M, 506.52)

16b wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (72.2 mg, 0.25 mmol) und 66¢ (57.8 mg, 0.23 mmol) wurden zusammen mit TEA (96.9
pL, 0.70 mmol) in abs. DMF (3 mL) erhitzt. Das Produkt fiel beim Aufnehmen in DCM

aus und wurde abfiltriert. Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 46.9 mg (92.6 pmol, 40 %).
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'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.95 (s, 1 H, NH), 8.49 (bs, 1 H, C}, ., H),
792 (d, ®J = 84 Hz, 1 H, Cy,, H), 778 (d, *J = 6.5 Hz, 1 H, C%, . H), 7.74 (d,
3] = 8.6 Hz, 1 H, C3,,, H), 7.25 (d, 3J = 8.5 Hz, 2 H, CX° H), 6.92 (d, 3J = 8.5 Hz,
2 H, C¥° H), 6.25 (d, 3J = 6.4 Hz, 1 H, ChyrnH), 521 (s, 2 H, N-CHy), 4.32 (s, 2 H,

CH>C=0) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.4 (CH2,C=0), 162.1 (C3,,,,), 161.2
(Chun)s 160.9 (Cp,,,), 158.8 (Ch,,.), 152.1 (CB,. H), 151.4 (C3L,p), 132.0 (CLy),

128.8 (CH® H), 126.8 (Ch,,.), 124.6 (d, LJop = 271.8 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop =

Benz
32.3 Hz, C%,,,), 123.0 (d, 3Jop = 3.3 Hz, C3,,,H), 121.0 (C},,,H), 120.0 (d, 3Jcr
= 4.2 Hz, C},,H), 114.0 (CF_H), 110.2 (C3,,,H), 55.1 (C4,,.,-OCH;), 46.5 (N-CHs),
36.0 (CH2C=0) ppm.

LC-MS (ESLMS, 70 6V): m/z = 288.9 [M-Cs Hy F;NoS~]*.
HPLC (2): tg = 7.8 min, 100 %.

IR (ATR): # = 2936, 2849, 1649, 1612, 1560, 1516, 1497, 1429, 1416, 1373, 1285, 1256,
1244, 1159, 1111, 1084, 1049, 1034, 986, 883, 853, 827, 799, 773, 746, 718, 677, 646 cm !

Schmelzpunkt: 204 °C.

2-((3-(2-Fluorbenzyl)-4-ox0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluorme-
thyl)benzo|[d]thiazol-2-yl)acetamid (16c)

e} N CF3
I
| NYS\)kH/kS
N
O F

021H14F4N40282 (Mr 494.48)

16c¢ wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker

219



KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

28 (67.7 mg, 0.23 mmol) und 66d (48.5 mg, 0.21 mmol) wurden zusammen mit TEA
(85.3 pL, 0.62 mmol) in abs. DMF (2 mL) erhitzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-
Séulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). Es wurde ein farbloser Feststoff er-
halten.

Ausbeute: 82.2 mg (0.17 mmol, 81 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.94 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, ®J = 85 Hz, 1 H, Cy,,, H), 783 (d, *J = 6.5 Hz, 1 H, C},, H), 7.75 (dd,
3] =8.6 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.41-7.35 (m, 1 H, C},, H), 7.30-7.25 (m 1 H,
C%,,.H), 719 (td, 3J = 7.5 Hz, *J = 1.1 Hz, 1 H, C%,,,H), 7.06-7.02 (m, 1 H, C%,_, . H),

6.28 (d, ®J = 6.5 Hz, 1 H, C},,, H), 5.31 (s, 2 H, N-CHy), 4.33 (s, 2 H, CH,C=0) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 167.2 (CH,C=0), 162.1 (C3,,,), 161.0
(Chn)s 160.8 (Cp,,), 159.9 (d, 'Jor = 245.1 Hz, C3,,,.), 152.3 (CB,, H), 151.3 (CF,),
132.0 (CT2,0), 129.7 (d, 3Jor = 8.2 Hz, C},,,, H), 127.5 (d, 3Jop = 3.5 Hz, C%,,, . H), 124.9
(d, *Jor = 3.4 Hz, C3,, H), 124.6 (d, L Jop = 271.8 Hz, CF3), 123.9 (d, 2Jor = 31.5 Hz,
C% ), 123.0 (d, 3Jep = 3.5 Hz, C},,H), 121.8 (d, 2Jop = 14.0 Hz, C},,,,), 121.1
(ChunH), 120.0 (d, 3Jep = 4.1 Hz, C},,,H), 115.6 (d, >Jcp = 21.0 Hz, C3,,, H), 110.2

(C3yrnH), 41.0 (d, *Jor = 5.0 Hz, N-CHy), 35.8 (CH2C=0) ppm.
LC-MS (ESI—MS, 70 eV): m/z = 276.9 [M—08H4F3N257]+.

HPLC (2): tg = 7.8 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3142, 3048, 2968, 2916, 1736, 1697, 1647, 1555, 1437, 1414, 1377, 1315,
1283, 1265, 1246, 1231, 1155, 1115, 1084, 1051, 999, 976, 883, 849, 826, 804, 789, 756, 718,
679, 646 cm™!

Schmelzpunkt: 159 °C.
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2-((3-(4-Trifluormethylbenzyl)-4-ox0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(tri-
fluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (16d)

S e
Q(Y

CosH14FgN405Ss (M, 544.49)

16d wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker
28 (105 mg, 0.36 mmol) und 66a (97.5 mg, 0.34 mmol) wurden zusammen mit TEA
(142 pL, 1.02 mmol) in abs. DMF (3.5 mL) erhitzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-

Séulenchromatographie gereinigt (40 % EE/PE). Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 71.1 mg (0.13 mmol, 38 %).

'H-NMR, (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.94 (s, 1 H, NH), 8.50 (bs, 1 H, C%, ., H),
792 (d, ®J = 85 Hz, 1 H, Cy,,, H), 7.83 (d, >J = 6.5 Hz, 1 H, C%, H), 7.76-7.74 (m
3H,C5, , H, CY° H) 749 (d,3] =81 Hz, 2 H, C45 H),6.29 (d, 3J = 6.5 Hz, 1 H,
ChyrnH), 5.38 (s, 2 H, N-CHy), 4.33 (s, 2 H, CH,C=0) ppm.

C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.2 (CH2C=0), 162.1 (C3,,,,), 161.0
(Chun), 160.9 (Chy,), 152.3 (CB,,, H), 151.3 (CHLyp), 139.8 (Cheyys), 132.0 (CFyy), 128.2
(d, 2Jep = 31.8 Hz, C%_ ), 127.6 (CH° H), 125.7 (q, 3Jor = 3.7 Hz, C3/5 H), 124.6 (d,
YJep = 2725 Hz, C§ ,,-CF3), 124.2 (d, 'Jop = 271.4 Hz, C},,,,-CF3), 123.9 (d, 2Jer
= 32.1 Hz, C%,,,), 123.1 (d, 3Jcp = 3.1 Hz, C},,,,H), 121.1 (C},,,,H), 120.0 (d, 3Jor =

4.2 Hz, Cf,,H), 110.3 (C},,, H), 46.7 (N-CHy), 35.9 (CH,C=0) ppm.

LC-MS (ESI—MS, 70 eV): m/z = 326.9 [M—08H4F3N257]+.

HPLC (2): tg = 8.4 min, 100 %.
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KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

IR (ATR): 7 = 3065, 2978, 2922, 1695, 1655, 1620, 1562, 1493, 1429, 1383, 1369, 1319,
1285, 1263, 1252, 1240, 1221, 1165, 1153, 1136, 1118, 1111, 1086, 1049, 1016, 984, 868, 852,
826, 799, 772, 746, 731, 719, 677, 640 cm L.

Schmelzpunkt: 200 °C.
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8.3.5. Synthese des alkylsubstituierten Pyrimidinon-Derivats

3-Methylpyrimidin-4(3H)-on (73)

C5HgN2O (M, 110.12)

4(3H)-Pyrimidinon (45, 239 mg, 2.49 mmol) wurde in MeOH geldst (6 mL) und Kalium-
carbonat (795 mg, 5.75 mmol) sowie Methyliodid (266 uL, 4.27 mmol) wurden zugegeben.
Es wurde fiir 16 h unter Riickfluss erhitzt, anschliefend abkiihlen gelassen und filtriert.
Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
Die wéssr. Phase wurde dreimal mit Chloroform (je 50 mL) extrahiert und die verein. org.
Phasen tiber Natriumsulfat getrocknet. Es wurde iiber Celite filtriert und das Losungsmit-
tel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-S&ulenchromatographie gereinigt
(Gradient EE/PE). 3-Methylpyrimidin-4(3H)-on (73) wurde als blassgelber Feststoff er-
halten.

Ausbeute: 98.1 mg (0.89 mmol, 36 %)

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 8.45 (bs, 1 H, C3,,,,H), 7.90 (d, *J = 6.6 Hz,

1H,C%,,. H),638(dd,?J = 6.6 Hz, °J = 0.9 Hz, 1 H, C},, H), 3.39 (s, 3 H, CH3) ppm.

"C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 160.7 (Cp,,,), 153.7 (C},,, H), 153.1
(ChypnH), 1145 (CPy,, H), 33.8 (CHs) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 111.3 [M+H] .

HPLC (2): tg = 2.1 min.
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3-Methyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (74)

CsHgN20S (M, 142.18)

73 (93.6 mg, 0.85 mmol) und Natriumhydrogencarbonat (434 mg, 5.17 mmol) wurden
vorgelegt und in einer Mischung aus Diethylether (3.5 mL) und deion. Wasser (3.5 mL)
gelost. Unter kraftigem Rithren wurde Chlorthioameisensdure- O-phenylester (51, 300 uL,
2.15 mmol) zugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 5.5 h bei RT geriihrt. Es wurde in
reichlich EE aufgenommen und die Phasen separiert. Die org. Phase wurde dreimal mit
deion. Wasser und gesétt. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel. i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH (10 mL) aufgenom-
men und mit TEA (365 uL, 2.63 mmol) versetzt. Es wurde fiir 16 h bei RT geriihrt und
anschliefend das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-
Séulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). 3-Methyl-2-thioxo-2,3-dihydropyri-
midin-4(1H)-on (74) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 91.8 mg (0.65 mmol, 76 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.57 (bs, 1 H, NH), 7.45 (dd, 3J = 7.5 Hz,
%] =58 Hz, 1 H,C%  H), 594 (dd, *J = 7.5 Hz, *J = 1.4 Hz, 1 H, C},, H), 3.50 (s,
3 H, CH3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 176.7 (C2

Pyrn)7 160.5 (04
103.9 (Cp,,,,H), 33.0 (CH3) ppm.

Pyrn)» 140.7 (cs, H),

Pyrn

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 143.1 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 3.6 min.
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2-((3-Methyl-4-0x0-3,4-dihydropyrimidin-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)ben-
zo|d]|thiazol-2-yl)acetamid (75)

K'(Ysyk Aﬁ

C15H11F3N405S; (M, 400.39)

75 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 erhalten. Der Benzothiazol-Linker 28
(126 mg, 0.43 mmol) und 3-Methyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on (74, 57.0 mg,
0.40 mmol) wurden zusammen mit TEA (167 pL, 1.20 mmol) in abs. DMF (4 mL) erhitzt.
Die Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Saulenchromatographie (Gradient EE/PE). E
wurde zusétzlich aus EtOH/Wasser umkristallisiert. 2-((3-Methyl-4-oxo-3,4-dihydropyrimi-
din-2-yl)thio)- N-(6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)acetamid (75) wurde als farblose
Nadeln erhalten.

Ausbeute: 126 mg (0.32 mmol, 79 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 6 = 12.95 (bs, 1 H, NH), 851 (s, 1 H, C%, , H),
793 (d,%J =85 Hz, 1 H, C}, , H), 7.76 (dd, 3J = 8.5 Hz, *J = 1.7 Hz, 1 H, C}, ,, H),
774 (d,?J = 6.5 Hz, 1 H, C%,, H), 6.17 (d, *J = 6.5 Hz, 1 H, C%,, H), 4.37 (s, 2 H,
CHs), 3.47 (s, 3 H, CH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 167.4 (CH,C=0), 162.1 (C3,,,), 161.1
(Chuin), 160.7 (Chy,n), 151.8 (CB,,, H), 151.3 (CH ), 132.0 (CRLy), 1246 (d, Yer =
272.5 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jorp = 31.8 Hz, C%, ,,), 123.1 (d, 3Jor = 3.4 Hz, C3, ,, H),
121.1 (Cp,,H), 120.0 (d, 3Jor = 4.0 Hz, Cf,,H), 109.7 (C},,,H), 35.7 (CH3), 30.2

(CH3) ppm.
LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/z = 182.9 [M-CH;S0;3]".

HPLC (2): tg = 6.9 min, 97 %.
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IR (ATR): 7 = 3171, 3130, 3057, 2988, 2941, 1661, 1568, 1545, 1491, 1410, 1377, 1317,
1281, 1242, 1221, 1157, 1119, 1084, 1051, 986, 924, 880, 835, 826, 791, 743, 719, 677, 648

cm— L,

Schmelzpunkt: 224 °C.

226



8.3. SYNTHESEN

8.3.6. Serie 5
8.3.6.1. Kupplung von Benzothiazol 27 mit Boc-geschiitzten Aminosiuren
Allgemeine Synthesevorschrift

Die Kupplungen der N-Boc-geschiitzten Aminoséduren wurden im Rahmen dieser Arbeit
von KEVIN BRESSLER in seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt.
Die jeweilige N-Boc-geschiitzte L-Aminosiure wurde zusammen mit 2-Amino-6-(trifluor-
methyl)benzothiazol (27) und Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat (PyBOP) in DCM vorgelegt. Es wurde tropfenweise DIPEA zugegeben und das
Reaktionsgemisch bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Riick-
stand in EE aufgenommen. Es wurde mit 5 % Kaliumhydrogensulfat-Lsg., mit Natrium-
chlorid-Lsg., mit 5 % Natriumhydrogencarbonat-Lsg. und nochmal mit Natriumchlorid-
Lsg. gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Einige der Rohprodukte wurden anschlieSend séulenchromatographisch gereinigt. 161

(S)-tert-Butyl-(1-oxo-1-((6-(trifluormethyl)benzo|[d|thiazol-2-yl)amino)propan-
2-yl)carbamat (82a)

HsC (O]
HsC >—NH HN—<\:©/
mc%o N

H3C

C16H1sF5N303S (M, 389.39)

82a wurde erhalten ausgehend von 27 (240 mg, 1.10 mmol), Boc-Ala-OH (77a, 189 mg,
1.00 mmol), PyBOP (573 mg, 1.10 mmol) und DIPEA (340 pL, 2.00 mmol) in DCM
(1.0 mL). Es wurde fiir 3.5 h bei RT gerithrt. (5)-tert-Butyl-(1-oxo-1-((6-(trifluorme-
thyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82a) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

Ausbeute: 380 mg (0.96 mmol, 96 %).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.70 (s, 1 H, Bnth-NH), 8.50 (s, 1 H,
ChLunH), 791 (d,3J =84 Hz, 1 H, C},,,H), 7.74 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H,
C%,.H),7.38 (d,3J =17.0Hz, 1 H, NH-Boc), 4.29 (quint, 3.J = 6.9 Hz, 1 H, O=CCH CH3),
1.40-1.20 (m, 9 H, O(CH3)3), 1.30 (d, 3J = 7.1 Hz, 3 H, O=CCHCH3) ppm.

IBC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 173.6 (HN-(C=0)CH), 161.2 (C3,,,,,), 155.3
(O=COtBu), 151.4 (C32,,.), 132.1 (CE,.), 124.6 (d, LJop = 271.8 Hz, CF3), 123.7 (d,
2Jor = 31.1 Hz, C%,,,), 123.0 (d, 3Jop = 3.3 Hz, C},,,,H), 121.0 (C},,,,H), 120.0 (d,
3Jor = 4.3 Hz, C%, ,, H), 78.4 (C(CHj)3), 50.0 (CHCH3), 28.2 (C( CHs)s), 17.3 (CHCH3)

ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 412.0 [MNa]*, 390.0 [M+H]*.

HPLC (2): tgp = 7.6 min.

(S)-tert-Butyl-(1-oxo-3-phenyl-1-((6-(trifluormethyl)benzo|[d|thiazol-2-yl)ami-

no)propan-2-yl)carbamat (82b)

o)
o) S CF3
HsC >~NH HN—<\ Ij/
HsC——0 N
HsC
CooHooF3N3O3S (Mr 46549)

82b wurde erhalten ausgehend von 27 (240 mg, 1.10 mmol), Boc-Phe-OH (77b, 265 mg,
1.00 mmol), PyBOP (572 mg, 1.10 mmol) und DIPEA (340 uL, 2.00 mmol) in DCM
(1.0 mL). Es wurde fiir 1.5 h bei RT gerithrt. (S)-tert-Butyl-(1-oxo-3-phenyl-1-((6-(tri-
fluormethyl)benzo|d|thiazol-2-yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82b) wurde als farbloser

Feststoff erhalten.
Ausbeute: 431 mg (0.93 mmol, 93 %).

IH-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.91 (s, 1 H, Bnth-NH), 851 (s, 1 H,
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ChLunH), 792 (d,3J = 83 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.75 (dd, 3J = 8.7 Hz, *J = 1.7 Hz, 1 H,
3, H), 7.45-7.36 (m, 3 H, NH-Boc, CHS H), 7.29 (t, 3] = 7.4 Hz, 2 H, C3> H),
7.22-7.18 (m, 1 H, C},,.,, H), 4.49 (m., 1 H, O=CCHCHy), 3.06 (dd, *J = 13.5 Hz, 4J =
4.1 Hz, 1 H, Ph-CHy,), 2.85 (dd, 3J = 13.4 Hz, *J = 10.7 Hz, 1 H, Ph-CHy,), 1.31-1.19
(m, 9 H, O(CHs)3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 172.7 (HN-(C=0)CH), 161.1 (C%,,,;,), 155.6
(O=COtBu), 151.4 (C¥,,), 137.5 (CLy.), 132.1 (CELyy), 1293 (C H), 128.2 (Ol H),
126.5 (C},,.,H), 124.6 (d, LJop = 271.8 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jor = 31.9 Hz, C%, ,,),
123.0 (d, 3Jor = 3.3 Hz, C3,,,H), 121.0 (C4,,,H), 120.0 (d, 3Jcp = 4.0 Hz, C%, , H),

78.7 (C(CHjs)3), 56.3 (CHCH,), 36.7 (CH,), 28.1 (C( CHs)s) ppm.
LC-MS (ESI-MS, 70 V): m/z = 466.1 [M+H]*.

HPLC (2): tgp = 8.8 min.

(S)-tert-Butyl-2-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)carbamoyl)pyrrolidin-
1-carboxylat (82c)

018H20F3N3038 (Mr 415.43)

82c wurde erhalten ausgehend von 27 (240 mg, 1.10 mmol), Boc-Pro-OH (77c, 216 mg,
1.00 mmol), PyBOP (573 mg, 1.10 mmol) und DIPEA (340 pL, 2.00 mmol) in DCM
(1.0 mL). Es wurde fiir 6 h bei RT gertihrt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Séulenchro-
matographie gereinigt (Gradient EE/PE). (5)-tert-Butyl-2-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thi-

azol-2-yl)carbamoyl)pyrrolidin-1-carboxylat (82c) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 218 mg (0.52 mmol, 52 %).

IH-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.81 (s, 1 H, Bnth-NH), 851 (s, 1 H,
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ChL.H), 791 (d, 3] =84 Hz, 1 H, C}, ., H), 7.74 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H,
ChpnH), 4.47-4.39 (m, 1 H, O=CCH), 3.49-3.32 (m, 2 H, C},,, Hy), 2.31-2.20 (m, 1 H,
ChyprH2a), 1.98-1.77 (m, 3 H, C},,, Hap, Cp,,, Ha), 1.39-1.22 (m, 9 H, O(CH3)3) ppm.

3BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 173.2 (HN-(C=0)CH), 161.2 (C%,,;), 152.8
(O=COtBu), 151.4 (C3¢,), 132.1 (CH. ), 124.6 (d, 'Jor = 272.0 Hz, CF3), 123.8 (d,
2Jor = 31.9 Hz, C%,,,), 123.0 (d, 3Jop = 2.9 Hz, C3,,,,H), 121.0 (C},,,,H), 120.1 (d,
SJor = 4.2 Hz, Ch, H), 78.9 (C(CHy)3), 59.6 (C3,,,H), 46.5 (Cp,,H), 30.4 (C},,. H),
28.0 (C( CHs)s), 23.8 (C},,.,H) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 438.0 [MNa] ™, 416.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 8.0 min.

(S)-tert-Butyl-(3-methyl-1-oxo0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)ami-
no)butan-2-yl)carbamat (82d)

CHs

Hscwo

CF3
HsC >~NH HN—<\I>/
HsC %

HsC

ClgHQQFgNgogs (Mr 417.13)

82d wurde erhalten ausgehend von 27 (363 mg, 1.66 mmol), Boc-Val-OH (77d, 327 mg,
1.51 mmol), PyBOP (860 mg, 1.65 mmol) und DIPEA (510 L, 3.00 mmol) in DCM
(2.0 mL). Es wurde fiir 1 h bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Séulenchro-
matographie gereinigt (Gradient EE/PE). (S)-tert-Butyl-(3-methyl-1-oxo-1-((6-(trifluor-
methyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)butan-2-yl)carbamat (82d) wurde als farbloser Fest-

stoff erhalten.
Ausbeute: 470 mg (1.13 mmol, 75 %).
I'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): & = 12.71 (bs, 1 H, Buth-NH), 8.50 (s, 1 H,

CL . H), 792 (d,3J =85 Hz, 1 H, C} ,, H), 7.75 (dd, 3J = 8.6 Hz, J = 1.6 Hz, 1 H,
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C%,unH), 7.24 (d,3J = 8.0 Hz, 1 H, NH-Boc), 4.13 (t, 3J = 7.6 Hz, 1 H, 0O=CCH), 2.09-
2.01 (m, 1 H, CH(CH3)2), 1.38-1.25 (m, 9 H, O(CH3)3), 0.91-0.89 (m, 6 H, CH(CHj3)»)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 172.6 (HN-(C=0)CH), 160.9 (C3, ,,,), 155.7
(O=COtBu), 151.3 (C3,,,), 132.0 (CE,1.), 124.6 (d, 1Jcp = 271.8 Hz, CF3), 123.8 (d,
2Jor = 31.8 Hz, CY, ,.), 123.0 (d, 3Jcr = 3.9 Hz, C3,,, H), 121.0 (C%, ,, H), 120.0 (d,
3Jorp = 4.5 Hz, C%, , H), 78.4 (C(CHs)3), 59.8 (O=CCH), 30.0 (CH(CHs)s), 27.9 (C(
CHs)s), 19.1 (CHCHs,), 18.5 (CHCHsp,) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 ¢V): m/z = 440.0 [MNa] ™, 418.0 [M+H] ™.

HPLC (2): tgp = 8.4 min.

(S)-tert-Butyl-(3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxo0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-

yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82e)

HsC )
H3c§—o S CF3
HsC %NH HN4<\ :©/
o} N

CosHasFsN4O3S (M, 504.14)

82e wurde erhalten ausgehend von 27 (360 mg, 1.65 mmol), Boc-Trp-OH (77e, 456 mg,
1.50 mmol), PyBOP (859 mg, 1.65 mmol) und DIPEA (510 pL, 3.00 mmol) in DCM
(2.0 mL). Es wurde fiir 2 h bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchro-
matographie gereinigt (Gradient EE/PE). (S5)-tert-Butyl-(3-(1H-indol-3-yl)-1-oxo-1-((6-
(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82e) wurde als farblo-

ser Feststofl erhalten.
Ausbeute: 421 mg (0.83 mmol, 56 %).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.93 (bs, 1 H, Bnth-NH), 10.86 (s, 1 H,

231



KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

NHndot), 851 (s, 1 H, C% . H), 791 (d, 3J = 8.6 Hz, 1 H, C},,,H), 7.75 (dd, 3J =
8.6 Hz, *J = 1.8 Hz, 1 H, C%,,,H), 7.74 (d, 3J = 7.6 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.32 (d, 3J
=84 Hz, 1 H, CT, ,,H), 726 (m, 1 H, NH-Boc), 7.21 (s, 1 H, C%,,,H), 7.05 (t, 3] =
7.3 Hz, 1 H, CS,,,H), 6.96 (t,3J =74 Hz, 1 H, C},,,H), 4.57-4.44 (m, 1 H, O=CCH),
3.21-3.16 (m, 1 H, CHa,), 3.06-3.00 (m, 1 H, CHy), 1.32-1.15 (m, 9 H, O(CH3)3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 173.1 (HN-(C=0)CH), 161.2 (C%,.,;,), 155.5
(0O=COtBu), 151.4 (C32,,), 136.1 (CT2,.,), 132.1 (CF&,,), 127.2 (C32,.), 124.6 (d, L Jcr
= 271.9 Hz, CF3), 124.3 (C%,,,H), 123.8 (d, 2Jor = 31.8 Hz, C%,,,), 123.0 (d, 3Jor
= 3.8 Hz, C},,,,H), 121.0 (C},,,,H), 120.9 (C¢ ., H), 120.0 (d, 3Jcr = 4.6 Hz, C%,,,, H),
118.8 (C}, 4 H), 118.3 (C? . H), 111.3 (CF . H), 109.3 (C3,401), 784 (C(CHs)s), 55.4
(O=CCH), 28.2 (C( CHjs)3), 27.3 (CHCHz2) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 505.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 8.5 min.

(S)-tert-Butyl-(3-(4-hydroxyphenyl)-1-oxo-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thi-

azol-2-yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82f)

OH

HsC o)
H3c7¥o s CFs
HsC %NH HN—<\ D/
(@) N

CooHaoF3N304S (M, 481.49)

82f wurde erhalten ausgehend von 27 (361 mg, 1.65 mmol), Boc-Tyr-OH (77f, 422 mg,
1.50 mmol), PyBOP (865 mg, 1.66 mmol) und DIPEA (510 uL, 3.00 mmol) in DCM
(2.0 mL). Es wurde fiir 1 h bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Séulenchro-
matographie gereinigt (Gradient EE/PE). (5)-tert-Butyl-(3-(4-hydroxyphenyl)-1-oxo-1-((6-
(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-yl)carbamat (82f) wurde als farblo-

ser Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 48.0 mg (0.10 mmol, 7 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): § = 12.84 (s, 1 H, Bnth-NH), 9.22 (s, 1 H, OH),
8.50 (s, 1 H, C},,,H), 7.92 (d,3J =84 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.75 (dd, 3J = 8.6 Hz, 1J =
1.6 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.34-7.25 (m, 1 H, NH-Boc), 7.13 (d, 3.J = 8.4 Hz, 2 H, C¥° H),
6.65 (d, 3J = 8.4 Hz, 2 H, C¥> H), 4.43-4.28 (m, 1 H, O=CCH), 2.95-2.85 (m, 1 H,

CHayg), 2.77-2.71 (m, 1 H, CHoy), 1.33-1.20 (m, 9 H, O(CH3)3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 172.8 (HN-(C=0)CH), 161.1 (C3,,,;,), 156.0
(Ch.), 155.6 (O=COtBu), 151.4 (C32,,), 132.0 (CI2,,), 130.3 (CHE H), 127.4 (Chy.),
124.6 (d, YJop = 271.9 Hz, CF3), 123.8 (d, 2Jop = 31.7 Hz, C%, ,;), 123.0 (d, 3Jop =
3.5 Hz, C3,,, H), 121.0 (C4, ,, H), 120.0 (d, 3Jop = 3.9 Hz, C%, ,, H), 114.9 (C¥° H), 78.4
(C(CH3)3), 56.6 (O=CCH), 36.0 (CHs), 28.2 (C( CHz)3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 482.0 [M+H]*.
HPLC (2): tg = 7.6 min.
8.3.6.2. Synthese der Hydrochloride

Allgemeine Synthesevorschrift

Die zuvor synthetisierten Kupplungsprodukte wurden in Dioxan gelést und mit einer 4 M
HCl/Dioxan-Losung versetzt. Es wurde fiir 24 h geriihrt und i. Vak. eingeengt. Die weitere

Aufreinigung wird im jeweiligen Unterabschnitt detailliert beschrieben. Die Synthese der

Hydrochloride wurde im Rahmen dieser Arbeit von K. Brefler durchgefiihrt. 161

(S)-1-Oxo0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]|thiazol-2-yl)amino) propan-2-ammoni-
umchlorid (83a)

HsC o)

CF3
o H3N HN{\ :@/

CllHloFgNgosXHCI (Mr 32573)

83a wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82a (180 mg, 0.46 mmol) in
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Dioxan (2.0 mL) mit 4 M HCl/Dioxan-Lésung (4.6 mL, 18.4 mmol). Es wurde fiir 24 h bei
RT geriihrt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit EE gewaschen. Die
wassr. Phase wurde i. Vak. eingeengt. (.5)-1-Oxo-1-((6-(trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-

yl)amino)propan-2-ammoniumchlorid (83a) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 91.0 mg (0.28 mmol, 61 %).

'H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.34 (s, 1 H, Bnth-NH), 8.69 (bs, 3 H,
NHj3), 8.55 (s, 1 H,C% ., H),7.95 (d, 3] =84 Hz, 1 H, C} , H), 7.77 (dd, 3J = 8.7 Hz,
4] =18Hz, 1 H,C},,, H), 4.31-4.22 (m, 1 H, C=0CH), 1.53 (d, 3J = 7.1 Hz, 3 H, CH3)

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 170.2 (HN-(C=0)CH), 160.6 (C%,,,,), 151.1
(C32.1), 132.1 (CF2.0), 124.6 (d, YJop = 272.3 Hz, CF3), 124.1 (d, 2Jop = 32.0 Hz, C%,,,),
123.2 (d, 3Jop = 2.9 Hz, C3,,,H), 121.3 (C},,,H), 120.2 (d, 3Jop = 4.5 Hz, CF,,,, H),
48.7 (O=CCH), 16.7 (CH3) ppm.

LC-MS (ESL-MS, 70 6V): m/z — 289.9 [M-CI-]*.
HPLC (2): tg = 7.2 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2963, 2874, 1703, 1570, 1547, 1501, 1414, 1319, 1269, 1250, 1165, 1113,
1082, 1051, 964, 880, 827, 795, 721, 691, 642 cm L.

Schmelzpunkt: 168 °C.

(S)-1-Oxo0-3-phenyl-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-

ammoniumchlorid (83b)

)

5 o S CFs
Cl HgN HN—<\
N

Cl7H14F3N308XHC1 (Mr 401 83)

83b wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82b (135 mg, 0.29 mmol) in Di-
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oxan (1.5 mL) mit 4 M HCl/Dioxan-Loésung (2.9 mL, 11.6 mmol). Es wurde fiir 24 h bei RT
geriihrt. Das Rohprodukt wurde aus 2-Propanol umkristallisiert. (5)-1-Oxo-3-phenyl-1-((6-
(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-ammoniumchlorid (83b) wurde nach

dem Trocknen als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 109 mg (0.27 mmol, 93 %).

'H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.33 (s, 1 H, Bnth-NH), 8.74 (bs, 3 H,
NHj3), 8.56 (s, 1 H, CL ., H), 7.95 (d, 3J = 8.2 Hz, 1 H, C}, ., H), 7.77 (d, 3J = 8.4 Hz,
1H, C%,,,H), 7.29 (m, 5 H, CppenH), 4.46 (bs, 1 H, C=0CH), 3.30-3.18 (m, 2 H, CHs)
ppim.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 168.7 (HN-(C=0)CH), 160.2 (C%,,,,,), 151.1

3/5 2/6
(€32, 134.3 (Chy,,), 132.1 (CTa 1), 129.6 (CH° H), 128.7 (CHS H), 127.4 (C4,,,,H),

1245 (d, YJop = 271.8 Hz, CF3), 124.2 (d, 2Jop = 31.8 Hz, C%, ,;), 123.2 (d, 3Jop =
4.0 Hz, C3,,,,H), 121.4 (C4,,,,H), 120.2 (d, 3Jop = 3.8 Hz, C§,,,,H), 53.9 (O=CCH), 36.6
(CHz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 6V): m/z = 365.9 [M-CI]*.
HPLC (2): tg = 8.7 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2967, 2889, 2835, 1709, 1558, 1541, 1477, 1416, 1331, 1302, 1285, 1271,
1250, 1188, 1169, 1150, 1132, 1105, 1092, 1072, 976, 939, 924, 874, 847, 816, 783, 758, 737,
719, 710, 698, 692, 640 cm 1.

Zersetzungstemp.: 235 °C.

(S)-2-((6-(Trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-yl)carbamoyl)pyrrolidin-1-iumchlo-
rid (83c)

@)

Cl “=NH, HN—
N

Cl3H12 F3N308XHC] (Mr 351 77)

235



KAPITEL 8. EXPERIMENTALTEIL

83c wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82c¢ (120 mg, 0.29 mmol)
in Dioxan (2.5 mL) mit 4 M HCl/Dioxan-Lésung (2.9 mL, 11.6 mmol). Es wurde fiir
24 h bei RT geriihrt. Das Produkt wurde mit eiskaltem 2-Propanol gewaschen. (5)-2-((6-
(Trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)carbamoyl)pyrrolidin-1-iumchlorid (83c) wurde nach

dem Trocknen als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 59.0 mg (0.17 mmol, 59 %).

"H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.36 (bs, 1 H, Bnth-NH), 10.37 (bs, 1 H,
NHay,), 8.97 (bs, 1 H, NHy,), 8.56 (s, 1 H, C% ., H), 7.96 (d, *J = 8.4 Hz, 1 H, C}, ,, H),
7.77 (dd, 3J = 8.4 Hz, *J = 1.3 Hz, 1 H, C%, ,, H), 4.59 (t, 3J = 7.7 Hz, 1 H, C=0CH),
3.34-3.24 (m, 2 H, C},,, Hy), 2.47-2.40 (m, 1 H, C},,, Haa), 2.10-2.02 (m, 1 H, C},, Ha),

1.99-1.92 (m, 2 H, C},,, Ha) ppm.

13BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 168.7 (HN-(C=0)CH), 160.5 (C%,,,,), 151.2
(C32.),132.1 (CF ), 1245 (d, YJop = 271.6 Hz, CF3), 124.1 (d, 2 Jop = 31.9 Hz, C%, 1),
123.2 (d, 3Jop = 4.0 Hz, C},,,,H), 1214 (C},,,H), 120.2 (d, 3Jop = 4.5 Hz, CF,,,,H),
59.3 (0=CCH), 45.8 (Cp,,,Ha), 29.3 (C},,. Ha), 23.5 (Cp,,,Hz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 315.9 [M-C1~| ™.
HPLC (2): tg = 8.9 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 2970, 2899, 2723, 1697, 1549, 1466, 1414, 1360, 1323, 1265, 1248, 1161,
1111, 1086, 1053, 1009, 947, 878, 822, 793, 746, 719, 691, 642 cm~!.

Schmelzpunkt: 226 °C.
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(S)-3-Methyl-1-oxo0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)butan-2-

ammoniumchlorid (83d)

CHa
HsC o

@/é_/{ S CFs
Cl H3N HN—<\
N

013H14F3N308XHC1 (Mr 35379)

83d wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82d (204 mg, 0.49 mmol) in
Dioxan (4 mL) mit 4 M HCl/Dioxan-Losung (4.9 mL, 19.6 mmol). Es wurde fiir 4 h bei
RT geriihrt. Ein farbloser Feststoff wurde abfiltriert, mit Dioxan gewaschen und i. Vak.

getrocknet.
Ausbeute: 149 mg (0.42 mmol, 86 %).

'H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.31 (bs, 1 H, Bnth-NH), 8.71 (bs, 3 H,
NHj3), 8.55 (s, 1 H,C%, ., H),7.96 (d,3J =88 Hz, 1 H, C% . H), 7.77 (dd, *J = 8.6 Hz,
4] = 1.6 Hz, 1 H, C%,,, H), 4.12-4.06 (M, 1 H, C=0CH), 2.28 (oct, 1 H, CH(CHj3)3),
1.00 (dd, 3J = 6.8 Hz, *J = 3.4 Hz, 6 H, CH(CH3)2) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 168.9 (HN-(C=0)CH), 160.3 (C%,,,,), 151.1
(C3 ), 132.1 (CF ), 124.6 (d, Y Jop = 271.8 Hz, CF3), 124.2 (d, 2 Jop = 31.9 Hz, C%, 1),
123.3 (d, 3Jor = 3.3 Hz, C3,,,H), 1214 (C},,,H), 120.3 (d, 3Jop = 4.0 Hz, CF,,,, H),
57.6 (O=CCH), 30.0 (CH(CHjz)z), 18.4 (CHs,), 17.9 (CHz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 6V): m/z = 317.9 [M-CI]*.
HPLC (2): tg = 7.7 min, 97 %.

IR (ATR): 7 = 3161, 3073, 2976, 2847, 2174, 1748, 1694, 1572, 1537, 1504, 1418, 1393,
1348, 1317, 1279, 1240, 1209, 1186, 1171, 1119, 1084, 1059, 1009, 945, 918, 891, 835, 806,
783, 772, 719, 700, 667, 644 cm L.

Schmelzpunkt: 204 °C.
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(S)-3-(1H-Indol-3-yl)-1-ox0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)

propan-2-ammoniumchlorid (83e)

0
CF
"N /Hﬁ@ HN4<S 3
3
cli N

019H15F3N4OSXHC1 (Mr 44087)

83e wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82e (168 mg, 0.33 mmol) in
Dioxan (2 mL) mit 4 M HCl/Dioxan-Losung (3.6 mL, 14.4 mmol). Es wurde fiir 24 h bei
RT geriihrt. Ein brauner Feststoff wurde abfiltriert, mit Dioxan gewaschen und i. Vak.

getrocknet.
Ausbeute: 128 mg (0.29 mmol, 81 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.40 (bs, 1 H, Bnth-NH), 11.10 (s, 1 H,
NH ndot), 8:71 (bs, 3 H, NH3), 8.55 (s, 1 H, C%, ., H), 7.94 (d,3J =85 Hz, 1 H, C}, , H),
7.77 (dd, 3J = 8.6 Hz, 47 = 1.5 Hz, 1 H, C%, ,, H), 7.66 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, C},,,H),
7.34 (d,3J =81Hz 1 H, C] , H), 724 (bs, 1 H, C3 ,,H), 7.04 (t, 3] = 7.5 Hz, 1 H,
C8uH), 6.91 (t,3J = 7.4 Hz, 1 H, C3,,,H), 4.43 (sext., J = 5.8 Hz, 1 H, C=0CH),
3.40 (t,3J = 5.7 Hz, 2 H, CHCH>) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 169.3 (HN-(C=0)CH), 160.5 (C%,,,,,), 151.1
(C3..), 136.3 (CTe, 1), 132.1 (CH ), 127.0 (C32,.,), 125.1 (C? ., H), 124.6 (d, *Jop =
271.9 Hz, CF3), 124.1 (d, 2Jor = 31.6 Hz, C%, ,;,), 123.2 (d, 3Jor = 3.1 Hz, C3,,, H), 121.3
(C8 ), 121.2 (C4, ., H), 120.2 (d, 3Jcp = 4.0 Hz, C% . H), 118.5 (C3 ., H, C1 .. H),
1115 (C}, 40 H), 106.2 (C3, 401, 53.1 (O=CCH), 27.0 (CHCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 404.9 [M-C1~]*.
HPLC (2): tz = 8.5 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3381, 3030, 2924, 2853, 1709, 1572, 1541, 1497, 1422, 1348, 1317, 1269,
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1238, 1198, 1165, 1119, 1082, 951, 914, 872, 835, 799, 746, 712, 665, 642 cm .

Zersetzungstemp.: 218 °C.

8.3.6.3. Synthese der Mesilate
Allgemeine Synthesevorschrift

Die entsprechende Zwischenstufe wurde in einem 12:1-Gemisch aus Toluol/2- Propanol
gelost und mit Methansulfonsdure versetzt. Es wurde fiir 24 h bei 50 °C unter Stickstoff-

atmosphaére geriihrt und anschliefend auf 10 °C abgekiihlt.

(S)-1-Oxo0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d|thiazol-2-yl)amino) propan-2-ammon-

ium-methansulfonat (84a)

HaC 0

o CF

HaC—S 8 H (I:ID HN—<S 3
3 [l 3 \
) N

CHHloFgNgOSxCHgO;»,S (Mr 38538)

84a wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82a (162 mg, 0.42 mmol) in
Toluol (3.3 mL) und 2-Propanol (0.6 mL) mit Methansulfonsdure (41.0 pL, 0.63 mmol).
Nach Abkiihlen auf 10 °C wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Rickstand
sdulenchromatographisch an RP-Kieselgel gereinigt (Gradient MeOH/H»0). (5)-1-Oxo-1-
((6-(trifluormethyl)benzo|d]thiazol-2-yl)amino)propan-2-ammoniummethansulfonat (84a)

wurde als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 27.0 mg (69.0 pmol, 16 %).

'H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.14 (s, 1 H, Bnth-NH), 857 (s, 1 H,
C%,..,H), 8.36 (bs, 3 H, NH3), 7.97 (d,3J = 8.5 Hz, 1 H, C%,,, H), 7.79 (dd, 3J = 8.6 Hz,
4] =17Hz 1H,C} ,H), 421 (m., 1 H, C=0CH), 2.33 (s, 3 H, SCH3), 1.51 (d, 3.J =
7.1 Hz, 3 H, CHCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 170.0 (HN-(C=0)CH), 160.6 (C%,,,,,), 151.1
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(C32.1),132.0 (CF.0), 124.6 (d, YJop = 271.8 Hz, CF3), 124.2 (d, 2Jop = 31.9 Hz, CY, ,,),
123.3 (d, 3Jor = 3.5 Hz, C3,,,H), 1214 (C},,H), 120.3 (d, 3Jep = 4.1 Hz, CF,,,, H),
48.9 (0=CCH), 39.8 (SCHs), 16.7 (CHCH3) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 289.9 [M-CH3S03]".
HPLC (2): tz = 9.6 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 3148, 2940, 1705, 1614, 1557, 1416, 1319, 1271, 1159, 1113, 1082, 1042,
964, 880, 826, 777, 746, 721, 691 cm™!.

Schmelzpunkt.: 148 °C.

(S)-1-Oxo-(3-phenyl)-1-((6-(trifluormethyl)benzo|d|thiazol-2-yl)amino)propan-

2-ammonium-methansulfonat (84b)

Cl7H15F3N308XCH303S (Mr 46147)

84b wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82b (135 mg, 0.29 mmol) in
Toluol (2.7 mL) und 2-Propanol (0.5 mL) mit Methansulfonsédure (28.3 pL, 0.44 mmol).
Beim Abkiihlen auf 10 °C fiel ein farbloser Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert, mit

Toluol und 2-Propanol gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 75.4 mg (0.16 mmol, 55 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 13.30 (s, 1 H, Bnth-NH), 8.69 (bs, 3 H,
NHj;), 8.56 (s, 1 H, C%,,,H), 7.95 (d, 3J = 8.5 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.78 (dd, 3J = 8.6 Hz,
4] =14Hz, 1H,C , H), 7.35-7.23 (m, 5 H, CHppep), 4.45 (bs, 1 H, C=0CH), 3.30-3.16
(m, 2 H, CHCH>), 2.34 (s, 3 H, SCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 168.7 (HN-(C=0)CH), 160.2 (C%,,,,), 151.2
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(€3, 134.3 (Chy,,), 132.1 (CTa ), 129.6 (CHS H), 128.7 (CH° H), 127.4 (C4,, H),
124.5 (d, 'Jop = 272.0 Hz, CF3), 124.2 (d, 2Jor = 31.8 Hz, C%,.,,), 123.2 (d, 3Jcp =
3.1 Hz, C},,,,H), 1214 (C},,,,H), 120.2 (d, 3Jep = 4.2 Hz, C},,,,H), 53.9 (O=CCH), 39.8
(SCHs), 36.6 (CHCHz2) ppm.

LC-MS (ESLMS, 70 6V): m/z = 366.0 [M-CH;SO; |+
HPLC (2): tg = 8.7 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2897, 2361, 1709, 1558, 1479, 1416, 1329, 1302, 1271, 1250, 1188, 1169,
1150, 1134, 1107, 1092, 1074, 976, 874, 816, 785, 758, 737, 692 cm L.

Zersetzungstemp.: 230 °C.

(S)-3-(1H-Indol-3-yl)-1-ox0-1-((6-(trifluormethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)amino)

propan-2-ammonium-methansulfonat (84e)

0
HN / S CFs
O HN® HN4<\:©/
1
H3C_ﬁ_06 N
o

ClgH16F3N4OSXCH3038 (Mr 50051)

84e wurde erhalten ausgehend von dem Kupplungsderivat 82e (180 mg, 0.36 mmol) in
Toluol (5.0 mL) und 2-Propanol (2.0 mL) mit Methansulfonsaure (35.0 pL, 0.54 mmol).
Beim Abkiihlen auf 10 °C fiel ein farbloser Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert, mit

eiskaltem 2-Propanol gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 58.0 mg (0.12 mmol, 32 %).

'H-NMR . (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 13.34 (bs, 1 H, Bnth-NH), 11.06 (bs, 1 H,
NH ndot), 8:56 (s, 1 H, C%, ., H), 8.41 (bs, 3 H, NH3), 7.96 (d,3J = 8.1 Hz, 1 H, C%}, ,, H),
7.78 (d,3J = 8.5 Hz, 1 H, C%, ,, H), 7.67 (d,3J = 7.9 Hz, 1 H, C},,,,H), 7.36 (d,3J =
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8.1Hz 1H,CT,,,H) 722 (s, 1H, C3 ,,H), 7.087.04 (m, 1 H, CY_,,H), 6.94 (t, 3] =
6.5 Hz, 1 H, C3,,.,H), 4.38 (bs, 1 H, C=0CH), 3.53-3.26 (m, 2 H, CHCH>), 2.35 (s, 3 H,
SCH3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 169.2 (HN-(C=0)CH), 160.5 (C%,.,;,), 151.2
(Chnn)s 136.3 (CTrgo)s 132.1 (CEyp)s 127.0 (CPpger), 125.2 (CFgqH), 124.6 (d, Mor =
271.9 Hz, CF3), 124.2 (d, 2Jop = 31.9 Hz, C%,,,), 123.2 (d, 3Jor = 3.7 Hz, C3,,,,H),
121.4 (CY, ,,H), 121.3 (C}, ., H), 120.2 (d, 3 Jop = 4.9 Hz, CF, ,, H), 118.5 (C}, ,,,H), 118.4
(CaaH), 111.6 (CT . H), 106.2 (C3,.,), 53.3 (O=CCH), 39.8 (SCHs), 27.2 (CHCH,)

ppm.
LC-MS (ESLMS, 70 ¢V): m/z = 404.9 [M-CH;SO;]*.
HPLC (2): tg = 8.4 min, 100 %.

IR (ATR): v = 3312, 2938, 1707, 1558, 1533, 1458, 1416, 1319, 1277, 1202, 1161, 1117,
1086, 1042, 951, 878, 826, 799, 777, 737, 694 cm ™.

Schmelzpunkt: 208 °C.

8.3.6.4. Funktionalisierung der Aminofunktion

(S)-2-(2,5-Dimethyl-1 H-pyrrol-1-yl)-3-(1 H-indol-3-yl)- N-(6-(trifluormethyl)

benzo[d]|thiazol-2-yl)propanamid (86)

CF3

Ca5Ho1 FsN4OS (M, 482.53)

Es wurde das Hydrochlorid 83e (71 mg, 0.16 mmol) in THF (2 mL) und DMF (1 mL) ge-
16st. TEA wurde zugegeben (22.2 pL, 0.16 mmol) und es wurde fiir 30 min bei 0 °C gertihrt.
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Es wurden 2,5-Hexandion (85, 22.2 pL, 0.19 mmol) und Iod (5.0 mg, 19.7 umol) hinzugege-
ben. Nach 24 h Reaktionszeit bei RT wurde das Reaktionsgemisch in DCM aufgenommen
und die org. Phase mit Natriumthiosulfat-Lsg. und Natriumhydrogencarbonat-Lsg. gewa-
schen. Es wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (95 %
PE/EE). (5)-2-(2,5-Dimethyl-1 H-pyrrol-1-yl)-3-(1 H-indol-3-yl)- N-(6-(trifluormethyl) ben-

zo|d|thiazol-2-yl)propanamid (86) wurde als orangefarbener Feststoff erhalten.
Ausbeute: 31.0 mg (64.2 pmol, 40 %).

'H-NMR. (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.97 (s, 1 H, Bnth-NH), 10.79 (s, 1 H,
NHna01), 854 (s, 1 H, C§ . H), 7.90 (d, 3J = 7.8 Hz, 1 H, C} , H), 7.75 (dd, 3J =
8.6 Hz, 4J = 1.7 Hz, 1 H, C3},,,, H), 7.60 (d, *J = 7.8 Hz, 1 H, C},,,H), 7.30 (d, 3J =
8.4 Hz, 1 H, C,_,,H), 7.05 (td, 3J = 7.5 Hz, *J = 1.1 Hz, 1 H, CY,_, H), 6.96 (td, 3J
=74 Hz, *J =10Hz 1 H, C3,,,H), 6.65 (d, 3] =23Hz 1 H, C? , ,H), 559 (s, 2 H,
C?I’D/;TZH), 5.26 (s, 1 H, C=0CH), 3.69 (dd, 2J = 14.7 Hz, 3J = 5.4 Hz, 1 H, CHCHa,),
3.31 (dd, 2J = 14.8 Hz, 3J = 10.0 Hz, 1 H, CHCHyy), 2.00 (s, 6 H, CH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 170.5 (HN-(C=0)CH), 161.3 (C%,,,;,), 151.3
(CHnap), 1359 (CTog), 1321 (Coy), 1285 (CPn)), 12722 (Cg,), 1246 (d, Mor =
271.5 Hz, CF3), 123.9 (d, ?Jorp = 32.0 Hz, CY%,,,), 123.9 (C%, ,,H), 123.1 (d, 3Jeor =
3.2 Hz, C3,,,,H), 121.1 (C%,,,H), 120.9 (C¢ . H), 120.1 (d, 3Jor = 3.8 Hz, C§,,,H),
118.4 (C3 g1, ChogorH), 1113 (CF g H), 109.0 (C3,4,0), 106.4 (C3 ) H), 58.7 (O=CCH),

26.6 (CHCH,), 13.4 (CH3) ppm.
LC-MS (ESLMS, 70 6V): m/> = 483.0 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 8.7 min, 97 %.
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8.3.7. Synthese eines DFG-out-Inhibitors

2-(2-Methoxyphenyl)acetylchlorid (91)

OCHs
cl

CoHyCl0, (M, 184.62)

2-(2-Methoxyphenyl)essigsdure (90, 333 mg, 2.00 mmol) wurde zusammen mit Thionyl-
chlorid (292 pL, 4.00 mmol) und DMF (7.70 L, 0.10 mmol) in der Mikrowelle (max. 90
Watt) fiir 10 min erhitzt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt. 2-(2-Methoxyphenyl)

acetylchlorid (91) wurde als braune Kristalle erhalten.
Ausbeute: 266 mg (1.44 mmol, 72 %).

Das Rohprodukt wurde anschlielend direkt ohne Analytik weiterverwendet.

2-(2-Methoxyphenyl)- N-(6-nitrobenzo|[d|thiazol-2-yl)acetamid (87)

OCHs

\WS

o N NO,

C16H13N504S (M, 343.36)

Das Rohprodukt von 91 (266 mg, 1.44 mmol) wurde zusammen mit 6-Nitrobenzo[d]thiazol-
2-amin (92, 280 mg, 1.43 mmol) in einem Mikrowellenvial vorgelegt und in THF (3 mL)
gelost. Es wurde fiir 30 min auf 120 °C in der Mikrowelle erhitzt (max. 100 Watt). An-
schlieend wurde in DCM aufgenommen und mit 0.1 M HCI, mit gesétt. Natriumhydrogen-
carbonat-Lsg. und mit gesdtt. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen. Die org. Phase wurde iiber

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
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mittels Flash-Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient EE/PE). 2-(2-Methoxyphenyl)-
N-(6-nitrobenzo[d]thiazol-2-yl)acetamid (87) wurde als gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 148 mg (0.43 mmol, 30 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.94 (s, 1 H, NH), 9.04 (d, *J = 2.4 Hz,
1H,C%,,,H), 828 (dd, ®J = 9.0 Hz, *J = 2.4 Hz, 1 H, C},,, H), 7.90 (d, 3J = 8.9 Hz,
1 H, C},nH), 7.31-724 (m, 2 H, C%, . H, C},.,H), 7.00 (d, 3] = 8.0 Hz, 1 H, C%,,_ H),
6.93 (t,3J = 7.4 Hz, 1 H, C%,_, H), 3.86 (s, 2 H, CHs), 3.74 (s, 3 H, OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 171.2 (CHyC=0), 163.6 (C3,,,,), 157.3
(Chnen)s 153.6 (Chigp), 142.9 (Chp), 1322 (CFyy), 1313 (CPye, H), 128.6 (O, H),
122.8 (Chpen), 121.8 (C3,,nH), 120.6 (C4,,,H), 120.3 (C3,.,H), 119.7 (CFL, ., H), 110.8
(C31enH), 55.5 (OCH3), 36.8 (CHz) ppm.

LC-MS (ESI-MS, 70 €V): m/z = 343.9 [M+H]T.

HPLC (2): tg = 7.4 min.

2-(2-Methoxyphenyl)- N-(6-amino[d]thiazol-2-yl)acetamid (88)

OCHj
N S

-
o N NH,

C16H15N3058 (M, 313.38)

87 (202 mg, 0.59 mmol) wurde in einer 500 mL Hochdruckflasche in reichlich MeOH gelost
und mit einer Spatelspitze Pd-C (10 %) versetzt. Die Druckflasche wurde dreimal evakuiert
und mit Ho-Gas gespiilt. Es wurde ein Druck von 3 bar eingestellt und fiir 3 h bei RT
geschiittelt. Das iiberschiissige Gas wurde evakuiert, der Katalysator abfiltriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatogra-
phie gereinigt (Gradient EE/PE). Das Produkt 2-(2-Methoxyphenyl)-N-(6-amino[d]thi-
azol-2-yl)acetamid (88) wurde als blassgelber Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 142 mg (0.45 mmol, 77 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 12.13 (s, 1 H, NH), 7.41 (d, 3J = 8.6 Hz,
1 H, C},,,H), 7.28-7.24 (m, 1 H, C},,.,H), 722 (dd, 3J = 7.4 Hz, *J = 1.5 Hz, 1 H,
Y, H), 6.98-6.97 (m, 2 H, C%,  H, CL ., H), 6.91 (dt, 3J = 7.4 Hz, *J = 0.9 Hz, 1 H,
ChpenH), 6.70 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J = 2.2 Hz, 1 H, C%,,,H), 5.16 (s, 2 H, NH3), 3.75 (s,
2 H, CHy), 3.74 (s, 3 H, OCH3) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 169.6 (CH,C=0), 157.3 (C%,_ ), 153.2
(Chun)s 145.7 (Chp), 1397 (CHip), 1329 (CRpy), 1311 (C,, H), 1284 (Chy, ),
123.3 (Chpen), 120.8 (C3,,,H), 120.2 (C3,. H), 1144 (C3, , H), 110.8 (C3,  H), 104.1
(CL .,H), 55.5 (OCH3), 36.7 (CHs) ppm.

hen hen

LC-MS (ESI-MS, 70 eV): m/z = 313.9 [M+H]*.

HPLC (2): tg = 6.3 min.
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N-(2-(2-(2-Methoxyphenyl)acetamido)benzo[d]thiazol-6-yl)-4-((4-methylpiper-
azin-1-yl)methyl)benzamid (18)

OCH CH
11 3 9 H ;73
12 8 N1 s, . N
10 \f ) 23
(@] N
' o 2 5 NHlG 20 N 22
14
3 4 17 21
S 18 19

CaoH31N503S (M, 529.66)

88 (68.0 mg, 0.22 mmol) wurde zusammen mit 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)benzoe-
saure (89, 94.6 mg, 0.40 mmol) und O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N, N, N'-tetramethyl-
uronium-hexafluorphosphat (HATU 93, 132 mg, 0.35 mmol) in abs. DMF (4 mL) gelost
und fiir 30 min bei RT geriihrt. Es wurde N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA, 183 uL,
1.08 mmol) zugetropft und fiir 30 min bei 90 °C in der Mikrowelle erhitzt (max. 90 Watt).
Anschlieflend wurde in 1 M NaOH aufgenommen (49 mL) und dreimal mit EE extra-
hiert. Die org. Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Sdulenchromatographie an RP-Phase ge-
reinigt (Gradient MeOH/H50). Das Produkt N-(2-(2-(2-Methoxyphenyl)acetamido)ben-
zo|d|thiazol-6-yl)-4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)benzamid (18) wurde als blassgelber

Feststoff erhalten.
Ausbeute: 44.4 mg (83.9 pmol, 39 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 6 = 12.47 (bs, 1 H, C®-NH), 10.37 (s, 1 H, C'6-
NH), 8.44 (s, 1 H, C°H), 7.93 (d, 3J = 7.7 Hz, 2 H, C'8H), 7.73 (bs, 2 H, C3H, C*H),
7.44 (d,3J = 7.7 Hz, 2 H, CYH), 7.29-7.23 (m 2 H, CY5H, C'3H), 6.99 (d, 3J = 8.0 Hz,
1 H, C2H),6.92 (t,3J = 7.2 Hz, 1 H, C'*H), 3.81 (s, 2 H, CYHy), 3.75 (s, 3 H, OCH3),
3.52 (s, 2 H, C?'Hy), 2.43-2,25 (m, 8 H, C*?H,, C*3H,), 2.14 (s, 3 H, N-CH3) ppm.

I3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 300 K): § = 170.3 (C®), 165.4 (C6), 157.32 (C1), 157.27
(C1), 144.9 (C?), 142.3 (C?°), 135.2 (C®), 133.6 (C'7), 131.8 (C7), 131.2 (C'H), 128.7
(C1H), 128.5 (C'3H), 127.7 (C'¥H), 123.1 (C'?), 120.4 (C*H), 120.3 (C'*H), 119.8 (C3H),
112.8 (C°H), 110.8 (C'?H), 61.7 (C*'Hy), 55.5 (OCH3), 54.7 (C*H,), 52.6 (C*?H,), 45.8
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(N-CH3s), 36.7 (CHs) ppm.
HR-MS (ESI): m/z = gef.: 530.22184 [M+H]", ber.: 530.22204 .
HPLC (3): tg = 10.9 min, 100 %.

IR (ATR): 7 = 2934, 2799, 1651, 1607, 1530, 1495, 1462, 1402, 1327, 1246, 1107, 1049,
1009, 860, 814, 750, 714 cm ™~

Schmelzpunkt: 97-100 °C.
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9 Anhang

9.1. Rontgenkristallstruktur Daten

F231
F23R F23F

Kristalldaten fiir LKP-091 (15a)

Summenformel CooH13F3N4055,
Molgewicht 463 gmol !
Raumgruppe P 2;/n (monoklin)
Absorption p=0.32 mm~!
Kristallgrofe 0.04 x 0.05 x 0.58 mm? farblose Nadel
Gitterkonstanten a = 8.4476(3) A
(berechnet aus b = 23.9483(11) A 8 = 90.867(3)°
8507 Reflexen mit c =9.9537(3) A
2.5°< 0 < 28.4°) V =2013.48(14) A>  z=4  F(000) = 944
Temperatur -80°C
Dichte dysn = 1.526 gcm ™3
Datensammlung
Diffraktometer STOE IPDS 2T
Strahlung Mo-K, Graphitmonochromator
Scan—Typ w scans
Scan—Breite 1°
Mefibereich 2°0<60<28 -11<h<9 31<k<2 -13<1<13
Reflexzahl:
gemessen 10497
unabhéngige 4770 (Rine = 0.0338)

beobachtete 3304 (|F|/o(F) > 4.0)
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ii

Datenkorrektur,Strukturlésung und -verfeinerung

Korrekturen
Losung
Verfeinerung

Diskrepanzfaktor

Fitgiite

maximale Anderung der Para-
meter

maximale Peakhohe in diff.
Fouriersynthese

Bemerkung

Lorentz- und Polarisationskorrektur

Programm: SIR-2004 (Direkte Methoden)
Programm: SHELXL-2018 (Vollmatrixverfahren). 337
verfeinerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:
w=1/[0?(F2) + (0.0558*P)? + 1.92*P]

wobei P=(Max(F2,0) + 2*F?)/3. Wasserstoffatome
geometrisch eingefiigt und reitend verfeinert,
Nichtwasserstoffatome anisotrop verfeinert.

wR2 = 0.1413 (R1 = 0.0541 fiir beobachtete Reflexe, 0.0884
fiir alle Reflexe)

S =1.028

0.001 * e.s.d

0.62, -0.36 eA—3

CF3—Gruppe stark fehlgeordnet



9.1. RONTGENKRISTALLSTRUKTUR DATEN

Endkoordinaten und #quivalente Auslenkungsparameter (A)
an = (1/3) . ZZU a; - aj . al-aj

Atom X Y 7z

01 0.4424(3) 0.13954(9) 0.3765(2)
C2 0.4082(3) 0.1734(1) 0.4638(3)
N3 0.3378(3) 0.22457(9) 0.4265(2)
C4 0.2904(3) 0.2626(1) 0.5213(3)
N5 0.3070(3) 0.2552(1) 0.6498(2)
C6 0.3803(3) 0.2068(1) 0.6892(3)
Cr 0.4321(3) 0.1671(1) 0.6051(3)
S8 0.20323(9) 0.32364(3) 0.45574(7)
C9 0.1497(3) 0.3573(1) 0.6084(3)
C10 0.2886(3) 0.3799(1) 0.6910(3)
011 0.4202(2) 0.38630(9) 0.6487(2)
N12 0.2463(3) 0.3935(1) 0.8183(2)
C13 0.3485(4) 0.4107(1) 0.9191(3)
S14 0.54904(9) 0.42149(3) 0.89106(8)
C15 0.5686(4) 0.4354(1) 1.0621(3)
C16 0.4238(4) 0.4310(1) 1.1248(3)
N17 0.2968(3) 0.4175(1) 1.0402(2)
C18 0.7073(5) 0.4491(1) 1.1345(4)
C19 0.6940(5) 0.4556(2) 1.2709(4)
C20 0.5510(6) 0.4495(2) 1.3352(4)
C21 0.4120(5) 0.4381(1) 1.2637(3)
C22 0.8405(6) 0.4664(2) 1.3533(5)
F23A 0.966(1) 0.4808(7) 1.276(1)
F23B 0.871(2) 0.4188(4) 1.427(2)
F23C 0.828(1) 0.5067(4) 1.442(1)
F23D  0.795(4) 0.443(2) 1.478(2)
F23F 0.980(2) 0.439(1) 1.329(3)
F23E 0.883(3) 0.5177(6) 1.391(3)
F23G 0.799(2) 0.4926(7) 1.469(1)
F23H 0.946(2) 0.5022(6) 1.289(2)
F231 0.932(1) 0.4228(4) 1.379(1)
C24 0.3217(3) 0.2366(1) 0.2841(3)
€25 0.4220(4) 0.2745(1) 0.2267(3)
C26 0.4063(4) 0.2855(1) 0.0903(3)
C27 0.2932(4) 0.2578(1) 0.0141(3)
C28 0.1975(4) 0.2185(1) 0.0719(3)
C29 0.2108(3) 0.2074(1) 0.2080(3)
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anisotrope Auslenkungsparameter

Atom U Uso Uss Upo

01 0.054(1) 0.041(1) 0.040(1) 0.0103(10)
€2 0.036(1) 0.036(1) 0.036(1) 20.001(1)
N3 0.037(1) 0.033(1) 0.029(1) 0.0003(10)
4 0.032(1) 0.038(1) 0.033(1) 20.001(1)
N5 0.045(1) 0.043(1) 0.029(1) 0.002(1)
6 0.044(2) 0.047(2) 0.030(1) 0.001(1)
7 0.044(2) 0.039(2) 0.038(1) 0.001(1)
S8 0.0472(4)  0.0368(4)  0.0304(3)  0.0053(3)
9 0.041(1) 0.041(2) 0.036(1) 0.006(1)
C10 0.042(1) 0.031(1) 0.038(1) 0.003(1)
011 0.042(1) 0.051(1) 0.046(1) -0.0021(10)
N12 0.042(1) 0.040(1) 0.037(1) -0.004(1)
C13 0.049(2) 0.032(1) 0.039(1) -0.002(1)
S14 0.0469(4)  0.0365(4)  0.0520(4)  0.0002(3)
C15 0.062(2) 0.030(1) 0.051(2) 0.005(1)
C16 0.075(2) 0.034(2) 0.040(2) -0.004(1)
N17 0.064(2) 0.040(1) 0.037(1) -0.010(1)
C18 0.070(2) 0.036(2) 0.074(2) 0.008(2)
C19 0.085(3) 0.040(2) 0.066(2) 0.010(2)
€20 0.123(4) 0.047(2) 0.046(2) 0.002(2)
C21 0.096(3) 0.044(2) 0.043(2) -0.008(2)
€22 0.097(3) 0.071(3) 0.081(3) 0.018(2)
F23A  0.076(5) 0.119(8) 0.113(6) 0.017(5)
F23B  0.004(7) 0.080(5) 0.122(7) 0.023(4)
F23C  0.070(5) 0.042(3) 0.070(4) 0.017(3)
F23D  0.16(2) 0.17(2) 0.17(2) 0.007(10)
F23F  0.078(10)  0.08(1) 0.08(1) 0.014(8)
F23E  0.10(1) 0.09(1) 0.11(1) 0.008(8)
F23¢  0.106(7) 0.078(8) 0.093(7) 0.016(5)
F23H  0.078(6) 0.079(6) 0.108(7) 0.005(5)
F231 0.063(5) 0.054(4) 0.066(5) 0.013(4)
24 0.040(1) 0.035(1) 0.027(1) 0.006(1)
€25 0.047(2) 0.038(2) 0.035(1) 0.003(1)
26 0.064(2) 0.043(2) 0.038(2) 0.012(1)
C27 0.070(2) 0.055(2) 0.029(1) 0.028(2)
028 0.055(2) 0.055(2) 0.038(2) 0.015(2)
€29 0.042(2) 0.044(2) 0.037(1) 0.004(1)

iv

Uiz

-0.0077(9)
-0.007(1)
-0.0065(9)
-0.007(1)
-0.0084(9)
-0.009(1)
-0.009(1)
-0.0102(3)
-0.011(1)
-0.010(1)
-0.0073(9)
-0.0103(10)
-0.015(1)
-0.0171(3)
-0.026(2)

Uas

-0.0038(
0.002(1)
-0.0007(9)
-0.001(1)
0.0002(10)
0.005(1)
0.006(1)
(

9)

-0.008(1
-0.002(1
-0.0047

—~



9.2. SELEKTIVITATSPROFIL DER VERBINDUNG 11c IN EINEM PANEL VON 320
KINASEN

Endkoordinaten und isotrope Auslenkungsparameter der Wasserstoffatome (A)

Atom X Y Z Usso
H6 0.39561 0.20084 0.78288 0.0484
H7 0.48456 0.13498 0.63969 0.0484
H9A 0.07721 0.38863 0.58648 0.0474
H9B 0.09073 0.33041 0.66412 0.0474
H12 0.14525 0.39096 0.83779 0.0478
H18 0.80583 0.45359 1.09102 0.073
H20 0.54768 0.45322 1.43017 0.087
H21 0.31312 0.43529 1.30744 0.073
H25 0.50078 0.29294 0.27938 0.0482
H26 0.47344 0.31212 0.04921 0.058
H27 0.28146 0.26603 -0.07892 0.062
H28 0.12202 0.19884 0.01833 0.059
H29 0.14492 0.18026 0.24854 0.0493

9.2. Selektivitatsprofil der Verbindung 11c in einem Panel von 320 Kinasen

Tabelle 9.1: Screening gegen 320 Wildtyp-Proteinkinasen. Angabe der Daten erfolgt in % Rest-
aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle. Die Klassifizierung der Proteinkinase-Familien erfolgte nach
MANNING et al.:[®) AGC: Enthilt PKA, PKG und PKC Familien; CAMK: Kalzium/Calmodulin-
abhéngige Kinasen; CK1: Casein Kinase 1 dhnliche; CMGC: Enthilt CDK, MAPK, GSK3 und
CLK Familien; TK: Tyrosinkinasen; TKL: Tyrosinkinasen dhnliche; STE: Hefehomologe der Ste-
ril 7, Steril 11 und Steril 20 Kinasen. Daten adaptiert von GARCIA-REYES und WITT et al. (2]
© (2018) American Chemical Society. Gemessen von ProQinase GmbH (Freiburg, Deutschland).

Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
ABL1 TK 103 66
ABL2 TK 106 14
ACK1 TK 103 17
ACV-R1 TKL 111 87
ACV-R1B TKL 91 91
ACV-R2A TKL 90 7
ACV-R2B TKL 88 84
ACV-RL1 TKL 99 93
AKT1 aal06-480 AGC 91 78
AKT2 aal07-481 AGC 105 95
AKT3 aal06-479 AGC 94 93

ALK (GST-HIS-tag) TK 100 7
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Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
AMPK-alphal aal-550 CAMK 88 97
ARKS5 CAMK 98 90
ASK1 STE 99 91
Aurora-A OTHER 89 75
Aurora-B OTHER 90 73
Aurora-C OTHER 93 68
AXL TK 95 24
BLK TK 89 8
BMPR1A TKL 108 95
BMX TK 101 5
B-RAF TKL 92 87
BRK TK 86 10
BRSK1 CAMK 112 93
BRSK2 CAMK 121 89
BTK TK 98 9
BUBI1B OTHER 99 64
CAMKI1D CAMK 95 90
CAMK2A CAMK 95 72
CAMK?2B CAMK 90 78
CAMK2D CAMK 98 90
CAMK2G CAMK 81 66
CAMKA4 CAMK 97 90
CAMKK1 OTHER 99 98
CAMKK?2 OTHER 106 88
CDC42BPA AGC 98 89
CDC42BPB AGC 86 81
CDC7/DBF4 OTHER 96 57
CDK1/CycA2 CMGC 94 91
CDK1/CycB1 CMGC 109 96
CDK1/CycEl CMGC 104 83
CDK16/CycY CMGC 101 93
CDK19/CycC CMGC 99 87
CDK2/CycA2 CMGC 97 94
CDK2/CycEl CMGC 100 86
CDK3/CycC CMGC 99 85
CDK3/CycEl CMGC 103 94
CDK4/CycD1 CMGC 102 116
CDK4/CycD3 CMGC 96 89
CDK5/p25NCK CMGC 83 93
CDK5/p35NCK CMGC 101 99
CDK6/CycD1 CMGC 94 100
CDK6/CycD3 CMGC 96 85
CDK7/CycH/MAT1 CMGC 102 101
CDK8/CycC CMGC 109 88
CDK9/CycK CMGC 91 69
CDK9/CycT1 CMGC 117 75
CHK1 CAMK 108 108

CHK2 CAMK 98 63




9.2. SELEKTIVITATSPROFIL DER VERBINDUNG 11c IN EINEM PANEL VON 320
KINASEN

Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
CKl-alphal CK1 94 78
CKl1-delta CK1 58 23
CK1-epsilon CK1 87 34
CKl1-gammal CK1 94 85
CK1-gamma?2 CK1 98 81
CK1l-gammas3 CK1 98 82
CK2-alphal OTHER 99 101
CK2-alpha2 OTHER 100 96
CLK1 CMGC 106 29
CLK2 CMGC 123 83
CLK3 CMGC 83 67
CLK4 CMGC 98 37
COoT STE 80 83
CSF1-R TK 87 9
CSK TK 105 11
DAPK1 CAMK 93 81
DAPK2 CAMK 87 7
DAPK3 CAMK 91 85
DCAMKIL2 CAMK 76 90
DDR2 TK 96 90
DMPK AGC 94 80
DNA-PK ATYPICAL 84 99
DYRK1A CMGC 112 89
DYRKI1B CMGC 100 85
DYRK2 CMGC 91 83
DYRK3 CMGC 104 97
DYRK4 CMGC 86 76
EEF2K ATYPICAL 100 79
EGF-R TK 93 7
EIF2AK?2 OTHER 113 110
EIF2AK3 OTHER 102 103
EPHA1 TK 106 48
EPHA2 TK 91 12
EPHA3 TK 95 46
EPHA4 TK 106 103
EPHAS5 TK 94 39
EPHAG6 TK 110 18
EPHA7 TK 99 28
EPHAS TK 92 33
EPHB1 TK 99 12
EPHB2 TK 104 82
EPHB3 TK 105 18
EPHB4 TK 84 9
ERBB2 TK 98 31
ERBB4 TK 115 31
ERK1 CMGC 101 91
ERK2 CMGC 103 81
ERK5 CMGC 97 7

ERKT7 CMGC 101 98

vii
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Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
FAK aa2-1052 TK 101 57
FER TK 87 10
FES TK 92 14
FGF-R1 TK 109 36
FGF-R2 TK 96 7
FGF-R3 TK 109 7
FGF-R4 TK 102 26
FGR TK 89 40
FLT3 TK 101 o7
FRK TK 90 19
FYN TK 101 7
GRK2 AGC 91 94
GRK3 AGC 95 93
GRK4 AGC 86 65
GRK?5 AGC 93 72
GRKG6 AGC 91 84
GRK7 AGC 105 97
GSG2 OTHER 88 Y4
GSK3-alpha CMGC 103 86
GSK3-beta CMGC 104 91
HCK TK 97 11
HIPK1 CMGC 105 95
HIPK?2 CMGC 92 96
HIPK3 CMGC 89 83
HIPK4 CMGC 95 86
HRI OTHER 91 75
IGF1-R TK 94 4
IKK-alpha OTHER 86 75
IKK-beta OTHER 95 103
IKK-epsilon OTHER 86 72
INS-R TK 100 52
INSR-R TK 100 43
IRAK1 TKL 83 83
IRAK4 (untagged) TKL 101 12
ITK TK 115 30
JAK1 aab83-1154 wt TK 100 86
JAK?2 TK 78 67
JAK3 TK 95 46
JNK1 CMGC 102 87
JNK2 CMGC 100 80
JNK3 CMGC 98 90
KIT TK 111 66
LCK TK 93 15
LIMK1 TKL 103 68
LIMK?2 TKL 94 88
LRRK2 TKL 100 95
LTK TK 98 6

LYN TK 96 8

viii
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Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
MAP3K1 STE 91 7
MAP3K10 STE 107 67
MAP3K11 STE 85 123
MAP3K7/MAP3KT7IP1 STE 100 79
MAP3K9 STE 95 98
MAP4K2 STE 93 69
MAP4K4 STE 98 92
MAP4K5 STE 95 88
MAPKAPK?2 CAMK 85 59
MAPKAPKS3 CAMK 100 30
MAPKAPK5 CAMK 112 105
MARK1 CAMK 87 80
MARK?2 CAMK 112 92
MARK3 CAMK 105 88
MARKA4 CAMK 98 81
MATK TK 94 15
MEK1 STE 84 80
MEK?2 STE 95 o7
MEKS5 STE 87 7
MEKK?2 STE 102 89
MEKK3 STE 101 87
MELK CAMK 94 84
MERTK TK 62 10
MET TK 93 59
MINK1 STE 101 83
MKK4 STE 93 94
MKKG6 S207D/T211D** STE 90 89
MKKT7 STE 89 76
MKNK1 CAMK 98 99
MKNK2 CAMK 93 47
MLK4 TKL 106 90
MST1 STE 95 93
MST?2 STE 92 68
MST3 STE 95 89
MST4 STE 108 103
mTOR ATYPICAL 105 96
MUSK TK 110 52
MYLK CAMK 86 50
MYLK2 CAMK 104 86
MYLK3 CAMK 88 76
NEK1 OTHER 103 73
NEK11 OTHER 96 105
NEK2 OTHER 93 85
NEK3 OTHER 91 69
NEK4 OTHER 95 65
NEKG6 OTHER 96 95
NEK7 OTHER 87 86
NEK9 OTHER 91 60

NIK STE 97 86
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Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
NLK CMGC 96 78
p38-alpha CMGC 93 81
p38-beta CMGC 111 96
p38-delta, CMGC 97 79
p38-gamma CMGC 104 107
PAK1 STE 94 45
PAK?2 STE 104 14
PAK3 STE 82 26
PAKA4 STE 99 106
PAKG6 STE 99 58
PAKT STE 85 56
PASK CAMK 98 83
PBK OTHER 87 70
PDGFR-alpha TK 89 66
PDGFR-beta TK 104 51
PDK1 AGC 97 12
PHKG1 CAMK 99 59
PHKG2 CAMK 112 74
PIM1 CAMK 101 69
PIM2 CAMK 95 75
PIM3 CAMK 111 114
PKA AGC 97 13
PKC-alpha AGC 93 79
PKC-betal AGC 91 83
PKC-beta2 AGC 109 93
PKC-delta AGC 102 87
PKC-epsilon AGC 104 99
PKC-eta AGC 108 87
PKC-gamma AGC 96 90
PKC-iota AGC 93 79
PKC-mu AGC 106 93
PKC-nu AGC 94 71
PKC-theta AGC 92 92
PKC-zeta AGC 100 112
PKMYT1 OTHER 92 66
PLK1 OTHER 92 92
PLK3 OTHER 102 97
PRK1 AGC 106 80
PRK2 AGC 98 89
PRKD?2 CAMK 100 94
PRKG1 AGC 85 16
PRKG2 AGC 95 85
PRKX AGC 85 64
PYK2 TK 103 50
RAF1 Y340D/Y341D (untag- TKL 01 97
ged)**

RET TK 86 7
RIPK2 TKL 88 85

RIPKS TKL 103 96
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KINASEN

Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
ROCK1 AGC 95 78
ROCK2 AGC 97 94
RON TK 118 14
ROS TK 94 o7
RPS6KA1 AGC 80 99
RPS6KA2 AGC 96 79
RPS6KA3 AGC 108 55
RPS6KA4 AGC 89 83
RPS6KA5 AGC 101 84
RPS6K A6 AGC 93 94
S6K AGC 95 85
S6K-beta AGC 97 85
SAK OTHER 92 59
SGK1 AGC 100 81
SGK2 AGC 91 82
SGK3 AGC 93 92
SIK1 CAMK 91 82
SIK2 CAMK 100 76
SIK3 CAMK 94 92
SLK STE 108 89
SNARK CAMK 129 51
SNK OTHER 95 90
SRC (GST-HIS-tag) TK 99 15
SRMS TK 82 29
SRPK1 CMGC 95 44
SRPK2 CMGC 95 44
STKI17A CAMK 89 36
STK23 CAMK 102 101
STK25 STE 93 89
STK33 CAMK 92 87
STK39 STE 119 105
SYK aal-635 TK 106 13
TAOK2 STE 98 100
TAOK3 STE 91 72
TBK1 OTHER 100 96
TEC TK 109 30
TGFB-R1 TKL 98 80
TGFB-R2 TKL 93 92
TIE2 TK 89 9
TLK1 AGC 81 39
TLK2 AGC 95 87
TNK1 TK 100 27
TRK-A TK 95 25
TRK-B TK 113 11
TRK-C TK 102 39
TSF1 OTHER 99 90
TSK2 CAMK 98 95

TSSK1 CAMK 99 88




KAPITEL 9. ANHANG

Kinasename Kinasefamilie 1 M 10 uM
TTBK1 CK1 96 93
TTBK2 CK1 94 84
TTK OTHER 96 82
TXK TK 123 91
TYK2 TK 99 o7
TYRO3 TK 101 9
VEGF-R1 TK 105 31
VEGF-R2 TK 94 9
VEGF-R3 TK 93 44
VRK1 CK1 113 105
VRK2 CK1 79 84
WEE1 OTHER 103 87
WNK1 OTHER 102 75
WNK2 OTHER 90 113
WNK3 OTHER 85 48
YES TK 107 11
ZAK TKL 100 78

ZAPT0 TK 87 )

xii
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KINASEN
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9.3. Abkiirzungsverzeichnis

Xiv

A, Ala
AB
Abk.
ABL1
abs.
ADME
AGC
APC
Ar

AS
Atm.
ATP
ATR
Ausb.
ber.
BM
Bn, Benz
Bnth
Boc
BPHL
bs

Bu

C, Cys
CAMK
Chin
CK1
CMGC
COSY
CRY

CDK5
D, Asp
DBU

Alanin

Adeninbindende-Region

Abkiirzung(en)

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
absolutem

Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination
Enthalt PKA, PKC und PKG Familien
Adenomatous-polyposis-coli

Aromat

Aminosiure

Atmosphére

Adenosintriphosphat

attenuated total reflection

Ausbeute

berechnet

Bindemodus

Benzyl

Benzthiazol

Di-tert-butyldicarbonat

Biphenyl hydrolase like

breites Singulett

Butyl

Cystein

Kalzium /Calmodulin-abhéngige Kinasen
Chinazolin

Casein Kinase 1

Enthalt CDK, MAPK, GSK3 und CLK Familien
correlation spectroscopy

Cryptochrom

Duplett

Cyclin-abhéngige Kinase 5
Asparaginsaure

1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
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DCM
deion.
DIPEA
DMF
DMSO
DNA
Dnmt1
DS
DVL
E, Glu
ECso
EE
ERa
ESI
Et

et al.
EtOH
eV

F, Phe
Fa.
FDA

G, Gly
gef.
gesatt.
GSK3p

H, His
HATU

hERG
HMBC
HP

Dichlormethan

deionisiertes
Diisopropylethylamin

N, N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure

DNA Methyltransferase 1
docking score

Dishevelled

Glutaminsdure

mittlere effektive Konzentration
Ethylacetat

Estrogen Rezeptors «
Elektrosprayionisation

Ethyl

und Andere

Ethanol

Elektronenvolt

Phenylalanin

Firma

Food and Drug Administration
Gramm

Glycin

gefunden

gesattigt

Glycogen synthase kinase 3 beta
Stunden

Histidin
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl1)-N,N N’ ,N’-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

human Ether-a-go-go Related Gene
Heteronuclear Multiple Bond Correlation

hydrophobe Tasche (pocket)

XV
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HPLC high performance liquid chromatography
HR hydrophobe Region

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
Hz Hertz

I, Tle Isoleucin

1C50 mittlere inhibitorische Konzentration
IFD induced fit docking

Indol Indol

iPr Isopropyl

IR Infrarot

i. Vak. im Vakuum

IWP inhibitors of wnt production

J Kopplungskonstante

K (NMR) Kelvin

K, Lys Lysin

konz. konzentrierte

KPG Kerngezogenes Prézisions-Glasgerét

L, Leu Leucin

LAT1 Large neutral amino acids transporter

small subunit 1

LC Fliissigchromatographie liquid chromatography
LEF Lymphoid enhancer-binding factor

Lit. Literatur

LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein
Lsg. Losung

Lsgm. Losungsmittel

m Multiplett

M Molar

M, Met Methionin

MAPK mitogen-activated protein kinase

max. maximal

me symmetrisches Multiplett

Me Methyl

xXvi
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MeOH
min
MHz
mL

mmol

NFAT
nM
NMR

oct
OPLS
org.

P

PB

pdb

PE
PER
Ph, Phen
PK
Porcn
ppm
Pro
PyBOP

Methanol

Minuten

Megahertz

Milliliter

Millimol

Molekulargewicht
Massenspektroskopie
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium
Masse-zu-Ladungs- Verhéltnis
Mikroliter

Mikromolar

Mikromol

Angabe einer Anzahl

Asparagin

nicht bestimmt (not determined)
nuclear factor of activated T-cells
Nanomolar

nuclear magnetic resonance
Wellenzahl

Oktett

Optimized Potential for Liquid Simulations
organische(n)

Phosphat
Phosphatbindende-Region
Protein Data Bank

Petrolether

period circadian protein homolog
Phenyl

Proteinkinase

Porcupine

parts per million

Prolin
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium

-hexafluorophosphat

xvii
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Pyrn
Pyrl
Pyrr
Q, Gln
qt

R, Arg
R(Struktur)
RCSB
Reinh.
RNA
RO5
RP
RT

s

s.

S, Ser
sext.
smKI
SP
STE

T, Thr
Taut
TCF
THF
TEA
TK
TKL
tr

TV

V, Val
verein.

vgl.

xviii

Pyrimidinon

Pyrrol

Pyrrolidin

Glutamin

Quintett

Arginin

Rest

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Reinheit

Ribonukleinsidure

rule of five

reversed-phase
Raumtemperatur

Singulett

siehe

Serin

Sextett

Niedermolekularer (small molecule) Kinaseinhibitor
Zucker Tasche (sugar pocket)
Hefehomologe der Steril 7, Steril 11 und Steril 20 Kinasen
Triplett

Threonin

Tautomer

T-Zell Faktor
Tetrahydrofuran
Triethylamin

Tyrosinkinase
Tyrosinkinasen dhnliche
Retentionszeit
Transkriptionsvariante

Valin

vereinigten

vergleiche
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W, Trp
WASST.
Wt

wt

X

XP

Y, Tyr

Zersetzungstemp.

2D
3D
°C
7

Tryptophan

wassrige

wingless int-1
Wildtyp

beliebige Aminosdure
extra precision
Tyrosin
Zersetzungstemperatur
Zweidimensional
Dreidimensional
Grad Celsius

Molekilnummer

Xix
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9.4. Molekiilverzeichnis der Zielverbindungen

# Laborcode Zielverbindung
o N CFs
s A
11a LKP-009 (51(1/ N
o
o N CFs
N S )’\
" \)kH s
11b LKP-010 s N
o é
o N CFs
N S /“\
e
11c LKP-027 T
OCH3
o N CFs
N S )’\
" \)kH s
11d LKP-033 s
o gj[OCHg
OCH3
o N CFs
N S /“\
e
1le LKP-064 T
H3CO OCH,
OCH3
o N CFs
N S )’\
" \)kH s
11f LKP-070 s N OCHs
o
OCH3
o) N CF3
N S )’\
" \)kH s
11g LKP-059 s N OCH
° OCH,
OCH3

XX



9.4. MOLEKULVERZEICHNIS DER ZIELVERBINDUNGEN

#

Laborcode

Zielverbindung

11h

11i

11j

11k

111

12a

13a

12b

LKP-065

LKP-052

LKP-045

LKP-054
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