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1. Einleitung
1.1 Nukleare Rezeptoren

Nukledre Rezeptoren (NRs) bilden eine Familie von Ligand-abhidngigen Transkriptions-
faktoren, welche direkt mit der DNA genregulierend interagieren. Aufgrund der Tatsache,
dass NRs intrazelluldr sowohl im Cytosol als auch im Cytoplasma lokalisiert sind,
zeichnen sich deren aktivierende Liganden durch ihren lipophilen Charakter aus, da somit
die Passage der Zellmembran durch passiven Transport erleichtert wird. NRs sind in viele
fundamentale physiologische Prozesse wie zum Beispiel die Zelldifferenzierung, die
Aufrechterhaltung der Homdostase und die pre- und postnatalen Entwicklung des
Organismus involviert." Eine Dysfunktion der durch NRs vermittelten Signaltransduktion
fiihrt zu proliferativen, reproduktiven und metabolischen Krankheitsbildern wie Krebs,
Infertilitit, Adipositas und Diabetes.” Als Liganden fiir NRs sind im Allgemeinen neben
den klassischen Hormonen wie den Steroiden und den Schilddriisenhormonen die A-
Vitamine (Retinoide), Vitamin Dj, Fettsduren und Prostaglandine bekannt. Einige Vertreter
(siehe Tab. 1) der NRs tragen die Bezeichnung orphan receptors (,,Waisen‘‘-Rezeptoren),
was die fehlende Kenntnis endogener Liganden zum Ausdruck bringt. Die wichtigsten NRs
und deren natiirliche Liganden sind in Abb. 1 dargestellt.

Nach heutigem Wissensstand existieren 48 nukledre Rezeptoren, die ausgehend von
phylogenetischen Untersuchungen in sechs Subfamilien (rémische Ziffern I bis VI)
klassifiziert sind. Die Rezeptoren der jeweiligen Subfamilien werden weiter in die von
verschiedenen Genen codierten Subtypen unterteilt und mit griechischen Buchstaben (a, [3,
y) benannt. Tabelle 1 zeigt eine Auswahl der wichtigsten Vertreter der NRs,™* wohingegen

Abb. 1 die Strukturen endogener Liganden ausgewahlter nukledrer Rezeptoren illustriert.
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Subfamilie Name Abkiirzung  Nomenklatur Liganden
I Thyroid-Rezeptor TRa NRIAI1 Thyroidhormone
TR NR1A2 Thyroidhormone
Retinsédure-Rezeptor RAR« NRI1BI All-trans-Retinsdure
RARp NRI1B2 All-trans-Retinséure
RARYy NR1B3 All-trans-Retinsdure
Pez)ﬁii?:;f; Il’lreozlieiirsrtor PPARa NRI1C1 Fettsduren, Eicosanoide
PPAR[/0 NRIC2 Fettsduren
PPARY NR1C3 Fettsduren, Eicosanoide
RAR-related orphan receptor RORa NRIF1 Cholesterol
RORp NRI1F2 All-trans-Retinsiure
RORYy NRI1F3 All-trans-Retinsiure
Vitamin D Rezeptor VDR NR1I1 1,25-(OH),-Vitamin D;
Pregnan X Rezeptor PXR NRI1I2 Xenobiotika
II Retinoid X Rezeptor RXRa NR2B1 9-cis-Retinsiure
RXRp NR2B2 9-cis-Retinsédure
RXRy NR2B3 9-cis-Retinsdure
Testis Rezeptor TR2 NR2Cl1 Orphan
TR4 NR2C2 Orphan
11 Estrogen Rezeptor ERa NR3Al Estrogene
ERp NR3A2 Estrogene
Glucocorticoid Rezeptor GR NR3Cl1 Glucocorticoide
Mineralcorticoid Rezeptor MR NR3C2 Mineralcorticoide
Progesteron Rezeptor PR NR3C3 Progesterone
Androgen Rezeptor AR NR3C4 Androgene
v NGF-induzierter Faktor B NGFIB NR4A1 Orphan
\% Steroidogener Faktor 1 SF1 NRS5A1 Orphan
VI Germ Cell Nuclear Factor GCNF NR6A1 Orphan

Tabelle 1: Klassifizierung nukleirer Rezeptoren.* NGF: Nerve Growth Factor.
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1.1.1 Struktur nukleérer Rezeptoren

Der Aufbau nukledrer Rezeptoren besteht im Allgemeinen aus flinf funktionellen
Domainen, die alphabetisch vom Amino- zum Carboxy-Terminus des Proteins angeordnet

sind. Abbildung 2 illustriert den prinzipiellen Aufbau nukledrer Rezeptoren.

LBD

DBD
W Riw oo

AF-1 AF-2

Abb. 2: Prinzipieller Aufbau nukledrer Rezeptoren.

Die A/B-Domiéne ist am N-terminalen Ende des Rezeptors lokalisiert und beinhaltet eine
autonome transkriptionelle Aktivierungsfunktion, die als AF-1 bezeichnet wird. Die
Beteiligung der AF-1-Region an der ligandunabhdngigen Aktivierung des Rezeptors durch
Phosphorylierung gilt als gesichert.” Die A/B-Démane nukledrer Rezeptoren variiert stark
in Lidnge und Sequenz und erstreckt sich zum Beispiel im VDR iiber 23 Aminoséuren,
wohingegen der Proteinbereich der A/B-Region des MR 602 Aminosiuren umfasst.® Die
zentral lokalisierte Doméne C stellt die DNA-Bindungsdoméne (DBD) dar, welche das
sogenannte Responselement (RE) in der Promotor-Region des Targetgens iiber zwei
Zinkfinger erkennt und an die DNA bindet. Die DBD gilt als die am starksten konservierte
Domine nukledirer Rezeptoren und umfasst ungefahr 66-70 Aminosiuren.® Domine D
fungiert als Verkniipfungselement (auch hinge-Region oder Linker genannt) zwischen den
Domidnen C und E und weist eine flexible Struktur auf. Verschiedene NRs zeigen
beachtliche Unterschiede beziiglich der Sequenz und Linge von Doméne D. Doméne E
wird als Ligandenbindungsdoméne (LBD) bezeichnet und beherbergt eine transkriptionelle
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2), welche im Gegensatz zur transkriptionellen
Aktivierungsfunktion 1 (AF-1) fiir die ligandabhidngige Aktivierung der Transkription
verantwortlich ist. Die LBD beschreibt somit jene Proteinsequenz des Rezeptors, an
welche der Ligand letztendlich bindet, bietet aber auch Bindungsstellen zur Interaktion mit
Homo- bzw. Heterodimerisierungspartnern, Korepressoren und Koaktivatoren. Doméne F
befindet sich am C-teminalen Ende des nukledren Rezeptors und ist bisweilen von
unbekannter Funktion.’

Die hoch konservierte DBD nukledrer Rezeptoren erstreckt sich iiber einen Bereich von

66-70 Aminosduren. Die DNA-Bindung erfolgt durch zwei charakteristische Zinkfinger, in
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denen jeweils ein Zink-Ton (Zn>") durch vier Cystein-Reste komplexiert wird.® Die ersten
Strukturen von DBDs nukledrer Rezeptoren (NR-DBD) wurden mit Hilfe hochaufgeldster
NMR-Spektroskopie aufgeklirt.”'” Die strukturellen Gegebenheiten der DBD nukleérer
Rezeptoren werden im Folgenden am Beispiel der DBD des Estrogen-Rezeptors (ER-
DBD) erldutert (Abb. 3). Die DBD beinhaltet zwei Zink-Bindungsmotive, welche durch
die U-formige Faltung jedes einzelnen Zink-
Bindungsmotivs (s. Abb. 4) eine einzige
strukturelle Doméne bilden. In jedem einzelnen
Zink-Bindungsmotiv ist eine amphipathische a-
Helix inbegriffen, wobei in jedem dieser beiden
Module der dritte und vierte Cysteinrest am N-
Terminus der jeweiligen amphipatischen -
Helix lokalisiert ist. Beide Helices sind
senkrecht zueinander angeordnet und werden
durch die hydrophoben Seitenketten an den
Positionen 24, 25, 58 und 61 fixiert. Die

N Struktur der DBD bzw. die relative Orientierung
Abb. 3: Hochaufgeloste NMR-Struktur der ER- der  beiden  a-Helices wird ~somit im
DBD. Zn*"-lonen sind in rot, Cysteine in blau Wesentlichen durch den hydrophoben Kern, der
und der fixierende hydrophobe Kern in gelb qurch  die  hauptsdchlich  aromatischen
dargestellt.” Aminosaurereste (Positionen 3, 13, 29, 35, 57,
62 und 66) zustande kommt, stabilisiert. Die N-terminale a-Helix stellt den Kontakt mit
der groBBen Furche der DNA her. Motiv 1 mit seiner N-terminalen a-Helix wird als P-Box
(Proximale Box) bezeichnet (s. Abb. 4), welche die Féhigkeit vermittelt, spezifische
Responselemente (RE) der DNA zu selektieren.''? Im Falle des hERa sind die
Aminosduren Glutamat (E, Position 19), Glycin (G, Position 20) und Alanin (A, Position
22) zur Erkennung des RE von zentraler Bedeutung. Motiv 2 bildet die sogenannte D-Box
(Distale Box) und ist an der mdglichen Dimerisierung nukleidrer Rezeptoren beteiligt.'” An
den zweiten Zinkfinger (Motiv 2) schlief8t sich eine weitere regulatorische Doméne an, die
sogenannte CTE (C-terminal extension), die weitere 15-20 Aminosduren umfasst. Der
CTE-Bereich beinhaltet die T-Box (Tandem-Box), eine Schlaufe, die fiir die Dimerisierung
auf der DNA benétigt wird, und die A-Box (Adenin-Box), die der Erkennung des AT-
Bereiches (Adenin-Thymidin-Bereich) der Responselemente nukleédrer Rezeptoren dienen,

die als Monomer an die DNA binden.'?
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Abb. 4: DBD nukleédrer Rezeptoren. Innerhalb der beiden Zink-Finger koordinieren jeweils vier Cysteine (C)

ein Zink-Ion. Die beiden Zink-Bindungsmotive werden durch die P-Box (Erkennungshelix) und die D-Box

(Dimerisierungshelix) beschrieben und sind durch ihre U-férmige Faltung charakterisiert.

Die im vorangegangenen Abschnitt erlduterte Beschreibung der Struktur der DBD

nukleédrer Rezeptoren trifft im Allgemeinen ebenso auf die PPARs zu.

Die Struktur der LBD nukleédrer Rezeptoren wird im Folgenden am Beispiel der Struktur
der LBD des Retinoid X Rezeptors (RXR) (Abb. 5 a) und des Retinsdure-Rezeptors (RAR)

{a) Apo-LED (b} Holo-LED (c) Antagonist-LED

Abb. 5: Schematische Darstellung verschiedener Konformations-
zustdnde von NR-LBDs. (a) apo-RXR-LBD (apo = ohne Ligand), (b)
holo-RAR-LBD (holo = Agonist-gebunden). a-Helices sind als
Zylinder, B-turns als Pfeile dargestellt. Die verschiedenen Regionen der
LBD sind funktionsabhéingig farbig markiert. Dimerisierungsfliche
(grin), Koaktivator- und Korepressor-Bindungsstellen (orange),

Aktivierungshelix H12 (rot), andere (violett)."

(Abb. 5 b) fokussiert."*"
Die LBD des RXR besteht
wie die LBDs der meisten
NRs aus 12 a-Helices (H1
bis H12) und einem kurzen
B-turn (B-Strdange sl und
s2), welcher eine ,hairpin-
Struktur ausbildet. Die 12
o-Helices sind in drei
Ebenen organisiert und
bilden somit einen antipa-
rallelen ,,a-helicalen Sand-
wich®“. Helices H4, H5, HS,
H9 und der N-terminale Teil

von H11 befinden sich in

zentraler Position umgeben von den Helices H1, H2 und H3 (erste Schicht) und den

Helices H6, H7 und H10 (zweite Schicht) (siche Abb. 5 a). Die (3-Strdnge s1 und s2 sind
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zwischen den Helices H5 und H6 in der mittleren Schicht des ,,a-helicalen Sandwiches*
lokalisiert und stellen einen wichtigen Teil der hydrophoben Ligandenbindungstasche
(LBP, ligand binding pocket) dar. Die auf das gesamte Protein iibergreifende Faltung
wurde als prototypisch fir LBDs nukledrer Rezeptoren beschrieben und ist mehrfach
belegt.'® Der Vergleich zwischen der Struktur der apo-RXR-LBD und der der holo-RAR-
LBD fokussiert einige Differenzen. Ein bemerkenswerter Unterschied besteht in der
Umpositionierung der C-terminalen Helices. In der Kristallstruktur der apo-RXRa-LBD
(Abb. 5 a) steht Helix 11 nahezu senkrecht zu Helix 10 und zeigt in Richtung der LBP.
Aufgrund dieser Ausrichtung kann die Ligandenbindungstasche von den hydrophoben
Resten von HI11 teilweise gefiillt und stabilisiert werden. Helix 12, welche die
ligandabhingige Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) beinhaltet, erstreckt sich in
entgegengesetzter Richtung der LBD und ist somit der LBP abgewandt. Im Gegensatz zur
Struktur der apo-NR-LBD bildet HI1 im Agonist-gebundenen Fall (holo-NR-LBD)
sozusagen eine direkte lineare Verldngerung zu H10 aus (Abb. 5 b), sodass HI12 die LBP
flankiert. Die Ligandbindung bewirkt also eine Konformationsdnderung des Proteins,

indem Helix 12 in Richtung der LBP (,,nach innen*) flippt.

1.1.1.1 Konformationsidnderung der LBD durch Agonisten

Agonisten induzieren durch ihre Bindung an den Rezeptor und die daraus resultierende
Konformationsdnderung der LBD eine Bindungsstelle, an die Koaktivatoren nach
Rekrutierung binden konnen. Die Rekrutierung von
Koaktivatoren ist die direkte Konsequenz der Agonist-

induzierten Konformationsidnderung, welche die Bindungsstelle

fir Koaktivatoren generiert. Die Interaktion nukleérer
H3| Rezeptoren mit Koaktivatoren fiihrt letztendlich zu einer

Aktivierung der allgemeinen Transkriptionsmaschinerie.

Agonisten induzieren somit eine Konformation der LBD

nukledrer Rezeptoren, in der die holo-Position von Helix 12

fest stabilisiert ist. Aufgrund dieser Konformation von H12

Agonist
Abb. 6: Schematische Dar-

bildet sich eine Furche, umgeben von H3, H4 und Loop L3-4,
stellung der Konformation der 1 der die NID (nuclear receptor interacting domain) des
LBD nukleiirer Rezeptoren bei Koaktivators liber sein LxxLL-Motif (L: Leucin, x: beliebige
Bindung eines Agonisten. '’ Aminosdure) binden kann. Die Bindung des Koaktivators an

die LBD wird sowohl durch hydrophobe Wechselwirkungen als auch durch
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Wasserstoftbriickenbindungen stabilisiert. Diese durch einen agonistischen Liganden

vermittelte aktive Konformation der LBD (vgl. Abb. 5 (b) bzw. Abb. 6) ermoglicht die

Bindung eines Koaktivators iiber dessen LxxLL-Motif an Helix 12."

1.1.1.2 Konformationsanderung der LBD durch Antagonisten

H3

Antagonist
Abb. 7: Schematische Dar-

stellung der Konformation der
LBD nukledrer Rezeptoren bei

Bindung eines Antagonisten."’

Antagonisten  unterdriicken aufgrund ihrer  sperrigen
Substituenten die eigentliche Positionierung von Helix 12 in
thre aktive holo-Position. Helix 12 verlagert sich somit
aufgrund der Umpositionierung von Helix 11 durch eine
Drehung um 120 °C im Uhrzeigersinn in Richtung des N-
Terminus der LBD und blockiert die sogenannnte hydrophobe
Furche (ausgebildet von H3, H4 und L3-4), welche im Falle der
Bindung eines Agonisten als Bindungsstelle des Koaktivators
fungiert. Zusammenge-nommen weist die  Antagonist-
induzierte Konformations-dnderung von Helix 12 einen
moglichen Mechanismus fliir das Wirkprinzip eines
Antagonisten auf, da die Bindungsstelle des Koaktivators nicht

generiert werden kann. Antagonisten verhindern somit die

Bindung von Koaktivatoren an HI12 und unterdriicken die Aktivierung der allgemeinen

Transkriptions-maschinerie nukledrer Rezeptoren. '
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1.1.1.3 Konformationsidnderung der LBD durch partielle Agonisten/Antagonisten

Bezogen auf die Struktur der LBD zeigen partielle Agonisten
dﬁ' ' bzw. partielle Antagonisten einige, aber nicht alle

Eigenschaften voller Agonisten bzw. Antagonisten. Der

hauptsidchliche Unterschied zwischen partiellen und vollen

Hi| Antagonisten liegt in deren sterischen Eigenschaften, wobei

partielle Antagonisten keine derart sperrigen Substituenten

[l 1

L11-12

tragen. Partielle Antagonisten bewirken keine sterische

Hinderung der aktiven agonistischen HI12 Position und
verhalten sich somit diesbeziiglich &hnlich den vollen

Partial agonist Agonisten. Trotzdem induzieren partielle Agonisten/Anta-

Abb. 8: Schematische Dar- . . . .
_ gonisten eine Konformationsdnderung von H11, so dass HI12
stellung der Konformation der

LBD nukledrer Rezeptoren bei die Antagonisten-Position einnehmen kann. Diesbeziiglich
Bindung eines partiellen Ago- Vverhalten sich partielle Agonisten/Antagonisten &hnlich den
nisten/Antagonisten. vollen Antagonisten. In Gegenwart derartiger gemischter
Liganden ist die aktive holo-Konformation von H12 nur schwach stabilisiert. Die Position
von HI12 héingt von der intrazelluliren Konzentration der Koaktivatoren bzw.
Korepressoren ab. Obwohl H12 die Antagonist-Konformation annehmen kann, wurde eine
schwache aber eindeutige Transkriptionsaktivierung durch partielle Agonisten/Antago-

nisten nachgewiesen."

1.1.2 DNA-Bindungselemente nukleédrer Rezeptoren

Nukledre Rezeptoren regulieren die Transkription, indem sie im Bereich der DBD an
spezifische DNA-Sequenzen ihrer Zielgene binden. Diese spezifischen DNA-Sequenzen
werden als Hormon-Responselemente (HRE) bezeichnet. HREs nukledrer Rezeptoren
bestehen im Allgemeinen aus sechs Basenpaaren, also einem Nukleotid-Hexamer der
Konstitution AG(G/T)TCA. Eine Ausnahme bilden die Steroid-Rezeptoren (NRs der
Subfamilie III, vgl. Tab. 1), welche das Erkennungsmotiv AGAACA aufweisen. An dieser
Stelle soll bemerkt sein, dass die genannten Erkennungsmotive idealisierte Sequenzen
repriasentieren, natiirlich auftretende HREs konnen signifikante Variationen des
Erkennungsmotivs zeigen. Nukledre Rezeptoren binden in Form von Monomeren,
Homodimeren oder Heterodimeren in den regulierenden Bereichen ihrer Zielgene an die

entsprechenden Responselemente (s. Abb. 9).
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Monomer- Homodimer- oder Heterodimer-Bindung
2 AGGTCA-X-ACTGGA ﬁ ACTGGA-X-AGGTCA %
(A/T)e-AGGTCA AGGTCA-X-ACTGGA AGGTCA-X-AGGTCA
Einfaches Palindromische Invertiertes Direkte
Motiv Wiederholung Palindrom Wiederholung
— — «— — «— — —> —_— —>
ROR Steroid- Als RXR- Als RXR- Als RXR-
NGFI-Rez. Rezeptoren: Heterodimer: Heterodimer: Heterodimer:
GR, MR, AR, RAR RAR PPAR (DR1)
PR, ER TR TR RAR (DR2)
VDR (DR3)
TR (DR4)

Abb. 9: Responselemente nukledrer Rezeptoren. Kreisviertel: DNA-Sequenz des HRE, modifizierte
Achtecken: Ligand-gebundener nukledrer Rezeptor, X: Nukleotid-Spacer.

Als korrespondierender Bindungspartner zum Aufbau einer heterodimeren Bindung agiert
in der Regel der Retinoid X Rezeptor (RXR). HREs bestehen typischerweise aus zwei
hexameren Motiven und unterscheiden sich zum einen in der Symmetrie ihrer Anordnung
und zum anderen in der Sequenz des Spacers X, der aufeinanderfolgende Nukleotid-
Hexamere unterbricht. Die Erkennungsmotive sind entweder symmetrisch, d. h. als direkte
oder invertierte palindromische Wiederholung des Nukleotid-Hexamers AG(G/A)TCA
bzw. AGAACA konfiguriert, oder asymmetrisch als einfaches Motiv mit A/T-reichem
Vorlauf bzw. als direkte Wiederholung (s. Abb. 9). Unter direkten Wiederholungen
versteht man jene Motive, die aus zwei nacheinander fortlaufenden Hexameren bestehen
(AGGTCA X AGGTCA), die von einem bis zu sechs Basenpaaren getrennt werden (DRO-
DR6, direct repeat) und in die gleiche Richtung zeigen. Die Ausrichtung palindromischer
Wiederholungen unterscheidet sich durch ,nach innen* (AGGTCA X ACTGGA) und
,shach auflen (ACTGGA X AGGTCA, invertierte palindromische Wiederholung)
gerichteten Wiederholungen der Nukleotid-Hexamere.

Verschiedene ,,Waisen“-NRs binden mit hoher Affinitdt als Monomere an die DNA,
wohingegen die Steroidrezeptoren fast ausschlieBlich als Homodimere binden. Obwohl

einige nicht-steroidale NRs ebenso als Homodimere binden koénnen, binden diese
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bevorzugt als Heterodimere an die DNA, da die Heterodimerisierung die Effizienz der
DNA-Bindung und der transkriptionalen Aktivitét stark erhoht. Typische Vertreter der

bevorzugten Heterodimerisierung sind die Rezeptoren PPAR, TR, RAR und VDR.'°

1.1.3 Das Prinzip der Signaliibertragung durch nukleédre Rezeptoren

Die Signaliibertragung durch nukledre Rezeptoren ist in Abb. 10 schematisch dargestellt.
Nukledre Rezeptoren entfalten ihre Wirkung im Zellkern und haben die Funktion von
Transkriptionsregulatoren, deren Aktivitdt durch das zugeordnete Hormon (endogener

Ligand) gesteuert wird. Sie sind im Cytosol oder im Zellkern lokalisiert.

Extrazellularum : Zellmembran

: H H
v
Hsp NR NR Hsp ——) Hsp NR NR Hsp

inaktiv aktiv \
SRC-1 / Hsp

H H

TK 44— [ NR NR

A\ ANWY AN ANV
HRE
Zellkern Cytosol

Transkription

/

Zellantwort

Abb. 10: Das Prinzip der Signaliibertragung durch nukledre Rezeptoren. H: Hormon, NR: Nukledrer
Rezeptor, Hsp: Hitzeschockprotein, HRE: Hormonresponselement, TIK: Transkriptions-Initiations-Komplex,

SRC-1: Steroid Receptor Co-activating Factor-1.

Aufgrund ihrer lipophilen Natur konnen natiirliche Liganden nukledrer Rezeptoren die
Zellmembran in passiver Weise passieren und im Cytosol an den zundchst inaktiven als
Dimer vorliegenden und mit Hitzeschockproteinen (Hsp) assoziierten Rezeptorkomplex
binden. Die Bezeichnung Hsp geht auf die Beobachtung zuriick, dass diese Proteine bei

Hitzebehandlung vermehrt gebildet werden. Die Bindung des Hormons an den inaktiven
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Aporezeptorkomplex fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors und 16st nach Abdissoziation der
Hitzeschockproteine die Translokation des Rezeptors in den Zellkern aus. Der Ligand-
Rezeptorkomplex bindet iiber spezifische Responselemente (HREs) an die DNA und
initiiert nach Bindung eines spezifischen Koaktivators (z. Bsp. SRC-1, Steroid Receptor
Co-activating Factor-1) und der daraus resultierenden Bildung des Transkriptions-

initiationskomplexes, die Transkription.”!
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1.2 Peroxisomen Proliferator-Aktivierte Rezeptoren (PPARSs)

Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) gehoren zur Familie der
nukledren Rezeptoren (s. Kap. 1.1) und wurden aufgrund phylogenetischer Unter-
suchungen der Subfamilie I der NRs zugeordnet (s. Kap. 1.1, Tab. 1)** PPARs
funktionieren wie alle NRs als ligandabhingige Transkriptionsfaktoren. Sie regulieren die
Genexpression, indem sie nach Ausbildung eines heterodimeren Komplexes (s. Abb. 11)
mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR), PPAR-Responselemente (PPREs) erkennen, welche
in der Promotorregion des Zielgens lokalisiert sind.*

Bislang konnten drei Subtypen der PPARs zum einen in Menschen (hPPARs, human
PPARs) und zum anderen in Miusen (mPPARS, mouse PPARs) identifiziert werden,**
welche mit PPARa, PPARP und PPARY benannt sind. In diesem Zusammenhang soll
bemerkt sein, dass der Subtyp PPARP oftmals den Alternativnamen PPARJ trigt, wobei
beide Subtypen als identisch erwiesen wurden.”> PPARa ist in Leber, Herz, Muskulatur,
Niere und Arterienwand exprimiert, PPARPB kommt ubiquitdr vor und PPARY wurde im

Intestinum und im Fettgewebe nachgewiesen.*®

1.2.1 Funktionelle Domédnen der PPARs

PPARs sind wie alle nukledre Rezeptoren (s. Kap. 1.1.1) in fiinf funktionellen Doménen
organisiert (s. Abb. 12). Die N-terminale A/B-Region beinhaltet eine autonome
transkriptionelle Aktivierungsfunktion (AF-1) und zeigt eine geringe Sequenzidentitit
zwischen den Isoformen PPARQ, PPARP und PPARY. Die DBD aller PPAR-Isoformen ist
hoch konserviert und erkennt iiber zwei Zink-finger, welche durch die Koordination von
vier Cysteinen mit je einem Zn’"-Ion zustande kommt, das PPAR-Responselement
(PPRE). Das PPRE besteht bei allen drei PPAR-Subtypen aus einer direkten Wiederholung
des Hexanukleotids AGGTCA, welche durch das Nukleotid Adenin (A) unterbrochen ist
(s. Abb. 11). Die entsprechende Konsensussequenz des PPREs kann somit durch die
Abfolge 5’>-AGGTCA A AGGTCA-3’ dargestellt werden und wird auch als DR-1 (Direct
Repeat) Element bezeichnet. Die DBD des PPAR[ zeigt relativ zur DBD des PPARQ eine
86%ige Sequenzidentitét, die Sequenz der DBD des PPARY ist zu 83% mit der des PPARQ
identisch. Der Proteinbereich der DBD aller drei PPAR-Isoformen erstreckt sich iiber eine
Liange von 65 Aminosduren. Die an die DBD anschlieBende hinge Region fungiert als

Verkniipfungselement zwischen der DBD und der LBD. Die Ligandenbindungsdoméne
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(LBD) beherbergt eine ligandabhiingige transkriptionelle Aktivierungsfunktion (AF-2) und
bindet zum einen das entsprechende Hormon bzw. den entsprechenden Liganden, zum
anderen verfiigt die LBD der PPARs iiber Bindungsstellen zur Bindung eines zweiten

nukledren Rezeptors, dem

Transkriptionsinitiation o
Retinoid X  Rezeptor

+/-
PPAR RXR . .
I (RXR). Eine charakteris-
/Y'Iu PPRE quxl tische Eigenschaft der
—> —> PPARs ist die Bildung
AGGTCA A AGGTCA eines Heterodimers mit

Abb. 11: Regulation der Transkription von Targetgenen durch PPARs. dem Retinoid X Rezeptor
Das PPAR/RXR-Heterodimer bindet in den regulatorischen Regionen der (PPAR-RXR), worauf die

Targetgene an ein DR-1 Responselement (PPRE). Die Bindung eines DNA-Bindung an das

agonistischen Liganden an das Heterodimer fithrt zur Rekrutierung von .
. . : . PPRE als Heterodimer
Koaktivatoren (hier nicht gezeigt) und es kommt zur Transkription.
folgt. Im Gegensatz zur
DBD befindet sich die LBD der PPARs am C-terminalen Ende des Rezeptors. Die
Aminosduresequenz der LBD des PPARP zeigt in Relation zu der des PPARaQ eine
Ubereinstimmung von 70%, wohingegen die LBD des PPARY zu 68% mit der des PPAR«
identisch ist. Auch die Lange der Proteinabschnitte der LBDs unterscheidet sich in den
einzelnen PPAR-Subtypen. Die LBD des PPARQ besteht aus 224 Aminosduren, wohinge-

gen die LBDs des PPAR und des PPARY 226 Aminosduren umfasst.

101 166 244 468
hPPARa H,N DBD (65 AS) m LBD (224 AS) COOH

AF-1 AF-2

72 137 215 441
DBD (65 AS) LBD (226 AS) :
hPPARB H_N 86% 70% : COOH

AF-1 AF-2
1 1 51 477

10 175 2
: DBD (65 AS) LBD (226 AS) :
hPPARV HzN 83% 68% . COOH

AF-1 AF-2

Abb. 12: Finf-Dominen-Struktur der PPARs. Der Prozentsatz innerhalb der DBD und LBD der Subtypen

steht fiir die prozentuale Sequenzidentitét relativ zu PPARQ. AS: Aminosaure.

Im Gegensatz zu der relativ hohen Sequenzidentitit der subtypischen DBDs besteht eine

signifikante Sequenzvarianz der einzelnen LBDs beziiglich der Aminosdurereste, die die
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sogenannte Ligandenbindungstasche (LBP, ligand binding pocket) umgeben. Diese
Tatsache reflektiert den pharmakologischen Unterschied zwischen den PPAR-Subtypen.

Domiine F ist bisweilen von unbekannter Funktion.?>*”*8

1.2.2 Natiirliche Liganden der PPARs

Als natiirliche Liganden der PPARs gelten sowohl gesittigte als auch ungesittigte
Fettsduren, Eicosanoide und Prostaglandine (s. Abb. 13). Gesittigte Fettsduren wie Stearin-
und Palmitinsdure (hier nicht gezeigt) binden zum einen selektiv an den Subtyp PPARQ
und sind PPARY-inaktiv, zum anderen weisen sie aber eine weitaus schwichere PPARQ-
Aktivitdt verglichen mit den ungesittigten Fettsduren auf. Die ungesittigten Fettsduren
Linolsdure, Arachidonsdure und Eicosapentaensdure binden an alle drei PPAR-Subtypen
mit ECsop-Werten im mikromolaren Bereich. Exemplarische Vertreter der Klasse der
Eicosanoide, die als PPARO-Agonisten fungieren, sind 8(S)-HETE und LTB4. PPARyY
bindet bevorzugt die Eicosanoide 15-Deoxy—A12’14-PGJ2, 9-HODE, 13-HODE und 8(S)-
HETE. Eicosanoide sind Metabolisierungsprodukte der Arachidonsdure, welche entweder
durch Einwirkung von Lipoxygenasen zu Leukotrienen (LTs) und Hydroxyeicosa-

tetraensduren (HETEs) oder durch Cyclooxygenasen (COX) zu Prostaglandinen (PGs)

metabolisiert werden kann.>>*"%*

i o OH fo)
=~ CH3 ~ _ CHS _ CH3
Linolsaure Arachidonséaure 8(S)-HETE

OH OH o o .
IN=
S OH OH COOH
N CH, I~ CH, S CH,
HO 3
LTB, 9-HODE 15-deoxy-A12 14-PGJ,

Abb. 13: Natiirliche Liganden der PPARs.
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1.2.3 Synthetische Liganden der PPARs

1.2.3.1 Selektive PPARa-Agonisten

Da die meisten PPARO-Agonisten eine duale PPARa/y- oder sogar PPARpan-Aktivitét
(PPARO/B/y-Aktivatoren) zeigen, gestaltet sich die eindeutige Abgrenzung von PPARQ-,
B- und y-Agonisten schwierig. Im Folgenden bezieht sich die Bezeichnung selektive
PPARQ-Agonisten auf solche PPAR-Liganden, die eine eindeutige PPARQ-Priferenz
aufweisen.

Fibrate gehoren zur Gruppe der Aryloxyalkancarbonsiurederivate und wurden bereits vor
der Entdeckung der PPARs als Lipidsenker (Antihyperlipiddmika) mit unbekanntem
Wirkungs-mechanismus eingesetzt. Als reprasentative Vertreter der Fibrate mit PPAR-
agonistischer Aktivitit seien im Folgenden Clofibrat, Fenofibrat und Bezafibrat (s. Abb.
14) genannt. Die ECsp-Werte von Clofibrat, Fenofibrat und Bezafibrat sind in Tab. 3

aufgefiihrt.
(o} (o} (o]
(o} .R (o} Cl .
Jo v L O
o H,C CH, /Q)LH H,C CH, H,C CH,
cl °
Clofibrat (Prodrug, R=Et) Bezafibrat Fenofibrat (Prodrug, R=i-Pr)
Clofibrinsaure (aktiver Metabolit, R=H) Fenofibrinsdure (akt. Metabolit, R=H)

Abb. 14: (Selektive) PPARO-Agonisten: Fibrate.

Clofibrinsdure und Fenofibrinsdure, welche aktive Metaboliten der Prodrugs Clofibrat
bzw. Fenofibrat darstellen, zeigen eine duale PPARaQ/y-Aktivitidt jedoch mit einer 10-
15fachen PPARO-Selektivitit. Bezafibrat aktiviert alle drei PPAR-Subtypen in
vergleichbaren Dosen und gehdrt somit eigentlich zur Klasse der PPARpan-Agonisten.*®

Bemerkenswerterweise standen seit Beginn des klinischen Gebrauchs der Fibrate vor mehr
als zwanzig Jahren bis zum Ende der neunziger Jahre keine neuen selektiven PPARQ-
Agonisten flir pharmakologische Untersuchungen zur Verfiigung. Neue selektive PPARQ-
Agonisten sind Phenoxyessigsdurederivate bzw. Phenylsulfanylessigsdurederivate und
Phenylpropansiurederivate.” Phenoxyessigsiurederivate bzw. Phenylsulfanylessigsdure-
derivate (s. Tab. 2) wurden von GlaxoSmithKline, Lilly und Bayer entwickelt. GW 9578 (s.
Tab. 2), ein Phenylsulfanylessigsdurederivat, erwies sich als der potenteste Vertreter der
Substanzserie der Firma GlaxoSmithKline und zeichnet sich durch seinen potenten

PPARO-Agonismus mit 300facher Selektivitit am murinen Rezeptor und 20facher
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Selektivitit am humanen Rezeptor aus (vgl. Tab. 3).° Lilly brachte eine Serie von
Phenoxyessigsdurederivaten heraus. Die repridsentative Substanz LY 518674 (s. Tab. 2)
tragt einen Triazolon-Linker und zeigt selektive PPARO-Aktivitdt am humanen Rezeptor
(s. Tab. 3).*! Erst kiirzlich gab Bayer eine weitere Serie der Phenoxyessigsiurederivate
bekannt. Der repriasentative Vertreter 1 (s. Tab. 2) zeigt ebenso selektive PPARa-Aktivitit
mit ECso-Werten im Bereich von 0.04-200 nM.>? Diese innovative Struktur ist durch die
Einfiihrung verzweigter hydrophober terminaler Reste, welche einen Heterozyklus
beinhalten, charakterisiert. Des Weiteren stehen a-substituierte Phenylpropansdurederivate
der Firma Kyorin als potente selektive PPARQ-Agonisten im Fokus. Im Gegensatz zum R-
Stereoisomer zeigt das S-Stereoisomer 2 (s. Tab. 2) eine 100fache PPARa-Selektivitit mit
ECso-Werten im nanomolaren Bereich (s. Tab. 3).>> Obwohl Phenoxyessigsdurederivate
und a-substituierte Phenylpropansiurederivate als potente selektive PPARa-Agonisten im
Mittelpunkt stehen, wurden zudem Carbonsdurederivate anderer Substanzklassen als
potente selektive PPARG-Agonisten identifiziert.”” Nippon Shinyaku bereicherte den Pool
selektiver PPARa-Agonisten durch eine Serie von 1,3-Dioxan-2-carbonsdurederivaten.
Die in Tab. 2 gezeigte Substanz NS 220 zeigt eine 3000fache PPAR«-Selektivitit
gegeniiber den Subtypen PPARP und PPARY.>* Merck berichtete iiber meta-substituierte
Benzoesiurederivate mit selektiver PPARa-agonister Wirkung.* Als potentester selektiver
PPARa-Aktivator ist Verbindung 3 in Tab. 2 gezeigt. Eisai verdffentlichte eine Serie von
Biphenylcarbonsduren, wobei das repridsentative 3-Biphenylcarbonséurederivat 4 eine
selektive PPARO-Potenz im subnanomolaren Bereich zeigt.® Aventis entwickelte
Benzoesédurederivate, welche die Strukturelemente eines 2-Aryloxazolrests gekoppelt mit
einem Cycloalkandiol und/oder Cycloalkendiol in der Linker-Region des Molekiils
enthalten. Das Derivat 5 verfiigt iiber einen ECs-Wert (PPARa) von 0.3 nM.”” Des
Weiteren bildet die Carbonsdure WY 14643 (Pirinixinsdure) (s. Tab. 2), deren ECso-Werte
im mikromolaren Bereich liegen (s. Tab. 3), zum einen durch ihren PPAR-aktivierenden
Effekt als auch aufgrund ihrer hypolipiddmischen Eigenschaften einen zentralen

Bestandteil der Substanzbibliothek selektiver PPARG-Agonisten. %
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Name Struktur In vivo-Effekt

H
GW 9578 /©/NTN\/\©\H3C CH, | LDLc 40-60 %
o OH
F s)kr(

H,C

t HDLc 208 %

LY 518674 NS H,C,_ CH, | TG 96 %
}—NH )erOH
(o]

H,C
o0/
1 Bayer CH, , N H,C_CH, keine Angabe
N o OH
HC.y o
CH,
o o]
/@/\NMOH 1 TG 56 %
. H 0
2 Kyorin F.C 0 cH, ! gl(:: 295 O//o
CHa l 0o
o]
°\HL0H L TG 71%
Hsc\©\<N O CH, ! Glucose 21 %
NS 22
5220 ;_/\(v\/(/ | VLDLe 50 %
CH, t HDLc 34 %
OH
3 Merck keine Angabe

Tabelle 2: Selektive PPAR0-Agonisten und deren in vivo-pharmakolgische Effekte. LDLc: Low Density
Lipoprotein Cholesterol, HDLc: High Density Lipoprotein Cholesterol, VLDLc: Very Low Density
Lipoprotein Cholesterol, FF: Freie Fettsduren, GC: Gesamt-Cholesterol, TG: Triglyceride.
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Name Struktur In vivo-Effekt
(Lo
H,C-0 O °
4 Eisai : keine Angabe
o HN
@\«"I%
s
CH,
F
5 Aventis —N keine Angabe
OWA/OUO\/?\CHS
CH, 07 oH
A s K
H,C N 1 GC23.5%
Y 1464 OH '
W 643 l /\Nr 1 TG 30.9 %
cl
Tabelle 2 Fortsetzung
Muriner Rezeptor Humaner Rezeptor
ECso (M) ECso (M)

PPARQ PPAR[ PPARyY PPARQ PPARp PPARY Lit.
Clofibrat 50 ia bei 100 ~500 55 ia bei 100 ~500 28
Fenofibrat 18 ia bei 100 250 30 ia bei 100 300 28
Bezafibrat 90 110 55 50 20 60 28
GW 9578 0.005 2.6 1.5 0.05 1.4 1 30
LY 518674 keine Angabe 0.042 ia bei 10 ia bei 10 31
1 Bayer keine Angabe 32
2 Kyorin® keine Angabe 0.04 3.6 0.4 33
NS 220 keine Angabe 34
3 Merck keine Angabe 35
4 Eisai keine Angabe 36
5 Aventis keine Angabe 37
WY 14643 0.63 ia bei 100 32 5 35 60 28

Tabelle 3: Aktivititen selektiver PPARO-Agonisten. "Racemat, ia: inaktiv, Lit.: Literaturstelle.
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1.2.3.2 Selektive PPARy-Agonisten

Bisweilen wurde eine grofe Anzahl strukturell diverser synthetischer selektiver PPARY-
Agonisten beschrieben. Die hinter diesem Kapitel stehende Intention besteht nicht in der
erschopfenden Auflistung aller strukturell einzigartiger selektiver PPARY-Liganden; im
Fokus sollen Struktur-Wirkungs-Beziehungen und die Entwicklung der prominentesten
Vertreter dieser Klasse stehen. Verbindungen der

%I)L Klasse der Thiazolidindione (TZDs, Glitazone), welche
NH

A . T
A~ Y @/ S—Q auf dem charakteristischen 2,4-Thiazolidindion-

Aryl

O | Strukturmotiv basieren, wurden Mitte der neunziger

Abb. 15: Prinzipielle Struktur selekti- Jahre erstmals als hochaffine selektive PPARY-
ver TZD-PPARY-Agonisten. Rot: acide  Agonisten identifiziert.”® Die antihyperlipiddmische

TZD-Kopfgruppe, blau: zentraler Spa- \,nq Typ 2-antidiabetische Wirkung der TZDs, von der

cer. gelb: lipophiler Rest, griin: Linker. die Bezeichnung Insulinsensitizer abgeleitet ist, wurde
bereits Anfang der achziger Jahre erkannt, jedoch ohne das entsprechende molekulare
Target. Als wichtigste Vertreter der TZDs sind im Folgenden Rosiglitazon (Avandiall),
Pioglitazon (Actosl]) und Troglitazon (Rezulinl]) reprisentiert, deren Subtyp-selektiver
PPARY-agonistischer ~ Charakter durch die Etablierung von Bindungs- und

Transaktivierungsassays belegt ist (s. Tab. 4).*%*

Troglitazon wurde bereits im Jahr 2000
aufgrund starker Hepatotoxizitdt vom Markt genommen. Aufgrund dessen, dass Fettsduren
natilirliche PPARYy-Liganden darstellen (vgl. Kap. 1.2.2), {iberrascht es nicht, dass die
strukturellen Anforderungen an PPARY-Agonisten u. a. in einer aciden Kopfgruppe (s.
Abb. 15, rot, Thiazolidindion-Kopfgruppe), einem zentralen Aryl-Spacer (s. Abb. 15, blau)
und einem lipophilen Rest (s. Abb. 15, gelb) besteht. Wie in Tab. 4 gezeigt, weisen TZDs
eine derartige Grundstruktur auf.

Im Besonderen konnte gezeigt werden, dass ein heterozyklisches N-Atom im Bereich des
lipophilen Restes eine drastische Verbesserung der PPARY-Affinitit bewirkt, was durch
die TZDs Rosiglitazon (Pyridylrest) (s. Tab. 4), AD 5061 (Oxazolylrest) (hier nicht
gezeigt) und BRL 48482 (Benzoxazolylrest) (hier nicht gezeigt) veranschaulicht wird.*'"*
Diese Tatsache ldsst vermuten, dass das Heteroatom an Wasserstoftbriickenbindungen zu
einem spezifischen Aminosdurerest der PPARY-LBD beteiligt ist. Diesbeziiglich wurde
von der Firma Sankyo eine Serie von Imidazopyridin-TZDs entwickelt, wobei der lipophile
Rest, bestehend aus einem Imidazopyridingeriist, liber einen Alkylether-Linker an den

zentralen Spacer gekoppelt ist.*® Im Folgenden werden die Strukturvariationen der TZDs
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anhand jeweils eines exemplarischen Vertreters ndher erldutert. Zundchst wurde an drei
Positionen des Grundgeriists der TZDs eine Strukturvariation vorgenommen (s. Abb. 15):
(a) Substitution des Linkers (s. Abb. 15, griin) zwischen zentralem Spacer und dem
lipophilen Rest, (b) Substitution der zentralen Spacer-Gruppe (s. Abb. 15, blau) und (¢)
Substitution der pharmakophoren TZD-Kopfgruppe (s. Abb. 15, rot) durch zyklische

bioisostere Vertreter.

(a) Die klassischen TZDs beinhalten einen Alkylether-Linker (s. Tab. 4). In der Literatur
werden Substitutionen dieses Alkylether-Linkers durch Alkylketone, Olefine*® bzw.
Substituenten mit Chroman-Struktur® diskutiert. Als exemplarischer Vertreter ist das TZD
Darglitazon in Tab. 4 mit dessen Alkylketon-Linker aufgefiihrt.

(b) Die zentrale Spacer-Gruppe der klassischen TZDs besteht aus einem Phenylrest,
welcher durch heterozyklische Phenylderivate wie zum Beispiel Dihydrobenzopyran bzw.
Dihydrobenzopyran ersetzt wurde. Englitazon reprdsentiert einen potenten selektiven
PPARY-Agonisten mit einem Dihydrobenzopyran-Spacer (s. Tab. 4).*°

(c) Pfizer berichtete iiber die Entwicklung von bioisosteren Oxazolidindionen®’ bzw.
Oxadiazolidindionen®™ mit potenter antidiabetischer Aktivitit. Ein exemplarischer

Vertreter mit Oxazolidindion-Kopfgruppe stellt Verbindung 6 in Tab. 4 dar.

1998 wurde eine Serie von a-Amino-B-phenylpropansiurederivaten,*’ welche sich von der
Aminosdure Tyrosin ableiten und somit auch als Tyrosine bezeichnet werden, mit hoher
PPARYy-Selektivitit gefunden. Als représentative Verbindung mit ECsp-Werten im
subnanomolaren Bereich* fungiert Farglitazar (s. Tab. 4). Aus diesen Ergebnissen konnten
interessante Riickschliisse beziiglich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen der TZDs
verglichen mit den Tyrosinen gezogen werden. Zum einen besitzen die S-Enantiomere der
Tyrosine eine grossere Bindungsaffinitdt und eine hohere funktionale Aktivitit am PPARY
als die analogen R-Enatiomere, was im Einklang mit den Ergebnissen der TZDs steht. Zum
anderen zeigen die Tyrosine eine groflere Bindungsaffinitidt und eine hohere funktionale
Aktivitdt am PPARY als ihre korrespondierenden TZDs. Somit ist zu vermuten, dass die 2-
Benzoylphenylamino-Seitenkette der Tyrosine fiir weitere Ligand-Rezeptor-Interaktionen

verantwortlich ist, welche die TZDs aufgrund ihrer Struktur nicht erfiillen konnen.
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hPPARa hPPARP hPPARyY
Name Struktur
EC50 (U.M) EC50 (HM) EC50 (HM) Literatur
o
CH, O/\)LNH
Rosiglitazon N N0 s_«o ia ia 0.043 42
J
o
Pioglitazon Sy o s—&o ia ia 0.58 42
o
CH, MNH
CH
Troglitazon HC ° o S_ﬁo ia ia 0.55 42
HO
CH,
o
o} CH,
. Ph | NH
Darglitazon _«NLYO/\S)—LQO nb nb nb 44
o
o
Englitazon thH nb nb nb 46
o o
o
6 O~ € NH b b b 47
Ph—4 I/\ o n n n
N [0} 5
o
[o) CH, OH
L
Farglitazar N 0 :‘D 0.45 ia 0.00034 42
o
Ph
cl
’ 8
kein kein
nTZDpa Q,N 2~s Agonist Agonist 0.057 >l
HO” O
Compound 24 na na 0.002 52

Tabelle 4: Aktivititen selektiver PPARy-Agonisten. ia:

angegeben.

inaktiv bei 10 uM, nb: nicht bestimmt, na: nicht
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hPPARa hPPARP hPPARy
EC50 (U.M) EC50 (HM) EC50 (U.M) Literatur

Name Struktur

Cl

Cl
O 0o //O/
FK 614 N7 na na na 53

S. N
s H )—CH,
N

Tabelle 4 Fortsetzung

Obwohl die TZDs Rosiglitazon und Pioglitazon, welche selektive PPARY-Agonisten sind,
eine signifikante klinische antidiabetische Wirkung zeigen, ist deren therapeutischer
Gebrauch mit ungiinstigen Nebenwirkungen wie Plasma-Volumen-Expansion, Odemen,
erhhter Adipositas und Gewichtszunahme assoziiert.”® Die klinische Applikation der
TZDs ist somit durch die genannten unerwiinschten Effekte limitiert. Ein wichtiger
Meilenstein wurde durch die Charakterisierung des partialen PPARYy-Agonisten nTZDpa
(s. Tab. 4), ein potenter selektiver PPARy-Modulator vom nicht-TZD-Typ, gelegt.”' Die
chronische Behandlung von diabetischen Miusen mit nTZDpa zeigte positive Effekte
beziiglich Hyperglykdmie und Insulinresistenz. nTZDpa wirkt an PPARa und 3 nicht
agonistisch und ist in der Lage, die Aktivitit des vollen PPARY-Agonisten Rosigliatzon zu
antagonisieren. Compound 24 (s. Tab. 4), ebenso ein potenter selektiver partialer PPARY-
Agonist der Klasse der Benzoyl-2-methyl-indole, zeigt mit einem ECsp-Wert von 0.002
UM einen starken aktivierenden Effekt am hPPARY.”> Zudem wurde der nicht-TZD
selektive PPARy-Modulator FK 614 (s. Tab. 4), welcher zur Klasse der Benzimidazole
gehort, beschrieben. FK 614 befindet sich in klinischen Untersuchungen der Phase II und

zeigt eine insulin-sensitivierende Wirkung.”

1.2.3.3 Duale PPARa/y-Agonisten

Duale PPARQO/y-Agonisten definieren sich als solche Molekiile, welche PPARO und
PPARYy simultan binden und aktivieren. Der erste literaturbekannte duale PPARQ/Y-
Agonist war das TZD-Derivat MK 0767 (auch als KRP 297 bekannt) (s. Tab. 5), welches
hPPARa und hPPARY anndhernd gleichermallen aktiviert (ECso (hPPARO) = 1.0 uM,
ECso (hPPARY) = 0.8 pM).>* Die TZDs MK 0767 und TZD 18 supprimieren
Hyperglykdmie in T2DM-Nagern und zeigen lipidsenkende Eigenschaften an Nagern,
Hamstern und Hunden. TZD 18 zeigt eine Transaktivierung an den humanen Subtypen

PPAR® und y mit ECso-Werten von 0.026 pM (hPPARa) und 0.014 uM (hPPARY).>*



Einleitung 27

Des Weiteren wurden einige Phenylpropansidurederivate mit dualer PPARO/y-Aktivitét
beschriecben. Dr. Reddy’s Research Foundation entwickelte das a-Ethoxy-f3-
phenylpropansdurederivat Ragaglitazar (DRF 2725), welches eine Phenoxazin-Gruppe als
lipophilen Rest trdgt (s. Tab. 5). Ragaglitazar transaktiviert beide PPAR-Subtypen mit
ECso-Werten von 3.2 pM (hPPAR®) und 0.57 pM (hPPARY).”” Es konnte gezeigt werden,
dass Ragaglitazar an diabetischen Nagern hypoglykdmisch wirkt und in high-fat diet
Ratten den Triglycerid- und Cholesterolspiegel erniedrigt.”® Phase II-Untersuchungen
resultierten in der Reduktion erhéhter Plasma-Glucose-Hamoglobin-A.-Werte (HbA|,),
des Triglyceridspiegels, freier Fettsduren und des Gesamtcholesterol-Spiegels. Zum
anderen erhoht Ragaglitazar auf signifikante Weise das HDLc.” Tesaglitazar (AZ 242) (s.
Tab. 5), welches zur Klasse der a-Ethoxy-f-phenylpropansidurederivate gehort, fungiert
ebenso als dualer PPARQ/y-Aktivator mit ECso-Werten von 1.7 UM (hPPARQ) bzw. 0.25
UM (PPARY)® und befindet sich derzeit in klinische Phase III-Untersuchungen.®' Eli Lilly
beschrieb eine neue Serie dualer PPARaQ/y-Agonisten, welche als Hybride bekannter
selektiver PPARO- und PPARy-Liganden verstanden werden konnen.®” Diese Analoga
beinhalten - wie einige Fibrate (s. Abb. 14) - eine Phenoxyisobutansidure-Gruppe, welche
iiber einen Alkylether-Linker an ein fiir potente selektive PPARY-Agonisten typisches 2-
Phenyl-5-methyl-oxazol gebunden ist. Ein exemplarischer Vertreter dieser kombinierten
Pharmakophore ist das Biphenylderivat 7 (s. Tab. 5), welches eine duale PPARO/y-
Aktivitit (ECsp (hPPARQ) = 0.15 puM, ECso (hPPARY) = 0.88 pM) aufweist.”” Der
potenteste duale PPARa/y-Agonist ist das a-Amino-f-phenylpropansiurederivat GW
409544 (s. Tab. 5) mit ECs;-Werten von 2 nM (hPPARa) und 0.2 nM (hPPARY),*
welches eine enge Strukturverwandtschaft mit dem selektiven PPARYy-Agonisten
Farglitazar (s. Tab. 4) aufweist.

Der von Cheng et al publizierte duale PPAR0O/y-Agonist Muraglitazar (BMS 298585), ein
Oxybenzylglycin-Derivat der Firma Bristol-Myers Squibb, zeigt eine potente Aktivitit an
PPARa (ECsy (hPPARa) = 0.32 pM) und PPARY (ECsy (hPPARY) = 0.11 pM). Zudem
reduziert Muraglitazar dosisabhingig den Glucosespiegel um 54%, die Triglyceride um
33%, freie Fettsiuren um 62% und den Insulinspiegel um 48%.%" Muraglitazar wie auch
der in Tab. 5 gezeigte duale PPARO/y-Agonist Tesaglitazar befinden sich derzeit in
klinische Phase III-Untersuchungen zur Behandlung des Diabetes Typ 2 und der damit

assoziierten Dyslipidimie.*>® Fiir Muraglitazar wurde im Dezember 2004 die Zulassung
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zur Behandlung von Blutzucker- sowie Blutfett-Anomalien bei Patienten mit Diabetes Typ

1 beantragt.®’
Name Struktur Indikation Entwicklungsphase
o .
MK 0767 . T2DM... ' PhE.l.SB IIT wegen '
(KRP 297) /O/\H o Hyperglykiimie  vaskuldren Tumoren in
CF; 0 o7 N & Dyslipiddmie Nagern beendet
CH,
o
Q O T2DM:
TZD 18 HN 00 Hyperglykdmie keine Angabe
)]/S & Dyslipidédmie
o CH,
2 T2DM: Phase 11 wegen
Ragaglitazar o OH Hyperglykédmie Blasentumoren in
@/N\/\o OFEt & Dyslipidédmie Nagern beendet
o o 2 T2DM:
Tesaglitazar 5SS \©\/\ O/YL OH Hyperglykdmie Phase 111
HC o o OEt & Dyslipiddmie
i T2DM
o-_CH o :
7 Ir\/a\ D/H gil_jl\ OH Hyperglykédmie keine Angabe
N o oo & Dyslipidédmie
o
0 -CH; OH T2DM:
GW 409544 O_«NI/\O HN._CH, Hyperg.l}{kéii.mi.e keine Angabe
OJ & Dyslipiddmie
Ph
0-_CH, N OH
::: \ I/\ /©/\ )\ (o]
N ° oo T2DM: Zulassung im
Muraglitazar Hyperglykdmie Dezember 2004
& Dyslipidamie beantragt

CH

Tabelle 5: Duale PPARO/y-Agonisten, deren Indikationen und Entwicklungsphasen. T2DM: Typ 2 Diabetes

mellitus.
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Name Struktur Indikation Entwicklungsphase

T2DM:
Hyperglykdmie keine Angabe
& Dyslipiddmie

LY 510929

H, o T2DM:
Compound 48 \©\ Hyperglykdmie keine Angabe
P HOWX(D@\°/\/\° C;I ci &ylgys%igidémie ¢

Tabelle 5 Fortsetzung

Fiir das S-konfigurierte Stereoisomer der Substanz LY 51029 wurden ECso-Werte von 9
nM (hPPARa) und 4 nM (hPPARY) bestimmt. Zudem konnte gezeigt werden, dass LY
51029 Insulinresistenz und Hyperglykdmie in diabetischen Nagern down-reguliert.”® Die
Carbonsdure Compound 48 wurde ebenso als dualer PPARaQ/y-Aktivator identifiziert.
Untersuchungen belegen einen erniedrigenden hyperglykdmischen Effekt in Mausen und

zeigen eine Erniedrigung der Triglyceride und des Gesamtcholesterols in Hamstern und

Hunden.®

1.2.4 Das Pharmakophormodell der PPAR-LBDs

Alle Verbindungsklassen der in Kapitel 1.2.3 vorgestellten synthetischen PPAR-Agonisten
weisen gemeinsame Strukturelemente auf, die fiir die Bindung an die LBD des Rezeptors
notwendig bzw. giinstig sind. Basierend auf diesen gemeinsamen Strukturelementen ist es
moglich, ein Pharmakophormodell bzw. ein Selektivitdtsprofil fir PPAR-Liganden zu
definieren.

Die meisten PPAR-Agonisten, wie schon in Abb. 15 am Beispiel der TZDs gezeigt, sind
strukturell in eine hydrophile Kopfgruppe, einen zentralen hydrophoben Spacer und einen
flexiblen Linker, welcher an einen hydrophoben Rest gekoppelt ist, gegliedert. Die
Ligandenbindungstasche (LBP, Ligand Binding Pocket) der PPARs weist eine
charakteristische T-Form auf und ist durch die Helices 3, 5, 7, 11 und 12 flankiert. Das
Volumen der LBP betrigt ~1300 A*?® Pirard et al etablierten unter Anwendung der
GRID/CPCA-Strategie’® unter Zuhilfenahme von 14 PPAR-LBD-Kristallstrukturen®-’' ¢
ein Pharmakophormodell bzw. Selektivitdtsprofil, welches subtypspezifische Ligand-



Einleitung 30

Rezeptor-Interaktionen innerhalb der LBDs der drei PPAR-Subtypen aufdeckt.”” Die

GRID/CPCA-Strategie beschreibt eine rechnerische Methode, welche Anhaltspunkte zum

Design von Wirkstoffen beziiglich hoher Selektivitit an einzelnen Rezeptorsubtypen

liefert. Das Computerprogramm GRID charakterisiert 3D-Strukturen von Target Proteinen

und berechnet fiir funktionelle Gruppen eines potentiellen Liganden giinstige Positionen in

Proteinbindetaschen. Im Hinblick auf die Identifizierung mdglicher Ligand-Modifikationen

und Ligand-Selektivititen gegeniiber den einzelnen Rezeptorsubtypen werden GRID-

Deskriptoren mit Hilfe der CPCA (Consensus Principal Component Analysis) analysiert.”

Formal konnen die LBPs der PPARs durch fiinf Ligand-Bindungsregionen definiert

werden:

* Die Bindungsregion der hydrophilen Kopfgruppe, welche den Liganden durch
Wasserstoftbriickenbindungen stabilisiert.

» Die Bindungsregion des Linkers, welche formal zwischen Kopfgruppe und den distalen
Bindungsregionen lokalisiert ist.

* Die linke distale Bindungsregion

» Die rechte distale Bindungsregion

* Die linke proximale Bindungsregion, welche fiir die Wechselwirkung mit in a-Position

zur aciden Kopfgruppe positionierten Resten verantwortlich ist.

Linker
Rechte distale Tasche
Kopfgruppe
.I‘H'N
His323
o (His323)
«H-O
CH, o NH*
| N\ N\/\O S
P4 Rosiglitazon
Linke distale Tasche Linke proximale Tasche

Abb. 16: Pharmakophormodell von PPAR-Agonisten am Beispiel des selektiven PPARYy-Agonisten
Rosiglitazon. Die TZD-Kopfgruppe bildet charakteristische Wasserstoffbriicken mit den Aminosduren
Ser289 (nicht eingezeichnet), His323, His449 und Tyr473 der PPARY-LBD aus. NH- bzw. OH-Gruppen der

Aminosduren Tyr und His fungieren als Wasserstoffdonoren.
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Die unterschiedliche Anordnung von hydrophoben und sperrigen Aminosédureseitenketten
innerhalb der LBDs kann zur Interpretation des Selektivititsprofils der PPAR-Subtypen

herangezogen werden.

Linke distale LBP

Insbesondere limitieren zwei sperrige Aminosdureseitenketten an den Positionen 262
(Glutaminsdure) und 284 (Tyrosin) die GroBe der linken distalen Ligandenbindungstasche
des PPAR[, wohingegen die Grofle der linken distalen LBP des PPARO und y durch
Mutationen an den Positionen 281 (a: Threonin, y: Isoleucin) und 339 (a: Isoleucin, V:
Valin) begrenzt ist. Zudem beeinflussen sowohl Mutationen der Aminosduren in den
Positionen 348 und 364 als auch verschiedene Aminosdureseitenkettenkonformationen die
Form der linken distalen Bindungstasche im Bereich des Kontaktes mit der Linker-
Bindungsregion. Dariliber hinaus kann das Potential zur Wasserstoffbriickenbindung

innerhalb des PPAR zur Erh6hung von PPAR[3-Selektivitét beitragen.

Rechte distale LBP

Die Grofe der rechten distalen Bindungsregion des PPARY ist durch dessen Mutation an
Position 288 (Arginin) reduziert, welche die Wasserstoffbriickenbindungseigenschaften
beeinflusst. Die LBDs des PPARQ und [3 weisen an Position 292 einen Threonin-Rest auf,
was durch die Moglichkeit der Wasserstoffbriickenbindung die Selektivitit der Bindung

von PPARO/B-Agonisten, die ein entsprechendes Strukturelement aufweisen, erhoht.

LBP des Linkers

Das unterschiedliche Bindungsverhalten von Liganden mit der Linker-Bindungsregion
einzelner PPAR-Subtypen kann durch unterschiedliche Protein-Seitenkettenkonforma-
tionen im Bereich der Linker-Bindungsregion begriindet werden. Innerhalb der Linker-
Bindungsregion des PPARY tragt Tyrosin 327 iiber eine Wasserstoffbriickenbindung zur
PPARY-Selektivitit bei.

LBP der Kopfgruppe
Innerhalb der Bindungsregion der aciden Kopfgruppe, welche acide funktionelle
Kopfgruppen aller PPAR-Liganden iiber Wasserstoffbriicken bindet, bewirkt nur eine

Mutation im Falle des PPARa an Position 323 (Serin) eine erhohte sterische Hinderung.
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Linke proximale LBP

Die linke proximale Bindungstasche kann sowohl im PPARa als auch im PPARY besetzt
werden, wohingegen im PPAR[ die Secitenkette von Aminosdure 453 eine sterische
Hinderung am ,,Eingang* dieser Bindungstasche verursacht. Tiefer im Inneren der linken
proximalen Bindungstasche begiinstigen hydrophobe Ligand-Rezeptor-Interaktionen mit

Aminosédure 363 PPARY-Selektivitét.

Aus dem von Pirard vorgeschlagenen Pharmakophormodell kann somit ein
Selektivitétsprofil erstellt werden. Alle Liganden, die bisher mit den entsprechenden
PPAR-LBDs kokristallisiert wurden, besetzen zunéchst drei der fiinf Bindungsregionen der
LBD: Die Bindungstasche der Kopfgruppe, die Bindungstasche des Linkers und die linke
distale Bindungstasche. Die linke proximale Bindungstasche ist nur in den Subtypen
PPARO und y mit spezifischen Seitenketten des Liganden ausgefiillt, wohingegen im
PPARPB und vy ausschlieBlich die rechte distale Bindungstasche okkupiert ist. Die
Selektivitdit von PPAR-Liganden liegt somit in der unterschiedlichen Interaktion mit
beiden distalen Bindungstaschen begriindet. Diese Beobachtung stimmt mit den von Liu et
al publizierten Struktur-Wirkungs-Beziehungen {iberein, welche zeigen, dass die
Selektivitdt zwischen PPARa und PPARY durch Variation des Substitutionsmusters des
endstindigen hydrophoben Restes abgestimmt werden kann.”®

PPAR-Selektivitit wird zudem im Wesentlichen durch ein sogenanntes ,konserviertes
Wasserstoffbriicken-Netzwerk® bestimmt. In Kristallstrukturen konnte gezeigt werden,
dass sowohl die Carbonylgruppe der TZD-Kopfgruppe des selektiven PPARY-Agonisten
Rosiglitazon (s. Abb. 16 bzw. 17) als auch die Carboxylgruppe des selektiven PPARY-
Agonisten Farglitazar (vgl. Tab. 4) unter anderem Wasserstoffbriicken zu den Resten
His323 und His449 der hPPARY-LBD ausbilden.”"”> Die Wasserstoffbriicke zwischen der
Carboxylgruppe des dualen PPAR0/y-Agonisten Tesaglitazar (vgl. Tab. 5) und des Restes
Tyr464 derAF-2 Helix der Subtypen PPARO und vy ist ein gemeinsames Charakteristikum
aller Agonist-PPAR-LBDs-Kokristallisate und ist fiir die Stabilisierung der aktiven AF-2

Helix-Konformation, welche zur Rekrutierung von Koaktivatoren fiihrt, verantwortlich.”*”
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Zum anderen postulierten Cronet et al am Beispiel Tesaglitazar eine strukturelle Basis fiir
dessen duale PPARa/y-Selektivitit (s. Abb. 18).”° Der zur Wasserstoffbriickenbindung
erforderliche Tyr314-Rest in der hPPARQ-LBD ist
sperriger als dessen dquivalenter His321-Rest in der
hPPARY-LBD, wodurch postuliert werden kann, dass
Tesaglitazar aufgrund seiner im Vergleich zur TZD-
Kopfgruppe des Rosiglitazons kleineren Carboxyl-
Kopfgruppe mit somit niedrigerem Raumbedarf
sowohl an Tyr314 (PPARQ) als auch an His321
(PPARY) binden kann (s. Abb. 18), wohingegen die

Abb. 17: Bindung von Rosiglitazon an die

hPPARY-LBD mit SRC-1 (Steroid recep- TZD-Kopfgruppe des Rosiglitazons aufgrund seines
tor co-activating factor). C (griin), O (rot), relativ raumerfiillenden Charakters nur zur Bindung
N (blav).  (gelb).” an His321 (PPARY) befdhigt ist. Dieser Sachverhalt
erklart, warum die meisten TZDs als selektive PPARY-Agonisten fungieren, wohingegen
duale PPARO/y-Agonisten hauptsidchlich durch ihre pharmakophore Carboxyl-Kopfgruppe

charakterisiert sind.

Tl,'i‘SI-l- . Ser280 TIIHI”I Ser280

Tyrd64 Tyrd64

Abb. 18: Rationale der dualen PPAR0/y-Affinitit des PPAR-Agonisten Tesaglitazar (AZ 242).7

Links: Uberlagerung der Ligandbindungsstellen der aciden Kopfgruppe des hPPARa (blau) mit
hPPARY (griin), welche mit dem dualen PPAR0/y-Agonisten Tesaglitazar (einmal in blau und einmal in griin
iiberlagert gezeichnet) okkupiert sind. Die Carboxyl-Kopfgruppe des Tesaglitazar bildet mit den
Aminoséuren His440 (PPARa/y, blau/griin), Tyr314 (hPPARaQ, blau) bzw. His321 (hPPARYy, griin) und
Ser280 (PPARO/Y, blau/griin) sowohl am PPARA als auch am PPARY Wasserstoftbriickenbindungen aus.
Rechts: Uberlagerung der Ligandbindungsstellen der aciden Kopfgruppe des hPPARa (blau) (besetzt mit
Tesaglitazar (blau)) mit hPPARY (griin), welche mit dem selektiven PPARY-Agonisten Rosiglitazon (griin)
okkupiert ist. Die TZD-Kopfgruppe des Rosiglitazon kann aufgrund ihres raumerfiillenden Charakters zu
Tyr314 (hPPARa, blau) keine Wasserstoffbriicken ausbilden, jedoch zu dessen sterisch anspruchsloseren
Aquivalent His321 (griin) im hPPARY. In dieser Abbildung sind ausschlieBlich Aminosdurereste, welche in

Wasserstoffbriickenbindungen mit Tesaglitazar involviert sind, gezeigt.
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1.2.5 Klinische Einsatzgebiete von PPAR-Agonisten

1.2.5.1 Entziindung — PPARa

PPARs hemmen die Transkription inflammatorischer Gene zum einen, indem sie die NF-
KB-, AP-1- und STAT- (Signal Transducer and Activator of Transcription) Signaltrans-
duktion auf DNA-Bindungs-unabhidngige Weise antagonisieren und zum anderen durch

7381 Im Folgenden soll

Stimulation des Katabolismus proinflammatorischer Eicosanoide.
die negative Interaktion des PPARO mit der NF-kB-Signaltransduktionskaskade erldutert
werden.

Die NF-kB-Familie besteht aus den fiinf Proteinen c-Rel, p65, Rel B, p50 und p52, welche
hauptsédchlich heterodimere Komplexe aus den Proteinen p50 und p65 bilden. In inaktiven
Zellen liegt NF-KB meist in Assoziation mit dem inhibitorischen Protein IKBa als
cytoplasmisch inaktiver Komplex vor. Das inflammatorische Cytokin IL-13 induziert die
Bildung eines aktiven dimeren IKBa Kinase (IKK) Komplexes, welcher IkBa an den
Aminosduren Serin 32 und Serin 36 phosphoryliert. Dieser Prozess fiihrt zur Degradation
und Ubiquitinierung von IKBa und zur Bildung freier NF-KB Proteine. Die freien NF-kKB
Dimere (p50/p65) werden in den Zellkern translokalisiert, wo sie die Transkription ihrer
Zielgene regulieren. PPARO-Aktivatoren wie zum Beispiel die Fibrate induzieren die
Expression von IKBa in humanen glatten Muskelzellen und Hepatozyten, was eine
verminderte NF-KB DNA-Bindungsaktivitit zur Folge hat und letztendlich zu einer
Reduktion der p65-vermittelten Gentranskription fiihrt. Durch die Antagonisierung der
transkriptionalen Aktivitdit von NF-KB durch PPARQ-Agonisten kommt es somit zur
verminderten Freisetzung der proinflammatorischen Gene IL-6,* VCAM-1% (Vascular
Cell Adhesion Molecule), Fibrinogen®> und des CRP (C-reaktives Protein).
Zusammengenommen beschreibt die Antagonisierung des NF-kB-Signaltransduktions-
weges durch PPARO-Agonisten einen molekularen Mechanismus fiir die anti-
inflammatorische Aktivitit von PPAR0O-Agonisten und bekriftigt deren potentiale

klinische Anwendung zur Behandlung entziindlicher Erkrankungen.
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Abb. 19: Schematischer Mechanismus der PPARa-vermittelten Inhibierung des NF-kB Signaltransduktions-

weges.

Ein weiterer Aspekt fiir die Involvierung des Subtyps PPARQ in den Prozess der
Inflammation wird durch den endogenen PPARQ-Agonisten Leukotrien B4 (LTB4) (vgl.
Kap. 1.2.2) signalisiert. Durch die Bindung des proinflammatorischen Eicosanoids LTB4
an PPARQ wird die Transkription von Genen, welche in die 3-Oxidation von Fettsduren
involviert sind, induziert. LTB,4 initiiert einen Kreislauf und besitzt bifunktionale
Eigenschaften, da es zum einen als proinflammatorisches Eicosanoid fungiert, zum
anderen aber durch seine Funktion als endogener PPARQ-Agonist seinen eigenen

Katabolismus ankurbelt und somit gewisse anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt.**

1.2.5.2 Atherosklerose — PPARa

Die umgangssprachlich auch als Arterienverkalkung bezeichnete Atherosklerose ist die
haufigste krankhafte GefdaBverdanderung, welche durch Lipidansammlungen in den Arterien
gekennzeichnet ist. Die Bildung der atherosklerotischen Lasion erfordert die Rekrutierung
von Monozyten in die Arterienwand, was durch die Expression von Adhédsionsmolekiilen
ausgelost wird.® PPARa-Agonisten down-regulieren die Expression des VCAM-1 in
humanen vaskuliren Endothelzellen.*” Dieser Prozess wird durch die Inhibierung des NF-
KB-Signaltransduktionsweges durch PPARO-Agonisten vermittelt (s. Kap. 1.2.5.1, Abb.
19).
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1.2.5.3 Adipositas — PPARa

Adipositas ist ein bedeutender Risikofaktor, der unter anderem zur Entstehung des
Diabetes ausschlaggebend ist. Die Behandlung von Nagetieren mit Fibraten zeigte eine von
der Nahrungsaufnahme unabhingige Reduktion der Korpergewichtszunahme.***
Adipositas bezeichnet eine Komorbiditit, die mit Dyslipiddmie assoziiert ist. Die als
Lipidsenker wirkenden Fibrate vermitteln ihren klinischen Effekt durch PPARQ-
Aktivierung, resultierend in erniedrigten Serum Triglycerid-Spiegeln und erhéhtem HDLc
(High Density Lipoprotein cholesterol) iiber eine erhohte Clearance und einer
verminderten Synthese des Triglycerid-reichen VLDL (Very Low Density Lipoprotein).”
Klinisch sind die Fibrate Clofibrat”, Bezafibrat” und Fenofibrat” (vgl. Kap. 1.2.3.1) bei

Hyperlipoproteindmie (Hypercholesterindmie, Hypertriglyceriddmie) indiziert.

1.2.5.4 Diabetes Typ 2 — PPARy

Der therapeutische Einsatz von PPARY-Agonisten besteht in der Behandlung des Diabetes
Typ 2. Diabetes Typ 2 definiert sich als eine multifaktoriale Erkrankung, in der sowohl der
Kohlenhydrat- als auch der Lipidmetabolismus aufgrund einer Insulinresistenz gestort ist,
was letztendlich zu drastisch erhdhten Blutglucosespiegeln fiihrt. PPARY-Agonisten
steigern die fiir die Insulinwirkung erforderliche Sensitivitdt der entsprechenden Zellen und
reduzieren somit Plasmaglucose-, Lipid- und Insulinspiegel.”’ Therapeutisch werden die
TZDs (Glitazone, Insulinsensitizer, vgl. Kap. 1.2.3.2) Rosiglitazon (AvandiaD) und
Pioglitazon (Actos”) eingesetzt. Das erste klinisch erhéltliche TZD Troglitazon (Rezulin")

wurde aufgrund hepatotoxischer Eigenschaften vom Markt genommen.

1.2.5.5 Dyslipidamie — PPARy

Diabetes Typ 2 und Insulinresistenz sind mit Fettstoffwechselstorungen assoziiert, was
sich durch erhohte Plasma LDLc (Low Density Lipoprotein cholesterol) und
Triglyceridspiegel und erniedrigte Plasma HDLc-Spiegel manifestiert.”> In mehreren
Tierstudien wurde bewiesen, dass PPARY-Agonisten, zusitzlich zu ihrem Plasmaglucose-
erniedrigendem Effekt, eine Erniedrigung der Plasmaspiegel der Triglyceride, des
Cholesterol und der nicht veresterten Fettsiuren bewirken.”” Bislang wurden jedoch keine
klinischen Studien mit selektiven PPARYy-Agonisten an Patientenpopulationen, welche
hyperlipidamisch, aber nicht diabetisch erkrankt sind, durchgefiihrt. Demzufolge ist das

exakte pharmakologische Profil solcher selektiver PPARY-Agonisten noch unbekannt.
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2. Zielsetzung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Synthese und Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen von PPAR-Agonisten basierend auf dem Grundgeriist des litertaurbekannten
selektiven PPARO0O-Agonisten Pirinixinsdure (WY 14643) (vgl. Kap. 1.2.3.1) als
Leitstruktur. Bereits vor der Entdeckung der PPARs durch Issemann und Green im Jahre
1990 konnten der lipidsenkende Charakter, jedoch ohne Kenntnis des molekularen Target,
von WY 14643 und Derivaten gezeigt werden.*® Mit der Entdeckung der PPARs wurde
Pirinixinsdure als selektiver PPARO-Agonist mit ECsp-Werten im mikromolaren Bereich

identifiziert.?>*®

CH,

o) X (0]
|
H,C N_N_ s NN Sﬁ)\
T T
= =
Cl Y
(a) (b)

Abb. 20: (a) Leitstruktur WY 14643 mit Scaffold (invariantes System) (gelb), (b) Grundgeriist der

Pirinixinsdure mit Positionen der vorzunehmenden Strukturmodifikationen W, X, Y und R.

Im Hinblick auf eine Steigerung der PPAR-agonistischen Aktivitdt und der Reduktion der
hepatotoxischen Eigenschaften der Leitstruktur Pirinixinsdure sollte eine Leitstruktur-
optimierung durch Einfiihrung unterschiedlicher Reste W, X, Y und R an den farbig
markierten Building Blocks (Grundbausteine des Molekiils) (s. Abb. 20 (b)) vorgenommen
werden. Das Scaffold (invariantes System) bildet der in Abb. 20 (a) gelb markierte

Pyrimidin-2-ylsulfanylessigsdure-Grundbaustein.

e Mit Strukturmodifikationen durch Variation von W (s. Abb. 20 (b), lila) sollte der
Einfluss des 2,3-Dimethylanilin-Substituenten in 6-Position des Pyrimidins auf PPAR-
Aktivitdt untersucht werden. Die Einfilhrung geeigneter Substituenten W erfolgte
zunidchst in beliebiger Position des Phenylrings additiv und/oder substitutiv zu den
Methylgruppen in 2- bzw. 3-Position (s. Abb. 20 (a)) des Anilingeriists der
Pirinixinsdure. Die Substituenten W bestehen sowohl aus alkylischen als auch aus

heteroatomaren Resten.
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* Strukturmodifikation X (s. Abb. 20 (b), rosa) bestand in der Implementierung eines
Harnstoff-Strukturelements in Analogie zum literaturbekannten subtyp-selektiven
PPARa-Agonisten GW 9578 (vgl. Kap. 1.2.3.1).%

* Strukturmodifikation Y (s. Abb. 20 (b), griin) sollte durch Austausch des Chlor-Atoms
von WY 14643 durch andere Halogen-Substituenten Struktur-Wirkungs-Beziehungen
verschiedener 4-halogensubstituierter Pirinixinsdurederivate aufzeigen.

e Zudem sollten hinsichtlich der Okkupierung einer weiteren Bindungstasche in Q-
Position zur Carboxylgruppe Reste R (s. Abb. 20 (b), gelb) implementiert werden, die
durch Wechselwirkung mit der linken proximalen Bindungstasche (vgl.
Pharmakophormodell, Kap. 1.2.4) weitere positive Bindungsbeitrdge liefern konnen
und dadurch eine Affinitétssteigerung beziiglich der PPARs erzielt werden kann. Die
Reste R schlieBen Alkyl- bzw. Aryl-Substituenten ein.

e Zum anderen sollen Partialstrukturen des Pirinixinsduregeriists, die in Abb. 20 (b)
hellblau hinterlegt sind, mit verschiedenen Resten in 4- und 6-Pyrimidin-Position
synthetisiert werden. Die Rationale dieses Ansatzes bestand darin, den eventuellen
essentiellen Charakter des 2,3-Dimethylanilin-Substituenten der Leitstruktur zu

untersuchen.

Um eine Leitstrukturoptimierung zu erzielen, bedarf es der Etablierung geeigneter
Synthesestrategien. Alle synthetisierten Zielstrukturen sollten nach Etablierung in vitro-
pharmakologischer Testsysteme fiir alle drei Subtypen a, 3 und y sowohl am humanen als
auch am murinen Rezeptor auf ihre PPAR-agonistische Aktivitidt untersucht werden.
Valide ECsp-Werte synthetisierter Liganden erlauben letztendlich das Aufstellen von
Struktur-Aktivitits-Beziehungen und bieten neuartige Aspekte beziiglich der
therapeutischen Targets Dyslipiddmie und Diabetes Typ 2.
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3. Ergebnisse & Diskussion
3.1 Chemische Synthesen

3.1.1 Allgemeine Synthesestrategie zur Darstellung von Pirinixinsédure-

derivaten mit W-, Y- und R-Strukturmodifikationen

Zur Darstellung von Liganden, welche Strukturmodifikationen im Phenylamino-Bereich
(W), in a-Position zur endstdndigen Carbonsdurefunktion (R) und in 4-Halogenposition
des Pyrimidins (Y) beinhalten, wurde eine allgemein verwendbare Synthesestrategie
etabliert, die iiber vier Reaktionsstufen (s. Abb. 21, Schritte I bis IV) verlduft.*® In Schritt I
reagiert Thiobarbitursdure in einer nukleophilen Substitution mit dem entsprechenden 2-
Bromethylester. Im zweiten Schritt erfolgt eine Halogenierung der aus Schritt I
resultierenden 4,6-dihydroxylierten Reaktionsprodukte I mittels eines Phosphoryl-
halogenids PO(Y); (mit Y=CI, Br) im Sinne eines Additions-Eliminierungs-Mechanismus.
Schritt IIT ist durch die Kopplung der entsprechenden W-substituierten Anilinderivate an
die halogenierten Vorstufen II im Rahmen einer nukleophilen aromatischen Substitution
charakterisiert. Schritt IV besteht in einer Verseifung der jeweiligen Carbonséureester 111

und fiihrt zur Isolierung der Carbonsduren IV (s. Abb. 21, Schritt IV).

B
HO N SH /\ /\
Y Y W)L H, _POM, _ Y W)L
~N Schritt | “schritt il
OH

NH,
Schritt 11l

((Y VLOH ((Y VL e

Schrltt v

Abb. 21: Allgemeine Synthesestrategie —zur Darstellung von  Pirinixinsdurederivaten  mit
Strukturmodifikationen in den Bereichen W (Arylamino-Bereich), Y (4-Halogen-Position) und R (a-Position

zur Carboxylgruppe).38
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3.1.1.1 Synthese von Liganden mit Strukturmodifikationen im Arylamino-Bereich
(W-Substitution)

Die Grundidee der Synthese von im Arylamino-Bereich modifizierten Pirinixinsdure-
derivaten besteht in der Untersuchung des (essentiellen) Einflusses der Methylgruppen in
2- und 3-Phenylposition bzw. in der Auffindung von Phenylresten in beliebiger Phenyl-
Position, die positive Bindungsbeitrdge liefern, um weitere Aktivitétssteigerungen am
Rezeptor zu erzielen. Nach den Untersuchungen von Pirard et al'’ bildet der
Proteinbereich der distalen Bindungstaschen der drei PPAR-Subtypen das Target zur
Bindung des Arylaminobereichs der Pirinixinsdurederivate, so dass die Einfithrung
verschiedener Substituenten in das Grundgeriist von WY 14643 Ligand-Rezeptor-
Interaktionen beziiglich der distalen Bindungstaschen aufdecken soll.

Zundchst wurde der fiir die Synthese aller Liganden mit Strukturmodifikationen im
Arylamino-Bereich benétigte Precursor (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsédure-
ethylester 9 synthetisiert.*® Hierbei wurde in Schritt I Thiobarbitursdure mittels einer 1M
wissrigen NaOH-Losung regioselektiv an der SH-Gruppe deprotoniert und das
entstandene Thiolat-Anion in einer Sy2-Reaktion in Ethanol bei einer Reaktionstemperatur
von 60 °C mit Bromethylacetat umgesetzt. Das Produkt (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-
ylsulfanyl)-essigsdureethylester 8 (s. Abb. 22) entstand in Form weiller Kristalle mit einer
Ausbeute von 79 % d. Th.. Verbindung 8 wurde in Schritt II in Gegenwart von N,N-
Diethylanilin, welches als Protonenakzeptor fungiert, mittels Phosphorylchlorid in 4- und
6-Pyrimidin-Position chloriert. 9 entstand in Form weiller Kristalle mit einer Ausbeute von

86 % d. Th..

o) 0
HO.__N._SH Ho N s _~ cN_ s~
| Y a | Y 0~ "CH, b | Y 0~ "CH,
N Schritt | ZN Schritt Il 2N
OH OH cl
8 9

Abb. 22: Zweistufige Synthese des Precursors (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsdureethylester 9.
(a) 1M NaOH, BrCH,COOEt, EtOH, 60 °C, (b) POCl;, N,N-Diethylanilin, 110 °C.

Anschlieend wurde der Precursor 9 in einer nukleophilen aromatischen Substitution mit
den entsprechenden Anilinderivaten umgesetzt (s. Abb. 23). Zum Aufbau des sekundéren
Amins in Schritt III wurde zur Verstirkung des nukleophilen Charakters des
entsprechenden Anilinderivates Na,COs als Base eingesetzt. Die Ausbeuten der erhaltenen

Produkte 10-17 (s. Tab. 6) differieren relativ stark. Der Grund hierfur liegt in
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unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Phenylsubstituenten begriindet. Der
elektronenziehende -I-Effekt der Halogensubstituenten in 4-Phenylposition bewirkt eine
Erniedrigung der Nukleophilie der Aminogruppe, was die Ausbeuten der halogen-
substituierten Ester 10 (17 % d. Th.) und 12 (18 % d. Th.) erkldrt. Alle anderen Ausbeuten
der Ester 11 und 13-17 lagen zwischen 45 und 83 % d. Th.. Ferner war laut DC-Kontrolle
in derartigen Reaktionschritten standardméfBig die Entstehung eines unbekannten
Nebenproduktes zu beobachten, was die grundsétzlich moderaten Ausbeuten der Produkte
10-17 erklért. Im abschlieBenden Schritt IV wurden die entstandenen Ester 10-17 mit Hilfe
von zwei Aquivalenten einer 1N NaOH-Lésung in EtOH hydrolysiert. Die Carbonsiuren
18-25 (s. Tab. 6) fielen in Form weiller Kristalle mit Ausbeuten zwischen 60 und 80 % d.
Th. an.

o} H o] H o]
| |
CI\_N S\)L ~ NN S\)L ~ NN S\)J\
| Y 0~ "CH, a R | Y 0~ "CH, b R | Y OH
ZN Schritt Il ZN Schritt IV ZN
cl cl cl
9 10-17 18-25

Abb. 23: Synthese der Carbonsdureester 10-17 und der Carbonsduren 18-25. (a) Entsprechendes
Anilinderivat, Na,CO;, EtOH, Riickfluss, (b) 1IN NaOH, EtOH, Riickfluss. R = s. Tab. 6.

R
CH3 H3C C© F
CH, HC H,C
Br Br cl OMe OH F
Carbonsédureester 10 11 12 13 14 15 16 17

Carbonsédure 18 19 20 21 22 23 24 25

Tabelle 6: Arylaminosubstituierte Derivate der Serie der W-Strukturmodifikationen.

Die meisten der zur Synthese in Schritt III erforderlichen Anilinderivate waren
kommerziell erhéltlich, 4-Brom-2,3-dimethylanilin 26 (zur Synthese von Verbindung 10
bzw. 18) und 4-Chlor-2,3-dimethylanilin 27 (zur Synthese von Verbindung 12 bzw. 20)
wurden synthetisiert. 4-Brom-2,3-dimethylanilin 26 (Ausbeute: 52 % d. Th.) wurde nach
einer literaturbekannten Synthesevorschrift durch Bromierung von 2,3-Dimethylanilin
mittels N-Bromsuccinimid (NBS) in Diemethylformamid (DMF) synthetisert (s. Abb.
24).** Dieses Verfahren wurde auch fiir die Synthese von 4-Chlor-2,3-dimethylanilin 27
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(Ausbeute: 39 % d. Th.) verwendet, indem 2,3-Dimethylanilin mittels N-Chlorsuccinimid
(NCS) in DMF umgesetzt wurde (s. Abb. 24).

NH, NH,
CH, CH,
_a>
CH, CH,
X
26 (X=Br)
27 (X=Cl)
Abb. 24: Synthese der 4-halogensubstituierten 2,3-Dimethylanilinderivate. (a) NBS bzw. NCS, DMF, 25 °C.
X=Br (26), C1 (27).

3.1.1.2 Synthese eines in 4-Pyrimidin-Position modifizierten Derivates von WY
14643 (Y-Substitution)

Um den Einfluss des Halogensubstituenten der Pirinixinsdure in 4-Pyrimidin-Position
beziiglich unterschiedlicher Atomgréfen und Elektronegativitidten der Halogen-Atome auf
PPAR-AKktivitat zu untersuchen, wurde das 4-Chlor-Atom der Leitstruktur Pirinixinsdure
durch ein Br-Atom substituiert. Der Aufbau der Zielstruktur [4-Brom-6-(2,3-dimethyl-
phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdure 28 erfolgte nach dem allgemeinen
Syntheseprinzip, welches bereits in Abb. 21 gezeigt wurde. Hierzu wurde die zweifach
hydroxylierte Vorstufe 8 (s. Kap. 3.1.1.1) einer Bromierung mittels POBr; in Acetonitril
unterworfen. Das zweifach bromierte Produkt 28 (s. Abb. 25) entstand in Form weiller

Kiristalle in einer Ausbeute von 52 % d. Th..
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Abb. 25: Synthese von (4,6-Dibrom-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsdureethylester 28. (a) POBr;, MeCN,
Riickfluss.

Die nachfolgende Kopplung von 2,3-Dimethylanilin an die zweifach bromierte Vorstufe
28 erfolgte mit einer Ausbeute von 73 % d. Th.. Die Verseifung des erhaltenen
Carbonsdureesters 29 fithrte zur Isolierung der Carbonsdure 30, welche in Form weil3er

Kfristalle in einer Ausbeute von 48 % d. Th. anfiel (s. Abb. 26).
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Schritt Il Schritt IV
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Abb. 26: Synthese von [4-Brom-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdure 30. (a)
2,3-Dimethylanilin, Na,COs3, EtOH, Riickfluss, (b) 1IN NaOH, EtOH, Riickfluss.

3.1.1.3 Synthese von Liganden mit Strukturmodifikationen in a-Position zur

Carbonsaure (R-Substitution)

Basierend auf dem von Pirard postulierten Pharmakophormodell”” wurde die Leitstruktur
WY 14643 in a-Position zur funktionellen Carbonsdure durch Einfiihrung von Alkyl- bzw.
Arylsubstituenten modifiziert. Die Rationale dieser Strukturmodifikation besteht darin,
dass durch die Einflihrung von a-Substituenten das Besetzen der linken proximalen
Bindungstasche (vgl. Kap. 1.2.4) provoziert werden soll, um somit weitere positive
Bindungsbeitrdge zu erzielen bzw. die Gesamtaffinitidt des Liganden zum Rezeptor zu
steigern.

Die Einfiihrung der Alkyl- bzw. Arylreste in 0-Position zur Carbonsdure erfolgt bereits in
Syntheseschritt I (s. Abb. 21) mit Hilfe von in 2-Position alkylierten bzw. arylierten
kommerziell erhiltlichen 2-Brom-essigsdureethylestern. Lediglich das Edukt 2-Brom-2-(1-
naphtyl)-essigsdureethylester wurde in Analogie zu einem literaturbekannten Verfahren
synthetisier‘[.95 Hierzu wurde, ausgehend von 2-(1-Naphtyl)-essigsdureethylester, in einer
radikalischen Substitutionsreaktion mittels Dibenzoylperoxid als Radikalstarter und NBS
als Bromierungsmittel in CCly in a-Position zum Carbonsdureester bromiert (s. Abb. 27).
Das Produkt 2-Brom-2-(1-naphtyl)-essigsdureethylester 31 als gelbe Fliissigkeit (Sdp. =
128-130 °C bei p =2 x 10” mbar) in einer Ausbeute von 80 % d. Th. isoliert.

P Br AN

31

Abb. 27: Synthese von 2-Brom-2-naphtyl-essigsdureethylester 31. (a) NBS, Dibenzoylperoxid, CCly, 90 °C.

Die Darstellung der zweifach hydroxylierten Precursor 32-38 ausgehend von
Thiobarbitursdure und den entsprechenden 2-substituierten 2-Brom-essigsdureethylester

zeigte einige signifikante Unterschiede im Vergleich zur Synthese des zweifach
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hydroxylierten a-unsubstituierten Precursors 8 (R=H) (s. Kap. 3.1.1.1, Abb. 22). Zum
einen entstand im Falle der a-substituierten Produkte 32-38 ein in der Reaktionslésung
unlosliches Nebenprodukt, welches zunédchst durch heisses Filtrieren abgetrennt werden
musste, bevor das eigentliche Hauptprodukt in der Kélte zum Kristallisieren gebracht
werden konnte. Die Entstehung dieses Nebenproduktes bietet eine Erklarung fiir die im
Gegensatz zu Verbindung 8 (R=H) nur moderaten Ausbeuten, welche sich im Falle der
Substanzserie A (32-36) (R=Me, Et, n-Pr, n-Bu, Hex) (s. Abb. 28 bzw. Tab. 7) im Bereich
von 16 bis 43 % d. Th. bewegen. Zum anderen kann aufgrund langerer Reaktionszeiten (22
bis 96 h), welche mit zunehmender Léange des aliphatischen Restes in a-Position
korrelieren, auf eine sterische Hinderung des nukleophilen Angriffs der Thiobarbitursdure
auf die dreifach substituierte C2-Position des entsprechenden 2-alkylierten 2-Brom-

essigsdureethylesters geschlossen werden.

0
Br\HLOACH
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N._-SH R \HL ~c Cl N S\|)L -~
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Substanzserie A Substanzserie B
32-38 39-45
Schritt lll| c
\©/ \|/ \H‘\OH \©/ \|/ \H‘\ ~c
Schrltt v
Substanzserie D Substanzserie C
53-59 46-52

Abb. 28: Vierstufige Synthese von «-substituierten Pirinixinsdurederivaten. (a) 1M NaOH, Br-
CH,(R)COOEt (R = Me, Et, n-Pr, n-Bu, Hex, Ph, Naphtyl), EtOH, 60 °C, (b) POCIl;, N,N-Diethylanilin, 110
°C, (¢) 2,3-Dimethylanilin, Na,COj3;, EtOH, Riickfluss, (d) 1IN NaOH, EtOH, Riickfluss.

Im Gegensatz zu den a-alkylsubstituierten Derivaten weisen die a-arylsubstituierten
Derivate 37 und 38 weitaus kiirzere Reaktionszeiten und hohere Ausbeuten auf. Dieser
Sachverhalt konnte in engem Zusammenhang mit der freien Drehbarkeit von C-C-
Einfachbindungen, der groBen Anzahl an Freiheitsgraden und der daraus resultierenden
grofleren sterischen Hinderung im Gegensatz zu starren C=C-Doppelbindungen der

aromatischen Systeme liegen.
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R
Me Et n-Pr n-Bu Hex Ph Naph
Substanzserie A 32 33 34 35 36 37 38
Substanzserie B 39 40 41 42 43 44 45
Substanzserie C 46 47 48 49 50 51 52
Substanzserie D 53 54 55 56 57 58 59

Tabelle 7: a-alkyl- bzw. a-aryl-substituierte Verbindungen.

Verbindungen 32-38 der Substanzserie A wurden in Schritt IT mittels Phosphorylchlorid
chloriert, woraus die dichlorierten Verbindungen 39-45 der Substanzserie B in guten
Ausbeuten im Bereich von 61 und 99 % d. Th. resultierten. Im Unterschied zu den
dichlorierten Verbindungen 8 (R=H) und 45 (R=Naphtyl), welche als kristalline vorliegen,
zeigen die Substanzen 39-44 (R=Me, Et, n-Pr, n-Bu, Hex, Ph) ein moderates
Kristallisationsverhalten, so dass diese als elementaranalysenreine Ole charakterisiert
wurden. Schritt III bestand wiederum in der Kopplung von 2,3-Dimethylanilin in
Gegenwart von Na,COj; an die jeweilige chlorierte Vorstufe der Substanzserie B (39-45),
woraus die Verbindungen 46-52 der Substanzserie C mit einer durchschnittlichen Ausbeute
von ~50 % d. Th. resultierten. Die Carbonsdureester 46-52 wurden nach der in Kap. 3.1.1.1
beschriebenen Methode (Schritt IV) verseift. Die daraus resultierenden Carbonsduren 53-
59 (Substanzserie D) konnten in kristalliner Form mit durchschnittlichen Ausbeuten von

~80 % d. Th. isoliert werden.

Synthese des a-dimethylierten Pirinixinsdurederivates 62

Die ,klassischen® a-alkylierten Pirinixinsdurederivate der vorliegenden Substanzbiblio-
thek sind durch dessen Monoalkylierung in d-Position zur Carbonsdurefunktion
charakterisiert. Im Folgenden wird die Synthese des a-dimethylierten Pirinixinsdure-
derivates 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-2-methyl-pro-
pansdure 62 vorgestellt, welche eine von der in Kap. 3.1.1 erlduterten allgemeinen
Synthesestrategie differente Syntheseplanung erforderte.

Um den a-dimethylierten dichlorierten Precursor 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-
2-methyl-propanséureethylester 60 darzustellen, wurde in einem ersten Versuch Schritt I
der allgemeinen Synthesestrategie (s. Kap. 3.1.1, Abb. 21) angewandt, indem
Thiobarbitursdure mit dem kommerziell erhiltlichen 2-Brom-2-methyl-propansdure-

ethylester unter nukleophiler Substitution zur Reaktion gebracht werden sollte (s. Abb. 29
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Methode B). Die Bildung eines Produktes konnte laut DC-Kontrolle nach einer
Reaktionszeit von mehr als zwei Tagen nicht festgestellt werden. Das Vorliegen eines
tertidren a-C-Atoms weist mechanistisch gesehen auf eine Sy1-Reaktivitit hin, welche
jedoch durch die elektronenziehende Carbonylgruppe (-M-Effekt) abgeschwicht wird. Ein
Sn2-artiger Reaktionsmechanismus wird hdchstwahrscheinlich durch die beiden -
stindigen Methylgruppen sterisch behindert, was die fehlende Reaktivitit erklart. Zum
anderen ist vor allem in Gegenwart von Base eine Instabilitdit von 2-Brom-2-methyl-
propansdureethylester gegeniiber einer Eliminierung von HBr moglich, so dass
moglicherweise unter Abbau des genannten Eduktes das Eliminierungsprodukt

Crotonsdureethylester entsteht.

Methode A
(o)

Cl | N\\rs\)LOACH
~.N

3

0 A
Cl NYS%LO/\CH Cl
I : 9

_NH,C CH,
Methode B

Cl

60 b, c
HO IN\\|/SH 5 (0]
Nt N0 eH,
H,C CH,

OH

Abb. 29: Retrosynthetische Ubersicht der Methoden A und B zur Darstellung des o-dimethylierten
Precursors 60. (a) 1. LIHMDS, HMPA, THF abs., -78 °C, 2. Mel, -78 °C - 25 °C, 3. LIHMDS, HMPA, THF
abs., -78 °C, 4. Mel, -78 °C - 25 °C, (b) 1M NaOH, EtOH, 60 °C, (c¢) POCl;, N,N-Diethylanilin, 110 °C.

Aufgrund dessen wurde eine alternative Synthesemethode zur Darstellung des -
dimethylierten dichlorierten Precursors 60 {iiber eine direkte Methylierung von (4,6-
Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsdureethylester 9 (s. Abb. 29 Methode A) etabliert.
Hierzu wird der a-CH-acide Charakter von Verbindung 9 ausgenutzt, indem mittels der
sperrigen nicht-nukleophilen Base LiHMDS (Lithiumhexamethyldisilazid) in HMPA
(Hexamethylphosphorsduretriamid) und abs. THF bei einer Temperatur von -78 °C unter
Argon-Atmosphére deprotoniert wurde. HMPA fungiert als aprotisches Losemittel und
steuert durch die Bindung via dessen N-Atome an das mit dem Enolat-Sauerstoffanion
komplexierte Lithium-Ion einen erheblichen Anteil zur Stabilisierung des Enolat-lons bei.
Zur eigentlichen Methylierung des a-C-Atoms bei Raumtemperatur wurde Methyliodid
verwendet. Dieses Prozedere wurde nochmals wiederholt, indem ein zweites Aquivalent

LiHMDS, HMPA und Mel dem Reaktionsansatz zudosiert wurde, so dass die Q-
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dimethylierte Vorstufe 60 in einer Ausbeute von 52 % d. Th. in Form eines gelben Ols
isoliert werden konnte.

Die Kopplung von 2,3-Dimethylanilin an den synthetisierten Precursor 60 verlief mit einer
moderaten Ausbeute von 12 % d. Th.. Die Esterhydrolyse von 61 mittels NaOH in Ethanol
(Ausbeute: 77 % d. Th.) fiihrte zur Isolierung der Carbonsdure 62 (s. Abb. 30) in Form

weisser Kristalle.

o]

CH, |, o CH, |, o
H,C
Cl NYS%OACH:‘ a H,C N N\\|/3>gj\o/\c|_l3 b 3 N NYS%OH
| H,C CH o | H.C CH ~ | H,C CH
NH; 3 Schritt Il N3 3 Schritt IV NP3 3
(o] cl
61 62

Cl
60

Abb. 30: Synthese von [2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-2-methyl-propan-
sdure 62. (a) 2,3-Dimethylanilin, Na,COj3, EtOH, Riickfluss, (b) 1N NaOH, EtOH, Riickfluss.

3.1.2 Synthese von Liganden mit Ureido-Partialstruktur bzw. dem Struktur-

element eines tertiaren Amins

Hinsichtlich des von Brown et al entwickelten subtyp-selektiven PPARa-Agonisten GW
9578 der Klasse der Ureido-TiBAs (Ureido-thioisobutyric acids) (s. Kap. 1.2.3.1) mit
ECso-Werten im nanomolaren Bereich®®, sollte gepriift werden, ob die analoge Einfiihrung
einer Ureido-Partialstruktur in das Pirinixinsdure-Grundgeriist zu einer deutlichen
Steigerung der durch den Liganden induzierten Rezeptoraffinitit fiihrt.

Hierzu wurde zunéchst ausgehend von Pirinixinsdureethylester 63, welcher nach der in
Kap. 3.1.1 beschriebenen Synthestrategie synthetisiert wurde, 2,4-Difluorphenylisocyanat
in abs. Toluen mit Hilfe katalytischer Mengen des sauren Katalysators Di-n-butylphosphat
an die biarylierte Amin-Funktion addiert. Nach dem Umkristallisieren aus Ethanol konnten
weille Kristalle von 64 in einer Ausbeute von 82 % d. Th. isoliert werden. Die
anschliefende Verseifung des entstandenen Ureido-thioessigsdureethylesters 64 fiihrte
trotz des Einsatzes verschiedener Verseifungsreagenzien und der Auswahl verschiedener
Reaktionsbedingungen zur Entstehung von Pirinixinsdure 66 und/oder Pirinixinsdure-

ethylester 63 und (2,4-Difluor-phenyl)-carbaminséure 67 (s. Abb. 31).
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Abb. 31: Versuchte Synthese von [4-Chlor-6-[3-(2,4-difluor-phenyl)-1(2,3-dimethyl-phenyl)-ureido]-
pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdure 65. (a) 2,4-Difluorphenylisocyanat, Di-n-butylphosphat, Toluen abs., 100
°C, (b) IN NaOH, EtOH, Riickfluss oder IN NaOH, EtOH, 25 °C oder LiOH x H,0O, THF/H,O (1:1), 25 °C
oder 6N HCI, MeOH, 25 °C.

Aufgrund dessen wurde die Zielverbindung 65 ausgehend von der freien Pirinixinsidure 66
mittels der beschriebenen Reaktion mit 2,4-Difluorphenylisocyanat und Di-n-butyl-
phosphat als Katalysator in abs. Toluen generiert (s. Abb. 32). Der Strukturnachweis der
Zielstruktur 65 erfolgte neben 'H- und '*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen
massenspektrometrisch. Das ESI-MS von 65 zeigte eine sduretypische Fragmentierung von
CO,, welche eine Konkurrenzreaktion iiber das im Vergleich zum N-Atom weniger
nukleophile O-Nukleophil des Eduktes 66 ausschlie3t. Die Ureido-thioessigsdure 65

entstand in Form weiller Kristalle mit einer Ausbeute von 28 % d. Th..

CH,
CH, . 0
Hac\©/N N\\rS\)LOH ] Foy CH, O
TYN - @NTN RS
cl F (0] ~.N
cl

66 65

Abb. 32: Synthese der Ureido-thioessigséure 65. (a) 2,4-Difluorphenylisocyanat, Di-n-butylphosphat, Toluen
abs., 100 °C.

Ein weiterer Aspekt der Strukturoptimierung bestand in der Transformation des
sekunddren Amins der Leitstruktur WY 14643 in ein tertidres Amin. Der Hintergrund
dieser Strukturmodifikation betrifft das zentrale Interesse von eventuell positiven Ligand-

Rezeptor-Interaktionen via Wasserstoftbriickenbindungen zwischen der NH-Funktion der
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Leitstruktur und Aminosdureresten mit Wasserstoff-Akzeptor-Eigenschaften der LBD der
PPARs. Auf der Basis des zu diesem Zeitpunkt aktuellen Wissensstandes sollte aufgrund
optimierter in vitro-pharmakologischer Ergebnisse eines O-methylierten Pirinixinsdure-
derivates (s. Kap. 3.2.4) gleichzeitig eine Methylgruppe in a-Position zur Carbonsdure
eingefiihrt werden.

Hierzu wurde der NH- und o-CH-acide Charakter des Pirinixinsdureethylesters 63
ausgenutzt, indem mit Hilfe von zwei Aquivalenten der sperrigen nicht-nukleophilen Base
LiHMDS in HMPA und abs. THF bei einer Temperatur von -78 °C unter Argon-
Atmosphire deprotoniert wurde (s. Abb. 33). Zur Methylierung des N-Atoms und des a-C-
Atoms (C2) bei Raumtemperatur wurden zwei Aquivalente Methyliodid verwendet. Der
Einsatz von zwei Aquivalenten aller Reagenzien erméglichte die konzertierte Einfiihrung
von zwei Methylgruppen zum einen am Amin-N-Atom und zum anderen am o-C-Atom
zur Carboxylgruppe. Das Produkt 68 entstand nach sdulenchromatographischer Reinigung
in einer Ausbeute von 84 % d. Th. (weisse Kristalle). Der Carbonsdureester 68 wurde nach
der herkdmmlichen Methode mittels 1IN NaOH in Ethanol verseift, so dass die
Carbonsédure 69 in einer Ausbeute von 34 % d. Th. in Form weiller Kristalle isoliert

werden konnte.

CH, CH CH, CH

(ngd“ Ly T\r on oo gy T\( %OH

Abb. 33: Synthese des N- und a-methylierten Pirinixinsdurederivates 69. (a) 1. LIHMDS, HMPA, THF abs.,
-78 °C, 2. Mel, -78 °C-25 °C, 3. LIHMDS, HMPA, THF abs., -78 °C, 4. Mel, -78 °C-25 °C, (b) IN
NaOH, EtOH, Riickfluss.

3.1.3 Substitution des 2,3-Dimethylphenylrestes durch aliphatische Reste

Um den Einfluss des 2,3-Dimethylphenylrestes bzw. von Arylresten in 6-Pyrimidin-
Position der Pirinixinsdure auf die Bindungsaffinitit zum Rezeptor zu untersuchen, wurde
eine Substitution des 2,3-Dimethylphenylrestes durch aliphatische Reste vorgenommen.
Hintergrund dieser Grundidee war es, zwischen etwaigen Ligand-Rezeptor-Interaktionen
(distale Bindungstaschen der PPARs) in Form von van-der-Waals- bzw. TeT-Wechsel-
wirkungenn zu differenzieren, d. h. den Einfluss von aromatischen und aliphatischen

Resten auf ein optimales Ligand-Rezeptor-Bindungsprofil zu kristallisieren.
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Zunidchst wurde der 2,3-Dimethylphenylrest der Leitstruktur Pirinixinsédure durch einen
Octylrest substituiert. Der Grundgedanke dieser Art von Strukturoptimierung bestand in
der Einfiilhrung von langkettigen lipophilen Alkylresten in Analogie zu den
Strukturelementen gesittigter Fettsduren, welche als natiirliche PPARO-Agonisten
identifiziert wurden (vgl. Kap. 1.2.2).

Die Synthese dieses Derivates verlief analog zu der in Kap. 3.1.1 vorgestellten allgemeinen
Synthesestrategie (s. Abb. 21), indem der Precursor (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-
essigsdureethylester 9 in einer nukleophilen aromatischen Substitution mit 1-Aminooctan
mittels  Natriumcarbonat als Base in  Ethanol gekoppelt wurde. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung des erhaltenen Ols und anschlieBender
Umbkristallisation aus Ethanol konnte das Produkt 70 in Form farbloser Kristalle in einer
Ausbeute von 45 % d. Th. isoliert werden (s. Abb. 34). Die anschlieBende alkalische
Verseifung von [4-Chlor-6-(octylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdureethylester 70

verlief mit einer Ausbeute von 82 % d. Th. und fiihrte zur Bildung weiler Kristalle von 71.

o) H 0
U
Cl N S ~ S ~c H.C N N S
Y \)Lo CH, _a _ Cxchy) N Y \)L s b NeH), Y A
A Schritt Il Schritt IV 2N
cl cl
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Abb. 34: Synthese von [4-Chlor-6-(octylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdure 71. (a) 2,3-Dimethyl-
anilin, Na,COs, EtOH, Riickfluss, (b) 1N NaOH, EtOH, Riickfluss.

In einer weiteren Reaktionsfolge wurde der 2,3-Dimethylphenylrest der Pirinixinsdure
durch einen Heptylrest substituiert, kombiniert mit der Einfiihrung eines aufgrund in vitro-
pharmakologischer Ergebnisse optimalen Butylrestes in a-Position zur Carbonsdure. Da
der parallele Optimierungsbeitrag beziiglich der a-Substitution mittlerweile zu dem
Ergebnis fiihrte, dass ein Butylrest in a-Position zu einer hohen Aktivitit am Rezeptor
fiihrt (vgl. Kap. 3.2.4), wurde die Serie dieser Strukturmodifikation mit dem entsprechen-
den a-Butyl-Precursor 40 durchgefiihrt.

Hierzu wurde der in Kap. 3.1.1.3 vorgestellte Precursor 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-
ylsulfanyl)-hexansédureethylester 40 mittels 1-Heptylamin und Natriumcarbonat in Ethanol
einer nukleophilen aromatischen Substitution unterworfen (s. Abb. 35). Das in einer relativ
hohen Ausbeute von 87 % d. Th. angefallene gelbe Ol 72 wurde nach der herkdmmlichen
alkalischen Methode verseift. 2-[4-Chlor-6-(heptylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-hexan-

sdure 73 entstand in Form weiller Kristalle mit einer Ausbeute von 16 % d. Th..
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Abb. 35: Synthese von 2-[4-Chlor-6-(heptylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-hexansdure 73. (a) 2,3-
Dimethylanilin, Na,CO;, EtOH, Riickfluss, (b) 1N NaOH, EtOH, Riickfluss.

3.1.4 Synthese von Precursorverbindungen der Pirinixinsaure

Um Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Pirinixinsdurederivaten beziiglich ihrer PPAR-
Aktivitdt aufzustellen, bietet sich die Untersuchung von Vorldaufermolekiilen von WY
14643 an. Im zentralen Mittelpunkt dieser Untersuchungen steht die Frage des fiir ein
optimales Ligand-Rezeptor-Bindungsprofil essentiellen Charakters des 2,3-Dimethylanilin-
Restes der Leitstruktur WY 14643. Hierzu wurden auf der Basis der freien Carbonsiure in
den Positionen 4 und 6 des Pyrimidin-Ringes Amino- und Hydroxylgruppen eingefiihrt.
Die bereits in Kap. 3.1.1.1 synthetisierten Precursor (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-
ylsulfanyl)-essigsdureethylester 8 und (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsédure-
ethylester 9 wurden jeweils mittels einer IN NaOH-Losung in Ethanol unter Riickfluss
verseift. Das 4,6-dihydroxylierte Produkt 74 entstand in einer Ausbeute von 61 % d. Th.,
wohingegen das gewlinschte dichlorierte Produkt nicht isoliert werden konnte (s. Abb. 36).
Da Chlor-Atome gute Abgangsgruppen darstellen, wurde stattdessen ein Chlor-Substituent
von Verbindung 9 durch einen Ethoxy-Rest substituiert. Das in basischer Losung aus
Ethanol gebildete Ethanolat-Ion fungiert an dieser Stelle als Nukleophil. Letztendlich
entstand das Produkt 75 in Form weiler Kristalle in einer Ausbeute von 42 % d. Th..

(o] (o]
1 1 N S
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8 (R'=R2=0H) 74 (R'=R2=0H)

9 (R'=R2=Cl) 75 (R'=Cl, RZ=0Et)

Abb. 36: Synthese der 4,6-disubstituierten Precursor mit R'=OH, R>=OH (74) und R'=Cl, R>=OEt (75). (a)
1N NaOH, EtOH, Riickfluss.
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74 75 76 77
R! OH Cl NH, OH
R’ OH OEt NH, NH,

Tabelle 8: Precursorverbindungen 74-77 der Pirinixinsédure.

Der 4,6-diaminierte Precursor 76 und der 4-Amino-6-hydroxylierte Precursor 77 wurden
nach einer literaturbekannten Vorschrift synthetisiert.”® Das kommerziell erhiltliche 4,6-
Diamino-2-mercaptopyrimidin-Monohydrat bzw. 4-Amino-6-hydroxy-2-mercaptopyrimi-
din-Monohydrat wurden mit dem Natriumsalz der Chloressigsdure in Gegenwart von
Natriumcarbonat als Base in Wasser umgesetzt (s. Abb. 37). Das Produkt 76 konnte mit
einer sehr guten Ausbeute von 98 % d. Th. isoliert werden, wohingegen Produkt 77 in
einer Ausbeute von 90 % d. Th. entstand.
o}
R N\\rSH . R N\\|/s\/ILOH
| x H,0 —_— |
2N N
R2 R2
76 (R'=R?=NH,)
77 (R'=OH, R?=NH,)
Abb. 37: Synthese 4,6-disubstituierter Precursor mit R'=NH,, R*= NH, (76) und R'=0OH, R’= NH, (77). (a)
CICH,COONa, Na,CO;, H,0, 100 °C.
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3.1.5 Versuchte Synthese des a,f-ungesittigten Pirinixinsdurederivates
4-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-but-2-

ensédure 78

Mit der Kenntnis der Funktion ungesittigter Fettsduren als endogene PPAR-Liganden
sollte eine derartige ungesittigte Carbonsdurefunktionalitit in das Grundgeriist der
Pirinixinsdure implementiert werden. Basierend auf diesem Grundgeriist, sollte zum einen
der Spacer zwischen dem Sulfanylpyrimidin-Rest und der Carboxylgruppe um zwei
Kohlenstoff-Atome verldngert werden und zum anderen eine Doppelbindung in diesen
Bereich eingefiihrt werden. Die Zielstruktur der a,B-ungesittigten Carbonsdure 4-[4-
Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-but-2-ensdure 78 ist in Abb.
38 dargestellt.

CH, (e]
H
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Abb. 38: Zielstruktur 4-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-but-2-enséure 78.

In Anlehnung an die in Kap. 3.1.1 vorgestellte Synthesestrategie wurde in Schritt I
Thiobarbitursdure mit 4-Brom-crotonsdureethylester in alkalischer NaOH-Losung tiber
eine nukleophile Substitution umgesetzt. Die Reaktion wurde zum einen bei
Raumtemperatur und zum anderen bei 60 °C durchgefiihrt, wobei zwei unterschiedliche
Produkte entstanden. Die Variante milder Reaktionsbedingungen (RT) resultierte in der
a,B-ungesittigten Carbonylverbindung 79, wohingegen héhere Reaktionsbedingungen (60
°C) zum stabilen bizyklischen Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-on 80 fiihrte (s. Abb. 39).
Sowohl das offenkettige Produkt 79 als auch der Bizyklus 80 konnten mittels POCI;
chloriert werden, wobei wiederum die Reaktionstemperaturen von entscheidender
Bedeutung zur selektiven Darstellung der Produkte 81 und 82 sind (s. Abb. 39). Nach
mehreren Stunden zyklisiert das offenkettige Produkt 79 bereits bei Raumtemperatur. Das
gewiinschte offenkettige O,(3-ungesittigte Pirinixinsdurederivat 78 (s. Abb. 38) konnte
somit aufgrund der Instabilitdt der Precursor 79 und 82, welche in deren reaktiven

Zyklisierungseigenschaften begriindet liegt, nicht isoliert werden.
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Abb. 39: Syntheseweg zur selektiven Darstellung der Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-one 80 und 81 und der
0,B-ungesittigten Carbonylverbindungen 79 und 82. (a) 1M NaOH, 4-Brom-crotonséureethylester, EtOH, 25
°C, (b) 1M NaOH, 4-Brom-crotonsdureethylester, EtOH, 60 °C, (c¢) POCIs, N,N-Diethylanilin, 110 °C, (d)
POCI;, N,N-Diethylanilin, 25 °C.

Abgesehen von der pharmakologischen Relevanz der entstandenen Thiazolo[3,2-
a]pyrimidin-5-one 80 und 81 wurde ein neuer Syntheseweg zur selektiven Darstellung von
Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-onen  etabliert. = Mechanistisch ~ gesehen besteht die
Einstufenreaktion zur selektiven Darstellung von Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-onen aus
einer in situ-nukleophilen Substitution gefolgt von einer Michael-artigen Reaktion, welche
auch als Michael-artige Tandem-Reaktion bezeichnet werden kann. Unter Betrachtung der
tautomeren Grenzstrukturen 79 und 79a unterliegt Verbindung 79 einer N-nukleophilen
Michael-artigen Zyklisierung. Hinsichtlich der literaturbekannten Synthesestrategien zur

97-100

Darstellung von Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-onen stellt die etablierte Michael-artige

Tandem-Reaktion eine chemisch-synthetische Innovation dar.
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Die Bildung des Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 81 wurde zum einen durch Kristall-
strukturanalyse (s. Abb. 40) und zum anderen durch 'H- und *C-NMR spektroskopische
Daten belegt.

Die Kristallstruktur von (7-Chlor-5-0x0-2,3-dihydro-5H-thiazolo[3,2-a]pyrimidin-3-yl)-
essigsdureethylester 81 zeigt eine planare Struktur der Pyrimidin-5-on-Gruppe, wohin-
gegen der Thiazol-Ring strukturell durch seine envelope conformation (,,Briefumschlag-
Konformation*) charakterisiert ist. Die ideale Ebene der Briefumschlag-Struktur wird
durch S, C1, N2 und C5 aufgespannt, wobei C6 um 0.31 A von dieser Ebene abweicht. Die
C5-C7-Bindung zeigt eine pseudo-axiale Orientierung beziiglich des fiinfgliedrigen
Thiazol-Ringes. Die Dimensionen des Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 81 zeigen eine
groBe Ubereinstimmung mit literaturbekannten Kristallstrukturen von Thiazolo[3,2-
a]pyrimidin-5-onen.'”''* Die Kristallpackung von 81 weist zwei intermolekulare C—H---O

Kontakte mit H--O-Abstinden von 2.44(2) und 2.54(2) A auf,'™

Abb. 40: ORTEP-Plot von (7-Chlor-5-0x0-2,3-dihydro-5H-thiazolo[3,2-a]pyrimidin-3-yl)-essigsdureethyl-
ester 81.

Des Weiteren wurde die Bildung des Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 80 durch 'H- und
BC-NMR spektroskopische Daten gestiitzt. Die Zuordnung der *C-NMR Signale gelang
durch Anwendung von DEPT- und HMBC-Experimenten. Im Folgenden werden die
NMR-spektroskopischen Daten des Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons (7-Hydroxy-5-oxo-
2,3-dihydro-5H-thiazolo[3,2-a]pyrimidin-3-yl)-essigsdureethylester 80 im Vergleich zur
a,B-ungesittigten Carbonylverbindung 4-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-but-2-
ensdurethylester 79 diskutiert. Das DEPT-Spektrum des Thiazolopyrimidin-5-ons 80 zeigt
drei negativ polarisierte CH,-Signale und zwei positiv polarisierte CH-Signale,
wohingegen das DEPT-Spektrum der offenkettigen Verbindung 79 zwei CH,-Signale mit
negativer Polarisierung und drei positiv polarisierte CH-Signale aufweist. Abgesehen von
den pyrimidinischen aromatischen CH-Signalen beider Produkte 79 und 80 tritt im

Spektrum des Thiazolopyrimidin-5-ons 80 eine charakteristische N-CH Resonanz bei
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56.53 ppm auf, wohingegen im Spektrum der o,(-ungesittigten Verbindung 79 die
Resonanz des olefinischen C® (123.07 ppm) verglichen mit der vergleichsweise zu
tieferem Feld verschobenen Resonanz fiir CP (143.17 ppm) aufgrund der elektronen-

ziehenden Carbonylgruppe an C® charakteristisch ist.'"
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3.2 Medizinische Chemie

3.2.1 In vitro-pharmakologische Testsysteme zur Identifizierung von

Ligand-Rezeptor-Interaktionen

Der GroBteil aller synthetisierten Liganden wurde sowohl am murinen PPARQ als auch an
den humanen Subtypen PPARa, PPAR[ und PPARY mit Hilfe von Reportergen-Assays,
welche in den folgenden Kapiteln 3.2.1.1 und 3.2.1.2 beschrieben sind, in vitro-

pharmakologisch charakterisiert.

3.21.1 Muriner PPARa-Assay

Alle in Kap. 3.1 beschriebenen synthetisierten Liganden 18-25, 30, 53-59, 62, 65, 69, 71,
73 und 74-77 wurden ebenso wie WY 14643, welche als Leitstruktur fungiert und somit
als Referenz verwendet wurde, mit Hilfe eines murinen Reportergen-Assays auf ihre
PPARa-aktivierende Wirkung untersucht. Der Assay beruht darauf, dass PPARa nach der
Bindung eines Liganden die Transkription von Genen aktiviert, die unter der Kontrolle
eines PPAR-Responselements (PPRE) stehen. Im Assay wurde hierzu ein Plasmid
verwendet, das nach dem Promotor des Acyl-CoA Oxidase Gens, welcher drei PPREs in
Folge enthidlt, das Firefly-Luziferase Gen als Reporter beinhaltet. Die Aktivitidt des
Luziferase-Gens steht hierbei in direktem Zusammenhang zur PPAR-Aktivierung und
kann deshalb als MaB fiir diese verwendet werden. Da die verwendeten Cos-7-Zellen kein
endogenes PPARO besitzen, wurden ein Expressionsplasmid fiir murines PPARO und ein
Kontrollplasmid, das das Renilla-Luziferase-Gen unter der Kontrolle eines unter den
Testbedingungen konstitutiven Promotors beinhaltet, im Test eingesetzt. Die Cos-7-Zellen
wurden mit den Plasmiden transient transfiziert, mit entsprechenden Konzentrationen der
Testsubstanzen inkubiert und anschlieBend die Aktivitit der Firefly- und Renilla-
Luziferase bestimmt.

Die Aktivitdt der Firefly-Luziferase wurde tliber die Aktivitit der Renilla-Luziferase
normalisiert und der durchschnittliche Aktivierungsfaktor (Durchschnitt aus mindestens je
drei Messungen pro Konzentration Testsubstanz) im Vergleich zur Kontrolle ohne
Testsubstanz errechnet. Die relativen Aktivierungsfaktoren wurden berechnet, indem der
hochste Faktor auf 100 % gesetzt wurde. Nach halblogarithmischer Auftragung der
Mittelwerte der relativen Aktivierungsfaktoren (y-Achse) aus mindestens drei

unabhingigen Experimenten gegen die Konzentration der Testsubstanz (x-Achse) wurde
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der ECso-Wert mit Hilfe einer logistischen Regression (vier Parameter) bestimmt. Der
ECso-Wert ist durch die Konzentration, bei der eine halbmaximale PPAR-Aktivierung zu
beobachten ist, definiert. Je niedriger dieser Wert ausfillt, desto stirker ist die durch
Testsubstanzen verursachte PPAR0-abhingige Genaktivierung. Die Testung der
Referenzsubstanz WY 14643 ergab einen ECsp-Wert von 0.98 puM, welcher in guter

Ubereinstimmung mit dem literaturbekannten Wert von 0.63 uM steht.”®

3.2.1.2 Humaner PPAR-Assay der Subtypen a, B und y

Im Gegensatz zum murinen PPARa-Assay wird beim humanen PPAR-Assay nicht der
gesamte Rezeptor verwendet, sondern ein Fusionsprotein, welches aus der Gal4-DNA-
Bindedoméne, anstelle der DBD des PPAR (Gal4 ist ein Transkriptionsfaktor aus der
Hefe) und den Dominen hinge-Region und Liganden-Bindungsdoméne (LBD) des
jeweiligen humanen PPAR besteht. Der Assay beruht darauf, dass das Fusionsprotein nach
der Bindung eines Liganden an die LBD die Transkription von Genen aktiviert, die unter
der Kontrolle eines Gal4-Responselements stehen. Im Assay wird dadurch eine sehr hohe
Subtyp-Spezifitit erreicht, da die Aktivierung endogener PPARs aufgrund des Fehlens des
entsprechenden PPREs auf dem Reporter-Plasmid nicht miterfasst wird. Vielmehr enthélt
das Reportergen-Plasmid das Firefly-Luziferase-Gen unter der Kontrolle eines Promotors,
der aus der fiinffachen Wiederholung des Gal4-Responselements und einer TATA-Box
besteht. Die Aktivitit des Luziferase-Gens steht in direktem Zusammenhang mit der
Aktivierung der PPAR-LBD des jeweiligen PPAR-Subtyps und kann deshalb als Mal3 fiir
die Aktivierung von PPAR verwendet werden. Des Weiteren wurden ein
Expressionsplasmid fiir das Fusionsprotein und ein Kontrollplasmid, das das Renilla-
Luziferase-Gen unter der Kontrolle eines unter den Testbedingungen konstitutiven
Promotors beinhaltet, im Test eingesetzt. Die Durchfiihrung und Auswertung erfolgt
analog des in Kap. 3.2.1.1 beschriebenen murinen PPARa-Assays. Fiir WY 14643 ergab
sich fiir PPARY ein ECso-Wert von 53.7 uM, welcher mit dem literaturbekannten Wert von
60 UM als konform anzusehen ist,”® wohingegen literaturbekannte ECso-Werte beziiglich
der Subtypen o und 3 von den ermittelten in den folgenden Kapiteln diskutierten Werten

aufgrund verdnderter experimenteller Konditionen abweichen.
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3.2.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Liganden mit  Struktur-
modifikationen im Arylamino-Bereich (W-Substitution)

Durch Anwendung des in Kap. 3.2.1.1 beschriebenen murinen PPAR0O-Reportergenassays
wurde zunéchst ein Aktivitdts-Screening aller in den folgenden Kapiteln 3.2.2 bis 3.2.7
diskutierten Liganden durchgefiihrt. Final wurden nur jene Substanzen an den humanen
Rezeptorsubtypen a, [ und y getestet, welche im mPPARaA-Assay auf eine signifikante
Aktivitétssteigerung versus der Leitstruktur WY 14643 hinwiesen.

Humane in vitro-pharmakologische Ergebnisse (s. Tab. 9) beziiglich PPARQ zeigten bei
den 4-Halogenphenyl-substituierten Derivaten 18 und 20 eine im Vergleich zu WY 14643
deutliche Aktivitatssteigerung um ~Faktor 4 (18) bzw. ~Faktor 3 (20). Die verhdltnismafig
groflen lipophilen Halogenatome scheinen durch Ausbildung hydrophober Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen im Bereich der distalen Bindungstaschen des PPAR« einen
wichtigen Beitrag zur Bindungsaffinitét zu liefern.

Ein nicht unerheblicher Aspekt ist der Einfluss des aliphatischen Restes in 2-
Phenylposition auf PPARa-Aktivitdt. Die ECsp-Werte von Verbindung 18 verglichen mit
19 bzw. Verbindung 21 mit 22 (s. Tab. 9) demonstrieren den fiir eine gesteigerte
mPPARaQ-Aktivitit wichtigen Beitrag der aliphatischen 2-Phenylsubstituenten, welcher auf
van der-Waals-Wechselwirkungen mit lipophilen Aminosédureresten der LBD zuriickzu-
fithren ist. Diese Theorie wird durch die im Vergleich zur Leitstruktur WY 14643 drastisch
erhohten ECso-Werte der Substanzen 23-25, welche in 2- und 3-Phenyl-Position keine
aliphatischen Reste tragen, unterstiitzt.

Sowohl WY 14643 als auch die Liganden 18, 20 und 21 zeigen cine schwache hPPAR[3-
Aktivierung, wohingegen sich die ECso-Werte am hPPARY der Liganden 18, 20 und 21 im
Bereich der der Leitssubstanz WY 14643 bewegen. Verbindung 19, welche in 2-Phenyl-
Position unsubstituiert ist, zeigt eine im Vergleich zur Leitstruktur und zu den Liganden 18
und 20 deutliche Aktivititssteigerung um ~Faktor 2 beziiglich PPARY. Im Vergleich zur
vorangegangenen Diskussion der Wirkungsprofile der Liganden 18-20 beziiglich PPARQ,
zeigt sich am PPARYy ein genau umgekehrter und somit negativer Einfluss der 2-
Methylphenyl-Substituenten der Liganden 18 und 20 auf das Bindungsverhalten am

Rezeptor.
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Serien- mPPARQ hPPARa hPPARB hPPARyY
Struktur

Nr. ECso (M)  ECso(UM)  ECso(UM)  ECso (M)

o|-| rel. Akt.
DS \©/ 0.98 39.8 oo 53.7
IO
H.C N N S
18 (N om 0.27 9.9 rel. Akt 51.7
P <75%
Br
Cl

\)LOH
19 I(Y 4.19 17.2 nb 25.3

CH (o}

3 H
H,C NN s
0 jfj/ [ Y ToH 0.25 14.1 rel. Akt 49
cl 2N <75%
Cl
(o]
H
N N\j/ S\)LOH rel. Akt.
21 % \E(N 0.73 19.8 < 509 38.1
Cl
i s
N N S
22 C©/ [y T 25 b nb nb
~Z
Cl
g s
N N S
23 /©/ (TR Ak >2° nb nb nb
MeO N

Cl

H (o]
N N\\rs\)j\o”
24 LN 98.3 nb nb nb
HO
Cl

A s
N N. S
25 /©/ (YT H Akt > 2 nb nb nb
F ~.N
Cl

Tabelle 9: In vitro-pharmakologische Ergebnisse der im Arylamino-Bereich substituierten Derivate von WY

14643. * bei 100 UM, ® bei 6 UM, nb: nicht bestimmt, rel. Akt.: relative Aktivierung.
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Aufgrund der festgestellten Aktivierungsfaktoren beziiglich der PPAR-Subtypen a und v,
der daraus resultierenden fehlenden PPARa/y-Selektivitit und der vernachldssigbaren
PPARf-Potenz konnen die im Arylamino-Bereich substituierten Derivate 18-21 als duale
PPARaO/y-Agonisten eingestuft werden. Dieser Befund begriindet sich zum einen durch
durch das Vorhandensein einer pharmakophoren Carboxyl-Kopfgruppe, welche nach den
Untersuchungen von Cronet et al’® aufgrund sterischer Anspruchslosigkeit sowohl an
raumerfiillende Aminosdurereste der hPPARO-LBD (Tyr314 am Bsp. des dualen
PPARQ/y-Agonisten Tesaglitazar) als auch an weniger volumindse analoge
Aminosédurereste der hPPARy-LBD (His321 am Bsp. des dualen PPARQ/y-Agonisten
Tesaglitazar) iiber Wasserstoffbriicken binden kann. Zum anderen wird PPARQ- bzw.
PPARy-Selektivitdt durch das Besetzen der linken und rechten distalen Bindungstasche
bestimmt. Da nach den Untersuchungen von Pirard et al'’ die rechte distale
Bindungstasche nur in Ligand-PPARB-LBDs und Ligand-PPARY-LBDs okkupiert ist,
konnte im Falle der hier diskutierten arylaminosubstituierten Pirinixinsdurederivate ein
sogenanntes ,,flippen* zwischen linker und rechter distaler Bindungstasche dem PPARa/y-

Dualismus zugrunde liegen.
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3.2.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen eines in 4-Pyrimidin-Position modifi-
Zierten Derivates von WY 14643 (Y-Substitution)

Um den Einfluss des Chlor-Atoms in 4-Pyrimidin-Position zu untersuchen, wurde ein
Halogenaustausch vorgenommen, indem in 4-Pyrimidin-Position ein Br-Atom eingefiihrt
wurde. Das Brom-substituierte Derivat 30 zeigte eine im Vergleich zur Leitstruktur
schwichere Aktivitit am mPPARQ als das entstprechende Chlor-Derivat WY 14643. Da
das Br-Atom einen groBleren van der Waals-Radius als das CIl-Atom besitzt, liegt die
Vermutung nahe, dass der raumerfiillende Charakter des Brom-Atoms eine sterische
Hinderung innerhalb der LBP verursacht, so dass keine optimalen Bindungsbeitrige

geleistet werden konnen.

Serien- mPPARx hPPARa hPPARP hPPARyY
Struktur

Nr. ECs(UM)  ECso(UM)  ECso (M) ECsy (UM)

3 H
H,C NN s
wy o \©/ \((Y OH (o8 39.8 rel. Akt. < 53.7

14643 ZN 20%"

\)L
30 \©/ \((Y OH 1.29 nb nb nb

Tabelle 10: /n vitro-pharmakologische Ergebnisse eines in 4-Pyrimidin-Position substituierten Derivates von

WY 14643. ? bei 100 UM, nb: nicht bestimmt, rel. Akt.: relative Aktivierung.
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3.2.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Liganden mit Strukturmodifika-

tionen in a-Position zur Carbonséure (R-Substitution)

Ein weiterer Ansatz der Leitstrukturoptimierung bestand in der Implementierung von
aliphatischen Alkyl- und Aryl-Substituenten in a-Position zur pharmakophoren Carboxyl-
funktion. Die Einfiihrung von aliphatischen Alkylresten R in a-Position zur Carbonsdure
bewirkte sowohl am hPPARa als auch am hPPARY in der Reihe R=Me (53) < Et (54) < n-
Pr (55) < n-Bu (56) < Hex (57) (s. Tab. 11 und 12) eine ansteigende PPAR-Potenz. Der Q-
hexylsubstituierte Ligand 57 der diskutierten Substanzserie fungiert mit einem ECso-Wert
von 1.2 UM am hPPARQ und einer Aktivititssteigerung um ~Faktor 33 als potentester
PPARaQ-Aktivator, wohingegen das a-butylsubstituierte Derivat 56 mit einem ECso-Wert
von 3 UM bzw. einer Aktivitdtssteigerung um ~Faktor 18 den potentesten PPARY-
Aktivator der Substanzbibliothek darstellt. Weitere Faktoren der Aktivitdtssteigerung im
Vergleich zur Leitstruktur WY 14643 sind in Tabelle 11 dargelegt.

Die Einfiilhrung von aliphatischen Resten in «a-Position zur Carbonsdure-Funktion
demonstriert sowohl am murinen als auch am humanen PPARQ, dass das aktivierende
Potential der entsprechenden Liganden 53-57 beziiglich PPARa und PPARY mit steigender
Kettenlédnge des a-positionierten Restes R zunimmt.

Zudem stellt das a-dimethylsubstituierte Pirinixinsdurederivat 62 mit ECso-Werten von 2.5
MM (hPPARQ) bzw. 13.3 uM (hPPARY) als schwach PPARa-selektiver Agonist mit einem
Selektivitdtsfaktor von ~5 einen zentralen Bestandteil der vorhandenen Substanzbibliothek
dar. Im Vergleich zum o-Monomethylsubstituierten Derivat 53 erfdhrt das -
dimethylsubstituierte Derivat 62 durch die Einflihrung einer weiteren a-Methylgruppe eine
Aktivitdtssteigerung beziiglich des hPPARa um ~Faktor 3.5. Diese Form der
Leitstrukturoptimierung ist auf zusétzliche van der Waals-Wechselwirkungen innerhalb der
linken proximalen Bindungstasche der LBD des hPPARO zuriickzufiihren und
demonstriert wie auch im Falle des a-butyl- bzw. a-hexylsubstituierten Liganden 56 und
57 ein optimiertes Ligand-Rezeptor-Interaktionsprofil bzw. eine effiziente Beanspruchung

der linken proximalen Bindungstasche.
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Serien- Faktor der Aktivititssteigerung
N Struktur
r. hPPARa hPPARY
CH, | o}
WY 14643 H,C N N\YS\)L oH
(Leitstruktur | N 1 1

als Referenz)
cl

j)LOH
53 \©/ /N 45 4.1

54 \©/ °” 52 4.8
3
CH, |, o}
H.C N N S
55 3 \©/ Y \<‘\°” 5.7 9.8
Cl

CH, |, 0
H,C NNy S
56 \©/ \@;Nr oH 30 18
cl cH
CH, |, o
HSC\©/N IN\\l/s on
57 ((N 33 15
Cl

CH

OH

Tabelle 11: Relative Faktoren der Steigerung der Aktivitit a-substituierter Liganden 53-57 und 62 relativ

zur Leitstruktur WY 14643. Die Faktoren der Aktivititssteigerung wurden ermittelt, indem der ECsp-Wert
der Leitstruktur WY 14643 durch den jeweiligen ECso-Wert des entsprechenden Liganden dividiert wurde.
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Serien- mPPARAa  hPPARa hPPARR hPPARy
Nr. Struktur -~
so (M) ECso (LM) ECso (M) ECso (M)
SRS
WY “3°\©/“ NS on rel. Akt.
L4643 ] 0.98 39.8 < 20068 53.7
Cl
CH, |, o)
H,C NNs SW)LOH rel. Akt.
53 \©/ I(\Nf L. 1.12 8.8 < 200 13
Cl
CH, |, o)
H.C N N S
54 ’ \©/ (Y %0“ 0.83 77 ia® 113
~ZN
CH,
Cl
CH, |, 0
H.C N N S
55 ’ \©/ U ﬁ%“ 0.38 7 ia® 5.5
cl CH,
CH, |, o
H,C NNy S
56 \©/ \Q;Nr oH 0.07 13 ja? 3
Cl
CH,
CH, |, o
Hac\©/N IN\\l/s oH
57 I(N nb 1.2 iaP 3.6
Cl
CH
CH, |, o)
H,C N._N__S
Y OH rel. Akt. . b rel. Akt.
>8 \©/ I(N 0.12 <50%" 1 <50%"
Cl
CH, |, o
H,C N._N__S
\\l/ OH e e rel. Akt.
59 \©/ E(N 1.29 1a ia < 5091
L QO
H,C NNy S OH rel. Akt.
62 \©/ ((IHC ch, 0.024 25 eoons 13.3
Cl

Tabelle 12: [n vitro-pharmakologische Ergebnisse a-alkylierter bzw. a-arylierter Pirinixinsdurederivate 53-

59 und 62. * bei 100 pM, ®bei 30 UM, € bei 20 UM, 4 bei 10 UM, ia: inaktiv, nb: nicht bestimmt, rel. Akt.:

relative Aktivierung.
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Im Gegensatz zu den a-alkylierten Liganden 53-57 und 62 zeigen die a-arylierten Derivate
58 (R=Phenyl) und 59 (R=Naphtyl) am hPPARa und hPPARY nur eine schwache
Aktivierung bzw. weisen Inaktivitit auf (s. Tabelle 12). Die Einfiihrung von -
Substituenten in das Grundgeriist von WY 14643 provoziert in Anlehnung an das
Pharmakophormodell von Pirard et al’’ das Besetzen der linken proximalen Bindungs-
tasche und flihrt, wie aus den in Tabelle 12 ersichtlichen in-vitro pharmakologischen Daten
abzuleiten ist, zu einer mit der Kettenlinge des Q-positionierten Restes R steigenden
Rezeptoraktivitdt, welche durch hydrophobe Ligand-Rezeptor-Interaktionen vom van der
Waals-Typ begriindet werden kann. Die Rezeptorinaktivitdt a-arylierter Liganden 58 und
59 hat vermutlich sterische Griinde. Im Gegensatz zu den frei drehbaren C-C-
Einfachbindungen aliphatischer a-Alkylreste, welche konformationell sehr flexibel sind,
besitzen O-Arylreste aufgrund ihres starren Ringsystems einen sterisch anspruchsvollen
raumerflillenden Charakter und somit eine weniger flexible konformationelle Struktur, so
dass sich diese Substituenten offensichtlich nicht optimal in die Bindungstasche ,,einfiigen*
konnen. Zum anderen sind TeBindungen zur Ausbildung von TeTeLigand-Rezeptor-
Interaktionen prédestiniert. Als Spekulation verbleibt die Annahme der fehlenden
Bereitstellung von aromatischen zu TeTEWechselwirkungen befdhigten Aminosdureresten
innerhalb der linken proximalen Bindungstasche der LBD der PPARs.

Alle in diesem Kapitel diskutierten a-substituierten Liganden sind am hPPAR[ bereits bei
30 UM inaktiv (oder zeigen ein schwache relative Aktivierung <20% bei 30 UM (53) bzw.
< 80% bei 100 uM (62)) und qualifizieren sich demzufolge als duale PPARa/y-Agonisten.
Die Griinde hierflir liegen in dem von Pirard etablierten Postulat, dass die linke proximale
Bindungstasche aufgrund der hohen Sequenzidentitit der LBDs sowohl im PPARa als
auch im PPARYy besetzt werden kann. PPAR-Selektivitit kann lediglich durch die
Modulation des hydrophoben terminalen Restes, welcher im Grundgeriist der
Pirinixinsdure dem Arylamino-Bereich entspricht, aufgrund verdnderter Bindungs-
eigenschaften des Liganden an linker und rechter distaler Bindungstasche erzielt werden.
Dartiber hinaus bestétigt der duale PPAR0/y-Charakter der a-substituierten Derivate 53-59
und 62 die bereits in den Kapiteln 1.2.4 und 3.2.2 vorgestellte These von Cronet et al’®
eines fir pharmakophore Carboxyl-Kopfgruppen charakteristischen Wasserstoffbriicken-
Netzwerkes.

Die Auffindung potenter dualer PPARaQ/y-Aktivatoren bietet wissenschaftlich gesehen
einen groBen Vorteil gegeniiber selektiver PPARO- bzw. PPARY-Agonisten. Wie bereits in
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Kapitel 1.2.5 erwdhnt, werden PPARa-Aktivatoren wie die Fibrate als Lipidsenker
eingesetzt, wohingegen selektive PPARYy-Agonisten wie die TZDs bei Diabetes Typ 2
indiziert sind. Da die Dyslipiddmie eine Komorbiditidt des Diabetes Typ 2 darstellt und
umgekehrt Adipositas mit dem Diabetes Typ 2 eng assoziiert ist, konnte es aus
medizinischer Sicht sinnvoll sein, eine gleichzeitige Therapie beider Krankheitsbilder mit

dualen PPARQ/y-Aktivatoren zu erzielen.

3.2.41 PPAR-Agonisten als Hemmstoffe der 5-Lipoxygenase

Die 5-Lipoxygenase (5-LO) bildet das Schliisselenzym der Leukotrien-Biosynthese und
katalysiert die ersten beiden Reaktionen der Umsetzung von Arachidonsdure zu den
biologisch hochwirksamen Leukotrienen B4, C4, D4 und E4, welche wichtige Mediatoren

entziindlicher und allergischer Reaktionen darstellen.'®

Aufgrund des bekannten
Zusammenhangs zwischen Entziindung und PPAR-Agonismus iiber die NF-kB-Signal-
transduktion (vgl. Kap. 1.2.5.1), wurde im Hinblick auf antiinflammatorische Eigen-
schaften von PPAR-Agonisten das 5-LO-inhibitorische Potential der a-substituierten
dualen PPARQ/y-Agonisten 50, 53-59 und 62 (s. Tab. 12) in intakten humanen
polymorphkernigen Leukozyten (PMNL, Polymorphonuclear Leukocytes) untersucht.

Die Substanzen 50, 55-57 und 59 zeigen einen deutlichen inhibitorischen Effekt der 5-LO,
wohingegen die Verbindungen 53, 54, 58 und 62 bei einer Konzentration von 10 uM
inaktiv sind (s. Tab. 13). Die a-alkylierten Pirinixinsdurederivate 55-57 weisen also duale
pharmakologische Eigenschaften auf, da sie zum einen potente PPAR-Aktivatoren sind (s.
Kap. 3.2.4) und zum anderen die 5-LO auf signifikante Weise inhibieren. Das a-
hexylsubstituierte Derivat 57 stellt den potentesten 5-LO-Inhibitor dieser Substanzserie mit
einem ICsp-Wert von 2 UM dar, zugleich kann 57 aber auch als potentester PPARO/y-
Aktivator (ECso (hPPARQ) = 1.2 uM, ECsy (hPPARY) = 3.6 pM) und somit als potentester
dualer PPAR/5-LO-Ligand charakterisiert werden.

Des Weiteren konnen aufgrund des 5-LO-inhibitorischen Potentials des a-
hexylsubstituierten Carbonsdureesters 50 interessante Riickschliisse auf zur 5-LO-
Inhibierung notwendige pharmakophore Kopfgruppen geschlossen werden. Die
Inhibierung der 5-LO ist nicht durch die Wechselwirkung mit einer Carbonsdure-
Kopfgruppe bedingt, wohingegen Liganden mit Carbonsédureester-Kopfgruppen aufgrund
der fehlenden Féhigkeit zur Ausbildung eines fiir PPARs charakteristischen Wasserstoft-
briickennetzwerks (vgl. Kap. 1.2.4) nicht als PPAR-Aktivatoren fungieren.
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5-LO
Serien-Nr. Struktur
ICso (UM)
CH, | o
HSC\©/N |N\\rs 0 cH,
50 \Q;N ~3
cl

CH

3

H,C & NN swi
3 .
53 | Y OH ia
2N CH,
cl
H.C g NoN_s i
3 .
54 | g f‘\OH ia
~ZN c
cl

H,

H.C CH3 H N S i
3
55 fj Y ﬁ%“ =5
~ZN
cl CH,
H,C CH3 n N S i
3 X OH
56 \©/ B 10
~ZN
ci oH,
H.C CH3 H N S i
3
o
57 7 2
Cl
CH,
H.C CH3 ll:ll N S i
3 .
S8 1R DS i
~ZN
Cl

o]

CH, |,
H,C N _N._ S
59 ’ \©/ Y oM ~5
ZN
L

H,C CH3H NS i
62 3 | T o i
_NH,C CH, 1a
cl

Tabelle 13: In vitro-pharmakologische Ergebnisse 0O-substituierter Pirinixinsdurederivate beziiglich der

Inhibierung der 5-Lipoxygenase. ia: inaktiv bei 10 M.
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3.2.5 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Liganden mit Ureido-Partial-

struktur und dem Strukturelement eines tertidren Amins

Basierend auf der Struktur der Ureido-thioisobuttersdure GW 9578 (vgl. Kap. 1.2.3.1),
die sich durch ecine hohe Aktivitit am hPPARQ auszeichnet, wurde eine
Leitstrukturoptimierung im Sinne der Einfilhrung einer 2.,4-Difluorphenylureido-
Partialstruktur in das Grundgeriist von WY 14643 vorgenommen, um somit zu
untersuchen, ob ein derartiges Strukturelement zu hoheren PPAR-Bindungsbeitragen fiihrt.
Die Rationale dieser Grundidee besteht zum einen in der Generierung einer neuen
funktionellen Gruppe und zum anderen in der Implementierung eines weiteren sterisch

anspruchsvollen Restes und betrifft die Modulation des terminalen hydrophoben

Molekiilrestes.
Serien- mPPARa hPPARa hPPARP hPPARy
Nr Struktur
: ECso (UM) ECsy (UM) ECs (UM) ECsy (UM)
CH, |, \)(J)\
WY H,C NNy S rel. Akt.
14643 \©/ ™ 0.98 39.8 <209 53.7
Cl
65 /©/ \cr’r \(( 5.81 nb nb nb

CH, CH

69 \©/ OH  AktL>2 nb nb nb

Tabelle 14: In vitro-pharmakologische Ergebnisse von Liganden mit Ureido-Partialstruktur (65) und dem

Strukturelement eines tertidiren Amins (69). * bei 100 pM, ° bei 30-100 UM, nb: nicht bestimmt, rel. Akt.:

relative Aktivierung.

Aufgrund des im Vergleich zu WY 14643 signifikanten Aktivitdtsverlustes des Ureido-
Derivates 65 um ~Faktor 6 und des schwach PPAR-aktiven tertidiren Amins 69 (s. Tab. 14)
wurden keine weiteren Testungen an den humanen PPAR-Subtypen o, B und y
durchgefiihrt. Dem Verlust an Bindungsaktivitit von 65 und 69 relativ zu WY 14643 am

mPPARQ konnte unter Umstdnden ein verdndertes Wasserstoftbriickenprofil im Bereich
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der distalen Bindungstaschen zugrunde liegen. Offensichtlich wird im Falle von WY
14643 ein hoher Bindungsbeitrag durch die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen
NH-Funktion und einem Wasserstoffakzeptor innerhalb der LBP erreicht. Sowohl
Verbindung 65 (Harnstoff) als auch Verbindung 69 (tertidires Amin) konnen aufgrund der

fehlenden NH-Funktion nicht auf diese Art und Weise interagieren.

3.2.6 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von in 6-Pyrimidin-Position alkyl-

amino-substituerten Liganden

Um den Effekt des 2,3-Dimethylphenylrestes auf PPAR-Aktivitdt zu untersuchen, wurde
dieser durch aliphatische Alkylreste mit einer Kettenlinge von n=7 (73) und n=8 (71)
substituiert (s. Tabelle 15). Durch diesen Ansatz konnten keine signifikanten Aktivitéts-
steigerungen erzielt werden. Vermutlich werden optimale Bindungseigenschaften durch T+
T-Wechselwirkungen zwischen dem 2,3-Dimethylphenylsubstituenten von WY 14643 und
TeTEAkzeptoren aromatischer Aminosédureseitenketten innerhalb der LBP im Bereich der
distalen Bindungstaschen geprigt. Der schwach ausgepriagte positive mPPARa-Effekt des
Liganden 73 ist durch den Bindungsbeitrag des a-Butylrestes zu erkldren (vgl. Kap. 3.2.4).

Serien- Straktur mPPARa  hPPARa  hPPARB  hPPARy
Nr. ECso (UM)  ECsg (UM)  ECso(UM)  ECso (uM)
CH, | o
WY H,C NNy S AN, rel. Akt.
14643 \©/ T 0.98 39.8 < 0 53.7
Cl
g s A
H,C AN NS
no D b b b
Z
Cl
H o
73 I(N 0.57 nb nb nb
cl cH,

Tabelle 15: In vitro-pharmakologische Ergebnisse N-alkylsubstituierter Liganden 71 und 73. * bei 100 UM,

nb: nicht bestimmt, rel. Akt.: relative Aktivierung.
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3.2.7 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Precursorverbindungen der Piri-

nixinsdure

Die Rationale des synthetischen Aufbaus der in Tabelle 16 aufgefiihrten Precursor der
Leitstruktur WY 14643 liegt in der Identifizierung zwecks optimaler PPAR-Aktivitét
pharmakophorer Partialstrukturen. Die in nachfolgender Tabelle 16 gezeigten in vitro-
pharmakologischen Daten der Liganden 74-77 belegen aufgrund ihres inaktiven Verhaltens

am mPPARa das von Pirard et al etablierte Pharmakophormodell.

Serien- Sruktar mPPARa  hPPARa  hPPARB  hPPARy
Nr- ECsy (M) ECsy (M) ECsy (UM)  ECs (UM)
st
H,C N._N._S
Y OH rel. Akt.
WY 14643 \©/ (] 0.98 39.8 o 53.7
Cl
A
HO N S
74 D ia® nb nb nb
=
OH
o
Cl N\\l/s\)LOH
75 L& Akt. > 2° nb nb nb
OEt
[o]
H,N N\\rs\)LOH
76 L & ia” nb nb nb
NH,
A
H.N N S
7 ’ | ‘\N( OH ia® nb nb nb
=
OH

Tabelle 16: In-vitro pharmakologische Ergebnisse der Precursor 74-77 der Pirinixinsdure. * bei 100 UM, ° bei

6000 pM, ° bei 500 pUM, ia: inaktiv, nb: nicht bestimmt, rel. Akt.: relative Aktivierung.

Die Struktur der Precursor 74-77 beinhaltet eine pharmakophore Carboxyl-Kopfgruppe
und einen hydrophoben Linker, welcher durch den Pyrimidinylsulfanyl-Rest beschrieben
werden kann. Das Fehlen von zur Interaktion mit den distalen (entspricht 2,3-
Dimethylphenyl-Strukturelement in WY 14643) und der linken proximalen

Bindungstasche (entspricht Substituenten in 0-Position zur Carboxylgruppe) befdhigten
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Strukturelementen erkldrt den inaktiven Charakter der Substanzen 74-77. Der 2,3-
Dimethylphenylamino-Rest in 6-Position der Pirinixinsdure scheint somit in Form
hydrophober Wechselwirkungen einen essentiellen Beitrag zu einem optimalen Ligand-
Rezeptor-Bindungsverhalten zu liefern. Die 4,6-Pyrimidinyl-positionierten polaren
Hydroxyl- und Amino-Gruppen der Liganden 74, 76 und 77 sind zur Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen mit negativ polarisierten Aminosédureresten der LBDs der
PPARs pridestiniert, jedoch scheinen in dieser Bindungsregion keine geeigneten H-
Briicken-Akzeptoren zur Verfiigung zu stehen. Die schwache durch Verbindung 75
induzierte Rezeptoraktivierung am mPPARaQ resultiert vermutlich aus der Fahigkeit des
Chlor-Atoms in 4-Position des Pyrimidins und des relativ kleinen Ethoxyrestes in 6-
Position des Pyrimidins, hydrophobe Wechselwirkungen zu unpolaren Aminosdure-

seitenketten der LBD auszubilden.
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4. Zusammenfassung

Die Behandlung von Hypertriglyceriddmien und Insulinresistenz erfolgt heute vor allem
durch den Einsatz der Fibrate und Thiazolidindione (TZDs). Eine neue Wirkstoffklasse
stellen die vor der Zulassung stehenden Glitazare dar, die als duale PPARQ/y-Agonisten
die lipidsenkenden Eigenschaften der Fibrate und die insulinsensitivierenden
Eigenschaften der TZDs in einer Molekiilklasse vereinen.

Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) gehoren zur Klasse der nukleédren
Rezeptoren, von denen drei Subtypen (PPARA, 3 und y) bekannt sind. PPAR« fungiert als
molekulares Target fiir die Klasse der Fibrate, welche als Lipidsenker eingesetzt werden,
wohingegen die Thiazolidindione (TZDs) bei Typ 2 Diabetes indiziert sind und ihre
Wirkung als selektive PPARy-Aktivatoren (Insulinsensitizer) entfalten. Duale PPARQ/Y-
Agonisten wie Muraglitazar und Tesaglitazar stellen eine neue Klasse von Arzneistoffen
dar, deren Zulassung beantragt ist und die zukiinftig zur Behandlung von Typ 2
Diabetikern mit gestortem Lipidprofil eingesetzt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde eine Leitstrukturoptimierung am
selektiven PPARQ-Agonist Pirinixinsdure (WY 14643) mit Hilfe subtypspezifischer
Reportergenassays durchgefiihrt.

Dabei wurde wurde zunidchst eine geeignete Synthesestrategie zur Darstellung von
Pirinixinsdurederivaten etabliert, was zur Charakterisierung und Identifizierung einer Serie
von potenten dualen PPARO/y-Agonisten fiihrte. Die Synthesestrategie zur Darstellung
von sowohl im Arylamino-Bereich (W) als auch in a-Position (R) modifizierten Derivaten
der Pirinixinsdure bestand in einer vierstufigen Reaktionsfolge, welche durch folgende

Schlusselreaktionen I-1V charakterisiert ist.

o
HO N SW)L ~
\r | N g 0"“cH, _Pocl,
Schritt | 2N R “schritt I
OH

OH
NH,
Schritt Il

w

H o]
w@N |NYSW)LOH NaOH Y W)L ~c
2N R schritt IV
Cl
Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung von Pirinixinsdurederivaten mit dualen PPAROQ/y-agonis-

tischen Eigenschaften.
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Die PPAR-Modulatoren 18-25, 30, 53-59, 62, 65, 69, 71, 73 und 74-77 wurden in vitro-
pharmakologisch unter Anwendung Subtyp-selektiver Reportergen-Assays (mPPARaQ,
hPPARa, [, y) charakterisiert. Durch Strukturmodifikationen im Arylamino-Bereich
(Substanzen 18-25) der Leitstruktur WY 14643 (ECso (hPPARQ) = 39.8 uM, ECs
(hPPARY) = 53.7 uM) konnte im Falle der 4-Halogenaryl-substituierten Liganden 18 (Br)
und 20 (Cl) eine signifikante Steigerung der hPPARO-Aktivitit um den Faktor 4 (18) bzw.
den Faktor 3 (20) erzielt werden. Die Inaktivitit der Precursorverbindungen 74-77
demonstriert den fiir PPAR-Aktivitdt essentiellen terminalen hydrophoben Molekiilrest,
welcher dem 2,3-Dimethylphenyl-Rest von WY 14643 entspricht. Die a-alkyl-
substituierten Derivate 53-57 zeigten sowohl am hPPARa als auch am hPPARY eine mit
der aliphatischen Kettenldnge steigende Potenz. Die ECso-Werte (hPPARQ) der
Carbonsduren 53-57 und 62 liegen zwischen 1.2 und 8.8 pM, wobei sich das a-Hexyl-
Derivat 57 und das a-Butyl-Derivat 56 mit ECso-Werten von 1.2 uM (57) bzw. 1.3 pM
(56) entsprechend einer Steigerung der Aktivitit gegeniiber WY 14643 um Faktor 33 (57)
bzw. Faktor 30 (56) als besonders potent erwies. Am hPPARY prisentieren ebenso das Q-
butylsubstituierte Derivat 56 und der a-hexylsubstituierte Ligand 57 mit ECso-Werten von
3 UM (56) bzw. 3.6 UM (57) und einer Steigerung der Bindungsaktivitit gegeniiber WY
14643 von ~Faktor 18 (56) bzw. ~Faktor 15 (57) die Verbindungen mit der hochsten
PPARy-Aktivitdt. Im Rahmen dieser Dissertation gelang somit die Auffindung neuartiger
Leitstrukturen 56 und 57. Die a-butyl- und a-hexylsubstituierten Liganden 56 und 57
besitzen dualen hPPAROQ/y-Charakter. Die PPARQ/y-agonistischen Eigenschaften der
neuentwickelten a-alkylsubstituierten Pirinixinsdurederivate werden durch ein von Pirard
et al etabliertes  Pharmakophor- und  Selektivititsmodell, = welches  die
Ligandenbindungsdoméne (LBD) der PPARs durch fiinf Bindungstaschen beschreibt,
unterstilitzt. Die Einfiilhrung von a-Alkylsubstituenten in das Grundgeriist der
Pirinixinsdure fiihrt offensichtlich zum Besetzen der linken proximalen Bindungstasche
und somit zu einer im Vergleich zur Leitstruktur WY 14643 stirkeren Bindung an die
Ligandenbindungsdoméne des Rezeptors. Die Okkupierung dieser proximalen
Bindungstasche entscheidet jedoch nicht {iber PPAR-Selektivitit, da diese sowohl von
hPPARaQ- als auch von hPPARY-Agonisten besetzt wird. PPAR0/y-Selektivitidt kann zum
einen durch das Besetzen der linken bzw. rechten distalen Bindungstasche erzielt werden,
zum anderen durch die Auswahl verschiedener polarer Kopfgruppen. Aufgrund

unterschiedlicher Aminosduresequenzen der Bindungstaschen der einzelnen PPAR-
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Subtypen fiir die Kopfgruppen der PPAR-Modulatoren ergibt sich im hPPARa und
hPPARY eine durch den sterischen Einfluss von Carboxyl- bzw. TZD-Kopfgruppen
verursachtes unterschiedliches Wasserstoftbriickennetzwerk. Cronet et al postulierte am
Beispiel Tesaglitazar eine strukturelle Basis fiir dessen duale PPARa/y-Selektivitit. Der
zur Wasserstoftbriickenbindung erforderliche Tyr314-Rest in der hPPARQ-LBD ist
sperriger als dessen dquivalenter His321-Rest in der hPPARY-LBD, wodurch postuliert
werden kann, dass Tesaglitazar aufgrund seiner im Vergleich zur TZD-Kopfgruppe des
Rosiglitazons kleineren Carboxyl-Kopfgruppe mit somit niedrigerem Raumbedarf sowohl
an Tyr314 (PPARq) als auch an His321 (PPARY) binden kann, wohingegen die TZD-
Kopfgruppe des Rosiglitazons aufgrund seines relativ raumerfiillenden Charakters nur zur
Bindung an His321 (PPARY) befdhigt ist. Dieser Sachverhalt erklart, warum die meisten
TZDs als selektive PPARY-Agonisten fungieren, wohingegen duale PPARQ/y-Agonisten
hauptsédchlich durch ihre pharmakophore Carboxyl-Kopfgruppe charakterisiert sind.

Mit der Kenntnis der Funktion ungesittigter Fettsduren als endogene PPAR-Liganden
sollte eine derartige ungesittigte Carbonsdurefunktionalitit in das Grundgeriist der
Pirinixinsdure eingefiihrt werden. Dieses a,[-ungesittigte Pirinixinsdurederivat konnte
aufgrund chemisch-synthetischer Problemstellungen nicht isoliert werden. Dieser
Reaktionsansatz flihrte jedoch nach dem Prinzip der Serendipity (,,Der gliickliche Zufall*)
zur Etablierung eines neuartigen Syntheseweges zur Darstellung von Thiazolo[3,2-

a]pyrimidin-5-onen iiber eine Michael-artige Tandem-Reaktion.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Angaben

Schmelzpunkte (Smp.): Schmelzpunktbestimmungsapparat nach Dr. Tottoli (Firma

Biichi), unkorrigiert.

Diinnschichtchromatographie (DC): DC-Alufolien Kieselgel 60 Fyss (Firma Merck
KGaA), Schichtdicke 0.2 mm. Die Chromatogramme wurden entweder durch UV-Licht

oder durch das Spriihreagenz Ninhydrin visualisiert.
Sidulenchromatographie: Kieselgel 60 (Firma Merck KGaA), Korngréf3e 0.04-0.063 mm.

Kernresonanzspektroskopie (NMR): Zur Aufnahme von 'H-NMR-Spektren wurde das
Spektrometer Bruker ARX 300 (300 MHz) verwendet; 13 C-NMR-Spektren wurden am
Spektrometer AC 200 E (50 MHz) aufgenommen. Die Zuordnung der *C-NMR-Signale
erfolgte mit Hilfe von DEPT 135-Pulssequenzen oder des HMBC- bzw. HMQC-
Experimentes. Die chemischen Verschiebungen & der 'H- und *C-NMR-Spektren wurden
auf CDCl; (7.26 ppm (‘"H-NMR), 77.2 ppm (?*C-NMR)) bzw. DMSO-d¢ (2.50 ("H-NMR),
39.5 (“C-NMR)) geeicht und beziehen sich auf eine Messtempertaur von 25 °C. Die
Kopplungskonstante J wird in der Einheit Hertz (Hz) angegeben und bezeichnet, wenn

nicht spezifiziert, eine *Jyy-Kopplung iiber drei Bindungen benachbarter H-Atome.

Elementaranalysen wurden am Institut fiir Organische Chemie der Johann Wolfgang

Goethe-Universitit Frankfurt am Main durchgefiihrt (Foss Heraeus CHN-O-rapid).

Massenspektrometrie (MS): Massenspektren wurden mittels der Methode ESI
(Elektrosprayionization) im positiven oder negativen Modus (Fisous Instruments VG
Platform 2) am Institut fiir Organische Chemie der Universitit Frankfurt am Main

aufgenommen

Verwendete Chemikalien: Der Grofiteil aller verwendeten Losemittel wurde, soweit nicht
anders angegeben, in technischer Form eingesetzt. Absolutierte Ldsemittel sowie alle
weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Fluka) und Acros Organics BVBA bezogen.
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5.2 Synthesevorschriften und Charakterisierungen

5.2.1 Synthese von Edukten

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 4-Halogen-2,3-dimethylaniline 26 und
2794

NH,

CH,

CH,

27 oy
2,3-Dimethylanilin (1 eq) in 10 mL trockenem DMF wurden in einem Dreihalskolben mit
Tropftrichter, Riickflusskiihler und Trockenrohr (CaCl,) vorgelegt. Bei RT wurde NBS
(26) bzw. NCS (27) (1 eq) in trockenem DMF zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde 24 h
bei RT geriihrt. Die lilafarbene Losung wurde in Wasser aufgenommen und viermal mit
CH,Cl, extrahiert. Anschliefend wurden die vereinigten organischen Phasen zweimal mit
Wasser und zweimal mit NaHCO;-Lsg. gewaschen und iiber MgSO,4 getrocknet. Das
Losemittel wurde am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt und der 6lige Riickstand
zweimal mittels Siulenchromatographie (stationire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase:

n-Hexan/CH,Cl, 1:1) gereinigt.

2,3-DMA NBS NCS DMF Ausbeute

Nr. X Aussehen
(mL (mmol)) (g (mmol)) (g (mmol)) (mL) (g (% d. Th.)

26 Br 3.68 (30) 5.34 (30) - 13 3.1(52) orangenes Ol

27 (l 4.28 (35) - 4.67 (35) 24 2.1 (39) orangenes Ol

Tabelle 17: Reaktionsansdtze zur Darstellung der substituierten Aniline 26 und 27. 2,3-DMA: 2,3-
Dimethylanilin, NBS: N-Bromsuccinimid, NCS: N-Chlorsuccinimid, DMF: N, N-Dimethylformamid.
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Charakterisierung von 4-Brom-2,3-dimethylanilin 26

NH

2
CH,
CH,
Br
26

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): 8= 2.08 (s, 3H, 2-CHs), 2.33 (s, 3H, 3-CHj), 3.50 (s (br),
2H, NH,), 6.41 (d, 1H, 6-H, J=8.5 Hz), 7.17 (d, 1H, 5-H, J = 8.5 Hz).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.10 (2-CHj), 20.00 (3-CHs), 114.27 (2-C), 114.36
(6-C), 122.61 (3-C), 129.93 (5-C), 136.06 (4-C), 143.75 (1-C).

Charakterisierung von 4-Chlor-2,3-dimethylanilin 27

NH,

CH,

CH,

Cl
27

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): 8= 2.09 (s, 3H, 2-CHs), 2.32 (s, 3H, 3-CHj), 3.54 (s (br),
2H, NH,), 6.48 (d, 1H, 6-H, J=9 Hz), 7.02 (d, 1H, 5-H, J= 9 Hz).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCls): 8= 13.79 (2-CHs), 16.84 (3-CH3), 113.83 (6-C), 122.53,
124.35 (3-C), 126.70 (5-C), 134.48 (4-C), 143.09 (1-C).
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Synthese von Brom-naphtalen-1-yl-essigsiureethylester 317

Br P

31

In einer ausgeheizten Apparatur wurden unter Argon 5 g (23.34 mmol) I-
Naphtylessigsdureethylester, 4.98 g (28 mmol) N-Bromsuccinimid und 0.031 g (0.13
mmol) Dibenzoylperoxid in 70 mL abs. Tetrachlorkohlenstoff suspendiert und 3.5 h auf 90
°C erhitzt. Die erhaltene gelbe Suspension wurde filtriert und das Losemittel im Vakuum

entfernt. Das Rohprodukt wurde im Hochvakuum fraktionierend destilliert.

Ausbeute: 5.5 g (80 % d. Th.), gelbe Fliissigkeit.

Charakterisierung

Sdp. = 128-130 °C bei p =2 % 10 mbar.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCLy): = 1.27 (t, 3H, CH,CHs, J = 7.1 Hz), 4.31 (q, O-CH,, J =
7.1 Hz), 6.19 (s, 1H, CHBr), 7.46-7.65 (m, 3H, H (Naph)), 7.82 (d, 1H, H (Naph)), 7.90 (t,
2H, H (Naph)), 8.16 (d, 1H, H (Naph)).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 13.83 (CH,CH3), 45.26 (CHBr), 62.65 (O-CH,),
122.87 (Naph-8-C), 125.33 (Naph-3-C), 126.08 (Naph-6-C), 126.75 (Naph-7-C), 127.06
(Naph-2-C), 128.59 (Naph-5-C), 128.93 (Naph-4-C), 130.28 (Naph-8a-C), 131.55 (Naph-
1-C), 133.89 (Naph-4a-C), 168.17 (CO).

Anal. (C4H,3BrO; [293.15]) C, H: ber. C 57.36, H 4.47; gef. C 57.65, H 4.58; Abw. C
0.29,HO.11.
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5.2.2 Synthese der (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-ethylester 8 und

32-38

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 8 und 32-38

(o}

HO N S
Y o

PA R

OH

8, 32-38

Zu einer Suspension aus 2-Thiobarbitursdure (1eq) in EtOH wurde eine Losung aus NaOH

in Wasser (1M, 1.08 eq) gegeben und anschlieend der entsprechende 2-Brom-ethylester

a-h (1.17 eq) zugetropft. Die Suspension wurde auf 60 °C erhitzt und anschlieBend bei +4

°C zur Kristallisation im Kiihlschrank gelagert. Die Kristalle wurden abfiltriert, mit Wasser

und Diethylether gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

TBS 1M NaOH Ethylester LM Zeit Ausbeute
Nr. R Aussehen
(g (mmol))  (mL (mmol)) (g(mmol)) (mL) (h) (g(%d.Th))

R weille

8 H 10 (69.4) 75 (75) 13.6 (81.2) 75 2 12.6 (79) Kristalle
b weille

32 Me 10 (69.4) 75 (75) 14.7 (81.2) 75 22 6.98 (41) Kristalle
. weille

33  Et 10 (69.4) 75 (75) 15.83 (81.2) 75 30 7.74 (43) Kristalle
d weille

34 nPr  10(69.4) 75 (75) 1698 (81.2)° 75 29 7.6 (40) Kristalle
. gelbe

35 aBu  10(69.4) 75075 1812(B12)° 75 42 668(34) o

36 Hex  10(69.4) 7575 204@812)° 75 96 3.52(16) el

e . . . : Kristalle'
. weille

37 Ph 10 (69.4) 75 (75) 19.74 (81.2) 75 6 19 (89) Kristalle
N weille

38 Naph 1.76 (12.25) 13 (13) 42(1433)" 13 6 3:32(76)  Kristalle

Tabelle 18: Reaktionsansétze zur Darstellung der (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-ethylester 8 und

32-38. TBS: Thiobarbitursdure, LM: Losemittel. * 2-Brom-essigsiureethylester, ° 2-Brom-propansiure-

ethylester, ¢ 2-Brom-butansiureethylester, ¢ 2-Brom-pentansiureethylester, ¢ 2-Brom-hexansiureethylester, ©

2-Brom-octansiureethylester, ¢ 2-Brom-2-phenyl-essigsiureethylester, " Brom-naphtalen-1-yl-essigsdure-

ethylester, ' 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-octansiureethylester 36 wurde mittels Saulenchroma-

tographie (stationire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase AcOEt/n-Hex 3:1) gereinigt.
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Charakterisierung von (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsdureethylester 8

(o]
HO I N\\l/s\/u\OACHs
~-N

OH

Smp. = 195-196 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): 8= 1.17 (t, 3H, CHs, J = 7.2 Hz), 3.99 (s, 2H, S-CH),
4.10 (q, 2H, O-CH,, J= 7.2 Hz), 5.19 (s, 1H, Pyr-5-H), 11.78 (s (br), 2H, OH).

Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-propansiureethyl-

ester 32
o)
HO | N\\l/s\(lLOACHS
~N  CH,
OH
32
Smp. = 149 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),S0): & = 1.30 (t, 3H, CH,CH,, J = 7.1 Hz), 1.63 (d, 3H,
CHCHs, J = 7.3 Hz), 4.24 (q, 2H, CH,CHs, J = 7.1 Hz), 4.63 (q, 1H, S-CH, J = 7.3 Hz),
5.36 (s, 1H, Pyr-5-H), 11.91 (s (br), 2H, OH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 13.86 (CH,CHj), 17.71 (CHCH3), 41.54 (S-CH),
61.17 (O-CH,), 85.65 (Pyr-5-C), 162.63 (Pyr-2-C), 167.82 (Pyr-4,6-C), 171.22 (CO).

Anal. (CoH12N204S [244.21]) C, H, N: ber. C 44.25, H 4.95, N 11.47; gef. C 44.30, H 5.07,
N 11.25; Abw. C 0.05, H 0.12, N 0.22.

MS (ESI-): m/e = 242.8 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-butansiureethyl-

ester 33
o)
HO | N\\I/S\fLOACHS*
\E(N CH,
OH
33
Smp. =174 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 1.07 (t, 3H, S-CHCH,CHs, J = 7.3 Hz), 1.30 (t,
3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.99 (m, 2H, S-CHCH>CHs), 4.25 (q, 2H, O-CH,CHs, J = 7.1
Hz), 4.60 (t, 1H, S-CH, J = 6.9 Hz), 5.35 (s, 1H, Pyr-5-H), 11.94 (s (br), 2H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),SO): & = 11.21 (S-CHCH,CH3), 13.92 (O-CH,CH3), 25.13
(S-CHCH,CH3), 47.89 (S-CH), 61.11 (O-CH,), 85.65 (Pyr-5-C), 162.65 (Pyr-2-C), 167.79

(Pyr-4,6-C), 170.69 (CO).

Anal. (C;oH14N20O4S [258.23]) C, H, N: ber. C 46.50, H 5.46, N 10.85; gef. C 46.62, H
5.42,N10.72; Abw. C 0.12, H 0.04, N 0.13.

MS (ESI+): m/e=2589 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-pentansiureethyl-

0
HO | N\\I/Sﬁo/\c"'s
ZN
OH CH,
34

ester 34

Smp. = 175 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD5),S0): 8= 1.01 (t, 3H, CHs (n-Pr), J= 7.2 Hz), 1.29 (t, 3H,
O-CH,CHs, J = 7 Hz), 1.49 (m, 2H, S-CHCH,CH>), 1.98 (m, 2H, S-CHCH,CH,), 4.24 (q,
2H, O-CH,, J =7 Hz), 4.63 (t, 1H, S-CH, J = 7.2 Hz), 5.45 (s, 1H, Pyr-5-H), 11.80 (s (br),
2H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 13.50 (CH; (n-Pr)), 13.97 (O-CH,CHj3), 19.81 (S-
CHCH,CH,), 33.68 (S-CHCH,CH,), 46.31 (S-CH), 61.16 (O-CH,), 85.72 (Pyr-5-C),

162.68 (Pyr-2-C), 167.83 (Pyr-4,6-C), 170.97 (CO).

Anal. (C;1H6N2O4S [272.26]) C, H, N: ber. C 48.52, H 5.92, N 10.29; gef. C 48.29, H
5.69,N 10.12; Abw. C 0.23, H 0.23, N 0.17.

MS (ESI-): m/e =271 (M - 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-hexansiureethyl-

ester 35
o)
HO |NYS OACH3
~-N
OH cH

35

Smp. = 172-173 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),SO): & = 0.96 (t, 3H, CH; (n-Bu), J = 7.1 Hz), 1.29 (t, 3H,
O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.41-1.43 (m, 4H, CH, (n-Bu)), 1.84-2.06 (m, 2H, CH, (n-Bu)),
424 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.62 (t, 1H, S-CH, J = 7.1 Hz), 5.35 (s, 1H, Pyr-5-H),
11.91 (s (br), 2H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),S0): & = 13.61 (CH; (n-Bu)), 13.89 (CH; (n-Bu)), 21.59
(CH, (n-Bu)), 28.49 (CH, (n-Bu)), 31.28 (CH, (n-Bu)), 46.42 (S-CH), 61.05 (O-CH,),

85.63 (Pyr-5-C), 162.70 (Pyr-2-C), 167.78 (Pyr-4,6-C), 170.85 (CO).

Anal. (C12H13N204S [286.29]) C, H, N: ber. C 50.33, H 6.34, N 9.78; gef. C 50.08, H 6.30,
N 9.56; Abw. C 0.25, H 0.04, N 0.22.

MS (ESI-): m/e = 284.9 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-octansiureethyl-

ester 36
o)
HO INYS 0" cH,
~.N
OH
CH,
36

Smp. =138 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 0.83 (t, 3H, CH; (Hex), J = 6.9 Hz), 1.17 (t, 3H,
O-CH,CH;, J = 7.1 Hz), 1.23-1.30 (m, 8H, CH, (Hex)), 1.76-1.88 (m, 2H, CH, (Hex)),
4.11 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.50 (t, 1H, S-CH, J = 7.1 Hz), 5.22 (s, 1H, Pyr-5-H),
11.79 (s (br), 2H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),SO): & = 13.83 (CH; (Hex)), 13.91 (O-CH,CHj), 21.89
(CH, (Hex)), 26.28 (CH, (Hex)), 28.07 (CH, (Hex)), 30.92 (CH, (Hex)), 31.59 (CH,
(Hex)), 46.46 (S-CH), 61.07 (O-CHs,), 85.65 (Pyr-5-C), 162.69 (Pyr-2-C), 167.80 (Pyr-4,6-
C), 170.87 (CO).

Anal. (C14H»»N,0,S [314.41]) C, H, N: ber. C 53.48, H 7.05, N 8.91; gef. C 53.70, H 7.23,
N 8.77; Abw. C 0.22, H0.18, N 0.14.

MS (ESI+): m/e=315.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-phenyl-essigsiure-
ethylester 37

(o]
HO N S A~
U 0 cH,
~.N
OH
37

Smp. = 200-205 °C (Zersetzung).

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 1.26 (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 4.16-4.34 (m, 2H,
O-CH,), 5.40 (s, 1H, Pyr-5-H), 5.74 (s, 1H, S-CH), 7.44-7.60 (m, 5H, H (Ph)), 11.97 (s
(br), 2H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): &= 13.81 (CH;), 51.21 (S-CH), 61.66 (O-CH,), 85.74
(Pyr-5-C), 128.32 (Ph-4-C), 128.58 (Ph-3,5-C), 129.0 (Ph-2,6-C), 134.62 (Ph-1-C), 162.88

(Pyr-2-C), 167.98 (Pyr-4,6-C), 169.30 (CO).

Anal. (C14H14N204S [306.27]) C, H, N: ber. C 54.89, H 4.61, N 9.14; gef. C 54.63, H 4.45,
N 9.03; Abw. C 0.26, H0.16, N 0.11.

MS (ESI+): m/e = 306.8 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-naphtalen-1-yl-

essigsiureethylester 38

Smp. = 200-208 °C (Zersetzung).

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & 1.10 = (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 4.10-4.21 (m, 2H,
0-CHa), 5.31 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.38 (s, 1H, S-CH), 7.49-7.65 (m, 4H, H (Naph)), 7.95-8.02
(m, 2H, H (Naph)), 8.08-8.11 (m, 1H, H (Naph)), 11.90 (s (br), 2H, OH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD;),SO): & = 13.82 (CHs), 48.46 (S-CH), 61.87 (O-CH,), 85.73
(Pyr-5-C), 123.01 (Naph-8-C), 125.61 (Naph-6-C), 126.33 (Naph-7-C), 126.88 (Naph-4-
C), 127.11 (Naph-2-C), 129.01 (Naph-3-C), 129.29 (Naph-5-C), 130.30 (Naph-8a-C),
130.49 (Naph-4a-C), 133.67 (Naph-1-C), 162.9 (Pyr-2-C), 168.14 (Pyr-4,6-C), 169.62
(CO).

Anal. (Ci3H1sN>04S [356.40]) C, H, N: ber. C 60.66, H 4.53, N 7.86; gef. C 60.44, H 4.52,
N 7.73; Abw. C 0.22, H0.01, N 0.13.

MS (MALDI): m/e = 355.92 (M).
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5.2.3 Synthese 4,6-dihalogensubstituierter (Pyrimidin-2-ylsulfanyl)-ethyl-
ester 9, 28, 39-45 und 60

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 9 und 39-45

(o]
Cl | NYS\HLOACH3
~.N R
Cl
9, 39-45

Eine Losung der entsprechenden (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-ethylester 8 bzw.
32-38 (1 eq) in POCI; (18 eq) wurde mit N,N-Diethylanilin (1 eq) versetzt und bei 110 °C
zum Sieden erhitzt. Das iiberschiissige POCl; wurde abdestilliert und der Riickstand auf
Eis gegeben. Die wissrige Phase wurde dreimal mit AcOEt extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen dreimal mit verd. HCI, dreimal mit ges. NaHCO;-Lsg. und einmal mit
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde {iber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch oder durch Umkristallisieren gereinigt (s. Tab. 19).

N R Edukt POClL; Zeit Ausbeute UK SC Aussehen
(g (mmol)) (mL (mol)) (h) g((%d.Th) (mL)

9 H 10(43.4)8 70 (0.79) 4.5 10 (86) 500 - weille Kristalle
39 Me 6.5(26.6)32  42.42(0.48) 55 7 (94) - 30:1 gelbes Ol
40 Et 7(27.1)33 43.22(05) 55 6.57 (82) - 40:1 gelbes Ol
41 n-Pr 7(25.7) 34 40.98 (0.46) 5 7.35(92) - 50:1 gelbes Ol
42 n-Bu 55(19.21)35 30.6(0.35) 55 5.86 (94) - 50:1 gelbes Ol
43 Hex 3.52(11.2)36 17.9(0.2) 6 2.38(61) - 50:1 rotes Ol

44 Ph 7.5 (24.53) 37 39 (0.44) 6 8.38(99) 400 - orangenes. Ol
45 Naph 3.26(9.15)38 14.59(0.17) 6 3.12(87) 100 - weille Kristalle

Tabelle 19: Reaktionsansitze zur Darstellung der (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-ethylester 9 und 39-
45. UK: Umkristallisation aus n-Hexan. Die entstandene Losung wurde heifl von unlslichen Riickstinden

abfiltriert. SC: Saulenchromatographie (stationire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase n-Hex/AcOEt).
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Charakterisierung von (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsiureethylester 9
o}
cl | NYS\)LOACHS
~N
cl
Smp. = 70-72 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCL): & = 1.29 (t, 3H, CH,, J = 7.1 Hz), 3.90 (s, 2H, S-CH),
4.23 (q, 2H, O-CH,, J= 7.1 Hz), 7.06 (s, 1H, Pyr-5-H).

Charakterisierung von 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-propansiureethylester

39

'"H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.24 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.58 (d, 3H, S-
CHCHs, J=7.4 Hz), 4.16 (q, 2H, O-CH,, J= 7.1 Hz), 4.38 (q, 1H, S-CH, J = 7.4 Hz), 7.01
(s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCLy): & = 14.05 (O-CH,CHs), 16.91 (S-CHCH3), 43.29 (S-CH),
61.67 (O-CH,), 116.30 (Pyr-5-C), 161.40 (Pyr-4,6-C), 171.58 (Pyr-2-C), 172.49 (CO).

Anal. (CoH;oCLLN,O,S [281.09]) C, H, N: ber. C 38.45, H 3.59, N 9.96; gef. C 38.67, H
3.61,N 9.73; Abw. C 0.22, H 0.02, N 0.23.

MS (ESIH): m/e =281 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-butansiureethylester
40

(o]
Cl | NYSfLOACHS
2N CH,
Cl
40

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.05 (t, 3H, S-CHCH,CHs, J = 7.4 Hz), 1.26 (t, 3H,
O-CH,CHs, J=7.1 Hz), 1.87-2.07 (quint, 2H, S-CHCH,CHs, J = 7.0 Hz, J = 7.4 Hz), 4.20
(q, 2H, O-CHa, J=17.1 Hz), 4.33 (t, 1H, S-CH, J= 7.0 Hz), 7.01 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl5): & = 11.59 (S-CHCH,CHj3), 14.16 (O-CH,CHj3), 24.78 (S-
CHCH,CHj3), 50.05 (S-CH), 61.61 (O-CH,), 116.34 (Pyr-5-C), 161.42 (Pyr-4,6-C), 171.22

(Pyr-2-C), 172.78 (CO).

Anal. (C1oH12ClN>05S [295.11]) C, H, N: ber. C 40.69, H 4.10, N 9.49; gef. C 42.39, H
3.93,N 9.16; Abw. C 1.70, H0.17, N 0.33.

MS (ESIH): m/e =295 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-pentansiureethylester

41
(o]
Cl I NYS OACHS
~N
Cl CH,
M

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): &= 0.92 (t, 3H, CH; (n-Pr), J = 7.3 Hz), 1.24 (t, 3H, O-
CH,CH;, J = 7.1 Hz), 1.44-1.50 (m, 2H, S-CHCH,CH,), 1.80-2.97 (m, 2H, S-
CHCH,CH,), 4.18 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.35 (t, 1H, S-CH, J = 7.3 Hz), 7.0 (s, 1H,
Pyr-5-H).

BC.NMR (50.32 MHz, CDCly): & = 13.55 (CH; (n-Pr)), 14.12 (O-CH,CH3), 20.32 (S-
CHCH,CH,), 33.24 (S-CHCH,CH,), 48.28 (S-CH), 61.53 (O-CH,), 116.26 (Pyr-5-C),

161.38 (Pyr-4,6-C), 171.38 (Pyr-2-C), 172.76 (CO).

Anal. (C;1H14CLN,O,S [309.14]) C, H, N: ber. C 42.73, H 4.56, N 9.06; gef. C 42.96, H
4.70, N 8.83; Abw. C 0.23, H 0.14, N 0.23.

MS (ESI+): m/e =309 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-hexansiureethylester
42

Cl
42

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): &= 0.88 (t, 3H, CH; (n-Bu), J = 7.2 Hz), 1.26 (t, 3H, O-
CH,CH,, J= 7.1 Hz), 1.30-1.45 (m, 4H, CH, (n-Bu), 1.87-1.96 (m, 2H, CH, (n-Bu)), 4.19
(q, 2H, O-CH,, J=7.1 Hz), 4.35 (t, 1H, S-CH, J = 7.2 Hz), 7.01 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl;): 8 = 13.75 (CH; (n-Bu)), 14.15 (O-CH,CHs3), 22.17 (CH,
(n-Bu)), 29.14 (CH, (n-Bu)), 30.95 (CH, (n-Bu)), 48.55 (S-CH), 61.58 (O-CH,), 116.31

(Pyr-5-C), 161.40 (Pyr-4,6-C), 171.43 (Pyr-2-C), 172.79 (CO).

Anal. (C2H6CLN,O,S [323.17]) C, H, N: ber. C 44.59, H 4.99, N 8.67; gef. C 44.74, H
4.83, N 8.66; Abw. C 0.15,H0.16, N 0.01.

MS (ESI+): m/e =322.9 (M + 1).
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Charakterisierung von

43

2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-octansiureethylester

Cl I NYS o

~N

CH

Cl

CH,
43

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 0.87 (t, 3H, CH; (Hex), J = 6.8 Hz), 1.28 (t, 3H, O-
CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.26-1.36 (m, 6H, CH, (Hex)), 1.43-1.49 (m, 2H, CH, (Hex)), 1.86-
1.98 (m, 2H, CH, (Hex)), 4.20 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.38 (t, 1H, S-CH, J = 7.2 Hz),

7.03 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl3): & = 13.98 (CH; (Hex)), 14.16 (O-CH,CH3), 22.47 (CH,
(Hex)), 26.97 (CH, (Hex)), 28.70 (CH, (Hex)), 31.03 (CH, (Hex)), 31.24 (CH, (Hex)),
48.55 (S-CH), 61.56 (O-CHy), 116.31 (Pyr-5-C), 161.39 (Pyr-4,6-C), 171.38 (Pyr-2-C),

172.80 (CO).

Anal. (Ci4H20CLN,O,S x 0.5 AcOEt [395.36]) C, H, N: ber. C 48.61, H 6.12, N 7.09; gef.
C48.87,H 6.06, N 7.28; Abw. C 0.26, H 0.06, N 0.19.

MS (ESI+): m/e=350.9 (M + 1).
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Charakterisierung von (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-phenyl-essigsiureethyl-
ester 44

44

'H-NMR (300.13 MHz, CDCLy): & = 1.28 (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 4.10-4.33 (m, 2H,
CH,), 5.48 (s, 1H, S-CH), 7.06 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.34-7.39 (m, 3H, H (Ph)), 7.49-7.53 (m,
2H, H (Ph)).

PC-NMR (50.32 MHz, CDCl3): 8= 14.09 (CH;), 53.35 (S-CH), 62.17 (CHy), 116.53 (Pyr-
5-C), 128.71 (Ph-4-C), 128.80 (Ph-3,5-C), 128.99 (Ph-2,6-C), 133.47 (Ph-1-C), 161.44

(Pyr-4,6-C), 169.58 (Pyr-2-C), 172.39 (CO).

Anal. (C4H2CLN,O,S [343.15]) C, H, N: ber. C 48.99, H 3.52, N 8.16; gef. C 49.07, H
3.53, N 7.96; Abw. C 0.08, H 0.01, N 0.20.

MS (ESI+): m/e =342.9 (M + 1).
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Charakterisierung von (4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-naphtalen-1-yl-essig-

saureethylester 45

Smp. = 117 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.25 (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 4.13-4.37 (m, 2H,
CH,), 6.28 (s, 1H, S-CH), 7.09 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.45-7.63 (m, 3H, Naph-2,3,6-H), 7.70 (d,
1H, H (Naph), J = 7 Hz), 7.86-7.92 (m, 2H, H (Naph)), 8.23 (d, 1H, Naph-8-H, J = 8.5
Hz).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCL): & = 14.13 (CHs), 49.90 (S-CH), 62.30 (O-CH,), 116.55
(Pyr-5-C), 123.34 (Naph-8-C), 125.42 (Naph-6-C), 126.17 (Naph-7-C), 126.92 (Naph-4-
C), 127.20 (Naph-2-C), 128.99 (Naph-3-C), 129.36 (Naph-8a-C), 129.65 (Naph-5-C),
131.09 (Naph-4a-C), 134.12 (Naph-1-C), 161.58 (Pyr-4,6-C), 169.96 (Pyr-2-C), 172.77
(CO).

Anal. (CisH4CLN>O,S [393.29]) C, H, N: ber. C 54.97, H 3.59, N 7.12; gef. C 54.73, H
3.70,N 7.09; Abw. C 0.24, H 0.11, N 0.03.

MS (ESI+): m/e=3929 (M + 1).
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Synthese von 2-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-2-methyl-propansiureethylester

60
(o]
Cl INYS%OACHs
_NH,C CH,

Cl
60

In einer ausgeheizten Apparatur wurden unter Argon 3 g (11.23 mmol) (4,6-Dichlor-
pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsdureethylester 9 in 100 mL abs. THF gel6st und im Kiltebad
(EtOH/AL. Stickstoff) auf —78 °C abgekiihlt. Zu dieser Losung wurden bei —78 °C 1.96 mL
(1 eq) HMPA und 11.23 mL (11.23 mmol) einer 1M L&sung aus LiHMDS in n-Hexan
gegeben und das Reaktionsgemisch 30 min bei —80 °C geriihrt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz mit 1.59 g (11.23 mmol) Methyliodid versetzt und nach langsamem
Erwdrmen 3.5 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wurde wiederum im Kiltebad auf —
80 °C abgekiihlt, 1.96 mL (1 eq) HMPA und und 11.23 mL (11.23 mmol) einer 1M
Losung aus LiIHMDS in n-Hexan zugegeben, 30 min bei —80 °C geriihrt und 1.59 g (11.23
mmol) Methyliodid zugegeben. Nach 18-stiindigem Riihren bei RT wurde die Losung
zwischen 100 mL Wasser und 100 mL AcOEt verteilt. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wissrige Phase noch zweimal mit je 50 mL AcOEt extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 100 mL Wasser, einmal mit 100 mL
ges. NaHCOs;-Lsg. und einmal mit 100 mL Wasser extrahiert, iiber MgSQO4 getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde
siulenchromatographisch (stationiire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase: n-Hex/AcOEt
25:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.69 g (52 % d. Th.), gelbes OL.

Charakterisierung

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, 3H, O-CH,CH;, J = 7.2 Hz), 1.69 (s, 6H, S-
C(CHs),), 4.17 (q, 2H, O-CH,, J= 7.2 Hz), 7.01 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCly): & = 13.97 (O-CH,CHz), 25.89 (S-C(CHs),), 52.14 (S-
C(CHs),), 61.68 (O-CHy,), 116.06 (Pyr-5-C), 161.14 (Pyr-4,6-C), 172.59 (Pyr-2-C), 173.20
(CO).
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Anal. (CjoH2CLN,O,S [295.19]) C, H, N: ber. C 40.69, H 4.10, N 9.49; gef. C 40.96, H
4.02, N 9.29; Abw. C 0.27, H 0.08, N 0.20.

MS (ESI+): m/e =294.9 (M + 1).
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Synthese von (4,6-Dibrom-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsiureethylester 28

(o]
Br. I NYS\)LOACH3
~.N

Br
28

Eine Mischung aus 3.5 g (15.19 mmol) (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-
essigsdureethylester 8 und 18.07 g (63.04 mmol) POBr; in 75 mL Acetonitril wurde 3 h
unter Riickfluss zum Sieden erhitzt. Das Losemittel wurde im Vakuum entfernt, der
Riickstand in 90 mL Methylenchlorid aufgenommen und anschlieBend vorsichtig mit 100
mL Wasser verdiinnt. Die organische Phase wurde dreimal mit je 50 mL Wasser
gewaschen, iiber Na,SO; getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Das Rohprodukt wurde aus 200 mL n-Hexan umkristallisiert.
Ausbeute: 2.81 g (52 % d. Th.), weiBBe Kristalle.

Charakterisierung

Smp. =120 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCLy): & = 1.28 (t, 3H, CH,, J = 7.1 Hz), 3.87 (s, 2H, S-CH),
421 (q, 2H, O-CH,, J= 7.1 Hz), 7.37 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.17 (CH3), 33.89 (S-CH,), 61.90 (O-CH,), 124.00
(Pyr-5-C), 152.11 (Pyr-4,6-C), 168.16 (Pyr-2-C), 172.06 (CO).

Anal. (CgHgBr,N>O,S [356.18]) C, H, N: ber. C 26.99, H 2.26, N 7.87; gef. C 27.07, H
2.33,N 7.60; Abw. C 0.08, H 0.07, N 0.27.

MS (ESI+): m/e=356.6 (M + 1).
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5.2.4 Synthese der aus nukleophiler aromatischer Substitution am Pyrimidin
resultierenden 6-Pyrimidin-substituierten Ethylester 10-17, 29, 46-52,
61, 68, 70 und 72

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 10-17, 29, 46-52, 61, 70 und 72

Edukt Amin Na,CO;, LM Zeit UK SC Ausbeute Aus
Nr. sehen
(g (mmol)) (g(mmol))  (g(mmol)) (mL) (h) (mL) (g (%d. Th)
10 1.97(7.14)9 1.5 (7.5)° 0.79(7.5) 25 80 - 8:1 0.5(17) K‘;Vl‘;‘:ﬁe
b gelbe
11 35(13.11)9  256(13.77)° 146(13.77) 50 28 10 - 24345 BN
c weille
12 337(1221)9  2(12.85°  1.36(12.85) 50 52 - 8:1 258(55)
d weille
13 6.89(2497)9  3.5(26.28)" 2.79(2628) 80 24 - 8:1 502(55) e
. weille
14 6(21.73)9  3.04(22.82)° 242(22.82) 70 24 40 - 3.8 (48) Kristalle
15  534(1933)9  25(203)"  215(03) 70 24 15 - 5.82 (83) K%fsltzie
16 5.83(21.82)9  2.5(22.91)% 243(2291) 60 24 40 - 53(71) Krri(;faalle
17 4.93(1844)9  2.5(19.36)" 2.05(1936) 70 63 - 5:1 1.17 (18) ervlzﬁlele
29 2.5(7)28 0.89 (7.35)  0.78(7.35) 20 7 - 5:1 2.02 (73) ervlzgﬁe
46 3.16(1124)39  1.43(11.8) 125(11.8) 30 30 — 10 2.15 (52) ge(.l.)bles
i . gelbe
47 4(135540  1.64 (13.55) 1.44(13.55) 35 29 - 121 318(62) N
. weille
48 4(1294)41  1.56(12.94) 137(12.94) 35 28 - 15 301(62) e
49  45(13.92)42  1.68(13.92) 1.48(13.92) 40 30 - 15 3.06 (54) K%fsltzie
i . gelbes
50 227(6.46)43 0.8 (6.46)  0.68(6.46) 20 44 - 101 1.13 (40) o1
i . gelbe
51  5(1457)44 176 (14.57) 154(1457) 40 28 - 121 23(37) R
i weille
52 3(7.63) 45 0.92(7.63)  0.81(7.63) 20 45 - 10 0.56(16) e
. weille
61  15(5.19)60  0.66(5.45)  0.58(5.45) 15 51 2 - 024(12) O
" weille
70 45(16.859  221(17.07) 1.81(17.07) 60 5 25 51 264(45) e
72 575(17.79)42  2.05(17.79) 1.89(17.79) 50 2.5 - - 6.24 (87) ge(.l.)bles

Tabelle 20: Reaktionsansitze zur Darstellung 6-Pyrimidin-substituierter Ethylester 10-17, 29, 46-52, 61, 70
und 72. LM: Losemittel (Ethanol), UK: Umkristallisation aus Ethanol, SC: Séulenchromatographie
(stationire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase n-Hex/AcOEt). * 4-Brom-2,3-dimethylanilin, ® 3-Methyl-4-
bromanilin, © 4-Chlor-2,3-dimethylanilin, ¢ 4-Aminoindan, ¢ 5-Aminoindan, * para-Anisidin, ¢ para-Hydroxy-

anilin, " 2,4-Difluoranilin, * 2,3-Dimethylanilin, ¥ 1-Aminooctan, ' 1-Aminoheptan.
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Die jeweiligen 4,6-dihalogenierten Ethylester 9, 28, 39-45 bzw. 60 (1 eq), die
entsprechenden Amine a-1 (1.05 eq) (s. Tab. 20) und Na,COs (1.05 eq) wurden in EtOH
suspendiert und unter Riickfluss zum Sieden erhitzt. Das Na,COs; wurde abfiltriert, das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand in AcOEt (11, 16,
29, 46-52, 61 und 72) bzw. Diethylether (10, 12-15, 17 und 70) gelost. Die organische
Phase wurde einmal mit Wasser, dreimal mit 2N HCI, zweimal mit NaHCOs;-Lsg. und
noch einmal mit Wasser extrahiert und anschliessend liber MgSO,s getrocknet. Das
erhaltene Rohprodukt wurde aus Ethanol umkristallisiert oder sdulenchromatographisch

gereinigt (s. Tab. 20).

Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-brom-2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-
ylsulfanyl]-essigsiureethylester 10

Smp. = 93-95°C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): 8= 1.27 (t, 3H, O-CH,CHj, J = 7.1 Hz), 2.19 (s, 3H, Ph-
2-CHs), 2.42 (s, 3H, Ph-3-CH3), 3.85 (s, 2H, S-CH,), 4.20 (q, 2H, O-CH,, J=7.1 Hz), 5.90
(s, 1H, Pyr-5-H), 6.57 (s (br), 1H, NH), 6.96 (d, 1H, Ph-6-H, J=9 Hz), 7.45 (d, 1H, Ph-5-
H,J=9 Hz).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCLy): & = 14.17 (Ph-2-CHj), 15.57 (Ph-3-CHs), 20.36 (O-
CH,CH3), 33.51 (S-CH,), 61.64 (O-CHa), 97.92 (Pyr-5-C), 124.44 (Ph-3-C), 125.45 (Ph-6-
C), 130.81 (Ph-5-C), 134.05 (Ph-2-C), 135.35 (Ph-4-C), 138.21 (Ph-1-C), 160.24 (Pyr-4-
C), 162.49 (Pyr-2-C), 169.15 (Pyr-6-C), 170.49 (CO).

Anal. (Ci¢H7BrCIN;O,S % 0.5 H,0 [439.77]) C, H, N: ber. C 43.70, H 4.13, N 9.56; gef.
C43.51,H3.91,N 9.42; Abw. C 0.19, H 0.22, N 0.14.

MS (ESI-): m/e = 427.9 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-brom-3-methyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-essigsiureethylester 11
H o
H,C N | NYS\)LO’\CH3
Br N
cl
1

Smp. = 125 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): &= 1.28 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 2.40 (s, 3H, Ph-
3-CHs), 3.89 (s, 2H, S-CH»), 4.20 (q, 2H, O-CHa, J = 7.1 Hz), 6.30 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.93
(s (br), 1H, NH), 7.04 (dd, 1H, Ph-6-H, *J = 8.5 Hz, *J = 2.5 Hz), 7.19 (d, 1H, Ph-2-H, *J =
2.5 Hz), 7.51 (d, 1H, Ph-5-H, *J = 8.5 Hz).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCl3): & = 14.14 (Ph-3-CHs), 23.00 (O-CH,CH3), 33.48 (S-CH,),
61.76 (O-CH,), 99.19 (Pyr-5-C), 120.96 (Ph-4-C), 121.57 (Ph-6-C), 124.84 (Ph-2-C),
133.13 (Ph-5-C), 136.38 (Ph-3-C), 139.26 (Ph-1-C), 159.95 (Pyr-4-C), 161.13 (Pyr-2-C),
169.26 (Pyr-6-C), 170.58 (CO).

Anal. (C;5H;sBrCIN;O,S [416.66]) C, H, N: ber. C 43.23, H 3.63, N 10.08; gef. C43.11, H
3.34,N 9.88; Abw. C 0.12, H 0.29, N 0.20.

MS (ESL-): m/e =415.9 (M (*°>Cl/”Br)), 419 (M(*'C1/*'Br) - 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-chlor-2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-
ylsulfanyl]-essigsdureethylester 12

SRS
H,C N_ _N_ _S ~
cl Z

cl
12

Smp. =96 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, 3H, O-CH,CH,, J = 7.1 Hz), 2.17 (s, 3H, Ph-
2-CH), 2.37 (s, 3H, Ph-3-CH), 3.85 (s, 2H, S-CH,), 4.20 (g, 2H, O-CHa, J= 7.1 Hz), 5.89
(s, 1H, Pyr-5-H), 6.55 (s (br), 1H, NH), 7.03 (d, 1H, Ph-6-H, J = 9 Hz), 7.25 (d, 1H, Ph-5-
H,J=9 Hz).

BC-NMR (50.32 MHz, CDClLy): & = 14.15 (Ph-2-CHj), 15.25 (Ph-3-CHj), 17.16 (O-
CH,CHs), 33.50 (S-CHy), 61.61 (O-CH,), 97.86 (Pyr-5-C), 125.17 (Ph-6-C), 127.52 (Ph-5-
C), 133.33 (Ph-4-C), 133.82 (Ph-3-C), 135.39 (Ph-2-C), 136.48 (Ph-1-C), 160.26 (Pyr-4-
C), 162.59 (Pyr-2-C), 169.11 (Pyr-6-C), 170.51 (CO).

Anal. (C;6H;7CLhN30O,S x 0.5 H,0O [395.31]) C, H, N: ber. C 48.61, H 4.59, N 10.63; gef. C
48.68, H 4.39, N 10.29; Abw. C 0.07, H 0.20, N 0.34.

MS (ESI-): m/e =383.8 (M —1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(indan-4-ylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essig-

saureethylester 13

Smp. = 78-80 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.26 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 2.11 (quin, 2H,
Indan-2-H J = 7.5 Hz), 2.76 (t, 2H, Indan-3-H, J = 7.5 Hz), 2.96 (t, 2H, Indan-1-H, J=7.5
Hz), 3.86 (s, 2H, S-CH,), 4.20 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 6.19 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.62 (s
(br), 1H, NH), 7.09-7.18 (m, 3H, Indan-5,6,7-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.17 (CH3), 24. 87 (Indan-3-C), 30.48 (Indan-2-C),
33.25 (Indan-1-C), 33.52 (S-CH3), 61.63 (O-CH,), 98.26 (Pyr-5-C), 121.58 (Indan-5-C),
122.68 (Indan-7-C), 127.56 (Indan-6-C), 132.77 (Indan-3a-C), 138.59 (Indan-7a-C),
146.66 (Indan-4a-C), 160.14 (Pyr-4-C), 161.70 (Pyr-2-C), 169.14 (Pyr-6-C), 170.43 (CO).

Anal. (C17H;5sCIN;0,S [363.87]) C, H, N: ber. C 56.12, H 4.99, N 11.55; gef. C 56.05, H
5.03, N 11.45; Abw. C 0.07, H 0.04, N 0.10.

MS (ESI-): m/e =361.9 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(indan-5-ylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essig-

saureethylester 14

(0]
H
N N.__S A~
ey
~N
Cl
14

Smp. = 89-90 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.26 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 2.09 (quin, 2H,
Indan-2-H, J= 7.5 Hz), 2.86-2.92 (m (2 x t iiberlagert), 4H, Indan-1,3-H J= 7.5 Hz), 3.86
(s, 2H, S-CH>), 4.19 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 6.27 (s (br), 1H, Pyr-5-H), 6.84 (s (br),
1H, NH), 7.01 (d, 1H, Indan-6-H, J = 7.9 Hz), 7.07 (s, 1H, Indan-4-H, 7.20 (d, 1H, Indan-
7-H,J=7.9 Hz).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.14 (CH3), 25.58 (Indan-2-C), 32.42 (Indan-1-C),
32.91 (Indan-3-C), 33.49 (S-CH;), 61.61 (O-CH,), 98.22 (Pyr-5-C), 119.94 (Indan-6-C),
121.76 (Indan-4-C), 125.16 (Indan-7-C), 134.80 (Indan-7a-C), 142.47 (Indan-3a-C),
146.02 (Indan-5-C), 159.95 (Pyr-4-C), 162.06 (Pyr-2-C), 169.22 (Pyr-6-C), 170.36 (CO).

Anal. (C7H3CIN;O,S [363.87]) C, H, N: ber. C 56.12, H 4.99, N 11.55; gef. C 56.06, H
4.95,N 11.43; Abw. C 0.06, H 0.04, N 0.12.

MS (ESI-): m/e = 362.1 (M — 1).



Experimenteller Teil 105

Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-methoxy-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

essigsiureethylester 15

(0}

H
ey
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Smp. =98 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.25 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 3.80 (s, 3H, O-
CH;), 3.84 (s, 2H, S-CH>), 4.18 (q, 2H, O-CH,CHj3, J = 7.1 Hz), 6.14 (s, 1H, Pyr-5-H),
6.85 (s (br), 1H, NH), 6.90 (d, 2H, Ph-2,6-H), J = 8.9 Hz), 7.14 (d, 2H, Ph-3,5-H, J = 8.9
Hz).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl;): & = 14.16 (O-CH,CHj3), 33.48 (S-CH,), 55.51 (O-CHj3),
61.65 (0-CH,), 98.12 (Pyr-5-C), 114.82 (Ph-3,5-C), 125.88 (Ph-2,6-C), 129.46 (Ph-1-C),

158.00 (Ph-4-C), 159.86 (Pyr-4-C), 162.36 (Pyr-2-C), 169.27 (Pyr-6-C), 170.32 (CO).

Anal. (Ci5H;6CIN;OsS [353.83]) C, H, N: ber. C 50.92, H 4.56, N 11.88; gef. C 51.07, H
4.61,N 11.73; Abw. C 0.15, H 0.05, N 0.15.

MS (ESI-): m/e =352.1 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-hydroxy-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

essigsiureethylester 16

(o)

H
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HO \E(N
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Smp. = 160 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD),SO): &= 1.28 (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 4.06 (s, 2H, S-CH>),
4.17 (q, 2H, O-CHa, J = 7.1 Hz), 6.40 (s (br), 1H, Pyr-5-H), 6.88 (d, 2H, Ph-2,6-H, J = 8.7
Hz), 7.35 (d (br), 2H, Ph-3,5-H), 9.48 (s (br), 1H, NH), 9.77 (s (br), 1H, OH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),S0): 8= 13.91 (CH), 32.66 (S-CH,), 60.90 (O-CH.,), 99.80
(Pyr-5-C), 115.29 (Ph-2,6-C), 123.13 (Ph-3,5-C), 129.43 (Ph-1-C), 154.12 (Ph-4-C),

157.09 (Pyr-4-C), 160.80 (Pyr-2-C), 168.59 (Pyr-6-C), 169.67 (CO).

Anal. (C14H14CIN;OsS [339.80]) C, H, N: ber. C 49.49, H 4.15, N 12.37; gef. C 49.27, H
4.22,N 12.23; Abw. C 0.22, H 0.07, N 0.14.

MS (ESI-): m/e =338.0 M —1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(2,4-difluor-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

A s L
N N _S PaS
O
F Z
Cl

17

essigsiureethylester 17

Smp. =110-111°C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCLy): & = 1.25 (t, 3H, CHs, J = 7.1 Hz), 3.85 (s, 2H, S-CH>),
4.18 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 6.21 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.65 (s (br), 1H, NH), 6.88-6.94
(m, 2H, Ph-3,6-H), 7.67 (m, 1H, Ph-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl): & = 14.11 (O-CH,CH3), 33.47 (S-CH,), 61.69 (O-CH,),
99.43 (Pyr-5-C), 104.62 (dd, Ph-3-C, *Jcr = 26.5 Hz), 111.60 (dd, Ph-5-C, 2Jcr = 22 Hz,
*Jor = 3.9 Hz), 121.58 (dd, Ph-1-C, “Jor = 4 Hz), 126.14 (dd, Ph-6-C, *Jcr = 11 Hz, °Jop =
1.7 Hz), 155.18 (dd, Ph-2-C, 'Jep = 234 Hz, *Jer = 12 Hz), 160.27 (dd, Ph-4-C, 'Jcr = 233
Hz, *Jcr = 11,3 Hz), 160.08 (Pyr-4-C), 161.21 (Pyr-2-C), 169.03 (Pyr-6-C), 170.73 (CO).

Anal. (C14H2CIF;N30,S [359.78]) C, H, N: ber. C 46.74, H 3.36, N 11.68; gef. C 46.91, H
3.38, N 11.50; Abw. C 0.17, H 0.02, N 0.18.

MS (ESI-): m/e = 358.0 (M — 1).
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Charakterisierung  von [4-Brom-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-essigsdureethylester 29

CH, |,

0
H3C\©/N NYS\)I\ 0" cH

3
| N

Br
29

Smp. =84 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 1.27 (t, 3H, O-CH,CH,, J = 7.1 Hz), 2.11 (s, 3H, Ph-
2-CH), 2.30 (s, 3H, Ph-3-CH), 3.84 (s, 2H, S-CH,), 4.20 (g, 2H, O-CHa, J= 7.1 Hz), 6.10
(s, 1H, Pyr-5-H), 6.64 (s (br), 1H, NH), 7.03-7.07 (m, 1H, Ph-6-H), 7.09-7.16 (m, 2H, Ph-
4,5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 13.99 (Ph-2-CHs), 14.15 (O-CH,CH3), 20.45 (Ph-3-
CH;), 33.54 (S-CHy), 61.60 (O-CH,), 101.78 (Pyr-5-C), 124.17 (Ph-6-C), 126.44 (Ph-4-C),
129.13 (Ph-5-C), 133.16 (Ph-2-C), 134.57 (Ph-3-C), 138.72 (Ph-1-C), 151.13 (Pyr-4-C),
161.98 (Pyr-2-C), 169.23 (Pyr-6-C), 170.04 (CO).

Anal. (C;6H;sBrN3;O,S [396.45]) C, H, N: ber. C 48.89, H 4.58, N 10.60; gef. C 48.70, H
4.54,N 10.36; Abw. C 0.21, H 0.04, N 0.24.

MS (ED): m/e = 395.8 (M).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-propansiureethylester 46
CH, |, o
Hsc\ﬁD/N\EN:(s\HLo/\CH3
N CH,
cl
46

'H-NMR (300.13 MHz, CDCly): & = 1.25 (t, 3H, CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.58 (d, 3H,
CHCHs, J=17.3 Hz), 2.11 (s, 3H, Ph-2-CHs), 2.30 (s, 3H, Ph-3-CH), 4.19 (q, 2H, CHa, J =
7.1 Hz), 4.41 (q, 1H, S-CH, J = 7.3 Hz), 5.91 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.71 (s (br), 1H, NH), 7.06-
7.10 (m, 1H, Ph-6-H), 7.13-7.16 (m, 2H, Ph-4,5-H)).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.04 (Ph-2-CH;), 14.16 (O-CH,CHs), 17.36 (Ph-3-
CH;), 20.49 (S-CHCH3), 42.74 (S-CH), 61.47 (CH,), 97.71 (Pyr-5-C), 124.26 (Ph-6-C),
126.49 (Ph-4-C), 129.18 (Ph-5-C), 133.25 (Ph-2-C), 134.69 (Ph-3-C), 138.78 (Ph-1-C),
160.08 (Pyr-4-C), 162.70 (Pyr-2-C), 170.55 (Pyr-6-C), 172.58 (CO).

Anal. (Cy7H20CIN;O,S [365.88]) C, H, N: ber. C 55.81, H 5.51, N 11.48; gef. C 55.92, H
5.36,N 11.26; Abw. C0.11, H 0.15, N 0.22.

MS (ESI+): m/e=366.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-butansiureethylester 47
CH, |, o
H,C N._Ng_S
Reacaees
7 CH,
CI
47

Smp. = 63-64 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & = 1.03 (t, 3H, CHCH,CH, J = 7.4 Hz), 1.23 (t, 3H, O-
CH,CHs, J=7.1 Hz), 1.86-2.01 (m, 2H, CHCH,CH3), 2.11 (s, 3H, Ph-2-CHs), 2.30 (s, 3H,
Ph-3-CHs), 4.18 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.34 (t, 1H, S-CH, J = 7.1 Hz), 5.91 (s, 1H,
Pyr-5-H), 6.82 (s (br), 1H, NH), 7.03-7.11 (m, 1H, Ph-6-H), 7.12-7.15 (m, 2H, Ph-4,5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl3): = 11.66 (Ph-2-CHs), 14.02 (S-CHCH,CH;), 14.18 (O-
CH,CHs), 20.43 (Ph-3-CH;), 25.12 (CHCH,CH;), 49.39 (S-CH), 61.26 (O-CH,), 97.73
(Pyr-5-C), 124.29 (Ph-6-C), 126.46 (Ph-4-C), 129.14 (Ph-5-C), 133.27 (Ph-2-C), 134.75
(Ph-3-C), 138.73 (Ph-1-C), 160.02 (Pyr-4-C), 162.68 (Pyr-2-C), 170.75 (Pyr-6-C), 172.05
(CO).

Anal. (Ci3H2,CIN3O,S [379.83]) C, H, N: ber. C 56.91, H 5.84, N 11.06; gef. C 57.10, H
5.86, N 10.85; Abw. C 0.19, H 0.02, N 0.21.

MS (ESI+): m/e=380.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-pentansiureethylester 48

CH, H (o)
H,C N |NYS OACHS
~.N
Cl CH

3

48

Smp. = 89-90 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 0.94 (t, 3H, CH (n-Pr), J = 7.3 Hz), 1.26 (t, 3H, O-
CH.CHs, J = 7.1 Hz), 1.46-1.52 (m, 2H, S-CHCH,CH,), 1.81-1.97 (m, 2H, S-
CHCH,CH,), 2.12 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.31 (s, 3H, Ph-3-CHs), 4.19 (q, 2H, O-CH,, J=7.1
Hz), 4.39 (t, 1H, S-CH, J = 7.4 Hz), 5.91 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.63 (s (br), 1H, NH), 7.03-7.11
(m, 1H, Ph-6-H), 7.13-7.16 (m, 2H, Ph-4,5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCLy): & = 13.66 (Ph-2-CH;), 14.02 (CH; (n-Pr)), 14.18 (O-
CH,CHs), 20.42 (Ph-3-CHs), 20.44 (S-CHCH,CH,), 33.65 (S-CHCH,CH,), 47.72 (S-CH),
61.28 (O-CH,), 97.71 (Pyr-5-C), 124.27 (Ph-6-C), 126.46 (Ph-4-C), 129.14 (Ph-5-C),
133.27 (Ph-2-C), 134.73 (Ph-3-C), 138.74 (Ph-1-C), 160.02 (Pyr-4-C), 162.67 (Pyr-2-C),
170.78 (Pyr-6-C), 172.30 (CO).

Anal. (Ci9H24CIN;O,S [393.86]) C, H, N: ber. C 57.93, H 6.14, N 10.67; gef. C 58.06, H
6.02, N 10.56; Abw. C 0.13, H0.12, N 0.11.

MS (ESI-): m/e =392.0 M —1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-hexansiureethylester 49
CH, o]
|-|3C\E>/N\Eq;'/s\itox\c'_l3
~.N
cl cH,
49
Smp. = 68-69 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & = 0.92 (t, 3H, CH; (n-Bu), J = 6.9 Hz), 1.29 (t, 3H, O-
CH,CH,, J=17.1), 1.34-1.49 (m, 4H, CH, (n-Bu)), 1.86-2.00 (m, 2H, CH, (n-Bu)), 2.15 (s,
3H, Ph-2-CHs), 2.34 (s, 3H, Ph-3-CHs), 4.22 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz), 4.40 (t, 1H, S-
CH, J=17.3 Hz), 5.94 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.69 (s (br), 1H, NH), 7.06-7.12 (m, 1H, Ph-6-H),
7.15-7.19 (m, 2H, Ph-4,5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCl3): & = 13.81 (Ph-2-CHj), 14.05 (O-CH,CHs), 14.20 (CH; (n-
Bu)), 20.47 (Ph-3-CHj), 22.25 (CH, (n-Bu)), 29.22 (CH, (n-Bu)), 31.33 (CH, (n-Bu)),
47.89 (S-CH), 61.29 (0O-CH,), 97.72 (Pyr-5-C), 124.30 (Ph-6-C), 126.46 (Ph-4-C), 129.15
(Ph-5-C), 133.27 (Ph-2-C), 134.76 (Ph-3-C), 138.73 (Ph-1-C), 160.03 (Pyr-4-C), 162.68
(Pyr-2-C), 170.79 (Pyr-6-C), 172.26 (CO).

Anal. (CyoH26CIN;O,S [407.89]) C, H, N: ber. C 58.88, H 6.42, N 10.30; gef. C 59.03, H
6.70, N 10.11; Abw. C 0.15, H 0.28, N 0.19.

MS (ESI+): m/e=408.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-octansiureethylester 50

50

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & = 0.89 (t, 3H, CH; (Hex), J = 6.9 Hz), 1.29 (t, 3H, O-
CH,CHs, J = 7.2 Hz), 1.24-1.39 (m, 6H, CH, (Hex)), 1.43-1.50 (m, 2H, CH, (Hex)), 1.85-
1.99 (m, 2H, CH, (Hex)), 2.15 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.33 (s, 3H, Ph-3-CH), 4.22 (q, 2H, O-
CH,, J = 7.2 Hz), 440 (t, 1H, S-CH, J = 7.3 Hz), 5.94 (s, 1H, Pyr-5-H)), 6.72 (s (br), 1H,
NH), 7.06-7.10 (m, 1H, Ph-6-H), 7.12-7.19 (m, 2H, Ph-4,5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 13.99 (Ph-2-CH3), 14.01 (O-CH,CHs), 14.17 (CHs
(Hex)), 20.47 (Ph-3-CHj), 22.51 (CH, (Hex)), 27.04 (CH, (Hex)), 28.79 (CH, (Hex)),
31.50 (CH, (Hex)), 31.61 (CH, (Hex)), 47.92 (S-CH), 61.28 (O-CH,), 97.73 (Pyr-5-C),
12431 (Ph-6-C), 126.45 (Ph-4-C), 129.13 (Ph-5-C), 133.27 (Ph-2-C), 134.77 (Ph-3-C),
138.70 (Ph-1-C), 160.00 (Pyr-4-C), 162.69 (Pyr-2-C), 170.77 (Pyr-6-C), 172.28 (CO).

Anal. (CxH;30CIN;O,S [435.94]) C, H, N: ber. C 60.60, H 6.94, N 9.64; gef. C 60.72, H
7.12,N 9.81; Abw. C 0.12, H0.18, N 0.17.

MS (ESI+): m/e=436.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-phenyl-essigsidureethylester 51

(o}

CH, |,
HSC\©/N\EN(\YS 0" cH,
2N
Cl
51
Smp. = 100 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & = 1.27 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 2.15 (s, 3H, N-
Ph-2-CHs), 2.34 (s, 3H, N-Ph-3-CH3), 4.11-4.31 (m, 2H, O-CHb), 5.50 (s, 1H, S-CH), 5.96
(s, 1H, Pyr-5-H), 6.75 (s (br), 1H, NH), 7.08-7.09 (m, 1H, N-Ph-6-F), 7.15-7.17 (m, 2H,
N-Ph-4,5-H), 7.33-7.38 (m, 3H, C-Ph-2.4,6-H), 7.48-7.51 (m, 2H, C-Ph-3,5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCLy): & = 14.07 (N-Ph-2-CH3), 14.13 (O-CH,CH3), 20.48 (N-
Ph-3-CHs), 52.82 (S-CH), 61.86 (O-CHa), 97.92 (Pyr-5-C), 124.34 (N-Ph-6-C), 126.48 (N-
Ph-4-C), 128.43 (N-Ph-5-C), 128.69 (C-Ph-4-C), 128.82 (C-Ph-3,5-C), 129.19 (C-Ph-2,6-
C), 133.35 (N-Ph-2-C), 134.47 (C-Ph-1-C), 134.70 (N-Ph-3-C), 138.75 (N-Ph-1-C),
159.99 (Pyr-4-C), 162.72 (Pyr-2-C), 170.39 (Pyr-6-C), 170.51 (CO).

Anal. (C»H»CIN;O,S [427.87]) C, H, N: ber. C 61.75, H 5.18, N 9.82; gef. C 61.76, H
5.37,N 9.56; Abw. C 0.01, H0.19, N 0.26.

MS (ESI-): m/e = 426.2 (M — 1).



Experimenteller Teil 115

Charakterisierung  von [4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-naphtalen-1-yl-essigsiureethylester 52

Smp. = 130 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): &= 1.25 (t, 3H, O-CH,CH3), J = 7 Hz), 2.15 (s, 3H, Ph-2-
CHs), 2.34 (s, 3H, Ph-3-CHj3), 4.09-4.35 (m, 2H, O-CH>), 6.02 (s, 1H, S-CH), 6.35 (s, 1H,
Pyr-5-H), 7.06-7.10 (m, 1H, Ph-6-H), 7.16-7.17 (m, 2H, Ph-4,5-H), 7.47-7.60 (m, 3H,
Naph-2,3,6-H), 7.71 (m, 1H, Naph-7-H), 7.84-7.91 (m, 2H, Naph-4,5-H), 8.27 (m, 1H,
Naph-8-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCly): & = 14.11 (Ph-2-CHs), 14.14 (O-CH,CH3), 20.41 (Ph-3-
CH;), 49.41 (S-CH), 62.09 (O-CH,), 98.24 (Pyr-5-C), 123.47 (Ph-6-C), 124.05 (Ph-4-C),
125.38 (Naph-8-C), 126.01 (Naph-6-C), 126.49 (Naph-7-C), 126.73 (Ph-5-C), 127.04
(Naph-4-C), 128.89 (Naph-2-C), 129.37 (Naph-3-C), 129.42 (Naph-5-C), 129.99 (Ph-2-C),
131.13 (Naph-8a-C), 133.29 (Naph-4a-C), 134.04 (Naph-1-C), 134.16 (Ph-3-C), 138.93
(Ph-1-C), 160.41 (Pyr-4-C), 161.55 (Pyr-2-C), 169.46 (Pyr-6-C), 170.31 (CO).

Anal. (CagH>4CIN30,S % 0.7 H,0 [490.52]) C, H, N: ber. C 63.65, H 5.22, N 8.56; gef. C
63.71, H 5.12, N 8.33; Abw. C 0.06, H 0.10, N 0.23.

MS (ESI+): m/e=478.2 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-2-methyl-propansiureethylester 61

Smp. = 106 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & = 1.25 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7.1 Hz), 1.71 (s, 6H, S-
C(CHs),), 2.13 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.33 (s, 3H, Ph-3-CH3), 4.19 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1
Hz), 5.91 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.63 (s (br), IH, NH), 7.04-7.09 (m, 1H, Ph-6-H), 7.14-7.16
(m, 2H, Ph-4,5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCL): & = 13.99 (Ph-2-CHs), 14.08 (O-CH,-CHj), 20.48 (Ph-3-
CH;), 26.24 (S-C(CHs),), 51.15 (S-C(CHs),), 61.42 (O-CHy), 97.32 (Pyr-5-C), 124.29 (Ph-
6-C), 126.49 (Ph-4-C), 129.18 (Ph-5-C), 133.28 (Ph-2-C), 134.67 (Ph-3-C), 138.77 (Ph-1-
C), 159.92 (Pyr-4-C), 162.59 (Pyr-2-C), 170.72 (Pyr-6-C), 174.41 (CO).

Anal. (C;3H2,CIN3O,S [379.91]) C, H, N: ber. C 56.91, H 5.84, N 11.06; gef. C 56.74, H
5.79, N 10.96; Abw. C 0.17, H 0.05, N 0.10.

MS (ESI+): m/e =379.9 (M + 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(octylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsiure-

ethylester 70
(0]
H AN | NYS\/U\O/\CHs
~.N
Cl
70
Smp. =33-34 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCL3): 3= 0.86 (t, 3H, O-CH,CHs, J = 7 Hz), 1.22-1.29 (m, 14H,
Octyl-CH>), 1.53-1.62 (m, 3H, Octyl-CHz), 3.81 (s, 2H, S-CH), 4.18 (q, 2H, O-CH,, J =7
Hz), 5.05 (s (br), NH), 5.9 (s, 1H, Pyr-5-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.00 (O-CH,CH3), 14.13 (CH; (Octyl)), 22.57-31.72
(6 x CH, (Octyl), 33.51 (S-CHa), 41.52 (N-CH,), 61.51 (O-CH,), 97.16 (Pyr-5-C), 159.09

(Pyr-4-C), 162.78 (Pyr-2-C), 169.28 (Pyr-6-C), 169.99 (CO).

Anal. (C;6H26CIN3O,S [359.87]) C, H, N: ber. C 53.39, H 7.28, N 11.67; gef. C 53.49, H
7.38, N 11.71; Abw. C 0.10, H 0.10, N 0.04.

MS (ESI-): m/e = 358.1 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(heptylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-hexan-

saureethylester 72

'"H-NMR (300.13 MHz, CDCls): & - 0.86-0.92 (m (2 X t, iiberlagert), 6H, CH; (n-Bu)/CHs
(Heptyl)), 1.23-1.45 (m, 17H, CH; (n-Bu)/CH; (Heptyl)/O-CH,CHz), 1.55-1.60 (m, 2H,
CH; (n-Bu)/CH; (Heptyl)), 1.78-1.95 (m, 2H, N-CH,), 4.18 (q, 2H, O-CH,, J = 7.1 Hz),
436 (t, 1H, S-CH, J=17.3 Hz), 5.12 (s (br), 1H, NH), 6.00 (s, 1 H, Pyr-5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCLs): & = 13.78, 14.00 (CH; (n-Bu)/CH; (Heptyl)), 14.15 (O-
CH,CH;), 22.26, 22.54, 26.79, 28.90, 29.28, 29.58, 31.37, 31.69 (CH, (n-Bu)/CH,
(Heptyl)), 41.53 (N-CH,), 47.85 (S-CH), 61.20 (O-CH,), 97.58 (Pyr-5-C), 159.12 (Pyr-4-
C), 162.75 (Pyr-2-C), 170.51 (Pyr-6-C), 172.36 (CO).

Anal. (Cy9H3,CIN;O,S [401.93]) C, H, N: ber. C 56.77, H 8.02, N 10.45; gef. C 56.80, H
8.10,N 10.31; Abw. C 0.03, H 0.08, N 0.14.

MS (ESIH): m/e = 402.1 (M + 1).
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Synthese von 2-[4-Chlor-6-[(2,3-dimethyl-phenyl)-methyl-amino]-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-propansiureethylester 68

In einer ausgeheizten Apparatur wurden unter Argon 2 g (5.68 mmol) [4-Chlor-6-(2,3-
dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsdureethylester in 70 mL abs. THF
gelost und im Kiltebad (EtOH/fl. Stickstoff) auf —80 °C abgekiihlt. Zu dieser Losung
wurden bei —80 °C 1 mL (1 eq) HMPA und 5.68 mL (5.68 mmol) einer 1M L&sung aus
LiHMDS in n-Hexan gegeben und das Reaktionsgemisch 30 min bei —80 °C geriihrt.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit 0.81 g (5.68 mmol) Methyliodid versetzt und
nach langsamem Erwérmen 3 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslésung wurde wiederum im
Kiltebad auf —80 °C abgekiihlt, 1 mL (1 eq) HMPA und und 5.68 mL (5.68 mmol) einer
IM Losung aus LIHMDS in n-Hexan zugegeben, 30 min bei —80 °C geriihrt und 0.81 g
(5.68 mmol) Methyliodid zugegeben. Nach 18-stiindigem Riihren bei RT wurde die
Losung zwischen 50 mL Wasser und 50 mL AcOEt verteilt. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wéssrige Phase ein weiteres Mal mit 50 mL AcOEt extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 30 mL Wasser, zweimal mit je 30 mL
ges. NaHCOs-Lsg. und einmal mit 50 mL Wasser extrahiert, tiber MgSO, getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der 6lige Riickstand wurde
sidulenchromatographisch (stationire Phase: Silicagel 60 A, mobile Phase: n-Hex/AcOEt
15:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.82 g (84 % d. Th.), leicht gelbe Kristalle.
Charakterisierung
Smp. =68 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCLy): 8= 1.25 (t, 3H, O-CH,CH;), 1.64 (d, 3H, S-CHCH;), 2.02
(s, 3H, Ph-2-CH3), 2.33 (s, 3H, Ph-3-CHs), 3.35 (s, 3H, N-CHz), 4.17 (q, 2H, O-CH), 4.45
(q, 1H, S-CH), 6.90-6.95 (m, 1H, Ph-6-H), 7.18-7.36 (m, 2H, Ph-4,5-H).
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Dieses Spektrum enthilt breite Signale und Uberlagerungen, so dass es nicht mdglich war,

Kopplungskonstanten anzugeben.

3C-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 13.64 (Ph-2-CHj), 14.06 (O-CH,CH;), 17.29 (Ph-3-
CH), 20.32 (S-CHCH3), 37.35 (N-CH), 42.72 (S-CH), 61.31 (O-CH,), 98.62 (Pyr-5-C),
125.14 (Ph-6-C), 127.34 (Ph-4-C), 129.97 (Ph-5-C), 134.29 (Ph-2-C), 139.30 (Ph-3-C),
141.44 (Ph-1-C), 158.61 (Pyr-4-C), 162.45 (Pyr-2-C), 170.02 (Pyr-6-C), 172.66 (CO).

Anal. (CisH2,CIN;O,S [379.91]) C, H, N: ber. C 56.91, H 5.84, N 11.06; gef. C 57.05, H
5.75,N 10.79; Abw. C 0.14, H 0.09, N 0.27.

MS (ESI+): m/e =380.0 M + 1).
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5.2.5 Synthese der Carbonséuren 18-25, 30, 53-59, 62, 65, 69, 71 und 73
Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 18-25, 30, 53-59, 62, 69, 71 und 73
Edukt INNaOH LM Zeit UK Ausbeute
Nr. Aussehen
(g (mmol)) (mL (mmol)) (mL)  (min) (mL) (g(%d. Th.))
) weille
18 0.4(0.91)10 1.82 (1.82) 6 45 16 (3:5) 0.3 (82) Kristalle
. weille
19 1(2.4)11 4.8 (4.8) 20 45 13 (1.5:1) 0.62 (67) Kristalle
. . weille
200 12(3.12)12 6.14 (6.24) 15 45 16 (3:1) 0.68 (61) Kristalle
. . weille
21 154.12)13 8.24 (8.24) 15 40 5(3:2) 1.1.(80) Kristalle
. . gelbliche
22" 2(55)14 11(11) 20 60 (10:1) 1.45(79) Kristalle
. . weille
23 2 (5.65)15 113 (11.1) 30 100 10 (10:0) 0.9 (49) Kristalle®
. . weille
24 2(5.89)16 11.77 (11.77) 40 120 0.8 (43) Kristalle
. . weille
25" 0.7(1.95)17 3.89 (3.89) 11 120 10 (1:1) 0.16 (25) Kristalle
\ . weille
30°  1.5(3.78)29 7.57 (7.57) 27 60 12 (5:1) 0.67 (48) Kristalle
. weille
53  1.77(4.84)46  9.68 (9.68) 35 55 20 (1:1) 1.33 (82) Kristalle
. weille
54  1.5(3.95)47 7.9 (7.9) 30 30 18 (2:1) 1.05 (75) Kristalle
. weille
55 1.54(3.91)48  7.82(7.82) 30 50 18 (2:1) 0.96 (67) Kristalle
. weille
56 1 (2.45)49 4.9 (4.9) 20 60 6 (1:5) 0.74 (80) Kristalle
. weille
57 1(2.29)50 4.58 (4.58) 15 60 6 (1:5) 0.79 (85) Kristalle
. weille
58 1.5(3.51)51 7(7) 25 55 12(1:2) L1(79) Kristalle
. . weille
59°  0.5(1.05)52 2.12.1) 8 60 10 (4:1) 0.42 (39) Kristalle
weille
62  0.2(0.54)61 1.07 (1.07) 5 140 - 0.14 (77) Kristalle
. weille
69  1.1(2.9)68 5.8(5.8) 25 150 11 (6:5) 0.8 (78) Kristalle
. . weille
71 1.7 (4.72) 70 9.45 (9.45) 20 60 2 (1:0) 1.28 (82) Kristalle
) weille
73 25(622)72 1244 (12.44) 40 60 2 (1:0) 0.38 (16) Kristalle

Tabelle 21: Reaktionsansitze zur Darstellung der Carbonséduren 18-25, 30, 53-59, 62, 69, 71 und 73. LM:

Losemittel (Ethanol), UK: Umkristallisiation aus AcOEt/n-Hex. * Die wissrige Phase wurde nach dem

Ansiuern aufgrund der Entstehung eines Ols dreimal mit AcOEt extrahiert, die organische Phase iiber

MgSO, getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. ° Die wiassrige Phase wurde vor dem Anséuern

mit Dietyhlether extrahiert, um Eduktiiberschiisse abzutrennen. ¢ Umkristallisation erfolgte aus EtOH.
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Die entsprechenden Ester 10-17, 29, 46-52, 61, 68, 70 und 72 (1 eq) wurden in EtOH
suspendiert und zum Sieden erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde mit einer IN NaOH-
Losung (2 eq) versetzt und unter Riickfluss erhitzt. Das Losemittel wurde unter
vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die
wiassrige Phase wurde mit konz. HCI auf pH 2-3 angesduert, der ausgefallene Feststoff

abfiltriert und umkristallisiert (s. Tab. 21).

Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-brom-2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-

ylsulfanyl]-essigsiure 18

CH, H (o]
H3C:©/N |NYS\)LOH
Br \E(N
Cl
18
Smp. = 181°C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),SO): & = 2.28 (s, 3H, CHs), 2.50 (s, 3H, CHs), 3.63 (s, 2H,
S-CH,), 6.33 (s (br), 1H, H (Pyr)), 7.28 (d, 1H, H (Ph), J = 8.6 Hz), 7.57 (d, 1H, H (Ph), J
= 8.6 Hz), 9.63 (s (br), 1H, NH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 15.62 (Ph-2-CHs), 19.98 (Ph-3-CHs), 38.02 (S-
CH,), 98.23 (Pyr-5-C), 121.58 (Ph-3-C), 125.35 (Ph-6-C), 129.58 (Ph-5-C), 134.46 (Ph-2-
C), 135.77 (Ph-4-C), 136.57 (Ph-1-C), 157.65 (Pyr-4-C), 161.70 (Pyr-2-C), 169.54 (Pyr-6-
C), 172.75 (CO).

Anal. (C14H3BrCIN;O,S [402.68]) C, H, N: ber. C 41.76, H 3.25, N 10.43; gef. C 38.33, H
3.52,N 8.70; Abw. C 3.43, H0.27, N 1.73.

MS (ESI-): m/e = 401.9 (MC'Cl) - 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-brom-3-methyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-essigsiure 19

(o]
H
HscD/N | NYS\)LOH
Br N
Cl
19

Smp. = 185-186 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),SO): & = 2.34 (s, 3H, Ph-3-CHs), 3.94 (s, 2H, S-CH>), 6.50
(s, 1H, Pyr-5-H), 7.36 (dd, 1H, Ph-6-H, *J = 3.8 Hz, *J = 13 Hz), 7.48-7.56 (m, 2H, Ph-2,5-
H), 9.94 (s (br), 1H, NH), 12.76 (s (br), IH, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 22.52 (Ph-3-CH;), 32.96 (S-CH,), 101.06 (Pyr-5-
C), 117.62 (Ph-4-C), 119.49 (Ph-6-C), 122.33 (Ph-2-C), 131.98 (Ph-5-C), 137.64 (Ph-3-C),

138.07 (Ph-1-C), 157.39 (Pyr-4-C), 160.35 (Pyr-2-C), 169.77 (Pyr-6-C), 170.28 (COOH).

Anal. (Ci3H;BrCIN3;O,S x 0.1 AcOEt [397.49]) C, H, N: ber. C 40.49, H 2.99, N 10.57;
gef. C 40.63, H2.95, N 10.29; Abw. C 0.14, H 0.04, N 0.28.

MS (ESI-): m/e = 387.7 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-chlor-2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-

ylsulfanyl]-essigsiure 20

e
H,C N_ _N__S
SR cas,
cl 7
cl

20

Smp. = 189-190°C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 2.25 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.45 (s, 3H, Ph-3-CHj),
3.92 (s, 2H, S-CHb), 6.40 (s (br), 1H, Pyr-5-H), 7.29 (d, 1H, Ph-6-H, J = 8.6 Hz), 7.40 (d,
1H, Ph-5-H), J = 8.6 Hz), 9.63 (s (br), 1H, NH), 12.82 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 15.37 (Ph-2-CH3), 16.97 (Ph-3-CH3), 32.88 (S-
CHy), 99.42 (Pyr-5-C), 125.15 (Ph-6-C), 126.66 (Ph-5-C), 131.18 (Ph-2,4-C,
Uberlagerung), 134.71 (Ph-3-C), 135.26 (Ph-1-C), 158.05 (Pyr-4-C), 162.00 (Pyr-2-C),
170.00 (Pyr-6-C), 170.12 (COOH).

Anal. (C14H3C1LN30,S [358.24]) C, H, N: ber. C 46.94, H 3.66, N 11.73; gef. C 46.83, H
3.63, N 11.54; Abw. C0.11, H 0.03, N 0.19.

MS (ESI-): m/e = 355.9 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(indan-4-ylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essig-

(0]
H
N I N\\(s\)LOH
~N
Cl

21

siaure 21

Smp. = 164-165 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD5),SO): & = 2.13 (quin, 2H, Indan-2-H, J = 7.4 Hz), 2.91 (t,
2H, Indan-3-H, J = 7.4 Hz), 3.02 (t, 2H, Indan-1-H, J = 7.4 Hz), 3.99 (s, 2H, S-CH,), 6.57
(s, 1H, Pyr-5-H), 7.18-7.29 (m, 2H, Indan-5,7-H), 7.45-7.49 (m, 1H, Indan-6-H), 9.55 (s
(br), 1H, NH), 12.87 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 24.55 (Indan-3-C), 30.44 (Indan-2-C), 32.71
(Indan-1-C), 32.85 (S-CH;), 99.86 (Pyr-5-C), 121.16 (Indan-5,7-C, iiberlagert), 126.80
(Indan-6-C), 133.79 (Indan-3a-C), 137.20 (Indan-7a-C), 145.28 (Indan-4-C), 157.63 (Pyr-
4-C), 161.20 (Pyr-2-C), 169.88 (Pyr-6-C), 169.98 (COOH).

Anal. (C;sH4CIN3;O,S [335.82]) C, H, N: ber. C 53.65, H 4.20, N 12.51; gef. C 53.38, H
4.22,N 12.38; Abw. C 0.27, H 0.02, N 0.13.

MS (ESI-): m/e = 333.9 (M — 1).



Experimenteller Teil 126

Charakterisierung von [4-Chlor-6-(indan-5-ylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essig-

siure 22

(o]
H
N I NYS\)LOH
~.N
Cl
22

Smp. = 193-195 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD5),SO): & = 2.13 (quin, 2H, Indan-2-H, J = 7.4 Hz), 2.91-3.00
(2 x t, 4H, Indan-1,3-H, J = 7.4 Hz), 4.04 (s, 2H, S-CH,), 6.59 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.28 (m,
2H, Indan-4,6-H), 7.57 (s (br), 1H, Indan-7-H), 9.99 (s (br), 1H, NH).

BC.NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 25.02 (Indan-2-C), 31.66 (Indan-1-C), 32.32
(Indan-3-C), 32.77 (S-CH,), 100.25 (Pyr-5-C), 116.85 (Indan-6-C), 118.80 (Indan-4-C),
124.18 (Indan-7-C), 136.43 (Indan-7a-C), 138.91 (Indan-3a-C), 144.37 (Indan-5-C),
157.07 (Pyr-4-C), 160.53 (Pyr-2-C), 169.71 (Pyr-6-C), 169.97 (COOH).

Anal. (C;5H14CIN3O,S x 0.5 H,0 [344.81]) C, H, N: ber. C 52.25, H 4.10, N 12.18; gef. C
52.51,H 4.18, N 12.09; Abw. C 0.26, H 0.08, N 0.09.

MS (ESI-): m/e = 334.0 (M — 1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-methoxy-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

essigsiure 23

0
H
joneaa
H,C-0 N
o]
23
Smp. = 174-176 °C.
'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): &= 3.86 (s, 3H, O-CHs), 4.01 (s, 2H, S-CH>), 6.50 (s,

1H, Pyr-5-H), 7.04 (d, 2H, Ph-2,6-H, J = 9 Hz), 7.54 (d, 2H, Ph-3,5-H, J = 9 Hz), 9.88 (s
(br), 1H, NH), 12.87 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 32.80 (S-CH.), 55.06 (O-CH;), 99.88 (Pyr-5-C),
113.98 (Ph-3,5-C), 122.47 (Ph-2,6-C), 131.11 (Ph-1-C), 155.61 (Ph-4-C), 157.05 (Pyr-4-

C), 160.59 (Pyr-2-C), 169.71 (Pyr-6-C), 169.97 (COOH).

Anal. (Cy3H2CIN;OsS [325.77]) C, H, N: ber. C 47.93, H 3.71, N 12.90; gef. C 47.65, H
3.75, N 12.68; Abw. C 0.28, H 0.04, N 0.22.

MS (ESI-): m/e =323.9 (M —-1).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(4-hydroxy-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

essigsidure 24

(o]

Nopsag

Cl
24

Smp. =99 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 4.01 (s, 2H, S-CH>), 6.46 (s (br), 1H, Pyr-5-H),
6.86 (d, 2H, Ph-2,6-H, J = 8.8 Hz), 7.39 (s (br), 2H, Ph-3,5-H), 9.46 (s (br), 1H, NH), 9.77
(s (br), 1H, OH), 12.87 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S80): &= 32.61 (S-CH.), 99.33 (Pyr-5-C), 115.0 (Ph-2,6-C),
122.64 (Ph-3,5-C), 129.19 (Ph-1-C), 153.67 (Ph-4-C), 156.74 (Pyr-4-C), 160.43 (Pyr-2-C),
169.46 (Pyr-6-C), 169.62 (COOH).

Anal. (Ci2H;oN303S x H,0O [329.76]) C, H, N: ber. C 43.71, H 3.67, N 12.74; gef. C 43.65,
H 3.73,N 12.15; Abw. C 0.06, H 0.06, N 0.59.

MS (EI): m/e = 221.1 (M — (C¢HsOH) — 1), 267.1 (M — (CO3)), 293.1 (M — (H,0)), 311.1
M).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(2,4-difluor-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-

F H (o]
Jij B oo
F 2N
Cl

25

essigsidure 25

Smp. = 175 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD5),SO): 8= 3.94 (s, 2H, S-CH,), 6.66 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.17-
7.24 (m, 1H, Ph-6-H), 7.43-7.51 (m, 1H, Ph-3-F), 7.80-7.88 (m, 1H, Ph-5-H), 9.83 (s (br),
1H, NH), 12.79 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD5),S0): & = 32.67 (S-CH,), 100.15 (Pyr-5-C), 104.35 (dd, Ph-
3-C, %Jop = 24.4 Hz), 111.31 (dd, Ph-5-C, *Jcr = 22.1 Hz, *Jor = 3.6 Hz), 121.70 (dd, Ph-1-
C, *Jor = 3.7 Hz), 127.06 (d, Ph-6-C, *Jcr = 8.2 Hz), 155.17 (dd, Ph-2-C, 'Jcr = 249 Hz),
157.93 (Pyr-4-C), 159.32 (dd, Ph-4-C, 'Jer = 245 Hz), 161.16 (Pyr-2-C), 169.80 (Pyr-6-C),
170.01 (CO).

Anal. (Ci,H3CIFoN30,S % 0.6 H,O [342.52]) C, H, N: ber. C 42.08, H 2.71, N 12.27; gef.
C42.13,H2.49,N 12.29; Abw. C 0.05, H 0.22, N 0.02.

MS (ESI+): m/e=332.1 (M + 1).



Experimenteller Teil 130

Charakterisierung von [4-Brom-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-
ylsulfanyl]-essigsiure 30

CH, |,

(o]
H30\©/N I NYS\)I\OH
~N

Br
30

Smp. = 156 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 2.17 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.39 (s, 3H, Ph-3-CHj),
3.92 (s, 2H, S-CHb), 6.33 (s (br), 1H, Pyr-5-H), 7.20-7.24 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 9.56 (s (br),
1H, NH), 12.85 (s (br), 1H, COOH).

BC.NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 14.11 (Ph-2-CH3), 20.24 (Ph-3-CH3), 32.86 (S-
CH,), 102.95 (Pyr-5-C), 123.94 (Ph-6-C), 125.92 (Ph-4-C), 127.98 (Ph-5-C), 132.30 (Ph-
2-C), 135.53 (Ph-3-C), 137.82 (Ph-1-C), 149.35 (Pyr-4-C), 161.57 (Pyr-2-C), 169.75 (Pyr-
6-C), 169.96 (COOH).

Anal. (C14H14BrN3;O,S [368.45]) C, H, N: ber. C 45.66, H 3.83, N 11.41; gef. C 45.92, H
3.87,N 11.18; Abw. C 0.26, H 0.04, N 0.23.

MS (ESL-): m/e =368.9 (M (*'Br) — 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-propansiure 53

3 H
H,C N._N s\|/u\
i OH
~.N CH,
Cl

Smp. = 176 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),SO): & = 1.56 (d, 3H, S-CHCHs, J = 7.2 Hz), 2.19 (s, 3H,
Ph-2-CHj), 2.39 (s, 3H, Ph-3-CHs), 4.38 (q (br), 1H, S-CH), 6.28 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.19-
7.25 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 9.65 (s (br), 1H, NH), 12.90 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 13.97 (Ph-2-CHj), 17.88 (Ph-3-CHj), 20.09 (S-
CHCH;), 42.07 (S-CH), 98.75 (Pyr-5-C), 124.01 (Ph-6-C), 125.75 (Ph-4-C), 127.89 (Ph-5-
C), 132.33 (Ph-2-C), 135.58 (Ph-3-C), 137.66 (Ph-1-C), 157.62 (Pyr-4-C), 162.27 (Pyr-2-
C), 169.60 (Pyr-6-C), 172.86 (COOH).

Anal. (Ci5H;6CIN;O,S [337.75]) C, H, N: ber. C 53.33, H 4.77, N 12.44; gef. C 53.31, H
4.59,N 12.17; Abw. C 0.02, H 0.18, N 0.27.

MS (ESI-): m/e = 335.9 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-butansiure 54

Smp. = 178 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): &= 0.99 (t (br), 3H, S-CHCH,CHj), 1.79-1.96 (m, 2H,
S-CHCH,CHs), 2.15 (s, 3H, Ph-2-CHj), 2.36 (s, 3H, Ph-3-CHj), 4.27-4.33 (m, 1H, S-CH),
6.29 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.19-7.22 (m, 3H, Ph-4,5.6-H), 9.60 (s (br), 1H, NH), 12.93 (s (br),
1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 11.31 (Ph-2-CHj), 14.01 (S-CHCH,CHs), 20.08
(Ph-3-CH3), 25.32 (S-CHCH,CH3), 48.49 (S-CH), 98.87 (Pyr-5-C), 124.01 (Ph-6-C),
125.74 (Ph-4-C), 127.88 (Ph-5-C), 132.39 (Ph-2-C), 135.62 (Ph-3-C), 137.68 (Ph-1-C),
157.76 (Pyr-4-C), 162.19 (Pyr-2-C), 169.65 (Pyr-6-C), 172.27 (COOH).

Anal. (C;6H3CIN3O,S [351.77]) C, H, N: ber. C 54.62, H 5.16, N 11.94; gef. C 54.81, H
5.23,N 11.68; Abw. C 0.19, H 0.07, N 0.26.

MS (ESI-): m/e = 350.0 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

H.C CHS H N S i

: Y OH
2N
cl CH,

55

sulfanyl]-pentansiure 55

Smp. = 166-167 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): 8= 0.93 (t, 3H, CH; (n-Pr), J= 7.2 Hz), 1.26-1.30 (m,
2H, S-CHCH,CH,), 1.74-1.96 (m, 2H, S-CHCH,CH,), 2.17 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.38 (s,
3H, Ph-3-CH3), 4.34 (m, 1H, S-CH), 6.32 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.20-7.24 (m, 3H, Ph-4,5,6-H),
9.63 (s (br), 1H, NH), 12.94 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 13.42 (Ph-2-CHs), 14.01 (CHs (n-Pr)), 19.81 (S-
CHCH,CH,), 20.07 (Ph-3-CHs), 34.01 (S-CHCH,CH,), 46.70 (S-CH), 98.91 (Pyr-5-C),
124.02 (Ph-6-C), 125.71 (Ph-4-C), 127.88 (Ph-5-C), 132.42 (Ph-2-C), 135.62 (Ph-3-C),
137.62 (Ph-1-C), 157.73 (Pyr-4-C), 162.20 (Pyr-2-C), 169.64 (Pyr-6-C), 172.50 (COOH).

Anal. (C17H20CIN3O,S [364.80]) C, H, N: ber. C 55.81, H 5.51, N 11.48; gef. C 55.79, H
5.58, N 11.32; Abw. C 0.02, H 0.07, N 0.16.

MS (ESI-): m/e = 364.1 (M — 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-hexansiure 56

Smp. = 120-121 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 0.80-0.83 (m, 3H, CH; (n-Bu)), 1.21-1.38 (m, 4H,
CH, (n-Bu)), 1.68-1.78 (m, 2H, CH, (n-Bu)), 2.05 (s, 3H, Ph-2-CHj), 2.26 (s, 3H, Ph-3-
CHz), 4.19 (s (br), 1H, S-CH), 6.21 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.06-7.10 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 9.51
(s (br), 1H, NH), 12.82 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 13.67 (Ph-2-CHs), 14.00 (CH; (n-Bu)), 20.07 (Ph-
3-CHs), 21.60 (CH, (n-Bu)), 28.65 (CH, (n-Bu)), 31.71 (CH, (n-Bu)), 46.68 (S-CH), 98.94
(Pyr-5-C), 124.02 (Ph-6-C), 125.69 (Ph-4-C), 127.85 (Ph-5-C), 132.41 (Ph-2-C), 135.63
(Ph-3-C), 137.60 (Ph-1-C), 157.73 (Pyr-4-C), 162.17 (Pyr-2-C), 169.63 (Pyr-6-C), 172.47
(COOH).

Anal. (C;3H2,CIN3O,S [379.83]) C, H, N: ber. C 56.91, H 5.84, N 11.06; gef. C 57.09, H
5.86, N 10.87; Abw. C 0.18, H 0.02, N 0.19.

MS (ESI-): m/e =377.9 M —-1).
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Charakterisierung von

sulfanyl]-octansiure 57

Smp. =95 °C.

2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

H.C & H N.__S i

3 I \\|/ OH
~.N
Cl

57

'"H-NMR (300.13 MHz, (CDs),S0): &= 0.83 (t, 3H, CH; (Hex), J = 6.3 Hz), 1.15-1.22 (m,
8H, CH, (Hex)), 1.68-1.78 (m, 2H, CH, (Hex)), 2.05 (s, 3H, Ph-2-CHs), 2.26 (s, 3H, Ph-3-
CHy), 4.21 (t (br), 1H, S-CH), 6.21 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.07-7.11 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 9.51
(s (br), 1H, NH), 12.85 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 13.79 (Ph-2-CHs), 13.94 (CH; (Hex)), 20.00 (Ph-
3-CHs), 21.85 (CH, (Hex)), 26.34 (CH, (Hex)), 28.03 (CH, (Hex)), 30.89 (CH, (Hex)),
31.91 (CH, (Hex)), 46.89 (S-CH), 98.81 (Pyr-5-C), 123.94 (Ph-6-C), 125.62 (Ph-4-C),
127.78 (Ph-5-C), 132.30 (Ph-2-C), 135.58 (Ph-3-C), 137.53 (Ph-1-C), 157.67 (Pyr-4-C),
162.11 (Pyr-2-C), 169.58 (Pyr-6-C), 172.42 (COOH).

Anal. (CyoH26CIN;O,S [407.97]) C, H, N: ber. C 58.88, H 6.42, N 10.30; gef. C 58.63, H
6.32, N 10.24; Abw. C 0.25, H 0.10, N 0.06.

MS (ESI-): m/e =406.1 (M —1).
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Charakterisierung  von [4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-phenyl-essigsiure 58

35 H
H,C N._N._S
\©/\Q OH
~.N

Smp. = 192-200 °C (Zersetzung).

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 2.05 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.28 (s, 3H, Ph-3-CHj),
5.37 (s, 1H, S-CH), 6.20 (s, 1H, Pyr-5-£), 7.08-7.17 (m, 3H, N-Ph-4,5,6-H), 7.28-7.36 (m,
5H, C-Ph-2,3,4,5,6-H), 9.57 (s (br), 1H, NH), 13.05 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 14.04 (N-Ph-2-CHs), 20.08 (N-Ph-3-CHs), 52.01
(S-CH), 98.94 (Pyr-5-C), 124.22 (N-Ph-6-C), 125.83 (N-Ph-4-C), 128.03 (N-Ph-5-C),
128.33 (C-Ph-4-C), 128.57 (C-Ph-3,5-C), 128.88 (C-Ph-2,6-C), 132.60 (N-Ph-2-C), 135.65
(C-Ph-1-C), 136.07 (N-Ph-3-C), 137.73 (N-Ph-1-C), 157.76 (Pyr-4-C), 162.19 (Pyr-2-C),
169.31 (Pyr-6-C), 170.72 (COOH).

Anal. (CyoH;3CIN3O,S [399.81]) C, H, N: ber. C 60.07, H 4.54, N 10.51; gef. C 59.86, H
4.70,N 10.35; Abw. C 0.21, H0.16, N 0.16.

MS (ESI-): m/e = 398.1 (M — 1).
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Charakterisierung  von [4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-

sulfanyl]-naphtalen-essigsiiure 59

e

Smp. = 150 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD;),S0): & = 2.08 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.27 (s, 3H, Ph-3-CHj),
6.16 (s, 1H, S-CH), 6.25 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.11-7.15 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 7.43-7.46 (m,
2H, Naph-2,3-H), 7.53-7.56 (m, 2H, Naph-6,7-H), 7.88-7.97 (m, 3H, Naph-4,5.8-H), 9.60
(s (br), 1H, NH), 13.15 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 13.98 (Ph-2-CHs), 20.01 (Ph-3-CHs), 49.00 (S-
CH), 99.01 (Pyr-5-C), 123.19 (Ph-6-C), 124.00 (Ph-4-C), 125.40 (Naph-8-C), 125.77
(Naph-6-C), 126.01 (Naph-7-C), 126.67 (Ph-5-C), 126.81 (Naph-4-C), 127.94 (Naph-2-C),
128.71 (Naph-3-C), 128.78 (Naph-5-C), 130.37 (Ph-2-C), 131.88 (Naph-8a-C), 132.49
(Naph-4a-C), 133.52 (Naph-1-C), 135.57 (Ph-3-C), 137.67 (Ph-1-C), 157.82 (Pyr-4-C),
162.16 (Pyr-2-C), 169.32 (Pyr-6-C), 171.04 (COOH).

Anal. (Cy4H20CIN3O,S % 0.8 AcOEt [520.45]) C, H, N: ber. C 62.77, H 5.10, N 8.07; gef.
C62.44,H4.81, N 8.19; Abw. C 0.33, H0.30, N 0.12.

MS (ESI+): m/e = 450.1 (M + 1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-yl-
sulfanyl]-2-methyl-propansiure 62

CH, | o
s
H,C N | NY %OH
_NH,C CH,
cl
62

Smp. = 162-163 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD5),SO): & = 1.55 (s, 6H, S-C(CHs),), 2.05 (s, 3H, Ph-2-CHj),
2.26 (s, 3H, Ph-3-CHs), 6.08 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.05-7.09 (m, 3H, Ph-4,5,6-H), 9.41 (s (br),
1H, NH), 12.54 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 13.95 (Ph-2-CHs), 20.08 (Ph-3-CHs), 25.97 (S-
C(CHs),), 51.01 (S-C(CHs),), 98.50 (Pyr-5-C), 124.21 (Ph-6-C), 125.84 (Ph-4-C), 127.95
(Ph-5-C), 132.56 (Ph-2-C), 135.67 (Ph-3-C), 137.67 (Ph-1-C), 157.42 (Pyr-4-C), 162.33
(Pyr-2-C), 170.32 (Pyr-6-C), 174.40 (COOH).

Anal. (C1HsCIN3O5S % 0.4 H,0 [359.07]) C, H, N: ber. C 53.52, H 5.28, N 11.70; gef. C
53.75, H 4.76, N 11.04; Abw. C 0.23, H 0.52, N 0.66.

MS (ESI-): m/e =350.1 (M —1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-[(2,3-dimethyl-phenyl)-methyl-amino]-pyrimidin
-2-ylsulfanyl]-propansiure 69

Smp. = 155 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD5),SO): &= 1.54 (d, 3H, S-CHCH;, J = 10.8 Hz), 1.98 (s, 3H,
Ph-2-CHs), 2.30 (s, 3H, Ph-3-CHz), 3.32 (s, 3H, N-CHz), 4.36 (q, 1H, S-CH, J = 10.8 Hz),
5.44 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.07-7.12 (m, 1H, Ph-6-H), 7.24-7.27 (m, 2H, Ph-4,5-H), 12.80 (s
(br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 13.34 (Ph-2-CH3), 17.34 (Ph-3-CHs), 19.96 (S-
CHCH;), 37.26 (N-CHs), 42.45 (S-CH), 97.81 (Pyr-5-C), 125.05 (Ph-6-C), 127.43 (Ph-4-
C), 129.96 (Ph-5-C), 133.93 (Ph-2-C), 139.06 (Ph-3-C), 140.96 (Ph-1-C), 157.62 (Pyr-4-
C), 161.99 (Pyr-2-C), 169.78 (Pyr-6-C), 173.10 (COOH).

Anal. (C;6sH;3CIN3O,S x 0.4 H,O [359.07]) C, H, N: ber. C 53.52, H 5.28, N 11.21; gef. C
53.63, H5.02, N 11.21; Abw. C 0.11, H 0.26, N 0.49.

MS (MALDI): 351.68 (M).
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Charakterisierung von [4-Chlor-6-(octylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsiaure 71

(o}
H
H3C\/\/\/\/N I NTS\)I\OH
>

Cl
4

Smp. =95 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD;),S0): &= 0.85 (t, 3H, Octyl-CHs, J = 6.1 Hz), 1.20-1.30 (m,
8H, Octyl-CH,), 1.40-1.50 (m, 2H, Octyl-CH>), 3.25-3.34 (m, 4H, Octyl-CH,), 3.82 (s, 2H,
S-CHs), 6.19 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.81 (s (br), 1H, NH), 12.65 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD;),S0): & = 13.96 (Octyl-CHz), 22.10 (Octyl-CH,), 26.37
(Octyl-CH,), 28.68 (Octyl-CH,), 31.24 (Octyl-CH,), 32.97 (Octyl-CH,), 33.04 (Octyl-
CH,), 40.01 (N-CH,), 99.24 (Pyr-5-C), 156.34 (Pyr-4-C), 162.43 (Pyr-2-C), 169.85 (Pyr-6-
C), 170.04 (COOH).

Anal. (C4H2,CIN;O,S [331.87]) C, H, N: ber. C 50.67, H 6.68, N 12.66; gef. C 50.82, H
6.75, N 12.39; Abw. C 0.15, H 0.07, N 0.27.

MS (ESI-): m/e =329.9 (M —-1).
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Charakterisierung von 2-[4-Chlor-6-(heptylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-hexan-

sidure 73
NN
H,C | T OH
Z
cl cH,
73
Smp. =93 °C:

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): 8= 0.85 (2 x t, 6H, CH; (n-Bu)/CH; (Heptyl), J = 7.2
Hz), 1.26-1.37 (m, 12H, CH, (n-Bu)/CH, (Heptyl)), 1.45-1.49 (m, 2H, CH, (n-Bu)/CH,
(Heptyl)), 1.75-1.86 (m, 2H, CH, (n-Bu)/CH, (Heptyl)), 3.27-3.36 (m, 2H, N-CH>), 4.24
(t, 1H, S-CH, J = 7.1 Hz), 6.18 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.82 (s (br), 1H, NH), 12.79 (s (br), 1H,
COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 13.73, 13.90 (CH; (n-Bu)/CH; (Heptyl)), 21.73,
22.02, 26.34, 28.38, 28.70, 28.91, 31.23, 31.41 (CH, (n-Bu)/CH, (Heptyl)), 40.12 (N-
CH,), 47.46 (S-CH), 99.32 (Pyr-5-C), 156.25 (Pyr-4-C), 162.48 (Pyr-2-C), 169.78 (Pyr-6-
C), 172.68 (COOH).

Anal. (C17H>sCIN0,S [373.95]) C, H, N: ber. C 54.60, H 7.55, N 11.24; gef. C 54.35, H
7.53, N 11.41; Abw. C 0.25, H 0.02, N 0.17.

MS (ESI-): m/e =372.1 M —-1).



Experimenteller Teil 142

Synthese von  [4-Chlor-6-[3-(2,4-difluor-phenyl)-1(2,3-dimethyl-phenyl)-ureido]-

3

F H CH (0]
/@NTN | N\\(s\)LOH
(0] ~N

F
Cl

65

pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsiure 65

0.31 g (0.96 mmol) [4-Chlor-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-
essigsdure, 0.15 g (0.96 mmol) 2,4-Difluorphenylisocyanat und katalytische Mengen Di-n-
butylphosphat wurden in 10 mL abs. Toluen suspendiert und 3 h auf 100 °C erhitzt. Das
Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und das entstandene olige
Rohprodukt mittels Siulenchromatographie (stationdire Phase: Silicagel 60 A, mobile
Phase n-Hex/AcOEt 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.13 g (28 % d. Th.), weisse Kristalle.

Charakterisierung

Smp. = 135 °C.

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD;),80): & = 2.17 (s, 3H, Ph-2-CHz), 2.35 (s, 3H, Ph-3-CHj),
4.15 (s, 2H, S-CHb), 6.30 (s, 1H, Pyr-5-H), 7.17-7.23 (m, 4H, Ph-H), 7.39-7.47 (m, 1H,
Ph-H), 7.87 (m, 1H, HN-Ph-6-H), 9.63 (s (br), 1H, NH), 9.97 (s (br), 1H, COOH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 13.88 (Ph-2-CHs), 19.97 (Ph-3-CHs), 34.58 (S-
CH,), 98.75 (Pyr-5-C), 104.0 (dd, HN-Ph-3-C, 2Jcr = 24 Hz), 110.96 (HN-Ph-5-C, 2Jcr =
21.9 Hz, *Jer = 3.6 Hz), 122.46 (dd, HN-Ph-1-C, *Jc = 3.7 Hz), 123.87 (Ph-6-C), 125.27
(d, HN-Ph-6-C, *Jcr = 6.6 Hz), 125.67 (Ph-4-C), 127.81 (Ph-5-C), 132.20 (Ph-2-C), 135.44
(Ph-3-C), 137.63 (Ph-1-C), 153.65 (dd, HN-Ph-2-C, 'Jor = 249 Hz), 156.13 (CONH),
157.78 (Pyr-4-C), 158.67 (dd, HN-Ph-4-C, 'Jcr = 232 Hz), 162.13 (Pyr-2-C), 166.68 (Pyr-
6-C), 170.03 (CO),
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Anal. (C,H7CIF;N4O5S [478.91]) C, H, N: ber. C 52.67, H 3.58, N 11.70; gef. C 52.70, H
3.73, N 11.86; Abw. C 0.03, H 0.15, N 0.16.

MS (ESI-): m/e = 433 (M — (CO,) — 1).
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5.2.6 Synthese von Precursorn der Pirinixinsaure

Synthese der Precursor (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsiure 74 und (4-
Chlor-6-ethoxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsaure 75
Die Precursor 74 und 75 wurden nach der in Kap. 5.2.5 vorgestellten allgemeinen

Arbeitsvorschrift synthetisiert.

Edukt 1N NaOH EtOH Zeit UK Ausbeute
Nr. Aussehen
(g (mmol))  (mL (mmol)) (mL) (h) (mL) (g (%d. Th))
74 2(8.69) 8 17.38 (17.38) 35 1 30° 1.07 (61) weille Kristalle
75  2.5(09.36)9 18.72 (18.72) 30 2 b 0.98 (42) weille Kristalle

Tabelle 22: Reaktionsansitze zur Darstellung der Precursor 74 und 75. * Umkristallisation aus EtOH, °

Umbkristallisation aus n-Hexan/AcOEt 1:1.

Charakterisierung von (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsiure 74

\E(Y \)LOH

Smp. = 190-215°C (Zersetzung).

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): & = 4.07 (s, 2H, S-CH,), 5.31 (s, 1H, Pyr-5-H), 12.30
(s (br), 3H, OH).

3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),S0): &= 32.17 (S-CH,), 85.49 (Pyr-5-C), 162.78 (Pyr-2-C),
167.45 (Pyr-4,6-C), 169.44 (COOH).

MS (ESI-): m/e =200.9 (M — 1).

MS (ESI+): m/e =203 (M + 1).
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Charakterisierung von (4-Chlor-6-ethoxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-essigsiure 75

EtO

(o]
I NYS\)I\OH
TY”
Cl
75
Smp. =212 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD;),SO): & = 1.42 (t, 3H, CH,CHs, J = 7 Hz), 4.05 (s, 2H, S-
CH,), 4.51 (q, 2H, CH>CHs, J=7 Hz), 6.95 (s, 1H, Pyr-5-H), 12.93 (s (br), 1H, COOH).

BC-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 14.05 (CHs), 33.31 (S-CH,), 63.56 (O-CH,),
102.69 (Pyr-5-C), 159.57 (Pyr-4-C), 169.35 (Pyr-2-C), 169.69 (Pyr-6-C), 170.63 (COOH).

Anal. (CgHoCIN,OsS [248.69]) C, H, N: ber. C 38.64, H 3.65, N 11.26; gef. C 38.46, H
3.64,N 11.44; Abw. C0.18, H 0.01, N 0.18.

MS (ESI-): m/e = 246.9 (M — 1).
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Synthese des 4,6-diaminierten Precursors 76 und des 4-Amino-6-hydroxylierten
Precursors 77
Die Precursor 76 und 77 wurden nach einer literaturbekannten Vorschrift synthetisiert.”®
Charakterisierung von (4,6-Diamino-pyrimidin-2-yl-sulfanyl)-essigsiaure 76
o
.
~N

NH,

76

Ausbeute: 6.18 g (98 % d. Th.).
Smp. =265 °C (Lit.: 270-273 °C).

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD;),S0): &= 3.89 (s, 2H, S-CFHb), 5.26 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.26 (s
(br), 4H, NH»).

MS (ESIH): m/e = 200.8 (M+1).

Charakterisierung von (4-Amino-6-hydroxy-pyrimidin-2-yl-sulfanyl)-essigsiure 77

\E(Y \)LOH

Ausbeute: 7.84 2 (90 % d. Th.).
Smp. =235 °C (Lit.: 241-242 °C).

'"H-NMR (300.13 MHz, (CD;),S0): &= 4.03 (s, 2H, S-CFHb), 5.09 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.59 (s
(br), 2H, NH>), 12.24 (s (br), 1H, OH).

Anal. (C¢H,N305S [201.22]) C, H, N: ber. C 35.82, H 3.51, N 20.88; gef. C 35.55, H 3.52,
N 21.13; Abw. C 0.27, H0.01, N 0.25.
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5.2.7 Synthese a,fungesittigter Pirinixinsdurederivate 79 und 82 und der

Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-one 80 und 81

Allgemeine Arbeitsvorschrift des 4,6-dihydroxylierten a,B-ungesittigten Pirinixin-
sdurederivate 79 und des 7-hydroxylierten Thiazolo[3,2-a|pyrimidin-5-ons 80

Die Synthese der Verbindungen 79 und 80 erfolgte analog der in Kap. 5.2.2 vorgestellten
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung der (4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-
ethylester. Die Darstellung von 79 und 80 erforderte lediglich verschiedene
Reaktionstemperaturen (s. Tab. 23).

T TBS 1M NaOH Ethylester LM  Zeit Ausbeute
Nr. Aussehen
(°C)  (g(mmol))  (mL (mmol))  (g(mmol)) (mL) (h) (g(%d.Th))
a weille
79 25 1.44(10) 10 (10) 215(11.14¢ 10 19 1.7 (66) Koiotalle
80 60  7.5(52.05) 56 (56) 11.76 (60.9)* 56 2 9.8 (73) weiBe
Kristalle

Tabelle 23: Reaktionsansitze zur Darstellung des 4,6-dihydroxylierten o,B-ungeséttigten Pirinixin-
sdurederivates 79 und des 7-hydroxylierten Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 80. TBS: Thiobarbitursdure, LM:

Losemittel (EtOH). * 4-Bromcrotonsédureethylester.

Charakterisierung von 4-(4,6-Dihydroxy-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-but-2-ensiureethyl-
ester 79

o
HO |NYSNL°ACH3
N

OH
79

Smp. =165 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): 8= 1.32 (t, 3H, CH,CHs, J = 7.1 Hz), 4.03 (d, 2H, S-
CH,, J=17.2 Hz,), 4.21 (q, 2H, CH,CH3, J= 7.1 Hz), 5.33 (s, 1H, Pyr-5-H), 6.25 (d, 1H,
Buten-2-H, J (trans) = 15.5 Hz,), 6.99 (dt, 1H, Buten-3-H, J (trans)= 15.5 Hz, J= 7.2 Hz),
11.82 (s (br), 2H, OH).
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3C-NMR (50.32 MHz, (CD3),SO): & = 13.94 (CH3), 29.90 (S-CH,), 59.91 (O-CH,), 85.47
(Pyr-5-C), 123.07 (Buten-2-C), 143.17 (Buten-3-C), 162.44 (Pyr-2-C), 165.25 (CO),
167.55 (Pyr-4,6-C).

Anal. (C;oH12N204S [256.28]) C, H, N: ber. C 46.87, H 4.72, N 10.93; gef. C 45.41, H
4.63,N 9.83; Abw. C 1.41, H0.09, N 1.10.

MS (ESI-): m/e = 254.8 (M — 1).

Charakterisierung von (7-Hydroxy-5-0x0-2,3-dihydro-5H-thiazolo[3,2-a]pyrimidin-3-
yl)-essigsidureethylester 80

Smp. = 163 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, (CD3),SO): &= 1.30 (t, 3H, CH,CHs, J = 7.1 Hz), 2.84 (dd, 1H,
CH-CO, *J=15.7 Hz, *J = 3.6 Hz), 2.99 (dd, 1H, CH,CO, °J = 15.7 Hz, °J = 8.9 Hz), 3.41
(dd, 1H, S-CH>, °J = 11.7 Hz, >J = 1.3 Hz), 3.98 (dd, 1H, S-CH,, >J = 11.7 Hz, °J = 8.2
Hz), 4.19 (q, 2H, CH,CHs, J = 7.1 Hz,), 5.24 (s, 1H, Pyr-6-H), 5.20-5.26 (m, 1H, N-CH),
11.67 (s (br), 1H, OH).

BCNMR (50.32 MHz, (CD5),SO): & = 3.75 (CHs), 31.07 (S-CH,), 34.63 (CH,CO), 56.53
(N-CH), 60.40 (O-CH,), 85.06 (6-C), 161.07 (5-C), 164.69 (8a-C), 169.20 (7-C), 169.58

(COOE).

Anal. (CioH12N,04S [256.28]) C, H, N: ber. C 46.87, H 4.72, N 10.93; gef. C 47.04, H
4.74,N 10.67; Abw. C 0.17, H 0.02, N 0.26.

MS (ESI+): m/e =257.1 (M + 1).
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Allgemeine Arbeitsvorschrift des 4,6-dichlorierten «,B-ungesittigten Pirinixin-
sdurederivate 82 und des 7-chlorierten Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 81

Die Synthese der Verbindungen 81 und 82 erfolgte analog der in Kap. 5.2.3 vorgestellten
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung der 4,6-dihalogensubstituierten (Pyrimidin-
2-ylsulfanyl)-ethylester. Die Darstellung von 81 und 82 erforderte lediglich verschiedene
Reaktionstemperaturen (s. Tab. 24).

T Edukt POCl; Zeit Ausbeute SC UK

Nr. Aussehen
°C) (g (mmol)) (mL (mmol)) (h) g (% d. Th.) (mL)

81 110 5(19.51)79 34.5 (0.390) 6 2.14 (40) - 250 gelbe Kristalle

82 25 1.4 (5.46) 78 8.7 (98.3) 25 0.8 (50) 15:1 - weille Kristalle

Tabelle 24: Reaktionsansitze zur Darstellung des 4,6-dichlorierten 0,(-ungesittigten Pirinixinsdurederivate
82 und des 7-chlorierten Thiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ons 81. SC: Sdulenchromatographie (stationdre Phase:
Silicagel 60 A, mobile Phase n-Hex/AcOEt), UK: Umkristallisation aus n-Hexan.

Charakterisierung von (7-Chlor-5-0x0-2,3-dihydro-5H-thiazolo[3,2-a]pyrimidin-3-
yl)-essigsidureethylester 81

Scic:lst
o N\(s
I
¢
cl
81

Smp. =86 °C.

'H-NMR (300.13 MHz, CDClL;): & = 1.25 (t, 3H, CH,CHs, J =7.2 Hz), 2.91 (m, 1H,
CH,CO), 3.32 (dd, 1H, S-CH>, °J = 12 Hz, °J = 1.3 Hz), 3.79 (dd, 1H, S-CH>, °J = 12 Hz,
3J =8 Hz), 4.16 (q, 2H, CH,CH3, J=7.2 Hz), 5.28-5.35 (m, 1H, N-CH), 6.19 (s, 1H, 6-H).

BC-NMR (50.32 MHz, CDCl;): & = 14.05 (CH3), 31.73 (S-CH,), 34.14 (CH,CO), 57.32
(N-CH), 61.42 (0-CH,), 108.39 (6-C), 158.59 (5-C), 159.22 (8a-C), 165.31 (7-C), 169.59
(COOEY).
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Anal. (C;oH;;CIN,O;S [274.73]) C, H, N: ber. C 43.72, H 4.04, N 10.20; gef. C 43.95, H
4.11,N 10.33; Abw. C 0.23, H 0.07, N 0.13.

MS (ESI+): m/e =274.7 (M(°Cl) + 1), 276.9 (M('Cl) + 1).

Kristalldaten: C;oH;;CIN,O3S, M=274.72, triklin, P-1, a = 5.1912 (5) A, b = 10.4877 (10)
A, c=11.1042 (10) A, a = 87.591 (10)°, B= 77.845 (10)°, y= 84.121 (10)°, V = 587.76
(10) A*, Z =2, D, = 1.552 Mg m™, Mo K,-Strahlung, 8= 1.9-29.8°, 1= 0.5 mm™, T = -
159 (2) K, gelbes Blittchen (0.07 x 0.40 x 1.2 mm).

SIEMENS SMART CCD Diffraktometer; Absorptions-Korrektur: SADABS, Sheldrick,
2000, empirisch, Tiin = 0.822, Thax = 1.0; Riny =0.038; h=-7 - 7, k=-14 - 13,/=-15
- 15; Verfeinerung: FQ, S=1.102.

Charakterisierung von 4-(4,6-Dichlor-pyrimidin-2-ylsulfanyl)-but-2-ensiureethyl-
ester 82

0
C|\¢(3NLO/\CH3
N

Cl
82

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & = 1.24 (t, 3H, CH,CHs, J = 7.4 Hz,), 3.86 (dd, 2H, S-
CH,, J=5.8 Hz, J=3 Hz), 4.11 (q, 2H, CH,CH3, J= 7.4 Hz), 6.05 (d, 1H, Buten-2-H, J
(trans) = 15.5 Hz), 6.91 (dt, 1H, Buten-3-H, J (trans) = 15.5 Hz, J = 7.2 Hz), 7.01 (s, 1H,
Pyr-5-H).

3C-NMR (50.32 MHz, CDCls): & = 14.12 (CHz), 31.96 (S-CH,), 60.43 (O-CH,), 116.38
(Pyr-5-C), 124.50 (Buten-2-C), 141.19 (Buten-3-C), 161.56 (Pyr-2-C), 165.77 (CO),
172.29 (Pyr-4,6-C).

Anal. (CioH;9oCLhN,O,S [293.17]) C, H, N: ber. C 40.97, H 3.44, N 9.56; gef. C 41.41, H
4.05,N 9.07; Abw. C 0.44, H 0.61, N 0.49.
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6. Anhang

6.1 Abkilirzungsverzeichnis

Abb.
A-Box

abs.

Abw.
AcOEt

AF

Anal.

AP-1

AS
AT-Bereich

ber.
n-Bu

bzw.

°C
COX
CPCA
CRP
CTE

DBD
D-Box
DC

dd

DEPT
2,3-DMA
DMF
DNA

DR

Abbildung
Adenin-Box

absolut

Abweichung
Ethylacetat
Aktivierungsfunktion
Analyse
Aktivator-Protein 1
Aminoséure

Adenin-Thymidin-Bereich

berechnet
n-Butyl

beziehungsweise

Grad Celsius

Cyclooxygenase

Consensus Principal Component Analysis
C-reaktives Protein

C-terminal extension

Dublett
DNA-Bindungsdoméne
distale Box
Diinnschichtchromatographie

Dublett von Dublett

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

2,3-Dimethylanilin
N,N-Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsdure

direct repeat
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d. Th. der Theorie
0 Chemische Verschiebung
ECsg Effektive Konzentration (Konzentration, bei der 50 % des

Maximaleffektes am Rezeptor erreicht wird)

eq Aquivalent

ER Estrogen-Rezeptor

ESI Electro Spray Ionization

Et Ethyl

EtOH Ethanol

FF Freie Fettsdure

fl. fliissig

g Gramm

GC Gesamt-Cholesterol

gef. gefunden

h human

H Helix

HDLc High Density Lipoprotein Cholesterol
HETE Hydroxyeicosatetraensiure

Hex Hexyl

n-Hex n-Hexan

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMPA Hexamethylphosphorsduretriamid
HODE Hydroxyoctadecadiensdure
hPPAR humaner PPAR

HRE Hormon Responselement

Hsp Hitzeschockprotein

Hz Hertz

1a inaktiv

IkBa NFkB-inhibierendes Protein alpha
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I-Effekt
IKK
IL

Kap.

LBD
LBP
LDLc
LiHMDS
Lit.

LM
5-LO
Lsg.

LT

LTB,4

m
m

M
MALDI
mbar

Me

m/e
MeCN
M-Effekt
MeOH
MHz
min

mL
mmol

mPPAR

induktiver Effekt
IkBa Kinase Komplex

Interleukin

Kopplungskonstante

Kapitel

Ligandenbindungsdoméne

Ligandenbindungstasche (ligand binding pocket)

Low Density Lipoprotein Cholesterol
Lithiumhexamethyldisilazid
Literatur

Losemittel

5-Lipoxygenase

Losung

Leukotrien

Leukotrien B4

Multiplett

murin

Masse

Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Millibar

Methyl

Masse pro Ladung
Acetonitril
mesomerer Effekt
Methanol
Megahertz
Minuten

Milliliter
Millimol

muriner PPAR
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MR Mineralcorticoid Rezeptor

MS Massenspektrum oder Massenspektrometrie
MM mikromolar

n Kettenldnge

na nicht angegeben

Napht Naphtyl

nb nicht bestimmt

NBS N-Bromsuccinimid

NCS N-Chlorsuccinimid

NFkB Nukledrer Faktor kappa B

NGF Nerve Growth Factor

NID Nuclear Receptor Interacting Domain

nM nanomolar

NMR Nuclear Magnetic Resonance

Nr. Nummer

NR Nukledrer Rezeptor

p Druck

P-Box Proximale Box

PG Prostaglandine

Ph Phenyl

PMNL Polymorphkernige Leukozyten

PPAR Peroxisome Proliferator Activated Receptor
ppm parts per million

PPRE Peroxisomen Proliferator Responselement
n-Pr n-Propyl

Pyr Pyrimidin

q Quartett

quin Quintett

RAR Retinsdure-Rezeptor

RE Responselement
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rel. Akt.
RT
RXR

SC
Sdp.
Smp.
SRC
STAT

Tab.
T-Box
T2DM
TG
THF
TiBA
TIK
TR
TZD

UK
VCAM
VDR
vgl.
VLDLc

WY 14643

z. Bsp.

relative Aktivierung
Raumtemperatur

Retinoid X Rezeptor

Singulett

siche

Saulenchromatographie

Siedepunkt

Schmelzpunkt

Steroid Receptor Coactivating Factor

Signal Transducer and Activator of Transcription

Triplett

Tabelle

Tandem-Box

Typ 2 Diabetes Mellitus
Triglycerid

Tetrahydrofuran

Thioisobutyric acid
Transkriptionsinitiationskomplex
Thyroid-Rezeptor

Thiazolidindion

Umkristallisation

Vascular Cell Adhesion Molecule

Vitamin D Rezeptor

vergleiche

Very Low Density Lipoprotein Cholesterol

Leitstruktur Pirinixinsdure

zum Beispiel
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6.3 Substanzverzeichnis
Strukturmodifikation Nr. Synthese Med. Chem.
Seite (Kapitel)

Arylamino-Bereich (W) 18  40-42(3.1.1.1); 121-122 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

19  40-42(3.1.1.1); 121-123 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

20  40-42 (3.1.1.1); 121-122, 124 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

21 40-42 (3.1.1.1); 121-122, 125 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

22 40-42(3.1.1.1); 121-122, 126 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

23 40-42(3.1.1.1); 121-122, 127 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

24 40-42(3.1.1.1); 121-122, 128 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)

25 40-42 (3.1.1.1); 121-122, 129 (5.2.5) 59-61 (3.2.2)
4-Pyrimidin-Position 30 42-43 (3.1.1.2); 121-122, 130 (5.2.5) 62 (3.2.3)

a-Position zur Carbonsaure 53 43-45 (3.1.1.3); 121-122, 131 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

54  43-45(3.1.1.3); 121-122, 132 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

55  43-45(3.1.1.3); 121-122, 133 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

56  43-45(3.1.1.3); 121-122, 134 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

57  43-45(3.1.1.3); 121-122, 135 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

58  43-45(3.1.1.3); 121-122, 136 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

59  43-45(3.1.1.3); 121-122, 137 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

62  45-47(3.1.1.3); 121-122, 138 (5.2.5) 63-68 (3.2.4)

Harnstoff-Derivat 65  47-49 (3.1.2); 142-143 (5.2.5) 69-70 (3.2.5)

tert. Amin 69  47-49 (3.1.2); 121-122, 139 (5.2.5) 69-70 (3.2.5)
Arylamino = aliphatische Reste 71 49-51 (3.1.3); 121-122, 140 (5.2.5) 70 (3.2.6)
73 49-51(3.1.3); 121-122, 141 (5.2.5) 70 (3.2.6)

Precursor 74 51-52 (3.1.4); 144 (5.2.6) 71-72 (3.2.7)

75 51-52 (3.1.4); 144-145 (5.2.6) 71-72 (3.2.7)

76 51-52 (3.1.4); 146 (5.2.6) 71-72 (3.2.7)

77 51-52 (3.1.4); 146 (5.2.6) 71-72 (3.2.7)

Tabelle 25: Substanzverzeichnis der Zielstrukturen 18-25, 30, 53-59, 62, 65, 69, 71 und 73-77 mit Seiten-

und Kapitelangaben beziiglich Synthese und Medizinischer Chemie. Med. Chem.: Medizinische Chemie.



Publikationen 167

Publikationen

Patente

A. Bock, S. Kippenberger, M. Kock, L. Popescu, O. Rau, M. Schubert-Zsilavecz, D.
Steinhilber, Y. Syha, Derivate des Pyrimidins und Triazins und deren Verwendung,
DPMA, Patentanmeldung H 06746, Aktenzeichen 10 2005 025 161.7, Anmeldetag
01.06.2005, Offenlegungstag 01.12.2006.

Publikationen in peer-reviewed journals
Y. Syha, O. Rau, M. Kock, A. Bock, M. Schubert-Zsilavecz, a-Substituted Pirinixic Acid
Derivatives are Potent Dual PPARa/y-Agonists, J. Med. Chem., Manuskript in Vor-

bereitung.

Y. Syha, C. Valmalle, J. W. Bats, M. Kock, M. Tawab, M. Schubert-Zsilavecz, Synthesis
of 2,3-Dihydrothiazolo[3,2-a]pyrimidin-5-ones by a Michael-type Tandem Reaction, Eur.
J. Org. Chem., submitted.

Andere Publikationen
Y. Syha, L. Popescu, M. Wurglics, M. Schubert-Zsilavecz, Ein historischer Riickblick —
Geschichte der Ulcustherapie, Pharmazie in unserer Zeit, 2005, 3, 188-192.

H. Stark, Y. Syha, L. Popescu, M. Schubert-Zsilavecz, Innovationen in der Pipeline — Neue
Wirkstoffe zur GERD-Behandlung, Pharmazie in unserer Zeit, 2005, 3, 224-227.

Posterbeitrige
Y. Syha, L. Popescu, O. Rau, M. Schubert-Zsilavecz, PPAR: Ligands, Three-dimensional
structures, molecular interactions and pharmacological implications, Posterprdsentation,

2004, ZAFES Kick-off Symposium ,, Lipid Signaling *“.



Lebenslauf

168

Lebenslauf

Personliche Daten
Name:

Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Nationalitit:

Hochschulausbildung
Seit Juni 2002

Okt. 2001-Mirz 2002

Okt. 1996-Mirz. 2002

Beruflicher Werdegang

Seit Sept. 2005

Syha

Yvonne

07. Februar 1977
Frankfurt am Main
Deutsch

Wissenschaftliche = Mitarbeiterin ~ am Institut  fiir
Pharmazeutische Chemie der J. W. Goethe-Universitit,
Dissertation tiiber das Thema ,Synthese und in vitro-
pharmakologische Charakterisierung von dualen PPARa/Y-
Agonisten unter Leitung von Prof. Dr. M. Schubert-
Zsilavecz in Kooperation mit der Firma Phenion GmbH &

Co. KG

Diplomarbeit unter der Anleitung von PD Dr. T. Miiller am
Institut fiir Anorganische Chemie der J. W. Goethe-
Thema

Universitat Frankfurt am Main lber das

,suntersuchungen zur  Struktur und Dynamik von

Vinylkationen®

Studium der Chemie an der J. W. Goethe-Universitit
Frankfurt am Main

Projektmanagement von  Forschungskooperationen im
ZAFES (Zentrum fiir Arzneimittelforschung, -Entwicklung

und -Sicherheit)



Lebenslauf

169

Okt. 2004-Sept. 2005

Jan. 2003-Juli 2005

Juni 2002-Sept. 2004

Okt. 2001-Mirz 2002

Schulausbildung
1983-1987
1987-1996

1996

Publikationen

Vollbeschiftigte wissenschaftliche Angestellte am Institut fiir
Pharmazeutische Chemie der J. W. Goethe-Universitit
Frankfurt am Main als semesterleitende Assistentin des 3.

Studiensemesters Pharmazie (Pharmazeutische Chemie I)

Lehrkraft im Fach Organische, Anorganische und Allgemeine
Chemie im Rahmen der Frankfurter Pharmazieschule e.V. fiir
Studierende des Studienfachs Pharmazie zur Vorbereitung

auf das 1. Staatsexamen

Wissenschatftliche Angestellte am Institut fiir
Pharmazeutische Chemie der J. W. Goethe-Universitét
Frankfurt am Main, Betreuung von Studierenden des 3.

Semesters Pharmazie (Praktikum Pharmazeutische Chemie I)

Studentische Hilfskraft am Institut fiir Anorganische Chemie
der J. W. Goethe-Universitdt Frankfurt am Main

Jiirgen-Schumann-Grundschule Schmitten/Ts.
Private staatlich anerkannte St. Angela-Schule Konigstein/Ts.

Allgemeine Hochschulreife

T. Miiller, D. Margraf, Y. Syha, 0-Delocalization versus T-Resonance in 0O-Aryl

substituted Vinyl Cations, J. Amer. Chem. Soc., in press.

Y. Syha, H. R. Nasiri, D. Margraf, T. Miiller, Chem. Eur. J., Manuskript in Vorbereitung.

Meine akademischen Lehrer

Prof. Dr. N. Auner, Prof. Dr. B. Brutschy, Prof. Dr. E. Egert, Prof. Dr. J. W. Engels, Prof.
Dr. M. Gébel, Prof. Dr. C. Griesinger, Prof. Dr. G. Kauert, Prof. Dr. G. Kohlmaier, Prof.
Dr. B. O. Kolbesen, PD Dr. T. Miiller, Prof. Dr. T. Prisner, Prof. Dr. D. Rehm, Prof. Dr.

M. Wagner



Eidesstattliche Versicherung 170

Eidesstattliche Versicherung

Hiermit erkldre ich an Eides Statt, dass ich die vorliegende Dissertation selbstindig
angefertigt habe und ich mich anderer Hilfsmittel als der in ihr angegebenen nicht bedient
habe, insbesondere, dass aus Schriften Entlehnungen, soweit sie in der Dissertation nicht
ausdriicklich als solche mit Angabe der betreffenden Schrift bezeichnet sind, nicht

stattgefunden haben.

Frankfurt am Main, den

Yvonne Syha



