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1. Einleitung

Heutzutage ist Krebs hinter den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in der westlichen Welt. Im Jahr 2020 stellten Lungen- und Bronchialkarzinome
mit 1,8 Millionen Todesfallen weltweit die tddlichste aller Krebserkrankungen dar.l'? Bei
Lungenkrebs wird zwischen kleinzelligem (SCLC, small cell lung carcinoma) und nicht-
kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC, non-small cell lung carcinoma) unterschieden, wobei
der nicht-kleinzellige Lungenkrebs etwa 80% aller Falle ausmacht.®! NSCLC-Patienten
zeigen ohne Behandlung eine mittlere Uberlebensdauer von vier bis fiinf Monaten und eine
Ein-Jahr-Uberlebensrate von unter 10%. Eine Behandlung mit zytotoxischer Chemotherapie
erzielt lediglich eine bescheidene Steigerung der Uberlebensdauer der Patienten, geht aber
zugleich mit starken Nebenwirkungen einher, welche die Lebensqualitat erheblich
reduzieren.*®! Die Toxizitdt der Chemotherapie ist bedingt durch den zugrundeliegenden
Wirkmechanismus, also die Inhibition der Zellteilung, welcher jedoch auch gesunde Zellen
betrifft. Die Limitationen der Chemotherapie-Behandlung erforderten somit die Entwicklung

neuartiger Therapieformen.

1.1. Personalisierte Krebstherapie

Seit der Entdeckung der Struktur der DNS (Desoxyribonukleinsaure) als Trager der
Erbinformation durch WATSON und CRICK Uber die Erschliefung des menschlichen Genoms
durch  Sequenzierungsmethoden bis hin zu modernen, breit verfugbaren
Sequenzierungsverfahren vergingen mehrere Jahrzehnte. Diese Entwicklung ermoglichte
die Entdeckung und Untersuchung von genetischen Lasionen auf molekularer Ebene.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass geh&uft Alterationen von Genen auftreten,®
welche Veranderungen bezlglich Proteinstruktur, -funktion, -aktivitdt und -expression
bewirken, welche letztendlich die Karzinogenese bedingen. Im Falle von Lungenkrebs
bestehen die so genannten Treibermutationen hauptsachlich aus Alterationen im Kirsten Rat
Sarcoma (KRAS) Gen, dem ,heiligen Gral“ der Krebsforschung, und aus L&sionen des

epidermal growth factor receptor (EGFR) Gens (Abbildung 1).18!
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Abbildung 1: A - Onkogene Treiber in nicht-kleinzelligem Lungenkrebs.! B - Gegeniiberstellung der klassischen Behandlung mit Chemotherapeutika und
der heutzutage angewandten Prazisionsmedizin.

Die Sequenzierung der genetischen Lasionen ist der entscheidende Faktor, um eine
zielgerichtete Behandlung auf molekularer Ebene zu verwirklichen. Eine gezielte
Ausschaltung des Onkogens und somit des Uberaktivierten Signalweges spiegelt sich in
hohen Ansprechraten auf die Behandlung mit den zielgerichteten Therapeutika wider. Neben
hohen Ansprechraten sind verringerte Nebenwirkungen im Vergleich zur zytotoxischen
Chemotherapie oder Radiotherapie zu beobachten, welche nicht gezielt die Tumor-

treibenden Zellkomponenten ausschaltet.!'*'?!

1.2. Die Rezeptortyrosinkinase EGFR

Der epidermal growth factor receptor EGFR (Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor) oder
ErbB1 ist eine Rezeptortyrosinkinase und Mitglied der ErbB Familie, welche zusatzlich ErbB-
2 (human epidermal growth factor receptor — HER2), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4)
beinhaltet."! Rezeptortyrosinkinasen spielen bei der Regulierung diverser zellularer
Prozesse eine entscheidende Rolle. Sie bilden die Verbindung zwischen extrazellularen
Signalen und den nachgeschalteten Signalwegen im Zellinneren, welche die entsprechende
Zellantwort induzieren. Fiur EGFR sind die extrazellularen Liganden epidermal growth factor
(EGF) und transforming growth factor (TGF-«) bekannt. Fir HER2 konnten bislang keine
Liganden identifiziert werden, jedoch ist HER2 der favorisierte Bindungspartner der anderen
ErbB-Mitglieder bei der Rezeptor-Dimerisierung. Die Liganden-induzierte Dimerisierung ist
erforderlich fir die Transphosphorylierung und Aktivierung der intrazellularen
Kinasedoméne.!"¥ Die EGFR-Dimerisierung und folgliche Transphosphorylierung bewirkt die
Rekrutierung intrazellularer Interaktionspartner, welche die Signalweiterleitung Uber

verschiedene Signalkaskaden einleitet (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Zelluldre Signalkaskaden ausgehend von EGF-induzierter EGFR-Dimerausbildung/Aktivierung.

Hierbei ist zum einen die PI3K-AKT-mTOR-Signalkaskade zu nennen. mTOR reguliert
insbesondere die Proteinbiosynthese, wohingegen die Ser/Thr-Kinase AKT zusatzlich die
Proliferation, den Zellmetabolismus und die Angiogenese vermittelt. Der zweite von EGFR
beeinflusste  Signalweg ist die Ras-Raf-MEK-ERK-Achse. Hierbei wird das
membranstandige, inaktive RAS durch die Bindung an den Guanosin-Austauschfaktor (GEF)
SOS (son of sevenless) aktiviert, indem Guanosindiphosphat (GDP) gegen
Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht wird. Hierdurch kann die Proteinkinase RAF
(MAP3K, mitogen-activated protein kinase kinase kinase) zur Zellmembran rekrutiert
werden, welche durch folgliche Konformationsénderung das nachgestellte MEK (MAP2K,
mitogen-activated protein kinase kinase) aktiviert, die wiederum ERK (MAPK, mitogen-
activated protein kinase) phosphoryliert. Durch die Modulation von Transkriptionsfaktoren
wird letztendlich die Genexpression im Zellkern moduliert. Ein Ungleichgewicht in diesen
Signalwegen kann folglich zur Karzinogenese und anderen Krankheitsbildern fihren. Eine
Fehlregulation von EGFR als Startpunkt dieser Signalkaskaden kann zu einem

unkontrollierten Zellwachstum fiihren.
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Neben einer Uberexpression oder aktivierenden Mutation von EGFR in NSCLC wird
zusétzlich ein Uberexpression der Liganden EGF und TGF-a beobachtet.['® Dies fiihrt zu

einer autokrinen Schleife und konstanten Uberaktivierung des Signalwegs.

Prominente Fehlregulationen, welche eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von
NSCLC spielen, sind durch Deletions-, Insertions- und Punktmutationen zwischen Exon18
und Exon21 ausgeldst (Abbildung 3).1'®!

5 7 13 16 18 24 28

EGF-Bindestelle EGF-Bindestelle Kinase-Domane

Exon18 Exon19 Exon20 Exon21
G719X LREA del Exon20ins L858R
L718Q* ELREAdel T790M* L861Q

C797S*

Abbildung 3: Darstellung von ausgewihlten NSCLC-relevanten EGFR-Aberrationen in Exon18-21.1¢1 * EGFR-Inhibitor Resistenzmutation.

In Uber 50% aller Lungenkrebsfalle liegt das Onkogen EGFR Uberexprimiert und in bis zu
30% aller Patienten mutiert vor. Fur die Behandlung von EGFR-mutiertem NSCLC sind die
Inhibitoren des mutierten EGFR die Behandlungsmethode mit den besten Ansprechraten

und Uberlebenschancen und werden im folgenden Kapitel detailliert erortert.
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1.3. Entwicklung von EGFR-Inhibitoren

Tyrosin-Kinasen sind bereits seit Gber 40 Jahren als viral-induzierte Onkogene bekannt.!"”]

Aufgrund mangelnder Zusammenhange zu humanen Tumoren und der Beflurchtung keine
ausreichende Selektivitat in der konservierten Enzym-Familie erzielen zu kénnen, konnten
lange keine Erfolge bei der Behandlung Kinase-assoziierter Krebserkrankungen verzeichnet
werden. Die Zulassung von Imatinib, einem Inhibitor des Fusionsproteins BRC-ABL, zur
Behandlung von chronisch-myeloischer Leukamie (CML) erfolgte im Jahr 2001. Die erstmals
erfolgreiche Behandlung einer Lasion des Kinoms lautete folglich die weitreichende
Erforschung von Krankheitsbildern, welche mit aberranter Kinaseaktivitat assoziiert werden,

und entsprechender Wirkstoffe ein.

@) N™
oo
LN 7

Imatinib - 1
Gleevec, Novartis

Abbildung 4: Struktur des ersten zugelassenen Kinase-Inhibitors Imatinib.

Der ersten Zulassung eines Kinase-Inhibitors folgten rasch die Zulassung der ersten
EGFR-Inhibitoren mit den Aminoquinazolinen Erlotinib (2, 2003) und Gefitinib (3, 2004). Die
Entwicklung dieser Inhibitoren erfolgte urspriinglich zur Untersuchung der Wirksamkeit der
Inhibition des EGFR-Wildtyps bei NSCLC.['*'® Friihe Befunde zeigten ein erniichterndes
Ergebnis, da die Behandlung mit Erlotinib oder Gefitinib keine hohen Ansprechraten
vorweisen konnte.”® Spéatere Untersuchungen ergaben jedoch, dass in der Patienten-
Subpopulation, welche auf Gefitinib ansprach, Mutationen in der EGFR-Kinasedomane
beobachtet werden konnten (Abbildung 6).* 22" Die Punktmutation EGFR-L858R und die

Deletionsmutation EGFR-Exon19-delELREA wurden hierbei vermehrt vorgefunden.
et
///©\NH cl NH (\j
‘\N/ o >0~ N7 o~

Erlotinib - 2 Gefitinib - 3
Tarceva, Genentech Iressa, AstraZeneca

Abbildung 5: Strukturen der Erstgenerations-EGFR-Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib.
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Abbildung 6: Mittleres Progressionsfreies Uberleben bei NSCLC Behandlung mit Gefitinib und Carboplatin/Paclitaxel. Ergebisse der Gesamtpopulation
(links), EGFR-Mutations positiver Subpopulation (mitte) und EGFR-Mutations negativer Subpopulation (rechts).?"!

Die  L858R-Punktmutation und die del19-ELREA-Deletionsmutation  bedingen
Konformationsanderungen in der Kinase-Domane, welche die Aktivitat signifikant steigern.
Die L858R-Punktmutation liegt im N-terminalen Bereich der Aktivierungsschleife und bewirkt
durch die Einflhrung der positiv geladenen Arg858-Seitenkette eine Verschiebung der
Aktivierungsschleife und der regulierenden «aC-Helix, was in einer aktiven Kinase-
Konformation resultiert (Abbildung 7). Die del19-ELREA Mutante zieht die aC-Helix durch
die Deletion einer vorstehenden flexiblen Schleife ebenfalls in ihre katalytisch kompetente

Konformation.??

g

Inaktive Konformation Aktive Konformation

Abbildung 7: A - Gleichgewicht zwischen inaktiver und aktiver Konformation von EGFR. «C-Helix der inaktiven Konformation in Rot, Aktivierungsschleife der
inaktiven Konformation in Orange (PDB-Code 1XKK). Nach innen verlagerte oC-Helix der aktiven Konformation in Griin, Aktivierungsschleife der aktiven Kinase-
Konformation in Blau (PDB-Code 2ITT). Salzbriicke des katalytischen Lys745 mit Glu762 der aC-Helix gepunktet dargestellt. Abbildung von NIGGENABER et. al.??
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Erlotinib und Gefitinib weisen fur die genannten Aktivierungsmutanten eine erhdhte Affinitat
im Vergleich zum EGFR-Wildtyp auf, fir den sie urspriinglich entwickelt wurden (vgl. Tabelle
1). Die Wirkung der Quinazolin-Inhibitoren wird beglnstigt durch eine verringerte
ATP-Affinitat der L858R- und del19-ELREA Aktivierungsmutanten (Abbildung 8).** Die
resultierende Selektivitat der Inhibitoren fur die Aktivierungsmutanten Gber den EGFR-
Wildtyp erlaubt eine gezieltere Behandlung als die zytotoxyische Chemotherapie, da die
Aktivierungsmutanten, im Gegensatz zum ubiquitar vorliegenden Wildtyp, allein im Tumor
vorzufinden sind. Dies resultiert in verringerten Nebenwirkungen im Gegensatz zur
Chemotherapie. Eine gré3tmdgliche Wildtyp-Selektivitat fir die zu behandelnde EGFR-

Mutation wird folglich in der Entwicklung von EGFR-Inhibitoren angestrebt.

Die Wirkung von Erlotinib und Gefitinib wurde jedoch durch rezidives Tumorwachstum nach
durchschnittlich sechs bis zwdIf Monaten limitiert.”*>?*! Erneute genetische Untersuchungen
fanden im Grofiteil der Patienten die Punktmutation T790M an der Tursteher-Position in der
EGFR-Kinasedomane. Erstgenerations-Inhibitoren auf Basis des 4-Aminoquinazolin
Grundgerusts weisen in biochemischen Testungen mit der EGFR-L858R/T790M Mutante
sowie in zellularen Untersuchungen der entsprechenden H1975-Zelllinie einen drastischen
Aktivitatsverlust im Vergleich zur Aktivierungsmutante und dem EGFR-Wildtyp auf (Tabelle
1). Dieser Aktivitats- und Selektivitatsverlust von Erlotinib und Gefitinib geht einher mit dem
Verlust der therapeutischen Wirksamkeit bei EGFR-T790M mutiertem NSCLC. Die
Resistenzbildung auf Basis der EGFR-T790M-Punktmutation ist mit 63% der primar
beobachtete Resistenzmechanismus bei der Behandlung von NSCLC mit EGFR

Erstgenerations-Inhibitoren.?*

Die T790M-Resistenzmutation bedingt zwei Faktoren, welche die 4-Aminoquinazolin-
Inhibitoren in ihrer Wirksamkeit limitieren. Zum einen ist ein sterischer Konflikt zwischen dem
4-Anilin-Substituenten der Erstgenerations-Inhibitoren und der gréReren Methionin
Tursteher-Aminosaure in strukturellen Untersuchungen von Ko-Kristallstrukturen erkennbar.
Des Weiteren ist eine fir die L858R-Mutante gesunkene ATP-Affinitat durch die T790M-
Punktmutation auf das Niveau des EGFR-Wildtyps wiederhergestellt (vgl. Abbildung 8).*!
Der um die ATP-Bindetasche konkurrierende Quinazolin-basierte Inhibitor verliert somit

seine Wildtyp-Selektivitat und letztendlich seine therapeutische Wirksamkeit.
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Kinase ATP-Km [uM]

EGFR-Wildtyp 52%0.2
EGFR-L858R 148 £ 4
EGFR-T790M 5.9+ 0.1

EGFR-L858R/T790M 8.4 +0.3

Met793

Abbildung 8: A - Darstellung der sterischen AbstoBung Gefitinibs durch die T790M-Resistenzmutation. Gefitinib gebunden in EGFR-L858R (weif3, PDB-Code
2ITY) und EGFR-L858R/T790M (cyan hell, PDB-Code 3UG2). Sterische AbstoRung des Anilins durch den Met790-Tirsteher durch roten Pfeil gekennzeichnet,
Wasserstoffbriickenbindung zum Met793 der Scharnierregion rot gepunktet, aC-Helix in blau. B - Affinitdten der klinisch relevanten EGFR-Varianten zum Substrat
ATP.[#I

Als Folge dieser Resistenzmutation wurden die kovalenten Zweitgenerations-Inhibitoren, wo
vorrangig Afatinib und Neratinib zu nennen sind, entwickelt. Die Entwicklung dieser
Inhibitoren folgte der bereits 1997 gemachten Beobachtung einer kovalenten Modifizierung
von EGFR-Cys797 durch Thioadenosin. Dies erlaubte eine verlangerte Unterdriickung der
EGFR-AKktivitat durch einfache Zugabe und erhdhte die inhibitorische Potenz verglichen mit

Adenosin, bedingt durch eine erhéhte Verweildauer am Protein. 2
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der kovalenten Bindung 2‘-Thioadenosins an EGFR-Cys797 und Darstellung der Zweigenerations-EGFR-Inhibitoren
Afatinib und Neratinib.

Der Vorteil einer kovalenten Modifikation liegt in der Verschiebung des
Bindungsgleichgewichts Uber einen zweistufigen Mechanismus. Nach Ausbildung eines

reversiblen Protein-Ligand-Komplex kann der Ligand in einem zweiten Schritt irreversibel an
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das Zielprotein binden. Dies gewahrt dem Inhibitor eine langere Verweilzeit wodurch das

Zielprotein bis zu seinem Abbau inaktiviert wird.[?®!

Ki \ kinact
E*] — > E-I

E+I

Far die Entwicklung der Zweitgenerations-Inhibitoren wurde das 4-Aminoquinazolin
Grundgertst von Gefitinib mit einer Acrylamid-Funktionalitat bestiickt, welche die kovalente,
irreversible Modifizierung mittels einer Thiol-En-Reaktion erlaubt. Die irreversible Bindung
des Inhibitors soll der wiederhergestellten ATP-Affinitdt der EGFR-T790M Variante
entgegenwirken. Dabei konnte der kovalente Wirkmechanismus die Inhibition gegenuber der
T790M-Mutante in biochemischen als auch in zellularen Systemen wiederherstellen (Tabelle
1). Weitere Untersuchungen zu kovalenten Zweitgenerations-Inhibitoren mit T790M-
mutiertem EGFR stellten jedoch keine ausreichende Wirksamkeit bei vertraglichen Dosen
fest. Das therapeutische Fenster, welches Erlotinib und Gefitinib fir die
Aktivierungsmutanten bedingt durch ihre Wildtyp-Selektivitdt vorweisen, ist bei den
Zweitgenerations-Inhibitoren nicht gegeben, um eine erfolgreiche Behandlung von T790M-
positivem NSCLC zu erméglichen.?”-?% Ein Blick auf die biochemischen und zelluléaren Daten
(Tabelle 1) gibt wie bei den Erstgenerations-Inhibitoren eine Erklarung fir die mangelnde
Wirksamkeit der Zweitgenerations-Inhibitoren. Eine wiederhergestellte biochemische
Aktivitdt von Afatinib gegeniuber EGFR-L858R/T790M im Vergleich zu Erlotinib wird
Uberschattet von der ebenfalls beobachteten biochemischen und zellularen
Aktivitatssteigerung auf dem EGFR-Wildtyp. Das 4-Aminoquinazolin Grundgerust stellte sich
letztendlich als wenig geeignet fur die Entwicklung von EGFR-T790M Inhibitoren dar, da eine

ausreichende Wildtyp-Selektivitat nicht erreicht werden konnte.
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Tabelle 1: Biochemische und zelluldare Evaluierung ausgewahlter Erst- bis Drittgenerations EGFR-Inhibitor. Daten aus der Arbeitsgruppe Rauh, n.b. = nicht
bestimmt. Die Assays wurden durchgefiihrt von A. Arndt, Dr. M. Keul und K. Jeyakumar.

EGFR EGFR EGFR BaF3-EGFR-

HTRF/CTG [nM] Wildtyp L858R L858R/T790M Ad31 L858R H1975
Erlotinib — 1. Gen. 0,031 0014 0,006 +0.002 17 +5 2805 1338 2212 7041 + 925
Gefitinib — 1. Gen. 0,019 +0,008 0,007 +0,003 2116 3162 677 358 11150 + 3671
Afatinib — 2. Gen. 0,012 10,004 0,007 +0,002 0,24 10,08 743 1215 <14 885 1274
Neratinib — 2. Gen. 0,020 +0,010 0,020 +0,010 0,71 £0.24 nb. nb. nb.
WZ4002 - 3. Gen. 9,3169 0,37 £0,21 0,18 0,11 2304 1622 164 +23 10953
Osimertinib — 3. Gen. 0,24 10,10 0,043 10012 0,024 + 0,007 830 + 426 6:3 17 18
Nazartinib — 3. Gen. 21:08 0,38+0,13 0,12 10,06 6454 + 1702 86 120 343 :92

Als Folge dieser Beobachtungen wurde die Entwicklung von Drittgenerations-Inhibitoren
vorangetrieben. Als erster Inhibitor dieser Art ist WZ4002 (6) zu nennen.*? WZ4002 basiert
auf dem 2-Aminopyrimidin Grundgerist und besitzt wie schon die Zweitgenerations-
Inhibitoren eine Acrylamid-Funktionalitat zur kovalenten Modifizierung des EGFR-Cys797.
Die biochemischen Daten zu WZ4002 zeigen eine hohe Aktivitat gegenuber der EGFR-
L858R/T790M Mutante, analog zum Zweitgenerations-Inhibitor Afatinib, jedoch mit einer
Selektivitat gegenuber dem EGFR-Wildtyp. Diese Beobachtung spiegelt sich auch im
zelluldren System wider. Die EGFR-Wildtyp abhangige Zelllinie A431 wird im Gegensatz zur
EGFR-L858R/T790M abhangigen H1975-Zelllinie deutlich geringflgiger inhibiert als bei
Afatinib. Die Entdeckung von WZ4002 leitete folglich die weitreichende Erforschung
kovalenter 2-Aminopyrimidin basierter Inhibitoren ein. Zusatzlich konnten weitere kovalente
Inhibitoren basierend auf Wildtyp-selektiven Grundgeristen, wie das Benzimidazolamid

basierte Nazartinib (8) entwickelt werden.®"
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Abbildung 10: Strukturen der EGFR-Drittgenerations-Inhibitoren WZ4002, Osimertinib und Nazartinib.

Die erste Zulassung fur die Behandlung von T790M-positivem NSCLC erhielt Osimertinib (7)
im Jahr 2015,% gefolgt von der Zulassung als Erstlinien-Behandlung bei L858R- und
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Exon19-delELREA Aktivierungsmutationen im Jahr 2018. Mit einem progressionsfreien

Uberleben von 18,9 Monaten im Vergleich zu Erstgenerations-Inhibitor-Behandlung von

10,2 Monaten und einer Ansprechrate von 80% stellt Osimertinib heutzutage den
Goldstandard bei der Behandlung von EGFR-getriebenem NSCLC dar.?#34
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Plots von unbehandeltem, EGFR-abhiangigem NSCLC mit Osimertinib und Erstgenerations-Inhibitoren Behandlung (links)"**! und
von EGFR-T790M mutiertem NSCLC mit Osimertinib und Platin/Pemetrexed Behandlung (rechts).[*2
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1.4. Aktuelle Herausforderungen in der Entwicklung von EGFR-Inhibitoren

1.4.1. C797S-Resistenzmutation gegeniiber EGFR-Drittgenerations-Inhibitoren

Die Wirkstoffresistenz durch Eliminierung des kovalenten Ankerpunkts von Osimertinib
durch die Punktmutation EGFR-C797S wurde bereits vor Osimertinibs Erstzulassung im
Jahr 2015 beschrieben.® Ein drastischer Aktivitatsabfall durch die C797S-Punktmutation
war sowohl biochemisch als auch zellular zu beobachten (Tabelle 2). Neben Osimertinib
weisen auch die Erst- und Zweitgenerations-Inhibitoren eine geringe Aktivitat gegenuber der
L858R/T790M/C797S-Tripelmutante auf. Lediglich auf der EGFR-L858R/C797S-
Resistenzmutation, welche bei Patienten mit Osimertinib first-line Behandlung auftritt,
weisen Erlotinib und Afatinib, aufgrund der mangelnden T790M-Mutation, noch einen Effekt
auf. Hierbei ist Afatinib aufgrund der mangelnden Selektivitat uber den EGFR-Wildtyp jedoch

nicht als Behandlungmaglichkeit anzusehen.*!

Tabelle 2: Biochemische und zelluldre Evaluierung der verschiedenen EGFR-Inhibitor-Generationen auf C797S-mutiertem EGFR. * Einfachmessung, Die Assays
wurden durchgefiihrt von A. Arndt, Dr. M. Keul und K. Jeyakumar.

EGFR EGFR EGFR Ba/F3-EGFR PC9-EGFR
HTRF / CTG [nM] A431
Wildtyp LR/CS LR/TM/CS LR/CS LR/TM/CS
Erlotinib — 1. Gen. 0,031 0,014 0,059 + 0,023 228* 2805 + 338 16 +4 7239 + 2008
Afatinib — 2. Gen. 0,012 10,004 0,18 10,04 25 +17 743 :215 29:7 4399 + 540
Osimertinib — 3. Gen. 0,24 10,10 354 + 129 252 : 169 830 : 426 2033 1429 3158 : 661

Seit der Entdeckung der C797S-Resistenzmutation sind eine Vielzahl potentieller Inhibitoren
zur Umgehung dieser publiziert worden. Der Erste dieser Viertgenerationsinhibitoren ist
EAIO45 (9), ein allosterischer Ligand, welcher die hydrophobe Tasche hinter der ATP-
Bindungsstelle besetzt.*”! Dieser Inhibitor erhélt seine hohe Wildtypselektivitat durch die
Ausbildung einer allosterischen Tasche, welche durch die L858R-Aktivierungsmutante
beglnstigt wird. Daher ist dieser Inhibitor-Typ jedoch ungeeignet fur weitere
Aktivierungsmutanten wie die Exon19-delELREA-Mutation und dessen
Resistenzmutationen, bei welchen diese Tasche nicht ausgebildet wird. Ein weiterer Nachteil
des Inhibitors EAIO45 und dessen optimierten Varianten 10, 11 und 12 3% jst die
notwendige Kombination mit einem Anti-EGFR-Dimerisierungs-Antikérper wie Cetuximab,
um eine zellulare Wirkung zu erzielen. Eine erhdhte EGFR-Dimerbildung limitiert die
Anwendungsmoglichkeiten dieser Inhibitoren, da die allosterische Tasche nur in einer

Untereinheit des EGFR-Dimers ausgebildet wird."-%9
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Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der allosterischen EGFR-Inhibitoren ist die
Kombination mit Drittgenerations-Inhibitoren wie Osimertinib.®*¥ In der Arbeitsgruppe RAUH
konnten EGFR-Ko-Kristallstrukturen mit verschiedenen Drittgenerations-Inhibitoren
zusammen mit den neuartigen allosterischen Inhibitoren gelést werden.*? Hierdurch
konnten verschiedene Kombinationen von Dritt- und Viertgenerationsinhibitoren entdeckt
werden, welche strukturell betrachtet fur eine Behandlung von C797S-mutiertem EGFR im
Rahmen der Kombinationstherapie,® sinnvoll erscheinen (Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: A - Strukturen der allosterischen EGFR-Inhibitoren. B — Ko-Kristallstruktur von Osimertinib in der ATP-Bindetasche (weif) und EAI045 in der
allosterischen Tasche (blau) von EGFR-T790M/V948R (PDB-Code 6Z4B) Ko-Kristallstruktur und Abbildung von NIGGENABER et. al.l*%)

Das Konzept der allosterischen Inhibition wurde zusatzlich mit der neuartigen
PROTAC-Technologie (engl. PROteolysis TArgeting Chimera) vereint.*'*? Der Ansatz der
PROTAC-Technologie liegt in der Generierung von heterobifunktionalen Molekilen, welche
aus einem Binder fur das Zielprotein und zusatzlich einem Liganden fur die E3-Ubiquitin-
Ligase zusammengesetzt sind. Der folglich gebildete tertidre Zielprotein-Ligand-Ligase-
Komplex bewirkt eine Ubiquitinierung des Zielproteins und anschlielienden Abbau durch das
Proteasom. Der Inhibitor DDC-01-163 (13, Abbildung 13) zeigt einen monotherapeutischen
Effekt auf Ba/F3-L858R/T790M und Ba/F3-L858R/T790M/C797S-Zellen ohne das EGFR-
Wildtyp Ba/F3-Zellinienwachstum zu beeinflussen. Die effektive Wirkung des Modulators
beruht auf dem Abbau von mutiertem EGFR durch den gebildeten EGFR-Ligase Komplex.
Die Translation der bisher vielversprechenden PROTAC-Technologie in ein Kklinisch
wirksames Medikament steht jedoch noch aus. Erste klinische Studien versprechen jedoch
eine groRe Zukunft der Technologie auf bisher ungeldsten medizinal-chemischen

Problematiken [43-45] [NCT04072952, NCT03888612]
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des EGFR-PROTACs DDC-01-163. 4]

Neben den allosterischen Inhibitoren wurden auch ATP-kompetitive EGFR-Inhibitoren nach
dem Konzept der PROTAC-Technologie entwickelt.*® Diese wurden jedoch nicht auf
EGFR-C797S-mutierten  Zelllinien  untersucht. Aufgrund der Verwendung des
4-Aminoquinazolin Grundgerusts ist eine Selektivitdt gegenliber T790M-mutiertem EGFR

zusatzlich als unwahrscheinlich anzusehen.

Neben den allosterischen Inhibitoren und PROTACs wurden auch eine Reihe klassisch ATP-
kompetitiver Viertgenerationsinhibitoren entwickelt.*”*®! In dieser Arbeitsgruppe wurden
Inhibitoren mit einem starken reversiblen Bindungscharakter basierend auf dem bizyklischen
Pyrrolopyrimidin-Grundgeriist 14 entwickelt.*®! Die Cys797-modifizierenden, irreversiblen
Inhibitoren verfligen jedoch Uber einen Selektivitatsfaktor von unter 0,02 (ICso Wildtyp :
LR/TM/CS), wodurch ein therapeutischer Nutzen bei C797S-mutiertem NSCLC aufgrund
Wildtyp-Inhibition bedingter Toxizitat eher unwahrscheinlich scheint. Reversible Varianten
der Pyrrolopyrimidin-basierten Inhibitoren waren, aufgrund ihres starken reversiblen
Bindungscharakter, jedoch ein vielversprechender Ansatz zur Adressierung der C797S-
Resistenzmutation. Die Verbindungen JND3229%° und 16%" sind Inhibitoren, bei denen das
Acrylamid gegen ein Acetamid ausgetauscht wurde, um die EGFR-Wildtyp-Inaktivierung
auszusparen. Diese Inhibitoren wirken jedoch wie reversible Gegenstiicke der kovalenten
Acrylamid-Inhibitoren, welche keiner weiteren Optimierung fur die C797S-Mutante
unterlaufen sind.®? Dennoch sticht wie bei 14 der bizyklische Scharnierregion-Binder als

mdglicher Treiber der reversiblen Potenz hervor.
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Abbildung 14: Strukturen literaturbekannten Inhibitoren mit starkem reversiblen Bindungscharakter gegeniiber C797S-mutiertem EGFR. Bizyklische
Scharnierregion-Binder gelb hervorgehoben.

Die hohe reversible Affinitat der bizyklischen Grundgeriste konnte auch bei den Inhibitoren
1753, 18 und 19'%% eine entscheidende Rolle in der inhibitorischen Wirkung im Vergleich
zu den monozyklischen Scharnierregion-Bindern wie WZ4002, WZ4003 oder Osimertinib

einnehmen.

Eine weitere Inhibitorklasse, dessen Wirkung auf T790M/C797S-mutietem EGFR
untersucht wurde, sind ALK-Inhibitoren, welche verstarkt die T790M-mutierten Varianten des
EGFR als off-target inhibieren.”® Eine Vielzahl von zugelassenen oder klinisch untersuchten
ALK-Inhibitoren weist Phosphon- oder Sulfongruppen auf, welche die reversible
Bindungsstarke durch Wechselwirkung mit dem Kinom-konservierten, katalytischen Lysin
erhéhen. Diese ALK-Inhibitoren weisen zusatzlich den aus EGFR-Drittgenerations-
Inhibitoren bekannte Aminopyrimidin-Scharnierregion-Binder auf. Der Chlor-Substituent,
welcher der Tursteher-Aminosaure zugewandt ist (Abbildung 15), erhdht zusatzlich die off-
target Inhibition der T790M-mutierten EGFR-Varianten starker als die des Wildtyps.

Neben bereits bekannten ALK-Inhibitoren wurden neue Strukturwirkungsbeziehungen (SAR)
mit Inhibitoren basierend auf dem Grundgeriist des EGFR-Inhibitors WZ4002 generiert.®"!
Hierbei konnten, neben den bekannten Phosphon- und Sulfongruppen, Hydroxyacetamide
als Lysin-Binder (21) mit starker EGFR-C797S-Inhibition identifiziert werden. Fur diese
Stoffklasse wurde jedoch keine Wirksamkeit auf C797S-mutierten Zellen untersucht.
Basierend auf der festgestellten off-target Wirksamkeit von ALK-Inhibitoren gegenuber
EGFR, wurden ALK/EGFR-Dual-Inhibitoren (22) entwickelt, welche irreversibel mit EGFR-

Cys797 reagieren kénnen.P® Diese weisen eine hohe Wirksamkeit auf einer Vielzahl von
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ALK- und EGFR-abhangigen Zelllinien auf, besitzen jedoch aufgrund der Adressierung des
Cys797 keine Selektivitat fir die C797S-Mutation tber den EGFR-Wildtyp.
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Abbildung 15: ALK- und ALK/EGFR-Dual-Inhibitoren fiir EGFR-C797S. Aktivitdtssteigernde Strukturelemente, die an das katalytische Lysin binden in Gelb
hervorgehoben. Ko-Kristallstruktur eines ALK/EGFR-Dual-Inhibitors gebunden in EGFR-T790M (PDB-Code 5GTZ).

Eine besondere Rolle bei der Erforschung der C797S-Resistenzmutation kommt dem
ALK-Inhibitor Brigatinib (23) zu. Von den untersuchten ALK-Inhibitoren weist Brigatinib die
hdchste Wirksamkeit auf den EGFR-Tripelmutanten auf.*® Insbesondere in Kombination mit
dem Antidimerisierungs-Antikdrper Cetuximab kénnen Zelllinien mit L858R/T790M/C797S-
bzw. del19/T790M/C797S-Tripelmutanten effektiv inhibiert werden. Die Behandlung von
EGFR-del19/T790M/C797S getriebenem NSCLC mit Brigatinib in Kombination mit
Cetuximab konnte in praklinischen Untersuchungen und Fallstudien bereits erste Erfolge
verzeichnen.®®%" Fiir eine Verwendung als Monotherapeutikum ist die zellulére Aktivitat von
Brigatinib jedoch nicht ausreichend. Die hohe biochemische Potenz von Brigatinib auf der
EGFR-Tripelmutante stellt jedoch die Entwicklung hochpotenter, selektiver und reversibler

Inhibitoren in Aussicht.
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Abbildung 16: A - Struktur des ALK-Inhibitors Brigatinibs. B — Ko-Kristallstruktur von Brigatinib in EGFR-T790M/C797S von Dr. J. Niggenaber.
C - Vergleich von Gefitinib, Osimertinib und Brigatinib auf T790M/C797S-modifizierten PC9-Zellen.[°®!
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1.4.2. Alternative Nukleophile zur kovalenten Adressierung von EGFR

In den letzten Jahrzehnten erfolgte ein Paradigmenwechsel in der Medizinalchemie
bezuglich der Verwendung von elektrophilen Funktionalitdten in Wirkstoffen. Lange wurde
eine unselektive, irreversible Modifikation von off-targets und eine daraus resultierende
Toxizitat beflrchtet. Zusatzlich wurden unerwinschte Immunreaktionen durch kovalent
modifizierte Proteine beflrchtet. Jedoch wurde durch die Aufklarung kovalenter
Bindungsmodi bereits etablierter Wirkstoffe wie Aspirin®, Paracetamol®®® oder Penicillin®!
und die Entwicklung erster kovalent bindender Wirkstoffe wie Omeprazol® oder
Clopidogrel®® die Maoglichkeit eines sicheren, irreversibel-bindenden Wirkstoffs Klar.
Inzwischen stellen kovalente Inhibitoren etwa 30% der zugelassenen Kleinmolekuil-
Wirkstoffe dar.®”]

Um einen beflirchteten Mangel an Selektivitdt kovalenter Wirkstoffe gegeniber dem
Proteom tiefgehend zu untersuchen, hat sich in den letzten Jahrzehnten die Aktivitats-
basierte Proteinprofilierung (ABPP) oder das proteomic profiling als mogliche Technik zur
Identifizierung von off-targets etabliert.®® Hierbei werden kovalente Inhibitoren oder
Sondenmolekile Uber einen Linker mit verschiedenen Reporter-Funktionalitaten wie
Fluorophoren oder Affinitats-Tag kombiniert. Hierdurch kénnen Zielproteine des kovalenten
Modulators ausgelesen, aufgereinigt und identifiziert werden. In der Arbeitsgruppe um
CRAVATT konnten flr den irreversibel-bindenden EGFR-Drittgenerations Inhibitor
Osimertinib bei der Behandlung von H1975-Zelllinien 53 zellulare off-targets per Biotin-
basiertem pulldown angereichert und identifiziert werden.®® Diese bestehen aus teils
vorhersehbaren off-targets wie Kinasen mit Cysteinen in der Bindetasche, als auch reaktiven
Cystein-Proteasen, jedoch auch aus nicht vorhersehbaren off-targets wie

Membranproteinen.

Die wie im Falle der EGFR-Drittgenerations-Inhibitoren verwendeten Acrylamid-Elektrophile
sind im Feld der Kinase-Modulation weit verbreitet.”® Durch die C797S-Resistenzmutation
ist der kovalente Wirkmechanismus der Acrylamid-basierten Inhibitoren verfallen. ZHAO et.
al. konnten jedoch bereits eine weitere mogliche kovalente Modifikation von EGFR
beschreiben.’® Hier konnte das, primar fiir Serin-Protease-Modifikation bekannte,
Arylsulfonylfluorid-Nukleophil kovalent an das katalytische Lys745 in EGFR binden
(Abbildung 17, PDB-Code 5U8L). Die Fahigkeit von Sulfonylfluoriden zur irreversiblen
Bindung an verschiedene Aminosauren wie Tyrosin, Lysin, Serin, Threonin, Cystein und
Histidin hat eine breite Anwendung dieser Elektrophile in der Entwicklung von Sonden-

Molekiile in der chemischen Biologie erlangt.’*"? Fiir den Inhibitor XO44 (24), welcher mit
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EGFR ko-kristallisiert werden konnte, liegt keine sonderlich hohe Potenz gegentiber EGFR
vor. Ebenfalls besitzt der Sulfonylfluorid-basierte Inhibitor keine Selektivitat fir EGFR tber
das gesamte Kinom, da das im Kinom hoch konservierte katalytische Lysin modifiziert wird.
Im Falle eines ubiquitar vorliegenden Nukleophils muss eine Selektivitat iber den reversiblen
Bindungsteil des Inhibitors erfolgen. Ein Inhibitor, dessen reversible Bindung eine hohe
Selektivitat fur EGFR gegenliber dem Kinom aufweist, kdnnte sich eine Bindung an das
konservierte Lys745 zunutze machen. Das in XO44 vorliegende Aminopyrazol-Motiv scheint

in diesem Sinne flr die kovalente Inhibition von EGFR-Lys745 eher ungeeignet.

X044 - 24
EGFR-Wildtyp Inhibition
36% @ 1uM

Abbildung 17: A - Struktur des Sulfonylfluorid-basierten Inhibitors XO44. B - XO44 gebunden in EGFR (PDB-Code 5U8L) C - Aktivitat des Inhibitors gegeniiber
des Kinoms." Kinase-Inhibition iber 50% bei einer Konzentration von 1 pM als roter Punkt dargestellt.

Eine der frihen gezielten Entwicklungen von kovalenten Liganden stellen die Proteasom-
Inhibitoren dar. Hierbei wurden Substratpeptid-Analoga, welche das katalytisch aktive
Zentrum kovalent modifizieren, als wirksame Inhibitoren ausgemacht. Das aktive Zentrum
wird dauerhaft besetzt, wodurch die Substratpeptide nicht mehr binden und gespalten
werden kénnen. Neben Aldehyden (MG-132) und Epoxyketonen (Epoxomicin, Carfilzomib
und Oprozomib) konnten Boronsauren als kovalente Modulatoren identifiziert werden, was
folglich zur Entwicklung des 20S-Proteasom Inhibitors Bortezomib (25) fiihrte.[>"#! Die
erstmals in Proteasom-Inhibitoren zugelassenen Boronsauren und Boronsaureester
(Ixazomib Citrat) zeichneten sich im Vergleich zu den zuvor verwendeten Aldehyden durch
eine verbesserte Selektivitit zum Threonin des aktiven Zentrums gegenuber

Cystein-Proteasen aus.!"
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Abbildung 18: Darstellung des Proteasom-Inhibitors Bortezomib und Quinazolin-basierten EGFR-Inhibitoren.I"®! Boronsaure Elektrophile in rot hervorgehoben.

Reversibel-kovalente, Boronsaure-basierte Inhibitoren zur Adressierung von EGFR-Cys797
wurden bereits von BAN et al. beschrieben.’® Hierfir wurde das aus Erst- und
Zweitgenerations-Inhibitoren bekannte 4-Aminoquinazolin Grundgerist gezielt fur eine
Komplexierung mittels koordinativer Bindung an das Cys797 und Asp800 mit verschiedenen
Boronsduren ausgestattet. FiUr den Inhibitor 26d konnte bei zelluldren washout-
Experimenten mit der EGFR-Wildtyp abhangigen A431-Zelllinie eine verlangerte
Autophosphorylierungs-Inhibition festgestellt werden. Eine kovalente Modifizierung des
Cys797 scheint nach dem HSAB-Konzept, wobei die Boronsauren als harte Sauren’”! und
Thiolate als weiche Basen einzustufen sind, jedoch als eher unwahrscheinlich. Zusatzlich ist
die beschriebene Selektivitdt der Boronsaure-Proteasom-Inhibitoren fur Threonin- Uber
Cystein-Proteasen wie Cathepsin B beschrieben.l’¥ Die Boronsaure-basierten Quinazoline
koénnten sich aufgrund der Affinitat zu harten Nukleophilen moéglicherweise geeigneter fur die
EGFR-C797S-Resistenzmutation herausstellen, bei der das weiche Cystein gegen ein

hartes Serin ausgetauscht ist.
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1.4.3. EGFR-Exon20-Insertionen als Treibermutationen

Die Erst- und Drittgenerations-EGFR-Inhibitoren zeigen grof3e Erfolge bei der Behandlung
von NSCLC, aufgrund der hohen Ansprechraten fir die entsprechenden Biomarker, fir
welche sie entwickelt wurden. Erlotinib und Gefitinib weisen Vorteile im Vergleich zur
klassischen Chemotherapie bei Vorliegen der EGFR-L858R oder der EGFR-Exon19-
delELREA Mutationen auf. Osimertinib erganzt dieses Behandlungsspektrum um die EGFR-
T790M Aminoquinazolin-Resistenzmutation. Der starke Entwicklungsfokus auf den EGFR-
L858R und Exon19-delELREA Aktivierungsmutanten liegt an der statistischen Signifikanz,
mit welcher diese in NSCLC auftreten (Abbildung 19 - C).'® Dies bedingt neben einer
erhohten Reichweite behandelbarer Patienten auch eine monetare Komponente bei der
Fokussierung auf besagte Treibermutationen.
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Abbildung 19: A — Strukturelle Darstellung klinisch relevanter Exon20-Insertionsmutation (PDB-Code 1M17); B — Strukturelle Verschiebung der aC-Helix durch
die D770_N771insNPG Mutation (blau, PDB-Code 4LRM) im Vergleich zur inaktiven Konformation (rot, PDB-Code 1XKK), Abbildungen aus NIGGENABER et.
al?2 C - Ubersicht klinisch relevanter EGFR-Aktivierungsmutationen.[”®!
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Die Entwicklung von Inhibitoren fir weniger stark auftretende Treiberldsionen wie den
Exon20-Insertionsmutationen ist im Gegensatz zu L858R- und Exon19-delELREA-
Mutationen eher vernachlassigt worden. (PubMed-Datenbanksuche ,EGFR L858R Inhibitor*
1217 Ergebnisse; ,EGFR Exon20 Inhibitor* 11 Ergebnisse - Stand 01.05.2021).

Weitere EGFR-Treibermutationen in NSCLC, die klinisch nicht weitreichend erforscht
wurden, sind die G719X, S768l und L861Q-Punktmutationen.” Diese werden derzeit
jedoch in einer Studie mit Osimertinib  untersucht.NCT034#418 — Fir  die
Exon20-Insertionsmutationen sind in den letzten Jahren verschiedene Inhibitoren entwickelt
und untersucht worden (Abbildung 20). Die bereits bekannten Erst- bis Drittgenerations-
Inhibitoren fur die L858R- und del19-ELREA-Mutationen weisen nur eine unzureichende
Wirksamkeit auf Exon20ins-Mutationen auf.®%? Dies I&sst sich auch durch ihr geringes
Selektivitatsverhaltnis Uber den EGFR-Wildtyp erklaren. Vielversprechendere Resultate
weisen der hochpotente pan-HER Inhibitor Poziotinib (27),1'%% Mobocertinib (28)1#*%°! oder
TAS6417 (29) vor. 8688

cl 0
0, e
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cl L "f O/Q )\o
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Poziotinib - 27 Mobocertinib - 28 TAS6417 - 29

Abbildung 20: Strukturen der klinisch untersuchten EGFR-Exon20-Insertions Inhibitoren Poziotinib, Mobocertinib und TAS6417.

Tabelle 3: Biochemische Analyse verschiedener EGFR-Inhibitoren auf dem EGFR-Wildtyp und der EGFR-Exon20-D770_N771insNPG Mutante und aktuelle
klinische Befunde zur Behandlung der Exon20-Insertionsmutationen. PFS = Progressionsfreies Uberleben (progression-free survival), RR = Ansprechrate (response
rate). HTRF-Assay durchgefiihrt von A. Arndt und T. Grabe.

EGFR EGFR Selektivitatsfaktor

HTRF [nM] Wildtyp D770_N771insNPG  (Wildtyp:Mutante) Kinische Erkenntnisse™
2 Erlotinib 0,031 0,014 5,56 12,50 <0,01 < 3 Monate PFS, 8-27% RR
4 Afatinib 0,013 £ 0,004 0,360 0,072 0,04 2,7 Monate PFS, 9% RR
5 Neratinib 0,022 + 0,009 0,290 0,043 0,08 0% RR
7 Osimertinib 0,242 10,095 0,581 10,103 0,42 Laufend
27 Poziotinib < 0,006 0,011 0,002 <05 Laufend, 64% RR
28 Mobocertinib 0,025 10,006 0,099 + 0,004 0,25 7,3 Monate PFS, 43% RR
29 TAS6417 0,291 10,088 1,06 £ 0,11 0,27 Laufend
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Bei Betrachtung der ICso-Werte der EGFR-Inhibitoren auf dem Wildtyp und der
Exon20-D770_N771insNPG-Mutante kann festgestellt werden, dass keiner der
untersuchten Inhibitoren eine héhere Potenz auf der Mutante als auf dem Wildtyp vorweisen
kann. Die unzureichende klinische Wirksamkeit der Quinazolin-basierten Erst- und
Zweitgenerations-Inhibitoren (2, 4 und 5) kann durch eine sehr schlechte Selektivitat (< 0,1)
erklart werden. Fur den Inhibitor Poziotinib konnte kein klares Selektivitadtsverhaltnis

bestimmt werden, da der ICs, fir den EGFR-Wildtyp nicht exakt aufgeldst werden konnte.

Die Exon20-Insertionsmutationen stellen mit dem dritthochsten Vorkommen unter den
EGFR-Aktivierungsmutationen und nur begrenzt wirksamen Inhibitoren folglich einen Bedarf

an der Erforschung neuartiger, selektiver Inhibitoren dar.
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2. Motivation und Zielsetzung

Fir die bei Osimertinib-Behandlung auftretende C797S-Resistenzmutation wurde bislang
kein Inhibitor zugelassen. Basierend auf den Erkenntnissen, welche in zahlreichen
Publikationen veréffentlich wurden und in unserer Arbeitsgruppe zutage gekommen sind,
sollen verschiedene Konzepte zur Adressierung der C797S-Resistenzmutation ausgetestet
werden. Dabei sollen neuartige kovalente Modifikationen zur Entwicklung biochemisch und
zellular potenter Inhibitoren erforscht werden. Zudem soll ein Fokus auf den potentiell
Ser797- und Lys745-bindenden Boronsduren und Sulfonylfluoriden, die ein EGFR-
spezifisches Grundgerust funktionalisieren sollen, liegen. Zusatzlich sollen bekannte EGFR-
Inhibitor-Grundgeriste weiterentwickelt werden, um durch die Optimierung reversibler

Binder zellular potente EGFR-C797S-Inhibitoren zu generieren.
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Abbildung 21: Zielsetzung zur Lésung aktueller medizinal-chemischer Problematiken des Drittgenerations-Inhibitors Osimertinib.

Neben der C797S-Resistenzmutation stellen die Exon20-Insertion-vermittelten
Aktivierungsmutationen ein bisher unbeantwortetes Problem bei der Behandlung von
NSCLC dar. Fur die Insertionsmutationen wurde bislang noch kein Inhibitor zugelassen. Es
herrscht ein Mangel an selektiven Inhibitoren, welche ein Wirksamkeitsprofil aufweisen, das
Osimertinib fiir die L858R- oder Exon19-delELREA-Aktivierungsmutanten® sowie die
T790M-Resistenzmutation besitzt.*? Eine Durchmusterung unserer EGFR-Inhibitor
Substanzbibliothek soll Erkenntnisse Uber die Selektivitatsprofile verschiedener Stoffklassen
hervorbringen. Basierend auf den Funden sollen diese Inhibitoren weiterentwickelt werden,
um einer erfolgreichen Behandlung von Exon20-Insertionsmutationen einen Schritt ndher zu

kommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Alternative Elektrophile zur Adressierung der C797S-Resistenzmutation

Die kovalente Inhibition von EGFR hat sich als sehr erfolgreiche Methode zur Entwicklung
von klinisch relevanten EGFR-Inhibitoren herausgestellt.*”! Die kovalente Modifikation eines
onkogenen Treibers bringt vielerlei Vorteile mit sich. Eine langere Verweildauer des Inhibitors
am Wirkort kann sich in einer effektiveren zellularen Wirkung widerspiegeln. Die aufwendige
Optimierung pharmakokinetischer Parameter wie suboptimale Influx/Efflux-Verhaltnisse
kénnen durch die veranderte Pharmakodynamik zu einem gewissen Grad umgangen
werden, da die kovalent gebundenen Inhibitoren den pharmakokinetischen Gleichgewichten
entzogen werden. Eine naheliegende Idee zur Adressierung der C797S-mutierten EGFR-
Variante ist somit die abgewandelte kovalente Modifikation mittels Variation des Elektrophils

und dessen Angriffspunkt innerhalb des Proteins.

3.1.1. Boronsauren zur kovalenten Adressierung der C797S-Resistenzmutation

Design und Synthese

Wie in Kapitel 1.4.2. beschrieben, wurden bereits Boronsauren zur Adressierung von EGFR
entwickelt. Diese sollten eine kovalente Bindung zur Thiolat-Seitenkette des Cys797
ausbilden. Aufgrund des harten, elektrophilen Charakters der Boronsaduren war ein
kovalenter Bindungsmodus zum harteren Nukleophil Ser797 jedoch aussichtsreicher,
wodurch die Boronsdure-Funktionalitat ein attraktives Nukleophil zur Adressierung der
C797S-Resitenzmutation darstellt. Als Grundgerist fur die Einbringung der Boronsauren
wurde der T790M-selektive EGFR-Drittgenerations-Inhibitor WZ4002 genutzt. Durch die
Flexibilitdt des Linkers kann die Boronsaure-Funktionalitdt potenziell zusatzlich in

Wechselwirkung mit dem katalytischen Lysin treten (Abbildung 22).

Cl | SN \ﬁ%N N\)
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Abbildung 22: Abwandlung des EGFR-Drittgenerations-Inhibitors WZ4002 zum Boronsaure-Derivat. Modellierung reversibler Wechselwirkungen des
Boronsaure-Derivats in LigandScout ausgehend von reversibel gebundenem WZ4002 in EGFR-T790M/C797S (PDB-Code 7A6L). Flexibilitdt der Boronsaure
(blauer Pfeil) und folglich variierende, nicht-kovalente Wechselwirkungen mit Lys745 und Ser797 (rot gepunktet).
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Die Synthese der Boronsaure-Derivate erfolgt ausgehend von einer selektiven Hydrolyse
des 2,4,5-Trichloropyrimidins in 4-Position zum Alkohol 31. Die Ldslichkeits-vermittelnde
Gruppe wird folgend in 2-Position durch eine nukleophile aromatische Substitution einfligt,
bevor der Alkohol 32 in 4-Position zum Chlorid 33 regeneriert wurde. Die Reaktionsfolge
wurde Uber diesen Umweg gewahlt, um eine Derivatisierung in 4-Position als letzten Schritt
zu ermoglichen. Als finale Produkte wurden vorerst die O- und N-verbrickten
meta-Boronsauren 34 und 35 synthetisiert. Das O-verbriickte Derivat wurde unter basischen
Bedingungen unter Erzeugung des Phenolats synthetisiert, wohingegen das N-verbrickte
Derivat unter saurekatalysierten Bedingungen generiert wurde. Zusatzlich sollte ein Derivat
dargestellt werden, welches die Boronsaure in ortho-Position tragt. Die entsprechende

Reaktion mit der ortho-Aminophenylboronsaure zeigte jedoch keine Produktbildung.

Anilin (1.0 eq) _
OH N
NaOH (1 M, 2.0 eq) OH TFA (1.0 eq)
cl Dloxan (0.5 M) ch A "BuOH (0.17 M)  Cl ‘ SN N\)
N B — e
)\ Rt 16 h, 97% | A 90°c, 16h, 78% NN
N~ cl H
o\
30 31 32
POCI; (20 eq)
BTEACI (2.0 eq) | 85°C, 2 h
DMA (2.0 eq) 85%

Q f "
= NH X N i i oy N
}/X=0 g Y ; N D )\

&N 33

Syntheseschema 1: Synthese von O- und N-verbriickten Phenylboronsaure-basierten Inhibitoren. (i) Anilin: TFA, "BuOH, 90 °C, 59% (ii) Phenol: K2COs, DMF,
50 °C, 64%.

Biologische Evaluierung

Die Boronsaure-Derivate weisen eine hohe Potenz auf der Aktivierungsmutante EGFR-
L858R auf (Tabelle 4), wobei anzumerken ist, dass diese im Vergleich zu Osimertinib und
WZ4002 nicht mehr im pikomolaren Bereich liegen. Beide Boronsaure-Inhibitoren weisen mit
niedrig nanomolaren ICso-Werten ebenfalls eine gute Toleranz gegenlber der T790M-
Resistenzmutation auf. Mit der zusatzlichen C797S-Resistenzmutation fallen die beiden
Boronsaure-Derivate ab, weisen jedoch eine héhere Potenz als Osimertinib und WZ4002
vor. Das EGFR-Wildtyp-Selektivitatsverhaltnis zur EGFR-L858R/T790M/C797S Mutante
liegt bei den Boronsaure-Derivaten in einem akzeptablen Bereich. Bei Betrachtung der PC9-
Zelllinie mit EGFR-L858R/T790M/C797S Mutation kann fur das Boronsaure-Derivat 35 keine
signifikante Aktivitatssteigerung im Vergleich zu Osimertinib und WZ4002 festgestellt
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werden. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte durch chemische Optimierung versucht

werden die zellulare Aktivitat auf C797S-mutierten Zelllinien zu optimieren.

Tabelle 4: Biochemische und zelluldre Evaluierung der Phenylboronsaure-Derivate von WZ4002. ** Zweifachmessung. Die Assays wurden durchgefiihrt von A.
Arndt und Dr. M. Keul.

EGFR EGFR EGFR EGFR PC9-EGFR
HTRF / CTG [nM]
Wildtyp L858R L858R/T790M LR/TM/CS LR/TM/CS
7 Osimertinib 0,24 :0,10 0,04 10,01 0,02 10,01 212 + 155 3158 1661
6 WZ4002 9,3:69 0,37 +0,21 0,18 10,11 452 + 189 3833 :766
34 O-verbriickt 234 129 18:3 12:3 51153+ 5678 + 702
35 N-verbriickt 30:12 3.6:12 3.7:27 41.32 2483 : 566

Optimierung der zellularen Aktivitat
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Abbildung 23: Darstellung der ungeladenen (links) und zwitterionischen Struktur (rechts) des Boronsaure-Derivats 35.

Eine mdgliche Stellschraube fiir die Optimierung der zellularen Potenz ist die Derivatisierung
der Léslichkeitsgruppe. Die Verbindung 35 kann durch das Vorliegen einer Boronsaure und
eines stark basischen, tertidren Amins in einer zwitterionischen Form vorliegen (Abbildung
23). Diese Ladungen konnten die zellulare Permeabilitat vehement beeinflussen. Folglich
sollten Léslichkeits-vermittelnde Gruppen eingeflihrt werden, welche sich in der Basizitat des
Stickstoffs unterscheiden. Aufgrund der erhdhten Potenz des N-verbrickten Derivats 35
gegenuber dem O-verbriickten Derivat 34 wird fur die folgenden Derivatisierungen mit der
3-Aminophenylboronsaure weitergearbeitet. Die Synthese beginnt hierbei mit der
Einbringung der Phenylboronsdure in 4-Position und der Derivatisierung der
Léslichkeitsgruppe im letzten Schritt. Die erforderlichen Ldslichkeitsgruppen werden durch
die SnAr-Reaktion (nukleophile aromatischen Substitution) von 2-Nitro-5-Fluoranisol mit

verschiedenen Aminen und anschliefender Reduktion der Nitrogruppe erzeugt.
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Syntheseschema 2: Synthese einer Boronsaure-Substanzbibliothek mit variierender Loslichkeitsgruppe. Fir Inhibitor 41d erfolgte eine saure Boc-Entschiitzung.

Die erzeugten Boronsaure-Derivate ahneln sich in ihrem biochemischen Aktivitatsprofil
gegenulber den verschiedenen EGFR-Mutanten. Das offenkettige Trimethyl-Ethylendiamin
Derivat 41c zeigt in dieser Serie die geringste Potenz gegentber dem Wildtyp, der L858R-
Aktivierungsmutante und der T790M-Resistenzmutante. Die Inhibitoren mit Morpholin- 41a
und Acetylpiperazin-Gruppe 41b weisen mit ihrer verringerten Basizitdt ebenfalls eine
geringfugig niedrigere Aktivitdt als das Methylpiperazin-Derivat 35 auf. Lediglich das
4-Aminopiperidin-Derivat 41d konnte das Methylpiperazin in seiner biochemischen Potenz

geringfligig Ubertreffen.
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Tabelle 5: Biochemische Daten der Boronsaure-Derivate gegeniiber dem EGFR-Wildtyp, L858R-, L858R/T790M und L858R/T790M/C797S-Mutante. HTRF-Assay
wurde durchgefiihrt von A. Arndt und Dr. M. Keul.

HTRE (my EGFR EGFR EGFR EGFR
Wildtyp L858R L858R/T790M L858R/T790M/C797S

7 Osimertinib 0,24 +0.10 0,04 +001 0,02 +001 212 215
6 WZ4002 9,3 460 0,37 +021 0,18 +o11 452 4 150

35 (O 301 3,6112 3,7 427 4.3

#1a P 47 .2 7,3 244 5103 nb.

ab W 4915 74216 5015 no.

VI 93 .17 15,4 208 1245 nb.

#Md PO 23.s 3,1 204 1,8 +01 nb.

Bei Betrachtung der zellularen Aktivitat gegentiber den verschiedenen EGFR-Mutationen
konnte keinerlei Steigerung der Potenz gegeniber dem bisherigen Methylpiperazin-Derivat
35 erzielt werden. Ein Vergleich zwischen den Ba/F3-Zelllinien mit und ohne C797S-
Punktmutation zeigt ebenfalls keine signifikanten Aktivitdtsunterschiede der Boronsaure-
Derivate. Eine positive Wechselwirkung der Boronsaure-Funktionalitat mit Ser797 lasst sich

aus den zelluldren Ergebnissen somit nicht ableiten.

Tabelle 6: Zellulare Daten der Boronsaure-Derivate gegeniiber L858R-, Del19-, T790M- und C797S-mutierten Zelllinien. n.b. nicht bestimmt. CTG-Assay
durchgefiihrt von Dr. M. Keul und K. Jeyakumar.

CTG [uM] Ba/F3-EGFR- Ba/F3-EGFR- H1975 PC9-EGFR-
H L858R L858R/C797S (L858R/T790M) Del19/T790M/C797S

7 Osimertinib <0,010 2,68 11,12 0,017 + 0,008 3,16 066

6 WZ4002 0,164 + 0,023 1,57 1022 0,109 +0,053 3,83:077

35 ‘—N/\:,\N— 2,11 1027 2,03 037 1,33:053 2,48 + 057
41a !‘”Q 2,76 1056 2,96 042 3,85:090 6,04 :1.15
41b |—NCN—/<O 1,94 1057 2,51 1049 2,78 11,10 n.b.
41c l_"/\_)‘_ 4,37 +0,02 4,14 1031 4,28 1070 6,69+ 157
41d (O 3,34 1001 2,58 1042 8,10 005 5,08+ 1,18

Da es sich bei einer Serin-Boronsaure-Bindung um eine Bindung mit vorwiegend kovalent-
reversiblem Charakter handeln wirde, ware eine kinetische Betrachtung der Bindung der

Inhibitoren gegenuber der C797S-Mutante notwendig um einen kovalenten
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Bindungscharakter zu belegen.®* Eine kovalente Modifikation per MS-Analyse von
EGFR-T790M/C797S konnte fur die Boronsaure 35 nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend lasst sich fir die Boronsaure-basierten Liganden eine hohe inhibitorische
Potenz im niedrigen nanomolaren Bereich festhalten. Die Ubersetzung der biochemischen
Ergebnisse konnte nach einer moderaten Aktivitat des Inhibitors 35 auf der
PC9-L858R/T790M/C797S Zelllinie jedoch nicht weiter verbessert werden. Aufgrund einer
zeittechnischen Kosten-Nutzen Abwagung wurde entschieden die synthetischen Arbeiten
nicht fortzusetzen und den Fokus zur Adressierung der C797S-Mutante auf alternative
Strategien zu legen. Naheliegende Experimente zur Verbesserung der zellularen Potenz
dieser Inhibitor-Klasse liegen in der Anwendung des Prodrug-Konzepts. Hierflr kdnnte die

Boronsaure Funktion als Boronsaure-Ester maskiert werden (42, Abbildung 24).

Eine weitere Mdglichkeit zur Optimierung liegt in der Variation des Grundgerists. Im Laufe

dieser Arbeit erschienen Boronsaure-Inhibitoren (43) auf dem Grundgerust von Osimertinib.

Eine biochemische Evaluierung dieser Inhibitoren ist jedoch nicht verfligbar.V02019079599]

42 Osimertinib - 7

Abbildung 24: Darstellung eines Ester-maskierten Boronsiure Derivats 42 und des Boronsiure Derivats 43 abgewandelt von Osimertinib.[V02019079599]
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3.1.2. §(VI)-Fluor-Verbindungen zur kovalenten Adressierung der
C797S-Resistenzmutation

Design und Synthese

Wie in Kapitel 1.4.2. beschrieben, konnte bereits ein Inhibitor entwickelt werden, welcher in
der Lage ist das katalytische Lysin mit einem Sulfonylfluorid-Elektrophil zu modifizieren.
Diese kovalente Modifizierung sollte sich bei der irreversiblen Adressierung der EGFR-
C797S-Resistenzmutation zunutze gemacht werden. Dabei wurde analog zu den
Boronsaure-Derivaten (Kapitel 3.1.1.) das Grundgerist des EGFR-Drittgenerations-
Inhibitors WZ4002 zu den entsprechenden Fluorsulfaten und Sulfonylfluoriden
umgewandelt. Durch die Flexibilitdt des Linkers kann die elektrophile Funktionalitat
zusatzlich der C797S-Punktmutation zugewandt sein. Eine kovalente Modifikation durch
Schwefel(V1)-Fluor Elektrophile, welche primér fir das katalytische Serin in Proteasen,?®'?!
jedoch auch fiir nicht-aktivierte Serine beschrieben ist,®® sollte auf das neu entstandene

Ser797 Ubertragen werden.
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Abbildung 25: Abwandlung des EGFR-Drittgenerations-Inhibitors WZ4002 zum Fluorsulfat-Derivat. Modellierung des Fluorsulfat-Derivats in LigandScout
ausgehend von reversibel gebundenem WZ4002 in EGFR-T790M/C797S (PDB-Code 7A6L). Flexibilitat des Fluorsulfats (blauer Pfeil) und folglich variierende nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit Lys745 und Ser797 (rot gepunktet).

Durch die Entwicklung von Schwefel(VI)-Fluor Klick-Chemie®®! in der Arbeitsgruppe von
SHARPLESS wurde die late stage Funktionalisierung von Wirkstoffen mit Arylfluorsulfat-
Nukleophilen erméglicht.® Dieses Konzept sollte fiir die Entwicklung von Inhibitoren fiir die
C797S-Resistenzmutation angewendet werden. Hierfir wurde zuerst eine Reihe von
WZ4002-analogen Phenolen (45a-c) synthetisiert. Diese konnten unter Einsatz des
Insektizids SO.F,im letzten der drei Reaktionsschritte effizient zu den Arylfluorsulfaten (46a-

c) umgesetzt werden.
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N X \’S\\O
X . | —GoH | o
Phenol (1.1 eq) | _-OH Anilin (1.0 eq) 0" NF N7 Sultuyifuoria o NF N
K,COj3 (1.5 eq) o) TFA (1.0 eq) cl N\) TEA (25 eq) N\)
DMF (0.5M) SN "BuOH (0.2 M) \ﬁ*N DCM (0.2 M) \ﬁ*N
—_— —_—
50°C,2h \ PR 90 °C, 16 h N/)\N 0°C,4h N/)\N
41-79% N~ ~cl 36-56% Ho§ 58-90% Ho &
~N ~N
44a: ortho 45a: ortho 46a: ortho
44b: meta 45b: meta 46b: meta
44c: para 45c: para 46c¢: para

Syntheseschema 3: Synthese von Fluorsulfat-basierten Inhibitoren mit Aminopyrimidin-Grundgeriist.

Neben den Fluorsulfaten wurde das m-Sulfonylfluorid 50 generiert. Hierflr wurde zuerst das

kommerziell erhaltliche 3-Nitrobenzolsulfonylfluorid mithilfe von Eisen/Ammoniumchlorid

reduziert. Das erhaltene Anilin 48 wurde mittels SyAr an das 2,4,5-Trichloropyrimidin

eingefihrt. Zuletzt wurde die Loslichkeitsgruppe durch eine saurekatalysierte SyAr in

2-Position eingebracht. Eine analoge Synthese des ortho-Derivats scheiterte an der

selektiven Reduktion des 2-Nitrobenzolsulfonylfluorids.
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| o
Fe (5.0 eq) F 0=s=0 Anilin (1.0 eq)
NH,CI (10.0 eq) 0=5-0 TCP (1.1 eq) TFA (1.0 eq)
EtOH/H,0 o= iPrOH (0.5 M) "BuOH (0.1 M)
50°C,2h 105 °C, 50 min HN 90 °C, 48 h
0, 0, 0
56% HoN 16% cl ‘ \)N\ 55%
—
N” cl
48 49

Syntheseschema 4: Synthese des Arylsulfonylfluorid-basierten Inhibitors 50.

B

Zuséatzlich sollte das dulerst starke Elektrophil Ethylensulfonylfluorid genutzt werden, um in

einer Michael-Addition das Ethan-verbrickte Sulfonylfluorid 54 zu generieren. Hierfir wurde,

erneut vom 2,4,5-Trichloropyrimidin ausgehend, das m-Nitroanilin eingefihrt und in der

etablierten SnyAr-Reaktion die Loslichkeitsgruppe eingefuihrt. Anschlielend wurde die

Nitroverbindung 52 zum Anilin 53 reduziert, wodurch die Einfihrung des warheads im letzten

Schritt erfolgen konnte.
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. Anilin (1.0 eq) /©\
Anilin (1.1 eq) /@\ NO N
HN NO 2 (\

cl K,COs (1.5 eq) , TFA(1.0 eq)
al DMF (0.3 M) ¢ "BUOH (0.2 M)
\ \Jl\ 50°C, 2 h \ \Jl\ 90°C, 16 h )\
N7 el 55% N7 e 79%
30 51
Fe (5.0 eq)
NH,CI (10.0 eq)
EtOH/H,0
50°C, 2 h, 96%
QF

S
T Je s Q
a i N\)N a NH; (\N

Rt, 2 h, 100%

Syntheseschema 5: Synthese des Ethansulfonylfluorid-basierten Inhibitors 54.

Neben den ATP-kompetitiven Inhibitoren sollte der allosterische Inhibitor EAIOO01 als
Arylsulfonylfluorid 58 und Ethylensulfonylfluorid 60 modifiziert werden (Syntheseschema 6).
Inhibitoren dieses Typs besitzen aufgrund der Distanz der allosterischen Bindetasche zum
Ser797 keine Mdglichkeit der kovalenten Modifikation von C797S. Eine Modifikation des
Lys745 erscheint aufgrund der raumlichen Nahe jedoch mdglich. Allosterische Inhibitoren
mit  Acrylamid und Chloracetamid-Nukleophilen ~ wurden bereits von GRAY

beschrieben.[W02019164948]

Reflux, 16 h Rt, ovn, 30%

o) o
o 1. S0Cly, DCM % /@\ o
MeCN (0.25 M N il N
OH MeC ( 5 M) on 2 Anilin, TEA N &
H o}

57 EAI-ASF 58
o]
\ 3
N N/L\} 7 S0,F N s
—_—
H DMF
Rt, 24 h
73% 0=§=0
F
EAIOO01 59 EAI-ESF 60

Syntheseschema 6: Synthese von Sulfonylfluorid-Inhibitoren basierend auf dem allosterischen Inhibitor EAI001.
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Biologische Evaluierung

Die generierten Verbindungen zeigen im Vergleich zu den Referenzverbindungen
Osimertinib und WZ4002 eine stark verringerte Aktivitat. Bei Betrachtung der biochemischen
Daten der generierten Inhibitor-Serie ist eine Aktivitdtsabnahme zwischen den meta- und
para-Phenol-Vorstufen und den entsprechenden Fluorsulfaten auffallig. Von den
Fluorsulfaten konnte keine Verbindung eine hohere Aktivitdt als Osimertinib auf der
L858R/T790M/C797S-Resistenzmutation vorweisen.

Tabelle 7: Biochemische Evaluierung (HTRF-Assay [nM]) der Fluorsulfat- und Sulfonylfluorid-Inhibitoren gegeniiber dem EGFR-Wildtyp und klinisch
relevanten Mutanten. n.b. nicht bestimmt. HTRF-Assay wurde durchgefiihrt von A. Arndt und Dr. M. Keul.

O Ay N\)N/ EGFR EGFR EGFR EGFR
| N/)\H/Q/ Wildtyp L858R L858R/T790M L858R/T790M/C797S
o<

7 Osimertinib 0,24 10,10 0,04 +0,01 0,02 : 001 212 1155
6 WZ4002 9,3 169 0,37 o021 0,18 0,11 452 + 189
46a o-Fluorsulfat 428 * 74 525 33 :6 398 1264
45b m-Phenol 246 151 322 17 52 451 +331
46b m-Fluorsulfat nb. 21 :10 46 :12 989 1252
45¢c p-Phenol 611 2420 106 +72 49 .33 972 1414
46¢c p-Fluorsulfat nb. nb. 35:3 4039 : 856
50 m-Sulfonylfluorid 59 :10 15 44 9,0 128 329 1169

54  m-Ethansulfonylfluorid 22 44 3,3:10 23 :07 57 +35
58 EAI-ASF nb. nb. nb. > 20000
60 EAI-ESF nb. nb. nb. > 20000

Die Sulfonylfluoride 50 und 54 stellen die potentesten Verbindungen dieser Serie dar.
Besonders das flexible Ethansulfonylfluorid zeigt auf der Tripelmutante die hdchste Aktivitat,
welche die Osimertinibs Ubertrifft. Ein Aktivitatsgewinn von Doppel- und Tripelmutante durch
eine kovalente Modifikation des Ser797 konnte nicht beobachtet werden. Fur die
allosterischen Sulfonylfluoride 58 und 60 wurde nur die EGFR-L8585R/T790M/C797S-
Tripelmutante vermessen. Hierbei konnte jedoch fiir beide Inhibitoren keine Inhibition (ICso
> 20 uM) festgestellt werden. Weiterhin wurden die Inhibitoren auf ihre zelluldre Potenz

untersucht (Tabelle 8).

41



Tabelle 8: Zellulire Daten (CTG-Assay [uM]) der Fluorsulfat- und Sulfonylfluorid-Inhibitoren gegeniiber EGFR-abhéngigen Zelllinien. n.b. nicht bestimmt.
CTG-Assay wurde durchgefihrt von Dr. M. Keul und K. Jeyakumar.

O Ay N\)N/ Ba/F3-EGFR- Ba/F3-EGFR- H1975 PC9-EGFR-
| N/)\”/Q/ L858R L858R/C797S (L858R/T790M) Del19/T790M/C797S
o<

7 Osimertinib <0,01 2,711 0,017 +0,008 3,207

6 Wz4002 0,16+ 0,02 1,6:02 0,11 +00s 3,8:08
46a o-Fluorsulfat 58:19 5,0:10 13,7 +32 58*
46b m-Fluorsulfat 5,1 +08 4,2 104 15,7 224 6,1*
46¢c p-Fluorsulfat 4.7 +06 4.7 106 11,0 08 55*

50 m-Sulfonylfluorid 11,9 :14 13,0 :30 14,7 226 12,3*
54  m-Ethansulfonylfluorid 9,617 11,5 +34 13,8 144 19,7 *

58 EAI-ASF nb. nb. > 30 > 30

60 EAI-ESF nb. nb. > 30 > 30

Bei Betrachtung der zelluldren Daten ist festzustellen, dass die teils niedrig nanomolar
aktiven Inhibitoren keine Translation der Potenz in den zellularen Kontext erwirken. Alle
dargestellten Inhibitoren beeinflussen das Wachstum der verschiedenen EGFR-abhangigen
Zelllinien nur im mikromolaren Bereich. Selbst das hochpotente Ethansulfonylfluorid 54 kann
keine zufriedenstellende Wirkung vorweisen. Die allosterischen Inhibitoren EAI-ASF 58 und
EAI-ESF 60 konnten schon wie bei der biochemischen Untersuchung keinerlei Aktivitat
vorweisen. Die generierten S(VI)-Fluor-Elektrophile wurden zusatzlich
massenspektrometrischen  Untersuchungen mit EGFR-T790M/C797S  unterzogen
(durchgefuhrt von Dr. J. Niggenaber). Fir keinen der Inhibitoren konnte jedoch eine

kovalente Modifikation der Kinase festgestellt werden.

Basierend auf der ausbleibenden kovalenten Modifizierung von EGFR-T790/C797S, der
Aktivitatsabnahme zwischen Phenol-Vorstufe und Fluorsulfat, der Aktivitatsabnahme von
Doppel- zu Tripelmutante und einem Mangel an zellularer Aktivitat, ist ein kovalenter
Wirkmechanismus dieser Inhibitor-Klasse gegenliiber EGFR auszuschlieRen. Als erfolgreich
ist hierbei lediglich die Synthese mit der erfolgreichen Anwendung des S(VI)-Fluor-

Klickchemie-Konzeptes auf das WZ4002-Aminopyrimidin-Grundgerist zu betrachten.
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3.2. Reversible Aminopyrimidine Zur Adressierung von

C797S-Resistenzmutationen

Die Problematik der C797S-Resistenzmutation durch die Behandlung mit kovalenten EGFR-
Zweit- und Drittgenerations-Inhibitoren konnte neben einem neu erschlossenen, kovalenten

Bindungsmodus auch durch optimierte reversible Inhibitoren geldst werden.

Die beschriebenen reversiblen EGFR-Inhibitoren (Kapitel 1.4.1.) geben erste Anhaltspunkte
fur die Maoglichkeit einer erfolgreichen Adressierung der C797S-Resistenzmutation.
Zusatzlich ergab eine Substanzbibliothek-Durchmusterung der im Arbeitskreis verfligbaren
EGFR-Inhibitoren eine bedeutende Erkenntnis in der biochemischen Potenz des Exon20ins-
Inhibitors  Mobocertinib  gegenuber Osimertinib auf der EGFR-L858R/C797S
Resistenzmutation. Die Einbringung des Isopropylesters ergibt eine Uber zehnfach

gesteigerte Potenz Mobocertinibs gegentiber Osimertinib.
Synthese und Evaluierung Mobocertinibs

Die Synthese von Mobocertinib wurde eigenstandig durchgefihrt, um gréRere Mengen fir
Kristallisationsstudien zu generieren, da keine kommerziellen Quellen fir den Inhibitor
verfugbar waren. Ausgegangen wurde hierbei vom kommerziell verfuigbaren Isopropyl-2,4-
dichloropyrimidin-5-carboxylat 61, welches in einer Friedel-Crafts-Arylierung zum
substituierten Methylindol 63 transformiert wurde. Aufgrund der bereits durchgefihrten
Synthese des Anilins 66 in vorangegangenen Projekten wurde die Synthese im Vergleich
zum Patent W02019222093] gphgewandelt und die vollstéandige Léslichkeitsgruppe wurde statt
eines o-Fluoronitroanilins eingefiihrt. AnschlieRend wurde die Nitroverbindung 67 im
Wasserstoff-Flussreaktor mithilfe von Palladium auf Aktivkohle reduziert. Im letzten Schritt
wurde der Michael-Akzeptor mittels Acryloylchlorid eingefuihrt. Die Synthese konnte mit
moderaten bis guten Ausbeuten durchgefiihrt werden und es konnten ausreichende Mengen
fur Kristallisationsstudien generiert werden. Aufgrund teils verbliebenen Startmaterials bei
der Generierung von 67 und 28, kdnnte die Ausbeute durch Verlangerung der Reaktionszeit

oder erneute Zugabe von Reagenzien optimiert werden.
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1. AICl, (2.0 eq)
DME (0.5M), Rt, 30 min

o cl \ 2. N-Methylindol (1.1 eq)
)\ N 55°C, 2 h, 85 %
0 | SN
~
N)\CI
61 62 63
NO, NO, | SN
F N
H K,CO3, DMF \)
+ /N\/\N/ > _—t
H2N \ 40°C,16h  H,N TFA (1.5 eq)
o} 63 % o nBuOH, 90 °C, 16 h
~ (1.5 eq) ~ 53%
64 65 66
N, N, 7
Ha, Pd/IC NH N Acryloylchlorid N
MeOH N\\) DIPEA, THF o
65% Rt, 2 h, 49%

Syntheseschema 7: Synthese von Mobocertinib.

Das generierte Mobocertinib wurde fir Kristallisationstudien verwendet. Es konnte eine Ko-
Kristallstruktur von Mobocertinib gebunden in EGFR-T790M/V948R erhalten werden
(Auflésung = 2.0 A, PDB-Code 7A6K, Kristallisation durch Dr. J. Niggenaber). Diese zeigt
die Besetzung der hydrophoben Tasche, welche von Osimertinib ausgespart wird, durch den
Isopropylester. Der Isopropylrest bildet dabei unpolare Wechelwirkungen mit den Met790-
und Lys745-Seitenketten. Zusatzlich kénnen polare Wechselwirkungen des Carbonyl-

Sauerstoffs mit der Thr854-Seitenkette und ein Wasser-vermittelter Kontakt zur GIn791-

90 \m/
. %

Seitenkette ausgemacht werden (Abbildung 26).

Osimertinib - 7 Mobocertinib - 28
HTRF-EGFR-L858R/C797S HTRF-EGFR-L858R/C797S
ICsq - 354 nM IC50 - 25 NnM

Abbildung 26 — A: Strukturen und ICso-Werte von Osimertinib und Mobocertinib auf EGFR-L858R/C797S; B: Ko-Kristallstruktur von Osimertinib in
EGFR-T790M/V948R PDB-Code 6Z4B, Ko-Kristallisation mit EAI045 in der allosterischen Tasche, nicht gezeigt fiir bessere Ubersicht. Wasserstoffbriickenbindung mit
Met793 der Scharnierregion rot-gepunktet. C: Ko-Kristallstruktur von Mobocertnib in EGFR-T790M/V948R PDB-Code 7A6K. Wasserstoffbriickenbindung mit Met793
der Scharnierregion und polare Wechselwirkungen in der hydrophoben Tasche rot-gepunktet.
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Die biochemische Aktivitatssteigerung zwischen Osimertinib und Mobocertinib war jedoch
nicht Ubertragbar auf das zellulare Testsystem der EGFR-L858R/C797S abhangigen
Ba/F3-Zelllinie (Osimertinib 2.0 uM; Mobocertinib 2.7 uM). Um weitere Erkenntnisse zu
generieren wurden Mobocertinib- und Osimertinib-Derivate ohne Acrylamid-Funktionalitat
generiert. Neben einer erwarteten Aktivitatssenkung gegeniiber dem Cys797-tragendem
EGFR-Wildtyp, wurde eine Aktivitatssteigerung fir C797S-mutierte EGFR-Varianten erhofft,
da in Ko-Kristallstrukturen des Drittgenerations-Inhibitors WZ4002 in EGFR-T790M/C797S
eine AbstolRung des Acrylamids vom polaren Ser797 beobachtet werden konnte (Abbildung
27, PDC-Code 7A6L).

Met790

c7978

& j;tiﬁ;5

WZ4002 - 6

Abbildung 27: Darstellung des Drittgenerations-Inhibitors WZ4002 und Vergleich der Ko-Kristallstrukturen in EGFR-T790M (PDB-Code 4ZAU, weiB, kovalent
gebunden an Cys797) und in EGFR-T790M/C797S (gelb, reversibel gebunden). AbstoBung des Acrylamids von Ser797 durch roten Pfeil gekennzeichnet.

Um einen ersten Uberblick auf den Einfluss der EstergréRe zu erhalten, wurden Derivate
ohne Ester (71a), mit Methyl- (71b), Ethyl- (71¢), und Isopropylester (71d) synthetisiert. Die
Synthese erfolgte ausgehend von den kommerziell verfigbaren 2,4-Dichloropyrimidinen mit
den entsprechenden Estern in 5-Position. Der erste Reaktionsschritt ist dabei die Einflihrung
des N-Methylindols durch eine Friedel-Crafts-artige nukleophile Substitution in 4-Position.
AnschlieRend wird das Front-Pocket-Element durch eine saurekatalysierte, nukleophile

aromatische Substitution in 2-Position eingefuhrt:

Anilin (1.2 eq) N
AICl; (2.0 eq) TFA (1.5 eq) N -

Cl \ DME (0.5 M) 'PrOH (0.1 M) N

NV 55°C, 2h 90°C,2h SN N
\ N . , »

N/)\CI 69-97% 72-96% N)\N

H
O\

69a-d 62 70a-d 71a-d

LN VRS VRPN &

a

Syntheseschema 8: Synthese einer initialen Serie reversibler Aminopyrimidin-Inhibitoren. Die Intermediate 69d und 70d entsprechen 61 und 63.
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Tabelle 9: Biochemische (HTRF-Assay [nM]) und zelluldre (CTG-Assay [uM]) Evaluierung der ersten SAR reversibler Aminopyrimidine gegeniiber EGFR-
Varianten. Assays wurden durchgefiihrt von A. Arndt und K. Jeyakumar.

N N~
o N
\ /)N\ /Q/ EGFR EGFR EGFR Ba/F3-EGFR Ba/F3-EGFR
N N
fool Wildtyp L858R L858R/C797S L858R L858R/C797S
7 Osimertinib 0,23 0,10 0,043 + 0,012 354 1 129 6,0 +32 2033 + 429
28 Mobocertinib 0,025 : 0,006 0,011 0,001 2511 1,1 +03 2711 +776
71a iy 34+13 54+03 1254151 3634 1435 2059 + 1129
o
71b \OJ}/ 2338 3412 73 :18 3341 1995 3754 1283
o
e Ny 52115 0,68 0,10 17 29 1895 + 502 1884 1119
o
ma L L 1,002 0,17 <002 16202 605 1 325 615 5216

Die Betrachtung dieser ersten Struktur-Wirkungsbeziehung legt klare Trends fur die
Entwicklung von EGFR-C797S Inhibitoren dar. Zum einen konnte die unerwiinschte Aktivitat
auf dem EGFR-Wildtyp durch die Entfernung des Acrylamids drastisch reduziert werden. Ein
positives Selektivitatsverhaltnis zwischen EGFR-Wildtyp und L858R-Aktivierungsmutante
konnte fir alle generierten Derivate erreicht werden. Das Selektivitatsverhaltnis zur L858R-
Mutante ist durch das Hinzukommen der C797S-Mutante abgefallen, liegt im Vergleich zu
den Acrylamid-tragenden Inhibitoren jedoch in einem annehmbaren Bereich. Dabei ist zu
beachten, dass die Michaelis-Menten-Konstante fir ATP der beiden Mutanten im
betrachteten biochemischen Setup stark variieren. (ATP-Ku: L858R 25 pM, L858R/C797S
75 pM) Die erhdhte ATP-Konzentration der EGFR-L858R/C797S HTRF-Messungen nimmt
dabei einen Einfluss auf die gemessene Potenz der ATP-kompetitiven reversiblen
Inhibitoren. Eine Beurteilung erhdhter Ki-Werte von Inhibitoren bei C797S-mutiertem EFGR
wurde bereits von ZHU etf. al. vorgenommen, wobei eine Erhdhung der Ki-Werte bei
gleichzeitig erhdohtem ATP-Kuw der Mutante, aufgrund einer konstanten zelluldren
ATP-Konzentration, keinen negativen Einfluss auf die zellulére Aktivitat haben sollte.®® Bei
der Betrachtung der zellularen Daten konnte fiir die reversiblen Aminopyrimidine in der Tat
eine aquipotente Effektivitdt zwischen den Ba/F3-EGFR-L858R und Ba/F3-L858R/C797S
beobachtet werden. Somit kann die abfallende biochemische Potenz zwischen der
Aktivierungs- und der L858R/C797S-Resistenzmutante zu einem gewissen Grad

vernachlassigt werden.
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Der zuvor beobachtbare Aktivitatsgewinn von Osimertinib zu Mobocertinib kann beim
Vergleich des Inhibitors 71a und dem Isopropylester-Derivat 71d nochmals verstarkt
beobachtet werden. Der reversibel bindende Isopropylester 71d stellt auf der C797S-
Resistenzmutante den mit Abstand potentesten Inhibitor dieser Reihe dar. Mit einem ICso
von 1,6 nM konnte ein groBer Aktivitdtssprung gegeniber Osimertinib (354 nM) erzielt
werden. Dieser Inhibitor ist zusatzlich der einzige, welcher eine signifikante
Aktivitatssteigerung auf der EGFR-L858R/C797S abhangigen Ba/F3-Zelllinie vorweisen
konnte. Mit einem erstmals submikromolaren ECso von 615 nM sticht der Inhibitor aus dieser
fokussierten Inhibitor-Serie hervor und stellt einen guten Ansatzpunkt fiur weitere

Optimierungszyklen dar.

3.2.1. Ableitung einer Struktur-Wirkungsbeziehung fiir die Besetzung der
hydrophoben Tasche

Um den Einfluss einer Substitution in 5-Position genauer bewerten zu kénnen, wurde eine
umfangreiche Substanz-Bibliothek mit verschiedenen pharmakophoren Elementen

aufgebaut:

'd N\
=z
Q o )\ Q  Aliphatische @\ e @\ 7
oy ety oty e oAy My
F
n o \J\ o CF3 0 o Aromatische
Bu\o)K/ F O)K/ CFs O)k/ O& Ester
p
A 1, AT N !
nverse
N)K/ N& h“ Amide Y T/ Amide
H H o o)

X7
,_<\ ——N Hetero- | Di
)\// Zyklen HZN = wvers

J

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Substanzbibliothek zur Erforschung der hydrophoben Tasche. Ko-Kristallstruktur von Mobocertinib gebunden in
EGFR-T790M/V948R (PDB-Code 7A6K) mit entferntem Isopropylester zur Darstellung des besetzbaren Raums (blauer Kreis). 5-Position-Substituenten bestehend aus
aliphatischen und aromatischen Estern, Amiden, inversen Amiden, Heterozyklen und weiteren Substituenten (Bibliothek hier nicht vollstandig abgebildet).

Die GroRe des Esters wurde mit den aliphatischen Methyl-, Ethyl- und Isopropylestern
bereits untersucht. Analog zu den Estern wurden Amide und inverse Amide synthetisiert, um
zu untersuchen, ob polare Amide in der hydrophoben Tasche ebenfalls toleriert werden.
Hierbei wurden zusatzlich die freie Carbonsaure, sowie die Amin- und Nitro-Vorstufen auf
ihre Bindung in der hydrophoben Tasche untersucht. Fur die Amid-Derivate musste der
Methylester 71b zuvor in die entsprechende Carbonsaure Uberfihrt werden. Mit

verhaltnismafig harschen Hydrolyse-Bedingungen konnte der Methylester erfolgreich in die
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Saure 72 Uberfuhrt werden. Die Notwendigkeit von hohen Reaktionstemperaturen und eines
Uberschuss Hydroxid-Base zeigt die chemische Stabilitat der Pyrimidin-5-carboxylate. Die
freie Saure konnte anschlieBend mit klassischen Amidkupplungs-Bedingungen zum

Isopropyl- (73a), Cyclopropyl- (73b) und Morpholin-Amid (73c) transformiert werden.

* 0
)k Amin (1.5 eq)
HO” “CF; TBTU (1.2 eq)
NaOH TEA (10 eq)
~ THF/H,O -~ DCM (0.1 M)
90 °C, 16 h (\N 0°C,1h
—_— >
quant.

) oo |
/Q/ 41-62%

AN N
a )\N/ﬁs\‘i b N}I“ c O

H

Syntheseschema 9: Synthese von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit Amid-Funktionalitat in 5-Position. * 72 wurde durch C1s-Chromatographie als Triflat

erhalten.

Fir die Synthese der inversen Amide wurde das 5-Nitro-2,4-dichloropyrimidin in einer
analogen Synthesefolge wie die bisherigen Ester transformiert. Die erhaltene
Nitroverbindung 76 wurde folglich zum Amin 77 reduziert und anschlieRend mit den
entsprechenden Saurechloriden zu den inversen Acet-, Propion-, Isobutyr- und Cyclobutyr-

Amiden umgesetzt.

Anilin (1.2 eq)
6 Beem Y
ON N o 5 "BuOH (0.1 M) O2N \)
2 | N + @ 55°C,2h .
\ 56% 78%
N/)\CI ° °
74 62 75

Séaurechlorid

Pd/C (10%, 0.1 eq) DIPEA (5.0 eq)

MeOH (0.005 M) DCM (0.1 M) b
H,-Flussreaktor 0°C,4h
60 °C, 95% 16-73%

o

L

Syntheseschema 10: Synthese von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit invertiertem Amid in 5-Position.

Eine strukturelle Reduzierung des Esters zum Ether sollte zudem untersucht werden. Far
einen Vergleich mit dem Ethylester 71c wurde der kommerziell verfigbare Ethylether 79

Uber das Intermediat 80 nach der etablierten Reaktionsfolge zum Inhibitor 81 umgesetzt.
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Anilin (1.2 eq)
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Syntheseschema 11: Synthese des Aminopyrimidn-basierten Inhibitors 81 mit Ethylether-Gruppe in 5-Position.

Ebenfalls sollte eine Keto-Funktion als Substituent in der hydrophoben Tasche untersucht
werden. Hierflr wurde die freie Carbonsaure 82 zum Weinreb-Amid 84 umgewandelt, um in
einer anschlieBenden Reaktion mit Alkyl-, Alkenyl- und Alkinyl-Grignard-Reagenzien
umgesetzt zu werden. Hierbei konnte jedoch fir eine Reihe von Grignard-Reagenzien kein
Umsatz zum gewilnschten Produkt beobachtet werden. Eine Testreaktion mit dem
reaktiveren n-Butyllithium im Uberschuss ergab eine unselektive Produktbildung zum
disubstituierten Alkohol. Eine Optimierung der Reaktivitat der eingesetzten Reagenzien und
der allgemeinen Reaktionsbedingungen ist fir die Generierung von Inhibitoren des Typs 85

in Zukunft notwendig.

TBTU (1.2eq)
TEA (5.0 eq)
DCM, Rt

65%

Grignard-
Reagenzien

Syntheseschema 12: Syntheseansatz zur Generierung von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit Keto-Gruppe in 5-Position.

Eine weitverbreitete medizinal-chemische Methode zur Abwandlung von Pharmakophoren,

r.®71 Diese sollen in einer

wie einer Ester-Funktion, stellt die Substitution durch Bioisostere da
Bindetasche analoge Wechselwirkungen eingehen kdénnen, jedoch abgewandelte
chemische oder pharmakokinetische Parameter verfligen. Bei der Untersuchung der
hydrophoben Tasche soll der Isopropylester durch kleine Heterozyklen ersetzt werden,
welche keine Labilitdt bezlglich einer Hydrolyse vorweisen sollten. Die Synthese dieser
Bioisostere erfolgt ausgehend vom 5-Bromo-2,4-dichloropyrimidin 86. Die Einfihrung der

Heterozyklen erfolgt, abhangig von der kommerziellen Verfligbarkeit der Organometall-
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Verbindungen, in einer finalen Suzuki-Reaktion oder Stille-Kupplung. Die Suzuki-Reaktionen
ergaben die Verbindungen 89a und 89b in geringen Ausbeuten von 24% bzw. 12%. Bei der
Stille-Kupplung mit Tributylstannanen konnte kein Umsatz zu den gewilinschten Produkten
beobachtet werden. Die geringen Ausbeuten der Suzuki-Reaktion und die ausbleibende

Stille-Kupplung legen die Notwendigkeit einer Optimierung der Reaktionsbedingungen nahe.

Anilin (1.2 eq)
AICI3 (2.0 eq)
Cl \ DME (0.5 M) TFA (1.5 eq)
Br\{QN . <\l/\© 55°C. 2 h "BUOH (0.1 M)
S _— _— =
42% 1%
N/)\CI ° °
86 62 87

Boronsaure (1.5 eq)
Pd(PPh3), (0.1 eq)
K,CO3 (2.0 eq)
Dioxan (0.1 M)

— 7 T .
100 °C, 16 h
12-24%

89a,b

Syntheseschema 13: Generierung von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit Heterozyklen in 5-Position.

Neben den kleinen aliphatischen Estern sollten zusatzlich fluorierte aliphatische und gréRere
aromatische Ester untersucht werden. Hierfir wurde erneut die freie Saure 72 mit
verschiedenen Alkoholen umgesetzt. Entscheidend fiir den Erfolg einer Ester-Kupplung war
hierbei die Aziditdt der verwendeten Alkohole. Das Hexafluorisopropanol, (pKa - 9.4;
berechnet mithilfe von Chemdraw 19.0) reagierte beispielsweise unter milden Bedingungen
in Anwesenheit von TEA, wohingegen das nur zweifach fluorierte 1,3-Difluoropropanol
(pKa - 12.9) mit Natriumhydrid deprotoniert werden musste, um eine ausreichende
Reaktivitdt zu erreichen. Analog konnten die Phenole, Naphthole und Fluorphenole
(pKa < 10) mit TEA umgesetzt werden, wohingegen die benzylischen Alkohole ebenfalls mit

Natriumhydrid deprotoniert wurden, um einen vollstandigen Umsatz zu erzielen.
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TBTU (1.2 eq)
TEA (10.0 eq)
DCM (0.1 M)
0°C,1h

32-86%
* Aktivierung des
Alkohols mit NaH

Syntheseschema 14: Synthese von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit diversen Estern in 5-Position.

Biologische Evaluierung der Substanzbibliothek reversibler Aminopyrimidine

Der Vergleich der verschiedenen Substituenten in 5-Position ergab klare Trends fir die
Eignung als EGFR-C797S-Inhibitoren (Tabelle 10). Bei Betrachtung der freien Carbonséaure
ist ein starker Abfall der Potenz zu den Estern erkennbar. Die zellulare Aktivitat der Ester auf
einen Hydrolyse-bedingten Prodrug-Wirkungsmodus zurtickzuflihren erscheint somit als
héchst unwahrscheinlich. Die Amid-Inhibitoren 73a-c weisen ebenfalls einen starken
Aktivitatsabfall zu den Estern auf. Die inversen Amide 78a-d bestatigen hierbei die Annahme,
dass eine polare Amid-Bindung in der hydrophoben Tasche nicht toleriert wird. Die
Nitrovorstufe 76 weist aus dieser Serie die starkste Inhibition auf. Der Vergleich des
Ethylester 71¢ mit dem Ethoxymethylether 81 zeigt einen Uber zehnfachen Aktivitatsverlust
des Ethers gegenliber der EGFR-L858R/C797S-Mutante. Die anhand der Kristallstruktur
von Mobocertinib ausgemachten Wechselwirkungen des Carbonyl-Sauerstoffs scheinen

essenziell fir die Inhibition der Resistenzmutante zu sein.

Die EinfUhrung der Heterozyklen 89a und 89b als Bioisostere ergab unterschiedliche
Ergebnisse. Das Methylpyrazol-Derivat 89a zeigt eine verringerte Potenz, das Methylfuran-
Derivat 89b ist jedoch annahernd aquipotent zum Isopropylester 71d. Allerdings erreicht der

Inhibitor 89b nicht die zellulare Potenz des Isopropylesters (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Biochemische Evaluierung (HTRF-Assay [nM]) und zelluldre Evaluierung (CTG-Assay [uM]) der Aminopyrimidin-Substanzbibliothek mit
Derivatisierung in 5-Position. Die Assays wurden durchgefiihrt von A. Arndt und K. Jeyakumar.

EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR BalF3 EGFR-
O~ Wildtyp L858R L858R/T790M L858R/C797S LRITM/CS L858R/C797S
Osimertinib 7 0,24 0,10 0,043 +0,012 0,024 + 0,007 354 + 129 252 + 169 3,012
Mobocertinib 28 0,025 + 0,006 0,011 £ 0,001 0,030 +0,003 25+ 11 365 + 139 2,7 08
H
71a ;‘f 34 +13 54 +03 3,8+03 125 + 51 37 +19 2,1+11
0
71b \o)y 23 +8 3,4 +12 29 17 73 +18 265 + 165 3,8+03
0
71c /\O)g 52+15 0,68 0,10 15+5 17 +9 156 + 130 1,9 £0,1
0
71d )\o)kf” 1,0 20,2 0,17 0,02 5,025 1,6 0,2 3524 0,61 0,22
0
72 HOJ}; 131215 322 2089 +208 1336 +268 n.b. > 30
0
73a )\N)Kf' 22 +6 3,7+14 244 +78 27 +11 1767 +650 1,7 £06
H
0
73b ANJ};" 285 +100 50 +32 942 + 110 317 +175 n.b. 72+17
H
o)
73c (\N)‘}’f 60 +12 14 +12 1887 + 147 103 +23 n.b. 36+14
o/
O,N
76 21 +4 3,0+03 2,5+06 44 +12 138 + 15 4,0 +05
H,N
77 13 +5 2,3+05 14 +3 129 + 38 470 + 36 3,1+06
N
78a \n’ ‘}f’ 452 175 90 +66 2037 +564 744 +143 15834 + 3702 5,8+02
o]
H
78b /\]’N;{{ 241 +£193 60 +43 8048 + 4105 178 £ 128 n.b. 4,307
o]
N
78c ;(; 435 +226 137 £ 60 1514 + 742 1063 + 360 17921 £ 1956 2,1+07
0
§
78d Ay( ;e‘; 82 +70 13+6 306 +84 76 + 11 n.b. 4,5+20
0
81 /\0“’,"( 172 126 29 £ 16 180 + 44 277 + 31 2258 + 800 56112
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Sy N
N/)\H/Q/ EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR BalF3 EGFR-
O~ Wildtyp L858R L858R/T790M L858R/C797S LRITM/CS L858R/C797S
B
88 r?‘; 34 +10 3,9+06 0,39 +0,29 52 +6 n.b. 4,4 +02
.N\
89a _N\gy‘ 9,6 +34 1,1+03 20 +4 2112 141 +50 3,5+05
/
89b o\ 0,60 +0,18 0,11 £0,01 16 +3 2,7 +09 128 + 26 3,0+04
FN o
90a F\J\OJ‘};’ 0,95 +0,16 0,21 0,12 3,2+03 1,2+05 3823 0,29 +0,04
CFy O
90b FC)\O)g 15+3 3,017 3,8+1,0 18 +5 3210 3,0+03
3
A
90c o)‘\’j’ 0,053 0,015 0,023 + 0,014 0,69 0,14 0,064 +0,029 8,823 0,10 £ 0,06
& o)
90d X 0)‘};’ 6,7 +1,0 1,3+05 26 +3 0,89 +0,07 29 + 11 0,37 £0,03
F o
90e \@OJ}; 0,28 +0,21 0,12 £0,05 1,3+12 0,15 +0,06 6,223 0,22 +0,04
()
90f ©/\0J>f’f 3.2+10 0,22 +0,06 1112 2,8+05 159 23 1,5+06
o
90g N7 o)‘}‘{ 57 +13 4,302 65 + 14 57 £13 1152 +315 1,810
F
o
90h /\/\o)'}f" 11+3 2,2 17 35+3 11 +4 322 +178 2,302
o
90i o)’}*" 60 +24 8,9+09 45 £ 11 98 +9 111 +47 24 +08
LK
90j [’ OJ}“" 19+15 1,005 89 :9 1222 930 +415 2,8 £0,01

Der difluorierte Isopropylester 90a ist das erste Derivat, welches die Aktivitat des
Isopropylester sowohl biochemisch als auch zellular Gbertreffen konnte. Das
Hexafluorpropanol-Derivat 90b hingegen zeigt eine geringe biochemische Potenz und eine

moderate zellulare Aktivitat.
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Neben den aliphatischen Estern wurde eine Serie aromatischer Ester synthetisiert. Hierbei
sticht das Phenol-Derivat 90c heraus. Mit einem ICso von 0,064 nM und einer zellularen
Potenz von 0,10 uM gegentiber der L858R/C797S-Resistenzmutante stellt es den ersten
subnanomolaren Inhibitor im biochemischen Assay dar. Eine Besetzung der hydrophoben
Tasche mit Aromaten ist bereits mit einer grof3en Zahl an Inhibitoren beschrieben worden.
Fir viele Inhibitoren ist eine Sandwich-Konformation des Aromaten zwischen dem
katalytischen Lys745 und der T790M-Gatekeeper-Mutation zu erkennen.® Diese wiirde
auch eine Erklarung fiur die erhéhte Potenz gegentber der T790M-Resistenzmutation mit
einem 1Csp von 0,69 nM geben. Zur genauen Klarung des Bindungsmodus des zum
Isopropylester stark abweichenden Backpocket-Elements sind jedoch weiterfiihrende
strukturbiologische Untersuchungen notwendig. Die weiteren aromatischen Ester 90d und
90e stellen ebenfalls hochpotente Verbindungen dar, erreichen jedoch nicht die Potenz des
Phenol-Derivats 90c. Die benzylischen Ester 90f und 90g fallen im Vergleich zu ihren

Phenyl-Analoga ab.

Die aromatischen Bizyklischen-Ester sollten die Grenzen zur Ausflllung der hydrophoben
Tasche bezuglich ihrer GréRRe austesten. Hierbei wiesen die Naphthyl-Derivate 90i und 90j
auch lediglich moderate ICso-Werte fur die L858R/C797S-Mutante auf. Auffallig bei den
beiden Derivaten ist jedoch der Aktivitats-Umschwung mit Hinzukommen der T790M-
Tursteher-Mutation. Das 1-Naphthyl-Derivat 90j ist besser in einer hydrophoben Tasche mit
Thr790-Tursteher toleriert, wohingegen das 2-Naphthyl-Derivat 90i eine hydrophobe Tasche
mit Met790-Tursteher bevorzugt.

Neben den in Tabelle 10 aufgeflihrten Backpocket-Elementen sollten Derivate untersucht
werden, welche die Moglichkeit zur irreversiblen Bindung besitzen. Hierfur wurden analog

zum Inhibitor 90c zwei Fluor-Nitrophenol-Derivate 91 und 92 synthetisiert. Aufgrund des

nach dem HSAB-Konzept eher harten Elektrophilie-Charakters der SyAr-typisierten Fluor-
[99]

Substitution ware eine Bindung an das katalytische Lys745 mdglich.

Abbildung 29: Inhibitoren mit elektrophilen ortho- und para-Fluornitrophenolen zur Adressierung des katalytischen Lysins. Angriffspunkt fiir nukleophile
Substitution in Rot hervorgehoben.
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Tabelle 11: Biochemische und zelluldre Evaluierung der Fluornitrophenyl-Derivate gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten. Die Assays wurden durchgefiihrt
von A. Arndt und K. Jeyakumar.

HTRF/CTG (] EGFR EGFR EGFR Ba/F3-EGFR Ba/F3-EGFR
Wildtyp L858R L858R/C797S L858R L858R/C797S
90c @O)L 0,053 :0,015 0,023 10,014 0,064 0,020 81 :21 97 +54
91 @ 5, 164 48413 626 4063 + 1042 2386 : 1494
92 ©\ofk/ 16+8 0,91 :032 10+1 5976 + 2269 3292 : 1346

Der Vergleich der Elektrophile mit der Referenz 90c zeigt einen drastischen Abfall in
biochemischer und zellularer Potenz. Die massenspektrometrische Untersuchung einer
kovalenten Modifikation von C797S-mutiertem EGFR steht aus, jedoch fuhrt ein potentiell
kovalenter ~ Wirkmechanismus dieser Inhibitoren nicht zu einer zellularen

Aktivitatssteigerung.

3.2.2. Optimierung der zelluldren Aktivitat der reversiblen Aminopyrimidine

Nachdem die Substitution des Esters in 5-Position der 2-Aminopyrimidine eine klare Struktur-
Wirkungsbeziehung im biochemischen Kontext hervorbrachte, sollten die potenten
Inhibitoren hinsichtlich ihrer zellularen Aktivitat optimiert werden. Dafir wurde von den
unsubstituierten sowie den Methyl-, Ethyl und Isopropylesterderivaten eine
Substanzbibliothek synthetisiert, welche sich in der Frontpocket-Derivatisierung
unterscheiden. Analog zu den Boronsaure-Inhibitoren (vgl. Kapitel 3.1.1.) wurden
verschiedene Loslichkeitsgruppen mit unterschiedlicher Grofle und Basizitat verwendet.
Diese sind allesamt abgeleitet von den bereits etablierten Aminopyrimidin-basierten EGFR-
Inhibitoren WZ4002, Osimertinib, Lazertinib und Rociletinib.

[¢]
SNOR
\N H\,f ~ i N\) N\)
Anilin (1.2 eq) X . Oi% ‘77\/93 \{ 04

TFA (1.5 eq)
nBUOH (0.1 M) | SN
44-100% N/)\N o o | SN K\N/
H )\
O /\o)g/ O)k/ H{NJ A{NJ
c d

69a-d 71, 93-95
a 95 71

a-d

Syntheseschema 15: Synthese von Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren mit variierenden Loslichkeitsgruppen.
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Die Synthese der Substanzbibliothek erfolgte wie bereits bei der Synthese der ersten SAR
(vgl. Syntheseschema 8) durch Friedel-Crafts-artige Substitution in 4-Position und
anschlielende nukleophile aromatische Substitution in 2-Position. Die Ausbeuten fir die
SnAr-Reaktionen lagen zwischen 44-100% und es konnte zeiteffizient eine

Substanzbibliothek von 14 Inhibitoren erzeugt werden.

Der bereits bekannte Trend der Aktivitatssteigerung gegentiber EGFR-L858R/C797S durch
VergroRerung des Esters zog sich durch diese Substanzbibliothek. Zusatzlich konnte auf
biochemischer Ebene ein klarer Trend bezlglich der Wahl der Léslichkeitsgruppe
beobachtet werden (Tabelle 12).

Tabelle 12: Biochemische und zelluldre Evaluierung [nM] der Inhibitoren mit variierender Loslichkeitsgruppe gegeniiber EGFR-L858R/C797S. n.s. nicht
synthetisiert; * Aufgrund schlechter Léslichkeit nur mit geringfiigig konzentrierter Stammlésung gearbeitet. Die Assays wurden durchgefiihrt von K. Jeyakumar.

e

(@]

HTRF-EGFR-L858R/C797S ‘/\O JJ\ | \N/ ‘/\N
%NJ O %{N\) *»(N\)

CTG-Ba/F3-L858R/C797S ’H{

H 431 1102 383180 322179 125+ 51
\f; 13429 1 1575 > 3000 * 3257 1214 2059 : 1120
o 264 + 100 151142 73118
~ n.s.
o 7817 606 6159 705 3754 1283
o 40+ 12 28 111 17 10
n.s.
/\O)K/ 4838 1 1210 2795+ 54 1884+ 110
/L o 8,2:13 4,805 3,805 1,6:02
O)S’ 2441+ 471 1014+ 23 2184 1 66 6152216

Die Morpholin-Léslichkeitsgruppe zeigt durchweg die geringsten Aktivitaten, gefolgt von der
Acetylpiperazin- und der  Trimethylethylendiamin-Gruppe. Innerhalb dieser
Substanzbibliothek weist die Methylpiperazin-Ldslichkeitsgruppe die besten biochemischen
Aktivitdten gegeniiber EGFR-L858R/C797S vor. Die Untersuchung der Inhibitoren auf den
EGFR-L858R und EGFR-L858R/C797S abhangigen Ba/F3-Zelllinien spiegelt die
biochemischen Daten wider. Ausnahme bildet hierbei das Trimethylethylendiamin-Derivat,
welches im zellularen Kontext gegeniber dem Acetylpiperazin-Derivat eine geringere

Potenz vorweist.

Der signifikante Unterschied zwischen den verschiedenen Isopropylestern zeigt das
Potential einer Variation in der Losungsmittel-exponierten Region. Diese Variation sollte auf
weitere Ldslichkeitsgruppen ausgeweitet werden. Hierfir wurden die Front-Pocket-
Substituenten der EGFR-Inhibitoren Mavelertinib und PF-06459988, sowie der ALK-
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Inhibitoren Brigatinib und AZD3463 eingebracht. Zusatzlich wurde der Isopropylester mit der
methylierten Variante der AZD3463-Léslichkeitsgruppe 96d und der Spiroverbindung 96f

generiert.

Wy ”{{%Q ”'{{%Q\/
HN | HN N NH, HN N N N—
=N

o o}

\ \

Anilin (1.2 eq) 96a 96¢c 96e
TFA (1.5 eq)
"BuOH (0.1 M) )\ A\
. ;=<
48-64% - HN— N HN NQN HN N X N—
N =N \
(@) (@] (0]
AN \ \
96b 96d 96f

Syntheseschema 16: Generierung einer Serie von Isopropylestern mit Loslichkeitsgruppen aus bekannten ALK- und EGFR-Inhibitoren.

Tabelle 13: Biochemische und zelluldre Evaluierung der Isopropylester-Derivate mit variierender Loslichkeitsgruppe. Die Assays wurden durchgefiihrt von
K. Jeyakumar.

EGFR Ba/F3-EGFR Ba/F3-EGFR
HTRF / CTG [nm
L858RIC797S L858R L858RIC797S
7 Osimertinib 354 + 129 6,0:3 2033 1 4209
28 Mobocertinib 2511 1,0:04 2711 776
N/—\N*
71d % : s 1,602 605 + 325 615+ 216
—O0
N/
96a =N 1244 1957 .25 1592 1301
7
/N
96b =N 23.5 2249 1 410 20734468
o\
96c ! Q NC}M 0561015 41280 354, 116
—0
/
96d Q NQN\ 0422021 17522 202170
—0
/T \
oo | Q NC}NuN* 0.51 5014 183 150 246 153
—O0
96f Q NDCN* 0.94 1027 42843 398+ 157
—0
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Die Methylpyrazol-Derivate 96a und 96b, mit den Loslichkeitsgruppen von PF-06459988 und
Mavelertinib, brachten sowohl biochemisch als auch zellular keinerlei Verbesserung
gegenuber dem Methylpiperazin-Derivat 71d. Eine Verringerung der biochemischen Potenz
konnte bereits bei der Entwicklung der Drittgenerations-Inhibitoren beobachtet werden.
Diese wurde jedoch durch ein verbessertes pharmakokinetisches Profil ausgeglichen %101
Die groleren, basischen Substituenten hingegen brachten die biochemische Potenz
gegenuber der EGFR-L858R/C797S-Mutante erstmals auf ein subnanomolares Niveau.
Dies spiegelte sich auch in der zellularen Aktivitat wider. Die vier Derivate konnten das
Methylpiperazin-Derivat 71d allesamt Gbertreffen. Der Inhibitor 96d stellt mit einem ECso von
0,20 pM gegenuber der EGFR-L858R/C797S abhangigen Ba/F3-Zelllinie den bislang

potentesten Isopropylester dar.

Die Gewinnung einer Ko-Kristallstruktur des Inhibitors 96¢c in EGFR-T790M/V948R gab die
Moglichkeit die bisherigen Inhibitoren durch die Modellierung verschiedener Derivate weiter
zu optimieren (Kristallisation von Dr. J. Niggenaber). Eine der in LigandScout untersuchten
Derivatisierungen war die Einbringung des freien Indols im Gegensatz zu den bisher
untersuchten Methylindolen. Durch die Abanderung der Struktur von 96c¢ zu seinem
demethylierten Pendant und anschlielender Energieminimierung offenbarte sich eine
weitere zusatzliche Wechselwirkung (Abbildung 31). Das Proton des freien Indols kann eine
zusatzliche Wasserstoffbriicke mit der Asp855-Seitenkette des DFG-Motifs ausbilden.
Zusatzlich konnte eine ionische Wechselwirkung des, unter physiologischen Bedingungen,
positiv geladenen Aminopiperidins mit der Asp800-Seitenkette beobachtet werden. Diese
bietet eine moégliche Erklarung fur die erhdhte Potenz der basischeren Ldslichkeitsgruppen.
Das freie Indol ist bereits durch den Osimertinib-Metabolit AZ5104'°? und den ALK-Inhibitor
AZD3463!"%! bekannt. Der demethylierte Matabolit besitzt im Vergleich zu Osimertinib eine
geringfiigig hohere Potenz gegeniber der L858R/C797S-Mutante und der ALK-Inhibitor
weist eine Potenz im niedrigen nanomolaren Bereich vor.

\
HN-
/
S
CYP3A
\/\ N\/\ (¢]] N
\N N Metabollt \N N ‘ \J\‘\
N N
O\

NH,

Osimertinib - 7 AZ5104 - 97 AZD3463 - 98
HTRF EGFR-L858R/C797S HTRF EGFR-L858R/C797S HTRF EGFR-L858R/C797S
IC50 - 375 nM IC50 - 312 nM ICs0 - 4 NM

Abbildung 30: Strukturen von Osimertinib, seines Hauptmetabolits AZ5104 und des ALK-Inhibitors AZD3463.
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[Met790

| Asp855

LigandScout

)

Asp800

Abbildung 31 - Links: Ko-Kri uktur des Inhibitors 96c in EGFR-T790M/C797S. Wasserstoffbriickenbindungen mit Met793 in der Scharnier-Region rot
gepunktet. Rechts: Modellierung des freien Indols ausgehend von der Ko-Kristallstruktur von 96c in EGFR-T790M/C797S. Modifizierung von 96¢ und
anschlieRende MMFF94-Energieminimierung durchgefiihrt in LigandScout. Wasserstoffbriickenbindung des Indol-Protons mit der Asp855-Seitenkette rot gepunktet.

Um den potenziellen Einfluss der Indol-Substitution zu untersuchen, wurden weitere Derivate
nach bekannter Reaktionsabfolge synthetisiert. Die Friedel-Crafts-Reaktion wurde beim
freien Indol jedoch in Dichlorethan und bei héheren Temperaturen durchgefihrt, um die
Reaktivitat zu steigern. Die Wahl der Ldslichkeitsgruppe fiel aufgrund der starksten zellularen
Aktivitat gegenliber der Ba/F3-EGFR-L858R/C797S Zelllinie auf das N,N-Dimethyl-4-
aminopiperidin-Derivat. Zusatzlich zum Isopropylester sollte das potenteste Backpocket-
Element aus 90c eingebracht werden. Hierzu wurde wieder vom Methylester 100a
ausgegangen, welcher nach der Einbringung der Loslichkeitsgruppe zur freien Saure 102
hydrolysiert wurde. In einer finalen Ester-Kupplung mit Phenol und weiteren Alkoholen
wurden die Indol-Derivate 103a-f hergestellt. Die eingesetzten fluorierten Aromaten sind

bereits bekannte Backpocket-Elemente aus literatur- und patentbeschriebenen EGFR-
Inhibitoren. [1041W02020190119]
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Anilin (1.2 eq)

TFA (1.5 eq)
AlCl; (2.0 eq)
T H DCE (0.5 M) "BUOH (0.1 M)
R | SN+ {i@ 70°C, 2 h 90°C, 2h
\ S ——
z 36% 57-76%
N)\CI o b
R1= 99 a1
22: 21 = "I'\il’e 123; ';1 _ 'i\;e 101a: R' = Me
A e 101b: R' = Pr

101a (Methyl-Ester)
| NaOH (0.1 M)
THF

N
O/ ~ 90 °C, 16 h, quant.
N

Alkohol

TBTU (1.2 eq)

TEA (10.0 eq)

DCM (0.1 M)
-

3-39%

O Tl FQOA O O s

Syntheseschema 17: Synthese der freien Indol-Derivate.

Neben der Synthese der freien Indole war es naheliegend die reaktive Indol-Funktionalitat
zusatzlich zu acetylieren. Das Acetylindol kdnnte, analog zu den beschriebenen ALK-EGFR-
Dual-Inhibitoren (vgl. Kapitel 1.4.1.) eine Wechselwirkung zum katalytischen Lys745
ausbilden (Abbildung 32).

Acetylchlorid
~ DIPEA, DCM
DMAP

73%

Abbildung 32 — A: Modellierung des Acetyl-Indols 104 ausgehend von der Ko-Kristallstruktur von 96c in EGFR-T790M/C797S. Modifizierung von 96c und
anschlieRende MMFF94-Energieminimierung durchgefiihrt in LigandScout. Wasserstoffbriickenbindung mit Met793 und Acetyl-Wechselwirkung mit Lys745 rot
gepunktet; B: Darstellung des Acetyl-Indols 104 aus dem freien Indol 101b.

Die Betrachtung der biochemischen und zellularen Daten (Tabelle 14) zeigt den positiven
Einfluss des freien Indols. Weiterhin ist erneut der positive Trend eines sterisch
anspruchsvolleren Backpocket-Elements vom Methyl- Gber den Isopropyl- zum Phenylester
deutlich zu erkennen. Sowohl fir die Methylindol-Derivate (71b, 71d und 90c¢) als auch fir
die optimierten Indol-Derivate (101a, 101b und 103a) steigt die Potenz gegeniber
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EGFR-L858R/C797S drastisch. Das acetylierte Derivat 104 zeigt ebenfalls eine hohe
Potenz. Der Vergleich mit dem Methylindol 96d und dem freien Indol 101b zeigt jedoch, dass

es biochemisch und zellular die geringste Aktivitat der drei Verbindungen vorweist.

Tabelle 14: Biochemische (HTRF-Assay [nM]) und zelluldre (CTG-Assay [nM]) Evaluierung der freien Indol-Derivate. n.b. nicht bestimmt. Die Assays wurden
durchgefiihrt von A. Arndt und K. Jeyakumar.

HN |
N N
| L /Q/ EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR Ba/F3 EGFR-
N
o Wildtyp L858R L858R/T790M L858R/C797S LR/TM/CS L858R/C797S
2 Erlotinib 0,031 +0,014 <0,010 17 +5 0,059 0,023 228* 164
7 Osimertinib 0,24 :0,10 0,043 + 0,012 0,024 10,007 354 + 129 252 1 169 2033 1429
28 Mobocertinib 0,025 : 0,006 0,011 0,001 0,030 +0,003 25+ 11 365+ 139 2389 + 941
23 Brigatinib 5,6+09 1,4:06 0,26 +0,05 11:6 1,3:06 295 +2
98 AZD3463 1,5:02 0,33 10,00 0,085 0,011 4,0:13 1,3:00 1262:72
90c RL3175 0,053 10,015 0,023 0,014 0,69:0,14 0,064 + 0,020 8,8:23 94 154
96d RL3226 0,40 10,00 0,13 :0,10 0,97 10,28 0,42 +0.21 19:6 202+ 70
P
104 O)& 1543 0,36 0,20 52:08 3,011 78+ 10 220+ 20
o
101a \O)K/ 3,704 0,48 +0.21 3,4:10 9,3:05 81 +28 520+76
o
101b BN J, | 016i0m  0097:0ms  054r01s 0.32+013 1546 M5
o
o
103a ©\o)k/ 0,008 : 0,001 0,007 : 0,001 0,033 10,002 0,020 0,005 0,64 10,20 812
F o}
103b \©\ )S/ 0,016 0,002 0,011 :0004 0,036 + 0,005 0,044 : 0012 nb. 124
o
F
103¢ D\ o 0,097 0018 0,027 +0003 0,60 50,19 0,30 £003 oo 186 1 148
F O)k/
jL/
103d ©/\o 3,3:09 0,60 +0,04 1242 5,7+07 17137 2319+ 208
o
103e O\O)g, 0,84 013 0,17 z002 742 21504 8917 617 1370
o o
103f O, | 380 0,64 1003 12,2 9,810 187 o7 607 + 103
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Die zellulare Untersuchung ergab eine ebenfalls gesteigerte Aktivitat der freien Indole auf
den Ba/F3-EGFR-L858R und Ba/F3-EGFR-L858R/C797S Zelllinien. Die Aktivitdt des

Isopropylesters konnte mit dem freien Indol-Derivat 101b auf 111 nM verbessert werden.

Die Aktivitat des bislang aktivsten Inhibitors, dem Phenylester 90c, wurde mit dem Inhibitor
103a auf 8 nM gesteigert. Der optimierte Phenylester 103a Uberwindet zusatzlich
Ldslichkeitsprobleme, welche bei der Lagerung des Phenylesters 90c¢, in Form von
Prazipitation der Stammlésung (10 mM DMSO), beobachtet werden konnten. Mit der
Verbindung 103a konnte ein zellular aktiver Inhibitor, welcher sich auf dem Niveau der
zugelassenen Erstgenerations-Inhibitoren wie Erlotinib und Gefitinib befindet, identifiziert
werden. Die bisher moderate Inhibition der EGFR-L858R/T790M und -L858R/T790M/C797S
Resistenzmutationen durch die Ester-Derivate wurde mit den optimierten Indol-Derivaten
nochmals betrachtet. 103a ist der erste Inhibitor, welcher mit einer Aktivitat von 0,64 nM eine
subnanomolare Potenz gegenlber der L8585R/T790M/C797S-Tripelmutante vorweisen
kann und hierbei auch die ALK-Inhibitoren Brigatinib und AZD3463 Ubertrifft. Im Vergleich
zum Phenol-Derivat 103a fallt das p-Fluorphenol-Derivat 103b geringflgig ab, ist mit einer
zellularen Aktivitat von 11 nM jedoch immer noch aktiver als der Erstgenerations-Inhibitor
Erlotinib. Das Difluorderivat 103 ¢ ist mit subnanomolaren Aktivitdten gegeniber den EGFR-
Mutationen immer noch ein sehr potenter Inhibitor, zeigt jedoch eine geringere zellulare
Aktivitat als die Phenol- und Monofluorphenol-Derivate. Das Benzyl-Derivat 103d fallt, wie
schon bei der Methylindol-Serie stark ab, wodurch flexiblere Backpocket-Elemente eher
vernachlassigt werden kénnen. Die Cyclopentyl- und Oxetan-Derivate 103e und 103f stellen
beim Vergleich zum Isopropylester 101b und Phenol-Ester 103a keine relevanten

Backpocket-Elemente dar.

FUr den potentesten reversiblen Aminopyrimidin-Inhibitor 103a konnte zusatzlich eine
Ko-Kristallstruktur im Komplex mit EGFR-T790M/V948R geldst werden (Kristallisation von
Dr. J. Niggenaber). Der Erfolg der gezielten Optimierung der Aminopyrimidin-Inhibitoren
spiegelt sich neben den biochemischen und zellularen Daten von 103a auch in dessen Ko-
Kristallstruktur wider. Die Optimierung der Léslichkeitsgruppe zu weiter in die Frontpocket
ragenden und stark basischen Substituenten erlaubt eine ionische Wechselwirkung des
Dimethylaminopiperidins mit Asp800 am Eingang der ATP-Bindetasche. Der Austausch des
Methylindols zum freien Indol erlaubt, wie in LigandScout vorhergesagt, eine neue
Wasserstoffbriickenbindung des Indol-Protons mit Asp855 des DFG-Motifs. Die fir die
Aktivitat entscheidende Einfihrung des Phenylesters bewirkt eine Stapelung des Aromaten

mit den Seitenketten des Met790-Tlrstehers und des katalytischen Lys745. Eine solche
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Wechselwirkung konnte bereits bei verschiedenen EGFR-T790M adressierenden Inhibitoren
beobachtet werden.®® Durch die Gewinnung der Ko-Kristallstruktur konnte die erfolgreiche
Variation an verschiedenen Stellschrauben des Aminopyrimidin-Grundgerdst visualisiert
werden (Abbildung 33).

Abbildung 33: Links: Ko-Kristallstruktur des Inhibitor 103a in EGFR-T790M/V948R (Kristallisation von Dr. J. Niggenaber). Rechts: Darstellung der
Wechselwirkungen des Inhibitors 103a aus LigandScout. Wasserstoffbriickenbindungen als Pfeile, hydrophobe Wechselwirkungen als Kugeln und ionische
Wechselwirkungen in Blau hervorgehoben.
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3.2.3. Reversible 2-Aminopyrimidine als EGFR-Exon20ins-Inhibitoren

Die Untersuchung der hydrophoben Tasche mittels Variation der 5-Position der
2-Aminopyrimidine beruhte auf der beobachteten Aktivitatssteigerung Mobocertinibs
gegenuber Osimertinib auf der EGFR-L858R/C797S-Resistenzmutation. Da Mobocertinib
jedoch urspringlich fir die EGFR-Exon20ins-Aktivierungsmutanten entwickelt wurde, lag es
nah, die im Rahmen dieser Arbeit generierten Inhibitoren ebenfalls auf dieser Mutante zu

untersuchen (Tabelle 15).

Tabelle 15: Biochemische Evaluierung der reversiblen Aminopyrimidine gegeniiber dem EGFR-Wildtyp und den L858R- und D770_N771insNPG-Mutanten.
HTRF-Assay wurde durchgefiihrt von A. Arndt und T. Grabe.

HTRF - EGFR EGFR EGFR Verhailtnis
Wildtyp L858R D770_N771insNPG  WT : Exon20insNPG

Erlotinib - 2 0,031 £0,014 <0,010 5,56 +2.50 0,007
Osimertinib - 7 0,242 £ 0,10 0,043 +0,012 0,581 0,103 0,42
Mobocertinib - 28 0,025 + 0,006 0,011 0,001 0,074 0,036 0,33
T1a 34 :13 5403 195 £ 46 0,17

71b 23:8 3412 67 27 0,35

71d 1,0£025 0,17 0,02 1,3+04 0,78

90c 0,053 £ 0,015 0,023 £ 0,014 0,66 £0,17 0,08

96d 0,40 £ 0,09 0,13 0,10 0,43 0,16 0,92
101b 0,16 0,04 0,097 +0,055 0,43 £0,05 0,37
103a 0,008 0,001 0,007 + 0,001 0,041 +0,009 0,20
103b 0,016 + 0,002 0,011 0,004 0,078 + 0,005 0,21

90a 0,95 +0,16 0,21 0,12 0,84 0,21 1,1

90d 6,7 £1,0 1,3:05 4,805 1,4

Auf der Exon20insNPG-Mutante konnte durch die VergroRerung des 5-Substituenten, wie
bereits auf den L858R-Mutanten, eine drastische Steigerung der Potenz erzielt werden.
Ausgehend vom 5-H-Derivat 71a Uber den Methyl- 71b und Isopropylester 71d bis hin zum
Phenol-Ester 90c konnte die Aktivitat stetig erhoht werden. Auffallig ist hierbei, dass bis zum
Isopropylester 71d die Wildtyp-Selektivitat ebenfalls gesteigert werden konnte. Diese fallt
beim Phenolester 90c jedoch drastisch ab. Das fir die zellulare Aktivitat optimierte
Isopropylester Derivat 96d weist eine nochmals gesteigerte Potenz zu seinem Analogon 71d
auf, mit einem ebenfalls guten Selektivitatsprofil fir die Mutante. Die Indol-Derivate weisen
eine Steigerung der Potenz gegeniber ihren Methylindol-Analoga vor. Mit dem Phenol-Ester
103a konnte der biochemisch potenteste Inhibitor mit einem ICso von 41 pM generiert

werden. Allerdings weist dieser wie schon der Phenol-Ester 90¢ ein suboptimales Wildtyp-
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Verhaltnis auf. Hier konnten Inhibitoren mit einem Hydroxypyridin- (90d) und
Difluoropropanol-Ester (90a) erstmals ein positives Wildtyp:Mutanten-Verhaltnis vorweisen.
Eine weitere Derivatisierung der 5-Substituenten mit einem Fokus auf der Wildtyp-
Selektivitat ware fur zukunftige Arbeiten sinnvoll. Ob sich das gezeigte Wildtyp-Verhaltnis in
einer Selektivitdt auf zellularer Basis widerspiegelt muss in zukinftigen Experimenten
untersucht werden. Die Untersuchung der Inhibitoren auf EGFR-Exon20ins-abhangigen
Zelllinien und der Vergleich mit der Wildtyp-abhangigen A431-Zelllinie sollte ein klareres Bild
Uber das Potential der reversiblen 2-Aminopyrimidine fir die Exon20ins-
Aktivierungsmutanten liefern. Diese Inhibitoren kénnten neben der EGFR-Exon20ins
Aktivierungsmutante fir dessen C797S-Resistenzmutation!’® eine besondere Rolle
einnehmen, da die bislang klinisch untersuchten Wirkstoffe meist kovalente, Cys797-

modifizierende Inhibitoren sind.

3.2.4. Zusammenfassung

Far die Optimierung der reversiblen 2-Aminopyrimidin EGFR-Inhibitoren konnten mehrere
effektive Stellschrauben ausgemacht wurden. Die Entfernung des kovalenten Ankerpunkts,
dem Acrylamid, stellt eine gewisse Selektivitat fur die C797S-mutierte EGFR-Variante tUber
den Wildtyp wieder her. Die Einfihrung des Isopropylesters aus Mobocertinib erhéht die
biochemische Potenz welche durch die VergréRerung zum Phenylester nochmals deutlich
gesteigert werden kann. Fir eine optimierte zellulare Aktivitat konnte der Frontpocket-
Substituent variiert werden. Zuletzt brachte die Abwandlung von Methylindol-Derivaten zu
den freien Indol-Derivaten einen erneuten Aktivitatssprung, welcher in der Entdeckung des
Inhibitors 103a gipfelte. Verglichen mit Osimertinib besitzt das reversible Aminopyrimidin
eine  Uber 10000-fach  gesteigerte  biochemische Potenz = gegeniber der
EGFR-L858R/C797S-Mutante. Die zellulare Aktivitat auf den EGFR-L858R/C797S Ba/F3-

Zellen konnte von 2033 nM bei Osimertinib auf 8 nM von 103a optimiert werden.

Der nachste Schritt in der Entwicklung der reversiblen Aminopyrimidin-basierten Inhibitoren
liegt in der PK-Evaluierung und -Optimierung. Insbesondere die Derivatisierung vom
Isopropyl- zum Phenylester kénnte, trotz eines Gewinns an biochemischer und zellularer
Potenz, hinsichtlich verschiedener pharmakokinetisch relevanter Parameter, wie der
Loslichkeit oder Hydrolyse-Stabilitat, einen negativen Einfluss haben. Weiterhin sollte eine
Kinom-Profilierung des optimierten Inhibitors 103a eine Selektivitat des Inhibitors fur EGFR
Uber das gesamte Kinom beleuchten. Das 2-Aminopyrimidin Grundgertst ist ein im Feld der

Kinase-Inhibitoren weit verbreiteter Scharnierregion-Binder.
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Daher sollte untersucht werden, ob die Ausflillung der hydrophoben Tasche eine

ausreichende Selektivitat fir EGFR gewahrleistet.

Mit dem reversiblen Inhibitor 103a konnte ein neuer Typ von EGFR-Inhibitoren generiert

werden. Die Erst- und Zweitgenerations-Inhibitoren sind Quinazolin-basierte Inhibitoren, die

reversibel (Erlotinib) oder irreversibel binden (Afatinib). Das durch die kovalenten

Aminopyrimidin-basierten Drittgenerations-Inhibitoren (Osimertinib) erweiterte Spektrum

konnte durch die Entwicklung hochpotenter,

nochmals erweitert werden.
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Abbildung 34: Darstellung der verschiedenen Quinazolin- und Aminopyrimidin-basierten EGFR-Inhibitor-Generationen. Resistenzmutationen, welche die
Entwicklung des neuen Inhibitor-Typs bewirkte auf Pfeilen gekennzeichnet.
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3.3 Hybrid-Inhibitoren basierend auf Nazartinib und BI-4020
3.3.1. Hintergrund

Bei der biochemischen Untersuchung der N-Benzimidazol-2-yl-amid Inhibitoren Nazartinib
und BI-4020 auf der klinisch relevanten EGFR-Exon20-Insertionmutation D770_N771isNPG

ist eine Besonderheit dieser Stoffklasse auffallig. Nazartinib und BI-4020 weisen von allen

untersuchten Inhibitoren das beste Wildtyp:Mutante Verhaltnis auf.

NN
//O

/Q}( /
Nazartinib - 8 BI-4020 - 105

Abbildung 35: Strukturen der Benzimidazol-Amid Inhibitoren Nazartinib und BI-4020.

Tabelle 16: Biochemische Evaluierung der zugelassenen Erst-bis Drittgenerations-Inhibitoren und der Benzimidazol-Amid basierten Inhibitoren. HTRF-Assays
durchgefiihrt von A. Arndt und T. Grabe.

EGFR EGFR-Exon20 Selektivitatsfaktor
HTRF [nm)] _ ) o
Wildtyp D770_N771insNPG (Wildtyp:insNPG)
2 Erlotinib 0,031 :0,014 5,56 + 2,50 < 0,01
4 Afatinib 0,013+ 0,004 0,360 : 0,072 0,04
7 Osimertinib 0,242 10,095 0,581 0,103 0,42
8 Nazartinib 2,250 10,828 2,431 10,287 0,93
105 BI-4020 0,096 0,003 0,121 + 0,022 0,79

Aufgrund dieser Erkenntnis stellt das N-Benzimidazol-2-yl-amid Grundgerist einen
interessanten Startpunkt fur die Synthese von Inhibitoren fir die Exon20ins-Mutanten dar.
Hierflr soll der starke, reversible Bindungscharakter des BI-4020 mit dem kovalent-
irreversiblen Bindungsmodus von Nazartinib kombiniert werden. Dies konnte einen Inhibitor
erzeugen, welcher das Selektivitdtsprofil von Nazartinib und zugleich eine erhdhte
biochemische und zelluldre Potenz besitzt. In diesem Zuge soll neben dem direkten Hybrid-
Inhibitor 106 ebenfalls eine fokussierte Substanzbibliothek dargestellt und hinsichtlich einer

Struktur-Wirkungs-Beziehung untersucht werden.

67



iﬂx . »EW%R «QY A

BI-4020 - 105 Hybrid Inhibitor - 106 Nazartinib - 8
Abbildung 36: Design des Hybrid-Inhibitors 106 ausgehend von BI-4020 und Nazartinib.

Aufgrund des beschriebenen starken Einflusses des Substituenten in ortho-Position des
Pyridins sollten das unsubstituierte, das Methyl- und das Cyano-substituierte Pyridin
untersucht werden. Der Einfluss einer Variation des Nukleophils soll ebenfalls untersucht
werden. Dafir wird das Dimethylamino-Acrylamid durch das unsubstituierte Acrylamid
ersetzt. Zusatzlich soll der beschriebene positive Einfluss des Chlor-Substituenten am

1311

Benzimidazol*'"' mit einem unhalogenierten Derivat verglichen werden.

3.3.2. Synthese einer fokussierten N-Benzimidazol-2-yl-amid Substanzbibliothek

Die Synthese des irreversibel bindenden, éstlichen Molekdlteils geht aus vom kommerziell
verfugbaren  2-Fluoro-3-Chloro-Nitrobenzol. Durch eine nukleophile, aromatische
Substitution mit dem Boc-geschitzten (R)-3-Aminoazepan wird das Intermediat 108
erhalten. Zur Derivatisierung des spateren Benzimidazols erfolgt die anschlieRende
Reduktion der Nitrogruppe in zwei verschiedenen Varianten. Zum einen wird die Reduktion
unter dehalogenierenden Bedingungen durchgefihrt, um eine Abspaltung des Chlors zu
erwirken. Zum Erhalt des Chlor-Atoms wurden verschiedene Reaktionsbedingungen
ausgetestet, da die Reduktion mittels Palladium/Aktivkohle das chlorierte Derivat nur bei
Reaktionen im kleinen Malstab ergab und nicht reproduzierbar war. Eine Variation
verschiedener Metall-Katalysator-Systeme ergab eine erfolgreiche und reproduzierbare
Nitro-Reduktion mittels RuO im Wasserstoff-Flussreaktor. Der anschlieRende Ringschluss
zum Aminobenzimidazol erfolgt durch die Substitution und Addition von Bromcyan an die
ortho-Diaminoderivate 109a und 109b.

Ausgangsmaterial fir die Synthese des westlichen Molekilteils stellen verschieden
substituierte 2-Bromoisonicotinsauremethylester dar. Die Einbringung des 1-Methylpyrazols
mittels einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung und die anschlielende Methylester-Hydrolyse
erzeugen schliellich den westlichen Molekiilteil. Ausnahme bildet das 6-Cyano substituierte
Derivat. Hierbei wird eine Palladium-katalysierte Substitution des zweiten Bromids 113b zum
Nitril 114 durchgeflhrt.
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Syntheseschema 18: Generierung einer fokussierten Susbtanzbibliothek kovalenter Benzimidazol-Amid basierter Inhibitoren. (i) K2CO3, DMF, 50 °C, 95%. (ii)
Ru/C, H2-Flussreaktor, 75 °C, 100%. (iii) Pd/C, H2-Ballon, Rt, 28%. (iv) Bromcyan, MeCN/MeOH/H20, 50 °C, 76-100%. (v) Pd(PPhs)4 oder Pd(dppf)Cl2, K2CO3 oder
K3POs4, Dioxan, 90-120 °C,32-55%. (vi) Pd(PPhs)s, Zn(CN)z2, 100-120 °C, 87%. (vii) LiOH, THF/H20, Rt, 100%. (viii) TBTU, DIPEA, DCM, 0-20 °C,36-100%. (ix) TFA/DCM,
0-20 °C, 85-90%. (x) Acryloylchlorid, DIPEA, DCM, 61-82% oder (xi) Dimethylamino-Crotonsaure, TBTU, DIPEA, DCM 0-20 °C, 61%.

Die freien Carbonsduren 115a-c kdénnen anschlieBend durch klassische Amid-
Kupplungsbedingungen mit den 2-Aminobenzimidazolen 110a-b zusammengefligt werden.
Die folgende Boc-Entschitzung liefert die sekundaren Amine 117a-d, welche zur finalen

Einbringung der Elektrophile genutzt werden konnten.

Bei der NMR-Analytik der Hybrid-Inhibitoren waren zuerst unsauber wirkende Spektren zu
beobachten. Trotz erneuter Aufreinigungen der Inhibitoren, konnten die per LC-MS rein
wirkenden Substanzen keine entsprechende NMR-Analytik hervorbringen. Die Anzahl und
Multiplizitdt der Multipletts stimmte nicht mit den kalkulierten Versionen Uberein. Eine
Erklarung fur dies war das Vorliegen mehrerer Spezies durch die Bildung von Tautomeren
oder Rotameren. Zur Klarung wurde zuerst eine TFA-saure DMSO-ds L6sung verwendet,
um das Tautomeren-Gleichgewicht zwischen potentiellen Aminobenzimidazol-
Grenzstrukturen zu verschieben (Abbildung 37 - A). Dies brachte jedoch keine Verbesserung
der Qualitdt der NMR-Spektren. Die Klarung der Problematik erfolgte anschliefend durch

die Messung bei verschiedenen Temperaturen.
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Die Messung der Proben zwischen -20 °C und 25 °C in CDCIs; zeigte eine Verstarkung der
Problematik durch eine weitere Auftrennung einzelner Multipletts. Die Hochtemperatur-
Messungen in DMSO-ds bei 80 °C erbrachten zuletzt die gewlinschte Anzahl an Multipletts
(Abbildung 38). Die Strukturaufklarung durch temperaturabhangige Messung wurde als Indiz
genommen, dass die Signalaufspaltung durch das Vorliegen verschiedener Rotamere
(Abbildung 37 - B) bedingt ist. Zusatzlich konnte ein solcher Effekt in den NMR-Spektren der
Referenzverbindung 119 und den entschitzten Amin-Vorstufen 117a-d nicht beobachtet

werden.

A 4 / / /
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Abbildung 37: A - Mégliche Amino-Benzimidazol Tautomere; B - Potentielle Rotamere des Azepanamids; C - Referenzverbindung 119.

80 °C

2

Abbildung 38: 'H-NMR der Verbindung 118d gemessen bei 25 und 80 °C.
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Abbildung 39: Ubersicht der generierten Aminobenzimidazolamid-basierten Hybrid-Inhibitoren.

3.3.3. Evaluierung der N-Benzimidazol-2-yl-amid Inhibitoren

Zu Beginn sollte Uberpruft werden, ob die synthetisierten Hybrid-Inhibitoren weiterhin als
kovalente Drittgenerations-Inhibitoren fungieren. Daflr wurde die Tursteher-Mutante
EGFR-T790M/V948R mit den Inhibitoren inkubiert und anschlieRend per LC-MS auf eine
kovalente Modifizierung untersucht. Diese konnte fir alle synthetisierten Inhibitoren
erfolgreich nachgewiesen werden, wie beispielhaft flir den Inhibitor 106 dargestellt ist
(Abbildung 40).

EGFR-T790M/V948R
Apo

106
MW = 575 g/mol

37800 37900 38000 38100 38200 38300 38400 38500 38600 38700

Abbildung 40: Kovalente Modifikation von EGFR-T790M/V948R durch den Hybrid-Inhibitor 106 mit entsprechender Massenverschiebung. Experiment
durchgefiihrt von Dr. J. Niggenaber.
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Tabelle 17: Biochemische Evaluierung der Hybrid-Inhibitoren und Referenzverbindungen gegeniiber dem EGFR-Wildtyp und den L858R-, L858R/T790M- und
D770_N771insNPG-Mutanten. HTRF-Assays durchgefiihrt von A. Arndt und T. Grabe.

HTRF [ou] EGFR EGFR EGFR EGFR D770_N771 Selfaktivit.éitsfaktor
Wildtyp L858R L858R/T790M insNPG (Wildtyp:insNPG)
2 Erlotinib 31:14 62 17375 25376 5560 + 2500 0,01
4 Afatinib 1344 9.1 262450 360472 0,04
5 Neratinib 2249 184+ 77345 290443 0,08
7 Osimertinib 242405 43.1 24,7 581 4 103 0,42
27 Poziotinib <6 5.03 5645 M4z <05
28 Mobocertinib 25.6 1144 3043 99.4 0,25
29  TAS6417 291 458 184+ 3542 1060+ 110 0,27
8 Nazartinib 2250+ 828 4104 131 13565 2431 4287 0,93
105  BI-4020 9643 34.2 <7 12142 0,79
106 271436 3649 T2 309439 0,88
118a 216445 2147 T2 178420 1,21
118b 285.70 28. 11 62 30542 0,93
118¢ 179475 1845 M5 160420 1,12
118d 3840 8.2 62 4346 0,88

Die Hybrid-Inhibitoren wurden nach dem erfolgreichen Nachweis der kovalenten Modifikation
auf den relevanten Aktivierungs- und Resistenzmutanten untersucht (Tabelle 17). Fur die
Untersuchung der Exon20-Insertionsmutationen wurde die D770_N771insNPG gewahlt, da
fir diese Mutante als einzige der Exon20ins-Mutationen bereits eine Ko-Kristallstruktur
verfugbar ist (PDB-Code 4LRM).

Der irreversible Hybrid-Inhibitor 106 zeigt mit einem ICso von 309 pM eine hohe Potenz auf
der EGFR-Exon20-insNPG Mutation. Der Vergleich der Aktivitdt gegenuber dem
EGFR-Wildtyp zeigt eine erhalten gebliebene Selektivitdt von 0,88 bei einer gesteigerten
biochemischen Potenz gegenlber Nazartinib. Eine Betrachtung der weiteren Derivate
bestatigt den Trend einer erhaltenen Wildtyp-Selektivitdt mit einer verbesserten
biochemischen Potenz. Der Hybrid-Inhibitor mit dem unsubstituierten Acrylamid 118a weist
hierbei mit einem Faktor von 1,21 die beste Selektivitdt gegentuber dem Wildtyp auf. Das
Cyano-Pyridin 118c zeigt mit einem ICso von 160 pM eine nochmals gesteigerte Aktivitat
gegenuber dem Methyl-Analoga 118a. Die dechlorierte Variante 118b zeigt eine leicht
verringerte Aktivitat im Vergleich zu seinem Pendant 118a, was den bereits beschriebenen
positiven Einfluss von Substituenten in der 7-Position des Benzimidazols belegt.®"! Der
unmethylierte Hybrid-Inhibitor 118d ist mit einer biochemischen Potenz von 43 pM der mit
Abstand potenteste Inhibitor dieser Serie. Eine Substitution in ortho-Position des

Isonikotinsdureamids wurde bei der Entwicklung von BI-4020 als Selektivitat-treibendes
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Element fir EGFR-T790M eingefiihrt.l'%! Das Fehlen eines Substituenten bei Inhibitor 118d
gibt somit eine Erklarung fur den Aktivitatssprung auf dem Thr790-tragendem EGFR-Wildtyp
und der D770_N771insNPG-Mutante. Im Vergleich zu Nazartinib konnte die biochemische
Aktivitat auf der D770_N771insNPG-Mutante tber 50-fach gesteigert werden. Mit Ausnahme
von Poziotinib stellt der Inhibitor 118d somit den potentesten aller getesteten Wirkstoffe dar,
unter Erhalt der Wildtyp-Selektivitdt der N-Benzimidazol-2-yl-amid Inhibitor-Klasse. Die
Selektivitat der Aminobenzimidazolamide kann sich hierbei von den klinisch untersuchten
Exon20ins-Inhibitoren absetzen (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Darstellung der Selektivitatsverhiltnisse zwischen dem EGFR-Wildtyp und EGFR-D770_N771insNPG.

1C5q Wildtyp : IC5, insNPG

Die Untersuchung der generierten Aminobenzimidazolamide im Vergleich zu Erst- bis
Drittgenerations-Inhibitoren auf der Aktivierungsmutante EGFR-L858R und der
Resistenzmutation EFGR-L858R/T790M zeigt ebenfalls ein ausgezeichnetes Profil der
Hybrid-Inhibitoren. Analog zu den Drittgenerations-Inhibitoren Osimertinib und Nazartinib
weisen die Hybrid-Inhibitoren abnehmende 1Cso-Werte vom EGFR-Wildtyp Gber die L858R-
Aktivierungsmutante zu der T790M-Resistenzmutante vor (Abbildung 42). Die erwahnte
Substitution des Isonicotinsdureamids, welche bei 106 und 118a-c vorliegt, bewirkt eine
erhohte Aktivitat und Selektivitat fir T790M-mutiertes EGFR. Gegenliber Nazartinib sind die
Hybride sowohl auf der Aktivierungs-, als auch der Resistenzmutante, um ein Vielfaches
aktiver. Die Selektivitat gegentiber dem EGFR-Wildtyp ist bei den Hybrid-Inhibitoren

nochmals starker ausgepragt als bei Osimertinib.
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Somit stellen die generiertem Aminobenzimidazolamide, neben der hervorragenden Aktivitat
und Selektivitat fir die Exon20-Insertionsmutation, interessante Verbindungen fir die von

etablierten EGFR-Inhibitoren behandelbaren Aktivierungs- und Resistenzmutationen dar.
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Abbildung 42: ICso-Werte [nM] der Hybrid-Inhibitoren und Referenzverbindungen gegeniiber dem EGFR-Wildtyp und den L858R- und L858R/T790M-
Mutanten.

Um das Potential dieser Inhibitor-Klasse tiefgehender beurteilen zu kénnen, wurden die

Inhibitoren zusatzlich auf entsprechenden EGFR-abhangigen Zelllinien untersucht (Tabelle

18).
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Tabelle 18: Zellulare Evaluierung der Hybrid-Inhibitoren und Referenzverbindungen auf EGFR-abhéngigen Zelllinien. Nicht genau definierte Werte von < 1,4 und
< 14 basieren auf den kleinsten Werten der angewandten Verdinnungsreihen. CTG-Assay durchgefiihrt von K. Jeyakumar. * Einfachmessung

Ba/F3 EGFR Ba/F3 EGFR

CTG nm A431 H1975
L858R L858R/T790M

2 Erlotinib 2805 453 22,1 > 3000 7041 1025
4 Afatinib 743421 <14 185 408 695 453

5 Neratinib nb. nb. 730 :347 n.b.

7 Osimertinib 664 1234 644 1343 17 +8
27 Poziotinib 3184246 <14 26 49 96 465
28 Mobocertinib 412* 10504 8,6 427 35410
29 TAS6417 > 30000 <14 51407 <14
8 Nazartinib 6454 1 1702 96424 128 451 343 .2
105 BI-4020 399. 85 1845 4,018 266 456

106 3821 68 3,6+06 1,3 201 <14
118a 1744 1 406 13402 0,880 <14
118b 1345 4 502 12402 0,71 0,10 <14
118¢ 1767 1 55 1,804 13403 <14
118d 940+ 486 0,7+02 0,7520.14 <14

Die biochemischen Befunde lassen sind auch in den zelluldren Kontext Ubertragen. Mit
ECso-Werten von unter 14 nM auf der EGFR-L858R/T790M abhangigen H1975-Zelllinie sind
die Hybrid-Inhibitoren allesamt aktiver als Osimertinib und die Vorlaufer Nazartinib und BlI-
4020. Zusatzlich weisen die Hybrid-Inhibitoren gegeniber der EGFR-Wildtyp-abhangigen
A431-Zelllinie Aktivitaten im mikromolaren Bereich auf. Hierbei kénnen sich die Hybride
nochmals von Osimertinib und BI-4020 absetzen. Auch fir die L858R- und L858R/T790M-
abhangigen Ba/F3-Zellen weisen die Inhibitoren hervorragende Aktivitaten auf. Der
biochemisch potenteste Inhibitor 118d stellt auf diesen Zelllinien mit einer subnanomolaren

Aktivitat ebenfalls den zellular potentesten Inhibitor.
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Abbildung 43: Zelluldre Aktivitat (CTG-Assay [nM]) der Hybrid-Inhibitoren und Referenzverbindungen auf EGFR-abhéngigen Zelllinien.

3.3.4. Untersuchung der EGFR-G719S Aktivierungsmutante

Neben den vielfach untersuchten und adressierten Aktivierungsmutanten EGFR-L858R,
EGFR-del19 und bedingt EGFR-Exon20ins, stellen die EGFR-G719X Aktivierungsmutanten
einen bisher wenig beachteten onkogenen Treiber in NSCLC dar. Derzeit findet eine erste
Studie zur Untersuchung der Effektivitat von Osimertinib gegeniber den selteneren
Aktivierungsmutationen G719X, S768! und L861Q statt.N°T%434418] Eine biochemische und
zelluldre Evaluierung der klinisch relevanten EGFR-Inhibitoren gegeniber den G719X
Mutanten ist in der Literatur bisher jedoch unterreprasentiert oder beinhaltet nicht die EGFR-
Inhibitoren der spateren Generationen.!"%” Die G719C-Mutante sollte vorerst nicht untersucht
werden, da durch die Einflhrung eines neuen Cysteins in der Bindetasche ein neuer
irreversibler Bindungsmodus ermoglicht wird, welcher zur genauen Einordnung der
inhibitorischen Wirkung der Elektrophil-tragenden Liganden vertieft untersucht werden
musste. Die Entwicklung von Inhibitoren, welche sich einen solchen neuen Bindungsmodus
zunutze machen wirden, koénnte jedoch einen entscheidenden Selektivitatsvorteil
gegenuber dem EGFR-Wildtyp hervorbringen, welcher ein entsprechendes Cystein misst.
Das Konzept der Adressierung eines Cystein-enthaltenden Onkogens findet bei der KRas-
G12C Mutante mit Sotorasib!’® und Adagrasib"® bereits vielversprechende
Anwendung.""” Fir die kommerziell verfiigbare Kinase EGFR-G719S wurden die fir den
HTRF-Assay benétigten Parameter ermittelt (siehe Anhang 5.1.) bevor dieser durchgefihrt

werden konnte.
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Tabelle 19: Biochemische Evaluierung der Hybrid-Inhibitoren auf dem EGFR Wildtyp und den L858R- und G719S-Aktivierungsmutationen. HTRF-Assays
durchgefiihrt von A. Arndt und T. Grabe.

HTRF [pM] E.GFR EGFR EGFR SeI‘ektivitétsfaktor
Wildtyp L858R G719S Wildtyp : G719S
2 Erlotinib 31214 62 10820 0,29
4 Afatinib 1344 9.1 42415 0,31
5 Neratinib 2249 184+ 7047 0,31
7 Osimertinib 242 405 43.1 2480 . 191 0,10
27 Poziotinib 62 5.03 24 .13 0,25
28 Mobocertinib 2546 1144 3124165 0,08
29 TAS6417 291 458 184+ 901 4317 0,32
8 Nazartinib 2250 4 428 4104131 14010 4 1870 0,16
105 BI-4020 963 34.2 11894310 0,08
103a 841 7 271418 0,03
106 271436 3649 11090 4 1500 0,02
118a 216445 2147 36614710 0,06
118b 285.70 2811 18670 4 1490 0,02
118¢ 17975 1845 3014 1455 0,06
118d 3849 8.2 324 .43 0,12

Bei der Betrachtung der ICso-Werte der EGFR-G719S-Mutante ist aufféllig, dass diese
allgemein erhoht sind im Vergleich zum EGFR-Wildtyp und besonders zur EGFR-L858R
Aktivierungsmutante. Eine Abschatzung zur Eignung eines Inhibitors gegen die
G719S-Mutante erfolgt daher primar durch den Vergleich des Wildtyp:Mutanten-Verhaltnis.
Die Zweitgenerations-Inhibitoren Afatinib, Neratinib und Poziotinib weisen gegentiber der
G719S-Mutante die hdchsten Aktivitdten auf und sie besitzen zusatzlich das beste
Selektivitatsverhaltnis Uber den Wildtyp. Fir klinische Studien kdnnten daher neben
Osimertinib auch die Zweitgenerations-Inhibitoren in Betracht gezogen werden.
Uberaschenderweise zeigt Osimertinib in dieser Untersuchung eine relativ geringe Aktivitat
und Selektivitdt. Das gute Sicherheitsprofil von Osimertinib in klinischen Studien gab
moglicherweise den Ausschlag fir die klinische Testung Osimertinibs gegen die seltenen
Aktivierungsmutanten. Fur eine verbesserte Abschatzung der Eignung als Inhibitor der

G719X-Aktivierungsmutationen sollten zellulare Untersuchungen folgen.

Der potenteste Inhibitor der Ester-Serie 103a (vgl. Kapitel 3.2.) gehdrt mit einer Aktivitat von
0,27 nM zu den potentesten Inhibitoren auf der G719S-Mutante, jedoch ist eine schlechte
Wildtyp-Selektivitdt gegeben. Eine mdgliche Erklarung fur die drastisch abfallende Potenz
geben strukturelle Betrachtungen zur G719S-Mutante. Analog zur

G724S-Resistenzmutation wird die Flexibilitat der Glycin-reichen Schleife beeinflusst.??
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Fir diese Resistenzmutation Osimertinibs konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits der
Effektivitatsverlust von Aminopyrimidin-basierten Drittgenerations-Inhibitoren beobachtet
werden."""! Gleichzeitig konnten fiir die G724S-Mutante jedoch die Quinazolin-basierten
EGFR-Zweitgenerations-Inhibitoren als potentielle Behandlungsmdglichkeit ausgemacht
werden. Diese Ergebnisse spiegeln sich bereits in ersten Fallstudien wieder."''""% Ubertragt
man die Erkenntnisse der G724S- auf die G719S-Mutante, sind diese im Einklang mit den
gemessenen biochemischen Daten, da hierbei ebenfalls die irreversiblen Zweitgenerations-
Inhibitoren hervorstechen. Weitere Untersuchungen wie kinetische Studien und zellulare
Testungen der G719X-Mutanten sollten jedoch erfolgen, um von den bereits verfugbaren
EGFR-Inhibitoren den fir nachfolgende praklinische Evaluierungen geeignetsten Wirkstoff

auszumachen.
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4. Zusammenfasung & Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte vielseitige medizinal-chemische Ansatze zur Adressierung

krebsrelevanter Aktivierungs- und Resistenzmutationen des EGFRs untersucht werden.

Der Versuch die EGFR-C797S-Resistenzmutationen mittels Variation neuer Elektrophile am
etablierten 2-Aminopyrimidin-Grundgerist zu adressieren konnte letztendlich als nicht
erfolgreich beschrieben werden. Die Boronsaure- und Fluorsulfat-Inhibitoren konnten auf
biochemischer Ebene eine gute inhibitorische Potenz gegenuber den untersuchten EGFR-
Mutanten vorweisen. Die mangelnde Wirksamkeit auf den untersuchten Zelllinien im
Vergleich zu den reversibel-bindenden Referenz-Substanzen zeigt jedoch, dass das

Konzept einer Effektivitatssteigerung durch einen kovalenten Bindungsmodus ausbleibt.

Ein weitaus vielversprechenderer Ansatz dieser Arbeit war die Optimierung der reversibel-
bindenden 2-Aminopyrimidine. Auf Basis der beobachteten Aktivitatssteigerung zwischen
Osimertinib (7) und Mobocertinib (28) auf der EGFR-L858R/C797S Resistenzmutation
konnte eine umfangreiche Substanzbibliothek generiert werden, die den Substituenten-
Einfluss in der 5-Position untersucht. Eine zusatzliche Variation der weiteren Substituenten
mit bekannten Strukturelementen etablierter EGFR-Inhibitoren brachte einen Inhibitor (103a)
hervor, welcher sowohl im biochemischen als auch im zellularen Kontext eine hohe Potenz

gegenuber den C797S-Osimertinib-Resistenzen aufweist.
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HTRF-EGFR-L858R/C797S - 354 nM HTRF-EGFR-L858R/C797S - 0,02 nM
CTG-Ba/F3-EGFR-L858R/C797S - 2033 nM CTG-Ba/F3-EGFR-L858R/C797S - 8 nM

Abbildung 44: Darstellung des optimierten reversiblen Aminopyrimidins 103a ausgehend vom irreversiblen Drittgenerations-Inhibitors Osimertinib.

Fir die T790M-Resistenzmutanten konnte eine stark verbesserte Aktivitat als flr den
Quinazolin-basierten Erstgenerations-Inhibitor Erlotinib (2) beobachtet werden. Eine weitere
Optimierung dieser Inhibitor-Klasse sollte jedoch auf der Tolerierung der T790M-
Resistenzmutation liegen. Eine Verlagerung des Esters in 2-Position des Indols konnte den
sterischen Konflikt mit der gréReren Methionin-Seitenkette moglicherweise reduzieren. Die
Ester-Inhibitoren konnten mit 103a auch fir die EGFR-Exon20insNPG- und
G719S-Aktivierungsmutanten eine hohe Potenz aufweisen (ICso Exon20insNPG - 41 pM;
G719S - 271 pM).
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Das Konzept der Einbringung, des aus BI-4020 bekannten, N-Heterozyklus an Nazartinib
zur Erhéhung der biochemischen und zellularen Potenz konnte mit den hier prasentierten
Hybrid-Inhibitoren erfolgreich demonstriert werden. Es konnten Liganden generiert werden,
welche niedrige 1Cso auf der EFGR-L858R Aktivierungs- und EGFR-L858R/T790M
Resistenzmutation vorweisen, unter Beibehalt einer guten EGFR-Wildtyp-Selektivitat. Diese
Ergebnisse spiegelten sich auch im zellularen Kontext wider, wo die Hybrid-Inhibitoren
geringere ECso auf der H1975-Zelllinie als Osimertinib vorweisen, bei gleichzeitig héheren
ECso-Werten auf der A431-Wildtyp Zelllinie.

Die Hybrid-Verbindungen wurden zudem auf ihre Eignung als Inhibitoren gegen
Exon20-Insertionsmutationen untersucht. Fir die insNPG-Mutante konnten hochpotente
Inhibitoren generiert werden, welche im Vergleich zu den klinisch untersuchten Referenz-
Inhibitoren das beste Mutanten:Wildtyp-Verhaltnis aufweisen. Zellulare Untersuchungen auf
den verschiedenen Aktivierungs- und Resistenzmutationen zeigten, dass die Hybrid-
Inhibitoren, insbesondere Verbindung 118d, durch eine hohere Potenz als Drittgenerations-

Inhibitoren hervorstechen.

Vom synthetischen Standpunkt stellt die Generierung einer Substanzbibliothek mit weiteren
Heterozyklen, welche mit dem katalytischen Lys745 wechselwirken, den nachsten Schritt
dar. Ein Fokus bei der Generierung einer solchen Substanzbibliothek sollte auf der
Bestimmung und Optimierung pharmakokinetischer Parameter liegen. Die Hybrid-Inhibitoren
weisen im biochemischen und zellularen Kontext bereits ein Profil auf, welches Osimertinib
uberlegen ist. Die Weiterentwicklung dieser Inhibitor-Klasse hin zu einem Inhibitor mit einem
geeignetem pharmakokinetischen Profil, ist ein bedeutender Schritt um die Entwicklung in
ein praklinisches und letztendlich klinisches Feld zu ermdglichen. Ein Blick auf die bereits
generierte Substanzbibliothek zeigt, dass die Eliminierung mehrerer Substituenten des
ursprunglichen Hybrids 106 sehr gut toleriert wird. Mit dieser Eliminierung und folglichen
Molekulargewicht-Reduktion konnte ein Inhibitor (120, Abbildung 45) realisiert werden,
welcher optimierte Computer-ermittelte Parameter aufweist, welche zur Vorhersage von
Eigenschaften wie der oralen Bioverfigbarkeit (LIPINKSI ,Rule of Five“)'"® oder der
Penetrierung der Blut-Hirn-Schrank genutzt werden.['""! Der Erfolg der Optimierung, gestiitzt
durch die Computer-ermittelten Parameter, muss letztendlich durch die pharmakokinetische
Profilierung mittels L&slichkeits-, Stabilitdits und Membranpenetrations-Assays (MDCK-I
MDR1) verifiziert werden.
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Abbildung 45: Darstellung der Inhibitoren Osimertinib, 106 und 120 mit ihren fiir die Blut-Hirnschranke-Penetration relevanten Parametern. MW = molecular
weight, Log P = Oktanol/Wasser Verteilungskoeffizient, tPSA = topological polar surface area, LogS = Léslichkeit in mol/l.

Der starke Forschungsfokus auf Aminopyrimidin-basierten EGFR-Inhibitoren, welcher in
dem Erfolg Osimertinibs begriindet liegt, konnte in dieser Arbeit durch einen Blick auf die
Selektivitatsprofile klinisch weniger erfolgreicher Inhibitoren umgangen werden. Eine weitere
Méglichkeit die bisherigen Hybrid-Inhibitoren zu optimieren, besteht in der Generierung von

kovalenten Makrozyklus-Derivaten, welche dem BI-4020 strukturell noch ahnlicher sind.
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Abbildung 46: Design makrozyklischer Hybrid-Inhibitoren basierend auf BI-4020 und Nazartinib

Neben der Entwicklung potenter Inhibitoren fir die C797S-Resistezmutation und die
Exon20ins-Aktivierungsmutation wurden die generierten Inhibitoren mit EGFR-
Referenzinhibitoren auf der G719S-Mutante vermessen. Hierbei konnte beobachtet werden,
dass die EGFR-Zweitgenerations-Inhibitoren wie Afatinib die vielversprechendste

biochemische Inhibition vorweisen.

Das Aminobenzimidazol-Amid Grundgerust erwies sich zur Adressierung der L858R- und
Exon20ins-Aktivierungsmutationen im  Vergleich zu den etablierten Erst- bis
Drittgenerations-Inhibitoren als tiberlegen. Eine Ubertragung des Aminobenzimidazol-Amid
Grundgerust auf die Problematik der C797S-Resistenzmutation erscheint aufgrund seiner
hohen Wildtyp-Selektivitat ein sinnvoller Ansatz zur Adressierung dieser Wirkstoffresistenz.
Reversible Inhibitoren wie das BI-4020 kénnten in Zukunft auch diese Problematik bei der

Behandlung von NSCLC Uberwinden.
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5. Summary and Outlook

As part of this work, versatile medicinal-chemical approaches for addressing cancer-relevant

activation and resistance mutations of EGFR could be pursued.

The attempt to address the EGFR-C797S resistance mutation by investigating new
electrophiles on the established 2-aminopyrimidine scaffold could ultimately be described as
unsuccessful. The boronic acid and fluorosulfate based inhibitors demonstrated good
inhibitory potency towards the investigated EGFR mutants on the biochemical level.
However, the lack of efficacy on the examined cell lines in comparison to reversibly binding
reference substances, demonstrates the ineffectiveness of attempting to increase the cellular

potency through a covalent binding mode.

A much more promising approach to this work was the optimization of the reversibly binding
2-aminopyrimidines. Based on the observed increase in potency between Osimertinib (7)
and Mobocertinib (28) towards the EGFR-L858R/C797S mutant, an extensive compound
library which investigated substitutions at the 5-position was generated. Additional variations
of further substituents with known structural elements of established EGFR inhibitors yielded
inhibitor 103a, which displayed a high potency towards the C797S-osimertinib-resistance

both in a biochemical and cellular context.
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Figure 47: lllustration of the reversible aminopyrimidine 103a (right) based on the irreversible 3"-generation EGFR-inhibitor Osimertinib (left).

The activity towards the T790M-resistance mutations was greatly improved in comparison to
the quinazoline based first-generation EGFR-inhibitor erlotinib (2). Importantly, further
optimization of this class of inhibitors should be based on the tolerability of the T790M
resistance mutation. Shifting the ester to the 2-position of the indole could possibly reduce
the steric conflict with the larger methionine side chain. With 103a, the ester-based inhibitors
could also show a high potency for the EGFR Exon20insNPG (ICsq 41 pM) and G719S
activating mutations (1Cso 271 pM).
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The concept of introducing the N-heterocycle of BI-4020 to Nazartinib to increase its
biochemical and cellular potency could be successfully demonstrated with the hybrid
inhibitors presented in this work. Ligands with low ICsp on EGFR-L858R activating and
EGFR-L858R/T790M resistance mutation with a good wild-type selectivity could be
generated. These results were reflected in the cellular setting, where the
aminobenzimidazolamide-based inhibitors showed a lower ECso on the H1975 cell line than
Osimertinib, with simultaneously higher ECs values on the A431 EGFR wild-type bearing

cell line.

The inhibitor class was further examined for its suitability against the therapeutically
challenging Exon20-insertion activating mutations. Highly potent inhibitors could be
generated for the D770_N771insNPG mutant, which possessed an improved and optimal
mutant:wild-type ratio in comparison to the clinically investigated reference inhibitors.
Cellular studies on the various activation and resistance mutations revealed that the hybrid
inhibitors, in particular compound 118d, were exceptional due to their high potency compared

to third-generation inhibitors.

From a synthetic point of view, the generation of a substance library with further heterocycles
that interact with the catalytic Lys745 represents the next step forward. When generating
such a substance library, a focus should be on the determination and optimization of
pharmacokinetic parameters. The hybrid inhibitors already possess an attractive profile that
is superior to Osimertinib in a biochemical and cellular setting. The development of this
inhibitor class towards an inhibitor with a suitable pharmacokinetic profile will be an important
goal to shift its significance into a preclinical and ultimately clinical setting. A look at the
already generated substance library reveals that the elimination of several substituents of
the initial hybrid 106 is well tolerated. By this elimination, and consequent reduction of its
molecular weight, an inhibitor (120, Figure 48) could be realized which has optimized
computationally-determined parameters used in predicting properties like oral bioavailability
(LIPINSKI “Rule of Five”)""® or penetration of the blood-brain-barrier."'"”! The success of
optimizing inhibitors towards these computationally-determined parameters should ultimately
be verified by pharmacokinetic evaluation assays with solubility-, stability- and membrane-
penetration-assays (MDCK-Il MDR1).
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Figure 48: Structures of Osimertinib, 106 und 120 with their predictive parameters regarding oral bioavailability and blood-brain-barrier penetration.
MW = molecular weight, Log P = octanol/water partition coefficient, tPSA = topological polar surface area, S = solubility in mol/l.

In this work, the tendency in academic and commercial EGFR-inhibitor research to focus on
aminopyrimidines, which is based on the outstanding success of Osimertinib, was
overlooked in favour of investigating selectivity profiles of clinically less successful inhibitors.
To further improve the Nazartinib inspired inhibitor class, the generation of covalent
macrocyclic derivatives, which are further structurally similar to BI-4020, should be

investigated (Figure 49).
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Figure 49: Design of a macrocyclic Hybrid-Inhibitor.

In addition to the development of potent inhibitors for the C797S resistance mutation and the
Exon20ins activating mutation, the generated inhibitors and reference compounds were
measured against G719X activating mutations. A favourable inhibition of the G719S-mutant
could be observed for the hybrid inhibitor 118d, which was further reflected in the high activity
against the EGFR-G719A dependant Ba/F3 cell line. In a biochemical setting, the second-
generation EGFR-inhibitor Afatinib showed the most promising profile, which is in line with

our observations for the structurally related G724S-mutant.

The aminobenzimidazolamide core scaffold proved to be superior to the established first- to
third-generation inhibitors in addressing L858R and Exon20ins activating mutations. A
transfer of the aminobenzimidazolamide scaffold to the problematic C797S resistance
mutation would be a reasonable approach for addressing drug resistance associated with
this mutant due to its high wild-type selectivity. Reversible inhibitors such as BI-4020 could

overcome this emerging problem in the treatment of NSCLC.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Biochemische Experimente
5.1.1. HTRF-Assay

Fir die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICs0) wurden mithilfe des
ECHO 520 Liquid Handler (LabCyte) die zu untersuchenden Verbindungen in
Verdinnungsreihen auf 384-Platten transferiert. Zuvor wurde die Platte mit 2,5 yL HTRF-
Pufferldsung (5 mM MgCI2, 1 mM DTT, 0.01% Triton X-100, 5x HTRF KinEASE Reaktions-
Puffer, ddH.O) bestlickt. AnschlieRend wurden die im HTRF-Puffer verdinnten Kinasen

(56 yL, fur Konzentration siehe Tabelle 20) mittels Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser

(Thermo Fisher) auf die Platte transferiert, welche kurz geschuttelt, zentrifugiert und fir 30
min in einer Feuchtkammer inkubiert wurde. Anschlieend wurden 2,5 uL der ATP/Substrat-
Lésung per Multidrop hinzugefuhrt. Die Platten wurden erneut geschittelt, zentrifugiert und
fur die entsprechende Reaktionszeit (Tabelle 20) in der Feuchtekammer gelagert. Zum
Beenden der Reaktion wurde die Stopp-Ldsung (Detektionspuffer, pTyr-AB, STV-XL665) per
Multidrop hingegeben und fir 1 h inkubiert. AnschlieRend wurde das FRET-Signal mithilfe
des EnVision Multimode Plate Readers (Perkin Elmer) asugelesen. Hierfir wurde die
Fluoreszenz bei 620/650 nm 50 ys nach der Anregung bei 317 nm gemessen. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit der Quattro Research Workflow Software. Die HTRF-
Assays wurden durchgefuhrt von A. Arndt, K. Jeyakumar, Dr. M. Keul und T. Grabe.

Tabelle 20: Parameter fiir den HTRF-Assay verschiedener EGFR-Varianten. Bis auf die G719S-Variante bereits in der Doktorarbeit von Dr. M. Keul etabliert ['18]

EGERVariante Kinase/well Reaktionszeit ATP Substrat Fluorophor/
[ng] [min] [UM] [UM] Substrat

Wildtyp 0.6 25 9.5 1 1/8
L858R 0.1 15 25 0.225 1/4
L858R/T790M 0.07 20 20 0.275 1/8
L858R/T790M/C797S 0.8 10 11 0.325 1/8
L858R/C797S 0.05 20 80 1 1/8
D770_N771insNPG 0.02 20 40 1 1/8
G719S 0.27 30 80 1 1/8
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5.1.2. Aufsetzen des HTRF-Assay fir EGFR-G719S
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Abbildung 50: Bestimmung der HTRF-Assay Parameter fiir EGFR-G719S.

Fir die Durchfiihrung des HTRF-Assays der EGFR-G719S Mutante wurde das kommerziell
verfugbare Protein (ReactionBiology, Produkt# 1035-0000-1, Lot-001) zu Beginn titriert.
Hierfir wurde eine Verdunnungsreihe der Kinase mit vierfacher Verdinnung von 111,5
ng/well Uber sieben Schritte auf 0,007 ng/well angesetzt. Von den Verdiinnungen wurden
5 yL/well auf die Assay-Platte aufgetragen. Der HTRF-Assay wurde analog zu 5.1.1.
durchgefuhrt. Fur die HTRF-Start-Lésung (5 yL/well) wurde eine ATP-Konzentration von 200
MM und eine Substrat-Konzentration von 2 uyM verwendet. Die Reaktion wurde 30 min
durchgefiihrt und durch Zugabe der HTRF-Stopp-Losung beendet. Nach einer weiteren
Stunde wurde die Fluoreszenz (fless/fls20) ermittelt und gegen die Kinase-Konzentration
aufgetragen. Fur den HTRF-Assay und die nachfolgenden Parameter-Bestimmungen wurde
eine Konzentration von 0,274 ng/well mit einer Aktivitdt von 80% des ermittelten Plateaus
ermittelt (Abbildung 50 A). AnschlieBend folgte die Messung der Enzym-Kinetik. Hierbei
wurde die HTRF-Stopp-L6ésung in einer Zeit von 0 bis 60 min zugegeben. Eine Stunde nach
der letzten Zugabe wurde die Fluoreszenz gemessen und gegen die Reaktionszeit
aufgetragen. Als Reaktionszeit wurde eine Dauer von 30 min, als Ende des linearen
Bereichs, fir den HTRF-Assay festgelegt (Abbildung 50 B). AnschlieRend wurde mit der
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ermittelten Kinase-Konzentration und Reaktionszeit die Bestimmung des Substrat-Ku
durchgefihrt. Hierfir wurde fir das Substrat eine Konzentrationsreihe Uber 16
Verdinnungen von 4000 nM bis 0.12 nM angesetzt. Fir die Stopp-Lésung wurde zusatzlich
eine Verdunnungsreihe des Fluorophors mit einem konstanten Verhaltnis von
Substrat/Fluorophor von 1/8 angesetzt. Als Substrat-Kuy konnte mithilfe des Programms
Origin 2020 eine Konzentration von 1630 nM ermittelt werden. Fir den HTRF-Assay und die
folgende ATP-Ku-Bestimmung wurde, analog zu weiteren EGFR-Varianten (Tabelle 20), mit
einer Konzentration von 1 uM weitergearbeitet um Substrat einzusparen. Zuletzt wurde der
ATP-Ku ermittelt. Hierfur wurde eine ATP-Konzentrationsreihe mit 16 Verdinnungen von
900 uM bis 0.06 nM erstellt. Die mit dem Programm Origin 2020 durchgeflhrte Auswertung
ergab einen ATP-Kuv von 76 pM. Fur den HTRF-Assay wurde eine leicht hohere ATP-

Konzentration von 80 uM verwendet.

5.1.3. CTG-Assay

Far die Ermittlung der mittleren effektiven Konzentration (ECso) wurden die kultivierten Zellen
mit dem Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser (Thermo Fisher) kontaktlos mit der
entsprechenden Zellzahl auf 384-Well Platten ausgesaht. Die Zellen wurden fir 24 h bei
37 °C unter 5%iger CO,-Atmosphare inkubiert. AnschlieRend wurden die zu untersuchenden
Verbindungen sowie Positiv- und Negativkontrollen (Staurosporin und DMSO) mit dem
ECHO 520 Liquid Handler (LabCyte) in Verdinnungsreihen transferiert (fir 10 mM DMSO-
Stammldsungen von 14 nM bis 30 uM). Die Zellen wurden anschlieend fur 3 d erneut bei
37 °C unter 5%iger CO2-Atmosphéare inkubiert. Daraufhin wurde der CTG-Assay nach
Herstellerangaben durchgefiuhrt. Das CTG-Reagenz wurde im Verhaltnis 1:1 mit dem
entsprechendem Kultivierungsmedium gemischt und mithilfe des Multidrop ausplattiert
(25 uL/well). Die 384-Platte wurde flir 2 min bei 600 rpm zentrifugiert um die Zelllyse
einzuleiten. AnschlieRend wurde zur Stabilisierung des lumineszenten Signals fir 20 min im
Dunkeln inkubiert. Das Auslesen der Lumineszenz erfolgte mit dem EnVision Multimode
Plate Reader (Perkin Elmer) unter Verwendung von 500 ms Integrationszeit. Die
Berechnung des ECso-Werts erfolgte mit der Quattro Research Workflow Software. Die

CTG-Assays wurden durchgefiihrt von K. Jeyakumar, Dr. M. Keul und Dr. J. Niggenaber.

5.1.4. Kristallisationsstudien

Ko-Kristallisation von 96¢ in EGFR-T790M/C797S: Das aufkonzentrierte Protein EGFR-
T790M/C797S (3.5-5.5 mg/mL) wurde mit einem dreifachen Uberschuss des Inhibitors 96¢
(10 mM DMSO Stammlésung) fur 2 h auf Eis inkubiert. Die Kristalle wurden bei 20 °C per

hanging drop vapor diffusion Methode generiert. Der Protein-Wirkstoff-Komplex wurde im
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Verhaltnis 1:1 mit der Reservoir Losung vermischt (1.3-1.7 M K-Na-Tartrat, 100 mM Na-MES
pH 5.5-7.5, 0-4 % 1,3-Propandiol). Die Kristalle wurden geerntet und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Diffraktionsdaten wurden an der PXIl X10SA Strahllinie der Swiss Light
Source (SLS @ PSI, Villigen, Schweiz) aufgenommen.

Ko-Kristallisation von 103a in EGFR-T790M/V948R: Das aufkonzentrierte Protein EGFR-
T790M/V948R (6.4 mg/mL) wurde mit einem dreifachen Uberschuss des Inhibitors 103a
(10 mM DMSO Stammlésung) fur 2 h auf Eis inkubiert. Die Kristalle wurden bei 20 °C per
hanging drop vapor diffusion Methode generiert. Der Protein-Wirkstoff-Komplex wurde im
Verhaltnis 1:1 mit der Reservoir Lésung vermischt (15-37.5% PEG3350, 100 mM MgSOQOsx,
0-4% Ethylenglykol). Die erhaltenen Kristalle wurden geerntet und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Diffraktionsdaten wurden an der PXIl X10SA Strahllinie der Swiss Light
Source (SLS @ PSI, Villigen, Schweiz) aufgenommen. Die Daten wurden mit XDS
prozessiert und mit XSCALE skaliert.""¥ Die Komplexstrukturen wurden mithilfe des
molekularen Ersatzes mit PHASER gel6st.['” Hierfiir wurde als Referenzstruktur PDB-Code
6S8A verwendet. Die Molekuile in der asymmetrischen Einheit wurden manuell in COOT

justiert."?" Die Verfeinerung wurde durchgefiihrt mit Phenix.refine 1.17.1.1'2%

Die Kristallisationsstudien wurden durchgefuhrt von Dr. J. Niggenaber.
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5.2. Synthesevorschriften

Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und L&sungsmittel wurden bezogen von
ABCR, Acros, Activate Scientific, Alfa Aesar, Combi-Blocks, Fisher Scientific, Fluka,
Honeywell, Roth, Sigma-Aldrich und VWR. Feuchtigkeits- und Sauerstoff-empfindliche
Reaktionen wurden in ausgeheizten Reaktionsgefallen unter Argon-Atmosphare
durchgefuhrt. Als Mikrowellenreaktor wurde der Microwave 300 Reaktor von Anton Paar
verwendet. Die NMR-Analytik erfolgte mit folgenden Geraten: Bruker Avance |lIl HD NanoBay
- 400 MHz, Bruker Avance NEO — 500 MHz, Bruker Avance Il HD — 600 MHz und Agilent
DD2 — 500 MHz. Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgte mit der Software ACD/Labs
NMR Processor Academic Edition 12.01. Die chemische Verschiebung ¢ wurde in ppm und
die Spinmultiplizitdten wurden mit (s) Singulett, (d) Dublett, (t) Triplett, (dd) Dublett vom
Dublett, (dt) Dublett vom Triplet, (spt) Septett angegeben. Die hochauflésenden
Massenspektren (HRMS) wurden mit dem Thermo LTQ Orbitrap und dem Accela HPLC-
System der Firma Thermo Electron aufgenommen. Die niedrig aufgeldsten Massenspektren
(LC-MS) wurden mit dem Agilent 1100 HPLC-System und einer CC 125/4 Nucleodur C4s
Gravity Saule von Macherey Nagel gekoppelt mit dem Thermo Scientific Finnigan LCQ
Advantage Max Massenspektrometer aufgenommen. Die Dunnschichtchromatographie
gekoppelte Massenspektrometrie (DC-MS) wurde durchgefihrt mit dem Advion CMS Plate
Express und den DC Kieselgel 60 F2ss Aluminiumplatten von Merck. Die
Saulenchromatographie wurde durchgefihrt mit dem Biotage Isolera One System und
Kieselgel-Kartuschen vom Typ Buchi Reveleris. Die Umkehrphasenchromatographie wurde
mit den Buchi FlashPure EcoFlex Cis-Saulen durchgefihrt. Als Lésungsmittel wurde dabei
TFA-saures Wasser (0.2%) und TFA-saures Acetonitril (0.2%) verwendet. Die HPLC-
Aufreinigung wurde durchgefiihrt mit dem Bichi Reveleris Prep System und der VP 250/21
Nucleodur C4g HTec 5um Saule von Macherey Nagel. Die Ausbeute fir Reaktionen wurde

stets fur die aufgereinigte Form angegeben.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die nukleophile aromatische Substitution von
p-Fluornitrobenzolen: 2-Nitro-5-fluoroanisole wurde in DMF (0.5 M) gelést und das
sekundare Amin (1.0 eq) wurde hinzugefligt. AnschlieRend wurde K,COs (2.0 eq)
zugegeben und fir 24 h bei 50 °C geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Wasser
und DCM getrennt bevor die organische Phase mit Na.SO4 getrocknet und zu einer DMF-
Lésung eingeengt wurde. Das Produkt wurde unter Zugabe von Wasser umkristallisiert.

Langsames Abkulhlen und anschlieRende Filtration ergaben das gewlnschte Produkt.
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Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Friedel-Crafts-Arylierung: Zu einer Losung eines
5-substituierten 2,4-Dichloropyrimidin in Dimethoxyethan (0.5 M) wurde bei 0 °C trockenes
AICI3 (2.0 eq) zugegeben. Nach 15 min wurde N-Methylindol (1.1 eq) zugeben. Die Reaktion
wurde langsam auf 55 °C erhitzt und fur weitere 2 h geruhrt. AnschlieRend wurde die
Reaktionsmischung bei 0 °C mit MeOH gequencht und zwischen EtOAc und HCl-saurer
Lésung (0.1 M) getrennt. Die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden tUber Na>.SO, getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:Ethylacetat)

aufgereingt.

Allgemeine Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer Nitroverbindungen: Die
Nitroverbindung wurde in MeOH (0.05 M) gel6st und im Wasserstoff-Fluss-Reaktor mit Pd/C
(10%) bei 60 °C und 1 atm bei einer Flussrate von 2 mL/min behandelt. Der Durchfluss
wurde zum Erhalt des Produkts eingeengt. Falls nicht anderweitig vermerkt wurde keine

weitere Aufreinigung durchgefuhrt.

Allgemeine Synthesevorschrift zur nukleophilen aromatischen Substitution von
2-Chloropyrimidinen: Das 4,5-substituierte 2-Chloropyrimidin und das Anilin (1.0-1.5 eq)
wurden in n-BuOH oder i-PrOH geldst und mit TFA (1.0-1.5 eq) versetzt. Die Reaktion wird
bei 80-110 °C fir 2-48 h gerlhrt bis ausreichend Umsatz zu beobachten war. Die abgekuhlte
Reaktionslésung wird zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt. Die wassrige Phase
wurde zweifach mit DCM extrahiert bevor die vereinigten organischen Phasen tber Na;SO4

getrocknet wurden und das Rohprodukt saulenchromatographisch aufgereinigt wurde.

Allgemeine Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung: Die Carbonsaure wurde
in DCM (0.1 M) geldst und mit TEA (2-10 eq) versetzt. Sobald die Carbonsaure gel6st war,
wurde bei 0 °C TBTU (1.2 eq) zugegeben und fir 15 min gerthrt. AnschlieRend wurde das
Amin oder der Alkohol (1.5 - 10.0 eq) zugegeben und bis zum vollstdndigen Umsatz des
Aktivesters bei Rt geruhrt.
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31 - 2,5-Dichloropyrimidin-4-ol

OH

Cl\f:/)N\

2,4,5-Trichloropyrimidin (10.0 mmol, 1.15 mL) wurde in Dioxan (0.5 M) gelést und mit

Cl

Natronlauge (1 M, 20.0 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 16 h bei Rt gerihrt
und anschlieBend zwischen HCI (1M, 20.0 mL) und Ethylacetat getrennt. Die wassrige
Phase wurde zweifach mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tber Na>SO4 getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Produkt wurde ohne weitere
Aufreinigung als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 97% (9.7 mmol, 1.6 g) erhalten.
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 8.25 (s, 1 H), 13.01 (br. s., 1 H). *C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) d ppm 118.86, 151.49, 157.22, 167.09. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir
[C4H3CI2N20]" 164.96, gefunden 165.09.

32 - 5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-ol

ER

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 31 (23.5 mmol, 3.87 g) und 2-
Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)anilin (24.6 mmol, 5.45 g) in n-BuOH (0.2 M) bei 90 °C
durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 99%
(23.3 mmol, 8.15 g) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.24 (s, 3 H) 2.47 (t,
J=4.80 Hz, 4 H) 3.12 (t, J/=4.80 Hz, 4 H) 3.84 (s, 3H) 5.76 (s, 1 H) 6.47 (dd, J=8.80, 2.20 Hz,
1H)6.63 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.78 - 7.93 (m, 2 H) 8.30 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-
ds) d ppm 45.65, 48.42, 54.56, 54.90, 55.75, 99.81, 106.72, 110.26, 118.61, 122.35, 148.40,
150.44, 152.00, 158.51. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C16H21CINsO2]" 350.14,
gefunden 350.15.

33 - 4,5-Dichloro-N-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)pyrimidin-2-amin
cl N7
O Ny NS
| N/)\HQ
o\

32 (5.0 mmol, 1.75 g) wurde in MeCN (0.05 M) gelést und mit BTEACI (5.0 mmol, 1.14 g)
und DMA (5.0 mmol, 631 pL) versetzt. AnschlieRend wurde POCIz (50.0 mmol, 4.67 mL)
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zugegeben und fir 2h bei 90 °C geruhrt. Das abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde
vorsichtig mit K2COs versetzt und fiir 15 min geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen
DCM und Bicarbonat-Lésung getrennt. Die wassrige Phase wurde anschliellend zweifach
mit DCM extrahiert, Giber Na>.SO4 getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 85% (4.3 mmol, 1.57 g) erhalten. "H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.23 (s, 3 H) 2.46 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.14 (t, J/=4.80 Hz, 4 H) 3.74 (s, 3 H)
6.47 (dd, J=8.54, 2.44 Hz, 1 H) 6.60 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 7.23 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 8.44 (s, 1
H) 8.94 (s, 1 H). "*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.74, 48.34, 54.63, 55.53, 100.08,
106.71, 115.00, 118.45, 126.17, 150.03, 153.64, 156.52, 158.27, 159.40. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C16H20Cl-NsO]* 368.10, gefunden 368.11.

34 - (3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-

yl)oxy)phenyl)boronséaure

HO\B,OH

N/xu@

O

33 (0.10 mmol, 37 mg) und (3-Hydroxyphenyl)boronsaure (0.15 mmol, 21 mg) wurden in
DMF (0.1 M) geldst und mit K2CO3 (0.15 mmol, 21 mg) versetzt. Die Reaktion wurde flir 24 h
bei 90 °C gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen EtOAc und Kochsalzlésung
getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Na;SO4 getrennt und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt
wurde séulenchromatographisch mittels C1s-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt, wodurch das
Produkt als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 64% (64 pmol, 30 mg) erhalten wurde.
HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H26BCINsO4]" 470.17609, gefunden 470.17567.
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35 - (3-((5-chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)amino)phenyl)boronsaure

HO.__OH
B

| N/)\”Q

SN

33 (0.20 mmol, 74 mg) und (3-Aminophenyl)boronsaure (0.24 mmol, 33 mg) wurden in n-
BuOH (0.1 M) gel6st und mit TFA (0.20 mmol, 15 uL) versetzt. Die Reaktion wurde fiir 24 h
bei 90 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM
getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Giber Na;SO4 getrennt und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt
wurde séulenchromatographisch mittels C1s-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt, wodurch das
Produkt als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 59% (0.12 mmol, 56 mg) erhalten
wurde. "H NMR (600 MHz, METHANOL-ds) d ppm 2.39 (s, 3 H) 2.67 (t, J=4.77 Hz, 4 H) 3.15
(t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.84 (s, 3 H) 6.32 (dd, J=8.80, 2.20 Hz, 1 H) 6.60 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.34
(t, J=7.70 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=5.70 Hz, 1 H) 7.54 - 7.62 (m, 1 H) 7.81 (br. s., 1 H) 7.83 (d,
J=8.80 Hz, 1 H) 7.94 (s, 1 H) HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H27BCINsOs]" 469.19207,
gefunden 469.19141.

37a - 1-(3-Methoxy-4-nitrophenyl)-4-methylpiperazin

O,N” ;

SN

)

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift fir die nukleophile
aromatische Substitution von p-Fluornitrobenzolen mit 1-Methylpiperazin (50.0 mmol,
5.56 mL) durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelbe kristalline Nadeln in quantitativer
Ausbeute (49.9 mmol, 12.55 g) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.21 (s, 3 H)
2.36 - 2.47 (m, 4 H) 3.38 - 3.48 (m, 4 H) 3.90 (s, 3 H) 6.51 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 6.57 (dd,
J=9.46, 2.20 Hz, 1 H) 7.87 (d, J=9.46 Hz, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 30.76,
35.78, 45.64, 46.31, 54.22, 56.25, 96.89, 105.25, 128.01, 128.19, 155.50, 156.02. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C12H1sN3O3]* 252.13, gefunden 252.14.
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37b - 4-(3-Methoxy-4-nitrophenyl)morpholin

(o

o

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift flir die nukleophile
aromatische Substitution von p-Fluornitrobenzolen mit Morpholin (150.0 mmol, 13.07 g)
durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelbe kristalline Nadeln mit einer Ausbeute von 85%
(127.2 mmol, 30.30 g) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 3.40 (t, J=4.80 Hz, 4
H) 3.73 (t, J/=4.80 Hz, 4 H) 3.91 (s, 3 H) 6.54 (d, J=2.45 Hz, 1 H) 6.59 (dd, J=9.29, 2.45 Hz,
1 H) 7.89 (d, J=9.29 Hz, 1 H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 46.57, 56.30, 65.74,
97.03, 105.12, 128.07, 128.50, 155.68, 155.86. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiur
[C11H15sN204]" 239.10, gefunden 239.02.

37¢ — 1-(4-(3-Methoxy-4-nitrophenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on

Sh

/@/NJ

o<

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift flir die nucleophile
aromatische Substitution von p-Fluornitrobenzolen mit 1-Acetylpiperazin (20.0 mmol, 2.69 g)
durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelbe kristalline Nadeln mit einer Ausbeute von 67%
(13.5 mmol, 3.77 g) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.05 (s, 3 H) 3.42 - 3.55
(m, 4 H) 3.55 - 3.63 (m, 4 H) 3.91 (s, 3 H) 6.52 (d, J=2.45 Hz, 1 H) 6.58 (dd, J=9.29, 2.45
Hz, 1 H) 7.90 (d, J=9.29 Hz, 1 H). "*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.21, 44.79, 46.03,
46.25, 56.31, 96.98, 105.18, 128.20, 155.10, 155.95, 168.53. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet
flr [C13H18N304]" 280.13, gefunden 280.03.

37d — N'-(3-methoxy-4-nitrophenyl)-N',N*, N>-trimethylethane-1,2-diamin

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift fir die nucleophile
aromatische Substitution von p-Fluornitrobenzolen mit N',N' N?-trimethylethan-1,2-diamin

(5.00 mmol, 0.86 g) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelbe kristalline Nadeln mit einer
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Ausbeute von 87% (4.35 mmol, 1.10 g) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.19
(s, 6 H) 2.41 (t, J=6.85 Hz, 2 H) 3.06 (s, 3 H) 3.54 (t, J=6.85 Hz, 2 H) 3.90 (s, 3 H) 6.23 (d,
J=1.96 Hz, 1 H) 6.35 (dd, J=9.78, 1.96 Hz, 1 H) 7.89 (d, J=9.78 Hz, 1 H). *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) d ppm 38.61, 45.49, 49.72, 55.83, 55.95, 94.43, 103.50, 126.54, 128.48, 154.28,
156.27. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C12H2N303]" 254.15, gefunden 254.00.

37e - tert-Butyl-(1-(3-methoxy-4-nitrophenyl)piperidin-4-yl)carbamat

NHBoc
; 7
O,N

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift fir die nucleophile
aromatische Substitution von p-Fluornitrobenzolen mit tert-Butyl-piperidin-4-yl-carbamat (5.0
mmol, 1.00 g) durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von
93% (4.7 mmol, 1.64 g) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.39 (s, 10 H) 1.74 -
1.88 (m,2H)2.98-3.10 (m, 2 H) 3.47 - 3.62 (m, 1 H) 3.90 (s, 3 H) 3.92-4.02 (m, 2 H) 6.49
(d, J=1.96 Hz, 1 H) 6.57 (dd, J=9.50, 1.96 Hz, 1 H) 6.88 (d, J=7.34 Hz, 1 H) 7.87 (d, J=9.50
Hz, 1 H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 28.24, 31.13, 45.73, 47.10, 56.25, 77.62,
96.69, 105.26, 127.50, 128.38, 154.85, 155.03, 156.22. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C17H26N30s]" 352.19, gefunden 351.92.

38a — 2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)anilin

Oy

/@/NJ

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen durchgefiihrt. Das Produkt wurde als zahflissige dunkelviolette Masse in
quantitativer Ausbeute (20.0 mmol, 4.42 g) erhalten. "H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm
2.30(s,3H)2.57 (br.s.,4H)2.99 (br.s.,4 H) 3.74 (s, 3H) 4.56 (br.s., 1H)6.29 (d, J = 7.74
Hz, 1 H)6.49 (s, 1 H)6.52 (d, J = 8.39 Hz, 1 H). '*C NMR (176 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 45.13,
49.72, 54.51, 55.21, 101.94, 108.61, 114.17, 131.05, 142.97, 146.97. LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C12H20N30]" 222.16, gefunden 222.17.

95



38b — 2-Methoxy-4-morpholinoanilin

(o

o

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen durchgefihrt. Das Produkt wurde als dunkelgrauer Feststoff in
quantitativer Ausbeute (20.0 mmol, 4.17 g) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm
2.92 (t, J=4.60 Hz, 5 H) 3.70 (t, J=4.60 Hz, 5 H) 6.29 (dd, J=8.44, 2.20 Hz, 1 H) 6.50 (d,
J=2.20 Hz, 1 H) 6.54 (d, J=8.07 Hz, 1 H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 50.65, 55.23,
66.32, 101.59, 108.28, 114.24, 131.08, 143.28, 147.05. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C11H17N20O2]" 209.13, gefunden 209.09.

38c — 1-(4-(4-Amino-3-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on

Sh

/@/NJ

N

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen durchgefihrt. Das Produkt wurde als hellgrauer Feststoff mit einer
Ausbeute von 92% (9.21 mmol, 2.30 g) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.02
(s, 3H)2.87 (br.s.,,2H)2.93 (br.s., 2H) 3.51 - 3.57 (m, 4 H) 3.74 (s, 3 H) 4.30 (br. s., 2 H)
6.28 - 6.34 (m, 1 H) 6.50 - 6.56 (m, 2 H). "*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.19, 40.99,
45.82, 50.71, 51.08, 55.23, 102.64, 109.31, 114.07, 131.57, 142.96, 146.95, 168.13. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C13H20N302]" 250.16, gefunden 250.08.

38d — N'-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-methoxy-N'-methylbenzene-1,4-diamin

b
e

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen durchgefuhrt. Das Produkt wurde als dunkelgrauer Feststoff mit einer
Ausbeute von 94% (0.74 mmol, 165 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.15
(s, 6 H)2.32 (t, J=7.20 Hz, 2 H) 2.75 (s, 3 H) 3.23 (t, J=7.32 Hz, 2 H) 3.43 (br. s., 2 H) 3.73
(s, 3 H)6.12 (dd, J=8.40, 2.52 Hz, 1 H) 6.31 (d, J=2.52 Hz, 1 H) 6.52 (d, J=8.40 Hz, 1 H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) d ppm 45.64, 51.63, 55.13, 55.73, 98.84, 105.95, 115.11,
128.45, 142.26, 147.43. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C12H22N3O]* 224.18, gefunden
224.01.

38e - tert-Butyl-(1-(4-amino-3-methoxyphenyl)piperidin-4-yl)carbamate

NHBoc
9
el

SN

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen durchgefiihrt. Das Produkt wurde als hell blaugrauer Feststoff in
quantitativer Ausbeute (2.0 mmol, 0,65 g) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm
1.39 (s, 9 H) 1.50 (m, 2 H) 1.70 - 1.84 (m, 2 H) 2.57 (t, J/=10.64 Hz, 2 H) 3.24 - 3.42 (m, 5 H)
3.74 (s, 3H)4.92 (s, 1H),6.26 - 6.37 (m, 1 H) 6.46 - 6.58 (m, 2 H) 6.83 (d, J=7.70 Hz, 1 H).
3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 28.27, 31.85, 47.30, 50.21, 55.23, 77.44, 102.60,
109.33, 114.52, 130.24, 143.62, 147.15, 154.86. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C17H28N303]" 322.21, gefunden 322.01.

40 - (3-((2,5-Dichloropyrimidin-4-yl)amino)phenyl)boronsaure

HN/©\B,OH

le%’\‘ H
o

Trichloropyrimidin (0.20 mmol, 37 mg) und 2-Aminobenzylboronsaure (0.22 mmol, 30 mg)

wurden in DMF (0.2 M) geldst und mit K2CO3 (0.30 mmol, 42 mg) versetzt. Die Reaktion

wurde fur 2 h bei 50 °C geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Kochsalzlésung und

(0]
Cl

DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber NaSO, getrocknet und in vacuo eingeengt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tGber Silica (DCM:MeOH) getrennt und ergab
das Produkt als gelben Feststoff mit einer Ausbeute von 46% (0.09 mmol, 26 mg). '"H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) d ppm 7.37 (t, J=7.58 Hz, 1 H) 7.59 (d, J=7.83 Hz, 1 H) 7.64 (d, J=7.34
Hz, 1 H) 7.84 (s, 1 H) 8.07 (s, 2 H) 8.35 (s, 1 H) 9.52 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-
ds) d ppm 113.40, 125.91, 127.63, 129.87, 131.08, 136.51, 155.26, 156.96, 157.44. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C10HsBCI2N302]" 284.02, gefunden 284.10.
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41a - (3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-morpholinophenyl)amino)pyrimidin-4-

yl)amino)phenyl)boronsaure

40 (0.10 mmol, 28 mg) und 38b (0.15 mmol, 31 mg) wurden in n-BuOH (0.1 M) geldst und
mit TFA (0.10 mmol, 7.7 pL) versetzt. Die Reaktion wurde fur 40 h bei 90 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Silica eingeengt und saulenchromatographisch mittels Cis-
Saule (H20:MeCN) getrennt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von
86% (86 umol, 39 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 3.06 (t, J=4.70 Hz, 4
H) 3.75 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.79 (s, 3 H) 6.34 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 6.60 (d, J=2.20 Hz, 1 H)
7.29 (t, J=7.70 Hz, 1 H) 7.56 (d, J=7.34 Hz, 1 H) 7.64 (d, J=8.80 Hz, 2 H) 7.68 (s, 1 H) 7.90
(s, 1H)8.05 (s, 2 H) 8.76 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 49.22, 55.57, 66.16,
99.72, 103.20, 106.52, 120.85, 122.35, 125.18, 127.36, 129.38, 129.78, 134.47, 137.71,
147.74,150.44, 154.41, 156.08, 158.06. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C21H24BCIN5O4]"
456.16, gefunden 456.25.

41b - (3-((2-((4-(4-Acetylpiperazin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-

yl)amino)phenyl)boronsaure

HO. _OH
B

A0

CI\ﬁN N
N/)\H

oL

40 (0.10 mmol, 28 mg) und 38c (0.15 mmol, 37 mg) wurden in n-BuOH (0.1 M) geldst und
mit TFA (0.10 mmol, 7.7 pL) versetzt. Die Reaktion wurde fur 40 h bei 90 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Silica eingeengt und saulenchromatographisch mittels Cis-
Saule (H20:MeCN) getrennt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von
82% (82 ymol, 41 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.05 (s, 3 H) 3.03 (t,
J=4.80 Hz, 2 H) 3.08 (t, J/=4.80 Hz, 2 H) 3.57 (dt, J=12.29, 5.23 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H) 6.34
(d, J=8.07 Hz, 1 H) 6.62 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.28 (t, J=7.70 Hz, 1 H) 7.55 (d, J=7.34 Hz, 1
H) 7.62 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 7.65 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.66 (br. s., 1 H) 7.90 (s, 1 H) 7.98 -
8.11 (m, 3H)8.76 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.20, 40.76, 45.58, 49.26,
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49.58, 55.61, 100.70, 103.26, 107.39, 121.19, 122.17, 125.23, 127.37, 129.44, 129.81,
134.46, 137.69, 147.44, 150.30, 154.45, 156.09, 158.03, 168.20, HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C23H27BCINsO4]" 497.18699, gefunden 497.18667.

41c - (3-((5-Chloro-2-((4-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-2-

methoxyphenyl)amino) -pyrimidin-4-yl)Jamino)phenyl)boronsaure

HO.__OH
B

HN” i SN

S Ay N
\
N/)\N
H

o<

40 (0.20 mmol, 57 mg) und 38d (0.30 mmol, 66 mg) wurden in n-BuOH (0.1 M) gelést und
mit TFA (0.40 mmol, 31 pL) versetzt. Die Reaktion wurde fiir 40 h bei 90 °C gerlhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Silica eingeengt und saulenchromatographisch mittels C1s-
Saule (H20:MeCN) getrennt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von
76% (0.15 mmol, 72 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, METHANOL-d4) d ppm 2.46 (s, 6 H)
2.70 (t, J=7.32 Hz, 2 H) 2.90 (s, 3 H) 3.46 (t, J=7.17 Hz, 2 H) 3.83 (s, 3 H) 6.18 (d, J=7.93
Hz, 1 H) 6.40 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 7.28 (t, J=7.80 Hz, 1 H) 7.43 (d, J=7.02 Hz, 1 H) 7.58 (d,
J=7.93 Hz, 1 H) 7.68 (br. s., 1 H) 7.71 (d, J=8.85 Hz, 1 H) 7.90 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz,
METHANOL-d;) d ppm 39.82, 45.47, 51.46, 56.29, 56.37, 98.67, 104.98, 106.47, 120.93,
123.67, 128.72, 129.62, 131.01, 138.87, 147.55, 152.08, 154.67, 158.25, 159.66. HRMS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H29BCINgO3]* 471.20772, gefunden 471.20726.

41d - (3-((2-((4-(4-Aminopiperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-5-chloropyrimidin-4-

yl)amino)phenyl)boronsaure

HO.__OH
0.5-0

O
Cla
16N
H

o<

NH,
o

40 (0.20 mmol, 57 mg) und 38e (0.30 mmol, 96 mg) wurden in n-BuOH (0.1 M) gelést und
mit TFA (0.40 mmol, 31 pL) versetzt. Die Reaktion wurde fiir 40 h bei 90 °C gerlhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Silica eingeengt und saulenchromatographisch mittels Cis-
Saule (H,0:MeCN) getrennt. Anschlieend wurde das Zwischenprodukt (0.10 mmol) in DCM
(0.25 M) geldst und mit 4 M HCI-Dioxan-Lésung (8.0 mmol, 2 mL) versetzt. Das Produkt
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wurde saulenchromatographisch mittels C1s-Saule (H.O:MeCN) aufgereinigt und als beiger
Feststoff mit einer Ausbeute von 55% (55 pymol, 26 mg) erhalten. "H NMR (500 MHz, DMSO-
ds) d ppm 1.54 - 1.70 (m, 2 H) 1.97 (d, J=10.99 Hz, 2 H) 2.76 (t, J=11.75 Hz, 2 H) 3.17 (s, 2
H) 3.18 - 3.24 (m, 1 H) 3.70 (d, J=12.21 Hz, 2 H) 3.78 (s, 3 H) 6.38 (d, J=7.63 Hz, 1 H) 6.64
(br.s., 1 H)7.31 (t, J=7.78 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 7.55 - 7.67 (m, 2 H) 7.87 (s, 1
H) 8.06 (br. s., 2 H) 8.16 (s, 1 H) 8.53 (br. s., 1 H) 9.41 (br. s., 1 H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) d ppm 29.60, 48.07, 49.06, 50.75, 56.11, 101.06, 104.08, 108.01, 116.13, 118.49,
126.34, 127.96, 130.56, 131.26, 135.27, 137.30, 155.77, 157.23, 158.99, 159.25. HRMS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H27BCINsO3]" 469.19207, gefunden 469.19159.

44a - 2-((2,5-Dichloropyrimidin-4-yl)oxy)phenol

HO:©
N/)\CI

Catechol (22.0 mmol, 2.4 g) wurde in DMF (0.5 M) gel6st und mit K.COs (30.0 mmol, 4.1 g)
versetzt. AnschlieRend wurde 2,4,5-Trichloropyrimidin (20.0 mmol, 3.7 g) zugegeben und fur
2h bei 50 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Kochsalzlésung und
Ethylacetat getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tUber Na>.SO, getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch uUber Silica (Petrolether:Ethylacetat)
getrennt und ergab das Produkt als wei3en Feststoff mit einer Ausbeute von 41% (8.2 mmol,
2.1 g). "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 6.88 (td, J=7.71, 1.37 Hz, 1 H) 6.99 (dd, J=8.09,
1.37 Hz, 1 H) 7.11-7.24 (m, 2 H) 8.81 (s, 1 H) 9.91 (s, 1 H). "*C NMR (126 MHz, DMSO-ds)
d ppm 116.33, 117.27, 119.54, 122.66, 127.46, 139.15, 148.60, 156.35, 158.88, 164.89, LC-
MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C1oH7Cl2N202]" 256.99, gefunden 257.07.

44b - 3-((2,5-Dichloropyrimidin-4-yl)oxy)phenol

o] : OH

cl ‘ SN
N/)\CI

Resorcinol (5.0 mmol, 551 mg) wurde in DMF (0.5 M) gelést und mit K2CO3 (5.0 mmol,
691 mg) versetzt. AnschlieBend wurde 2,4,5-Trichloropyrimidin (3.3 mmol, 605 mg)
zugegeben und flir 2h bei 60 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen

Kochsalzlésung und Ethylacetat getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit
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Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na SO, getrocknet
und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(Petrolether:Ethylacetat) getrennt und ergab das Produkt als weilRen Feststoff mit einer
Ausbeute von 79% (2.6 mmol, 672 mg). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 6.66 (t, J=2.20
Hz, 1 H) 6.69 (ddd, J=8.01, 2.21, 0.76 Hz, 1 H) 6.74 (ddd, J=8.24, 2.29, 0.76 Hz, 1 H) 7.26
(t, J=8.09 Hz, 1 H) 8.80 (s, 1 H) 9.88 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 108.65,
111.78, 113.60, 116.70, 130.38, 152.28, 156.26, 158.67, 158.99, 164.89. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C10H7CI2N202]" 256.99, gefunden 257.05.

44c - 4-((2,5-Dichloropyrimidin-4-yl)oxy)phenol

QOH
N/)\CI

Hydrochinon (22.0 mmol, 2.4 g) wurde in DMF (0.5 M) geldst und mit K2CO3 (30.0 mmol,
4.1 g) versetzt. AnschlieRend wurde 2,4,5-Trichloropyrimidin (20.0 mmol, 3.7 g) zugegeben
und fir 2 h bei 50 °C gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Kochsalzlésung und
Ethylacetat getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tUber Na>.SO, getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:Ethylacetat)
getrennt und ergab das Produkt als weilen Feststoff mit einer Ausbeute von 72%
(14.5 mmol, 3.72 g). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 6.78 - 6.86 (m, 2 H) 7.05 - 7.10
(m, 2 H) 8.78 (s, 1 H) 9.62 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 115.99, 116.57,
122.31, 143.49, 155.58, 156.29, 158.78, 165.33. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C10H7CI2N20,]" 256.99, gefunden 257.06.

45a - 2-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenol

HO:©
¥

o<

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 44a (2.5 mmol, 642 mg) und 38a
(3.0 mmol, 664 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als weilRer

101



Feststoff mit einer Ausbeute von 50% (1.26 mmol, 555 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.23 (s, 3 H) 2.46 (br. t, J/=4.70, 4.70 Hz, 4 H) 3.05 (br. t, J=4.70, 4.70 Hz,
4 H) 3.75 (s, 3 H) 6.15 (br. s., 1 H) 6.53 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 6.81 - 6.92 (m, 1 H) 6.99 (dd,
J=7.93,122Hz, 1H) 711 -7.18 (m, 2 H) 7.24 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 7.95 (s, 1 H) 8.31 (s, 1
H)9.74 (s, 1 H). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H25CINsO3]" 442.16, gefunden 442.19.

45b - 3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenol

-

N/AHQ

o<

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 44b (1.0 mmol, 257 mg) und 38a
(1.0 mmol, 221 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefuhrt. Das Produkt wurde als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 56% (0.56 mmol, 248 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.21 (s, 3 H) 2.44 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.06 (t, J/=4.70 Hz, 4 H) 3.74 (s, 3 H)
6.24 (br. s., 1 H) 6.54 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 6.60 (t, J=2.14 Hz, 1 H) 6.65 (dd, J=8.24, 1.53 Hz,
1H)6.69-6.73 (m, 1 H) 7.24 (t, /=8.09 Hz, 1 H) 7.27 (d, J=8.85 Hz, 1 H) 8.10 (s, 1 H) 8.32
(s, 1 H) 9.77 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.80, 48.65, 54.67, 55.51,
99.89, 104.03, 106.50, 108.98, 112.20, 112.80, 119.59, 130.06, 152.94, 157.83, 158.39,
158.57, 163.70. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H25CINsOs]" 442.16, gefunden
442.20.

45c - 4-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenol

/©/OH
AL

5N
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 44c (0.50 mmol, 129 mg) und 38a
(0.5 mmol, 111 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als weilRer
Feststoff mit einer Ausbeute von 36% (0.18 mmol, 80 mg) erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.22 (s, 3 H) 2.38 - 2.48 (m, 4 H) 3.01 - 3.12 (m, 4 H) 3.74 (s, 3 H) 6.22
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(br.s.,1H)6.54 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 6.76 - 6.86 (m, 2 H) 6.97 - 7.08 (m, 2 H) 7.25 (d, J=8.54
Hz, 1 H)8.02 (s, 1H)8.29 (s, 1 H) 9.50 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.80,
48.66, 54.68, 55.51, 99.89, 106.47, 115.74, 119.67, 122.73, 144.02, 155.09, 157.58, 164.13.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C22H25CINsOs]* 442.16, gefunden 442.17.

46a — 2-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenyl sulfurofluoridat

f
0=$=0

O]@
1Y

5N

45a (57 ymol, 25 mg) wurde in DCM (0.05 M) geldst und mit TEA (141 pmol, 20 uL) versetzt.
AnschlieRend wurde ein mit SO2F, geflllter Ballon angeschlossen und stark geruhrt. Die
Reaktion wurde fur 30 h bei Rt gertUhrt. AnschlieRend wurde das Rohprodukt auf Silica
eingeengt und saulenchromatographisch mittels Cis-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt. Das
Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 58% (33 pymol, 17 mg) erhalten.
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.25 (s, 3 H) 2.48 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.08 (t, J=4.70
Hz, 4 H) 3.71 (s, 3H) 6.21 (br. s., 1 H) 6.52 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.08 (br. s., 1 H) 7.49 - 7.54
(m,1H)7.58-7.63(m, 1H)7.63-7.67 (m,1H)7.76-7.85(m, 1H)8.31 (s, 1H)8.40 (s, 1
H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 40.73, 45.57, 48.40, 54.51, 55.43, 99.84, 103.22,
106.39, 119.10, 122.93, 125.36, 127.74, 130.33, 141.00, 142.85, 148.79, 158.40, 158.56,
162.56. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H24CIFNsOsS]*" 524.12, gefunden 524.13.

46b — 3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenyl sulfurofluoridat

N _F
o

o
N/)\HQ

o<

45b (0.20 mmol, 88 mg) wurde in DCM (0.05 M) gelést und mit TEA (0.50 mmol, 70 uL)
versetzt. AnschlieBend wurde ein mit SO2F2 geflllter Ballon angeschlossen und stark
geruhrt. Die Reaktion wurde fiir 3 h bei Rt gerhrt. Anschlielend wurde das Rohprodukt auf

Silica eingeengt und saulenchromatographisch mittels C1s-Saule (H.O:MeCN) aufgereinigt.
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Das Produkt wurde als hellbeiger Feststoff mit einer Ausbeute von 90% (0.18 mmol, 95 mq)
erhalten. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.23 (s, 3 H) 2.45 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.06 (t,
J=4.80 Hz, 4 H) 3.73 (s, 3H) 6.20 (br. s., 1 H) 6.44 - 6.60 (m, 1 H) 7.15 (br. s., 1 H) 7.46 (d,
J=8.07 Hz, 1 H) 7.56 (dd, J=8.25, 1.65 Hz, 1 H) 7.67 (t, J=8.44 Hz, 1 H) 7.70 (br. s., 1 H)
8.24 (s, 1 H) 8.37 (s, 1 H). "*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.66, 48.48, 54.57, 55.46,
99.87, 103.76, 106.34, 115.74, 118.41, 119.31, 123.09, 131.38, 148.65, 149.61, 151.54,
152.89, 158.25, 158.33, 163.22. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C2:H24CIFNsO5S]*
524.12, gefunden 524.15.

46¢ — 4-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-
yl)oxy)phenyl sulfurofluoridat

O:§:O

or
o %)
XY

2N

45c (57 pymol, 25 mg) wurde in DCM (0.05 M) geldst und mit TEA (141 pmol, 20 uL) versetzt.
AnschlieRend wurde ein mit SO2F, geflllter Ballon angeschlossen und stark geruhrt. Die
Reaktion wurde fir 2 h bei Rt gerUhrt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt auf Silica
eingeengt und saulenchromatographisch mittels Cis-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt. Das
Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 67% (38 pmol, 20 mg) erhalten.
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.23 (s, 3 H) 2.46 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.06 (t, J=4.80
Hz, 4 H) 3.73 (s, 3H) 6.21 (br.s., 1 H) 6.53 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.14 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.46
-7.56 (m, 2 H)7.68 - 7.76 (m, 2 H) 8.24 (s, 1 H) 8.37 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-
ds) d ppm 45.63, 48.45, 54.56, 55.49, 99.92, 103.68, 106.28, 119.31, 122.53, 124.31, 146.72,
151.81, 158.22, 163.33. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C2H24CIFNsOsS]* 524.12,
gefunden 524.14.

48 — 3-Aminobenzolsulfonylfluorid

o)
//
H,N S

$F

3-Nitrobenzolsulfonylfluorid (3.0 mmol, 615 mg) wurde in EtOH:H>0 (1:1; 0.2 M) geldst und
mit NH4Cl (30.0 mmol, 1.6 g) und Eisenpulver (15.0 mmol, 838 mg) versetzt. Die Reaktion
wurde fir 2h bei 60°C unter Argon-Atmosphare im Ultraschallbad behandelt. Das

Reaktionsgemisch wurde zwischen Wasser und DCM getrennt und die wassrige Phase
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wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SOs getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:Ethylacetat) getrennt und ergab das
Produkt als wei3en Feststoff mit einer Ausbeute von 50% (1.5 mmol, 261 mg). LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [CsH/FNO.S]" 176.02, gefunden 176.09.

49 - 3-((2,5-Dichloropyrimidin-4-yl)Jamino)benzolsulfonylfluorid

/@\ O
HN g
T F
| o
c\ij\
N/

Cl

48 (1.0 mmol, 175 mg) und 2,4,5-Trichloropyrimidin (2.0 mmol, 366 mg) wurden in j-PrOH
(0.5 M) geldst und fir 20 min bei 100 °C in der Mikrowelle behandelt. Das abgekihlte
Reaktionsgemisch wurde zwischen H>.O und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde
zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Na>SO4
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mittels
C1s-Saule (H.0:MeCN) getrennt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute
von 16% (0.16 mmol, 53 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 7.81 (t, J=8.07
Hz, 1 H) 7.90 (d, J=7.83 Hz, 1 H) 8.24 (d, J=8.31 Hz, 1 H) 8.46 - 8.54 (m, 2 H) 9.94 (s, 1 H).
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 114.22, 121.59, 123.71, 129.97, 130.73, 131.59,
131.77, 139.40, 156.26, 156.89, LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C1oH7Cl.FN3O,S]*
321.96, gefunden 322.17.

50 - 3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-

yl)amino)benzolsulfonylfluorid

I3
m{iN 9
| )\Q
H oo

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 49 (0.10 mmol, 32 mg) und 38a
(0.11 mmol, 23 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als beiger
Feststoff mit einer Ausbeute von 55% (55 pymol, 28 mg) erhalten. "H NMR (600 MHz, DMSO-
ds) d ppm 2.30 (s, 3 H) 2.57 (br. s., 4 H) 3.15 (br. s., 4 H) 3.75 (s, 3 H) 6.42 (dd, J=8.62, 2.02
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Hz, 1 H)6.62 (d, J/=2.20 Hz, 1 H) 7.39 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 7.54 - 7.63 (m, 1 H) 7.74 (d, J=8.07
Hz, 1 H) 8.07 (br. s., 1 H) 8.13 (s, 1 H) 8.35 (br. s., 1 H) 8.40 (br. s., 1 H) 9.23 (s, 1 H). 3C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.32, 48.33, 54.40, 55.49, 100.15, 106.75, 120.00,
120.42, 121.92, 124.60, 128.83, 130.32, 131.43, 131.58, 140.77, 148.72, 152.22, 155.25,
155.57, 158.70. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H25CIFNsO3S]" 507.14, gefunden
507.20.

51 - 2,5-Dichloro-N-(3-nitrophenyl)pyrimidin-4-amin

HN : NO

2

3-Nitroanilin (7.5 mmol, 1036 mg) und 2,4,5-Trichloropyrimidin (5.0 mmol, 917 mg) wurden
in DMF (0.5 M) gel6st und fur 24 h bei 50 °C geruhrt. Das abgekuhlte Reaktionsgemisch
wurde zwischen Kochsalzlésung und Ethylacetat getrennt und die wassrige Phase wurde
zweifach mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SOs getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mittels Cs-Saule (H.O:MeCN) getrennt. Das Produkt wurde als
gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 55% (2.75 mmol, 783 mg) erhalten. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C10H7CI2N4O2]" 284.99, gefunden 285.05.

52 — 5-Chloro-N?-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-N*-(3-

nitrophenyl)pyrimidine-2,4-diamin

Die Reaktion wurde gemafl der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 51 (0.86 mmol, 245 mg) und 38a
(0.86 mmol, 190 mg) in n-BuOH (0.2 M) bei 90 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 79% (0.68 mmol, 320 mg) erhalten. '"H NMR (600
MHz, DMSO-ds) d ppm 2.23 (s, 3 H) 2.46 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.10 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.75
(s, 3 H) 6.34 (dd, J=8.62, 2.02 Hz, 1 H) 6.59 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.37 (d, J=8.44 Hz, 1 H)
7.48 (t, J=8.07 Hz, 1 H) 7.83 - 7.91 (m, 1 H) 8.03 (s, 1 H) 8.11 (s, 1 H) 8.16 - 8.25 (m, 1 H)
8.48 (br. s., 1 H) 9.17 (s, 1 H). '*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.79, 48.62, 54.69,
55.44, 100.01, 106.51, 116.25, 117.36, 119.84, 124.65, 127.84, 129.40, 140.22, 147.72,
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148.88, 152.20, 155.32, 155.44, 158.71. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H25CIN7O3]"
470.17, gefunden 470.36.

53 — N*~(3-Aminophenyl)-5-chloro-N*-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-
yl)phenyl)pyrimidin-2,4-diamin

ol

B
N/)\N
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52 (0.63 mmol, 300 mg) wurde in EtOH:HO (1:1; 0.02 M) geldst und mit NH4CI
(6.4 mmol, 342 mg) und Eisenpulver (3.2 mmol, 178 mg) versetzt. Die Reaktion wurde fur
2 h bei 60°C unter Argon-Atmosphéare im Ultraschallbad behandelt. Das Reaktionsgemisch
wurde zwischen Wasser und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO4 getrocknet und
in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) getrennt und ergab das Produkt in 96% Ausbeute (0.60 mmol, 265 mg). 'H
NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.11 (t, J=4.70 Hz,
4 H)3.79 (s, 3H)4.93 (br.s., 2H)6.29 - 6.36 (m, 1 H) 6.42 (dd, J=8.62, 2.38 Hz, 1 H) 6.61
(d, J=2.57 Hz, 1 H) 6.74 - 6.79 (m, 1 H) 6.93 (s, 2 H) 7.65 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.68 (s, 1 H)
8.01 (s, 1 H) 8.38 (s, 1 H). '*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 45.66, 48.66, 54.63, 55.51,
99.95, 103.25, 106.80, 108.18, 109.68, 110.49, 120.58, 123.12, 128.52, 139.25, 147.94,
148.68, 150.96, 154.30, 155.75, 158.38. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H27CIN;O]"
440.20, gefunden 440.26.

54 — 2-((3-((5-Chloro-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-
yl)phenyl)amino)pyrimidin-4-yl)Jamino)phenyl)amino)ethan-1-sulfonylfluorid

53 (0.10 mmol, 44 mg) wurde in DMF (0.5 M) gel6st und mit Ethensulfonylfluorid (0.11 mmol,
9.1 L) versetzt. Die Reaktion wurde fir 3 h bei Rt gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
zwischen Wasser und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in
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vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) getrennt und ergab das Produkt in quantitativer Ausbeute (0.10 mmol, 56 mg).
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C24H30CIFN;O3S]" 550.18, gefunden 550.24.

63 — Isopropyl-2-chloro-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit Isopropyl-2,4-dichloropyrimidin-5-carboxylat (5.00 mmol, 1.18 g) durchgeflihrt. Das
Produkt wurde als blassgelber Feststoff mit einer Ausbeute von 85% (4.24 mmol, 1.40 g)
erhalten. "H-NMR (700 MHz, CDCl;) & ppm 1.26 (d, J = 6.24 Hz, 6 H) 3.88 (s, 3 H) 5.21 (spt,
J=6.27Hz,1H)7.28-7.36 (m, 2 H) 7.37-7.40 (m, 1 H)7.96 (s, 1 H) 8.17 - 8.21 (m, 1 H)
8.79 (s, 1 H). ®*C-NMR (176 MHz, CDCls) 5 ppm 21.57, 33.57, 69.97, 109.87, 111.63, 120.96,
121.86, 122.08, 123.19, 126.75, 134.66, 137.36, 160.37, 161.97, 162.48, 165.85. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C17H17CIN3O2]* 330.10, gefunden 330.02.

66 — N'-(2-(Dimethylamino)ethyl)-5-methoxy-N"'-methyl-2-nitrobenzol-1,4-diamin

NO, ‘

\N/
N
H,N
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4-Fluoro-2-methoxy-5-nitroanilin (5.0 mmol, 931 mg) wurde in DMF (1 M) geldst und mit
N',N',N*-trimethylethan-1,2-diamin (6.0 mmol, 681 uL) versetzt. AnschlieRend wurde K,CO3
(10.0 mmol, 1.38 g) zugefiigt und fiur 16 h bei Rt gerlihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
zwischen Kochsalzlésung und Ethylacetat getrennt. Die wassrige Phase wurde zweifach mit
Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SOs
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mittels
C1s-Séaule (H,0:MeCN) aufgerenigt wodurch das Produkt als blutrotes Ol mit einer Ausbeute
von 63% (3.15 mmol, 845 mg) erhalten wurde. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.10 (s,
6 H) 2.32 (t, J=7.00 Hz, 2 H) 2.70 (s, 3 H) 3.02 (t, J=7.00 Hz, 2 H) 3.86 (s, 3 H) 4.90 (s, 2 H)
6.74 (s, 1 H) 7.11 (s, 1 H). "*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 41.99, 45.45, 54.02, 55.84,
56.88, 103.97, 108.31, 132.97, 136.28, 138.40, 150.75. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C12H21N4O3]" 269.16, gefunden 268.98.
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67 — Isopropyl-2-((4-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-2-methoxy-5-
nitrophenyl)-amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

NO, | SN
N/)\N
Ho o

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (2.0 mmol, 660 mg) und 66
(2.4 mmol, 644 mgq) in i-PrOH (0.2 M) bei 90 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 53% (1.05 mmol, 590 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 1.12 (d, J=6.30 Hz, 6 H) 2.27 (s, 6 H) 2.57 (t, J=7.10 Hz, 2 H) 2.89
(s, 3H)3.29 (t, J=7.10 Hz, 2 H) 3.93 (s, 3 H) 3.97 (s, 3 H) 5.07 (spt, J=6.26 Hz, 1 H) 7.16 -
7.23 (m,1H)7.25-7.29 (m, 1 H) 7.37 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 7.73 (br. s., 1 H) 7.76 (s, 1 H)
8.04 (br.s., 1 H) 8.88 (s, 1 H) 9.42 (br. s., 1 H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d
ppm 21.54, 33.36, 41.00, 45.81, 53.88, 56.07, 56.87, 68.73, 101.42, 103.68, 109.84, 114.74,
117.22, 120.75, 120.91, 121.69, 122.28, 126.55, 129.21, 133.47, 133.59, 137.27, 143.54,
152.47, 159.18, 160.85, 166.38. DC-MS (APCI+) (m/z) berechnet fiir [C29H3sN7Os]" 562.3,
gefunden 526.6.

68 — Isopropyl-2-((5-amino-4-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-2-
methoxyphenyl)-amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen mit 67 (0.90 mmol, 508 mg) durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 65% (0.59 mmol, 314 mg) gewonnen. '"H NMR (500 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 1.23 (d, J=6.41 Hz, 6 H) 2.32 (s, 6 H) 2.48 (t, J=6.71 Hz, 2 H) 2.67
(s, 3H)3.00 (t, J=6.71 Hz, 2 H) 3.80 (br. s., 1 H) 3.84 (s, 3 H) 3.87 (s, 3 H) 5.13 (spt, J=6.26
Hz, 1H)6.70 (s, 1H) 7.22-7.26 (m, 1 H) 7.27 - 7.31 (m, 1 H) 7.37 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 7.81
(s, 1H)7.89 (s, 1H)8.19 (br. s., 2 H) 8.87 (s, 1 H). '*C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d)
d ppm 21.68, 29.66, 33.30, 42.50, 45.56, 54.35, 56.68, 57.44, 68.32, 104.77, 107.09, 109.61,
113.03, 120.85, 121.84, 122.41, 125.73, 127.10, 133.01, 133.42, 136.57, 137.15, 141.05,
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159.67, 160.88, 162.21, 166.22. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C29H3sN703]" 532.30,
gefunden 532.29.

28 - Isopropyl-2-((5-acrylamido-4-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-2-
methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat —
Mobocertinib

68 (0.10 mmol, 53 mg) wurde in THF (0.1 M) geldést und mit DIPEA (0.50 mmol, 87 uL)
versetzt. Bei 0 °C wurde Acryloylchlorid (0.11 mmol, 8.9 pyL) zugegeben und fir 1 h bei Rt
geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und
die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber NaSOs getrennt und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (DCM:MeOH) und anschlieRend mittels praparativer
HPLC (C1s-Saule, H.O:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt konnte als weilRer Feststoff mit
einer Ausbeute von 49% (49 ymmol, 29 mg) gewonnen werden. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds)  ppm 1.12 (d, J=6.26 Hz, 6 H) 2.21 (s, 6 H) 2.33 (br. s., 2 H) 2.72 (s, 3 H) 2.89 (t, J=5.65
Hz, 2 H) 3.81 (s, 3 H) 3.87 (s, 3 H) 4.99 (spt, J=6.26 Hz, 1 H) 5.77 (dd, J=10.22, 1.98 Hz, 1
H) 6.27 (dd, J=16.94, 1.98 Hz, 1 H) 6.43 (dd, J=16.94, 10.22 Hz, 1 H) 6.99 - 7.09 (m, 2 H)
7.18 (t, J=7.32 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 7.72 (br. s., 1 H) 8.17 (br. s., 1 H) 8.65 (s,
1 H)8.67 (s, 1H)8.82 (br.s., 1H) 10.16 (br. s., 1 H). '*C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-
d) d ppm 21.44, 29.66, 33.09, 43.57, 45.32, 56.01, 57.16, 68.52, 104.54, 109.64, 110.86,
114.36, 120.32, 120.41, 121.68, 125.57, 126.21, 126.81, 129.44, 132.66, 135.89, 137.36,
144.66, 159.41, 160.85, 162.07, 162.88, 166.72. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[Cs2H40N7O4]" 586.3136, gefunden 586.3134.

70b — Methyl-2-chloro-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit Methyl-2,4-dichloropyrimidin-5-carboxylat (5.27 mmol, 1.10 g) durchgefuhrt. Das Produkt
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wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 97% (5.10 mmol, 1.54 g) erhalten.
"H-NMR (600 MHz, CDCls) & ppm 3.87 (s, 3 H) 3.88 (s, 3 H) 7.29 - 7.36 (m, 2 H) 7.37 - 7.40
(m, 1 H) 7.98 (s, 1 H) 8.18 (dt, J =8.25, 0.83 Hz, 1 H) 8.83 (s, 1 H). *C-NMR (151 MHz,
CDCls) 6 ppm 33.62, 52.84, 109.94, 111.50, 119.98, 121.76, 122.21, 123.22, 126.66, 134.96,
137.40, 160.61, 162.19, 162.64, 166.70. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C15H13CIN3O2]"
302.07, gefunden 302.17.

70c — Ethyl-2-chloro-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit Ethyl-2,4-dichloropyrimidin-5-carboxylat (1.0 mmol, 221 mg) durchgefuhrt. Das Produkt
wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 69% (0.69 mmol, 218 mg) erhalten.
"H-NMR (600 MHz, CDCl3) § ppm 1.25 (t, J =7.15 Hz, 3 H) 3.89 (s, 3 H) 4.34 (q, J =7.21
Hz,2H)7.28-7.36 (m,2H)7.37-7.40(m,1H)7.97 (s,1H)8.18 (d, J =8.07 Hz, 1 H) 8.83
(s, 1 H). *C-NMR (151 MHz, CDCls) § ppm 13.92, 33.60, 62.08, 109.90, 111.60, 120.43,
121.81, 122.13, 123.20, 126.73, 134.82, 137.38, 160.57, 162.13, 162.59, 166.30. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C16H15CIN3O2]" 316.08, gefunden 316.14.

71a — N-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-

yl)pyrimidin-2-amin

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 3-(2-Chloropyrimidin-4-yl)-1-methyl-
1H-indol (0.20 mmol, 49 mg) und 38a (0.24 mmol, 53 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C
durchgefihrt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 72%
(0.14 mmol, 62 mg) erhalten. "H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 2.40 (s, 3 H)
265 (t, J=4.80Hz,4H)3.22 (t, J=4.80Hz,4 H) 3.87 (s,3H) 3.91 (s, 3H) 6.60 (d, J = 2.58
Hz, 1 H) 6.63 (dd, J =8.82,2.58 Hz, 1 H) 7.01 (d, J =5.16 Hz, 1 H) 7.25- 7.29 (m, 1 H) 7.32
(td, J=7.53, 1.08 Hz, 1 H) 7.38 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 7.44 (s, 1 H) 7.80 (s, 1 H) 8.33 (d,

111



J=5.38 Hz, 1 H) 8.39 (d, J =8.82 Hz, 1 H) 8.40 (d, J =7.74 Hz, 1 H). *C NMR (176 MHz,
CHLOROFORM-d) 6 ppm 33.27,46.01, 50.25, 55.16, 55.65, 100.83, 107.57, 108.35, 109.70,
114.19, 120.29, 121.11, 121.87, 122.46, 123.03, 125.96, 131.13, 137.87, 146.87, 149.23,
157.22, 160.32, 162.20. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH29N6O]" 429.2397, gefunden
429.2392.

71b — Methyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70b (3.0 mmol, 0.91 g) und 38a
(3.6 mmol, 0.80 g) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 95% (2.85 mmol, 1.39 g) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) & ppm 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=4.90 Hz, 4 H) 3.17 (t, J=4.90 Hz, 4 H) 3.74 (s, 3
H) 3.78 (s, 3 H) 3.85 (s, 3H) 6.51 (dd, J =8.70, 2.59 Hz, 1 H) 6.67 (d, J = 2.44 Hz, 1 H) 7.04
(br.s.,1TH)7.21(t,J=7.48Hz,1H)7.47 (d,J=8.54 Hz, 2 H) 7.92 (s, 1 H) 7.95 (br. s., 1 H)
8.62 (s, 1 H) 8.67 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 32.97, 45.79, 48.58, 51.83,
54.69, 55.48, 100.02, 106.72, 110.12, 111.31, 119.27, 120.62, 121.96, 122.12, 126.15,
126.52,134.42,136.71, 149.72, 153.34, 160.17, 161.24, 161.28, 167.26. HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C27H31NsO3]" 487.2452, gefunden 487.2446.

71c — Ethyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70c (0.10 mmol, 32 mg) und 38a
(0.12 mmol, 27 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 96% (96 pmol, 48 mg) erhalten. "H NMR (500 MHz, DMSO-
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ds) & ppm 1.15 (t, J = 7.17 Hz, 3 H) 2.23 (s, 3 H) 2.47 (t, J =4.90 Hz, 4 H) 3.16 (t, J = 4.90
Hz, 4 H) 3.77 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 4.20 (g, J = 7.02 Hz, 2 H) 6.50 (dd, J = 8.70, 2.59 Hz, 1
H) 6.66 (d, J = 2.44 Hz, 1 H) 7.03 (br. s., 1 H) 7.20 (t, J = 7.63 Hz, 1 H) 7.44 - 7.51 (m, 2 H)
7.91 (s, 1 H) 7.93 (br. s., 1 H) 8.62 (s, 1 H) 8.64 (s, 1 H) "*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
ppm 13.86, 32.94, 45.81, 48.60, 54.70, 55.49, 60.45, 100.01, 106.71, 110.11, 111.39,
119.31, 120.57, 121.93, 122.04, 126.00, 126.55, 134.36, 136.69, 149.68, 153.24, 160.22,
161.21, 161.23, 166.80. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH32NeO3]" 501.2609, gefunden
501.2604.

71d - Isopropyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.10 mmol, 33 mg) und 38a
(0.12 mmol, 27 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 87% (87 umol, 45 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz,
CHLOROFORM-d) 6 ppm 1.20 (d, J =6.24 Hz, 6 H) 2.39 (s, 3 H) 2.63 (t, J =4.80 Hz, 4 H)
3.21 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.87 (s, 3 H) 3.90 (s, 3 H) 5.10 (spt, J =6.24 Hz, 1 H) 6.52 - 6.60
(m2H)717-723(m,1H)7.25-7.31 (m,1H)7.36 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.74 (s, 1 H) 7.81
(s, 1 H) 8.04 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 8.38 (d, J =8.44 Hz, 1 H) 8.86 (s, 1 H). *C NMR (151
MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 21.65, 33.26, 46.00, 49.94, 55.08, 55.62, 68.25, 100.38,
108.18, 109.51, 113.24, 113.84, 120.74, 120.81, 121.71, 122.29, 127.05, 133.09, 137.06,
147.58, 149.41, 160.02, 160.93, 162.22, 166.30. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C29H35N6O3]" 515.2765, gefunden 515.2760.

72 — 2-((2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-

yl)pyrimidin-5-carbonsaure Ditriflat
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Der  Methylester  Methyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat 71b (2.80 mmol, 1.36 g) wurde in THF/MeOH
gelost (4:1, 0.1 M) und mit wassriger KOH-Lésung versetzt (1 M, 5.6 mL). Die Reaktion
wurde fur 16 h bei 80 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in vacuo eingeengt, in
Wasser geldst (50 mL) und mit TFA auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Um den Uberschuss
KOH abzutrennen wurde die Losung mithilfe einer Cis-Umkehrphasensaule aufgereinigt.
Das Produkt wurde als orangenes, kristallines TFA-Salz in einer quantitativen Ausbeute
(2.80 mmol, 1.96 g, entspricht zweifachem Triflat) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d
ppm 2.88 (s, 3 H) 2.99 (t, J=12.20 Hz, 2 H) 3.11 - 3.27 (m, 2 H) 3.55 (d, J=11.74 Hz, 2 H)
3.80 (s, 3 H) 3.85 (s, 4 H) 3.98 (br. s., Wasser/TFA) 6.58 (dd, J=8.80, 2.45 Hz, 1 H) 6.75 (d,
J=2.45 Hz, 1 H) 7.05 (t, J=7.58 Hz, 1 H) 7.17 - 7.26 (m, 1 H) 7.48 (d, J=8.31 Hz, 1 H) 7.58
(d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.99 (br. s., 1 H) 8.00 (s, 1 H) 8.64 (s, 1 H) 8.70 (s, 1 H) 10.00 (br. s., 1
H). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH20NsO3]" 473.23, gefunden 473.46.

73a — N-Isopropyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxamid

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), Isopropylamin (150 ymol, 13 pL), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 41% (41 ymol, 21 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.11 (d,
J=6.71 Hz, 6 H) 2.24 (s, 3 H) 2.48 (br. s., 4 H, mixed with DMSO signal) 3.16 (t, J=4.80 Hz,
4 H)3.78 (s, 3H) 3.82 (s, 3H) 3.99 -4.10 (m, 1 H) 6.51 (dd, J=8.70, 2.59 Hz, 1 H) 6.67 (d,
J=2.60 Hz, 1 H) 7.03 (t, J=7.48 Hz, 1 H) 7.18 - 7.24 (m, 1 H) 7.47 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 7.56
(d, J=8.85Hz, 1 H)7.82 (s, 1H)8.15 (s, 1 H) 8.20 (br. s., 1 H) 8.21 (s, 1 H) 8.30 (d, J=7.93
Hz, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 22.06, 33.02, 40.85, 45.79, 48.73, 54.72,
55.51, 100.17, 106.76, 109.98, 111.42, 118.91, 120.21, 120.48, 122.08, 122.96, 125.32,
126.50, 132.98, 136.78, 149.11, 156.45, 158.51, 160.56, 167.10. HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C29H3sN702]" 514.2925, gefunden 514.2916.
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73b — N-Cyclopropyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxamid

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), Cyclopropylamin (150 ymol, 9 mg), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer
Ausbeute von 49% (49 umol, 25 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 0.43 -
0.51 (m,2H)0.64 -0.72 (m, 2 H) 2.28 (s, 3 H) 2.53 (br. s., 5 H) 2.84 (tq, J=7.43, 3.97 Hz, 1
H) 3.18 (t, /=4.70 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 6.51 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.68 (d,
J=2.57 Hz, 1 H) 7.04 (t, J=7.34 Hz, 1 H) 7.18 - 7.26 (m, 1 H) 7.48 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.55
(d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.80 (s, 1 H) 8.16 (s, 1 H) 8.20 (br. s., 1 H) 8.22 (s, 1 H) 8.47 (d, J=4.40
Hz, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 5.49, 22.85, 33.04, 45.62, 48.62, 54.61,
55.50, 100.19, 106.77, 109.95, 111.35, 118.47, 120.19, 120.49, 122.07, 122.94, 125.37,
126.47, 132.98, 136.77, 149.07, 152.85, 156.37, 158.58, 160.60, 169.25. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C2gH34N7O2]* 512.27685, gefunden 512.27609.

73c — (2-((2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-5-yl)(morpholino)methanon

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), Morpholin (150 uymol, 13 mg), TEA (1.0 mmol, 139 uL) und TBTU
(120 pmol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute
von 62% (62 umol, 33 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.26 (s, 3 H) 2.46
-2.51 (m, 4 H)2.88-3.02 (m, 2 H) 3.17 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.35 (dt, J=7.32, 3.36 Hz, 4 H)
3.43-3.53(m,2H)3.55-3.70 (m, 4 H) 3.79 (s, 3 H) 3.88 (s, 3 H) 6.52 (dd, J=8.70, 2.59 Hz,
1 H) 6.68 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 7.06 (t, J=7.17 Hz, 1 H) 7.21 - 7.28 (m, 1 H) 7.50 (d, J=8.24
Hz, 1 H) 7.57 (d, J=8.85 Hz, 1 H) 7.64 (s, 1 H) 8.18 (s, 1 H) 8.24 (br. s., 1 H) 8.31 (s, 1 H).
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 33.07, 41.69, 45.76, 46.77, 48.69, 51.61, 54.69, 55.49,
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65.62, 65.70, 66.18, 100.13, 106.74, 110.15, 111.18, 116.14, 120.03, 120.72, 122.36,
122.83, 125.49, 126.16, 132.33, 136.91, 149.17, 156.29, 157.90, 160.69, 167.67. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C30H3sN7O3]" 542.29, gefunden 542.33.

75 — 3-(2-Chloro-5-nitropyrimidin-4-yl)-1-methyl-1H-indol

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit 2,4-Dichloro-5-nitropyrimidin (15.00 mmol, 2.91 g) durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
roter Feststoff mit einer Ausbeute von 56% (8.47 mmol, 2.45 g) erhalten. '"H-NMR (600 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 3.90 (s, 3 H) 7.35-7.46 (m, 3 H) 7.86 (s, 1 H) 8.23 (m, 1 H) 8.83
(s, 1 H). *C-NMR (151 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 33.92, 108.35, 110.26, 122.44,
123.18, 123.98, 126.33, 135.42, 137.53, 140.18, 154.65, 156.05, 161.67. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C13H10CIN4O2]" 289.05, gefunden 289.15.

76 — N-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-5-

nitropyrimidin-2-amin

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 75 (4.25 mmol, 1.23 g) und 38a
(4.25 mmol, 0.94 g) in n-BuOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefliihrt. Das Produkt wurde als
kristalliner roter Feststoff mit einer Ausbeute von 78% (3.31 mmol, 1.57 g) erhalten. "H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.58 (br. s., 3 H) 2.96 (br. s., 4 H) 3.33 (br. s., 4 H) 3.77 (s, 3 H)
3.86 (br. s., 3H) 6.57 (dd, J=8.70, 2.29 Hz, 1 H) 6.72 (br. s., 1 H) 6.97 (br. s., 1 H) 7.23 (br.
s., 1H) 7.36 (d, J/=8.54 Hz, 1 H) 7.50 (br. s., 1 H) 7.62 (br. s., 1 H) 7.97 (br. s., 1 H) 8.89 (br.
s., 1 H) 9.38 (s, 1 H). Durch den starken mesomeren Effekt der Nitro-Gruppe sind einige
Peaks zusatzlich aufgespalten oder verbreitert. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[CasH2sN7O3]" 474.22, gefunden 474.33.
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77 — N*-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2,5-diamin

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Reduktion aromatischer
Nitroverbindungen mit 76 (3.00 mmol, 1.42 g) durchgefihrt. Das Produkt wurde als
blassgriner kristalliner Feststoff mit einer Ausbeute von 95% (2.86 mmol, 1.27 g) erhalten.
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § ppm 2.23 (s, 3 H) 2.47 (t, J = 4.80 Hz, 4 H) 3.09 (t, J = 4.80
Hz, 4 H) 3.83 (s, 3 H) 3.87 (s, 3 H) 4.56 (s, 2 H) 6.44 (dd, J = 8.70, 2.59 Hz, 1 H) 6.65 (d,
J=244Hz, 1H)710 (t, J=7.50 Hz, 1 H) 7.21 - 7.28 (m, 2 H) 7.50 (d, J =7.93 Hz, 1 H)
7.96 (dd, J =8.70, 1.37 Hz, 1 H) 8.00 - 8.05 (m, 1 H) 8.18 (s, 1 H) 8.43 (d, J =7.93 Hz, 1 H).
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 32.91, 45.82, 49.18, 54.80, 55.61, 100.35, 106.94,
109.79, 110.86, 120.15, 120.41, 122.12, 122.74, 123.01, 126.61, 130.88, 132.58, 136.60,
145.62, 146.62, 148.36, 149.60, 154.00. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet flr [C2sH30N7O]"
444 2506, gefunden 444.2496.

78a — N-(2-((2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-
3-yl)pyrimidin-5-yl)acetamid

77 (150 ymol, 67 mg) wurde in DCM/THF (50:50, 0.05 M) geldst und mit DIPEA (0.75 mmol,
131 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Acetylchloride (0.23 mmol, 16 pL) hinzugeflgt und fir 2 h
bei Rt geruihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarb-Losung und DCM getrennt
und zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na>SO4
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch uber
Silica (DCM:MeOH) und anschlieRender C1s-Sdule (H.0:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt
wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 16% (23.7 umol, 11.5 mg) erhalten. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2.11 (s, 3 H) 2.24 (s, 3 H) 3.16 (t, J =5.00 Hz, 4 H) 3.79
(s, 3 H) 3.87 (s, 3H) 6.50 (dd, J =8.54, 2.44 Hz, 1 H) 6.67 (d, J =2.44 Hz, 1 H) 7.04 (t,
J=748Hz, 1H)7.22(t, J=7.48 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 7.59 (d, J = 8.54 Hz, 1
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H) 7.99 (s, 1 H) 8.01 (s, 1 H) 8.09 (s, 1 H) 8.29 (d, J = 7.32 Hz, 1 H) 9.43 (s, 1 H). Einer der
Piperazin Signale (t, 4 H) mit DMSO-Signal vermischt. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds)  ppm
23.16, 33.06, 45.81, 48.81, 54.74, 55.49, 100.19, 106.78, 109.88, 110.15, 118.73, 120.49,
120.74, 122.16, 123.25, 124.91, 126.63, 133.03, 136.54, 148.82, 152.53, 157.68, 157.81,
159.17, 169.61. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C2rH32N7O2]" 486.2612, gefunden
486.2602.

78b — N-(2-((2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-
3-yl)pyrimidin-5-yl)propionamid

77 (0.15 mmol, 67 mg) wurde in DCM/THF (50:50, 0.05 M) gelést und mit DIPEA
(0.75 mmol, 131 pL) versetzt. Bei 0°C wurde Proprionylchloride (0.15 mmol, 13 L)
hinzugefigt und fur 2 h bei Rt geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarb-
Lésung und DCM getrennt und zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (DCM:MeOH) und anschlieRender Cis-Saule
(H20:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von
72% (0.11 mmol, 54 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.12 (t, J=7.52 Hz,
3 H) 224 (s,3H)2.41(q, J=7.46 Hz, 2 H) 2.47 (t, J=4.70 Hz, 6 H) 3.15 (t, J/=4.70 Hz, 4 H)
3.79 (s, 3 H) 3.86 (s, 3 H) 6.50 (dd, J=8.62, 2.38 Hz, 1 H) 6.67 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.04 (t,
J=7.52Hz, 1 H) 7.21 - 7.27 (m, 2 H) 7.48 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.62 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.96
(s, 1H)7.99 (s, 1H)8.10 (s, 1 H) 8.28 (d, J=7.34 Hz, 1 H) 9.35 (s, 1 H). HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C2sH34N7O2]" 500.2769, gefunden 500.2765.

78c — N-(2-((2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-
3-yl)pyrimidin-5-yl)isobutyramid

77 (150 ymol, 67 mg) wurde in DCM/THF (50:50, 0.05 M) geldst und mit DIPEA (0.75 mmol,
131 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Isobutyrylchloride (0.15 mmol, 13 pL) hinzugefligt und fur
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2 h bei Rt gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarb-Lésung und DCM getrennt
und zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tUber Na>SO4
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber
Silica (DCM:MeQOH) und anschlielender C1s-Sdule (H20:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt
wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 49% (74 umol, 38 mg) erhalten. '"H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1.15 (d, J=6.71 Hz, 6 H) 2.26 (s, 3 H) 2.69 (spt, J=6.70 Hz, 1 H)
3.17 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.80 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 6.51 (dd, J=8.54, 2.44 Hz, 1 H) 6.68 (d,
J=2.44 Hz, 1 H) 7.05 (t, J=7.48 Hz, 1 H) 7.23 (t, J=7.63 Hz, 1 H) 7.49 (d, J=7.93 Hz, 1 H)
7.62 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 7.95 (s, 1 H) 8.03 (s, 1 H) 8.08 (s, 1 H) 8.27 (d, J=7.63 Hz, 1 H) 9.36
(s, 1 H). Einer der Piperazin Signale (t, 4 H) mit DMSO-Signal vermischt. '*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) d ppm 19.40, 33.05, 34.19, 45.77, 48.79, 54.72, 55.50, 100.20, 106.78, 109.91,
110.30, 118.82, 120.46, 120.77, 122.17, 123.10, 124.72, 126.57, 132.87, 136.51, 148.75,
152.42, 157.79, 158.06, 159.18, 176.23. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C29H3sN7O2]"
514.2925, gefunden 514.2911.

78d — N-(2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-

3-yl)pyrimidin-5-yl)cyclopropanecarboxamid

77 (150 pymol, 67 mg) wurde in DCM/THF (50:50, 0.05 M) geldst und mit DIPEA (0.75 mmol,
131 yL) versetzt. Bei 0°C wurde Cyclopropancarbonylchlorid (0.23 mmol, 20 pL)
hinzugefigt und fur 2 h bei Rt gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarb-
Lésung und DCM getrennt und zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (DCM:MeOH) und anschlieRender Cis-Saule
(H20:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von
73% (109 pymol, 56 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 0.77 - 0.86 (m, 4 H)
1.85-1.94 (m, 1 H) 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=4.80 Hz, 3 H) 3.16 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.80 (s, 3
H) 3.87 (s, 3 H) 6.51 (dd, J=8.44, 2.57 Hz, 1 H) 6.68 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.05 (t, J=7.52 Hz,
1H)7.20-7.28 (m, 1 H) 7.50 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.61 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.95 (s, 1 H) 8.01
(s, 1 H)8.10 (s, 1 H) 8.28 (d, J=7.34 Hz, 1 H) 9.68 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds)
d ppm 6.65, 13.95, 33.13, 45.79, 48.80, 54.72, 55.48, 100.18, 106.78, 109.87, 110.28,
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118.75, 120.46, 120.72, 122.16, 123.20, 124.78, 126.59, 132.87, 136.47, 148.77, 152.45,
157.56, 157.86, 159.13, 172.88. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C29H34N7O2]" 512.27685,
gefunden 512.27591.

80 — 3-(2-Chloro-5-(ethoxymethyl)pyrimidin-4-yl)-1-methyl-1H-indol

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit 2,4-Dichloro-5-(ethoxymethyl)pyrimidin (1.0 mmol, 207 mg) durchgefihrt. Das Produkt
wurde als brauner Feststoff mit einer Ausbeute von 56% (0.57 mmol, 171 g) erhalten. 'H
NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 1.32 (t, J=7.02 Hz, 3 H) 3.64 (q, J=7.02 Hz, 2 H)
3.91(s,3H)455(s,2H)7.31-7.42 (m, 3 H)7.93 (s, 1 H) 8.50 (s, 1 H) 8.53 - 8.58 (m, 1
H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 15.22, 33.64, 65.59, 68.30, 109.49,
111.30, 122.07, 122.65, 123.31, 124.04, 126.94, 134.20, 137.41, 160.09, 160.32, 164.28.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet firr [C16H17CIN3O]" 302.1, gefunden 301.4.

81 — 5-(Ethoxymethyl)-N-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-amin

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 80 (0.20 mmol, 60 mg) und 38a
(0.24 mmol, 53 mg) in n-BuOH (0.2 M) bei 100 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 5% (9.3 umol, 4.5 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.26 (br. s., 3 H) 3.15 (br. s., 4 H) 3.59 (q, J=7.10 Hz, 2 H) 3.80 (s, 3 H)
3.88 (s, 3 H)4.42 (s, 2 H) 6.47 (dd, J=8.60, 2.58 Hz, 1 H) 6.67 (d, J=2.58 Hz, 1 H) 7.06 (1,
J=7.42 Hz, 1 H) 7.23 (td, J=7.58, 1.18 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 7.71 (d, J=8.60 Hz,
1H)7.96 (s, 2 H) 8.28 (d, J=6.88 Hz, 1 H) 8.30 (br. s., 1 H), Piperazin (4 H) Uberdeckt von
DMSO. *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) d ppm 15.13, 33.09, 45.62, 48.70, 54.61, 55.53,
64.30, 68.12, 100.19, 106.78, 109.86, 111.50, 116.22, 120.37, 120.79, 122.15, 122.76,
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124.10, 126.69, 133.35, 136.94, 148.43, 151.94, 159.72, 160.46, 161.66. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C2sH3sNsO2]" 487.28, gefunden 487.34.

84 — N-Methoxy-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-N-methyl-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxamid

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 2-((2-Methoxy-4-morpholinophenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-
carbonsaure (250 ymol, 115 mg), Weinreb-Amin Hydrochlorid (380 umol, 37 mg), TEA
(1.25 mmol, 220 pL) und TBTU (310 pymol, 100 mg) durchgefihrt. Das Produkt wurde als
beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 65% (163 ymol, 82 mg) erhalten. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet flr [C27H31NsO4]" 503.24, gefunden 503.19.

87 - 3-(5-Bromo-2-chloropyrimidin-4-yl)-1-methyl-1H-indol

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Friedel-Crafts-Arylierung
mit 5-Bromo-2,4-dichloropyrimidin (5.00 mmol, 1.14 g) durchgefihrt. Das Produkt wurde als
beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 42% (2.09 mmol, 0.67 g) erhalten. '"H-NMR (600
MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 3.91 (s, 3H) 7.34 - 7.42 (m, 3 H) 8.52 (s, 1 H) 8.60 (s, 1 H)
8.63 - 8.67 (m, 1 H). *C-NMR (151 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 33.76, 109.64, 110.88,
113.86, 122.45, 123.39, 123.56, 127.07, 134.91, 136.99, 158.95, 161.16, 161.46. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C13H10BrCINs]* 321.97, gefunden 322.16.

88 — 5-Bromo-N-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-

yl)pyrimidin-2-amin
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Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 87 (2.5 mmol, 0.81 g) und 38a
(2.75 mmol, 0.61 g) in n-BuOH (0.1 M) bei 110 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 11% (0.26 mmol, 134 mg) erhalten. '"H NMR (700
MHz, DMSO-ds) d ppm 2.38 (br. s., 3 H) 2.68 (br. s., 4 H) 3.22 (br. s., 4 H) 3.76 (s, 3 H) 3.89
(s, 3 H)6.50 (dd, J=8.60, 2.15 Hz, 1 H) 6.68 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.02 (br. t, J=7.60, 7.60 Hz,
1H)7.23(t, J=7.64 Hz, 1 H) 7.45 (d, J=8.60 Hz, 1 H) 7.49 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 8.19 (br. s., 1
H) 8.29 (s, 1 H) 8.41 (s, 1 H) 8.56 (s, 1 H). *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) § ppm 33.57,
45.44, 48.64, 54.69, 55.97, 100.82, 103.38, 107.37, 110.47, 111.30, 120.74, 121.17, 122.83,
123.82, 126.53, 127.20, 134.74, 137.01, 149.60, 153.85, 159.09, 160.27, 160.46. LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH2sBrNsO]" 507.15, gefunden 507.32.

89a — N-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-5-(1-
methyl-1H-pyrazol-4-yl)pyrimidin-2-amin

5-Bromo-N-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-

yl)pyrimidin-2-amin 88 (50.0 ymol, 25mg) und 1-Methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol (75.0 ymol, 16 mg) wurden in Dioxan gelést (0.05 M) und
15 min im Ar-Strom entgast. K.COs3 (100.0 ymol, 14 mg) und Pd(PPhs)s4 (5.0 umol, 6 mg)
wurden hinzugeflgt und die Reaktion wurde 16 h bei 100 °C gerlhrt. Das abgekuhlte
Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und zweifach mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na.SO4 getrocknet und
in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch uber Silica
(DCM:MeOH) und anschlieRender C1s-Saule (H.O:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde
als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 24% (11.8 ymol, 6 mg) erhalten. '"H NMR (700
MHz, DMSO-ds) & ppm 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, = 4.60 Hz, 3 H) 3.14 (t, J = 4.60 Hz, 4 H) 3.64
(s, 3H)3.83 (s, 3H)3.94 (s,3H)6.44-6.49 (m, 2 H) 6.67 (d, J=2.37 Hz, 1 H) 7.11 (¢,
J=753Hz,1H)7.25(t, J=7.50 Hz, 1 H) 7.54 (d, J =8.17 Hz, 1 H) 7.63 (s, 1 H) 7.69 (d,
J=8.82Hz,1H)7.83(s,1H)8.06 (s, 1H)8.11(d, J=5.38 Hz, 1 H) 8.22 (d, J = 7.53 Hz, 1
H). *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) § ppm 30.52, 38.73, 45.74, 48.82, 54.69, 55.57, 100.12,
106.79, 109.22, 110.06, 110.55, 111.71, 120.63, 120.90, 121.40, 122.20, 123.31, 125.94,
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131.94, 133.83, 136.90, 139.61, 148.08, 151.29, 156.67, 160.74, 162.43. HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C29H33NsO]" 509.2772, gefunden 509.2764.

89b — N-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-5-(5-
methylfuran-2-yl)pyrimidin-2-amin

5-Bromo-N-(2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2-amin 88 (50.0 ymol, 25 mg) und 4,4,5,5-Tetramethyl-2-(5-methylfuran-2-yl)-
1,3,2-dioxaborolan (75.0 ymol, 16 mg) wurden in Dioxan geldst (0.05 M) und 15 min im Ar-
Strom entgast. K:CO3z (100.0 ymol, 14 mg) und Pd(PPhs)s (5.0 umol, 6 mg) wurden
hinzugefigt und die Reaktion wurde 16 h bei 100 °C gertuhrt. Das abgekuhlte
Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und zweifach mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na.SO4 getrocknet und
in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch uber Silica
(DCM:MeOH) und anschlieRender C1s-Saule (H.O:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde
als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 20% (9.8 ymol, 5 mg) erhalten. 'H NMR (600
MHz, METHANOL-ds) d ppm 2.35 (s, 3 H) 3.01 (s, 3 H) 3.14 (br. s., 2 H) 3.66 (br. s., 2 H)
3.77 (s, 3H)3.89 (s,3H) 3.96 (br.s.,2H)6.25-6.29 (m, 1 H) 6.46 - 6.50 (m, 1 H) 6.73 (dd,
J=8.62,2.38 Hz, 1 H) 6.74 - 6.78 (m, 1 H) 6.84 - 6.85 (m, 1 H) 7.13 (t, J=7.34 Hz, 1 H) 7.29
(t, J=7.70 Hz, 1 H) 7.46 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.59 - 7.67 (m, 1 H) 8.04 (br. s., 1 H) 8.26 (br. s.,
1 H). HRMS (ESI+) (m/z) berechent fiir [C30H33NsO2]* 509.2660, gefunden 509.2652.

N-(2-Methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-5-(5-
methylthiazol-2-yl)pyrimidin-2-amin

Das Arylbromid 88 (0.10 mmol, 50,7 mg) wird in DMF (0.1 M) gel6st und mit 5-Methyl-2-
(tributylstannyl)thiazol (0.12 mmol, 46.6 mg) und Pd-Tetrakis (0.01 mmol, 11.6 mg) versetzt.

Das Gemisch wird fur 15min mit Argon entgast und anschlieRend Uber eine Stunde von 80-

123



110°C in der Mikrowelle erhitzt. Per LC-MS Analyse konnte keine Produktbildung beobachtet

werden.

90a - 1,3-Difluoropropan-2-yl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-
4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), 1,3-Difluoropropanol (150 pmol, 14 mg), TEA (1.0 mmol, 139 L)
und TBTU (120 pmol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 32% (32 pymol, 18 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.25 (s,
3 H)3.18 (t, J~4.80 Hz, 4 H) 3.77 (s, 3 H) 3.82 (s, 3H) 4.57 - 4.81 (m, 4 H) 5.34 - 5.50 (m, 1
H) 6.51 (dd, J=8.70, 2.59 Hz, 1 H) 6.67 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 7.02 (br. s., 1 H) 7.20 (t, J=7.48
Hz, 1 H) 7.40 - 7.45 (m, 1 H) 7.47 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 7.90 (br. s., 1 H) 7.93 (s, 1 H) 8.66 (s,
1 H) 8.79 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 32.94, 45.73, 48.52, 54.64, 55.49,
70.78 (t, J=19.50 Hz, 1 C) 81.09 (dd, J=168.00, 8.00 Hz, 2 C) 100.02, 106.70, 110.12,
111.02, 119.11, 120.62, 122.00, 122.24, 126.51, 134.75, 136.72, 149.89, 160.66, 161.47,
161.57, 165.92. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [Ca9H33sF2NsOs]® 551.26, gefunden
551.32.

90b - 1,1,1,3,3,3-Hexafluoropropan-2-yl  2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-
yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), 1,1,1,3,3,3-Hexafluoropropan-2-ol (500 umol, 53 uL), TEA
(1.0 mmol, 139 puL) und TBTU (120 umol, 39 mg) durchgefihrt. Zusatzlich wurden
katalytische Mengen DMAP (10 pmol, 1.2 mg) zugesetzt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 75% (75 ymol, 47 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds) d ppm 2.24 (s, 3 H) 2.48 (t, J/=4.80 Hz, 3 H) 3.19 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.77 (s, 3 H) 3.83
(br.s.,3H)6.51 (dd, J=8.85, 2.44 Hz, 1 H) 6.68 (br. s., 1 H) 6.88 - 7.08 (m, 2 H) 7.22 (br. s.,
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1H)7.38 (d, J=8.85Hz, 1 H)7.49 (br.s., 1H)7.73 (br.s., 1H) 7.92 (s, 1 H) 8.77 (br. s., 1
H) 9.19 (s, 1 H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d ppm 33.06, 45.79, 48.47, 54.67, 55.47,
65.60, 65.87, 66.14, 99.92, 106.68, 110.24, 110.95, 118.43, 120.83, 122.18, 126.45, 136.73,
161.52, 161.86, 162.43. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet flir [CagH2sFsNeO3s]" 623.22,
gefunden 623.29.

90c - Phenyl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pymol, 70 mg), Phenol (150 pmol, 14 mg), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und TBTU
(120 pmol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute
von 56% (56 pmol, 31 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.42 (s,
3 H) 2.67 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.24 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.85 (s, 3 H) 3.92 (s, 3 H) 6.56 (d,
J=8.44 Hz, 1 H) 6.58 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.04 (d, J=7.70 Hz, 2 H) 7.21 - 7.26 (m, 2 H) 7.29 -
7.32(m,1H)7.35-7.40 (m,3H)7.83(s,1H)7.95 (s, 1H)8.18 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 8.34 -
8.48 (m, 1 H) 9.14 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 33.35, 46.00,
49.82, 55.10, 55.68, 100.34, 108.25, 109.63, 111.88, 112.86, 121.06, 121.13, 121.44,
121.72, 121.98, 122.48, 125.74, 127.21, 129.37, 134.03, 137.10, 147.79, 149.57, 150.75,
160.25, 162.01, 163.34, 164.98. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C32H33NsO3]" 549.26087,
gefunden 549.26014.

90d - Pyridin-3-yl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), 3-Hydroxypyridin (150 ymol, 14 mg), TEA (1.0 mmol, 139 uL) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 54% (54 umol, 30 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm
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2.40 (s, 3 H) 2.64 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.23 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.87 (s, 3 H) 3.92 (s, 3 H) 6.57
(d, J=7.31 Hz, 1 H) 6.58 (d, J=2.58 Hz, 1 H) 7.23 (t, J=7.42 Hz, 1 H) 7.28 - 7.34 (m, 2 H) 7.39
(d, J=8.17 Hz, 2 H) 7.86 (s, 1 H) 7.90 (s, 1 H) 8.08 (d, J=7.96 Hz, 1 H) 8.28 (br. d, J=2.20
Hz, 1 H) 8.39 (br. s., 1 H) 8.46 (dd, J=4.73, 1.29 Hz, 1 H) 9.14 (br. s., 1 H). *C NMR (176
MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 33.39, 46.05, 49.84, 55.10, 55.69, 100.26, 108.14, 109.80,
121.14, 121.25, 122.62, 123.76, 127.07, 129.40, 133.65, 137.14, 143.59, 146.77, 147.43,
148.06, 149.66, 160.34, 162.17, 163.50, 164.47. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir
[Cs1H32N7O3]" 550.26, gefunden 550.21.

90e — 4-Fluorophenyl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), 4-Fluorophenol (150 ymol, 14 mg), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 86% (86 pmol, 49 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.26 (s,
3 H) 2.51 (br. s., 4 H) 3.19 (br. s., 4 H) 3.79 (s, 3 H) 3.84 (s, 3 H) 6.52 (d, J=8.60 Hz, 1 H)
6.68 (br.s., 1 H) 7.04 (br.s., 1 H) 7.21 (br. s., 1 H) 7.26 (d, J=6.67 Hz, 4 H) 7.44 - 7.51 (m,
2H)7.92 (br.s., 1H)8.09 (s, 1H)8.85 (s, 1 H) 8.91 (s, 1 H). ®*C NMR (176 MHz, DMSO-
ds) d ppm 32.95, 45.65, 48.46, 54.59, 55.51, 100.02, 106.72, 110.16, 111.38, 115.89, 116.02,
119.04, 120.67, 121.99, 123.77, 123.82, 126.24, 126.54, 134.78, 136.70, 146.60, 146.62,
149.82, 153.45, 158.88, 160.26, 161.41, 161.49, 162.21, 165.00. LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C32H32FNeO3]* 567.25, gefunden 567.27.

90f — Benzyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), Benzylalkohol (150 ymol, 16 mg), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und
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TBTU (120 ymol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 42% (42 umol, 23 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm
2.41 (s, 3 H) 2.66 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.23 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.76 (s, 3 H) 3.89 (s, 3 H) 5.20
(s,2H)6.51-6.60 (Mm,2H)7.15-7.24 (m, 3 H) 7.27-7.39 (m, 5 H) 7.67 (s, 1 H) 7.75 (s, 1
H) 8.05 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 8.37 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 8.92 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 33.20, 45.88, 49.80, 54.98, 55.61, 66.58, 100.38, 108.23, 109.56,
113.02, 120.82, 120.97, 121.62, 122.34, 126.91, 126.94, 128.10, 128.25, 128.40, 133.27,
135.69, 137.06, 147.55, 149.43, 160.05, 161.16, 162.47, 166.62. LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C33sH35NsO3]" 563.28, gefunden 563.25.

90g — Pyridin-3-ylmethyl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), m-Pyridinmethanol (150 ymol, 16 mg), TEA (1.0 mmol, 139 uL)
und TBTU (120 pmol, 39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 55% (55 umol, 31 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm
2.40 (s, 3 H) 2.66 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.22 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.80 (s, 3 H) 3.89 (s, 3 H) 5.15
(s,2H)6.52-6.58 (M, 2H)7.14-7.22 (m,2H)7.24 -7.31 (m,1H)7.32-7.36 (m, 1H)
7.36-7.41(m,1H)7.67 (s, 1H)7.78 (s, 1H) 7.92 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 8.31 - 8.40 (m, 2 H)
8.53 (dd, J=4.88, 1.53 Hz, 1 H) 8.91 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm
33.25, 45.87, 49.75, 54.97, 55.61, 64.04, 100.34, 108.19, 109.70, 113.40, 120.79, 120.98,
121.17, 121.48, 122.39, 123.26, 126.84, 131.23, 132.84, 134.67, 136.02, 137.05, 147.63,
148.85, 149.44, 149.62, 160.10, 161.26, 162.53, 166.47. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[Cs2H34N7O3]" 564.27, gefunden 564.23.

90h - Butyl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 pmol, 70 mg), n-BuOH (0.5 mL), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und TBTU (120 pmol,
39 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 59%
(59 umol, 31 mg) erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 0.82 (t, J=7.30 Hz, 3 H)
1.11-1.26 (m, 3 H) 1.40 - 1.54 (m, 2 H) 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=5.00 Hz, 4 H) 3.17 (t, J=5.00
Hz, 4 H) 3.79 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 4.14 (t, J=6.60 Hz, 2 H) 6.51 (dd, J=8.80, 2.45 Hz, 1 H)
6.67 (d, J=2.45 Hz, 1 H) 7.05 (t, J=6.36 Hz, 1 H) 7.21 (t, J=7.34 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.31 Hz,
1 H) 7.51 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 7.92 (br. s., 1 H) 8.62 (s, 1 H) 8.62 (s, 1 H).
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d ppm 13.54, 18.58, 29.90, 32.90, 45.76, 48.57, 54.66, 55.49,
64.15, 100.02, 106.71, 110.06, 111.58, 119.32, 120.51, 121.82, 121.90, 125.83, 126.51,
134.09, 136.70, 149.59, 153.14, 160.12, 161.18, 161.22, 166.83. LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C3oH37NsO3]" 529.29, gefunden 529.34.

90i — Naphthalen-2-yl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), 2-Naphthol (1.0 mmol, 144 mg), TEA (1.0 mmol, 139 L) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Zusatzlich wurde DMAP in katalytischen Mengen
zugegeben. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 74% (74 pmol,
44 mg) erhalten. "H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.43 (s, 3 H) 2.69 (t, J=4.80
Hz, 4 H) 3.25 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.84 (s, 3 H) 3.92 (s, 3 H) 6.57 (d, J=9.46 Hz, 1 H) 6.58 -
6.61 (m, 1 H) 7.19 (dd, J=8.85,2.14 Hz, 1 H) 7.22 - 7.27 (m, 1 H) 7.30 - 7.36 (m, 1 H) 7.36 -
741 (m,1H)7.42-7.52(m,3H)7.74-7.79 (m, 1 H) 7.84 (d, J=8.55 Hz, 2 H) 7.88 (s, 1 H)
7.97 (s, 1 H) 8.20 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 8.43 (d, J=7.63 Hz, 1 H) 9.20 (s, 1 H). *C NMR (126
MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 33.33, 45.84, 49.68, 54.97, 55.65, 100.32, 108.25, 109.67,
118.67, 121.01, 121.16, 121.22, 121.45, 122.47, 125.62, 126.45, 127.19, 127.59, 127.69,
129.24, 131.34, 133.66, 134.01, 137.07, 147.68, 148.31, 149.53, 160.22, 162.04, 163.33,
165.16. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C3sH35NsO3]" 599.28, gefunden 599.24.
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90j — Naphthalen-1-yl 2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 72 (100 ymol, 70 mg), 1-Naphthol (1.0 mmol, 144 mg), TEA (1.0 mmol, 139 pL) und
TBTU (120 pymol, 39 mg) durchgefuhrt. Zusatzlich wurde DMAP in katalytischen Mengen
zugegeben. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 69% (69 pmol,
41 mg) erhalten. "H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.44 (s, 3 H) 2.70 (t, J=4.80
Hz, 4 H) 3.27 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H) 3.93 (s, 3 H) 6.57 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 6.60 (d,
J=244 Hz, 1H)7.22-7.27 (m,1H) 7.27-7.33(m, 2H) 7.33-7.37 (m, 1 H) 7.44 - 7.53 (m,
3H)7.76 (d, J=8.54 Hz, 1 H) 7.82 - 7.86 (m, 1 H) 7.86 - 7.91 (m, 2 H) 8.00 (s, 1 H) 8.26 -
8.33 (m, 1 H) 8.44 (d, J=7.02 Hz, 1 H) 9.37 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d)
d ppm 33.31, 45.79, 49.66, 54.93, 55.68, 100.35, 108.34, 109.59, 118.17, 121.14, 121.18,
121.27, 121.43, 122.49, 125.40, 125.92, 126.40, 126.99, 127.25, 127.98, 134.61, 137.06,
146.69, 147.73, 149.60, 160.30, 162.11, 163.73, 164.80. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C36H3sN6O3]" 599.28, gefunden 599.23.

91 - 3-Fluoro-4-nitrophenyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-
(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefuhrt. 72 (100 ymol, 70 mg) wurde in DCM (0.1 M) geldst und mit TEA (1.00 mmol,
140 pL) versetzt. AnschlielRend wurde TBTU (120 pmol, 39 mg) zugegeben und fir 10 min
geruhrt. AnschlieRend wurde 3-Fluoro-4-nitrophenol (0.50 mmol, 79 mg) zugegeben und fiir
2 h bei Rt gerthrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 69%
(69 umol, 42 mg) erhalten. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=4.70
Hz, 5 H) 3.19 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H) 3.84 (s, 3 H) 6.52 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H)
6.62-6.73 (m, 1H)7.21 (br.s., 1 H) 7.39 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.43 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.47
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(d, J=6.97 Hz, 1 H) 7.67 (d, J=10.64 Hz, 1 H) 8.16 (s, 1 H) 8.27 (t, J=8.80 Hz, 1 H) 8.96 (s,
1 H) 9.00 (s, 1 H). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [Cs2H31FN7Os]" 612.24, gefunden
612.08.

92 - 5-Fluoro-2-nitrophenyl-2-((2-methoxy-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)amino)-4-
(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefuhrt. 72 (100 ymol, 70 mg) wurde in DCM (0.1 M) geldst und mit TEA (1.00 mmol,
140 pL) versetzt. AnschlielRend wurde TBTU (120 pmol, 39 mg) zugegeben und fir 10 min
geruhrt. Anschlieend wurde 2-Nitro-3-fluorophenol (0.50 mmol, 79 mg) zugegeben und fur
2 h bei Rt gerthrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 65%
(65 umol, 40 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.25 (s, 3 H) 2.49 (t, J=4.70
Hz, 4 H) 3.19 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H) 3.82 (br. s., 3 H) 6.53 (dd, J=8.44, 2.57 Hz, 1
H) 6.69 (br. s., 1 H) 7.21 (br. s., 1 H) 7.39 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.47 (ddd, J=9.17, 7.70, 2.57
Hz, 2 H) 7.68 (br.s., 1 H) 8.08 (s, 1 H) 8.31 (dd, J=9.17, 5.87 Hz, 1 H) 8.99 (br. s., 1 H) 9.10
(s, 1 H). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C32H31FN7Os]" 612.24, gefunden 612.14.

93a — N-(2-Methoxy-4-morpholinophenyl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-amin

Die Reaktion wurde gemafl der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 3-(2-Chloropyrimidin-4-yl)-1-methyl-
1H-indol (0.20 mmol, 49 mg) und 38b (0.24 mmol, 50 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C
durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 44% (87 umol,
36 mg) erhalten. '"H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 3.12 - 3.21 (m, 4 H) 3.86 -
3.96 (m, 11 H) 6.55-6.66 (m, 2 H) 7.02 (d, J=5.38 Hz, 1 H) 7.23 - 7.42 (m, 4 H) 7.57 (br. s.,
1 H) 7.83 (s, 1 H) 8.32 (d, J=5.38 Hz, 1 H) 8.35 - 8.43 (m, 2 H). *C NMR (101 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 33.32, 50.59, 55.67, 67.01, 100.37, 107.50, 107.92, 109.76,
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114.06, 120.55, 121.22, 121.91, 122.56, 122.99, 125.95, 131.36, 137.90, 147.08, 149.46.
HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C24H26Ns02]" 416.20810, gefunden 416.20743.

93b — Methyl-2-((2-methoxy-4-morpholinophenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70b (1.0 mmol, 302 mg) und 38b
(1.2 mmol, 250 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 80% (0.8 mmol, 380 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) d ppm 3.14 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.74 (s, 3 H) 3.77 (t, J=4.70 Hz, 4 H) 3.78 (s, 3 H)
3.85 (s, 3 H) 6.51 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.68 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.04 (br. s., 1 H) 7.21
(t, J=7.52 Hz, 1 H) 7.47 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.51 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 7.95 (br.
s., 1H)8.62 (s, 1 H) 8.65 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 32.93, 48.99, 51.80,
55.50, 66.15, 99.84, 106.47, 110.09, 111.30, 111.65, 119.64, 120.61, 121.95, 122.06,
125.99, 126.49, 134.37, 136.69, 149.69, 153.27, 160.13, 161.20, 167.21. HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C2sH2sNs04]" 474.21358, gefunden 474.21290.

93c - Ethyl-2-((2-methoxy-4-morpholinophenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70c (1.75 mmol, 553 mg) und 38b
(1.93 mmol, 401 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 83% (1.45mmol, 705 mg) erhalten.
'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) [ ppm 1.16 (t, J=7.10 Hz, 3 H) 3.12 - 3.18 (m, 4 H) 3.76 -
3.78 (m, 4 H) 3.79 (s, 3 H) 3.86 (s, 3 H) 4.21 (q, J=7.10 Hz, 2 H) 6.52 (dd, J=8.60, 2.58 Hz,
1H)6.69 (d, J=2.58 Hz, 1 H) 7.05 (br. s., 1 H) 7.22 (t, J=7.53 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.17 Hz, 1
H) 7.53 (d, J=8.60 Hz, 1 H) 7.92 (s, 1 H) 7.94 (br. s., 1 H) 8.63 (d, J=4.09 Hz, 2 H). *C NMR
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(176 MHz, DMSO-ds) d ppm 13.81, 32.91, 49.00, 55.52, 60.42, 66.14, 99.85, 106.47, 110.08,
111.39, 119.68, 120.53, 121.91, 126.51, 134.28, 136.67, 149.63, 160.15, 161.17, 166.74.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [Co7H30N504]" 488.23, gefunden 488.21.

93d - Isopropyl-2-((2-methoxy-4-morpholinophenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.10 mmol, 33 mg) und 38b
(0.12 mmol, 25 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 69% (69 umol, 35 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 1.21 (d, J=6.36 Hz, 6 H) 3.15 (t, J=4.80 Hz, 4 H) 3.86 - 3.92 (m,
10 H) 5.11 (spt, J=6.28 Hz, 1 H) 6.50 - 6.59 (m, 2 H) 7.20 (t, J=7.09 Hz, 1 H) 7.25 - 7.32 (m,
1H)7.34-739(m,1H)7.78 (s, 1 H) 7.82 (s, 1 H) 8.05 (d, J=8.31 Hz, 1 H) 8.40 (d, J=8.31
Hz, 1 H) 8.86 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 21.66, 33.29, 50.34,
55.66, 66.92, 68.31, 100.03, 107.86, 109.53, 113.20, 113.90, 120.81, 120.84, 121.78,
121.98, 122.33, 127.06, 133.19, 137.08, 147.56, 149.49, 159.93, 160.81, 162.25, 166.25.
HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH32Ns04]" 502.24488, gefunden 502.24417.

94a - 1-(4-(3-Methoxy-4-((4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
yl)amino)phenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on

N ﬁNfg
| N\/i”/@'qd

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 3-(2-Chloropyrimidin-4-yl)-1-methyl-
1H-indol (0.20 mmol, 49 mg) und 38c (0.22 mmol, 55 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C
durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 65%
(0.13 pymol, 59 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.16 (s, 3H) 3.15
(dt, J=19.20, 5.14 Hz, 4 H) 3.64 - 3.67 (m, 2 H) 3.79-3.83 (m, 2 H) 3.89 (s, 3 H) 3.92 (s, 3
H) 6.57 - 6.64 (m, 2 H) 7.03 (d, J=5.38 Hz, 1 H) 7.24 - 7.30 (m, 2 H) 7.33 (td, J=7.58, 0.97
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Hz, 1 H) 7.39 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 7.63 (br. s., 1 H) 7.84 (br. s., 1 H) 8.31 (d, J=5.38 Hz, 1 H)
8.36 - 8.41 (m, 2 H). *C NMR (176 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 21.35, 33.36, 41.49,
46.38, 50.66, 50.98, 55.71, 101.42, 107.55, 108.89, 109.80, 114.00, 120.45, 121.28, 121.89,
122.63, 123.48, 125.94, 131.47, 137.92, 146.71, 149.45, 156.61, 159.79, 162.42, 168.97.
HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C26H20NsO2]" 457.23465, gefunden 457.23396.

94b — Methyl-2-((4-(4-acetylpiperazin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70b (0.20 mmol, 60 mg) und 38c
(0.22 mmol, 55 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff in quantitativer Ausbeute (0.20 mmol, 103 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz,
DMSO-ds) d ppm 2.05 (s, 3 H) 3.07 - 3.21 (m, 4 H) 3.54 - 3.65 (m, 4 H) 3.74 (s, 3 H) 3.79 (s,
3 H)3.84 (s, 3H)6.52 (dd, J=8.71, 2.26 Hz, 1 H) 6.67 - 6.76 (m, 1 H) 7.05 (br. s., 1 H) 7.21
(t, J=7.42 Hz, 1 H) 7.47 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 7.54 (d, J=8.60 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 7.97 (br.
s., 1H)8.63 (s, 1 H) 8.64 (s, 1 H). "*C NMR (176 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.19, 32.93, 40.74,
45.52, 48.97, 49.28, 51.80, 55.55, 100.73, 107.29, 110.11, 111.34, 111.73, 119.93, 120.61,
121.97, 122.01, 125.79, 126.49, 134.38, 136.71, 149.36, 153.11, 160.14, 161.13, 161.24,
167.20, 168.27. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH31NeO4]" 515.24013, gefunden
515.23929.

94c - Ethyl-2-((4-(4-acetylpiperazin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemafl der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 70c (0.50 mmol, 158 mg) und 38c
(0.55 mmol, 137 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als
gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 67% (0.33 mmol, 177 mg) erhalten. '"H NMR (700
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MHz, DMSO-ds) & ppm 1.15 (t, J=7.10 Hz, 3 H) 2.06 (s, 3 H) 3.09 - 3.14 (m, 2 H) 3.15 - 3.21
(m, 2 H) 3.57 - 3.63 (m, 4 H) 3.79 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 4.20 (q, J=7.10 Hz, 2 H) 6.53 (dd,
J=8.60, 2.58 Hz, 1 H) 6.71 (d, J=2.37 Hz, 1 H) 7.04 (br. s., 1 H) 7.21 (t, J=7.53 Hz, 1 H) 7.48
(d, J=8.17 Hz, 1 H) 7.54 (d, J=8.60 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 7.94 (br. s., 1 H) 8.62 (d, J=3.44
Hz, 2 H). *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) & ppm 14.31, 21.70, 33.41, 41.22, 46.01, 49.46,
49.78, 56.05, 60.92, 101.24, 107.77, 110.59, 111.88, 120.34, 120.43, 121.03, 122.41,
126.24, 126.99, 134.78, 137.17, 149.83, 153.60, 160.65, 161.60, 161.67, 167.23, 168.74.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C29H33NsO4]" 529.26, gefunden 529.30.

94d - Isopropyl-2-((4-(4-acetylpiperazin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.10 mmol, 33 mg) und 38c
(0.12 mmol, 30 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 90 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 78% (78 umol, 42 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 1.20 (d, J=6.36 Hz, 6 H) 2.15 (s, 3 H) 3.13 (dt, J=11.13, 5.44 Hz,
4 H)3.59-3.67 (m,2H)3.75-3.83 (m, 2 H) 3.87 (s, 3 H) 3.90 (s, 3 H) 5.11 (spt, J=6.28 Hz,
1 H) 6.54 (dd, J=8.56, 2.20 Hz, 1 H) 6.57 (d, J=2.45Hz, 1 H) 7.16 - 7.24 (m, 1 H) 7.24 - 7.33
(m 1H)734-739(m,1H)7.79 (s, 1 H) 7.82 (s, 1 H) 8.05 (d, J=8.31 Hz, 1 H) 8.41 (d,
J=8.80 Hz, 1 H) 8.86 (s, 1 H). *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 21.30, 21.64,
33.28, 41.39, 46.27, 50.41, 50.70, 55.67, 68.34, 101.05, 108.79, 109.55, 113.14, 113.99,
120.65, 120.84, 121.72, 122.34, 122.51, 127.03, 133.21, 137.07, 147.15, 149.38, 159.86,
160.76, 162.24, 166.21, 168.93. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet flir [C30H3s5NsO4]" 543.27143,
gefunden 543.27078.
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95a — N*-(2-(Dimethylamino)ethyl)-2-methoxy-N*-methyl-N"-(4-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2-yl)benzol-1,4-diamin

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 3-(2-Chloropyrimidin-4-yl)-1-methyl-
1H-indol (0.20 mmol, 49 mg) und 38d (0.24 mmol, 54 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 100 °C
durchgefihrt. Das Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 51%
(0.10 mmol, 44 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.20 (s, 6 H) 2.42 (t,
J=715 Hz, 2 H) 2.94 (s, 3 H) 3.44 (t, J=7.15 Hz, 2 H) 3.79 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 6.32 (dd,
J=8.60, 2.37 Hz, 1 H) 6.40 (d, J=2.37 Hz, 1 H) 7.05 (d, J=5.38 Hz, 1 H) 7.10 (t, J=7.31 Hz, 1
H) 7.22 (t, J=7.64 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.39 Hz, 1 H) 7.62 (d, J=8.60 Hz, 1 H) 7.81 (s, 1 H)
8.20 (d, J=5.16 Hz, 1 H) 8.22 (s, 1 H) 8.40 (br. s., 1 H). *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) d
ppm 32.93, 38.56, 45.60, 50.43, 55.28, 55.63, 96.39, 103.48, 105.99, 110.14, 112.62,
117.91, 120.53, 122.01, 122.60, 125.23, 125.65, 132.40, 137.51, 146.74, 152.47, 156.86,
161.21, 162.03. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C2sH31NeO]" 431.2554, gefunden
431.2550.

95d - Isopropyl-2-((4-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-2-
methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (100 pymol, 33 mg) und 38d
(120 pmol, 27 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei 80 °C durchgefihrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 49% (49 pmol, 25 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, DMSO-
ds)  ppm 1.17 (d, J =6.02 Hz, 6 H) 2.20 (s, 6 H) 2.41 (t, J=7.10 Hz, 2 H) 2.95 (s, 3 H) 3.44
(t, J=7.10 Hz, 2 H) 3.76 (s, 3 H) 3.84 (s, 3 H) 5.05 (spt, J =6.20, 1 H) 6.27 (dd, J = 8.60,
2.58 Hz, 1H)6.38 (s, 1 H) 7.01 (br.s., 1 H) 7.19 (t, J=6.78 Hz, 1 H) 7.36 (d, J = 8.60 Hz, 1
H) 7.46 (d, J =7.96 Hz, 1 H) 7.90 (br. s, 2 H) 8.57 (d, J = 6.02 Hz, 2 H). *C NMR (176 MHz,
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DMSO-ds) 6 ppm 21.89, 33.37, 39.02, 46.09, 50.75, 55.75, 56.13, 68.25, 96.71, 103.89,
110.50, 112.01, 116.86, 120.89, 122.31, 122.55, 127.07, 127.45, 134.62, 137.13, 148.38,
154.39, 160.62, 161.58, 161.96, 166.82. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2oH37NeO3]"
517.2922, gefunden 517.2912.

96a — Isopropyl-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-2-((1-methyl-1H-pyrazol-4-

yl)amino)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (150 pmol, 49 mg) und 1-Methyl-
1H-pyrazol-4-amin (150 pymol, 13 pyL) in n-BuOH (0.1 M) bei 90 °C durchgeflhrt. Das
Produkt wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 63% (95 ymol, 37 mg) erhalten.
'H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 1.22 (d, J=6.20 Hz, 7 H) 3.82 (br. s., 3 H) 3.85
(br. s., 3 H)5.12 (spt, J=6.20 Hz, 1 H) 7.20 (t, J=7.58 Hz, 1 H) 7.29 (t, J=7.58 Hz, 1 H) 7.36
(d, J=7.96 Hz, 1 H) 7.49 (s, 1 H) 7.80 (br. s., 1 H) 7.83 (s, 1 H) 7.88 (br. s., 1 H) 8.03 (d,
J=7.96 Hz, 1 H) 8.86 (br. s., 1 H). HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C21H22NsO2]" 391.1877,
gefunden 391.1885.

96b — Isopropyl-2-((3-methoxy-1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-
3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemaR der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (150 ymol, 49 mg) und 3-
Methoxy-1-methyl-1H-pyrazol-4-amin Hydrochlorid (150 pmol, 25 mg) in n-BuOH (0.1 M) bei
90 °C durchgeflihrt. Das Produkt wurde als hellgrauer Feststoff mit einer Ausbeute von 65%
(97 umol, 41 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 1.23 (br. s., 6 H)
3.69 (br.s., 3H) 3.87 (s,3H) 3.98 (s, 3H) 5.13 (br. s., 1 H) 7.21 (t, J=7.10 Hz, 1 H) 7.29 (1,
J=7.53 Hz, 1 H) 7.37 (d, J=7.96 Hz, 1 H) 7.44 (br. s., 1 H) 7.84 (br. s., 2 H) 8.09 (br. s., 1 H)
8.86 (br. s., 1 H). *C NMR (176 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 21.70, 33.31, 39.02, 56.40,
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68.32, 106.40, 109.61, 112.98, 120.77, 122.20, 122.46, 124.25, 127.13, 133.14, 133.85,
137.11, 154.30, 160.61, 161.34, 166.12. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H25NeO3]"
421.1983, gefunden 421.1978.

96¢ — Isopropyl-2-((4-(4-aminopiperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.10 mmol, 33 mg) und 38e
(0.12 mmol, 39 mg) in i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefihrt. Die Entschutzung der Boc-
Gruppe erfolgte in einem Gemisch aus DCM (1.0 mL) und TFA (1.0 mL) bei Rt fur 60 min.
Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 55% (55 ymol, 28 mg)
erhalten. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.16 (d, J=6.24 Hz, 6 H) 1.33 - 1.42 (m, 2 H)
1.78-1.84 (m, 2 H) 2.70 - 2.77 (m, 3 H) 3.64 (d, J=12.84 Hz, 2 H) 3.77 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H)
5.04 (spt, J=6.20 Hz, 1 H) 6.50 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.65 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.04 (br.
s., 1H)7.20 (t, J=7.52 Hz, 1 H) 7.44 - 7.50 (m, 2 H) 7.89 (s, 1 H) 7.92 (br. s., 1 H) 8.58 (s,
1 H) 8.59 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.39, 32.91, 34.68, 48.05, 48.16,
55.47, 67.84, 100.38, 107.13, 110.09, 111.52, 112.43, 118.95, 120.48, 121.90, 125.74,
126.50, 134.11, 136.67, 149.70, 153.08, 160.10, 161.08, 161.13, 166.31. HRMS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C29H3sNsO3]" 515.2765, gefunden 515.2757.

96d — Isopropyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

\
N ~

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.20 mmol, 66 mg) und 1-(4-
Amino-3-methoxyphenyl)-N,N-dimethylpiperidin-4-amin (0.20 mmol, 50 mg) in
i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 64% (0.13 mmol, 70 mg) erhalten. '"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 0.79
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-0.89 (m, 1 H) 1.17 (d, J=6.24 Hz, 6 H) 1.51 (qd, J=12.00, 3.76 Hz, 2 H) 1.85 (d, J=12.00
Hz, 2 H) 2.21 (m, 7 H) 2.69 (td, J=12.00, 2.15 Hz, 2 H) 3.73 (d, J=12.48 Hz, 2 H) 3.78 (s, 3
H) 3.86 (s, 3 H) 5.05 (spt, J=6.2 Hz, 1 H) 6.51 (dd, J=8.60, 2.58 Hz, 1 H) 6.66 (d, J=2.37 Hz,
1H) 7.05 (br. s., 1 H) 7.21 (t, J=7.53 Hz, 1 H) 7.46 - 7.53 (m, 2 H) 7.90 (s, 1 H) 7.93 (br. s.,
1 H) 8.56 - 8.62 (m, 2 H). 3C NMR (176 MHz, DMSO-ds) & ppm 21.38, 27.89, 32.89, 41.51,
48.57,55.47,61.39, 67.82, 100.46, 107.15, 110.06, 111.50, 119.02, 119.11, 120.46, 121.88,
126.49, 134.10, 136.66, 149.60, 153.06, 160.08, 161.00, 161.06, 161.12, 166.27, 166.28.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C31H3gNsO3]" 543.31, gefunden 543.29.

96e — Isopropyl-2-((2-methoxy-4-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)piperidin-1-
yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.20 mmol, 66 mg) und 2-
Methoxy-4-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)piperidin-1-yl)anilin (0.20 mmol, 61 mg) in
i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 48% (0.10 mmol, 57 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, METHANOL-ds) d ppm
2.72 (d, J=6.24 Hz, 6 H) 3.21 (qd, J=12.10, 4.03 Hz, 2 H) 3.56 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 3.85 (s,
3 H) 3.92 (it, J=11.55, 3.67 Hz, 1 H) 3.95 - 4.45 (m, 8 H) 5.28 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 5.43 (s,
3 H)5.44 (s, 3 H) 6.62 (spt, J=6.24 Hz, 1 H) 8.12 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 8.25 (d, J=2.57
Hz, 1 H) 8.67 (t, J=7.52 Hz, 1 H) 8.77 - 8.83 (m, 1 H) 8.99 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 9.38 (s, 1 H)
9.44 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 9.56 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 10.24 (s, 1 H). *C NMR (151 MHz,
METHANOL-ds) d ppm 22.01, 29.39, 33.53, 46.10, 49.96, 51.40, 56.00, 56.45, 63.22, 70.08,
102.49, 109.90, 110.98, 114.28, 114.91, 122.02, 122.29, 122.74, 123.52, 124.31, 128.44,
134.94, 138.85, 150.47, 152.78, 161.59, 161.96, 163.90, 168.42. LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C3sH44N703]" 598.35, gefunden 598.28.
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96f - Isopropyl 2-((2-methoxy-4-(9-methyl-3,9-diazaspiro[5.5]Jundecan-3-
yl)phenyl)amino)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

QQN i
S
B "
N/)\N
H O\

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen

aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 63 (0.20 mmol, 66 mg) und 2-
Methoxy-4-(9-methyl-3,9-diazaspiro[5.5]undecan-3-yl)anilin ~ (0.20 mmol, 58 mg) in
i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 37% (0.07 mmol, 43 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.16
(d, J=6.20 Hz, 6 H) 1.47 (t, J/=5.34 Hz, 4 H) 1.54 (t, J=5.50 Hz, 4 H) 2.16 (s, 3 H) 2.29 (br. s.,
4 H) 3.14 (t, J=5.30 Hz, 4 H) 3.77 (s, 3 H) 3.85 (s, 3 H) 5.04 (spt, J=6.21 Hz, 1 H) 6.49 (dd,
J=8.54,2.44 Hz, 1 H) 6.64 (d, J=2.14 Hz, 1 H) 7.04 (br. s., 1 H) 7.20 (t, J=7.63 Hz, 1 H) 7.43
-7.54 (m, 2 H)7.89 (s, 1 H)7.92 (br. s., 1 H) 8.59 (d, J=2.75 Hz, 2 H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) d ppm 21.41, 28.29, 32.93, 35.12, 44.57, 46.16, 50.73, 55.46, 67.86, 73.83,
100.04, 106.96, 110.13, 111.55, 118.92, 120.50, 121.90, 125.71, 126.53, 134.16, 136.69,
149.92, 153.04, 160.15, 161.12, 161.14, 166.33. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C34H43N6O3]" 583.34, gefunden 583.33.

100a — Methyl-2-chloro-4-(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Methyl-2,4-dichloropyrimidin-5-carboxylat (2.0 mmol, 414 mg) wurde in Dichlorethan (0.2 M)
geldst und bei 70 °C fir 20 min mit AlCls (2.4 mmol, 320 mg) vorgeruhrt. AnschlieRend wurde
Indol (2.0 mmol, 234 mg) zugegeben und fir weitere 20 min bei 70 °C geruhrt. Das
abgekuhlte Reaktionsgemisch wurde zwischen 0.1 M Salzsaure und DCM getrennt und die
wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber NaSOs getrennt und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:Ethylacetat) aufgereinigt. Das Produkt
wurde als beiger Feststoff mit einer Ausbeute von 36% (0.72 mmol, 206 mg) gewonnen.
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 3.87 (s, 3 H) 7.20 - 7.28 (m, 2 H) 7.47 - 7.56 (m, 1 H)
8.07 (s, 1H)8.17-8.27 (m, 1 H) 8.84 (s, 1 H) 12.11 (br. s., 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-
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ds) d ppm 53.06, 110.40, 112.50, 120.55, 121.29, 121.62, 122.88, 125.56, 132.42, 136.59,
160.09, 160.82, 162.03, 166.58. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C14H11CIN3O2]" 288.05,
gefunden 288.10.

100b — Isopropyl-2-chloro-4-(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

HN
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Isopropyl-2,4-dichloropyrimidin-5-carboxylat (0.2 mmol, 47 mg) wurde in Dichlorethan
(0.2 M) geldst und bei 70 °C fur 20 min mit AICIz (0.22 mmol, 29 mg) vorgeruhrt.
AnschlieRend wurde Indol (0.2 mmol, 23 mg) zugegeben und fiir weitere 20 min bei 70 °C
geruhrt. Das abgekihlte Reaktionsgemisch wurde zwischen 0.1 M Salzsaure und DCM
getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tUber Na SO4 getrennt und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch tber Silica (Petrolether:Ethylacetat) aufgereinigt. Das
Produkt wurde als beiger Feststoff gewonnen. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C16H15CIN3O2]" 316.08, Produkt ionisiert nicht.

101a — Methyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 100a (0.50 mmol, 144 mg) und 1-(4-
Amino-3-methoxyphenyl)-N,N-dimethylpiperidin-4-amin (0.60 mmol, 150 mg) in
i-PrOH (0.1 M) bei 85 °C durchgefuhrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 57% erhalten (0.28 mmol, 142 mg). '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § ppm 1.50
(qd, J=12.00, 4.03 Hz, 2 H) 1.85 (d, J=12.00 Hz, 2 H) 2.17 - 2.24 (m, 8 H) 2.65 - 2.73 (m, 2
H) 3.72 (m, 4 H) 3.77 (s, 3 H) 6.50 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.66 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 6.99
(br.s., 1H) 7.13 (t, J=7.34 Hz, 1 H) 7.42 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.46 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.89
(d, J=2.57 Hz, 1 H) 8.61 (d, J=3.67 Hz, 2 H) 11.66 (br. s., 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-
ds) & ppm 27.90, 41.54, 48.58, 51.76, 54.91, 55.45, 61.42, 100.46, 107.14, 111.73, 112.31,
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119.04, 120.28, 121.83, 126.07, 130.54, 136.13, 149.72, 153.26, 160.07, 161.23, 161.66,
167.27. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH33NsOs]* 501.26, gefunden 501.22.

101b — Isopropyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-
(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Synthesevorschrift zur nukleophilen
aromatischen Substitution von 2-Chloropyrimidinen mit 100b (35 pymol, 11 mg) und 1-(4-
Amino-3-methoxyphenyl)-N,N-dimethylpiperidin-4-amin (53 pmol, 13 mg) in i-PrOH (0.1 M)
bei 85 °C durchgefiihrt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 76%
(27 umol, 14 mg) erhalten. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.16 (d, J=6.10 Hz, 6 H)
1.54 (qd, J=11.90, 3.66 Hz, 2 H) 1.89 (d, J=12.21 Hz, 2 H) 2.30 (s, 6 H) 2.40 (br. s., 1 H)
2.69 (td, J=12.13, 1.98 Hz, 2 H) 3.76 (d, J=12.51 Hz, 2 H) 3.79 (s, 3 H) 5.02 (spt, J=6.26 Hz,
1 H)6.51 (dd, J=8.54, 2.44 Hz, 1 H) 6.67 (d, J=2.44 Hz, 1 H) 7.00 (br. s., 1 H) 7.13 (t, J=7.48
Hz, 1 H) 7.43 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=8.85 Hz, 1 H) 7.87 (d, J=3.05 Hz, 1 H) 7.90 (br.
s., 1H)8.59 (s, 1 H) 8.61 (s, 1 H) 11.61 - 11.75 (m, 1 H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d
ppm 21.44, 27.52, 41.16, 48.50, 55.50, 61.62, 67.87, 100.54, 107.20, 111.78, 112.51,
119.26, 120.21, 121.68, 121.83, 126.09, 130.32, 136.15, 149.52, 153.20, 160.01, 161.17,
161.50, 166.45. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet flr [CaoH37NeO3]" 529.29, gefunden 529.26.

102 - 2-((4-(4-(Dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1H-indol-3-

yl)pyrimidin-5-carbonsaure triflat

101a (0.43 mmol, 216 mg) wurde in THF (0.1 M) gel6ést und mit 1 M Natronlauge (4.3 mmol)
und LiOH (4.3 mmol, 103 mg) versetzt. Die Reaktion wurde fir 16 h bei 90 °C gerihrt. Das
abgekihlte Reaktionsgemisch wurde in vacuo eingeengt und in TFA-saurem Wasser
aufgenommen. Der pH-Wert wurde mit TFA auf pH 2 eingestellt und das Gemisch wurde
saulenchromatographisch mittels Cis-Saule (H.O:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde

nach Entfernung des Losungsmittels im Luftstrom als orangenes TFA-Salz in quantitativer
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Ausbeute (0.43 mmol, 454 mg) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet flr [C27H31NO3]"
487.25, gefunden 487.21.

103a — Phenyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefuhrt. 102 (0.10 mmol, 105mg) wurde in DCM (0.025 M) gelést und mit DIPEA
(2.00 mmol, 348 pL) versetzt. AnschlieRend wurde TBTU (0.12 mmol, 39 mg) zugegeben
und far 5 min geruhrt. AnschlieBend wurde Phenol (1.00 mmol, 94 mg) zugegeben. Nach
einer halben Stunde wurde erneut Phenol (1.00 mmol, 94 mg) zugegeben, welches mit NaH
(1.00 mmol) in THF vorgeruhrt wurde. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 39% (38.5 umol, 21.7 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.55
(qd, J=11.86, 3.67 Hz, 2 H) 1.89 (d, J=11.74 Hz, 2 H) 2.29 (br. s., 6 H) 2.33 - 2.44 (m, 1 H)
2.71 (td, J=12.20, 2.02 Hz, 2 H) 3.77 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 3.80 (s, 3 H) 6.53 (dd, J=8.80,
2.57 Hz, 1 H) 6.68 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 7.02 (br. s., 1 H) 7.14 (t, J=7.15 Hz, 1 H) 7.20 (d,
J=7.70 Hz, 2 H) 7.27 (t, J=7.34 Hz, 1 H) 7.41 - 7.45 (m, 3 H) 7.48 (d, J=8.44 Hz, 1 H) 7.94
(br.s., 1 H) 8.05 (d, J=2.93 Hz, 1 H) 8.83 (s, 1 H) 8.90 (s, 1 H) 11.71 (br. s., 1 H). *C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) d ppm 27.69, 41.34, 48.56, 55.64, 61.72, 100.62, 107.31, 111.94,
112.53, 119.03, 120.49, 121.87, 122.03, 122.11, 122.14, 125.89, 126.26, 126.42, 129.51,
131.12, 136.26, 149.92, 150.69, 153.59, 161.35, 161.63, 162.69, 165.29. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet flr [C33H3sNsO3]* 563.28, gefunden 563.23.

103b — 4-Fluorophenyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-
methoxyphenyl)amino)-4-(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefiihrt. 102 (60 umol, 63 mg) wurde in DCM (0.02 M) gelést und mit DIPEA
(1.20 mmol, 209 uL) versetzt. Anschlief’iend wurde TBTU (72 umol, 23 mg) zugegeben und

142



fr 10 min gerthrt. AnschlieRend wurde 4-Fluorophenol (0.60 mmol, 67 mg) zugegeben. Das
Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 39% (24 ymol, 13.7 mg) erhalten.
'"H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 1.75 - 1.84 (m, 3 H) 2.08 (d, J=8.80 Hz, 2 H)
2.50 (br.s., 6 H)2.71 - 2.79 (m, 2 H) 3.71 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 3.92 (s, 3 H) 6.55 (d, J=8.07
Hz, 1 H) 6.58 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 6.91 - 6.96 (m, 2 H) 7.01 - 7.05 (m, 2 H) 7.23 (t, J=7.34 Hz,
1H)7.27-7.30 (m, 1 H) 7.45 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.88 (s, 1 H) 8.00 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 8.09
(d, J=8.07 Hz, 1 H) 8.41 (br. s., 1 H) 8.61 (br. s., 1 H) 9.12 (s, 1 H). '*C NMR (151 MHz,
CHLOROFORM-d) d ppm 1.01, 27.41, 40.78, 49.94, 55.71, 62.60, 101.01, 108.74, 111.51,
115.89, 116.05, 120.86, 121.35, 122.94, 123.03, 123.09, 126.41, 129.06, 136.01, 146.45,
146.47, 147.77, 149.50, 159.35, 160.27, 160.97, 161.94, 163.48, 164.95. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [CasHz4FNeO3]" 581.27, gefunden 581.27.

103c - 3,5-Difluorophenyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)-
amino)-4-(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefiihrt. 102 (60 umol, 63 mg) wurde in DCM (0.02 M) gelést und mit DIPEA
(1.20 mmol, 209 uL) versetzt. Anschlief’iend wurde TBTU (72 umol, 23 mg) zugegeben und
fir 10 min gerihrt. Anschliefiend wurde 3,5-Difluorophenol (0.60 mmol, 78 mg) zugegeben.
Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 35% (21 ymol, 12.5 mg)
erhalten. '"H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 1.75 - 1.85 (m, 2 H) 2.01 - 2.16 (m,
2 H)2.50 (br.s.,6 H)2.56 (br.s., 1 H) 2.71 -2.79 (m, 2 H) 3.72 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 3.92
(s, 3H)6.50 - 6.57 (m, 3 H) 6.58 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 6.68 (tt, J=8.94, 2.25 Hz, 1 H) 7.21 -
7.26 (m, 1 H)7.27 -7.31 (m, 1 H) 7.47 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.90 (s, 1 H) 7.97 (d, J=2.93 Hz,
1 H) 8.05 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 8.39 (br. s., 1 H) 8.63 (br. s., 1 H) 9.10 (br. s., 1 H). LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [CasHasF2NsO3]* 599.26, gefunden 599.20.
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103d - Benzyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-(1H-
indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefiuhrt. 102 (50 ymol, 53 mg) wurde in DCM (0.025 M) gel6st und mit TEA (1.00 mmol,
139 pL) versetzt. AnschlieRend wurde TBTU (60 pmol, 19 mg) zugegeben und fir 5 min
geruhrt. Anschlieend wurde Benzylalkohol (2.50 mmol, 0.26 mL) zugegeben. Das Produkt

wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 4% (1.9 ymol, 1.1 mg) erhalten.

103e — Cyclopentyl-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-
4-(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefihrt. 102 (100 ymol, 106 mg) wurde in DCM (0.025 M) geldst und mit DIPEA
(2.00 mmol, 348 pL) versetzt. Anschliefsiend wurde TBTU (120 umol, 39 mg) zugegeben und
fir 10 min gerthrt. Anschliefend wurde Cyclopentanol (2.00 mmol, 172 mg) zugegeben.
Nach einer halben Stunde wurde erneut Cyclopentanol (1.00 mmol, 86 mg) zugegeben,
welches mit NaH (1.00 mmol) in THF vorgertihrt wurde. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 4% (4.3 umol, 2.4 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-
ds) d ppm 1.44 - 1.53 (m, 6 H) 1.53 - 1.61 (m, 2 H) 1.76 (dq, J=13.75, 6.79 Hz, 2 H) 1.85 (d,
J=12.47 Hz, 2 H) 2.17 - 2.27 (m, 7 H) 2.68 (td, J=12.20, 2.02 Hz, 2 H) 3.73 (d, J=12.47 Hz,
2H)3.78 (s, 3H) 5.15-5.22 (m, 1 H) 6.50 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.65 (d, J=2.57 Hz, 1
H) 6.99 (br. s., 1 H) 7.13 (t, J=7.52 Hz, 1 H) 7.42 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.48 (d, J=8.44 Hz, 1
H) 7.85 (d, J=2.93 Hz, 1 H) 7.88 (br. s., 1 H) 8.58 (d, J=4.77 Hz, 2 H) 11.65 (br. d, J=2.00
Hz, 1 H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) d ppm 23.18, 27.85, 31.99, 41.49, 48.58, 55.48,
61.43, 77.04, 100.47, 107.16, 111.73, 112.66, 119.14, 120.17, 121.55, 121.80, 125.81,
126.08, 130.12, 136.12, 149.62, 153.13, 160.13, 161.15, 161.60, 166.55. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet flr [C32H39N6O3]* 555.31, gefunden 555.22.
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103f — Oxetan-3-yl 2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-methoxyphenyl)amino)-4-
(1H-indol-3-yl)pyrimidin-5-carboxylat

Die Reaktion wurde nach dem allgemeinen Syntheseschema zur Amid- und Ester-Kupplung
durchgefihrt. 102 (100 ymol, 106 mg) wurde in DCM (0.025 M) geldst und mit DIPEA
(2.00 mmol, 348 pL) versetzt. Anschliefsiend wurde TBTU (120 umol, 39 mg) zugegeben und
fur 10 min geruhrt. AnschlieRend wurde Oxetan-2-ol (2.00 mmol, 132 pL) zugegeben. Nach
einer halben Stunde wurde erneut Oxetan-2-ol (1.00 mmol, 66 pL) zugegeben, welches mit
NaH (1.00 mmol) in THF vorgeruhrt wurde. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 3% (3.1 umol, 1.7 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.51
(qd, J=11.80, 3.85 Hz, 2 H) 1.85 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 2.18 - 2.28 (m, 7 H) 2.69 (td, J=12.01,
2.02Hz,2H)3.74 (d, J=12.47 Hz, 2 H) 3.77 (s, 3 H) 4.51 (t, J=5.87 Hz, 2 H) 4.77 (t, J=6.97
Hz, 2 H) 5.49 - 5.56 (m, 1 H) 6.51 (dd, J=8.80, 2.57 Hz, 1 H) 6.66 (d, J=2.57 Hz, 1 H) 6.99
(br.s., 1H)7.12 (t, J=7.15 Hz, 1 H) 7.41 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 7.45 (d, J=8.80 Hz, 1 H) 7.88
(br.s., 1 H)7.95 (d, J=2.93 Hz, 1 H) 8.72 (s, 1 H) 8.75 (s, 1 H) 11.66 (br. s., 1 H). LC-MS
(ESI+) (m/z) berechnet fiir [C3oH3sNsO4]" 543.27, gefunden 543.21.

104 - Isopropyl-4-(1-acetyl-1H-indol-3-yl)-2-((4-(4-(dimethylamino)piperidin-1-yl)-2-

methoxyphenyl)amino)pyrimidin-5-carboxylat
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Das Indol 101b (20 pmol, 10.6 mg) wurde in THF (0.02 M) geldst und mit DIPEA (0.10 mmol,
18 uL) und DMAP (20 umol, 2.4 mg) versetzt. AnschlieRend wurde bei 0 °C Acetylchlorid
(30 ymol, 2.4 mg) zugetropft und fur 4 h bei Rt geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde
zwischen Bicarbonat-Losung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na.SO4 getrocknet und
in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von
73% (15 pmol, 8.3 mg) gewonnen. '"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.02 (br. s., 6 H)
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1.45-1.57 (m, 2 H) 1.86 (d, J=11.62 Hz, 2 H) 2.27 (br. s, 6 H) 2.31 - 2.43 (m, 1 H) 2.64 -
2.73 (m,5H)3.73 (d, J=12.26 Hz, 2 H) 3.79 (s, 3 H) 4.89 (br. s., 1 H) 6.49 (d, J=8.17 Hz, 1
H) 6.64 (d, J=2.20 Hz, 1 H) 7.25 (br. s., 1 H) 7.36 (t, J=7.64 Hz, 1 H) 7.45 (d, J=8.60 Hz, 1
H) 7.63 (d, J=7.96 Hz, 1 H) 8.22 (s, 1 H) 8.36 (d, J=8.17 Hz, 1 H) 8.78 (s, 1 H) 8.91 (s, 1 H).
3C NMR (176 MHz, DMSO-ds) d ppm 21.20, 23.80, 27.53, 28.99, 41.20, 48.33, 55.53, 61.53,
68.01, 100.43, 107.14, 115.84, 118.65, 123.65, 124.96, 125.76, 128.65, 134.77, 149.71,
153.20, 160.52, 160.85, 161.35, 165.04, 169.65. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir
[Cs2H39N6O4]" 571.30, gefunden 571.23
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106 - (R,E)-N-(7-Chloro-1-(1-(4-(dimethylamino)but-2-enoyl)azepan-3-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-2-yl)-2-methyl-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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4-Dimethylaminocrotonsaure Hydrochlorid (60 umol, 10 mg) wurde in DCM (0.1 M) gel6st
und mit DIPEA (250 pL, 44 uL) versetzt. Bei 0 °C wurde TBTU (75 pmol, 24 mg) zugegeben
und far 15 min geruhrt. AnschlieBend wurde das sekundare Amin 117a (50 pmol, 23 mg)
zugegeben und fur 1 h gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Losung
und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SO4 getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.
Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 61% (30 ymol, 17.5 mq)
erhalten. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [CsoH3sCINgO2]" 575.26443, gefunden
575.264009.

108 — tert-Butyl-(R)-3-((2-chloro-6-nitrophenyl)amino)azepan-1-carboxylat

CN,BOC
= Cl
HN

O,N

1-Chloro-2-fluoro-3-nitrobenzol (4.5 mmol, 790 mg) wurde in DMF (0.2 M) geldst und mit
tert-Butyl-(R)-3-aminoazepan-1-carboxylat (4.5 mmol, 964 mg) versetzt. AnschlieRend
wurde K>COs; (13.5 mmol, 1866 mg) zugegeben und fir 2 h bei 50 °C gerihrt. Das
abgekuihlte Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Ldsung und DCM getrennt und
die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Der DMF-Ruckstand wurde
zusatzlich im Luftstrom getrocknet. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber
Silica (Petrolether:Ethylacetat) aufgereinigt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer
Ausbeute von 95% (4.27 mmol, 1.578 g) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fur
[C17H25CIN3O4]" 370.15, gefunden 369.71.
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109a - tert-Butyl-(R)-3-((2-amino-6-chlorophenyl)amino)azepan-1-carboxylat
CN/BOC
H Cl
HN

HoN

Die Nitroverbindung 108 (1.56 mmol, 577 mg) wurde in MeOH (0.005 M) geldst und im
Ho-Flussreaktor bei 75 °C, 70 bar, 7% H2-Produktion und einer Flussrate von 1 mL/min
mithilfe eines Ru/C-Katalysators (5%) reduziert. Der Durchfluss wurde in vacuo eingeengt
und das Produkt konnte ohne weitere Aufreinigung als klare Flissigkeit in einer quantitativen
Ausbeute (1.56 mmol, 530 mg) erhalten werden. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir
[C17H27CIN3O2]" 340.18, gefunden 339.96.

109b - tert-Butyl-(R)-3-((2-aminophenyl)amino)azepan-1-carboxylat

CN/BOC

HN

e
Die Nitroverbindung 108 (1.00 mmol, 370 mg) wurde in MeOH (0.05 M) gel6st und mit Pd/C
(10%) versetzt. Die Reaktion wurde fir 8 h bei Rt °C geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Kieselgur filtriert und invacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mittels Cs-Saule (H.O:MeCN) aufgereingt. Das Produkt wurde

als klare Flussigkeit mit einer Ausbeute von 28% (0.28 mmol, 85 mg) erhalten. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C17H2sN302]" 306.22, gefunden 306.00.

110a - tert-Butyl-(R)-3-(2-amino-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-

carboxylat
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Das Anilin 109a (0.82 mmol, 279 mg) wird in MeOH (0.1 M) gel6st und zu einer Lésung aus
Bromcyan (1.64 mmol, 174 mg) in MeOH:MeCN (3:1, 0.25 M) getropft. Die Reaktion wurde
fir 2 h bei 50 °C gerthrt bevor bei 0 °C mit Bicarbonat-Loésung gequencht wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-L6sung und DCM getrennt und die wassrige

Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber
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Na,SOs getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.

Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 76% (0.63 mmol, 228 mg)
erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C1sH26CIN4O2]" 365.17, gefunden 365.04.

110b - tert-Butyl-(R)-3-(2-amino-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Das Anilin 109b (0.28 mmol, 86 mg) wird in MeOH (0.1 M) gel6st und zu einer Lésung aus
Bromcyan (0.54 mmol, 57 mg) in MeOH:MeCN (3:1, 0.25 M) getropft. Die Reaktion wurde
fir 2 h bei 50 °C gerthrt bevor bei 0 °C mit Bicarbonat-Lésung gequencht wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-L6sung und DCM getrennt und die wassrige
Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SOs getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
weilder Feststoff mit quantitativer Ausbeute (0.29 mmol, 96 mg) erhalten. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C1gH27N4O2]* 331.21, gefunden 331.07.

113a — Methyl-2-methyl-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinat
N*N/
! Y%

Methyl-2-bromo-6-methylisonicotinate (2.0 mmol, 460 mg) und 1-Methyl-4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol (3.0 mmol, 624 mg) wurden in Dioxan
(0.2 M) geloést und fur 15 min im Argonstrom entgast. AnschlieRend wurden K>COs
(4.0 mmol, 553 mg) und Pd(PPhs)s (0.2 mmol, 231 mg) zugegeben. Die Reaktion wurde flr
2 h bei 120 °C in der Mikrowelle gertihrt. Das abgekihlte Reaktionsgemisch wurde zwischen
Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>;SO4 getrocknet und in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von
32% erhalten (0.64 mmol, 148 mg). '"H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.62 (s, 3
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H)3.96 (s,6 H) 7.50 (s, 1 H) 7.79 (s, 1 H) 8.00 (s, 2 H). "*C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-
d) d ppm 24.54, 39.16, 52.60, 115.78, 119.60, 123.17, 129.17, 137.71, 138.17, 152.31,
159.37, 166.00. DC-MS (ESI+) (m/z) berechnet flir [C12H14N3O2]" 232.1, gefunden 231.4.

113b — Methyl-2-bromo-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinat
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Methyl-2,6-dibromoisonicotinat (1.75 mmol, 516 mg) und 1-Methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol (1.93 mmol, 401 mg) wurden in Dioxan (0.1 M) geldst
und fir 30 min im Argonstrom entgast. Anschlielend wurden KsPO4 (3.50 mmol, 743 mg)
und Pd(dppf)Cl2 (0.175 mmol, 128 mg) zugegeben. Die Reaktion wurde fur 10 h bei 90 °C
geruhrt. Das abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM
getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber NaSO, getrocknet und in vacuo eingeengt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das
Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 55% (0.96 mmol, 285 mg)
erhalten. '"H NMR (700 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 3.97 (s, 3 H) 3.98 (s, 3 H) 7.80 (d,
J=1.08 Hz, 1 H) 7.91 (d, J=1.29 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=0.86 Hz, 1 H) 8.01 (s, 1 H). 3C NMR
(176 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 39.26, 52.97, 117.33, 121.88, 124.24, 129.78, 137.85,
140.19, 142.46, 154.00, 164.44. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C11H11BrNsO2]" 296.00,
gefunden 296.09.

113c — Methyl-2-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinat
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Methyl-2-bromoisonicotinat (2.0 mmol, 432 mg) und 1-Methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol (3.0 mmol, 624 mg) wurden in Dioxan (0.2 M) gel6st und fur
15 min im Argonstrom entgast. Anschliefend wurden K;COs (4.0 mmol, 553 mg) und
Pd(PPhs)s (0.2 mmol, 231 mg) zugegeben. Die Reaktion wurde fir 2 h bei 120 °C in der
Mikrowelle gerthrt. Das abgekuhlte Reaktionsgemisch wurde zwischen Bicarbonat-Losung

und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die
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vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SO4 getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.
Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 48% (0.96 mmol, 208 mg)
erhalten. '"H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 3.97 (s, 3 H) 3.98 (s, 3 H) 7.63 (dd,
J=5.04, 1.37 Hz, 1 H) 7.98 - 8.02 (m, 2 H) 8.02 (s, 1 H) 8.68 (dd, J=5.19, 0.61 Hz, 1 H). *C
NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 39.24, 52.73, 118.69, 119.95, 122.91, 129.18,
137.70, 138.00, 150.19, 152.91, 165.69. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir [C11H12N302]"
218.09, gefunden 218.12.

114 — Methyl-2-cyano-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinat
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Das Bromid 113b (0.50 mmol, 148 mg) wurde in DMF (0.25 M) geldst und mit ZnCN>
(0.30 mmol, 35 mg) versetzt. Die Lésung wurde fir 30 min im Argonstrom entgast bevor
Pd(PPhs)s (0.05 mmol, 58 mg) zugegeben wurde. Die Reaktion wurde Uber 2 h in der
Mikrowelle von 100 °C auf 120 °C aufgeheizt. Das abgekuhlte Reaktionsgemisch wurde
zwischen Bicarbonat-Losung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na.SO4 getrocknet und
in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(Petrolether:Ethylacetat) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer
Ausbeute von 87% (0.44 mmol, 106 mg) erhalten. "H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-d) d
ppm 4.00 (s, 3 H) 4.02 (s, 3 H) 7.98 (d, J=1.47 Hz, 1 H) 8.04 (s, 1 H) 8.06 (s, 1 H) 8.15 (d,
J=1.47 Hz, 1 H). *C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 39.39, 53.25, 116.87,
121.55, 121.78, 124.27, 130.09, 134.43, 137.97, 139.16, 154.85, 163.96. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C12H11N4O2]* 243.09, gefunden 243.11.

115a — 2-Methyl-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinsaure triflat
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Der Methylester 113a (0.64 mmol, 148 mg) wurde in THF:H20 (3:1, 0.1 M) gel6st und mit

LiOH (1.32 mmol, 32 mg) versetzt. Nach 4 h Reaktionszeit wurde die Lésung im Luftstrom
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getrocknet. Das Rohprodukt wurde in TFA-saurer Losung aufgenommen und
saulenchromatographisch Uber eine C1g-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde
als weilRer Feststoff in quantitativer Ausbeute als Triflat (231 mg) erhalten. LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C11H12N302]* 218.09, gefunden 218.14.

115b — Lithium-2-Cyano-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinat
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Der Methylester 114 (0.5 mmol, 121 mg) wurde in THF (0.1 M) gel6st und mit LiOH

(0.6 mmol, 0.1 M wassrige Lésung) versetzt. Nach 10 min Reaktionszeit wurde die Losung

\ 7/

N

im Luftstrom getrocknet. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff in quantitativer Ausbeute
als Lithiumsalz (0.5 mmol, 66 mg) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C11HoN4O2]"
229.07, gefunden 229.12. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH33CIN;Os]" 550.23,
gefunden 550.12.

115¢ - 2-(1-Methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinsaure triflat

\

\ 7/

Der Methylester 113c (0.90 mmol, 196 mg) wurde in THF:H20 (3:1, 0.1 M) gel6st und mit
LiOH (2.70 mmol, 65 mg) versetzt. Nach 4 h Reaktionszeit wurde die Lésung im Luftstrom
getrocknet. Das Rohprodukt wurde in TFA-saurer Losung aufgenommen und
saulenchromatographisch tber eine C1g-Saule (H20:MeCN) aufgereinigt. Das Produkt wurde
als weiller Feststoff als Triflat in quantitativer Ausbeute (0.90 mmol, 286 mg) erhalten. LC-
MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C1o0H10N3O2]* 204.08, gefunden 204.14.
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116a — tert-Butyl-(R)-3-(7-chloro-2-(2-methyl-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-

yl)isonicotinamido)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 115a (0.20 mmol, 66 mg) und 110a (0.20 mmol, 73 mg), DIPEA (1.00 mmol, 174 pL) und
TBTU (0.30 mmol, 96 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff in
quantitativer Ausbeute (0.20 mmol, 115 mg) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir
[C29H35CIN;O5]" 564.25, gefunden 564.17.

/

z

N—
4

\

N
{

\ /

116b — tert-Butyl-(R)-3-(2-(2-methyl-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamido)-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 115a (0.10 mmol, 33 mg) und 110b (0.10 mmol, 33 mg), DIPEA (0.50 mmol, 87 pL) und
TBTU (0.15 mmol, 48 mg) durchgefuhrt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer

Ausbeute von 96% (96 umol, 51 mg) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fir
[C29H36N703]" 530.29, gefunden 530.21.

116¢ — tert-Butyl-(R)-3-(7-chloro-2-(2-cyano-6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-
yl)isonicotinamido)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung
mit 115b (120 pymol, 27 mg) und 110a (140 pmol, 53 mg), TEA (140 pmol, 20 yL) und TBTU

(140 pmol, 45 mg) durchgefihrt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer Ausbeute
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von 36% (43 umol, 25 mg) erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C29H36N7O3]" 575.23,
gefunden 574.86.

116d — tert-Butyl-(R)-3-(7-chloro-2-(2-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamido)-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Amid- und Ester-Kupplung

mit 115¢ (0.20 mmol, 64 mg) und 110a (0.20 mmol, 73 mg), DIPEA (1.00 mmol, 174 pL) und
TBTU (0.30 mmol, 96 mg) durchgefiihrt.

Z

Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 79% (0.16 mmol, 87 mg)
erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH33CIN;O3]" 550.23, gefunden 550.17.

117a - (R)-N-(1-(Azepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-methyl-6-(1-

methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid

Die Verbindung 116a (200 pmol, 113 mg) wurde in DCM (2 mL) geldst und bei 0 °C mit TFA
(2 mL) versetzt. Die Reaktion wurde fir 2 h bei Rt gerthrt. Das Lésungsmittel wurde in vacuo
entfernt und der Rickstand wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt. Die
wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Na;SO, getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 89% (177 pmol, 82 mg) erhalten. '"H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) d ppm 1.43 - 1.62 (m, 2 H) 1.74 - 1.87 (m, 2 H) 2.05 - 2.18 (m, 1 H) 2.57 (s, 3 H)
2.71 (br.s., 1H) 2.86 - 2.95 (m, 1 H) 3.16 (dd, J=14.12, 4.95 Hz, 1 H) 3.66 - 3.79 (m, 1 H)
3.90 (s, 3 H)5.61 (br.s.,1H)7.20 (t, J=8.07 Hz, 1 H) 7.26 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 7.56 (d, J=7.34
Hz, 1 H) 7.61 (s, 1 H) 7.95 (br. s., 1 H) 8.01 (s, 1 H) 8.31 (s, 1 H). LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C24H27CIN;O]* 464.20, gefunden 464.07.
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117b — (R)-N-(1-(Azepan-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-methyl-6-(1-methyl-1H-

pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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Die Verbindung 116b (100 umol, 53 mg) wurde in DCM (1.0 mL) gelést und bei 0 °C mit TFA
(1.0 mL) versetzt. Die Reaktion wurde fir 4 h bei Rt geruhrt. Das Lésungsmittel wurde in
vacuo entfernt und der Ruckstand wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt.
Die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.

Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 87% (87 ymol, 37 mg)
erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C24H2sN7O]" 430.24, gefunden 430.14.

117¢ - (R)-N-(1-(Azepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-cyano-6-(1-
methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid

Die Verbindung 116¢ (43 uymol, 25 mg) wurde in DCM (3 mL) geldst und bei 0 °C mit TFA
(3 mL) versetzt. Die Reaktion wurde fir 4 h bei Rt gerthrt. Das L6sungsmittel wurde in vacuo
entfernt und der Rickstand wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt. Die
wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
weiler Feststoff mit einer Ausbeute von 85% (37 umol, 18 mg) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) d ppm 1.56 - 1.71 (m, 2 H) 1.80 - 1.92 (m, 2 H) 2.02 - 2.12 (m, 1 H) 2.55 - 2.67
(m,1H)2.80-2.91(m, 1H)292-3.01(m, 1H)3.25 (dd, J=13.89, 4.73 Hz, 1 H) 3.82 (dd,
J=13.73, 7.63 Hz, 1 H) 3.92 (s, 3 H) 5.54 - 5.63 (m, 1 H) 7.24 (t, J=7.93 Hz, 1 H) 7.31 (d,
J=7.93 Hz, 1 H) 7.59 (d, J=7.93 Hz, 1 H) 8.11 (s, 1 H) 8.23 (s, 1 H) 8.43 (s, 1 H) 8.48 (s, 1
H). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C24sH24CINgO]* 475.18, gefunden 475.08.

155



117d — (R)-N-(1-(Azepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-(1-methyl-1H-

pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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Die Verbindung 116d (160 umol, 88 mg) wurde in DCM (1.6 mL) gelést und bei 0 °C mit TFA
(1.6 mL) versetzt. Die Reaktion wurde flir 2 h bei Rt geruhrt. Das Lésungsmittel wurde in
vacuo entfernt und der Ruckstand wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt.
Die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.

Das Produkt wurde als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 90% (144 pymol, 65 mg)
erhalten. LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C23H2sCIN7O]* 450.18, gefunden 450.09.

118a — (R)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-methyl-
6-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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Das sekundare Amin 117a (50 umol, 23 mg) wurde in DCM:THF (50:50, 0.05 M) gel6st und

mit DIPEA (250 pmol, 44 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Acryloylchlorid (75 pmol, 6 uL in
0.5 mL THF) zugegeben und anschlieend fiir 4 h bei Rt gerihrt. Das Reaktionsgemisch

=

wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde
zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na;SO4
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber
Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute
von 61% (30 umol, 18 mg) erhalten. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C27H29CIN7O]"
518.20658, gefunden 518.20600.
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118b — (R)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-methyl-6-(1-
methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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Das sekundare Amin 117b (40 pmol, 17 mg) wurde in DCM:THF (50:50, 0.05 M) gel6st und

mit DIPEA (200 pmol, 35 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Acryloylchlorid (60 pmol, 5 uL in
0.5 mL THF) zugegeben und anschlieRend fiir 4 h bei Rt gerihrt. Das Reaktionsgemisch
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wurde zwischen Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde
zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na;SO4
getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber
Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute
von 68% (27 umol, 13 mg) erhalten. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C27H30N7O2]"
484.24555, gefunden 484.24439.

118c - (R)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-cyano-6-
(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid
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Das sekundare Amin 117¢ (25 pmol, 12 mg) wurde in THF (0.025 M) geldst und mit DIPEA
(125 pmol, 22 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Acryloylchlorid (38 pmol, 3 yL in 0.25 mL THF)
zugegeben und anschlielend fir 4 h bei Rt gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen
Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weiler Feststoff mit einer Ausbeute von
70% (17 ymol, 9.2 mg) erhalten. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C27H26CINsO2]"
529.18618, gefunden 529.18565.
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118d - (R)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-7-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-(1-

methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid

Das sekundare Amin 117d (50 ymol, 23 mg) wurde in DCM (0.05 M) gel6st und mit DIPEA
(250 pmol, 44 pL) versetzt. Bei 0 °C wurde Acryloylchlorid (75 ymol, 6 pL in 0.5 mL THF)
zugegeben und anschlieRend fir 4 h bei Rt geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zwischen
Bicarbonat-Lésung und DCM getrennt und die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica
(DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von
82% (41 umol, 21 mg) erhalten. HRMS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [CasH27CIN;O2]"
504.19093, gefunden 504.19034.

120 - (R,E)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-yliden)-2-
(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)isonicotinamid

127 (50 ymol, 23 mg) und 1-Methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3-dioxolan-2-yl)-1H-pyrazol
(75 ymol, 16 mg) wurden in Dioxan:Wasser (5:1, 0.1 M) gel6st und fir 15 min mit Argon
entgast. AnschlieBend wurden KsPOs-Monohydrat (150 umol, 35 mg) und Pd(dppf)Cl»
(20 Mol-%, 7 mg) zugegeben. Die Reaktion wurde fur 60 min in der Mikrowelle bei 120 °C
geruhrt. Das abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde zwischen DCM und Bicarbonat-Lésung
getrennt. Die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinten
organischen Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch ber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das
Produkt wurde als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 35% gewonnen (17 ummol,
8.2 mg). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C2sH2sN702]* 470.23, gefunden 470.17.
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121 - 2-Bromoisonicotinsaure
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Methyl-2-bromoisonicotinat (4.0 mmol) wurde in THF (1.0 M) gelést und mit 2 M wassriger
Lithiumhydroxid-Lésung (8.0 mmol) versetzt. Die Reaktion wurde fur 30 min bei Rt geruhrt.
Die Lésung wurde eingeengt und in TFA-saurem Wasser aufgenommen. Die Lésung wurde
zusatzlich mit TFA (8.0 mmol) angesauert und das entstandene Prazipitat wurde abfiltriert.

Das Produkt wurde als weiler Feststoff in quantitativer Ausbeute als Triflat gewonnen.
LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [CsHsBrNO-]" 201.95, gefunden 202.02.

122 - tert-Butyl-(R)-3-((2-nitrophenyl)amino)azepan-1-carboxylat
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2-Fluronitrobenzol (10.0 mmol, 1.41 g) wurde in DMF (0.2 M) geldst und mit Tert-butyl-(R)-
3-aminoazepan-1-carboxylat (10.0 mmol, 2.14 g) versetzt. AnschlieBend wird K>COs
(30.0 mmol, 4.15 g) zugegeben und fiir 4 h bei 55 °C geruhrt. Die abgekihlte Suspension
wurde zwischen Ethylacetat und Bicarbonat-Lésung getrennt und die organische Phase
wurde zweifach mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber
Na,SOs getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:Ethylacetat) aufgereinigt. Das Produkt

wurde als gelbes Ol mit einer Ausbeute von 79% erhalten (7.9 mmol, 2.65 g). LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C17H26N304]" 336.19, gefunden 335.79.

123 - tert-Butyl-(R)-3-((2-aminophenyl)amino)azepan-1-carboxylat
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Die Nitroverbindung 122 (7.87 mmol, 2.64 g) wurde in EtOH (0.1 M) gelést und mit
Pd/Aktivkohle (5 %ig, 5mol%, 730 mg) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 90 min bei

40 °C geruhrt bevor es uber eine Nutsche abfiltriert und in vacuo eingeengt wurde. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica (Petrolether:EtOAc) aufgereinigt.
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Das Produkt wurde als klares, zahflissiges Ol mit einer Ausbeute von 92% erhalten
(7.26 mmol, 2.22 g). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C17H2sN302]" 306.22, gefunden
305.92.

124 - tert-Butyl (R)-3-(2-amino-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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Das Diamin 123 (4.0 mmol, 1.22 g) wurde in MeCN (0.5 M) geldst und zu einer Lésung aus
Bromyan (4.0 mmol, 424 mg) in MeOH/MeCN (3:1, 0.5 M) getropft. Die L6sung wurde fir
2 h bei 50 °C gerthrt und anschlieBend unter Eiskihlung mit gesattigter Na,COs-Losung
gequencht. Das Gemisch wurde zwischen DCM und Wasser getrennt und die wassrige
Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde Uber
Na,SOs  getrocknet und invacuo eingeengt. Das  Rohprodukt  wurde
saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH/NHj3) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
weilder Feststoff mit einer Ausbeute von 96% gewonnen (3.8 mmol, 1.26 g). LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C1gH27N4O2]" 331.21, gefunden 331.00.

125 - tert-Butyl-(R,E)-3-(2-((2-bromoisonicotinoyl)imino)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-1-carboxylat
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2-Bromoisonicotinsaure Triflat (121, 1.50 mmol, 474 mg) wurde in DCM (0.1 M) gelést und
mit DIPEA (7.50 mmol, 1.31 mL) versetzt. Bei 0 °C wurde TBTU (1.65 mmol, 530 mg)
zugegeben und fur 10 min gerthrt bevor tert-butyl (R)-3-(2-Amino-1H-benzo[d]imidazol-1-
yl)azepan-1-carboxylat (124, 1.65 mmol, 545 mg) zugegeben wurde. Die Reaktion wurde fiir
30 min gerdhrt und anschliefend zwischen Bicarbonat und DCM getrennt. Die wassrige
Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden
Uber NaSOs4 getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt. Das Produkt wurde als
weilder Feststoff mit einer Ausbeute von 92% gewonnen (1.38 mmol, 711 mg). LC-MS (ESI+)
(m/z) berechnet fiir [C24H20BrNsO3]" 514.14, gefunden 513.91.
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126 - (R,E)-N-(1-(Azepan-3-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-ylidene)-2-

bromoisonicotinamid
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125 (1.00 mmol, 514 mg) wurde in DCM (0.1 M) gel6st und mit TFA (0.1 M) versetzt. Die

Reaktion wurde fir 1 h bei Rt gerthrt und anschlieBend im Luftstrom eingeengt. Der

Br GNH

Rickstand wurde in DCM aufgenommen und mit Bicarbonat-Lésung gewaschen. Die
organischen Phasen wurden Uber Na>SO. getrocknet und in vacuo eingeengt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Silica (DCM:MeOH/NH3) aufgereinigt.
Das Produkt wurde als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 92% gewonnen (0.92 mmol,
380 mg). '"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.56 - 1.71 (m, 2 H) 1.78 - 1.93 (m, 3 H) 2.32
-242 (m,1H)2.67-2.76 (m, 1 H) 3.02 - 3.15 (m, 2 H) 3.38 (dd, J=14.20, 6.02 Hz, 1 H) 5.08
(br.s.,1H)7.22-7.31 (m,2H)7.57-7.61 (m, 1H) 7.94 (d, J/=7.31 Hz, 1 H) 8.09 (dd, J=4.95,
1.29 Hz, 1 H) 8.17 - 8.21 (m, 1 H) 8.55 (dd, J=4.95, 0.65 Hz, 1 H). LC-MS (ESI+) (m/z)
berechnet fiir [C19H21BrNsO]" 414.09, gefunden 413.96.

127 - (R,E)-N-(1-(1-Acryloylazepan-3-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-ylidene)-

2-bromoisonicotinamid
Br o
N

A G ~_
| :

= N N

Y@
O HN

126 (0.94 mmol, 390 mg) wurde in DCM:THF (50:50, 0.05 M) gelést und mit DIPEA
(9.40 mmol, 1.6 mL) versetzt. Bei 0 °C wurde in THF vorgeldstes Acryloylchlorid (1.03 mmol,
84 pL) zugegeben und fir 30 min bei Rt gerthrt. Die Reaktion wurde zwischen DCM und
Bicarbonat-Lésung getrennt. Die wassrige Phase wurde zweifach mit DCM extrahiert und
die vereinten organischen Phasen wurden tber Na.SO, getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Silica (DCM:MeOH) aufgereinigt.
Das Produkt wurde als weiler Feststoff in quantitativer Ausbeute gewonnen (0.95 mmol,
446 mg). LC-MS (ESI+) (m/z) berechnet fiir [C22H23BrNsO2]* 468.10, gefunden 468.03.
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Generierung einer Substanzbibliothek mit Derivatisierung des Isonicotinamids:

&L 5L
RRry RRYE

Boronsaure oder Pinacolester
Pd(dppf)CIz, K3PO4
Dioxan/Wasser

120-130 °C
60 - 90 min

Evaluation der generierten Substanzbibliothek:

GN~<:
o
N\ : H N HTRF EGFR HTRF EGFR CTG CTG Ba/F3-EGFR
I W@ Wildtyp D770_N771insNPG A431 H773_V774insNPH
[nM] [nM] [nM] [nM]
%
N-N
fl /'> 0,033+ 0,011 0,042 + 0,006 4473 + 1601 13+2
@ 0,034 + 0,006 0,124 £ 0,016 13972 + 8428 99 + 24
N
I Pz 0,029 + 0,010 0,037 £ 0,010 4156 + 746 13+3
N
I Pz O/ 0,035 + 0,009 0,040 + 0,002 923 + 344 16 +1
N-N
! P 7 0,040 + 0,009 0,087 + 0,012 6541 + 2293 103 + 28
N—N/j
/\M/ /j\\N 0,033 + 0,011 0,072 + 0,009 2135 + 599 27 +6
N—N/\>
/\M/ /j\\o 0,042 + 0,002 0,059 + 0,012 1273 + 333 24 + 6
N-N
! Y% 0,081 + 0,036 0,162 * 2846 + 700 97 £ 16
N-N
[ ¥ 0,056 + 0,016 0,136 * 2298 + 460 50+9

* Einfachmessung
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i HTRF EGFR HTRF EGFR CTG CTG BalF3-EGFR
I W@ Wildtyp D770_N771insNPG A431 H773_V774insNPH
[nM] [nM] [nM] [nM]
o
N X
] 0,037 + 0,006 0,034 + 0,006 802 + 180 20+5
=
o/\
N
| 0,040 + 0,003 0,047 + 0,006 2377 + 646 21+5
=
HN
N 0,173 £ 0,013 0,950 £ 0,131 7322 + 2522 484 + 327
N
N
ﬁp 0,084 + 0,017 0,516 + 0,091 9991 £ 2741 828 + 103
NTX
L 0,028 + 0,011 0,023 + 0,008 585 + 152 14£3
N™ X
P 0,060 + 0,016 0,101 % 0,011 6215 + 1431 179 + 59
N=
HN
0,040 + 0,004 0,113 £ 0,012 10566 + 5321 84+ 16
/NH
N
0,063 + 0,018 0,224 + 0,017 4093 + 2012 187 + 61
HN
0,091 + 0,027 0,674 + 0,011 18135 + 5368 332 + 71
HN—)
N ’
g | 0,017 + 0,005 0,030 + 0,005 1567 + 374 23+3
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