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1 Allgemeiner Teil

1.1 Proteinkinasen

Zellen stellen iiberaus komplexe Systeme dar und werden durch eine Vielzahl feiner
Regulierungsmechanismen gesteuert. Eine wichtige Rolle spielen dabei die
posttranslationalen ~Modifikationen von Proteinen. Eine der bedeutendsten
Modifikationen ist die Phosphorylierung. Durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe
wird die Aktivitdt verschiedenster Funktionstrager wie Enzymen, lonenkandlen oder
Transkriptionsfaktoren gesteuert.' Fiir die Ubertragung der Phosphatgruppe ist die
Enzymfamilie der Kinasen verantwortlich. Sie gehort zur Klasse der Transferasen und
zdhlt mit ca. 518 Vertretern zu einer der grofften Proteinfamilien im menschlichen
Genom. Kinasen katalysieren die  Ubertragung des  y-Phosphats  von
Adenosintriphosphat  (ATP) vornehmlich auf die Hydroxyl-Seitenketten der
Aminosduren Serin, Threonin sowie Tyrosin verschiedenster Substrate, die hdufig selbst
Kinasen sind.” In Prokaryoten werden auch Kinasen beobachtet, die die Seitenketten
von Histidin, Glutamat, Aspartat oder auch Asparagin phosphorylieren.”” Die
Ubertragung eines Phosphatrestes auf ein Protein kann zu Konformationsinderungen
fiihren, wodurch Protein-Protein Wechselwirkungen oder die Enzymaktivitit reguliert
werden konnen. Dariiber hinaus konnen Signaliibertragungen z.B. in Form von
weiteren Phosphorylierungen induziert werden. So entstehen fiir die intrazelluldre
Signaliibertragung sehr komplexe Signaltransduktionskaskaden, die eine Vielzahl
zelluldrer Prozesse wie Wachstum, Differenzierung, Uberleben, Migration und

> Phosphatasen sind die Gegenspieler der Kinasen. Diese

Transkription steuern.
Enzyme greifen in die Regulation der Signaliibertragungen ein, indem sie
Phosphatgruppen hydrolytisch entfernen. Nur ein genau ausbalanciertes Zusammenspiel
beider Enzymklassen gewihrleistet eine kontrollierte Signaliibertragung. Stérungen
dieses dynamischen Gleichgewichts zwischen Phosphatasen und Kinasen konnen die
Signaltransduktionskaskaden verdndern und in verschiedenen Erkrankungen wie z. B.

Arthritis, Diabetes, Autoimmunerkrankungen oder Krebs resultieren.” Aufgrund des

immer detaillierteren Wissens iiber zelluldre Signalwege, in denen Kinasen zentrale
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Funktionen iibernehmen, gelten diese Enzyme als eine besonders interessante Klasse

therapeutischer Zielproteine in der Wirkstoffforschung.

1.2 Die Struktur von Proteinkinasen

Proteinkinasen lassen sich nach ihrer phylogenetischen Beziehung sowie nach ihrer
Substratspezifitit klassifizieren. Dabei wird zwischen Tyrosinkinasen und
Serin/Threonin-Kinasen unterschieden. Aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit besitzen alle
Proteinkinasen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit.”> Insbesondere die ATP-
Bindungstasche ist stark konserviert, da alle Kinasen ATP als Kosubstrat nutzen und die
Ubertragung des y-Phosphatrestes katalysieren. Die Kinasedomine von Proteinkinasen
ist aus zwei Subdoménen aufgebaut — der N-terminalen Subdoméne, die iiberwiegend
aus fP-Faltblittern besteht, und der C-terminalen Subdoméine, welche mehrheitlich aus
a-Helices aufgebaut ist. Die beiden Subdoménen werden durch die Scharnierregion —
einen kurzen Strang von bis zu 8§ Aminosduren — miteinander verkniipft. Diese
gewdhrleistet eine gewisse Flexibilitdt im Hinblick auf die relative Orientierung der
beiden Doménen zueinander, welche eine wichtige Rolle bei der katalysierten Phosphat-
Ubertragung ~ spielt.® Die beiden Subdominen formen gemeinsam mit der
Scharnierregion das katalytisch aktive Zentrum des Proteins, wo die Ubertragung des
v-Phosphatrestes von ATP auf ein spezifisches Substrat katalysiert wird (Abb. 1.1).

N-terminale
Domane

a

Glycin-reiche
Schleife

Tursteherrest

C-terminale
Doméane

Abb. 1.1: a) Wichtige Strukturelemente einer Proteinkinase (PDB-Code: 3G5D). b) Detaillierte
Darstellung der ATP-Bindungstasche der PKA (PDB-Code: 1ATP).* Der Adeninkern bindet iiber zwei
Wasserstoftbriicken (rote gepunktete Linien) an die Scharnierregion. Die Phosphatgruppen werden durch
ein Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen fiir die Ubertragung des y-Phosphatrestes positioniert.
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ATP bindet dabei iiber zwei konservierte Wasserstoftbriicken an den Peptidstrang der
Scharnierregion.* Der Triphosphatrest wird durch ein Netzwerk zahlreicher
Wechselwirkungen fiir den katalytischen Vorgang optimal ausgerichtet, und durch zwei
Mn**-Tonen und Lys72, die ihrerseits vom Glu91 der Helix C koordiniert werden, sowie
der Glycin-reichen Schleife, die sich in der N-terminalen Domine befindet, stabilisiert.
Die Glycin-reiche Schleife ist zudem eine wichtige Selektivitidtsdeterminante flir die
Bindung von Kinaseinhibitoren.”'® Weiterhin koordiniert Asp184 des DFG-Motivs
(Asp-Phe-Gly) eines der zwei Mn”"-Ionen. Aspl66 fungiert als katalytische Base bei
der Phosphatiibertragung (Abb. 1.1).° Die Position der Helix C und der Glycin-reichen
Schleife wird von der Konformation der Aktivierungsschleife beeinflusst. Diese kann
durch Phosphorylierung verschiedene rdumliche Anordnungen annehmen, wodurch die
Aktivitdt der Kinase reguliert wird. Die duferst flexible Aktivierungsschleife beginnt
mit dem konservierten DFG-Motiv, das an der Positionierung des Triphosphatrestes von
ATP beteiligt ist und groBere konformelle Anderungen bei dem Ubergang zwischen
aktivem und inaktivem Zustand einer Kinase durchlduft. Dabei bewegt sich das
Phenylalanin um etwa 10 A in Richtung der ATP-Bindungstasche und &ffnet dadurch
den Zugang zu einem hydrophoben Bereich, der allosterischen Tasche.® Bestimmte
Inhibitoren binden in dieser Region und stabilisieren so die enzymatisch inaktive DFG-
out-Konformation. Beim Ubergang von der N-terminalen Subdomine zur
Scharnierregion befindet sich der sogenannte Tiirsteherrest. Grof8e und Polaritédt dieser
konservierten Aminosdure kontrollieren den Zugang zu einer benachbarten
hydrophoben Tasche und iiben dadurch einen entscheidenden Einfluss auf die
Selektivitdt und Affinitit von Kinaseinhibitoren aus. Gerade an dieser Position werden
hiufig Mutationen beobachtet, die zu Wirkstoffresistenzen gegen Kinaseinhibitoren
filhren. Dabei kommt es vielfach zum Austausch von kleineren Aminosduren (Thr)
durch hydrophobe und sterisch anspruchsvollere Reste (Ile, Met). Infolge dieser
Mutationen werden erhdhte enzymatische Aktivititen bei Kinasen beobachtet.'
GroBere, hydrophobe Reste an der Tiirsteherposition bewirken eine zusitzliche
Stabilisierung des sogenannten hydrophoben Riickgrats, das von vier Aminosduren

ausgebildet wird. Dieses verbindet die C- und N-terminale Domine im Bereich des

" Die Nummerierung der Aminosiuren bezieht sich im weiteren Verlauf dieses Abschnitts auf die cAMP-
abhéngige Protein Kinase A (PKA), die erste Kinase deren Struktur gelost werden konnte (PDB-Code:
1ATP).
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katalytischen Zentrums miteinander, stabilisiert dabei die aktive Konformation und
resultiert letztlich in einer Aktivierung der Kinase.'""'? Dariiber hinaus erschweren

13,14 ..
" und erhohen

sperrige Tiirsteherreste die Bindung von ATP-kompetitiven Inhibitoren
zudem die Affinitdt der Kinase zu ATP."” Das Zusammenspiel dieser Faktoren
verhindert bisher die Entwicklung von Wirkstoffen, die Resistenzmutationen des

Tiirsteherrestes effektiv umgehen konnen.

1.3 Kinaseinhibitoren

Kinaseinhibitoren werden hédufig als Typ-I-, Typ-II-, Typ-IlI-, Typ-IV- und kovalente
Inhibitoren klassifiziert. Letztere basieren liberwiegend auf den Grundgeriisten der
Typ-I-Inhibitoren, besitzen jedoch zusitzlich die Fahigkeit, Aminosdureseitenketten zu
alkylieren. Substratmimetika reprasentieren eine weitere Inhibitorklasse. Die Grundlage
fiir die Unterscheidung der einzelnen Inhibitoren bieten der jeweilige Bindungsmodus

und die Wirkungsweise einer Verbindung.

Typ-I-Inhibitoren binden dhnlich dem ATP in die ATP-Bindungstasche und bilden
Wasserstoftbriicken zu der Scharnierregion aus. Dabei hemmen sie die Kinaseaktivitit
ATP-kompetitiv und binden an die enzymatisch aktive DFG-in-Konformation der
Kinase. Ein marktzugelassener Typ-I-Inhibitor ist Dasatinib,'® der zusitzlich zu den

Wasserstoftbriicken mit der Scharnierregion eine direkte Wasserstoftbriicke zu dem

Tirsteherrest ausbildet (Abb. 1.2).

Typ-II-Inhibitoren verhalten sich ebenfalls ATP-kompetitiv, allerdings unterscheiden
sie sich mafigeblich in ihrem Bindungsmodus von Typ-I-Inhibitoren. Sie stabilisieren
die inaktive DFG-out-Konformation, bei der sich das DFG-Motiv in einer auswarts
gerichteten Konformation befindet. Dadurch wird eine Bindung in die allosterische
Tasche zusdtzlich zur ATP-Region ermoglicht, wobei héufig Wasserstoftbriicken-

bindungen zur Helix C sowie zum Peptidriickgrat des DFG-Motivs ausgebildet werden.

Typ-11I-Inhibitoren binden ausschlieBlich in die allosterische Tasche von Kinasen, die
sich in der inaktiven DFG-out-Konformation befinden. Sie gehen édhnlich den Typ-II-

Inhibitoren Wechselwirkungen mit der Helix C sowie dem DFG-Motiv ein, bilden
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jedoch keinen Kontakt zur Scharnierregion aus. Prominente Vertreter dieser Klasse sind

die Pyrazolharnstoffe (Abb. 1.2).

Typ-I Typ-ll Typ-lll
Dasatinib RL45 RL37
“aktive Kinase” “inaktive Kinase” “inaktive Kinase”

_%\GKQ Adenin_—
‘ﬁ‘ Binderegion
Typ-IV kovalent Substratmimetikum
GNF-2 13-JAB pepJIP1
“inaktive Kinase” “aktive Kinase” “inaktive Kinase”

Abb. 1.2: Bindungsmodi verschiedener Kinaseinhibitoren. a) Der Typ-I-Inhibitor Dasatinib bindet an die
Scharnierregion der Tyrosinkinase cSrc (PDB-Code: 3G5D). b) RL45, ein Typ-II-Inhibitor, im Komplex
mit cSrc (PDB-Code: 3F3V). Der Inhibitor erstreckt sich von der ATP- bis hin in die allosterische
Bindungsstelle. ¢) RL37 belegt lediglich die allosterische Tasche von ¢Src (PDB-Code: 3F3U). d) Das
Pyrimidin GNF-2 bindet in die Myristoyl-Tasche der Tyrosinkinase Abl (PDB-Code: 3K5V). ¢) 13-JAB
bildet eine kovalente Bindung mit der Kinasedomine von EGFR aus (PDB-Code: 2J5F). f) Das
Substratmimetikum pepJIP1 im Komplex mit JNK1 (PDB-Code: 1UKH).

Typ-IV-Inhibitoren sind rein allosterische Modulatoren, die in einiger Entfernung zum
aktiven Zentrum der Kinase binden, wie z. B. GNF-2, ein von Novartis entwickelter

Inhibitor, der die Myristoyl-Bindungstasche der Abelson Kinase (Abl) adressiert (Abb.

1.2)."" Studien mit diesem allosterischen Inhibitor haben gezeigt, dass in Kombination
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mit einem Typ-II-Inhibitor (Nilotinib, Imatinib) Wirkstoffresistenzen umgangen werden
konnen — auch die mit der Mutation des Tiirsteherrestes (T3151) assoziierte Resistenz.
Die verschiedenen Wirkorte und Bindungsmechanismen der kombinierten Inhibitoren
unterdriicken zudem die Entstehung solcher Resistenzen.'® FEine zentrale
Herausforderung fiir die Entwicklung von Typ-IV-Inhibitoren ist der Mangel an
Systemen, die eine Detektion allosterischer Inhibitoren erlauben. Letztere konnen iiber
klassische aktivititsbasierte Systeme zwar erkannt, aber nur selten von ATP-
kompetitiven Inhibitoren unterschieden werden. Hinzu kommt, dass nur wenige
strukturbiologische Informationen iiber neue potentielle Bindungsstellen existieren. Die
klinische Relevanz und der wenig erforschte chemische Raum neuer Inhibitor-
Grundgeriiste machen Typ-IV-Inhibitoren zu einer &@uflerst attraktiven Klasse von

Kinaseinhibitoren."’

GNF-2 ON012380 MK-2206

b F /Cjim

: HN NH,
“ N

N
0 P |
? N kN/\) o}
Q ® .
BIBW-2992 WZ4002 fmk

Abb. 1.3: Allosterische a) und kovalente b) Kinaseinhibitoren. a) Studien mit GNF-2'® und ON012380%
haben gezeigt, dass die mit dem Tiirsteherrest (T315) assoziierte Wirkstoffresistenz in Ber-Abl mit diesen
Inhibitoren effektiv umgangen werden kann. MK-2206 bindet an die Pleckstrin-Homologie Doméne der
Akt Kinasen und ist hochselektiv gegeniiber verwandten Kinasen.”® b) BIBW-2992 ist ein EGFR und
HER?2 Inhibitor und befindet sich in Phase III der klinischen Erprobung. Er scheint Medikamenten der
ersten Generation dieser Klasse iiberlegen zu sein. WZ4002 wurde gegen die Wirkstoffresistente Variante
EGFR T790M entwickelt und zeigt hervorragende Resultate in T790MMausmodellen.”! fmk ist ein
selektiver RSK1/RSK2 Inhibitor.*
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Kovalente Inhibitoren basieren hdufig auf bekannten Kinaseinhibitor-Grundgeriisten,
die zusétzlich mit einem Elektrophil dekoriert sind. Diese reaktiven Gruppen kénnen
nukleophile Aminosdureseitenketten (z. B. Cystein) alkylieren und somit eine kovalente
Bindung zu dem Protein ausbilden (Abb. 1.2). Voraussetzung fiir eine kovalente
Modifikation ist die raumliche Nahe zwischen Elektrophil und Seitenkette, wobei auch
eine ideale Ausrichtung der Gruppen zueinander essentiell ist. Die unmittelbare
Umgebung kann zudem zur Aktivierung der nukleophilen Seitenketten fiihren.”**
Derzeit befinden sich einige kovalente Kinaseinhibitoren in der klinischen Erprobung.*
Von ihnen erhofft man sich, dass sie insbesondere auftretende Wirkstoffresistenzen
umgehen und effizient inhibieren kdnnen. Kovalente Inhibitoren, die speziell gegen die

wirkstoffresistente Variante EGFR T790M entwickelt wurden, zeigen bereits in

Mausmodellen hervorragende Resultate (Abb. 1.3).”!

Eine weitere, deutlich weniger erforschte Klasse von Kinaseinhibitoren, sind die
Substratmimetika. Diese Verbindungen konnen kleine organische Molekiile sein (z. B.
ON012380%° (Abb. 1.3)), aber auch peptidischen Charakter besitzen und so klassische
Substrate von Kinasen nachahmen, wie z.B. ein Peptid des Gerlistproteins JIP
(JNK-interagierendes Protein), welches die JNK-Aktivitit hemmt (Abb. 1.2).° Da
solche Verbindungen weniger konservierte Substratbindungsstellen adressieren, kénnen
sie zu selektiveren Inhibitoren fiithren, die zudem intrazelluldr nicht mit den hohen ATP-
Konzentrationen konkurrieren miissen, und somit in geringeren und weniger toxischen

. . 27
Konzentrationen angewendet werden konnen.

1.4 Personalisierte Medizin

Mit der Entschliisselung des humanen Genoms im Jahre 2001 brach eine neue Ara in

der biomedizinischen Forschung an.”™

Die Fortschritte des Humangenomprojektes
legten zusammen mit der rasanten Weiterentwicklung der Sequenziertechnologien®® die
Grundlage fir die genaue Untersuchung einzelner Gendefekte sowie des
Zusammenspiels des gesamten Genoms und auch epigenomischer Faktoren. Diese
Erkenntnisse liefern die Grundlage fiir den neuen Ansatz der personalisierten Medizin,

die ihr Augenmerk auf die Diagnostik der einzelnen, flir die Erkrankung

verantwortlichen Gene, und die zielgerichtete Therapie des Individuums legt.’’
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Ein solcher Ansatz ist insbesondere bei der Krebstherapie erfolgreich, da vielfdltige
Schadigungen und Verdnderungen des instabilen humanen Genoms zur Fehlregulation
von zelluldren Signalwegen fithren konnen und somit die Entstehung und das
Wachstum von Tumoren vorantreiben. Dabei kann ein einziges mutiertes Gen, in
diesem Zusammenhang als Onkogen bezeichnet, fiir die Entstehung und die
unkontrollierte Proliferation von Tumorzellen verantwortlich sein. Dies resultiert
oftmals in einer Abhéngigkeit des Tumorwachstums von dem Onkogen (,,oncogene
addiction*),’** das sich folglich besonders gut als Angriffsziel fiir die zielgerichtete
Behandlung eignet. Die konventionelle chemotherapeutische Behandlung bei der
Tumortherapie mit unspezifischen Wirkstoffen zielt auf fundamentale zellulédre
Prozesse wie die DNA-Replikation und die Zellteilung ab, schidigt aber gleichermal3en
gesunde wie kranke Zellen, fiihrt so zu nicht unerheblichen Nebenwirkungen und bleibt
oft erfolglos. Diese Befunde erkliren das besonders groBe Bediirfnis nach
zielgerichteten Behandlungsméglichkeiten.’® Eine personalisierte Tumortherapie zielt
darauf ab, vor Therapiebeginn genetische Lisionen zu identifizieren, die das
Tumorwachstum antreiben. Durch den Einsatz spezifischer niedermolekularer
Inhibitoren werden die onkogenen Zielmolekiile gezielt ausgeschaltet, wodurch die
Erfolgsrate der Behandlung erh6éht und gleichzeitig Nebenwirkungen eingeschriankt

werden.>**

Fiir den zukiinftigen Erfolg der personalisierten Medizin in der Onkologie werden ein
verbessertes Verstindnis der Tumorbiologie, die Identifikation molekularer
Zielmolekiile sowie die rationale Entwicklung neuer Krebsmedikamente grundlegend
sein.”® Dariiber hinaus wird die klinische Erprobung an vorausgewihlten
Patientengruppen essentiell sein, um die Ansprechraten neuer Medikamente zu steigern
und gleichzeitig das Risiko fiir deren Scheitern zu minimieren. Durch die Erkennung
und den Einsatz geeigneter Biomarker konnte bereits in frithen klinischen Tests der
Erfolg neuer Krebsmedikamente zuverlissig angezeigt werden.” Des Weiteren wird die
Zugidnglichkeit der Diagnostik, d.h. Kosten und Genauigkeit, Voraussetzung fiir ihren
alltiglichen Einsatz sein.*® Mittlerweile konnten die Kosten fiir die Sequenzierung eines
menschlichen Genoms mit neuesten Techniken — z. B. basierend auf DNA-Nanoarrays

— auf etwa $4400 gesenkt werden.’’ Dadurch ist man dem Ziel nahe, diese Kosten auf
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unter $1000 zu reduzieren, und sie dadurch fiir den klinischen Gebrauch als

. 31
Standardverfahren einsetzbar zu machen.

Vor diesem Hintergrund wurden das ,,Cancer Genome Project* (1999)38 und ,,The
Cancer Genome Atlas“ (2006)* mit dem Ziel gegriindet, Verdnderungen des
menschlichen Genoms, die ausschlaggebend fiir die Entstehung verschiedener Arten
von Krebs sind, in groB3 angelegten Studien zu identifizieren und zu katalogisieren.
Dariiber hinaus wurde 2007 die Initiative ,,The International Cancer Genome
Consortium* beschlossen, die die bisherigen Projekte zur Entschliisselung des
Krebsgenoms vereint bzw. koordiniert.*” Dadurch soll eine Standardisierung der
weltweiten Krebsforschungsprojekte, eine effiziente Bereitstellung der Daten, sowie
eine bessere Kommunikation der Mitglieder des Konsortiums gewéhrleistet werden.
Zusammengenommen sollen diese Malnahmen die Effizienz der weltweiten

Krebsforschung steigern.*

1.5 Kinaseinhibitoren in der zielgerichteten Therapie

In der zielgerichteten Tumortherapie gelten Kinaseinhibitoren als eine besonders
aussichtsreiche Wirkstoftklasse, da Kinasen in die Steuerung nahezu aller zelluldrer
Signalwege eingebunden sind. Thre Fehlregulation kann einen signifikanten Einfluss auf
die Dynamik der komplexen zelluliren Netzwerke haben und letztlich zu deren
Dysregulation sowie zur Entstehung verschiedenster Erkrankungen wie z. B. Krebs
fiihren.*' Dabei haben neben kleinen organischen Molekiilen wie Imatinib (Gleevec®),
Sorafenib (Nexavar™) oder Lapatinib (Tykerb®) auch einige monoklonale Antikérper
wie z.B. Trastuzumab (Herceptin®) und Cetuximab (Erbitux®) bereits die
Marktzulassung erreicht (Abb. 1.4).”° Trotz der bisherigen klinischen Erfolge von
Kinaseinhibitoren in der zielgerichteten Tumortherapie, bleiben weiterhin die
Selektivitit, eine eingeschrinkte Wirksamkeit sowie das Aufkommen von
Wirkstoffresistenzen grundlegende Herausforderungen bei der Entwicklung von

Kinaseinhibitoren fiir eine effektive Langzeitbehandlung.”'**
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Abb. 1.4: Chemische Strukturen der Kinaseinhibitoren Imatinib (Gleevec®), Sorafenib (Nexavar™) und
Lapatinib (Tykerb®)

Wirkstoffresistenzen. Bei der Behandlung mit Kinaseinhibitoren treten immer haufiger
Mutationen auf, die zu Wirkstoffresistenzen fithren und den Erfolg der zielgerichteten
Tumortherapie einschrinken.* Durch die Behandlung von Patienten mit reversiblen
Inhibitoren wird auf die Tumorzellen ein Selektionsdruck ausgeiibt, unter dem sich
insbesondere Zellpopulationen mit entsprechenden Wirkstoffresistenzen durchsetzen
kénnen.* Die hiufigsten Mutationen werden an der Position des Tiirsteherrestes in der
Scharnierregion beobachtet, wobei Aminosduren mit kleinen Seitenketten (iiberwiegend
Thr) gegen groBere, hydrophobe Reste (Ile oder Met) ausgetauscht werden.” Solche
Mutationen wurden bereits eingehend untersucht (Ber-Abl (T3151), c-KIT (T670I),
PDGFRa (T6741) und EGFR (T790M); cSrc (T338M) wurde als Modelsystem fiir

relevante wirkstoffresistente Kinasen studiert'***

), wobei gezeigt wurde, dass sterisch
anspruchsvolle Reste an dieser Position eine optimale Bindung von ATP-kompetitiven
Inhibitoren verhindern und zudem die enzymatische Aktivitiat der Kinase sowie deren
Affinitit gegeniiber ATP erhdhen.'"**® Prinzipiell koénnen jedoch auch diese
Resistenzen umgangen werden, wie der Inhibitor der Aurora Kinase VX-680 zeigt.
Dieser Inhibitor behélt auch gegen die wirkstoffresistente T3151 Mutante der Ber-Abl
Kinase seine schwache Affinitit bei, indem er an die Scharnierregion bindet, dabei
jedoch dem Tiirsteherrest rdumlich ausweicht.*”*® Zudem kénnen solche Mutationen
mit Inhibitoren umgangen werden, die aullerhalb der ATP-Bindungstasche binden und

enzymatisch inaktive Konformationen stabilisieren, wie am Beispiel des Bcr-Abl-

Inhibitors GNE-2 (Abb. 1.3) erfolgreich gezeigt werden konnte.'®
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Selektivitit von Kinaseinhibitoren. Eine Vielzahl der bekannten Kinaseinhibitoren ist
in ihrer Wirkweise eher unselektiv und inhibiert in der Regel mehr als nur ein
Zielprotein.* Diese Tatsache kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass Kinaseinhibitoren
tiberwiegend ATP-kompetitiv sind und die hoch konservierte ATP-Bindungstasche
adressieren, wo sie essentielle Wasserstoffbriickenbindungen mit der Scharnierregion
der Kinasedomédne ausbilden. Verbindungen, die weniger konservierte Bereiche
auBerhalb der ATP-Bindungstasche belegen oder inaktive Kinasekonformationen
stabilisieren, bieten daher neue Moglichkeiten fiir die Entwicklung von Inhibitoren mit
verbesserten Selektivititsprofilen.”® Die gezielte und spezifische Inhibition einer Kinase
ist insbesondere fiir die akademische Forschung attraktiv. Hochselektive Inhibitoren
dienen als Grundlage fiir chemische Sonden, die eingesetzt werden, um die Funktion
einzelner Proteine in zelluldren Signalwegen zu untersuchen. So konnten Taunton und
Mitarbeiter Pyrrolopyrimidine entwickeln, die selektiv und kovalent die p90
ribosomalen Proteinkinasen RSK1 und RSK2 inhibieren (Abb. 1.3).” Die
Weiterentwicklung dieser Inhibitoren zu chemischen Sonden fiihrte zur Aufklirung der

' Selbstverstindlich sind selektive Inhibitoren, die

Signalwege dieser Kinasen.’
iblicherweise mit weniger Nebenwirkungen einhergehen, auch fiir die pharmazeutische
Industrie von grofler Bedeutung. Im Hinblick auf die klinische Effektivitit von
Kinaseinhibitoren wird aktuell jedoch diskutiert, ob hochselektive Verbindungen
Vorteile mit sich bringen, oder ,,Multitarget-Inhibitoren* iiberlegen sind, die spezifisch

: . 20,52
mehrere Zielproteine ausschalten.”

Interessanterweise ergaben Untersuchungen von
klinisch validierten Kinaseinhibitoren weitaus weniger spezifische Wirkprofile als
zunichst angenommen.”’ Verschiedene Resistenzmechanismen, die nicht von einer
Mutation des urspriinglichen Zielproteins ausgehen, sondern vielmehr auf der
Aktivierung von z. B. redundanten Kinasen sowie der Inaktivierung von Phosphatasen
beruhen, um die verbleibende Aktivitdt der inhibierten Zielkinase zu verstdrken, sind
eindeutige Anhaltspukte, die fiir eine Kombinationstherapie mit mehreren selektiven

52,53 .
~” Eine

Inhibitoren oder eine Therapie mit einem ,,Multitarget-Inhibitor* sprechen.
zentrale Herausforderung fiir beide Ansétze stellt dabei die gezielte Entwicklung von
Kinaseinhibitoren mit spezifischen Wirkprofilen dar — ungeachtet dessen, ob eine

Kinase oder aber eine bestimmte Gruppe von Kinasen selektiv ausgeschaltet werden
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soll. Hierzu wird oftmals die vielversprechende Methode des rationalen oder auch

strukturbasierten Wirkstoffdesigns (SBWD) angewendet.’

Strukturbasiertes Wirkstoffdesign. Die Wirkstoffentwicklung beginnt in der Regel mit
der Durchmusterung von Substanzbibliotheken im Hochdurchsatzverfahren, in dem
neue Molekiile identifiziert werden, die eine biologische Aktivitit gegeniiber einem
bestimmten Zielprotein aufweisen. Nach der Validierung dieser Verbindungen werden
die aussichtsreichsten Kandidaten in medizinalchemischen Optimierungsprogrammen
weiterentwickelt. Liegen ausreichend strukturelle Informationen {iber das Zielprotein
vor, werden fiir die Leitstrukturentwicklung strukturbasierte Ansédtze verwendet. Das
SBWD stiitzt sich in erster Linie auf strukturbiologische Untersuchungen eines
Zielproteins, die zum gezielten Entwurf und zur Weiterentwicklung biologisch aktiver
kleiner organischer Molekiile fithren. Dabei ist die genaue Analyse von potentiellen
Bindungsstellen grundlegend, um diese mit moglichst hoher Affinitét adressieren zu
konnen.”* Das SBWD lisst sich bei der Wirkstoffentwicklung in der Kinaseforschung
besonders gut anwenden, da iliber 130 Rontgenkristallstrukturen von menschlichen
Kinasen bekannt sind.*’ Diese Strukturen konnen direkt verwendet werden, oder aber
fiir die Berechnung von Homologiemodellen verwandter Zielkinasen dienen. Gerade
diese Vielzahl von Rontgenkristallstrukturen kann entscheidende Informationen iiber
die Beschaffenheit und Eigenschaften moglicher Bindungstaschen liefern, und so zum
Design von selektiven Inhibitoren beitragen, die gezielt eine Kinase oder aber eine
Gruppe von Kinasen inhibieren.* Eine weitere strukturbasierte Methode ist das
fragmentbasierte Wirkstoffdesign. Molekiilfragmente (niedermolekulare chemische
Einheiten) werden durch NMR (nuclear magnetic resonance) oder Rontgen-
kristallographie identifiziert und ihre Interaktionen mit dem Protein optimiert. Letztlich
werden die Fragmente zu einer neuen Verbindung zusammengesetzt. Idealerweise
ergeben sich daraus potente Verbindungen, deren Affinitét in der Regel weitaus héher

> Auch dieser Ansatz wurde in der

ist, als die der einzelnen Fragmente.’
Kinaseforschung erfolgreich angewendet und resultierte beispielsweise in der Synthese

von Typ-II-Inhibitoren der p38a Kinase.>®

Neben den strukturbiologischen Studien, die in erster Linie der Weiterentwicklung von
bioaktiven kleinen organischen Molekiilen dienen, sind fiir den Erfolg der

Wirkstoffentwicklung geeignete Assaymethoden  unabdingbar, die im
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Hochdurchsatzverfahren das Auffinden neuer biologisch aktiver Molekiile ermdglichen.
So ist der zukiinftige Erfolg in der Kinaseforschung auch von der Entwicklung und
Etablierung neuer Assaysysteme abhingig, da bisher iiberwiegend aktivititsbasierte
Assays eingesetzt wurden, und so unfreiwillig bevorzugt ATP-kompetitive Inhibitoren
identifiziert wurden. Aktuell sind insbesondere Methoden von grof8em Interesse, die es
erlauben, Inhibitoren zu finden, die inaktive Kinasekonformationen stabilisieren

und/oder die Kinaseaktivitit allosterisch modulieren.






2 N-Aryl-N¢-Pyrazolharnstoffe

2.1 Einleitung

Kinasen nehmen typischerweise eine aktive Konformation an — auch DFG-in-
Konformation genannt. Diese Konformation ermoglicht die Bindung von ATP und
Substratproteinen und wurde erstmals fiir die Protein Kinase A (PKA) beschrieben.®
Konformelle Verdanderungen der Aktivierungsschleife resultieren bei einigen Kinasen in
einem 180° Flip des hochkonservierten DFG-Motivs, der zu der sogenannten DFG-out-
Konformation fiihrt. Dabei bewegt sich das Phe des DFG-Motivs in Richtung der ATP-
Bindungsstelle und macht eine hydrophobe allosterische Tasche zuginglich.”®”’
Charakteristischerweise binden Typ-II- und Typ-III-Inhibitoren an Kinasen in der DFG-
out-Konformation und besetzen dabei auch die neu ausgebildete allosterische Tasche.”
Die strukturelle Verdanderung, die mit der Bindung dieser Liganden einhergeht, steigert
die Verweilzeit der Liganden am Wirkort. Dies fiihrt im Hinblick auf eine Therapie
dazu, dass geringere Wirkstoffkonzentrationen nétig sind, um die gewiinschte Wirkung
der Therapeutika am Zielprotein zu erreichen, und resultiert letztlich in einem
erweiterten therapeutischen Fenster.”® Bisher bleibt jedoch die Frage unbeantwortet,
welche Kinasen eine DFG-out-Konformation annehmen konnen, und ob diese
grundsétzlich durch Liganden stabilisiert werden kann. Zusammengenommen machen
die vorteilhaften pharmakokinetischen Wirkprofile von Typ-II- bzw. Typ-III-
Inhibitoren, sowie die Suche nach Kinasen, die eine inaktive DFG-ouf-Konformation
annchmen konnen, die Klasse der DFG-out-Binder zu besonders interessanten

Wirkstoffen.

2.2 Zielsetzung

Neben dem Typ-II-Inhibitor BIRB-796, einem p38a Inhibitor von Boehringer-

Ingelheim,”””’

sind einige hoch affine N-Aryl-N‘-Pyrazolharnstoffe als Typ-III-
Inhibitoren von p38a bekannt. Aufgrund ihrer detaillierten strukturbiologischen
Charakterisierung bot diese Substanzklasse einen idealen Ausgangspunkt fiir weitere

Untersuchungen der Fragestellung, welche Kinasen eine DFG-out-Konformation
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annehmen konnen. Daher sollte basierend auf dem N-Aryl-N‘-Pyrazolharnstoff-Motiv
eine fokussierte Substanzbibliothek aus neuartigen Verbindungen synthetisiert werden.
Im Folgenden sollten diese Substanzen als Referenzverbindungen fiir die Entwicklung
und Validierung neuer Assaysysteme zur Identifikation von neuartigen DFG-out-
Bindern eingesetzt werden. Dariiber hinaus sollten zusétzliche Informationen tiber die

Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieser Substanzklasse gewonnen werden.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Strukturbasiertes Design einer fokussierten Substanzbibliothek

Um eine Substanzbibliothek aus pyrazolharnstoffbasierten Typ-II- und Typ-III-
Inhibitoren zu entwerfen, wurden die Prinzipien des strukturbasierten Wirkstoffdesigns
angewendet. Dazu wurden die literaturbekannten Komplexstrukturen von BIRB-796

und 2.14 im Komplex mit p38a analysiert (Abb. 2.1).”’

a ” G|u7]ﬁ b A{\l cl
‘ 3T

BIRB-796 (2.10)

Abb. 2.1: (a) Uberlagerung von BIRB-796 (gelb) und 2.14 (grau) im Komplexmit p38a (PDB-Codes:
1KV2 und 1KV1)”. Die essentiellen Wasserstoffbriicken dieser Substanzklasse sind zwischen dem
Liganden 2.14 (grau) und p38a (grau) durch rot gepunktete Linien gekennzeichnet. Die roten Pfeile
markieren die Positionen, die fiir eine weitere Derivatisierung ausgewéhlt wurden. (b) Chemische
Strukturen der Verbindungen 2.14 und BIRB-796.

Basierend auf diesen Strukturen wurden zwei Positionen fiir die weitere Derivatisierung
des Typ-IlI-Inhibitors 2.14 identifiziert. Zum einen sollten verschieden substituierte
Phenyle die Methylgruppe am Pyrazolring ersetzen, um die allosterische Tasche

effektiver auszufiillen. Dazu sollten zunidchst ortho-, meta- sowie para-Tolyl

Substituenten eingefiihrt werden, wobei BIRB-796 als Strukturbeispiel diente (Abb.
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2.1). Als negative Referenz sollte 2.4e dienen. Diese Verbindung, ebenfalls ein N-Aryl-
N*-Pyrazol-Harnstoff, sollte an dem Pyrazolphenylring mit zwei Chloratomen und einer
Trifluormethylgruppe sterisch sehr anspruchsvolle Substituenten tragen, die eine
Bindung in der allosterischen Tasche verhindern sollten. Des Weiteren sollten Grof3e
und Charakter der N-Arylsubstituenten variiert werden. Dabei wurde die GroBle des
hydrophoben Substituenten von p-Chlorophenyl zu Naphthyl gesteigert. Zudem sollten
auch Aniline in diese Position gebracht werden, um den Einfluss polarer Gruppen auf
die Bindungsaffinitét studieren zu kdnnen. Weiterhin sollte neben BIRB-796 auch das
Phenyl-Analogon 2.11 synthetisiert werden, um die unterschiedliche Bindungsaffinitit

beider Liganden durch strukturbiologische Studien verstehen zu konnen.

2.3.2 Syntheseroute
Die Synthese der Verbindungen stiitzt sich in erster Linie auf literaturbekannte
Verfahren.”® So sollen die Typ-IlI-Inhibitoren iiberwiegend in Additionsreaktionen

aus Pyrazolaminen und Isocyanaten aufgebaut werden.

Schema 2.1: Syntheseroute fiir die Typ-III-Pyrazolharnstoffe.
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Die benétigten Pyrazolamine werden in Kondensationsreaktionen aus Hydrazinen und
Pivaloylacetonitril dargestellt. Alternativ wird das Harnstoff-Pharmakophor aus der

Reaktion Troc-geschiitzter Pyrazolamine mit primiren Aminen erhalten.
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BIRB-796 sowie sein Phenyl-Analogon 2.11 werden basierend auf der vorgeschlagenen
konvergenten Synthese von Regan et al. dargestellt.” Allerdings wird fiir die
Harnstoffbildung nicht die Substitution an Phosgen mit den Aminen 2.3¢ sowie 2.9a
bzw. b durchgefiihrt, sondern ein alternativer Weg verfolgt, der von Bagely et al.
gezeigt wurde und mit hoheren Ausbeuten einhergeht.” Dieser sieht die bereits
erwahnte Harnstoffbildung durch die Substitution Troc-geschiitzter Pyrazolamine mit
primdren Aminen vor. Ausgehend von dem Aminopyrazol 2.3¢ wird die Troc-
Schutzgruppe am Amin eingefiihrt und liefert das Carbamat 2.5a, in dem bereits die zur

Bildung des Harnstoffs notwendige Carbonylfunktion vorliegt.

Schema 2.2: Syntheseroute BIRB-796.
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BIRB-796 (2.10)

Die finale Harnstoftbildung wird durch den nukleophilen Angriff eines primiren Amins
auf den Carbonylkohlenstoff des Carbamats vervollstandigt, wobei die Trichloroethoxy-

Gruppe als Abgangsgruppe dient.
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Das Aminonukleophil wird ausgehend von 4-Amino-1-naphthol 2.6 aufgebaut.
Zunichst wird das Amin mit der fert-Butyloxycarbonyl-Gruppe geschiitzt, was die
selektive Reaktion der Naphthylhydroxygruppe mit 2-Chloroethylmorpholin
ermOglicht. Die tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe wird daraufhin wieder entfernt
und liefert das Amin 2.9a. Der finale Kupplungsschritt zur Synthese von BIRB-796
(2.10) ist also eine Sy2-Reaktion der Synthone 2.5a und 2.9a. Das Phenylderivat 2.11
(Tabelle 2.3) wird analog zu dieser Synthese hergestellt, wobei das Aminonukleophil
2.9b aus 4-Aminophenol aufgebaut wird.

2.3.3 Synthese der N-Aryl-N‘-Pyrazolharnstoffe
Als erste Referenzverbindung wurde 2.14 aus dem Aminopyrazol 2.12 und

4-Chlorophenylisocyanat 2.13 mit einer Ausbeute von 23 % dargestellt (Schema 2.3).

Schema 2.3: Synthese des Pyrazolharnstoffs 2.14.

cl Toluol
o cl
.
N _N 115 °C, 24 Std., N /©/
-C 23 % A

4
N"ONTON
I H H

212 213 2.14

Um die weiteren Derivate fiir die fokussierte Substanzbibliothek aufzubauen, wurden
zunidchst die aromatisch substituierten Aminopyrazole durch eine Pinner-artige
Reaktion von unterschiedlich substituierten Phenylhydrazinen oder Phenylhydrazin-
hydrochloriden mit dem durch HCI aktivierten Pivaloylacetonitril synthetisiert, wobei

tiberwiegend sehr gute Ausbeuten erreicht wurden (Schema 2.4).

Schema 2.4: Synthese der Pyrazolharnstoffe.

HCI (konz.), EtOH Arylisocyanat, Toluol
_NH,
HN * N o N o N Q
R SN 90°C, 24 Std, . 115 °C, 24 Std., . N)J\ Ar

7 7
o 44-94 % [‘1 NH, 43-77 % [‘l N
H H
R R
2.1a-e 2.2 2.3a-e 2.4af
R:a = o-Tolyl
b = m-Tolyl
c = p-Tolyl

d = 3-Chloro-4-methylbenzyl
e = 2,2-Dichloro-4-trifluoromethylbenzyl
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Im darauf folgenden Schritt wurden in Additionsreaktionen die Aminopyrazole 2.3a-e
mit 4-Chloroisocyanat 2.13 bzw. Naphthylisocyanat umgesetzt, wodurch die
Harnstoffeinheit aufgebaut wurde, und die Verbindungen 2.4a-f in guten Ausbeuten

isoliert wurden (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Pyrazolharnstoffe.

NN
2.14; 2.4a-f
Verbindung Pyrazol R Ar Ausbeute [%]
2.14 2.12 Methyl 4-Chlorophenyl 23
24a 2.3a o-Tolyl 4-Chlorophenyl 65
2.4b 2.3b m-Tolyl 4-Chlorophenyl 63
2.4c 2.3c p-Tolyl 4-Chlorophenyl 69
2.4d 2.3d 3-Cl-p-Tolyl 4-Chlorophenyl 43
2.4e 2.3e i ;&i;gggﬁ;ﬁ; gr;zyl 4-Chlorophenyl 77
2.4f 2.3¢ p-Tolyl Naphthyl 66

BIRB-796 und sein Phenyl-Analogon 2.11 wurden iiber konvergente Syntheserouten
aufgebaut (Schema 2.2). Das Aminopyrazol 2.3¢ wurde mit Troc-Cl zu dem Carbamat
2.5a umgesetzt und mit einer Ausbeute von 78 % isoliert (Schema 2.5). Das
Aminonukleophil wurde ausgehend von 4-Amino-1-naphthol 2.6 generiert. Zunichst
wurde das Amin in moderater Ausbeute mit der tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe
geschiitzt, was die selektive Reaktion der Naphthylhydroxygruppe unter basischen
Bedingungen (K;COs3;) mit 2-Chloroethylmorpholin  erméglichte. Die  tert-
Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe wurde darauthin unter sauren Bedingungen mit HCl
(4 M in Dioxan) wieder entfernt und ergab das Amin 2.9a in guten Ausbeuten. In einer
Sx2-Reaktion, dem finalen Kupplungsschritt, wurden die Synthone 2.5a und 2.9a zu
BIRB-796 (2.10) in 44 %-iger Ausbeute verkniipft (Schema 2.5). Das Phenylderivat
1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-morpholinoethoxy)-phenyl)harnstoff

(2.11) wurde analog zu dieser Synthese hergestellt, wobei das Aminonukleophil
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beginnend mit 4-Aminophenol aufgebaut wurde. 2.11 wurde in 59 %-iger Ausbeute

isoliert.

Schema 2.5: Synthese von BIRB-796 (2.10).”

S
2.3c - . Cl ]
N N o/\ﬁ
H CICI
OV\
2.5a e
O
/\/NH/
2.10
NH2 ] NH3

“Reagenzien und Bedingungen: (a) TrocCl, H,O, EtOAc, NaOH, 0 °C bis RT, 3 Std., 87 %; (b) Boc,0O,
TEA, MeOH, RT, iiber Nacht; (c) KOH, 4-(2-Chloroethyl)morpholin Hydrochlorid, K,CO3;, MeCN,
80 °C, 3 Std.; (d) HC1 (4 M in Dioxan), Dioxan, RT, 16 Std., 46 % (3 Schritte); (¢) DIPEA, DMSO,
60 °C, 5 Std., 44 %.

Die Darstellung der N-Pyrazol-N’-Aryl-Harnstoffe 2.16a-¢ und 2.17a-c erfolgte
ausgehend von dem Aminopyrazol 2.3f, das wie beschrieben aus dem m-Nitro-
phenylhydrazin und 2.2 in 57 %-iger Ausbeute erhalten wurde. Die Harnstoffe 2.16a-c
waren durch die Reaktion des Aminopyrazols 2.3f mit 4-Chlorophenylisocyanat bzw.
Naphthylisocyanat zugénglich. Die anschlieBende Reduktion mit Pd/C und

Ammoniumformiat oder Raney-Nickel und Ammoniumchlorid lieferte 2.17a-¢ in guten

Ausbeuten (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: Synthese der Nitro- und Aminopyrazolharnstoffe.”

HoN, p ) o
¥ N ] N A
O S AT e oWy
N, @ @
NO, R

2.16a-c; R = NO,
2.1 . c
5 2.3 L. 217a-c; R = NH,

“Reagenzien und Bedingungen: (a) Pivaloylacetonitril, konz. HCI, EtOH, Riickfl., 24 Std. 57 %; (b)
Arylisocyanat, DCM, RT; (c) Raney-Nickel, NH,Cl, DMF, 45 °C oder Pd/C, NH,CHO,, EtOH, 90 °C.

Verbindung R Ar Ausbeute [%]
2.16a NO, Phenyl 55
2.16b NO, 4-Chlorophenyl 73
2.16¢ NO, Naphthyl 69
2.17a NH, Phenyl 71
2.17b NH, 4-Chlorophenyl 62
2.17c NH, Naphthyl 44

2.3.4 Strukturbiologische Validierung
Die Synthese der fokussierten Substanzbibliothek der Pyrazolharnstoffe lieferte den
Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen der DFG-out-Konformation verschiedener

3761 sollte im

Kinasen. Da p38a strukturbiologisch sehr detailliert charakterisiert wurde,
Rahmen dieser Arbeit auf p38a als Kristallisationssystem zuriickgegriffen werden, um
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen besser verstechen zu koénnen, und um genauere
Einblicke in die Bindungseigenschaften der synthetisierten Inhibitoren zu erlangen. So
wurde im weiteren Verlauf p38a exprimiert, aufgereinigt und anschliefend fiir
Kristallisationsexperimente verwendet. Eine detaillierte Beschreibung flir Expression,
Aufreinigung und Kristallisation ist im Experimentellen Teil dieser Arbeit zu finden

(siche Abschnitte 9.2.2 und 9.2.3).

2.4 Diskussion

Basierend auf der Klasse der Pyrazolharnstoffe wurde eine fokussierte
Substanzbibliothek entworfen und synthetisiert. Bestandteile der Substanzbibliothek

waren neuartige Pyrazolharnstoffe sowie strukturbiologisch bereits detailliert



N-Aryl-N¢-Pyrazolharnstoffe 23

charakterisierte Verbindungen wie z. B. BIRB-796. Diese Inhibitoren dienten als
Referenzverbindungen und waren fiir die Entwicklung und Validierung des p38a-FLiK-
Assay-Systems (Fluoreszente Label in Kinasen) entscheidend.®” Dieses System wurde
im weiteren Verlauf verwendet, um die neuartigen Verbindungen auf ihre
Bindungskonstanten hin zu charakterisieren. Zusammen mit strukturbiologischen
Experimenten dienten die Bindungsaffinititen des Weiteren zur Untersuchung der

Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Pyrazolharnstoffe.

2.4.1 p38a-FLiK-Assay

Um eine sensitive und verléssliche Identifikation von kleinen organischen Molekiilen zu
ermoglichen, die allosterische Bindungsstellen belegen und/oder inaktive
Konformationen von Kinasen (z.B. DFG-ouf) stabilisieren, wurde die FLiK-
Technologie entwickelt. Zur Validierung dieses Systems, das
Konformationsédnderungen der Zielkinase durch Fluoreszenz sichtbar macht, wurde
zunidchst die Serin/Threonin-Kinase p38a als Modellsystem verwendet. Mit Hilfe der
gerichteten Punktmutagenese wurde in das N-terminale Ende der Aktivierungsschleife
ein Cystein eingefiihrt, welches mit dem thiolreaktiven Fluorophor Acrylodan markiert
wurde. Konformationsinderungen, wie sie bei dem Ubergang von der DFG-in- zur
DFG-out-Konformation beobachtet werden, verdndern die chemische Umgebung des
Fluorophors und somit dessen Emissionseigenschaften (Abb. 2.2). Wird die
Veridnderung der Emission gemessen, so konnen die Ergebnisse Aufschluss iiber die
Konformation der Kinase, den Bindungsmodus eines Liganden sowie iiber dessen
kinetische Parameter wie Kp, Ky, und K geben, welche die Bindung eines Liganden

. 62-64*
beschreiben.

" Die FLiK-Technologie wurde in der AG Rauh von Dr. Jeffrey R. Simard entwickelt.
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—_— W
=
Aktiv .
Markierte Kinase (DFG-in), Markierte Kinase (DFG-out),
Mit ATP-kompetitivem Inhibitor Mit DFG-out-Stabilisator

I ATP-kompetitiver Inhibitor . DFG-out-Stabilisator

Abb. 2.2: Die FLiK-Technologie verwendet Kinasen, bei denen z. B. die Aktivierungsschleife oder
andere flexible Strukturelemente mit einem Fluorophor markiert werden. Anderungen der Konformation
bringen den Fluorophor in eine andere chemische Umgebung und &ndern so dessen Emissions-
eigenschaften. Dies kann u.a. zur Bestimmung der Bindungskonstanten ausgenutzt werden.***%*

2.4.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Pyrazolharnstoffe

Pyrazolharnstoffe représentieren eine gut charakterisierte Klasse von Typ-II- und Typ-
[II-Inhibitoren und fiihrten zu der Entwicklung des einstigen klinischen Kandidaten
BIRB-796.” Einige der synthetisierten Verbindungen dienten als Referenz-
verbindungen fiir die Validierung des neuartigen FLiK-Bindungsassays.®* So konnte fiir
den Inhibitor BIRB-796 erwartungsgemil3 ein zeitabhdngiger Kp-Wert reproduziert

*
werden. "%

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden mit Hilfe des p38a-FLiK-Assays die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der synthetisierten Pyrazolharnstoffe untersucht. Mit
zunehmender GroBle des N-Arylsubstituenten steigt die Bindungsaffinitit der
Verbindungen von 2.16a (Phenyl) {iber 2.16b (4-Chlorophenyl) zu 2.16¢ (Naphthyl)
(Tabelle 2.3). °**7 Die Aryleinheit bindet in der hydrophoben Tasche hinter dem
Tirsteherrest von p38a. Der Naphthylrest fiillt diesen Bereich im Vergleich zu dem
Phenyl- bzw. 4-Chlorophenylrest besonders effektiv aus. Daher fiihrt die Bindung des
Naphthylrestes im Vergleich zu den sterisch weniger anspruchsvollen Phenyleinheiten
zur Verdringung mehrerer Wassermolekiile und damit zu einem Gewinn an
Solvatationsentropie.®® Ein Phenylring triigt somit weniger zu der Affinitit bei als die
sterisch anspruchsvolleren Chlorophenyl- bzw. Naphthyleinheiten, was sich in den

hoheren Bindungsaffinititen von 2.16b und ¢ im Vergleich zu 2.16a wiederspiegelt

" Die Messungen wurden von Dr. Jeffrey R. Simard durchgefiihrt.
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(Tabelle 2.3). Dieser Trend wird auch aus dem Vergleich von BIRB-796 mit seinem
Phenylderivat 2.11 ersichtlich, wo der Austausch des Naphthylringes durch einen
Phenylring einen 50-fach hoheren Kp-Wert mit sich bringt. Vergleichbare Werte
wurden auch mit alternativen Ansitzen ermittelt.””® Aufgrund des hydrophoben
Charakters dieser Bindungsstelle fiihren polare Gruppen, wie die Phenylamine (2.3a

und b), zu einem deutlichen Affinititsverlust (Tabelle 2.3).

Die Einfiilhrung eines monosubstituierten Phenylrings an das N1 Atom der
Pyrazoleinheit von 2.14 erweitert den Liganden in Richtung der allosterischen Tasche
und resultiert in einem signifikanten Anstieg der Bindungsaffinitdt. Dabei werden
insbesondere Substituenten in para- und meta-Stellung bevorzugt.” Um den Einfluss
der Substituenten des Pyrazolphenylringes auf die Bindungsaffinititen weiter zu
untersuchen, wurde der Ligand 2.4e entwickelt. Er ging aus Modellierungsstudien
hervor, die auf der Kristallstruktur von p38a im Komplex mit BIRB-796 beruhten. Die
Kombination  der  4-Trifluoromethyl- und  2,6-Dichlorosubstituenten  am
Pyrazolphenylring verhinderte die Bindung des Liganden in der allosterischen Tasche,

wie durch Messungen mit dem FLiK-System bestitigt werden konnte (Tabelle 2.3).%
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Tabelle 2.3: Kp-Werte fiir die Pyrazolharnstoffe der fokussierten Substanzbibliothek.”

K]) [HM] KD [HM]
Verbindung _— Verbindung _—
p38a p38a
a o]
2.14 Xl 1190 + 142 2.16a " HHQ 168 + 15
. G
NO,
Cl ) o Cl
\
2.4a A”gl Q 347 £29 2.16b 8@ NHO 553455
NO,
Cl
7 o / \ 9
2.4b y H*”Q 151432 2.16¢ & oy O’ 94+20
@ NO,
cl NH;,
2 ¢} 7 o
2.4c & u*u/i 342452 2.19b % u*u/i 2273 +518
Cl
N/ \ (o) Ag/j\ o NH,
2.4d y u*u/c 179434 3.3a My uku/@/ 1163 £519
Cl :ﬁ\
Cl
N ji i%\ o
2.4e o N% JH k. B. 2.19a N u*u N 286 + 34
Fol @
iy 1,
2.4f % u*u 11.1£2.0 3.3b N H*H/@NHQ 349 + 104
Ov\N/\
75+23 2.11 N N/C ~° 419495

A%\ O\/\N/\
2.10 éH * o

H

=0

2.4.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Typ-II-Hybridinhibitoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe von Typ-II-Hybrid-Inhibitoren entwickelt

(siche Kapitel 3).”°

Zunichst wurden Typ-III-Pyrazolharnstoffe als

) Die Kp-Werte wurden von Dr. Jeffrey R. Simard bestimmt.

schwache
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Inhibitoren der cSrc Kinase mit mikromolaren ICso-Werten identifiziert. In Anlehnung
an die Entwicklung von BIRB-796 aus dem Pyrazolharnstoff 2.14,>° fiihrte die
Kupplung der Pyrazolharnstoffe mit einem Chinazolin, das ebenfalls die Kinaseaktivitét
von ¢Src mit mikromolaren ICso-Werten inhibiert,'* zu potenten nanomolaren Typ-II-
Inhibitoren. Biochemische Studien ergaben, dass diese Verbindungsklasse sowohl an
cSrc als auch an p38a bindet. Jedoch folgen die Bindungsaffinititen in p38a im
Vergleich zu cSrc unterschiedlichen Trends (Tabelle 2.4), die mit Hilfe
strukturbiologischer Untersuchungen erkldrt werden kénnen. Die SWB im Bezug auf
p38a werden in diesem Kapitel diskutiert, wobei genauere Studien zu den

Hybridinhibitoren (insbesondere im Hinblick auf cSrc) in Kapitel 3 gezeigt werden.

Tabelle 2.4: Bindungsaffinititen (Kp-Werte) fiir 1,3- und 1,4-verkiipfte Hybrid-Inhibitoren fiir p38a.”

Verbindung X Y Kp [nM] p38a Strukturen
3.7a NO, para 280 + 26
3.7¢ NH, para 342 + 39 Q )J\ J\/EL
37¢  NHCOCH,CH; para 245 = 55 X H /@
3.7b NO, meta 50 + 16
3.7d NH, meta 127 + 26 3.7a-f
3.7f . para 218 + 27
2.18a NO, para 94 + 17 I?L
2.18b NH, para 142+ 20 X Q
2.18¢ NO, meta 141 + 8
2.18d NH, meta 165 + 58 2.18a-d

Wihrend eine hohere Affinitdt der 1,4-verkniipften Hybride (3.7a, ¢, e) fiir cSrc
festgestellt wurde, konnte in Modellierungsstudien gezeigt werden, dass die 1,3-
verkniipften Inhibitoren (3.7b, d) mit hdoherer Affinitdit an p38a binden wiirden
(Kapitel 3). Messungen mit dem p38a-FLiK-Assay bestétigten diese Hypothese und
lieferten 6-fach hohere Affinititen fiir die 1,3-verkniipften Verbindungen im Vergleich
zu den 1,4-verkniipften Analoga (Tabelle 2.4). Um die Priaferenz von p38a fiir die 1,3-

verkniipften Hybride besser zu verstehen, wurden die Kristallstrukturen von 3.7¢ und d

" Die Messung der Kp-Werte wurde von Dr. Jeffrey R. Simard durchgefiihrt.
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sowie 2.18d im Komplex mit der Wildtyp Kinase geldst.”” Die Verbindungen
stabilisieren die DFG-out-Konformation und binden in einem fiir Typ-II-Inhibitoren
typischen  Bindungsmodus. Das N1  Stickstoffatom bildet eine direkte
Wasserstoftbriicke zu dem Riickgrat von Metl09 (Scharnierregion), eine Interaktion,
die iiblicherweise zwischen Anilinochinazolinen und der Scharnierregion verschiedener

Proteinkinasen ausgebildet wird.'*"!

y Glu71/ ) h

Thr106 g é

AJ’ ws
""‘\ “ b )t ” Asp168

- @a ‘m{ ,ﬁ e
Ve Phe169

Abb. 2.3: Kristallstrukturen der Typ-II-Kinaseinhibitoren 3.7¢, d und 2.18d im Komplex mit p38a. Die
experimentellen Elektronendichten (Ligand rot; Protein grau) des 1,4-verkniipften Chinazolin-
Pyrazolharnstoff-Inhibitors 3.7¢ (PDB-Code: 3GQC) (a) und der 1,3-verkniipften Hybridinhibitoren 3.7d
(PDB-Code: 3GUC) (b) und 2.18d (PDB-Code: 3GCV) (c) sind mit Auflsungen von 2.0 A, 2.3 A und
2.1 A gezeigt. Die 2F,-F, Elektronendichteverteilung ist bei 1o konturiert. Die Wasserstoffbriicken-
bindungen der Inhibitoren mit der Helix C (blau), dem DFG-Motiv (orange) und der Scharnierregion
(pink) sind durch rote gepunktete Linien gekennzeichnet. Die Kinasedoméne ist in der inaktiven
Konformation und die Pyrazolharnstoffeinheit belegt die allosterische Tasche, die durch die Helix C und
das DFG-Motiv eingegrenzt wird.

Des Weiteren werden Wasserstoftbriicken zwischen der Harnstoffeinheit und dem
Peptidriickgrat von Aspl168 sowie der Seitenkette von Glu71 in allen Komplexen
ausgebildet. Die Kristallstrukturen von 3.7d und 2.18d im Komplex mit p38a
verdeutlichen jedoch weitere stabilisierende Wechselwirkungen, die moglicherweise die
Priferenz fiir die 1,3-verkniipften Inhibitoren 3.7d und 2.18d in p38a erkldren. Das
Phe169 des DFG-Motivs bewegt sich ~4 A in Richtung der Ebene des Chinazolinkerns.
Dies fiihrt zu einer giinstigen ,,edge-to-face*-Orientierung beider Aromaten. Zudem
wird ein Netzwerk aus wasservermittelten Wasserstoffbriicken zwischen den
Inhibitoren und dem DFG-Motiv gebildet, welches in dem 3.7c¢-p38a-Komplex nicht
beobachtet werden kann. Diese zusétzliche Stabilisierung der DFG-out-Konformation
konnte die hohere Affinitdt der 1,3-verkniipften Hybride fiir p38a erkldren.
Interessanterweise befindet sich in allen Komplexen das N3 Atom des Chinazolins in
ausreichender Néhe fiir eine Wasserstoffbriicke zu der Seitenkette des Tiirsteherrestes

Thr106. Um diese mogliche Wechselwirkung niher zu untersuchen, wurde die Affinitdt
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des analogen 1,4-verkniiften Chinolin-Hybrids gemessen. Im Vergleich zu dem direkten
Chinazolin-Analogon wurde allerdings kein signifikanter ~Unterschied der
Bindungsaffinititen festgestellt, so dass diese Interaktion nicht essentiell fiir die

Bindung dieser Substanzklasse zu sein scheint.”

Im Gegensatz zu der Tyrosinkinase cSrc sind die 1,4-para-Hybride grundsétzlich
schlechtere Inhibitoren fiir p38a als die entsprechenden Typ-IlI-Inhibitoren.
Moglicherweise ldsst die hohere Flexibilitdt der Helix C in Tyrosinkinasen wie z. B.
cSrc’® den relativ grofen Hybrid-Molekiilen mehr Freiheit, die Bindungsstelle zu
»erstasten® und sich ihr anzupassen. Zudem wird durch die Flexibilitit der Helix C die
allosterische Tasche in betrichtlichem Malle eingegrenzt, wodurch die deutlich
geringere Affinitdt von Typ-III-Inhibitoren in cSrc verglichen mit p38a erklédrt werden
konnte. In p38a hingegen ist die Helix C relativ unflexibel und fiihrt zu einer stabileren
allosterischen Tasche, so dass die Bindung von Typ-IlI-Pyrazolharnstoffen an p38a
thermodynamisch weitaus vorteilhafter ist. Diese These wird durch die
Dissoziationsraten fiir die Typ-II-Inhibitoren 3.7¢ und d sowie dem eng verwandten
Typ-II-Inhibitor 2.4b untermauert.® Die Bindungsaffinititen sinken in der Reihenfolge
2.4b > 3.7d > 3.7¢. Das Netzwerk aus wasservermittelten Wasserstoftbriicken und die
aromatischen Interaktionen des Phel69 mit dem Chinazolin von 3.7d stabilisieren den
Typ-II-Bindungsmodus und fiihren zu einer langsameren Dissoziationsrate und
gleichzeitig einer hheren Affinitit im Vergleich zu 3.7¢.> Verbindung 2.11 beinhaltet
ebenfalls einen 1,4-substituierten zentralen Phenylring und dissoziiert von p38a mit
dhnlicher Geschwindigkeit. Im Gegensatz zu cSrc, wo DFG-out-Binder schneller
dissoziieren,”® besitzen Typ-III-Liganden wie z. B. 2.4b lingere Verweilzeiten in p38a,
woraus ihre hoheren Affinititen im Vergleich zu 3.7¢, d und 2.11 resultieren. Zudem
besitzt 2.4b eine p-Chlorophenyleinheit, die den hydrophoben Bereich hinter dem
Tiirsteherrest von p38a effektiver ausfiillt und moglicherweise die Dissoziation des
Liganden verlangsamt. An gleicher Stelle trigt BIRB-796 eine Naphthyleinheit, die
ebenfalls zur langsameren Dissoziation im Vergleich zu dem Phenyl-Analogon 2.11

fiihrt, und BIRB-796 zu einem der potentesten p38a-Inhibitoren macht.®
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2.5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine fokussierte Substanzbibliothek aus Pyrazol-
harnstoffen fiir die Inhibition von p38a geplant und synthetisiert werden. Diese
strukturbiologisch detailliert charakterisierte Substanzklasse bot einen exzellenten
Ausgangspunkt fiir die weitere Untersuchung der inaktiven DFG-out-Konformation von
Kinasen. So waren die hergestellten Verbindungen essentiell fiir die Entwicklung bzw.
die Validierung des p38a-FLiK-Assays® und boten zudem die Grundlage fiir die
Synthese eines Sonden-Molekiils, das fiir die Entwicklung des p38a-EFC-Assays
verwendet wurde.”” Beide Assay-Systeme ermdglichen die Identifikation und
Charakterisierung von Liganden, die die DFG-out-Konformation stabilisieren. Des
Weiteren konnten die Pyrazolharnstoffe als Stabilisatoren der DFG-out-Konformation
von cSrc identifiziert werden, und dienten als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von

potenten Typ-II-Inhibitoren (siche Kapitel 3).”

2.6 Publikationen/Patent

Teile dieser Ergebnisse wurden in den folgenden Publikationen und einem Patent

verOffentlicht:

1. Simard J.R., Kliiter S., Griitter C., Getlik M., Rabiller M., Rode H.B., Rauh D.,
“A new screening assay for allosteric inhibitors of cSrc”, Nat. Chem. Biol.,
2009, 5: 394-396.

2. Simard J.R., Getlik M., Griitter C., Pawar V., Rauh D., “Development of a
fluorescent-tagged kinase assay system for the detection and characterization of
allosteric kinase inhibitors™, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131: 13286-13296.

3. Kliiter S., Griitter C., Naqvi T., Rabiller M., Simard J.R., Pawar V., Getlik M.,
Rauh D., “Displacement assay for the detection of stabilizers of inactive kinase
conformations”, J. Med. Chem., 2010, 53: 357-367.

4. Simard J.R., Getlik M., Rauh D., “Fluorescently or spin-labeled kinases for
rapid screening and identification of novel kinase inhibitor scaffolds.”

W0/2010/009886, 2010.
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3.1 Einleitung

Kinasen und ihre assoziierten Signalwege sind fiir die Regulation einer Vielzahl von
intrazelluldren Prozessen verantwortlich. Eine Dysregulation von Kinasen kann einen
signifikanten Effekt auf die Dynamik dieser komplexen Netzwerke haben und zur
Entstehung verschiedenster Krankheiten wie z. B. Krebs fithren.*' Basierend auf einem
verbesserten Verstdndnis der Fehlsteuerung von Kinasen in der Tumorbiologie, wurden
kleine organische Molekiile fiir die zielgerichtete Tumortherapie entwickelt. Obwohl
bereits einige Kinaseinhibitoren die Marktzulassung erlangt haben und sich weitere in
der klinischen Erprobung befinden, bleiben die Selektivitdt, eine eingeschrinkte
Wirksamkeit sowie das Aufkommen von Wirkstoffresistenzen weiterhin grundlegende
Herausforderungen bei der Entwicklung von Kinaseinhibitoren.'®***** Dies kann darauf
zuriickgefiihrt werden, dass die Mehrzahl der Kinaseinhibitoren ATP-kompetitiv ist
(Typ-I-Inhibitoren) und die hoch konservierte ATP-Bindungstasche belegt, wie z. B.
Staurosporin und der dual-spezifische Src/Abl Inhibitor Dasatinib. Verbindungen, die
weniger konservierte Bereiche auferhalb der ATP-Bindungstasche adressieren (z. B.
Typ-1I- oder Typ-Ill-Inhibitoren) oder inaktive Kinasekonformationen stabilisieren,
bieten neue Moglichkeiten fiir die Entwicklung von Inhibitoren mit verbesserten

Selektivititsprofilen.”

3.2 Zielsetzung

Einige Pyrazolharnstoffe konnten als Typ-Ill-Inhibitoren der Tyrosinkinase cSrc
identifiziert werden.®® Strukturbiologische Untersuchungen bestitigten die Bindung
dieser Liganden in der allosterischen Tasche von cSrc, wo sie einen vergleichbaren
Bindungsmodus wie in der p38a Kinase annehmen und die inaktive DFG-out-
Konformation stabilisieren. Durch Aktivitdtsmessungen konnte gezeigt werden, dass
diese Substanzklasse ihre Aktivitit gegeniiber der wirkstoffresistenten Tiirstehermutante

T338M in cSrc beibehdlt, wenn kleinere Aryl-Substituenten an dem
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Harnstoffpharmakophor eingesetzt werden, und so eine ausreichende Distanz zwischen
Ligand und Tirsteherrest gewihrleistet wird.*® Die Mutation des Tiirsteherrestes
beeinflusst mal3geblich die Affinitdt von Typ-I-Inhibitoren und fiihrt in dem Fall von
cSrc zu einer Wirkstoffresistenz gegeniiber dem Inhibitor Dasatinib.” cSrc wird in
verschiedenen Tumorarten iiberexprimiert, insbesondere in Glioblastomen sowie in
Gastrointestinal- und Prostatakarzinomen und ist daher ein interessantes Zielprotein in

77 Vor dem Hintergrund dieser Wirkstoffresistenz und einiger

der Tumortherapie.
klinisch erfolgreicher Typ-II-Inhibitoren (z. B. Lapatinib und Imatinib), die sich von der
ATP-Bindungstasche an dem Tirsteherrest vorbei bis in einen naheliegenden
allosterischen Bereich erstrecken und einzig an inaktive Kinasekonformationen binden,
sollte die pharmakologische Relevanz der allosterischen Bindungsstelle in cSrc
untersucht werden. In einem fragmentbasierten Ansatz sollten basierend auf den
Pyrazolharnstoffen Typ-II-Inhibitoren fiir cSrc entwickelt werden, die die enzymatisch

inaktive DFG-out-Konformation der ¢Src Kinasedoméne stabilisieren und gleichzeitig

die Aktivitdt gegeniiber der Tiirstehermutante T338M beibehalten.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Typ-IlII-Inhibitoren hemmen die wirkstoffresistente cSrcT338M-
Mutante

In einer Durchmusterungskampagne wurden die Pyrazolharnstoffe 2.17b, 2.17c¢ als
Typ-1lI-Binder von cSrc mit Kp-Werten im mikromolaren Bereich identifiziert (Tabelle
3.1).%* Einige Pyrazolharnstoffe waren als potente Typ-III-Binder der Serin/Threonin
Kinase p38a mit Affinitdten im niederen nanomolaren Bereich bekannt (Kapitel 2),

wobei nicht bekannt war, dass diese Verbindungsklasse auch an cSrc bindet.””"® I

m
weiteren Verlauf der Studie konnte die Hemmung der Kinaseaktivitit von cSrc
(mikromolarer Bereich, Tabelle 3.1) mittels aktivitdtsbasierten Assays bestitigt werden.
Der angenommene Typ-IlI-Bindungsmodus wurde mit Hilfe der Protein-
Rontgenkristallographie  (PDB-Code:  3F3U  und  3F3T)  verifiziert. Die
Komplexstrukturen klirten zudem die Priferenz fiir die N*-Aryl-Substituenten in 2.17b
und 2.17¢ auf und belegten, dass Grofle und Hydrophobizitit dieser Arylsubstituenten

wichtige Determinanten fiir eine energetisch vorteilhafte Bindung an inaktive
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Konformationen von cSrc sind. Aktivititsmessungen mit der wirkstoffresistenten
Variante von cSrc (T338M) zeigten im Vergleich zum Wildtyp, dass der grofere
Tiirsteherrest keinen Einfluss auf die Potenz von 2.17b hat, wobei der groBere
Naphthylrest von 2.17¢ von der wirkstoffresistenten Variante von cSrc nicht toleriert
wird und zum Verlust der Aktivitdt des Inhibitors fiihrt. Im Gegensatz dazu verlieren
Typ-I-Inhibitoren wie das Chinazolin 3.1 oder das Aminothiazol Dasatinib stark an

Aktivitdt gegentiber cSrc T338M (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Typ-I— und Typ-HI—Inhibitoren fiir c¢Src und p38a.”

QK‘K” @Ui:

)

2.17b 2.17c 31 Dasatinib (3.2)
ICso [M] Kp [uM]

Verbindung cSrc (Wildtyp) cSrc (T338M) cSrc (Wildtyp) p38a
2.17b 32.1+7.5% 27.8+10.2 35+£0.9 %" (50 pM)  0.055% +0.005
2.17¢ 64.1 +15.3% >100 26+ 1.3 %" (50 uM)  0.012% +0.002

3.1 6.4 >1007° 45+ 1.3 %" (10 uM) >100"
3.2 0.0004 + 0.0002 0.480 +0.40 0.011 + 0.003 0.495 +0.128

¢ Strukturen der Pyrazolharnstoffe 2.17b, 2.17¢, des Aminochinazolins 3.1 und des Aminothiazols
Dasatinib, sowie ICs-Werte (uM) der gezeigten Inhibitoren fiir den Wildtyp von cSrc und cSrc T338M
sowie die Kp-Werte (uM) fiir cSrc und p38a. Die mit * gekennzeichneten Werte konnten aufgrund der
Interferenz des Assaysystems mit der intrinsischen Inhibitor-Fluoreszenz nicht ermittelt werden.”

Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir EGFR berichtet, wo die T790M Mutation
des Tiirsteherrestes zu einer Wirkstoffresistenz gegeniiber den Arzneimitteln Gefitinib
und Erlotinib fiihrt.” Um den Mechanismus der Dasatinib-Resistenz von cSrc
aufzukldren, wurde dessen Struktur im Komplex mit dem Wildtyp von cSrc geldst

(PDB-Code: 3G5D)" und der Bindungsmodus in eine apo cSrc T338M Struktur (PDB-
Code: 2QI8) modelliert (Abb. 3.1)."

* Die Messungen wurden von Dr. Mathias Rabiller und Dr. Jeffrey R. Simard durchgefiihrt.
" Diese strukturbiologischen Studien wurden von Dr. Christian Griitter und Dr. Jeffrey R. Simard
durchgefiihrt.
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Abb. 3.1: Kiristallstruktur des cSrc-Dasatinib-Komplexes (PDB-Code: 3G5D). (a) Die Elektronendichte
von Dasatinib gebunden in der ATP-Bindungstasche von cSrc in der aktiven Konformation (DFG-in
(orange)). Die 2F,-F, Elektronendichten von cSrc (grau) und Dasatinib (rot) sind bei 1o konturiert. Die
Wasserstoffbriicken des Inhibitors mit der Scharnierregion (pink) sind durch rote Kugeln dargestellt. (b)
Der cSrc-Dasatinib-Komplex iiberlagert mit der Struktur von cSrc T338M (PDB-Code: 2QIS8). Die
Anilineinheit von Dasatinib kollidiert mit dem Tiirsteherrest der wirkstoffresistenten Variante cSrc
T338M. (c) Bindungsmodus von 2.17¢ iibertragen aus dem cSrc-2.17c-Komplex auf die cSrc T338M
Variante. Die Naphthyleinheit des Inhibitors iiberschneidet sich mit der Seitenkette des Tiirsteherrestes.

Die Uberlagerung zeigt deutlich, wie die Methionin-Seitenkette der Mutationsvariante
nicht nur die essentielle Wasserstoffbriicke zwischen dem Inhibitor und der Seitenkette
des Tiirstehers unterbindet, sondern auch sterisch die Bindung des Inhibitors verhindert.
Diese sterische AbstoBung durch den groBeren Tiirsteherrest ist wahrscheinlich auch fiir
den Aktivitdtsverlust von 2.17¢ und 3.1 in cSrc T338M (Abb. 3.1) verantwortlich und
zeigt, dass ein groBerer Tirsteherrest kleinere Verbindungen wie 2.17b nicht

beeintrachtigt und eine Bindung in dem allosterischen Bereich inaktiver Kinasen (DFG-

out) ermoglicht.

3.3.2 Design potenter Typ-II-Hybridinhibitoren fiir die ¢Src Kinase

Die Typ-IlI-Pyrazolharnstoffe 2.17b und 2.17¢, die nur moderate 1Csp-Werte in cSrc
aufweisen, dienten als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung potenterer Typ-II-
Inhibitoren. Die Uberlagerung des cSrc-Pyrazolharnstoff-Komplexes (PDB-Code:
3F3U) mit einer in der Arbeitsgruppe Rauh geldsten Struktur von c¢Src im Komplex mit
einem 4-Aminochinazolin (PDB-Code: 2QLQ)" wies darauf hin, dass die
Phenylsubstituenten beider Inhibitor-Grundgeriiste (das Anilin des Chinazolins sowie
das Anilin des Pyrazolharnstoffs) sich in der Néhe der Seitenkette des Tiirsteherrestes

Thr338 iiberschneiden. Diese Studie deutete darauf hin, dass potente Hybridinhibitoren
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aus beiden Grundgeriisten durch eine 1,4- oder 1,3-Verkniipfung hergestellt werden

konnten (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Strukturbasiertes Design potenter Hybridinhibitoren von cSrc. (a) Die Uberlagerung der Co-
Kristallstrukturen von cSrc im Komplex mit einem Pyrazolharnstoff Typ-Ill-Inhibitor (PDB-Code:
3F3U)* (grau) und cSrc im Komplex mit einem ATP-kompetitiven 4-Aminochinazolin (griin) (PDB-
Code: 2QLQ)" lieferte das Rational fiir das strukturbasierte Design. Das Chinazolin bindet an die
Scharnierregion der Kinase, wihrend der Pyrazolharnstoff ausschlieSlich in der allosterischen Region
bindet. Die Phenylringe beider Verbindungen iiberlagern in der Néhe des Tiirsteherrestes. (b) Rationales
Design von Typ-II-Inhibitoren basierend auf den Bindungsmodi des Typ-I-4-Aminochinazolins und des
Typ-11I-Pyrazolharnstoffs in  cSrc.  Entsprechend der Prinzipien des fragmentbasierten
Wirkstoffdesigns*®®' sollte die chemische Verkniipfung der beiden schwachen Binder in deutlich héheren
Bindungsaffinititen resultieren.

Vergleichbare Pyrazolharnstoffe, die mit verschiedenen Scharnierregion-Bindern
verkniipft sind, werden in der Patentliteratur als TIE-2- und RAF-Inhibitoren
beschrieben.*” In einem fragmentbasierten Ansatz sollten die Pyrazolharnstoffe als
Ausgangspunkt fiir eine strukturbasierte Entwicklung von Verbindungen dienen, die
groBBere Seitenketten an der Tiirsteherposition tolerieren. Dabei galt diese
Substanzklasse als eine erfolgsversprechende Basis, da die Pyrazolharnstoffe eine
privilegierte Klasse fiir Typ-III-Inhibitoren der p38a Kinase darstellen und hinter dem
mutationsanfilligen Tiirsteherrest binden. Modellierungsstudien von 1,4- und 1,3-
verkniipften Hybridverbindungen in einer Struktur von BIRB-796 im Komplex mit
p38a zeigten verschiedene Bindungsgeometrien in der Umgebung des Tiirsteherrestes
sowie der Scharnierregion (Abb. 3.3). Auf Grundlage dieser Beobachtungen sollten die
1,4-verkniipften Hybridverbindungen bevorzugt an c¢Src binden, wobei die
1,3-verkniipften Verbindungen eine hohere Affinitdt gegeniiber p38a besitzen sollten.
Obwohl das 4-Aminochinazolin 3.1 und die identifizierten Pyrazolharnstoffe 2.17b und

2.17¢ selbst nur schwache Inhibitorfragmente mit ICs)-Werten im mikromolaren
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Bereich gegen den Wildtyp von cSrc sind, sollten die 1,4-Hybridverbindungen eine

wesentlich héhere Potenz — zumindest gegen die Wildtypkinase — zeigen.

Met109 \

Abb. 3.3: Modellierungsstudie von 1,3- und 1,4-verkniipften Hybridinhibitoren in p38a in der inaktiven
Konformation. Modelle von 3.7¢ (wei}) und 3.7d (griin) wurden entworfen, die Energie mit dem MAB
Kraftfeld aus Moloc**™ minimiert und mit einem p38a-BIRB-796-Komplex iiberlagert” (PDB-Code:
1KV2)”". Der 1,3-Hybridinhibitor 3.7d bindet dhnlich wie BIRB-796 in der allosterischen Region (Glu71,
Aspl68) und der Scharnierregion (Met109) von p38a. Obwohl auch das 1,4-verkniipfte Hybrid 3.7¢ den
allosterischen Bereich belegt, bildet es aufgrund von konformellen Einschrinkungen keinen Kontakt zu
der Scharnierregion aus.

3.3.3 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek neuartiger
Typ-1I-Inhibitoren

Die Synthese der fokussierten Substanzbibliothek der Typ-II-Hybridinhibitoren basierte
auf einer konvergenten Syntheseroute, bei der Chinazolin- und Pyrazolteil miteinander
verkniipft werden sollten. Dabei sollten Verbindungen mit unterschiedlicher Geometrie

dargestellt werden, d.h. sowohl 1,3- als auch 1,4-verkniipfte Hybride (Tabelle 3.2).

Die Darstellung der N-Pyrazol-N’-Aryl-Harnstoffe 3.4a und b erfolgte ausgehend von
dem Aminopyrazol 2.3b, welches mit 2,2,2-Trichloroethyl Chloroformiat zum
Carbamat 3.3 in 61 %-iger Ausbeute umgesetzt wurde. Die Kupplung mit dem
entsprechenden N-Boc-Phenylendiamin und die anschlieBende Entschiitzung mit HCI
(4 M) in Dioxan fithrte zu den Harnstoffen 3.4a und b mit Ausbeuten von 83 bzw. 67 %
nach 2 Schritten.

" Die Modellierungsstudie wurde von Dr. Matthias Rabiller durchgefiihrt.
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Schema 3.1: Synthese der N-Pyrazol, N'-Anilinharnstoffe.

1. N-Boc-Phenylendiamin, =z
N TrocCh K0, /| @ DMSO, DIPEA, N§ |
. EtOAc, NaOH . J Cl o . JL
N NH, c, Na N~ N o/\ﬁ 60°C, 3 Std. NTONTONT X
0°C - RT, 3 Std., H & 2 HCl (4 M) in Dioxan, H o H  "NH,
61% RT, 30 Min. i
. + O
236 23 3.4a: p- NHs* CI, 83 %

3.4b: m - NH3" CI, 67 %

Fir die Synthese der Hybridverbindungen 3.7a-e wurde eine Kkonvergente
Synthesestrategie verfolgt. Das Chinazolingrundgeriist wurde durch die Reaktion von 2-
Amino-5-nitrobenzoesdure 3.5 mit Formamidinacetat aufgebaut und mit einer Ausbeute
von 79 % isoliert. Aus der anschlieBenden Chlorierung des 4-Hydroxy-6-nitro-
chinazolins 3.6 mit Thionylchlorid und DMF (kat.) wurde das 4-Chloro-6-nitro-
chinazolin erhalten und direkt weiterverwendet. Die Chinazolinharnstoffe 3.7a und b
wurden durch eine nukleophile Substitution von dem 4-Chloro-6-nitro-chinazolin mit
den Aminonukleophilen 3.4a bzw. b gebildet. Unter basischen Bedingungen (DIPEA)
wurden dabei Ausbeuten von 73 bzw. 49 % erzielt. Die weitere Reduktion der
Nitroverbindungen 3.7a und b mit Pd/C und Ammoniumformiat lieferte die Amine 3.7¢

und d, die mit Ausbeuten von 98 und 36 % isoliert wurden.

Schema 3.2: Synthese der Chinazolinfragmente sowie der Hybridinhibitoren.

ON CO.H Formamidinacetat, OH 1) SOCI,, DMF (kat.),
2 \@[ 2 2-Methoxyethanol, O-N 80 °C, 3 8td.,
2 N N
132 °C, 16 Std.
NH ) , 2) 3.4, DIPEA, DCM,
2 79% N/) RT, 24 Std.
3.5 3.6
T jumformi T
SN )k ‘N Pd/C, Ammoniumformiat, AN )k N
| —N7 N7 N EtOH | —N7 N7 N
A H H A H H
HN 90 °C, 3 Std. HN
HoN \)N O,N \)N
s P
N N
3.7¢, 98 % 3.7a, 73 %

3.7d, 36 % 3.7b, 49 %
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Die Einfithrung des Propionylsubstituenten wurde durch die Reaktion von 3.7¢ mit
Propionylchlorid in Gegenwart von DIPEA in THF erreicht, und die Verbindung 3.7e

mit einer Ausbeute von 72 % erhalten.

Schema 3.3: Derivatisierung des 6-Amino-chinazolins.

Propionylchlorid, N
70 DIPEATHF TN
0°C, 2 Std., H HN
72 % N

Y B

O —
N

3.7e

3.3.4 Invitro Charakterisierung der neuen Typ-1I-Hybridinhibitoren
Zundchst wurden die Bindungsaffinititen (Kp-Werte) aller Hybridverbindungen mit
Hilfe des FLiK-Systems bestimmt.” Dadurch konnte gleichzeitig bestitigt werden, dass
die Liganden den allosterischen Bereich sowohl in cSrc auch als in p38a adressieren.
Zudem wurde die Priferenz der Liganden hinsichtlich p38a und cSrc belegt (siehe
Kapitel 2).%%%*

" Diese Messungen wurden von Dr. Jeffrey R. Simard durchgefiihrt.
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Tabelle 3.2: Fokussierte Bibliothek rational entworfener Typ-II-Inhibitoren.”

R4 R4
Q/ OzN\; 3.7a ONs 37p
' QW
LN HZN\; 37c HN NTON
SN

H H ¥
N._N N
N
/©/ \lor N HoN
HN Ny 37d
R1 \N
=

/}(H\; 37e =
o)
3.7a,c,e 3.7b,d
Verbindung ICs [uM] Kp [uM]
cSrc (Wildtyp) cSrc (T338M) cSrc (Wildtyp) p38a

3.7a 0.071 £0.010 0.101 +0.004 0.174 £0.038 0.127 £0.026
3.7¢ 0.021 £ 0.005 0.034+0.012 0.073+£0.016 0.342 £0.039
3.7e 0.014 £0.001 0.023 £ 0.004 0.056 £0.013 0.245 £0.055
3.7b 0.207 £0.079 keine Bindung 0.256 + 0.064 0.050+0.016
3.7d 0.235 + 0.094 36.8+6 0.174 £0.038 0.127 £0.026

¢ Strukturen der 1,4- und 1,3-verkniipften Hybridinhibitoren. Gezeigt sind die I1Cs-Werte (uM) der
Inhibitoren fiir ¢Src Wildtyp und c¢Src T338M, sowie die Kp-Werte (uM) fiir ¢Src und p38a. Die 1,4-
verkniipften Systeme zeigen eine hohere Aktivitdt gegen den Wildtyp sowie die Wirkstoffresisten}e
Variante von cSrc, wobei die 1,3-verkniipften Inhibitoren cSrc T338M signifikant schlechter inhibieren.

Die Daten bestidtigten die erwartete Praferenz der 1,3- sowie 1,4-verkniipften Systeme
beziiglich p38a bzw. cSrc. Des Weiteren wurden Enzymaktivititsassays filir cSrc
durchgefiihrt (Wildtyp und T338M-Variante), um die Inhibition des Phosphattransfers
durch einige der Typ-II-Inhibitoren zu untersuchen (Tabelle 3.2). Im Vergleich zu den
einzelnen Pyrazolharnstoff- und Chinazolinfragmenten 2.17b und 2.17¢, aus denen die
Hybridverbindungen hergestellt wurden, konnten deutlich niedrigere ICsp-Werte
beobachtet werden. Die absoluten Werte fiir die Bindungsaffinititen (Kp) waren
insgesamt etwas hoher als die 1Csp-Werte, folgten aber demselben Trend sowohl fiir
1,3- als auch fiir 1,4-verkniipfte Hybridverbindungen. Die wichtigste Erkenntnis aus
diesen Messungen war jedoch die Tatsache, dass die 1,4-verkniipften Hybridinhibitoren
(3.7a, ¢, e) ihre Aktivitét in vitro auch gegeniiber der wirkstoffresistenten Variante von

¢Src bewahren.

" Die Aktivititsmessungen wurden von Dr. Matthias Rabiller durchgefiihrt.
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3.3.5 Strukturbiologische Untersuchung der Hybridinhibitoren

Um Aufschluss iiber den Bindungsmodus dieser Typ-II-Inhibitorklasse zu bekommen,
und um zu verstehen, wie die 1,4-verkniipften Inhibitoren den sperrigen Met
Tiirsteherrest umgehen, ohne an Affinitit zu verlieren, wurden Kristallisationsstudien

von cSrc (Wildtyp und T338M Variante) mit 3.7¢ durchgeﬁihrt.*

Abb. 3.4: Der 1,4-verkniipfte Hybridinhibitor 3.7¢ im Komplex mit dem Wildtyp von cSrc und der
wirkstoffresistenten cSrc T338M-Variante. Die Strukturen zeigen die Inhibitorflexibilitit, die es
ermdglicht, die durch den Tiirsteher hervorgerufene Wirkstoffresistenz zu umgehen. Darstellung der
experimentellen Elektronendichte (Ligand rot, Protein grau) von c¢Src-3.7¢ (a) und cSrc-T338M-3.7¢ (b).
Beide Datensitze haben eine Aufldsung von 2.6 A und die 2F,-F. Elektronendichten sind bei lo
konturiert. Die Wasserstoffbriicken des Inhibitors zur Helix C (blau), dem DFG-Motiv (orange) und der
Scharnierregion (pink) sind durch rote Kugeln dargestellt. Die Kinasedoméne ist in der inaktiven
Konformation, und die Pyrazolharnstoffeinheit liegt in der allosterischen Region flankiert von der Helix
C und dem DFG-Motiv. Das N1 Atom des Chinazolins bildet eine fiir diese Klasse typische direkte
Wasserstoftbriicke mit dem Peptidriickgrat von M341. In beiden Komplexen wechselwirkt der zentrale
Phenylring ,.edge-to-face mit der Seitenkette des F495 (DFG-Motiv). (c) Die van-der-Waals-Radien des
Inhibitors (Netz), des Tiirsteherrestes T338/M338 (pinke Sphéren) und die Seitenketten des F403 (orange
Sphéren) beschreiben, wie durch Rotation des zentralen Phenylrings des Inhibitors der Tiirsteherrest
rdumlich umgangen, und die Bindung von 3.7¢ an die wirkstoffresistente Variante cSrc T338M
ermdglicht wird. (d) Die groBere Seitenkette an der Tiirsteherposition fithrt zu einem 90°-Flip des
zentralen Phenylrings des Inhibitors. Gleichzeitig rotiert auch die Seitenkette des F405 um 90°, so dass
die elektrostatisch giinstige ,.edge-to-face* Orientierung beider aromatischen Systeme beibehalten wird.®

" Die Kristallisation und die Strukturaufklirung wurden von Dr. Sabine Kliiter bzw. Dr. Christian Griitter
durchgefiihrt
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Wie erwartet bindet der Inhibitor an die DFG-out Konformation und nimmt einen fiir
Typ-II-Inhibitoren typischen Bindungsmodus ein, indem er von der allosterischen
Tasche bis in die ATP-Bindungsstelle reicht (Abb. 3.4). Das N1 Stickstoffatom des
Chinazolins bildet eine direkte Wasserstoftbriicke zu der Scharnierregion (M341) aus,
die typischerweise auch bei der Bindung von Chinazolinen an CDK2,* p38a,*
Aurora,’” und EGFR’"*® beobachtet wird. Die Pyrazolharnstoffeinheit belegt den
allosterischen Bereich und bindet in identischer Weise iiber Wasserstoffbriicken an die
Helix C und den N-terminalen Bereich der Aktivierungsschleife (DFG-Motiv) wie auch
in den cSrc-Typ-III-Inhibitor-Komplexen (PDB-Codes: 3F3U und 3F3T)** und der
Struktur von BIRB-796 im Komplex mit p38c.”” Der zentrale Phenylring von 3.7c¢, der
das Chinazolin mit dem Pyrazolharnstoff verbindet, ist zwischen dem Tiirsteherrest und
der Seitenkette von Phe405 des DFG-Motivs stabilisiert. Interessanterweise zwingt der
sterisch anspruchsvolle Met Tiirsteher in dem cSrc-T338M-3.7¢-Komplex diesen
zentralen Phenylring zu einer Rotation um 90°, so dass die Ebene des Phenylrings dem
Ce des Met338 gegeniiberliegt und ein Kontakt mit der Seitenkette dieser Aminosiure
vermieden wird. Dabei rotiert die Seitenkette des Phe405 ebenfalls um 90°, so dass die
elektrostatisch begiinstigte ,.edge-to-face* Orientierung® beider aromatischen Systeme
(Phenylring des Inhibitors und Phenylseitenkette von Phe405) beibehalten wird und
moglicherweise diese Konformation zusétzlich stabilisiert (Abb. 3.4). Die Rotation des
zentralen Phenylrings in 1,3-verkniipften Systemen wie 3.7b und d ist nicht moglich,
ohne die Orientierung des Chinazolins oder Pyrazolharnstoffs und somit die
entsprechenden Wechselwirkungen mit dem Protein zu stéren. Dies erkldrt, warum die
Verbindungen 3.7b und d nicht an die wirkstoffresistente cSrc T338M Variante binden
konnen (Abb. 3.5). Eine vergleichbare Flexibilitdt von Typ-I-Inhibitoren, die auf
Pyrazolopyrimidinen basieren und gleichermafen an cSrc sowie an die Phosphoinositol
3-Kinase (PI3K) (Ile als Tiirsteher) binden und somit dual-spezifische

Tyrosinkinasehemmer darstellen, wurde von Shokat und Mitarbeitern berichtet.”
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Abb. 3.5: Bindungsmodi der 1,3- und 1,4-verkniipften Hybridverbindungen in ¢Src WT und cSrc
T338M. Die 1,3-verkniipfte Verbindung 3.7d wurde manuell in die cSrc-WT-3.7¢ (a) und c¢Src-T338M-
3.7¢ (b) Komplexe gedockt. Dabei wurde auf die Erhaltung der essentiellen Wasserstoffbriicken zwischen
dem Chinazolin N1 Atom mit dem Peptidriickgrat der Scharnierregion und die Bindung der
Pyrazolharnstoffeinheit in der allosterischen Tasche geachtet. Der Inhibitor wird von dem kleinen
Tiirsteherrest (T338) gut toleriert. (c) In cSrc T338M kann sich der zentrale 1,4-substituierte Phenylring
von 3.7a, ¢ und e durch seine freie Rotierbarkeit an den groBeren Tiirsteherrest anpassen. (d) Diese
Rotation ist bei den 1,3-verkniipften Systemen nicht gewdihrleistet und wiirde die urspriinglichen
Interaktionen der Chinazolin- oder Pyrazolharnstoffeinheit stdren. Die herabgesetzte Inhibitorflexibilitét
erklart warum die Verbindungen nicht an die wirkstoffresistente cSrc T338M-Variante binden.

3.3.6 Typ-lI-Inhibitoren unterdriicken Zell-Zell-Kontakte in
Tumorzelllinien

Um die Hemmung von cSrc durch den potentesten 1,4-verkniipften Inhibitor 3.7e in
zelluldren Systemen zu untersuchen, wurden PC3 und DUI145 Prostatakarzinom-
zelllinien’® mit verschiedenen Konzentrationen von 3.7e, 100 nM Dasatinib als
Positivkontrolle sowie DMSO inkubiert, und die Phosphorylierung von Tyr416 (ein
Autophosphorylierungsrest in der Aktivierungsschleife von ¢Src) und Tyr576/Tyr577
(zwei Aminoséduren in der Aktivierungsschleife von FAK, die von cSrc phosphoryliert
werden, um FAK vollstindig zu aktivieren) verfolgt. FAK ist eine Nichtrezeptor-

Tyrosinkinase, die an fokale Adhédsionen lokalisiert, welche sich zwischen Zellen
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ausbilden. Zudem nimmt FAK eine Schliisselfunktion bei der Zellzyklusentwicklung,
dem Uberleben der Zellen sowie der Zellmigration ein.*” Die Aktivierung durch cSrc
bewirkt eine Trennung der fokalen Adhisionen, die zu einem Verlust von Zell-Zell-
bzw. Zell-Matrix-Kontakten und Apoptose fiihrt.””° Die Uberexpression von FAK und

cSrc fihrt zu einer vermehrten Invasion und Metastasierung von Brust- und
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Abb. 3.6: Reduktion der Zell-Zell-Kontakte und der Zellproliferation in PC3- und DU145-Zellen durch
3.7e. PC3 (a) und DU145 (b) Zellen wurden fiir 5 Stunden mit 3.7e (RL46) (1, 2, 5 und 10 uM),
Dasatinib (100 uM) und DMSO inkubiert. Die Zellen wurden lysiert, und die Proteine mittels
Immunoblot visualisiert. Die p-Src- und p-FAK-Level wurden deutlich durch die Behandlung mit 3.7e
und Dasatinib reduziert. Das Expressionslevel von FAK blieb unverdndert, wobei das cSrc-
Expressionslevel in beiden Zelllinien hoher lag. Zell-Zell-Kontakte wurden mit Hilfe eines
Lichtmikroskops bei 10-facher VergroBerung dargestellt. Als Folge der Behandlung mit 3.7e (10 uM)
und Dasatinib (100 nM) wurden weniger intakte Zellen gezahlt. Sowohl PC3- als auch DU145-Zellen
bilden deutlich weniger Zell-Zell-Kontakte aus.

Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden mit Dasatinib oder 3.7e zeigten konfluente
PC3 und DU145 Zellen eine deutlich verminderte Phosphorylierung von cSrc (Tyr416)
und FAK (Tyr576/577), sowie den Verlust von Zelladhdsionen und eine erheblich
geringere Anzahl an Zellen (Abb. 3.6). Die reduzierte Phosphorylierung von FAK und

eine verminderte nachgeschaltete Signalweiterleitung kann aufgrund der Anderung der

Zellmorphologie der direkten Hemmung von cSrc durch 3.7e zugesprochen werden.
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Interessanterweise wurde eine gesteigerte Expression von cSrc bei hdheren
Konzentrationen von 3.7e in beiden Zelllinien beobachtet. Ein positiver
Riickkopplungsmechanismus fiir die Expression von cSrc bei vorausgegangener
Hemmung der cSrc-Aktivitit wurde zuvor berichtet,” was zusitzlich die Inhibition von

cSrc in vivo bekréiftigt.*
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LCK 0,45 0,95
p38a 12 0,1
SRC 11 12
MKNKA1 9,7 6,1
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Abb. 3.7: Kinaseselektivitatsprofil fiir 1,3- und 1,4-verkniipfte Hybridinhibitoren. Das Profil wurde fiir
die Verbindungen 3.7¢ und d fiir eine Auswahl von 27 verschiedenen Kinasen bei einer Konzentration
von 5 uM durchgefiihrt, wobei der KINOMEscan Bindungsassay (Ambit Biosciences) verwendet
wurde.*””* Die Bindungsaffinititen wurden abhingig von der Bewertung von Ambit farbkodiert von blau
(schwach) nach gelb (stark) dargestellt.

Die Selektivitit der Typ-II-Inhibitoren wurde durch eine Profilierung gegen eine

Auswahl von 27 verschiedenen Kinasen bei einer Konzentration von 5 uM {iiberpriift

" Die Zellversuche wurden gemeinsam mit Dr. Armin Robubi durchgefiihrt.
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(Ambit Biosciences) (Abb. 3.7). Die Daten ergaben fiir 1,3- bzw. 1,4-verkniipfte
Hybridinhibitoren unterschiedliche Selektivitatsprofile und zeigten, dass neben ¢Src und

p38a auch weitere Kinasen inhibiert werden (Abb. 3.7).

3.3.7 Zusammenfassung

Die Selektivitdt von Inhibitoren sowie die Entstehung von Wirkstoffresistenzen bleiben
fundamentale Herausforderungen bei der Entwicklung von Kinaseinhibitoren fiir eine
effektive Langzeittherapie. In dieser Studie wurde eine Serie von Typ-III-Inhibitoren
vorgestellt, die die Dasatinib-resistente cSrc T338M-Variante inhibiert. Trotz der
schwachen Bindung an cSrc im Vergleich zu p38a, dienten diese Pyrazolharnstoffe als
hervorragende Ausgangssubstanzen fiir die Entwicklung der potenteren Typ-II-
Inhibitoren. Basierend auf Analysen der Kristallstrukturen von cSrc im Komplex mit
verschiedenen Typ-IlI-Pyrazolharnstoffen sowie mit chinazolinbasierten Typ-I-
Inhibitoren, wurden Typ-II-Inhibitoren entworfen und zu potenten cSrc-Inhibitoren
entwickelt. Mehrere Derivate wurden synthetisiert, um die Struktur-Wirkungs-
Beziehungen zu untersuchen. Diese bestétigten die Annahme, dass die Geometrie der
Verbindungen zum einen die Selektivitit gegeniiber cSrc oder p38a bestimmt, und es
zum anderen ermoglicht, grofe Tirsteherreste zu umgehen, die héufig
Wirkstoffresistenzen in Tumoren hervorrufen. Diese Hypothese wurde durch die
Bestimmung der Kp- und 1Cso-Werte, sowie durch die Protein-Rontgenkristallographie
untermauert. Fiir die gesteigerte Affinitdt der Typ-II-Hybridinhibitoren war nicht nur
die Verkniipfung von Pyrazol- und 4-Aminochinazolin-Einheit ausschlaggebend,
sondern auch das Substitutionsmuster des zentralen Phenylringes. Obwohl 1,3- und 1,4-
verkniipfte Hybridinhibitoren cSrc sehr potent inhibieren, umgehen ausschlieBlich die
1,4-verkniipften Hybride die Wirkstoffresistenz-Variante cSrc T338M, indem ihr
zentraler Phenylring aufgrund seiner freien Rotierbarkeit einem grofBeren Tiirsteherrest
ausweichen kann, ohne dass weitere Wechselwirkungen zwischen Protein und Inhibitor
beeinflusst werden. In einer Studie haben Shokat et al. iiber eine dhnliche Flexibilitéit
berichtet, die sie bei pyrazolopyrimidinbasierten Typ-I-Inhibitoren beobachtet haben.
Diese binden sowohl an cSrc (Tiirsteher Thr) als auch an die PI3-Kinase (Tiirsteher Ile)
und gelten als dual-spezifische TK/PI3K Inhibitoren.”” Weiter publizierte dieselbe
Gruppe  Pyrazolopyrimidinharnstoffe ~ als  potente  Typ-II-cSrc-Inhibitoren.”
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Komplexstrukturen mit cSrc zeigten einen para-substituierten Phenylring in Néhe des
Tirsteherrestes. Die Autoren schlussfolgern, dass die relative Orientierung des
Phenylringes im Vergleich zu dem o-Methylanilin von Imatinib, das eine effektive
Bindung an die wirkstoffresistente Abl-T315I Variante verhindert, dafiir verantwortlich

ist, dass diese Inhibitoren auch an Abl-T3151 binden koénnen.

Die Aktivitdit der in dieser Arbeit vorgestellten Typ-II-Inhibitoren in den cSrc-
relevanten Prostatakarzinom-Zelllinien unterstreicht das strukturbasierte Rational,
welches fiir das Design dieser potenten Verbindungen verwendet wurde. Unter
Verwendung des FLiK-Systems fiir c¢Src konnte gezeigt werden, dass die 1,4-
verkniipften Verbindungen (3.7a, ¢ und e) wesentlich langsamer von ihrem Wirkort
dissoziieren als die weniger aktiven 1,3-verkniipften Systeme (3.7b und d), wobei die
Bindungskonstanten aller Verbindungen &hnlich sind. Daher erscheint es besonders
interessant, dass die in vivo Wirksamkeit eines Wirkstoffes gegen sein primires
Zielprotein mit seiner dortigen Verweildauer korreliert, was bedeutet, dass ein
Wirkstoff nur solange wirkt, wie er an das Zielprotein gebunden ist.® Auch wenn es
zurzeit nicht klar ist, welche Kinasen im Verlauf zielgerichteter Therapien
Wirkstoffresistenzen aufgrund von Punktmutationen entwickeln werden, ist es
augenscheinlich, dass dies vor dem Hintergrund steigender Zahlen von Therapien mit
Kinaseinhibitoren zukiinftig eines der zentralen Probleme in der Kinaseforschung
darstellen wird. Wie aus dem Auftreten von Resistenzen gegeniiber antibakteriellen und
antiviralen Substanzen bekannt ist, wird durch die Inaktivierung essentieller Proteine
die Hiufigkeit von Resistenzmutationen erhdht. Dies wird auch in Tumorzelllinien zu
entsprechenden Mutationen und zu sich schneller teilenden Zellpopulationen fiihren.
Um dieser Herausforderung nachzugehen, und um die Entwicklung zukiinftiger
Generationen von Kinaseinhibitoren zu stimulieren, werden eingehende Studien
durchgefiihrt, die in Modellorganismen Resistenzmutationen als Folge einer
Behandlung mit spezifischen Kinaseinhibitoren hervorrufen sollen. Dabei wird das Ziel
verfolgt, klinisch relevante Mutationen von Kinaseallelen vorhersagen zu konnen.
Solche Erkenntnisse werden das Konzept der personalisierten Tumortherapie durch den
Einsatz von Wirkstoffen vorantreiben, die gegen die identifizierte Tumorzelllinie

96-98

entwickelt wurden. Alternativ ist das Wissen 1iiber die genaue Position

wahrscheinlich auftretender Mutationen, die Wirkstoffresistenzen zur Folge haben,
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essentiell, um neue Generationen von Wirkstoffen zu entwickeln, die solche
Resistenzen umgehen konnen. Auch wenn Kinasen zu einer ausgiebig untersuchten
Enzymklasse gehoren, sind Strategien zum Umgehen von Wirkstoffresistenzen
weiterhin eine grofe Herausforderung fiir die innovative Losungen gefunden werden
miissen. Beispielsweise haben Crespo et al. gezeigt’, dass Imatinib strukturell so
verdndert werden kann, dass der entropische Verlust, der mit der Bindung an die
wirkstoffresistente Variante Abl-D816V einhergeht, minimiert werden kann, indem eine

gewisse Flexibilitdt der Aktivierungsschleife gefordert wird.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse beschreiben einen Ansatz, wie
Wirkstoffresistenzen umgangen werden konnen. Dazu wurden Typ-II-Inhibitoren
generiert, die eine intrinsische Flexibilitét besitzen und sich daher an mutationsbedingte
Verdnderungen in der Bindungstasche anpassen konnen und gleichzeitig die Kinase in

ihrer inaktiven Konformation arretieren.

3.4 Publikation

Diese Ergebnisse wurden in der folgenden Publikation verdffentlicht:

1. Getlik M., Griitter C., Simard J.R., Kliiter S., Rabiller M., Rode H.B., Robubi
A., Rauh D., “Hybrid compound design to overcome the T338M gatekeeper
mutation in c¢Src”, J. Med. Chem., 2009, 52: 3915-3926.






4 N-Pyrazol-N’-Thiazolharnstoffe als p38a-
Inhibitoren

4.1 Einleitung

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP Kinase) p38a reguliert eine Vielzahl
zelluldrer Prozesse wie die Proliferation, Differenzierung, Uberleben und Migration.'®
Nach der Entdeckung von p38a als Regulator verschiedener inflammatorischer
Mediatoren, hat die pharmazeutische Industrie enorme Anstrengungen unternommen,
um p38a-Inhibitoren zu entwickeln. Dabei blieb jedoch der erhoffte Erfolg aus da nur
wenige Wirkstoffe kamen iiber die klinische Phase I hinaus.'”' Neueste Untersuchungen
zeigen, dass p38a nicht nur in Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt,

100 Das Scheitern

sondern auch an der Entstehung von Krebs beteiligt sein kann.
mehrerer p38a-Inhibitoren in klinischen Studien und die Indikationserweiterung hin zu
Tumoren, deren Wachstum durch chronische Entziindungsprozesse gefordert wird,
verdeutlichen den Bedarf an neuen Ansdtzen und Inhibitoren, die auf den p38a-
Signalweg abzielen. Aktuelle Bemiihungen in der Kinaseforschung beschéftigen sich
mit der Identifikation und Entwicklung von Inhibitoren, die an weniger konservierte
Stellen binden und/oder inaktive Kinasekonformationen stabilisieren.'® Solch eine
allosterische Stelle befindet sich nahe der ATP-Bindungstasche und kann in
verschiedenen Kinasen adressiert werden. Voraussetzung ist allerdings, dass die
jeweilige Kinase eine DFG-out-Konformation annehmen kann.® Im Vergleich zu
herkommlichen ATP-kompetitiven Inhibitoren versprechen die sogenannten DFG-out-
Binder vorteilhafte Eigenschaften hinsichtlich auf ihre Selektivitit und

Pharmakologie.”**

Bisher sind Methoden zur Identifikation solcher Liganden in der Kinaseforschung
limitiert, da die meisten Durchmusterungsverfahren auf der Messung der
Enzymaktivitit beruhen. Kiirzlich konnten in der Arbeitsgruppe Rauh zwei Ansitze
entwickelt werden, die beide eine Identifizierung von Liganden ermdglichen, die

62-64,69

enzymatisch inaktive Konformationen stabilisieren: a) ein Verdridngungsassay,

der auf der Enzym-Fragment-Komplementierungs-Technologie beruht, bei der ein
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Peptid-Fragment der B-Galaktosidase an einen DFG-out-Binder gekniipft ist. Diese
Sonde bindet an die inaktive Kinase und kann durch kleine Molekiile verdrangt werden,
die an der gleichen Stelle binden. Die Komplementierung der gekiirzten
B-Galaktosidase mit der freigesetzten Sonde stellt die enzymatische Aktivitit wieder her
und stimuliert gleichzeitig eine chemilumineszente Reaktion, die ein Auslesen des
Signals ermoglicht.”” b) Die FLiK-Technologie macht sich die Flexibilitit gewisser
Strukturelemente von Kinasen zu Nutze, wie beispielsweise die Aktivierungsschleife, in
welche Fluorophore eingefiihrt werden konnen. Dieses vorteilhafte System kann
Konformationsédnderungen der Aktivierungsschleife bzw. dem DFG-Motiv — wie die
Anderung zwischen DFG-in und DFG-out — direkt verfolgen. Die sich dabei
verdndernden Emissionseigenschaften des Fluorophors ermoglichen die direkte

Messung der Bindungskonstante Kp.%

4.2 Motivation und Zielsetzung

Bei der Durchmusterung von mehr als 35000 Substanzen im Hochdurchsatzverfahren
wurden unter Anwendung des p38a-FLiK-Assays mehrere Verbindungen als potente
p38a-Binder identifiziert, die auf neuen chemischen Grundgeriisten basierten.
Interessanterweise stellte sich heraus, dass die Klasse der N-Aryl-N’-Thiazolharnstoffe
nicht nur in der allosterischen Tasche von p38a bindet (Kp-Werte = 13-48 uM) und die
DFG-out-Konformation stabilisiert, sondern auch die Aktivitit der Kinase inhibiert
(ICsp-Werte = 12-75 pM).'” Diese Verbindungen wurden zuvor nicht als Stabilisatoren
der inaktiven p38a-Konformation identifiziert und stellen somit eine neue

Substanzklasse fiir diesen Bindungsmodus dar (Abb. 4.1).

Auffallend ist, dass die gefundenen N-Aryl-N’-Thiazolharnstoffe alle einen
gemeinsamen Benzyloxy-Ethyl-Substituenten an 4-Position des Thiazols tragen, der
offensichtlich eine wichtige Determinante fiir die Bindung dieser Substanzklasse ist
(siche 4.1, Abb. 4.1). Zudem bildet die Harnstoff-Einheit wie erwartet
Wasserstoftbriicken zum Peptidriickgrat von Asp168 und der Seitenkette von Glu71
aus. Trotzdem scheint gerade die abgewinkelte Konformation der Benzyloxy-Ethyl-
Einheit in dem hydrophoben Bereich hinter dem Tiirsteherrest das Harnstoff-

Pharmakophor in eine geneigte Geometrie zu zwingen — im Vergleich zu dem



N-Pyrazol-N’-Thiazolharnstoffe als p38a-Inhibitoren 51

Bindungsmodus von BIRB-796 — und verhindert so moglicherweise eine stirkere

Bindung dieser Substanzklasse.'"

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der
Thiazolharnstoffe untersucht werden und zur Entwicklung von potenten Typ-II- und
Typ-1lI-p38a-Inhibitoren fiihren. Unter Anwendung von strukturbasiertem Design
sollten chemische Modifikationen wie die Einflihrung zusétzlicher funktioneller
Gruppen oder Heteroatome vorgenommen werden, um die strukturelle Flexibilitit des
Grundgeriists auszunutzen, und um spezifisch die Scharnierregion bzw. die allosterische
Bindungsstelle zu adressieren. Durch biochemische und strukturbiologische Analysen
sollte die Spezifitit der neuen Verbindungen bestétigt werden. Weiterhin sollten diese
Verbindungen in zelluldren Systemen validiert werden, indem ihre Eigenschaft p38a zu
inhibieren, untersucht werden sollte. Dazu sollte die nachgeschaltete Phosphorylierung

von MK2 beobachtet werden.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Strukturbasierte Entwicklung von Typ-II- und Typ-III-
Inhibitoren fiir p38a

Das neu entwickelte p38a-FLiK-System wurde fiir eine Hochdurchsatz-
Durchmusterung von mehr als 35000 Verbindungen angewendet. Bei dieser
Durchmusterungskampagne konnten mehrere Treffer identifiziert werden, unter denen
sich auch die Klasse der N-Aryl,-N’-Thiazolharnstoffe befand.'” Strukturell verwandte
Verbindungen wurden als Inhibitoren der Aurora Kinase publiziert (siche 4.21, Abb.
4.1).
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Abb. 4.1: Strukturen des p38a Inhibitors BIRB-796, der Verbindung 4.1 — einer der urspriinglich
identifizierten N-Aryl-N’-Thiazolharnstoffe — sowie des strukturell verwandten Aurora A Inhibitors 4.21
und dem Abl/Src Inhibitor Dasatinib.

Allerdings binden diese Verbindungen in der ATP-Bindungsstelle der aktiven Kinase-
Konformation (Abb. 4.2). Interessanterweise wurde von Karaman et al. gezeigt, dass
der thiazolbasierte dual-spezifische Abl/Src-Inhibitor Dasatinib ebenfalls an p38a
bindet.*’ Strukturbiologische Untersuchungen von Dasatinib im Komplex mit p38a
bestétigten einen ATP-kompetitiven Bindungsmodus (Abb. 4.2), wie er auch in den

Kinasen c¢Src (PDB-Code: 3G5D)7O und Abl (PDB-Code: 2GQG)'® beobachtet wird.

/

Abb. 4.2: (a) Strukturelle Uberlagerung des p38o-4.1-Komplexes (weiB, PDB-Code: 31W8) und der
Kristallstruktur der Aurora Kinase A im Komplex mit einem Thiazolharnstoff (pink, PDB-Code: 3DJ7).
Wasserstoffbriickenbindungen sind als gepunktete Linien dargestellt (rot fiir 4.1 und gelb fiir den Aurora
A Inhibitor). (b) Kristallstruktur von p38a im Komplex mit Dasatinib. Die Elektronendichte (2F,-F.) von
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p38a (grau) und Dasatinib (rot) ist bei 1o konturiert. Dasatinib bildet zwei direkte Wasserstoffbriicken zu
der Seitenkette von Thr106 aus, zwei zu dem Peptidriickgrat von Met109 und eine wasservermittelte
Wasserstoftbriicke zu Lys53. Die Elektronendii:hte von Phel69 ist nicht eindeutig definiert, was auf eine
gewisse Flexibilitit des DFG-Motivs hindeutet.

Die Bindung von Dasatinib an p38a ist identisch zu den bekannten Strukturen von cSrc
und Abl, obwohl die Scharnierregion von p38a um eine Aminosdure verkiirzt ist. Der
Inhibitor bildet drei Wasserstoffbriicken zu der Scharnierregion aus: die erste zwischen
dem Stickstoffatom der Anilineinheit und der Seitenkette des Tiirsteherrestes (Thr106),
die zweite zwischen dem Stickstoffatom des Thiazol-Kerns und dem Riickgrat von
Met109 (Amid) und eine dritte zwischen dem sekunddren Amin, das Thiazol- und
Pyrimidinring verbindet, und dem Riickgrat von Met109 (Carbonyl). Dariiber hinaus
bildet der Inhibitor eine wasservermittelte Wasserstoftbriicke zum Lys53 der Glycin-
reichen Schleife. Die l16slichkeitsvermittelnde Ethoxypiperazin-Gruppe ist zum
Losungsmittel gerichtet und weist aus der ATP-Bindungsstelle hinaus. Obwohl
Dasatinib ein klassischer Typ-I-Binder ist, ist die Konformation des DFG-Motivs und
der Aktivierungsschliefe von p38a vergleichsweise flexibel, was zu einer undeutlichen
Elektronendichte fiir dieses Strukturelement fiihrt (Abb. 4.2). Daher konnte die
Aktivierungsschleife im Gegensatz zu den cSrc- und Abl-Strukturen nicht modelliert
werden, bei denen eine eindeutige DFG-in-Konformation beobachtet wird, wenn
Dasatinib ~ gebunden ist. Der Typ-IlI-Bindungsmodus der identifizierten
Thiazolharnstoffe ist somit einzigartig in p38a und fiihrte zusammen mit den moderaten
Bindungsaffinititen der ersten Treffer-Verbindungen zur Weiterentwicklung dieser
Inhibitoren. Das Thiazol-Harnstoff-Geriist war dafiir ein wertvoller Ausgangspunkt, da
substituierte Thiazole in vielen Naturstoffen, Pharmaka und Agrochemikalien
vorkommen und moglicherweise eine biologisch privilegierte chemische Struktureinheit

darstellen.'®

Um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu untersuchen, wurde das zentrale Thiazol-
Harnstoff-Pharmakophor des urspriinglichen Treffers 4.1 beibehalten, und zunéchst die
Substituenten des Thiazolrings und des N-Harnstoff-Stickstoffatoms modifiziert. Da der
4-Benzyloxy-Ethylrest offenbar deutlich zu der Affinitit von 4.1 und den weiteren

Treffern beitrdgt, wurde lediglich das Amin-substituierte chirale Zentrum entfernt, das

" Diese strukturbiologischen Experimente wurden von Dr. Jeffrey R. Simard und Dr. Christian Griitter
durchgefiihrt.
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ohnehin keine essentiellen Wechselwirkungen mit dem Protein eingeht. Des Weiteren
wurde das N-Harnstoff-Stickstoffatom mit verschiedenen hydrophoben Motiven
dekoriert, die iiblicherweise in der Kinaseforschung verwendet werden und in die

allosterische Tasche binden.>®

Die Einfiihrung der 3-fert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-Einheit fithrte zu 4.4f und einer
40-fachen Steigerung der Affinitdt verglichen mit der Ausgangssubstanz.
Modellierungsstudien fiihrten zu dem Einsatz von Cycloalkan-Substituenten an der
3-Position des Pyrazolrings, mit der Absicht, den hydrophoben Bereich der
allosterischen Tasche effizienter auszufiillen. Nachfolgende Versuche, Cyclopropyl- (in
4.4a) oder Cyclopentyl-Einheiten (in 4.4d und e) einzufiihren, resultierten leider nicht
in einer besseren Bindungsaffinitit. Um mehr iber die essentiellen
Bindungswechselwirkungen dieser Stoftklasse zu erfahren, wurde die Kristallstruktur
von 4.4f im Komplex mit p38a geldst (Abb. 4.3). Diese strukturelle Studie bestétigte
die wichtigsten Bindungswechselwirkungen, die zuvor auch fiir 4.1 beobachtet wurden.
Zudem lieferte sie weiteren Aufschluss liber die Konformation des in p38a gebundenen
Inhibitors. Die Harnstoff-Einheit bildet die typischen Wasserstoffbriickenbindungen zu
Aspl168 des DFG-Motivs und der Seitenkette von Glu71 (befindet sich innerhalb der
Helix C), die zuvor fiir verschiedene Typ-II- und Typ-IlI-harnstoftbasierte Inhibitoren

57,62,69,70 . . = . .
7626970 Eine weitere Wasserstoffbriicke wird zwischen dem

beobachtet wurden.
Stickstoffatom des Thiazolrings und dem katalytisch aktiven Lys53 ausgebildet, und
stabilisiert moglicherweise die gefaltete Konformation des 4-Benzyloxy-Ethylrests
innerhalb der hydrophoben Tasche hinter dem Tiirsteherrest. Interessanterweise fiihrt
diese Wasserstoffbriickenbindung zusammen mit den hydrophoben Wechselwirkungen
der 4-Benzyloxy-Ethyl-Einheit im Vergleich zu bisher bekannten Typ-II- und Typ-III-
Inhibitoren von p38a’’ zur Umorientierung des gesamten Thiazol-Harnstoff-
Pharmakophors und verhindert dadurch eine Ausrichtung des Inhibitors, die fiir die
Ausbildung idealer Wasserstoffbriickenbindungen mit Aspl68 und Glu71 nétig ist

(Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: (a) Kristallstruktur von p38a im Komplex mit 4.4f. Die Elektronendichten (2F,-F,) von p38a
(grau) und 4.4f (rot) sind bei 16 konturiert. Wasserstoftbriickenbindungen sind als gepunktete rote Linien
dargestellt. Der Inhibitor bildet die fiir die Harnstoffeinheit typischen Wasserstoffbriicken zu Glu71 und
Aspl68 aus. Zusitzlich existiert eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Thiazol-Stickstoffatom und der
Seitenkette von Lys53. (b) Strukturelle Uberlagerung der p38a-4.4i (pink) und p38o-4.4h (griin)
Komplexe. 4.4i bildet Wasserstoffbriicken (rote gepunktete Linie) zu dem Peptidriickgrat von Met109
und ein starkes Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen der Harnstoffeinheit, Glu71 und Aspl68. Im
Gegensatz dazu bildet 4.4h lediglich die konservierten Wasserstoffbriicken zu Glu71 und Asp168 (gelb
gepunktete Line). Interessanterweise wird in dem p38a-4.4h-Komplex ein Peptid-Flip um die Met109-
Gly110-Bindung beobachtet, obwohl der Inhibitor keine Wasserstoftbriicke zu der Scharnierregion
ausbildet.

Obwohl der 4-Benzyloxy-Ethyl-Substituent offensichtlich zu der Affinitdt dieser
Substanzklasse beitrdgt und damit fiir die Bindung der zuvor identifizierten Thiazol-
Harnstoff-Verbindungen von entscheidender Bedeutung ist, zwingt die angewinkelte
Konformation dieser Gruppe innerhalb der hydrophoben Tasche die Harnstoffeinheit,
verglichen mit dem Bindungsmodus von BIRB-796, in eine geneigte Geometrie.'”> Um
diese Spannung aufzuheben, wurden Typ-II-Inhibitoren entwickelt, die die
Scharnierregion iiber ihren 4-Benzyloxy-Ethyl-Substituenten adressieren. Dazu wurde
der hydrophobe Phenylring durch einen polaren Pyridinring ersetzt (wie in 4.4h und i),
was zu dem erwarteten Flip dieser Linkereinheit in die ATP-Bindungsstelle fiihrte. Im
Vergleich zu den bisher kristallisierten Liganden verschiebt sich dabei der zentrale
Thiazolkern der Inhibitoren 4.4h und i etwa 2 A weg von dem DFG-Motiv. Dadurch
16st sich die geometrische Spannung und ermoglicht es dem Harnstoff-Pharmakophor
eine  bevorzugte Orientierung einzunehmen, um die gewohnt starken
Wasserstoftbriicken ausbilden zu konnen. Allerdings fiihrt diese Neuausrichtung zu
dem Verlust der Wasserstoftbriicke zwischen dem Thiazol-Stickstoff und Lys53 (Abb.
4.3). Bemerkenswert ist, dass 4.4h einen Peptid-Flip der Met109-Gly110 Bindung

5

induziert, der zuvor fiir p38a beschrieben wurde,'” obwohl kein Kontakt zu der
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Scharnierregion ausgebildet wird. Zudem weist eine reduzierte Elektronendichte in der
Kristallstruktur auf eine restliche Mobilitdt des Pyridin-4-methoxy-ethyl-Linkers in 4.4h
hin. Im Gegensatz dazu bildet das Meta-Pyridin von 4.4i eine direkte Wasserstoffbriicke
zu dem  Riickgrat von Metl09 (Abb. 4.3). Die Bildung dieser
Wasserstoftbriickenbindung verringert deutlich die Flexibilitdt der Linkereinheit auf

Kosten der Entropie und fiithrt moglicherweise zu der geringeren Affinitdt von 4.4i.

An diesen Ergebnissen orientierte sich die weitere Optimierung mit dem Ziel, die hohe
Flexibilitdt der Linkereinheit zu vermeiden. Das Entfernen dieser Gruppe fiihrte zu der
Synthese von 4.5a und einem 3-fach hoheren Kp-Wert verglichen mit 4.4f, was durch
den Verlust der hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb der hydrophoben Tasche
begriindet werden kann. Jedoch geht aus der Kristallstruktur von 4.5a im Komplex mit
p38a hervor, dass das Entfernen dieser flexiblen Gruppe gleichzeitig zu einer optimalen
Ausrichtung des Thiazol-Harnstoff-Pharmakophors fiihrt, wie auch bei 4.4h und i, und
den eher moderaten Verlust der Bindungsaffinitit erklirt (Abb. 4.4).

Thr106

G 5
r‘j N
P Phe169/,(,,‘Kf"

. Met109 LD

Asp168

Phe169

Abb. 4.4: (a) Kristallstruktur von p38a im Komplex mit 4.5a. Die Elektronendichte (2F,-F,) von p38a
(grau) und 4.5a (rot) ist bei 1o konturiert. Die rot-gepunkteten Linien stellen die Wasserstoffbriicken dar.
(b) Uberlagerung der Strukturen von 4.4f, 4.4h und 4.5a im Komplex mit p38c. Zu sehen ist die
Verschiebung des Thiazolkerns in Richtung der hydrophoben Tasche (gelber Pfeil) und die damit
zusammenhédngende Umorientierung der Harnstoff-Einheit.

Basierend auf diesen Beobachtungen und mit dem Ziel, die Bindungsaffinitit weiter zu
erhohen, wurden polare Gruppen am Pyrazol-Phenylring eingefiihrt, die
Wasserstoftbriicken zu der Seitenkette von Arg70 der Helix C ausbilden und die
Inhibitoren in der allosterischen Bindungsstelle erweitern sollten. Der Austausch der

para-Methylgruppe mit einer Essigsdure-Einheit (4.4c) resultierte in einer erhdhten

Bindungsaffinitit. Ahnliche Verinderungen an der meta-Position (4.4b) waren weniger
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vorteilhaft. Die Co-Kristallisation von 4.4c¢ mit p38a bestdtigte den erwarteten
Bindungsmodus (vergleichbar mit dem von 4.4f) und legte die Bildung -einer
zusétzlichen Wasserstoffbriicke zu der Seitenkette von Arg70 dar, wodurch die
verbesserte Affinitit erkldrt werden kann (Abb. 4.5). Obwohl der allgemeine
Bindungsmodus identisch zu dem von 4.4f ist, induziert die neue Interaktion am Rand
der allosterischen Tasche einen 90°-Flip des Phenylrings, was die rdumliche Anordnung
dieses Teils des Liganden verbessert. Die Einblicke in die Bindungsmodi von 4.5a und
4.4c fihrten zu der Annahme, dass die Einfiihrung der para-Essigsdure-Funktionalitét
in 4.5a einen noch potenteren Typ-IlI-Inhibitor zur Folge hitte, der die neuartige
Wasserstoftbriicke in der allosterischen Bindungstasche ausbildet und gleichzeitig die

verzerrte Konformation der zentralen Thiazol-Harnstoff-Einheit vermeidet.

Thr106

g2 oy
Phe169 I vt

Abb. 4.5: Kiristallstruktur von p38a im Komplex mit (a) 4.4c und (b) 4.5¢. Die Elektronendichten (2F,-
F.) von p38a (grau) und 4.4c (rot) und 4.5¢ (rot) sind bei lo konturiert. Beide Inhibitoren bilden
zusétzlich zu den konservierten Interaktionen eine Wasserstoffbriicke zu Arg70 der Helix C aus.

SchlieBlich wurde die Verbindung 4.5¢ synthetisiert, die eine 70-fach hohere Affinitat
als die urspriingliche Verbindung 4.1 und eine 5-fach hohere Affinitdt als das engste
Analogon 4.5a aufweist. Die Co-Kristallisation von 4.S¢ im Komplex mit p38a
bestitigte die erwartete Wechselwirkung mit Arg70 sowie die Entzerrung der Thiazol-
Harnstoff-Einheit. Diese Interaktion wird zudem durch die Koordination von drei
Wassermolekiilen stabilisiert, die ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken zwischen
Aspl168, Arg70, der Carbonsdure-Funktionalitdit und dem N2 Stickstoffatom des
Pyrazols bilden. Trotz der Einfithrung dieser zusétzlichen Gruppe ist der restliche

Bindungsmodus von 4.5a und ¢ identisch (Abb. 4.5).
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4.3.2 Biochemische Validierung

Um die Inhibitoren zu validieren, wurden zunichst die Kp-Werte mit Hilfe des p38a-
FLiK Assays bestimmt.®*" Die Bindungsaffinititen bestitigten die Erwartungen und
untermauerten die rationale Inhibitorentwicklung. Die Bindungsaffinitit konnte
verglichen mit der Ausgangsverbindung um das 70-fache verbessert werden. Des
Weiteren wurden fiir die aussichtsreichsten Verbindungen Enzymaktivititsassays
durchgefiihrt, um die Hemmung der Enzymaktivitit von p38a zu untersuchen, und um
die gemessenen Bindungsaffinititen zu bestitigen. Die Kp- und ICso-Werte folgten
denselben Trends, auch wenn die absoluten Werte nicht identisch waren. Aus der
gesamten Substanzbibliothek zeigte 4.5¢ die hochste Affinitdt, die auch durch die

hochste Aktivitat untermauert wurde.

" Die Kp-Werte wurden von Beate Aust und Dr. Jeffrey R. Simard gemessen.
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Tabelle 4.1: Bindungsaffinititen (Kp) und ICso-Werte der Thiazolharnstoffe.

H,N O 0
cl cl
opd Ot ©
H H

F N S FsC N
41 4.2
(0]
Re :
F i /I\’k/( ) o N/C b / AN
NS N@\NXN/&S\ v N\N | NJ\” / S
_{ H H
) . .
o R2 R2
4.3 4.4a-i 4.5a-c

Verbindung R' R? X Y Kp [nM] ICso [nM]
4.1 - - - - 13400 + 2300 -
4.2 - - - - nicht 16slich -
4.3 - - - - keine Bindung -
4.5a - Me - - 990 + 110 -
4.5b - p-CH,CO,Et - - 675 + 58 639 +67
4.5¢ - p-CH,COH - - 196 =+ 38 135+21

”””” 442 Cyclopropyl ~ m-CH,CO,H CH CH 14700 + 5700 -

4.4b tert-Butyl m-CH,CO,H CH CH 920 =+ 11 -
4.4c tert-Butyl p-CH,CO,H CH CH 287 =+ 42 -
4.4d Cyclopentyl m-CH,CO,H CH CH 580 =+ 139 -
4.4e Cyclopentyl p-CH,COH CH CH 901 =+ 61 -
4.4f tert-Butyl p-CH; CH CH 382 £+ 65 -
4.4¢g tert-Butyl p-CH;3 CF CH 303 £ 60 -
4.4h tert-Butyl p-CH; N CH 586 =+ 98 -
4.4i tert-Butyl p-CH; CH N 1656 + 107 3641 + 486

4.3.3 Zellulire Validierung von 4.5¢

Um die Inhibition von p38a in einem zelluliren System zu {berpriifen, wurde die
Féhigkeit von 4.5¢ untersucht, die Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Protein
Kinase aktivierten Protein Kinase (MK2), einem bekannten Substrat von p38a, zu

1% MK2 und p38a formen im Zellkern ein stabiles Heterodimer. Nach einer

inhibieren.
stressvermittelten Signaliibertragung fithrt die Phosphorylierung von p38a zu einer

Auflésung dieses Komplexes. Als Folge seiner Aktivierung kann p38a erneut an MK2
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binden und gleichzeitig an deren Phosphorylierungsstellen phosphorylieren. Dies
induziert eine Konformationsdnderung von MK2, wodurch das Kernexportsignal
exponiert wird. Letztlich wird der p38a-MK2-Komplex in das Zytoplasma transportiert,
wo  moglicherweise  weitere  Substrate ~ wie  Transkriptionsfaktoren  und
Hitzeschockproteine phosphoryliert werden. Daher bestimmt MK2 die zelluldre
Lokalisation von p38a und wirkt aufgrund der Phosphorylierung weiterer Substrate

zudem als Effektor von p38a.'?"!'*®
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Abb. 4.6: Konzentrationsabhingige Reduktion der MK2-Phosphorylierung durch 4.5b. HeLa-Zellen
wurden in serumfreien Medium fiir 24 Std. gehungert, fiir 30 Min. mit Anisomycin stimuliert (10 pg/mL)
und fiir 2 Std. mit 10 verschiedenen Konzentrationen 4.5b und einer DMSO-Kontrolle inkubiert. (a) Die
Zellen wurden lysiert und MK2 mit MK2- und pMK2-Antikérpern (pT334) visualisiert. Bei hoheren
Inhibitorkonzentrationen ist eine Inhibition der Phosphorylierung zu sehen. (b) Die Blots wurden mit
einem Odyssey Infrarot Scanner eingescannt, und die Signale fiir MK2 und pMK2 in relativen Einheiten
dargestellt. Die konzentrationsabhdngige Hemmung der MK2-Phosphorylierung zeigt einen zelluldren
ICso-Wert von 6 pM.*

Trotz der starken in vitro Inhibition der p38a Aktivitit (135 + 21 nM) durch 4.5¢, wurde
in vivo kein Effekt auf die Phosphorylierung von MK2 beobachtet und die mangelnde
Wirksamkeit auf die fehlende Zellpermeabilitit aufgrund der polaren Carbonsaure-
Einheit von 4.5¢ zuriickgefiihrt. Um die Zellpermeabilitit zu verbessern, wurde das
Ethylester-Derivat 4.5b hergestellt, das aufgrund seiner verbesserten Lipophilie mit

einer gesteigerten Absorbtion einhergehen sollte.'”

Dariiber hinaus sollte es als Prodrug
fungieren und in der Zelle durch Esterasen zur biologisch aktiveren freien Sédure 4.5¢
hydrolysiert werden. Trotz einer 5-fach geringeren in vitro Aktivitit im Vergleich zu

4.5¢, inhibiert 4.5b effektiv und konzentrationsabhingig die Phosphorylierung von

" Die zellulire Charakterisierung wurde von Dr. Hoang D. Nguyen durchgefiihrt.
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MK2 mit einem zelluldren ICsp-Wert von 6 uM (Abb. 4.6). So konnte durch die
Einfiihrung der Estergruppe und der damit verbundenen erhohten Lipophilie die
Zellpermeabilitit gesteigert und eine Inhibition der Phosphorylierung von MK2 in

HelLa-Zellen erzielt werden.

4.3.4 Synthese der N-Pyrazol-NV’-Thiazolharnstoffe

Fiir die Synthese der fokussierten Substanzbibliothek von p38a Inhibitoren, die auf dem
N’-Thiazolharnstoff-Grundgeriist basiert, wurde eine konvergente Syntheseroute
gewdhlt. Im Vordergrund stand dabei die einfache Kombination der synthetisierten
Aminothiazol- und Pyrazolamin-Synthone. Die Aminothiazole wurden ausgehend von
2-Aminothiazol-4-Ethylacetat 4.6 dargestellt. Das Amin 4.6 wurde unter basischen
Bedingungen und mit DMAP katalysiert mit einer Ausbeute von 49 % in das fert-
Butylcarbamat 4.7 {iberfiihrt (Schema 4.1).

Schema 4.1: Synthese der Aminothiazole 4.10a-c.”

OH
CO,Et Boc,0, Et3N, CO,Et
THF, kat. DMAP NaBH,, EtOH
N O NTN
) 0°C, 18 Std >L/U\ P 0°C, 18 51, >|\)L)\
HN" S 8% °c N
4.6 4.7 43
NaH, Benzyl-
bromid, THF
RT, 48-72 Std.

/@
—=X
HCI (4 M), Dioxan

(0]
/C I\
=X
NTN
CHﬁ)l\S
RT, 14-96 Std.

4.10a X = CH, 76 % (2 Schritte)
4.10b X = CF, 55 % (2 Schritte)
4.10c X = N, 50 % (2 Schritte)

AR A IZ
oOT
XXX
nnn
Z00
mI

In einem weiteren Schritt wurde der Ethylester mit NaBHs zu dem Alkohol 4.8
reduziert, der anschlieBend nach Deprotonierung mit NaH selektiv mit verschiedenen

Benzylbromiden alkyliert wurde. Unter sauren Bedingungen wurden abschlieend die

" Dieser Syntheseabschnitt wurde von Prof. Dr. Willem A. L. van Otterlo durchgefiihrt.
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Carbamate in quantitativen Ausbeuten in die Hydrochloride der Aminothiazole 4.10a-c¢

iiberfiihrt (Schema 4.1).

Die Umsetzung von 4.8 mit 3-Bromomethylpyridin nach Deprotonierung des Alkohols
mit NaH fiihrte ausschlielich zur N-Alkylierung, so dass zur Herstellung von 4.12 ein
alternativer Weg verwendet wurde (Schema 4.2). Zundchst wurden unterschiedliche
Reaktionsbedingungen  durchgemustert, wobei Base, Lodsungsmittel sowie
Reaktionstemperatur variiert wurden. Der Einsatz von Aminbasen (TEA, DIPEA) fiihrte
zu keiner Reaktion, die Alkalimetallhydroxide NaOH und CsOH leiteten ebenso wie
NaH lediglich die N-Alkylierung ein. Daraufhin sollte das Di-ters-butylcarbamat
synthetisiert werden, um in einem weiteren Schritt selektiv den Alkohol alkylieren zu
konnen. Auch dieser Ansatz fiihrte nicht zum gewiinschten Produkt, da der Alkohol in
das tert-Butylcarbonat transformiert wurde und eine anschliefende O-Alkylierung mit
3-Bromomethylpyridin verhindert wurde. Schlieflich konnte mit Tosylchlorid der
Alkohol mit einer Ausbeute von 20 % in das Tosylat 4.11 {berfiihrt werden, welches
bei der anschlieBenden Substitution mit 3-Pyridinmethanol als Abgangsgruppe fungierte
und das Carbamat 4.12 in 43 %-iger Ausbeute ergab (Schema 4.2). Im Anschluss wurde
die fert-Butyloxycarbonyl-Gruppe mit HCI (4 M in Dioxan) abgespalten und 4.12 in das
Aminothiazol 4.10d iiberfiihrt.

Schema 4.2: Synthese von Carbamat 4.12.

Tosylchlorid, 0, // NaH, 3-Pyridin-
Pyridin Y ™o methanol THF

48 ————

RT, 3 Std., 20 % RT, 2 Std., 43 % ﬂ\ )LH/L
4.1 4.12
Fiir die Synthese der Trichloroethyl-Carbamat-Synthone 4.17a-e wurden die Nitrile
4.14a und 4.14b ausgehend von Methylcyclopropyl- bzw. Methylcyclopentancarboxylat
und Acetonitril unter Zugabe von NaH entsprechend der Patentliteratur hergestellt
(Tabelle 4.2).""" Weiterhin wurden die Hydrazine 4.16a und b durch die Nitrosierung
der Aminoessigsduren 4.15a und b mit NaNO, und anschlieBender Reduktion mit SnCl,
erhalten (Tabelle 4.2)."'° Durch Kondensation der Nitrile 1.5, 4.14a und 4.14b mit den
Hydrazinen 4.16a und b wurden zundchst Pyrazolamine erhalten, die ohne weitere

Aufreinigung mit Troc-Cl unter den zuvor beschriebenen Bedingungen zu den
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Trichloroethyl-Carbamaten 4.17a-e in moderaten Ausbeuten umgesetzt wurden (Tabelle
4.2).”° Bei der Bildung der Pyrazole, die durch HCI katalysiert in EtOH durchgefiihrt
wurde, kommt es gleichzeitig zur Transformation der Carbonséure in den

entsprechenden Ethylester (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Synthese der Carbamate 4.17a-e.

o NaleMECN' o
A N
R)ko/ 70 °C, 16 Std. RJ\// .
4.13a: R = Cyclopropyl 4.14a: R = Cyclopropyl
4.13b: R = Cyclopentyl 4.14b: R = Cyclopentyl R!
2.2: R = tert-Butyl >j\ o
y
1HCI (konz), EoH N Il J[_ ol
90 °C, 16 Std. N
- N O o
. 2.TrocCl, H,0, @ cl
NH EtOAc, NaOH
2 1.HCI NaNO,, H,0  HN\T? 0o RrTaed Ny
0°C, 1 Std. ’ R?
2. SnCl,, HCI (konz.) ] 4.17a-e
R RT, 2 Std.
R
4.15a: R = m-CH,CO,H 4.16a: R = m-CH,CO,H
4.15b: R = p-CH,CO,H 4.16b: R = p-CH,CO,H
Verbindung R! R’ Ausbeute [%] (3 Schritte)
4.17a Cyclopropyl m-CH,CO,Et 9
4.17b tert-Butyl m-CH,CO,Et 37
4.17¢ tert-Butyl p-CH,CO,Et 61
4.17d Cyclopentyl m-CH,CO,Et 5
4.17e Cyclopentyl p-CH,CO,Et 55

Die Harnstoftbildung wurde durch die nukleophile Substituion der Trichloro-
ethyl-carbamate 4.17a-f mit den Aminothiazolen 4.10a-d unter basischen Bedingungen
abgeschlossen. Die Ethylester der Thiazolharnstoffe 4.4a-e wurden nach dieser
Kupplung in einer basischen Losung aus LiOH in H>O und Methanol hydrolysiert, so
dass die korrespondierenden Carbonséduren freigesetzt wurden. Im Allgemeinen wurden
die finalen Thiazolharnstoffe in nur mafigen Ausbeuten isoliert, was iliberwiegend an
der problematischen Aufreinigung fest zu machen ist. Dabei mussten haufig zwei
Aufreinigungsschritte hintereinander geschaltet werden, um reine Verbindungen zu

isolieren (Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3: Thiazolharnstoffe 4.4a-i.

R1

O
0y Vg : ke,
N N 1. DIPEA, DMSO O N =X
N /Y:X . N\N N)J\O cl 60 °C, tber Nacht N\/ | )J\ /&S\ Y
cl )I\\ _— H &1 ©' (2 LioH, H,O/MeOH NN
N~ S ) (1:1), RT, 15 Min. [~
Ny Y.
2 {
R 3
R
4.10a-d 4.17a-f 4.4a-i
Thiazol Carbamat R R’ X Y Produkt Ausbeute [%]
4.10a 4.17a Cyclopropyl m-CH,CO,H CH CH 4.4a 9
4.10a 4.17b tert-Butyl m-CH,CO,H CH CH 4.4b 35
4.10a 4.17¢ tert-Butyl p-CH,CO,H CH CH 4.4c 29
4.10a 4.17d Cyclopentyl m-CH,CO,H CH CH 4.4d 22
4.10a 4.17e Cyclopentyl p-CH,CO,H CH CH 4.4e 64
4.10a 4.17f tert-Butyl p-CH; CH CH 4.4f 19
4.10b 4.17f tert-Butyl p-CH; CF CH 4.4¢g 22
4.10c 4.17f tert-Butyl p-CH; N CH 4.4h 16
4.10d 4.17f tert-Butyl p-CH; CH N 4.4i 16

Die Typ-Ill-Inhibitoren 4.5a-¢ wurden unter gleichen Bedingungen hergestellt, wobei

die Trichloroethoxy-Gruppe durch das 2-Aminothiazol 4.18 substituiert wurde. Die

Carbonsdure 4.5¢ wurde abschlieBend aus der Hydrolyse des Ethylesters 4.5b

gewonnen (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Thiazolharnstoffe 4.5a-c.

R! -
7 (@]
N >1 1. DIPEA, DMSO y o N
D . N NJ\ONC' 60 °C, tiber Nacht N?Nl L /S\
HN" S A H a®  (2)LioH, H0/MeOH NN
) (1:1), RT, 15 Min. =
Ny Y
R2 \
R3
4.18 4.17cf 4.5a-c
Amin Carbamat R} Produkt Ausbeute [%)]
4.18 4.17f tert-Butyl p-CH; 4.5a 59
4.18 4.17c tert-Butyl p-CH,CO,Et 4.5b 29
4.18 4.17c tert-Butyl p-CH,COH 4.5¢ 12
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Das Aminothiazol 4.10a wurde in Gegenwart von DIPEA an das Isocyanat 4.19 addiert,
so dass der Thiazolharnstoff 4.2 mit einer Ausbeute von 36 % erhalten wurde (Schema

4.3).
Schema 4.3: Synthese 4.2.

T
FsC N.

+
“Cs Cl
~0

+

H;N
4.19 4.10a 4.2

36 % FsC

0 0
b DIPEA,DCM ¢ b
NN RT, 12 Std j@ i J\\
Ls ’ K H H S

Die Kupplung der Synthone 4.20 und 4.10a wurde mit HBTU und DIPEA in DMF
unter Standard Peptid-Kupplungs-Bedingungen durchgefiihrt und das Biarylamid 4.3

mit einer Ausbeute von 64 % isoliert (Schema 4.4).

Schema 4.4: Synthese 4.3.

0
F (e} (0] N
OH HBTU, DIPEA, P \
. DMF N~ S
_ N \ H
N cl | RT, 16 Std.,
0,
By S o
o ()
4.20 4.10a o) 43

4.4 Diskussion

Obwohl Kinasen eine der meist untersuchten Zielproteinklassen in der
Wirkstoffforschung sind, gehéren Inhibitorselektivitdt, -spezifitit und aufkommende
Wirkstoffresistenzen zu den groften Herausforderungen in der Kinaseforschung.® Die
Entwicklung von Inhibitoren, die an weniger konservierte Stellen binden und Kinasen
in deren inaktiven Konformationen stabilisieren, konnte diese Einschrankungen
umgehen, wie von Gray und Mitarbeitern mit der Entwicklung des pyrimidinbasierten
Inhibitors GNF-2 gezeigt werden konnte.''' Obwohl mehrere solcher allosterischen
Inhibitoren bereits entwickelt wurden, stellen die ATP-kompetitiven Inhibitoren nach
wie vor die groBte Klasse der Kinaseinhibitoren dar.*'® Im Rahmen dieses Kapitels

wurde das vielversprechende Thiazol-Harnstoff-Geriist als ein Startpunkt fiir die
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Entwicklung potenter p38a-Inhibitoren beschrieben, die sich in die sogenannte

allosterische Bindungstasche ausdehnen.

In einem strukturbasierten Ansatz wurde eine fokussierte Substanzbibliothek von Typ-
II- und Typ-IlI-Inhibitoren entworfen und synthetisiert. Dariiber hinaus zeigten die
optimierten Typ-III-Inhibitoren eine exzellente Inhibition der enzymatischen Aktivitét
von p38a. Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden untersucht, um die
vorausgesagte Flexibilitdit des Inhibitorgrundgeriists und die Moglichkeit, die
Inhibitoren in die allosterische Tasche zu erweitern, zu bestitigen. Des Weiteren
konnten die Hypothesen durch die Bestimmung von Bindungsaffinititen, die
Verwendung von Kinaseaktivitits-Assays sowie strukturbiologischen Studien
untermauert werden. Die urspriingliche Absicht, polare Heteroatome in den Benzylring
des Thiazol-Substituenten einzufiihren, resultierte in Typ-II-Inhibitoren mit moderaten
Bindungsaffinitdten. Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass die neu ausgebildete
Wasserstoftbriickenbindung zu der Scharnierregion mit einer entropisch
benachteiligten, reduzierten Flexibilitdt der Linkereinheit einhergeht. Des Weiteren
filhrt der Verlust der hydrophoben Wechselwirkungen in dem hydrophoben Bereich
hinter dem Tiirsteherrest zu einer weiter sinkenden Bindungsaffinitit. Ein &hnlicher
Effekt konnte fiir das Phenyl-Derivat 2.11 von BIRB-796 beobachtet werden, das eine
wesentlich geringere Affinitdt als die Typ-IlI-Vorgdngermolekiile und auch als

BIRB-796 aufweist.””*

Bei der Weiterentwicklung der Typ-IlI-Inhibitoren resultierte die Einfiihrung der
Essigsdurefunktionalitit an den Pyrazol-Phenylring in der Ausbildung eines
Wasserstoftbriickennetzwerks in der allosterischen Bindungsstelle, das flir die hoheren
Bindungsaffinitdten grundlegend ist. Gleichzeitig wurde die 4-Benzyloxy-Ethyl-Einheit
entfernt, so dass das Thiazol-Harnstoff-Pharmakophor eine vorteilhaftere Bindungs-
geometrie annehmen kann. Diese ist fiir die Ausbildung stirkerer Wasserstoftbriicken
zu dem Peptidriickgrat des DFG-Motivs (Asp168) und der Seitenkette von Glu71 der
Helix C essentiell. Der vorgestellte Ansatz, Inhibitoren weiter in die allosterische
Tasche auszudehnen, stellt moglicherweise eine attraktive Alternative fiir die
Entwicklung von Inhibitoren mit vorteilhaften pharmakologischen Profilen dar.
Wihrend die Kinase auflerhalb der ATP-Bindungsstelle adressiert und in einer inaktiven

Konformation stabilisiert wird, konnen die Inhibitoraktivititen durch die Ausbildung
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neuartiger Interaktionen innerhalb der allosterischen Tasche konserviert werden.
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen und dem einzigartigen Bindungsmodus des

Inhibitorgrundgeriists konnte eine Weiterentwicklung dieser Inhibitoren erfolgen.

4.5 Zusammenfassung

Zusammengefasst konnten potente p38a-Inhibitoren in einem strukturbasierten Design
Ansatz entwickelt werden. Die Affinitdt der urspriinglich identifizierten Treffer-
Strukturen wurde durch die Ausdehnung der Inhibitoren in die allosterische Tasche um
ein 70-faches verbessert. Die so gesteigerten Affinititen konnten durch
strukturbiologische Studien erklirt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
4.5¢ innerhalb der allosterischen Tasche neuartige Interaktionen ausbildet und als

niitzliche Leitstruktur fiir die Inhibitorentwicklung dienen kann.

4.6 Publikation

Diese Ergebnisse werden in der folgenden Publikation verdffentlich:

1. Getlik M., Griitter C., Simard J. R., Hoang D. H. D., Robubi A., Aust B., van
Otterlo W. A. L., Rauh D., Structure-based design, synthesis and biological
evaluation of N-pyrazole, N’-thiazole urea inhibitors of MAP kinase p38a, 2011,

eingereicht.






5 Allosterische Modulatoren von p38a und Ber-Abl

5.1 Einleitung

Die intensive Forschung auf dem Gebiet der Kinasen brachte in den letzten Jahren eine
Fiille bioaktiver kleiner organischer Molekiile hervor, von denen einige Wirkstoffe
bereits die Marktzulassung erhalten haben und hédufig mit gutem Erfolg in der gezielten
Tumortherapie eingesetzt werden.'® Die iiberwiegende Mehrheit von Kinaseinhibitoren
adressiert die bei Proteinkinasen hochkonservierte ~ATP-Bindungsstelle oder
angrenzende Bereiche. Diese Substanzen sind hiufig unselektive Inhibitoren, wie z. B.
Staurosporin, das iiber 40 Serin/Threonin- und Tyrosinkinasen potent inhibiert.''>'"?
Auch wenn heute klar ist, dass die meisten zugelassenen Kinaseinhibitoren mehr als
eine Kinase inhibieren, stellt die Entwicklung hochselektiver Inhibitoren nach wie vor
eine zentrale Herausforderung in der Kinaseforschung dar,”® da durch den Einsatz
selektiver Wirkstoffe im Allgemeinen unerwiinschte Nebenwirkungen eingeschrénkt

. 113
werden konnen.

Ein alternativer Ansatz zu ATP-kompetitiven Kinaseinhibitoren sind allosterische
Modulatoren. Diese Molekiile adressieren Bereiche in einiger Entfernung zu der ATP-
Bindungsstelle und stabilisieren inaktive Kinasekonformationen.® Grundsitzlich kénnen
solche allosterisch wirkenden Liganden einige Vorteile mit sich bringen. So werden
durch die Bindung an weniger konservierte Stellen bessere Selektivititen erwartet.
Wirksamkeiten gegeniiber wirkstoffresistenten Mutationen und aktivierende bzw.
feinregulatorische Eigenschaften, die aus der Perturbation von Protein-Protein-

819 Die Identifikation und

Interaktionen resultieren, konnten bereits gezeigt werden.
Entwicklung allosterischer Liganden konnte somit Molekiile mit vorteilhaften
Wirkprofilen gegeniiber klassischen Kinaseinhibitoren hervorbringen, die zudem
aufgrund  ithrer  Potenz  und  Selektivitit die = Untersuchung  neuer

Regulationsmechanismen von Kinasen auf zellulirer Ebene ermoglichen wiirden.'”' "

Einige allosterische Modulatoren sind bereits bekannt und besitzen iiberaus interessante

Eigenschaften. So befinden sich modifizierte Chinoxaline zurzeit in der klinischen
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Erprobung, die an die Pleckstrin-Homologie-Domine von Akt binden und die
Phosphorylierung von Akt und nachgeschalteten Substraten inhibieren. Zudem zeigen

Studien, dass diese Molekiile die Translokation von Akt in Zellen beeinflussen.!”!* 1

m
N-terminalen Bereich von PDKI wurde die sogenannte PDKI-interagierende-
Fragment-Stelle (PIF) identifiziert, die iiblicherweise das phosphorylierte Substrat
bindet und so Lokalisation und Aktivierung von PDK1 reguliert. Auch hier wurden
allosterische Modulatoren gefunden, die eine Aktivierung imitieren, gleichzeitig aber
die Substratbindung verhindern.'"> Novartis entwickelte die Inhibitoren GNF-2 und
GNF-5, die an die Myristoyl-Bindungsstelle in Ber-Abl (einer konstitutiv aktiven

Fusionsvariante von Abl) binden, und die Kinaseaktivitit effektiv inhibieren.'”'®

Ahnliche Lipid-Bindungsstellen wurden auch in weiteren Kinasen identifiziert.'>''° So
ist eine Bindungsstelle in der C-terminalen Doméine von GSK3 ein wichtiges Element
fir die zellulire Lokalisation der Kinase, in CDK2 werden an dieser Stelle
regulatorische Proteine gebunden, die die CDK2-Aktivitdt steuern. In Erk2 binden
Substrate wie Transkriptionsfaktoren und Phosphatasen an diesen Bereich.'"
Strukturbiologische Untersuchungen bestétigten auch eine Lipid-Bindungsstelle in
p38a, deren Funktion die Feinregulierung der Kinaseaktivitit zu sein scheint.''®''®
Diese Lipid-Bindungsstelle wird von den beiden a-Helices 1L14 und 2L.14 sowie dem
Hauptteil der C-terminalen Domidne gebildet und stellt fir MAPK ein typisches
Strukturelement dar (Abb. 5.1). Protein-Kristallstrukturen im Komplex mit dem
Detergenz B-Octylglucopyranosid legten eine gewisse Flexibilitdt dieses Bereiches
offen. Bei der Bindung von B-Octylglucopyranosid ,,0ffnet sich die Lipid-

Bindungsstelle durch eine Konformationsédnderung der a-Helices 1114 und 2L14 sowie

der aEF/oF Schleife (Abb. 5.1)."'®
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aEF/ aF Schleife

1L14 Helix

2L14 Helix

Abb. 5.1: Kristallstruktur von p38a (grau, PDB-Code: 1WBK). (a) Die ATP-Bindungsstelle (griin) und
die Lipid-Bindungsstelle (rot) liegen etwa 30 A voneinander entfernt. (b) Die Lipid-Bindungsstelle wird
von den Helices 1114, 2L.14 sowie von dem Hauptteil der C-terminalen Doméne gebildet (grau). Bei der
Bindung von B-Octylglucopyranosid (B-OG, griine Kugeln) 6ffnet sich die Bindungsstelle von p38a
(griin, PDB-Code: 2NPQ), was mit einer deutlichen Konformationsinderung der oEF/aF Schleife
einhergeht — insbesondere der Seitenketten von Trp197 und His199. Die Seitenkette von Trp197 bildet
mit dem aliphatischen Teil des f-OG hydrophobe Wechselwirkungen aus.'®

Einer genauen biologischen Funktion kann diese Bindungsstelle jedoch bis heute nicht
zugewiesen werden. Selektive allosterische Liganden, die diesen Bereich adressieren,
boten im Rahmen weiterfiihrender chemisch-biologischer Untersuchungen -einen

wertvollen Ausgangspunkt, um Einblicke in die Funktion der Lipid-Bindungsstelle in

p38a zu erlangen.

5.2 2-Phenylchinazoline als p38a-Modulatoren

Im Rahmen eines weiteren Projektes wurde das 2-Phenylchinazolin 5.6 zunéchst als
chemische Sonde entworfen. Ausgehend von einem strukturell verwandten
2-Phenylchinazolin, das von Pierce ef al. als GSK3-Inhibitor publiziert worden war,'"’
sollte das Chinazolingrundgeriist mit einem Elektrophil derivatisiert werden. Die
Einfiihrung eines Cysteins in der ATP-Bindungsstelle von GSK3 an einer geeigneten

Position sollte die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen 5.6 und der

modifizierten Kinase erlauben, und somit das selektive Markieren der GSK3 mit 5.6



72 Allosterische Modulatoren von p38a und Ber-Abl

ermdglichen. Im weiteren Verlauf sollte der Ligand 5.6 mit einem Fluorophor dekoriert
werden, um letztlich mit dieser Sonde die Signalwege von GSK3 auf zelluldrer Ebene

untersuchen zu konnen. Vor diesem Hintergrund wurde 5.6 synthetisiert.

Nachdem die FLiK-Technologie auf die Markierung der Glycin-reichen Schleife von
p38a erfolgreich {ibertragen werden konnte, wurde dieses System fiir die
Durchmusterung einer laborinternen Substanzbibliothek verwendet. Letztere setzt sich
tiberwiegend aus fiir Kinaseinhibitoren privilegierten chemischen Grundgeriisten
zusammen, welche sowohl an die DFG-in- als auch die DFG-ouf-Konformation
binden.”® Aus dieser Kampagne gingen einige Treffer hervor, welche anschliefend
ndher charakterisiert wurden. Interessanterweise wurde auch 5.6 als Ligand identifiziert,
der mit einer Affinitit von 1 uM an p38a bindet. Um zu priifen, ob 5.6 direkt mit der
Glycin-reichen Schleife wechselwirkt und/oder die DFG-out-Konformation stabilisiert,
wurde 5.6 mit p38a co-kristallisiert und die Struktur mit einer Auflésung von 1.7 A

gelost (PDB-Code: 3HUC).®"
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Abb. 5.2: (a) Kristallstruktur von 5.6 im Komplex mit p38a (PDB-Code: 3HUC). Die 2F,-F,
Elektronendichteverteilung ist bei 1o konturiert. 5.6 bildet mit den Seitenketten von Tyr35 der Glycin-
reichen Schleife (griin) und Phel69 des DFG-Motivs (orange) n-n-Wechselwirkungen aus und bildet
keinen Kontakt zu der Scharnierregion (pink). Die Elektronendichte wie ESI-MS-Messungen bestitigen,
dass das Elektrophil von 5.6 nicht mit dem Protein reagiert. (b) Strukturelle Uberlagerung der p38a-5.6-
und p38a-SB203580-Komplexe.” In dem p38a-SB203580-Komplex (gelb, PDB-Code: 3GCP)** bildet
der Pyridinring des Inhibitors eine Wasserstoffbriicke zum Peptidriickgrat der Scharnierregion (Met109).
Der Phenylring von SB203580 und der Chinazolinkern von 5.6 werden zwischen der Glycin-reichen
Schleife und dem DFG-Motiv stabilisiert, indem sie mit den Seitenketten von Tyr35 und Phel69
energetisch vorteilhafte n-n-Wechselwirkungen ausbilden. Durch diese Wechselwirkungen wird
vermutlich die DFG-out-Konformation stabilisiert.

" Die Struktur wurde von Dr. Christian Griitter geldst.
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In dem p38a-5.6-Komplex nimmt der chinazolinbasierte Inhibitor {iberaschenderweise
einen dhnlichen Bindungsmodus wie das dreifach substituierte Imidazol SB203580 an,*
und stabilisiert die Kinase in der DFG-out-Konformation (Abb. 5.2). Der
Chinazolinkern wird zwischen der Glycin-reichen Schleife und dem DFG-Motiv durch
n-n-Wechsel-wirkungen mit den Seitenketten von Tyr35 und Phel69 stabilisiert. Im
Gegensatz zu SB203580 interagiert 5.6 nicht mit der Scharnierregion und auch das
Elektrophil bildet keinen Kontakt zu ihr aus. Dieser Bindungsmodus unterscheidet sich
grundlegend von bisher bekannten Bindungsmodi, die fiir einige Strukturanaloga von
5.6 im Komplex mit GSK3'"” und CaMK1D (PDB-Code: 2JC6) berichtet wurden. In
diesen Strukturen befindet sich die Kinase in der DFG-in-Konformation und die
Aminopyrazol-Einheit des Inhibitors bildet drei Wasserstoftfbriicken zu der
Scharnierregion aus. Die Entdeckung des neuartigen Bindungsmodus von 5.6 in p38a
leitete die Weiterentwicklung der chinazolinbasierten Liganden als p38a-Inhibitoren

ein.

5.3 Zielsetzung

Das 2-Phenylchinazolin 5.6 bot einen interessanten Ausgangspunkt fiir die Entwicklung
neuer p38a-Inhibitoren. Der Bindungsmodus, der die DFG-out-Konformation durch
n-n-Wechselwirkungen mit dem Phel69 des DFG-Motivs stabilisiert, zeigt einige
Gemeinsamkeiten mit dem potenten p38a-Inhibitor SB203580. Die Uberlagerung der
p38a-Komplexstrukturen beider Liganden lieferte wertvolle Hinweise fiir die
Optimierung der Bindungsaffinitit von 5.6 (Abb. 5.2). Basierend auf diesen
strukturellen Studien, sollte das 2-Phenylchinazolin-Geriist weiterhin die Kerneinheit
bilden. Analog zu SB203580 sollte allerdings der Phenylring in 4-Position mit einem
Fluoratom derivatisiert werden, um den hydrophoben Bereich hinter dem Tiirsteherrest
weiter auszufiillen. Des Weiteren sollte das Pyrazol durch gréfere Heterozyklen
ausgetauscht werden, um dadurch den Liganden nédher an die Scharnierregion zu
positionieren, und die Ausbildung neuer Wasserstoffbriicken zu ermoglichen. Von
diesen Variationen ausgehend, sollte eine fokussierte Substanzbibliothek synthetisiert

und im weiteren Verlauf biochemisch und strukturbiologisch charakterisiert werden, um
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die Eigenschaften dieser Substanzklasse im Hinblick auf die Bindung an p38a besser

verstehen zu konnen.

5.4 Ergebnisse

5.4.1 Synthese

Das 2-Phenylchinazolin-Grundgeriist wurde aus Benzamidin und 2-Amino-4-nitro-
Benzoesdure aufgebaut. Durch die Zugabe von Essigsdure wird in situ aus dem Imin ein
Acetamid gebildet, welches bei der Cyclisierung eine gute Abgangsgruppe darstellt. So
konnte das Grundgeriist 5.3 in 65 %-iger Ausbeute dargestellt werden. Der nichste
Schritt beinhaltete die Aktivierung der 4-Position fiir eine nukleophile aromatische
Substitution durch die Einfiihrung eines Chloratoms, die mit Thionylchlorid und einer
katalytischen Menge DMF erzielt wurde und quantitativ verlief. Im weiteren Verlauf
der Synthese erfolgte die Substitution des Chloratoms mit 3-Aminopyrazol 5.4 unter
basischen Bedingungen und einer Ausbeute von 62 %. Das Nitrochinazolin 5.5a wurde
mit Palladium auf Aktivkohle als Katalysator und Ammoniumformiat als
Protonendonor zum Amin 5.5b reduziert (Ausbeute 90 %), welches anschlieBend mit
DIPEA in THF geldst und mit Acryloylchlorid umgesetzt wurde. Der finale Ligand 5.6

wurde dabei in guten Ausbeuten isoliert.

Schema 5.1: Synthese des Inhibitors 5.6.

OH

)Ij\ AcOH, Methoxyethanol @N

132 °C, 24 Std., =~

(j 65 % ON N

1. SOCl,, DMF (kat.)

5.3 80 °C, 4 Std.,
quant.
\ = 2. 5.4, DIPEA, DCM,
1. Pd/C, Ammoniumformiat, EtOH HN, _ RT, 16 Std.,
90 °C, 3 Std., N™ "NH 62 %

90 %
~N -
\)J\ 2. Acryloylchlorld DIPEA, THF | _
8 °C, 30 Min., O,N N

56 %

Die Synthese weiterer Derivate erfolgte analog zu der Synthese von 5.6. Dabei wurde

nach der Chlorierung von 5.3 Cyclopropylamin in DCM und DIPEA vorgelegt und in
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einer nukleophilen Substitution mit dem 4-Chloro-7-nitro-2-phenylchinazolin in
83 %-iger Ausbeute gekuppelt. AbschlieBend erfolgte wie beschrieben die katalytische
Reduktion der Nitro-Gruppe zum Amin. Des Weiteren wurde das 4-Chloro-7-nitro-2-
phenylchinazolin mit 3-Aminopyridin zu 7-Nitro-2-phenyl-N-(pyridin-3-yl)chinazolin-

4-amin 5.9 umgesetzt.

Schema 5.2: Synthese von 5.8.

1. SOCI,, DMF (kat.) AN JYAN

HN HN

80 °C, 4 Std., Pd/C, Ammonium-
53 quant. SN formiat, EtOH SN
2. Cyclopropylamin, | _ 90 °C, 3 Std., | P
DIPEA, DCM, O5N N 65 % H,N N
RT, 16 Std.,
83 %
5.7 5.8

Neben dem 2-Phenylchinazolin-Grundgeriist sollten auch Derivate basierend auf
2-4-Fluorophenylchinazolin hergestellt werden. Diese Synthese erfolgte ebenfalls in
Anlehnung an die bereits vorgestellte Route fiir 5.6. Lediglich im ersten Schritt wurde
anstelle von 5.1 4-Fluorobenzamidin eingesetzt. Als weiteres Derivat wurde 2-(4-

Fluorophenyl)-7-nitro-N-(pyridin-3-yl)chinazolin-4-amin 5.9 dargestellt.

Schema 5.3: Synthese der 4-Fluorophenylchinazoline.

NH o
AcOH, Methoxyethanol ~N
NH, + H20 Y |
132°C,248td., g N
F H,N NO 39 % 2
5.10 5.2

2 F  |1.5OCI, DMF (kat.)

5.11 80 °C, 4 Std.,

quant.
= = 2. 5.4, DIPEA, DCM,
HN, _ 1. Pd/C, Ammoniumformiat, EtOH HN, _ 50 °C, MW, 16 Std.,

N™ °NH 90 °C, 3 Std., N~ NH 63 %

56 %
SN XN -
| |
HoN N 02N N
513 F 5.12 F

5.4.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen
Nachdem eine fokussierte Substanzbibliothek synthetisiert worden war, wurden die

Verbindungen mit Hilfe des FLiK-Assays charakterisiert und ihre Bindungsaffinititen
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bestimmt. Dazu wurde auf das FLiK-System mit der Fluorophor-markierten Glycin-

reichen Schleife zuriickgegriffen (Tabelle 5.1).”

Um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu untersuchen, wurden die Substituenten des
Chinazolinkerns an drei Positionen variiert (Abb. 5.3). An Position 7 wurden Nitro- und
Amino-Gruppen eingesetzt, an 4-Position wurde das 3-Aminopyrazol durch
3-Aminopyridin oder Cyclopropylamin ausgetauscht. Die dritte Variation beinhaltete

die Einfiihrung eines Fluoratoms an den 2-Phenylring in para-Stellung.

Glycin-reiche

Abb. 5.3: 5.6 bindet in der ATP-Bindungsstelle von p38a und bildet n-n-Wechselwirkungen mit den
Seitenketten von Phel69 und Tyr35 aus. Um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu untersuchen,
wurden an den Positionen 1, 2 und 3 (blau) die Substituenten variiert.

Aus den Struktur-Wirkungs-Beziehungen lassen sich fiir diese fokussierte
Substanzbibliothek einige Trends ableiten. Grundsétzlich zeigen die Amine bessere
Bindungsaffinititen als ihre Nitro-Analoga. Diese Verdnderung ist bei den
Verbindungen 5.7 und 5.8 am deutlichsten ausgeprégt, wobei 5.8 eine 35-fach starkere
Affinitdt zu p38a besitzt. Offensichtlich sind an dieser Position Wasserstoff-Donoren
bevorzugt. Das Aminopyrazol an 4-Position fiihrt zu Bindungsaffinititen im niederen
mikromolaren Bereich, auch wenn aus dem p38a-5.6-Komplex hervorgeht, dass kein
Kontakt zu der Scharnierregion geformt wird. Die Einfiihrung des 3-Aminopyridins

resultiert in deutlich schlechteren Kp-Werten (41 puM fiir 5.9 und 12 uM fiir 5.14).

" Die Messungen wurden von Dr. Jeffrey R. Simard durchgefiihrt.
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Daher scheint die Position des Pyridin-Stickstoffatoms nicht ideal zu sein, um mit der
Scharnierregion zu interagieren. Die Verschiebung des Heteroatoms z. B. in die para-
Stellung konnte bevorzugt sein. Interessanterweise weist 5.8 die deutlich stirkste
Affinitdt auf, obwohl das Cyclopropylamin keine Wasserstoffbriicken zu der
Scharnierregion bilden kann. Die Einfithrung des Fluoratoms in den 2-Phenylring hat
keine signifikante Auswirkung auf die Affinitdten, auch wenn sie zu etwas hoheren K-
Werten bei 5.12 und 5.13 im Vergleich zu 5.5a und b fiihrt. Ein Austausch des Fluors
durch ein Chlor wére denkbar, um die hydrophobe Tasche hinter dem Tiirsteherrest
effektiver auszufiillen und gleichzeitig vorteilhafte hydrophobe Wechselwirkungen zu

erzielen.

Tabelle 5.1: Bindungsaffinititen (Kp-Werte) der 2-Phenylchinazoline.

Kp [nM] Kp [nM]
Verbindung —_— Verbindung B —
p38a p38a
N-NH _N
HNM HN X ‘
5.5a O\AN 2417 317 5.9 @\AN 40700 + 7400
ON N/)\© O,N N/)\©
N-NH N/rNH
i i
5.5b /@N 621 +213 5.12 @ﬁm 3337 + 2289
uhaae LA
r
N-NH NANH
HNU HNM
5.6 ) /@\/RN 1030 + 180 5.13 /@N 1426 + 169
MEARA® aa e\
" F
N
HN/A HN . |
5.7 @(g'* 9800 + 3579 5.14 SN 11570 £ 4230
0N N/)\© ON N”

F

5.8 /@N 284 + 150
HoN N/)\©

5.4.3 Strukturbiologische Validierung der p38a-Liganden
Um weitere Einblicke in den Bindungsmodus und die Eigenschaften der neuen

Verbindungen zu erhalten, und um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen erkldren zu
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konnen, wurden Kiristallisationsexperimente durchgefiihrt. Diese fiihrten zu der
Kristallstruktur des potentesten Liganden 5.8 aus dieser Reihe im Komplex mit p38a,
die einen unerwarteten Bindungsmodus offenbarte (Abb. 5.4)." Zunichst wurde ein zu
5.6 analoger Bindungsmodus erwartet, d.h. dass der Ligand in der ATP-Bindungstasche
durch n-n-Wechselwirkungen mit der Seitenkette des Tyr35 der Glycin-reichen Schleife
und der Seitenkette des Phel169 des DFG-Motivs stabilisiert wird. Uberaschenderweise
wies in der ATP-Stelle jedoch keine Elektronendichte auf die Bindung von 5.8 hin.
Stattdessen wurde filir diesen Liganden eine neue Bindungsstelle im C-terminalen
Bereich der Kinase identifiziert — die Lipid-Bindungsstelle. Kiirzlich wurde berichtet,
dass kleinere pyrazolbasierte Fragmente, das Detergenz B-Octylglucopyranosid sowie
verschiedene Fettsduren ebenfalls diese Bindungsstelle belegen. Allerdings konnte ihr

bislang keine biologische Relevanz zugeordnet werden.''®'!®

a b )

Q"O Trp197 |
a/a Ser293

E o"b  Asp294 |
f ﬂ'””'.O: \j"n.)(\\\

000

a Y
Aktives
Zentrum

.

Ser251  jeo5p W\ LYS249 Asp292

\

Abb. 5.4: Kristallstruktur von 5.8 (griin) im Komplex mit p38a (grau). (a) Die Lipid-Bindungsstelle
befindet sich am C-terminalen Ende der Kinase und wird vom Liganden 5.8 ausgefiillt. (b) 5.8 bindet in
der Lipid-Bindungstasche und bildet eine direkte Wasserstoftbriicke zu Asp294 aus. Zudem wird die
Bindung durch ein dichtes Netzwerk aus wasservermittelten Wasserstoffbriicken sowie m-n-Interaktionen
zwischen dem Chinazolinkern und der Seitenkette von Trp197 stabilisiert.

Der p38a-5.8-Komplex wird durch eine Vielzahl von Interaktionen stabilisiert. Das
primdre Amin in Position 7 des Chinazolins bildet eine direkte Wasserstoffbriicke zu
der Seitenkette von Asp294. Zusitzlich ist das Chinazolingrundgeriist iiber zwei
vermittelnde Wasseratome an das Peptidriickgrat der Aminosduren Lys249 und 11e250

gebunden. Des Weiteren ist die Seitenkette von Trp197 planar iiber dem Chinazolinkern

angeordnet, so dass m-m-Wechselwirkungen zwischen diesen Strukturelementen als

" Die Struktur wurde von Dr. Christian Griitter geldst.
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weitere  Stabilisatoren des  Protein-Ligand-Komplexes zu erwarten sind.
Interessanterweise ist die Seitenkette von Ser251 iiber zwei Wasseratome mit dem
Peptidriickgrat von Trp197 verbriickt. Dieses Netzwerk konnte die Konformation der
oEF/oF Schleife weiter festigen, und die Anordnung der Seitenkette von Trpl97
unterstiitzen. Der Cyclopropyl-Substituent belegt eine hydrophobe Seitentasche, die
durch vier Leucin-Seitenketten gebildet wird. Das sekunddre Amin, welches
Cyclopropylrest und Chinazolingrundgeriist miteinander verbriickt, wechselwirkt {iber
eine wasservermittelte Wasserstoffbriicke mit der Seitenkette von Glul92 und dem
Peptidriickgrat von Leu291 und Asp292. Durch dieses dichte Netzwerk an Interaktionen
wird der Inhibitor in der Lipid-Bindungsstelle gehalten und die Konformation der

Kinase stabilisiert.

Nachdem durch den p38a-5.8-Komplex die Bindungsstelle von 5.8 identifiziert werden
konnte, sollte im weiteren Verlauf die Selektivitdt dieses Liganden untersucht werden.
Aktivitditsmessungen hatten zuvor ergeben, dass die enzymatische Aktivitit von p38a
durch 5.8 nicht gehemmt wird. Auch die Profilierung gegen 94 weitere Kinasen zeigte
keine inhibitorische Aktivitdt von 5.8 (Abb. 5.5). Dieses interessante Selektivititsprofil
bildet zusammen mit dem neuartigen Bindungsmodus fiir diese Substanzklasse einen
hervorragenden Ausgangspunkt fiir die Untersuchung der biologischen Relevanz der

Lipid-Bindungsstelle in p38a, wobei 5.8 als chemische Sonde eingesetzt werden

konnte.
Aurora B 53 SmMMLCK PAK2 PKCa MARK2
MNK2 MAPKAP-K3 MNK1 S6K1 PDK1 schwach
MINK1 EPH A2 ERK8 MSK1 JNK2
HER4 MELK GCK PKCz HIPK2
MKK1 cK2 PRAK YES1 BRSK1
PKBp CK1 MLK1 RSK1 EF2K
PHK CAMKA SGK1 IRAK4 PRK2 _
PIM2 PLK1 PAKE DYRK3 Aurora A S
PIM3 MST2 TTK IKKB IRR =
CHK2 IR-HIS BRSK2 ERK2 CSK | S
PKD1 BTK MARK4 MLK3 PKA o
TBK1 HIPK1 CHK1 RSK2 NEK6 H]
PAK4 P38 MAPK RIPK2 LKB1 p38y MAPK
Lek DYRK2 CDK2-Cyclin A MAPKAP-K2 Sre
GSK3p JINK3 JNK1 ERK1 PKBu
IGF-1R PAKS5 AMPK FGF-R1 ROCK 2
p385 MAPK IKKs VEG-FR SYK EPH-B83
PIM1 p38p MAPK DYRK1A MST4 HIPK3 stark
SRPK1 NUAK1 CAMKKB MARK3 NEK2a

Abb. 5.5: Kinaseselektivititsprofil von 5.8. Die Profilierung wurde gegen 95 Kinasen bei einer
Konzentration von 10 uM unter Benutzung eines radioaktiven (*P-ATP) Filter-Bindungsassays
durchgefiihrt (National Centre for Protein Kinase Profiling, Dundee). Die Zahlenwerte repréasentieren die
restliche Kinaseaktivitdt in %. Die Profilierung zeigt, dass das 2-Phenylchinazolin 5.8 die Aktivitit von
keiner der getesteten Kinasen potent inhibiert.
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5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Ausgehend von einer Durchmusterungskampagne einer Sammlung kleiner organischer
Molekiile, wozu der p38a-FLiK-Assay verwendet wurde (hier: die Glycin-reiche
Schleife wurde mit dem Fluorophor markiert®), konnte das 2-Phenylchinazolin 5.6 als
Binder der p38a-Kinase ausgemacht werden. Weitere Untersuchungen ergaben, dass der
Ligand n-n-Wechselwirkungen mit den Seitenketten von Tyr35 (Glycin-reiche Schleife)
und Phel69 (DFG-Motiv) ausbildet, und dadurch die DFG-out-Konformation
stabilisiert. Diese Ergebnisse initiierten die Synthese weiterer Verbindungen, die im
Hinblick auf ihre Bindungsaffinitdt zu p38a optimiert wurden. Die Affinitdt von 5.8
konnte im Vergleich zu der Ausgangsverbindung 5.6 um das 4-fache gesteigert werden.
Strukturbiologische Studien legten einen {iberraschenden Bindungsmodus von 5.8
offen. Der Ligand bindet in die Lipid-Bindungstasche von p38a und wird dort durch ein
Netzwerk an Wechselwirkungen stabilisiert. Vor diesem Hintergrund erscheint es umso
erstaunlicher, dass die Bindung von 5.8 mit dem p38a-FLiK-Assay detektiert wurde, bei
dem die Glycin-reiche Schleife mit einem Fluorophor markiert wurde. Mit diesem
System wird iiblicherweise die Bindung von Liganden detektiert, die eine
Konformationsédnderung der Glycin-reichen Schleife bewirken oder direkt mit dieser
wechselwirken. Somit ist es denkbar, dass die die Bindung von 5.8 in der Lipid-
Bindungsstelle die Konformation des aktiven Zentrums der Kinase beeinflusst,

insbesondere der Glycin-reichen Schleife, und so eine Detektion von 5.8 ermoglicht.

Im Hinblick auf diese Resultate wurden im Rahmen einer Masterarbeit'*” in der AG
Rauh weitere 2-phenylchinazolinbasierte Liganden mit dem Ziel entworfen und
synthetisiert, die Affinitét fiir die Lipid-Bindungsstelle zu verbessern und somit ideale
Sondenmolekiile zur Erforschung der biologischen Relevanz der Lipid-Bindungsstelle
zu erhalten. Dariiber hinaus wurde der Einfluss dieser Verbindungen auf die
enzymatische Aktivitit von p38a untersucht, wobei jedoch keine Verdnderung der
Aktivitdit beobachtet werden konnte, und die biologische Funktion der Lipid-

Bindungsstelle in p38a weiterhin unklar bleibt.

* Masterarbeit von Martin Termathe
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Bekannte Studien zeigen, dass sowohl einige Liganden als auch verschiedene Fettsduren
an die Lipid-Bindungsstelle von p38a binden, wie durch Protein-Kristallstrukturen als
auch durch Oberflichenplasmonresonanz nachgewiesen werden konnte.''!'"® Kiirzlich
wurde von der Entwicklung einiger Liganden berichtet, die an einer analogen
Bindungsstelle in Jnk-1 binden, und deren Aktivierung durch die vorgeschaltete Kinase
MKK?7 inhibieren. Zudem konnte auch eine Inhibition der p38a-Aktivitidt durch einen
Lipid-Binder gezeigt werden, was jedoch mit der zusétzlichen Bindung an die ATP-
Bindungstasche begriindet werden kann.'?' Interessanterweise wurden von Collins ef al.
in Hepatocyten erhdhte Level phosphorylierter p38a in Abhangigkeit einiger Fettsduren

detektiert.'*

Vor diesem Hintergrund ist es vorstellbar, dass die Lipid-Bindungsstelle in
p38a in diesem Regulationsmechanismus eine wichtige Rolle spielt. Moglicherweise
verdndert die Bindung von Fettsduren die Konformation von p38a dahingehend, dass
eine Phosphorylierung durch die vorgeschaltete Kinase MKK6 vereinfacht wird. In
weiteren Versuchen konnte daher der Einfluss der Lipid-Binder auf die Aktivierung von

p38a untersucht werden.

5.6 Publikation

Teile dieser Ergebnisse wurden in der folgenden Publikation veroffentlicht:

1. Simard J.R., Getlik M., Griitter C., Schneider R., Wulfert S., Rauh D.,
“Fluorophore-labeling of the glycine-rich loop as a method of identifying

inhibitors which bind to active and inactive kinase conformations”, J. Am.

Chem. Soc., 2010, 132: 4152-4160.






5.7 Aminoarylpyrimidine als allosterische Inhibitoren der
Abl Kinase

Aminoarylpyrimidine stellen eine besonders interessante Klasse von Kinaseinhibitoren
dar. 2006 prasentierten Adrian et al. GNF-2 als einen hochselektiven, allosterischen
Ber-Abl  Inhibitor und konnten seine zelluldre Aktivitit gegen Tumorzelllinien
nachweisen, diese aber nicht mit aktivititsbasierten Assays bestitigen.!'" Nachdem der
Bindungsmodus von GNF-2 zundchst durch Mutations-Experimente untersucht
wurde,''! konnten Zhang et al. die Bindung von GNF-2 in der Myristoyl-Bindungsstelle
von Abl anhand von Rontgenkristallstrukturen (zuvor auch durch NMR-Studien)
bestitigen (Abb. 5.6)."®

Abb. 5.6: GNF-2 und Imatinib im Komplex mit Abl (PDB-Code: 3K5V). (a) Imatinib (gelb) bindet in
der ATP-Bindungstasche sowie der angrenzenden allosterischen Stelle. Gleichzeitig belegt GNF-2 (griin)
die Myristoyl-Bindungsstelle in der C-terminalen Doméne. Die Kinase nimmt dabei die DFG-out-
Konformation ein. (b) Neben einer essentiellen Wasserstoffbriicke zu dem Peptidriickgrat der
Aminosduren Ala452 und Glu481, die iiber ein Wassermolekiil (rote Kugeln) vermittelt wird, bildet der
Ligand tiberwiegend hydrophobe Wechselwirkungen mit den Seitenketten von Leu351, Ile521 und
Val525 aus. Das primire Amid des Liganden ist zum Losungsmittel gerichtet (roter Pfeil). Diese Position
bietet eine Mdglichkeit zur Derivatisierung des Liganden.

Weitere Studien mit GNF-2 bzw. GNF-5 (ein GNF-2-Derivat mit gesteigerter
Loslichkeit) haben gezeigt, dass in Kombination mit einem Typ-II-Inhibitor (Nilotinib

oder Imatinib) Wirkstoffresistenzen umgangen werden konnen. Dariiber hinaus kann

die mit der Mutation des Tursteherrestes assoziierte Resistenz in einem T3151 Ber-Abl
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Mausmodell durch die Kombinationstherapie umgangen werden, so dass es zu einer
vollstindigen Krankheitsremission kommt. Die verschiedenen Wirkorte und
Bindungsmechanismen der kombinierten Inhibitoren unterdriicken zudem die

Entstehung solcher Resistenzen.'®

5.8 Zielsetzung

Nachdem gezeigt wurde, dass GNF-2 bzw. GNF-5 effektive Ber-Abl Inhibitoren sind,
und dass die Myristoyl-Bindungsstelle in Ber-Abl eine fiir die Inhibition der
Kinasefunktion relevante Stelle ist, motivierten zwei Fragestellungen die weiteren
Arbeiten: a) Welches sind die priméren Zielproteine von GNF-2 in der Zelle bzw.
besitzen auch andere Kinasen adressierbare Lipid-Bindungsstellen und b) koénnen
Verbindungen mit alternativen chemischen Strukturen identifiziert werden, die an die
Mpyristoyl-Bindungsstelle binden? Als Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen dieser
Fragen sollten GNF-2 sowie GNF-5 als Referenzverbindungen hergestellt werden.
Zudem sollte das N-methylierte GNF-2-Derivat bereitgestellt werden und als negative
Referenz dienen. Die fokussierte Sammlung sollte durch das Carbonsdure-Analogon
von GNF-2 komplettiert werden, welches ein ideales Vorldufermolekiil fiir die Synthese

chemischer Sonden darstellt (Abb. 5.7).

o) 0 o) o)
OH
NH, OH H/\/ NH,
LT LT Lo Lo
| | | |
kN/ N kN/ N kN/ N kN/ N
H H H |

5.19a 5.19b 5.21 5.23

Abb. 5.7: Struktur von GNF-2 (5.19a) und der Derivate 5.19b, GNF-5 (5.21) und Me-GNF-2 (5.23).

5.9 Ergebnisse

Um diesen Fragestellungen nachzugehen, sollte fiir GNF-2 eine Profilierung seiner
zelluldren Zielproteine mit der ,,Cellular Target Profiling™“-Technologie von Kinaxo
durchgefiihrt werden. Diese Technologie beruht auf der Kombination von

Affinitdtschromatographie und Massenspektrometrie, um Zielproteine kleiner
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organischer Molekiile aus Zelllysaten zu identifizieren sowie die zugehdrigen
Bindungsaffinititen zu bestimmen. Dazu wird das Proteom einer Zelllinie mit der
SILAC-Technologie'* durch isotopenmarkierte Aminosiuren verindert und der zu
untersuchende Ligand {iber einen Linker an Sepharoseperlen immobilisiert. Im weiteren
Verlauf konnen nach Inkubation der Zelllysate mit dem immobilisierten Liganden die
gebundenen Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und iiber LC-MS/MS-Messungen
identifiziert =~ werden.  Aus der  Analyse werden  Bindungs-  sowie
Verdrdngungskonzentrationen bestimmt, die iiber die Cheng-Prusoff-Gleichung zum

Kp-Wert fiir den freien Liganden fithren.'**

Da fiir die Anwendung dieser Technologie die zu profilierenden Verbindungen iiber
funktionelle Gruppen zunichst an Linker gebunden und spéter an Sepharoseperlen
immobilisiert werden, musste die ideale Position fiir eine Immobilisierung von GNF-2
identifiziert werden. Anhand der Proteinkristallstruktur von Abl im Komplex mit GNF-
2 stellte sich schlieBlich die Position des Amids als besonders geeignet heraus, da der
Inhibitor mit dieser Gruppe aus der Bindungstasche in Richtung des Ldsungsmittels
gerichtet ist (Abb. 5.6). Um die problemlose Derivatisierung an dieser Position zu
ermdglichen, wurde das Carbonsdure-Derivat 5.19b von GNF-2 synthetisiert. Die
Carbonséure-Funktionalitidt sollte weitere Modifizierungen mit Linkermolekiilen
vereinfachen, die iiber terminale Amine oder Alkohole verfiigten. So wurde mit 5.19b

ein ideales Vorldufermolekiil fiir die Synthese chemischer Sonden synthetisiert.

Neben der  Bereitstellung  des  Carbonséure-Derivats ~ 5.19b  wurden
Referenzverbindungen fiir die Validierung neuer Assaysysteme bendtigt. Zudem wurde
fiir die Bestimmung zelluldrer Bindungsaffinititen mit der ,,Cellular Target
Profiling™“-Technologie der freie, ungebundene Ligand bendtigt. Daher wurden
GNF-2 und GNF-5 sowie das N-methylierte GNF-2-Derivat synthetisiert. Me-GNF-2
diente dabei als negative Referenz, da die Methylgruppe die Ausbildung der essentiellen
Wasserstoftbriicke zu dem Peptidriickgrat der Kinase verhindert und eine effektive

Bindung des Liganden in der Myristoyl-Bindungstasche nicht moglich ist (Abb. 5.6).'"!
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5.9.1 Syntheseroute fiir GNF-2 und einige Analoga

Fiir die Synthese von GNF-2 sowie dessen Derivate wurde eine bereits veroffentlichte
lineare Synthesestrategie verfolgt.''" 4,6-Dichloropyrimidin 5.15 und Anilin 5.16
werden in einer nukleophilen Substitution miteinander verkniipft. Das erhaltene
sekunddre Amin 5.17 wird entweder direkt in einer Suzuki-Kreuzkupplung eingesetzt,
oder alternativ am Stickstoff methyliert und dann fiir die Suzuki-Kupplung verwendet.
Die Kupplung mit Phenylboronséuren fiihrt zur Darstellung der Biphenylstrukturen
5.19a, b und 5.22. Die weitere Umsetzung von 5.19b mit Ethanolamin fiihrt zu Derivat
5.21."

Schema 5.4: Syntheseroute fiir das Aminoarylpyrimidin GNF-2 (5.19a) und seine Derivate.
Cl

Cl
OCF4 N OCF;
> LI —
HoN “
N" >cl 2 NN
R1
5.15 5.16 517 R'=H
I: 5.22, R'=CH;,
0 0
N/\/OH R2
H
N OCF; le N @/OCFS
| P
kN/ N N” N
R R!
5.21 5.19a: R' = H, R? = NH,

5.19b: R'=H, R? = OH
5.23: R' = CH;, R?=NH,

5.9.2 Synthese von GNF-2 und weiterer Analoga
Die Synthese von 5.19a und den Derivaten wurde in Anlehnung an die literaturbekannte

18,111

Synthese durchgefiihrt. In einer nukleophilen Substitution (Ar-Sy) wurden unter

basischen Bedingungen das Anilin 5.16 und das 4,6-Dichloropyrimidin 5.15 verkniipft.

Schema 5.5: Synthese von 5.17.

cl
N ) OCF;  DIPEA, EtOH_ OCF;
L 90°C, 45t K

N~ Cl HoN 83%

5.15 5.16
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Die Darstellung der Biphenylstruktur von 5.19a und b erfolgte iiber die Verkniipfung
des Pyrimidins 5.17 mit den Phenyl-Boronsduren 5.18a und b mittels Suzuki-Kupplung.
Dazu werden 0.05 mol % Pd(PPh;)s als Katalysator, Na,CO; als Base und
Acetonitril/Wasser (1:1) als Losungsmittel eingesetzt. 5.19a und b wurden mit guten

Ausbeuten erhalten.

Schema 5.6: Synthese von 5.19a und b.

O
o Pd(PPhs)s, NayCOs, R
517 + (HO)B R MeCf:l/Hzo (1:1)
90 °C, 7 Std. NN OCF,
|
5.18a: R = NH, kN/ N/©/
5.18b: R = OH N

5.19a: R = NH;, 59 %
5.19b: R = OH, 40 %

Die weitere Umsetzung von 5.19b mit Ethanolamin unter Peptidkupplungsbedingungen
mit HATU und DIPEA in DMF fiihrte in guten Ausbeuten zu dem Inhibitor GNF-5
(5.21) (Schema 5.7).

Schema 5.7: Synthese von GNF-5 (5.21).

)
N/\/OH
HATU, DIPEA, H
5190+ g OH DMF
2 RT, 4 Std., OCF,4
5.20 54 % N
L
N™ °N
H
5.21

Des Weiteren wurde die methylierte Variante von GNF-2 synthetisiert und diente als
negative Referenzverbindung. Dazu wurde das sekundidre Amin 5.17 zunédchst mit NaH
deprotoniert und nachfolgend mit Methyliodid mit 95 %-iger Ausbeute umgesetzt.
Abschliefend wurde Pyrimidin 5.22 unter den zuvor beschriebenen Bedingungen in
einer Suzuki-Kupplung mit der Boronsdure 5.18a verkniipft und fiihrte zu Me-GNF-2

5.23 mit einer Ausbeute von 59 %.
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Schema 5.8: Synthese von Me-GNF-2 (5.23).

Mel. NaH, ¢l 5.18a, Pd(PPhs),, Na,COs3, NH

5147 DMF N)j OCF; MeCN/H,O (1:1)
" 0°C-RT,3Std, o . 90 °C, 7 Std.,

OCF
95 % N 59 % N 3
| |
N” N

5.22 5.23

5.9.3 Verwendung der synthetisierten Verbindungen

GNF-2 und dessen Derivate wurden in erster Linie fiir die Entwicklung neuer
Assaysysteme eingesetzt. So konnte das Carbonsiure-Derivat 5.19b zur Synthese einer
chemischen Sonde verwendet werden, die in einem auf Verdringung basierendem
Fluoreszenspolarisationsassay zum Einsatz kam. Dazu wurde 5.19b iiber einen Linker

123 Des Weiteren konnte die biologische

an den Fluorophor Fluoreszein gekuppelt.
Aktivitdit von GNF-2 nachgewiesen werden, indem die Inhibition der enzymatischen
Aktivitdt der Abl Kinase (Konstrukt mit katalytischer und regulatorischer Doméne)
gezeigt werden konnte.'” Dariiber hinaus dienen die Derivate von GNF-2 der

Evaluierung eines alternativen Assaysystems, das auf der FLiK-Technologie beruht.'*

5.10 Zusammenfassung

Die Aminoarylpyrimidine um GNF-2 stellen eine interessante Substanzklasse dar. Sie
belegen die Myristoyl-Bindungsstelle der Abl Kinase und inhibieren deren
enzymatische Aktivitit. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Vertreter dieser Klasse
synthetisiert. Neben den Inhibitoren GNF-2 (5.19b), Me-GNF-2 (5.23) und GNF-5
(5.21), die als wertvolle Referenzverbindungen zur Validierung neuer Assaysysteme
eingesetzt wurden, diente das Carbonsdure-Derivat 5.19b der Entwicklung eines

' S0 wurde mit der erfolgreichen Synthese der

Fluoreszenspolarisationsassays.
Aminoarylpyrimidine ein guter Ausgangspunkt fiir die Entwicklung neuer
Assaysysteme geschaffen, die in Zukunft der Identifizierung neuer bioaktiver Molekiile
dienen sollen, welche die Myristoyl-Bindungsstelle adressieren und die enzymatische

Aktivitdt der Abl-Kinase modulieren.
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6.1 Einleitung

Der Epidermale-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) gehort zu der Familie der EGF
Rezeptortyrosinkinasen, die aus EGFR (ErbB1/HER1), HER2/neu (ErbB2), HER3
(ErbB3) und HER4 (ErbB4) besteht. EGFR setzt sich aus einer extrazelluldren, einer
transmembraniren sowie einer intrazelluliren Doméne zusammen. Letztere gliedert sich
in die Tyrosinkinasedoméne und den Autophosphorylierungsbereich (C-terminale
Domine). EGFR wird in einer Vielzahl von Zellen exprimiert — vornehmlich in
Epithel-, Mesenchym- und Nervenzellen.'?” Die EGFR-Aktivitit wird durch Liganden
aus der Familie der Epidermalen-Wachstumsfaktoren (EGF) reguliert, die sich ihrerseits
in drei Gruppen gliedert: a) die EGFR-spezifischen EGF, TGF-o und Amphiregulin, b)
Betacellulin, Heparin-bindender EGF und Epiregulin, die an EGFR und HER4 binden
und ¢) die Neureguline, die HER3 und HER4 modulieren.'”” Die Bindung dieser
Liganden an die extrazellulire Doméne induziert eine Konformationsdnderung der
sogenannten Dimerisierungsschleife, wodurch die Dimerisierung der Rezeptoren
ermoglicht und stabilisiert wird.'*’ Es werden sowohl Homo- als auch Heterodimere
beobachtet, wobei letztere mit Vertretern aus der EGFR-Familie oder auch mit anderen
Tyrosinkinase-Rezeptoren, z. B. mit dem insulindhnlichen Wachstumsfaktor-Rezeptor
(IGFR), gebildet werden. Die Dimerisierung fithrt aufgrund der intrinsischen
Kinaseaktivitit zu einer Transphosphorylierung der zytoplasmischen C-terminalen
Doméne beider Rezeptoren, was in einer gesteigerten Kinaseaktivitdt resultiert. Die
phosphorylierten Tyrosine dienen als Bindungsstellen fiir sogenannte Adaptermolekiile,
die eine Vielzahl komplexer zelluldrer Signaliibertragungen regulieren.'*® In erster Linie
werden ausgehend von EGFR der Ras/Raf/Mek/Erk-, der PI3K/Akt-, der PLCy/PKC-
sowie der STAT-Signalweg aktiviert, wodurch Zellproliferation, Zellbeweglichkeit und
Zelliiberleben hochgeregelt werden.'” Die Inaktivierung von EGFR wird durch die
Dephosphorylierung durch Phosphotyrosin-Phosphatasen bewirkt, oder durch die

Internalisierung und den anschlieBenden Abbau im Lysosom erreicht.'*®
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In den 80er Jahren wurde die Uberexprimierung von EGFR in einer Vielzahl von
Epithelkarzinomen beobachtet, so dass eine Dysregulierung der EGFR Expression mit

127 Heute ist

der Entstehung von humanen Karzinomen in Verbindung gebracht wurde.
klar, dass EGFR eine wichtige Rolle in der Tumorgenese spielt. Eine gesteigerte
Aktivitit von EGFR initiiert durch anhaltende Signaliibertragung unkontrollierte
Zellproliferation, Antiapoptose, Angiogenese und Metastasierung — grundlegende

128 7 .. )
Viele Faktoren konnen zu dieser

Vorginge flir Tumorentstehung und -wachstum.
erhdhten EGFR-Aktivitit fiihren, wie z. B. die Uberexpression und/oder die
Amplifikation des EGFR-Gens, und sind héufig spezifisch fiir die jeweilige
Krebserkrankung. Eine erhohte Expression von Liganden wie EGF oder TGFa kann zu
der Entstehung von autokrinen Schleifen fithren und eine Hyperaktivierung
nachgeschalteter Signalwege bewirken.” Des Weiteren werden Mutationen in der
Kinasedomine beobachtet, wie z. B. die L858R-Mutation, die mit einer gesteigerten
Kinaseaktivitit einhergeht."*® Ein weiterer Mechanismus fiir die onkogene Aktivierung
von EGFR ist die Heterodimerisierung mit HER2, die eine lidnger anhaltende

128

Signaliibertragung zur Folge hat.”*® Auch die fehlregulierte Inaktivierung des Rezeptors

kann zu einem unkontrollierten Zellwachstum fiihren.'?®

Die offensichtliche Verkniipfung von EGFR mit einer Reithe von Krebserkrankungen
(Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC), Darmkrebs, Kopf-Hals-Krebs,
Pankreaskarzinom)'?” fiihrte zu der Entwicklung zielgerichteter Therapeutika gegen
EGFR, bei der in erster Linie zwei Ansitze verfolgt wurden: Antikorper, die gegen die
extrazellulire Domidne von EGFR gerichtet sind, und kleine organische Molekiile, die
die Kinaseaktivitit hemmen.'?’ Mit der Zulassung von Gefitinib (2003) als
Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) gegen NSCLC — der Inhibitor wurde im Schnellverfahren
von der FDA zugelassen — und Cetuximab (2004) als monoklonalen Antikérper gegen
metastatischen Darm- und Kopf-Halskrebs fiihrten beide Ansidtze zu erfolgreichen
Therapeutika. Bis heute haben insgesamt drei TKI und zwei monoklonale Antikdrper,

die zielgerichtet die Aktivitdt von EGFR hemmen, die Marktzulassung erreicht.
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Abb. 6.1: Chemische Strukturen der beiden reversiblen EGFR-Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib.

Mit den TKI Erlotinib und Gefitinib befinden sich zwei reversible ATP-kompetitive
Inhibitoren auf dem Markt, die gegen NSCLC eingesetzt werden und gezielt die
Tyrosinkinaseaktivitit von EGFR inhibieren, wodurch in den Tumorzellen die
Zellproliferation, Angiogenese und Antiapoptose gehemmt wird. Trotz -einiger
vielversprechender Erfolge bei der Behandlung mit diesen TKI, mit denen ein
deutlicher Tumorriickgang in den ersten 6-12 Monaten beobachtet wurde, ergaben
klinische ~Studien lediglich eine Gesamterfolgsrate von 10-20 %."*°  Spitere
Untersuchungen der Patientenpopulation haben ergeben, dass bestimmte Mutationen
des EGFR die Erfolgsrate flir die Behandlung drastisch steigern. Insbesondere die
Deletionsmutationen der konservierten ELREA Aminosduresequenz in Exon 19, und
die L858R Punktmutation in der Aktivierungsschleife der Kinase sensibilisieren die
Tumore gegeniiber den TKI Erlotinib und Gefitinib und fiihren bei ausgewihlten
Patientenpopulationen zu Ansprechraten von iiber 80 %."*° Die Sensitivitit von EGFR
gegeniiber Inhibitoren wie Erlotinib und Gefitinib dient damit als wichtiger Marker fiir
die Prognose von Patienten, die im Rahmen der zielgerichteten Therapie mit
Kinaseinhibitoren behandelt werden. Interessanterweise erhohen diese Mutationen die
EGFR-Kinaseaktivitdt und fiihren zu einer Hyperaktivierung der nachgeschalteten

Signalwege, wodurch EGFR jedoch gerade seinen onkogenen Charakter erhilt.”

Nachdem die genetischen Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Behandlung mit
Erlotinib oder Gefitinib in Form von sensibilisierenden Mutationen der Kinasedoméne
identifiziert worden waren — zweifellos ein Meilenstein bei der Behandlung des
NSCLC — konnten vielversprechende therapeutische Erfolge erzielt werden, wobei
Patienten bis zu drei Jahre auf eine Behandlung mit diesen TKI ansprachen. Allerdings
setzte bei der Mehrzahl der Patienten bereits nach 6-8 Monaten ein Fortschreiten der

Krankheit wieder ein. Tumorgewebeproben von riickfilligen Patienten fiihrten
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schlieBlich bei etwa 50 % der untersuchten Proben zur Identifizierung einer sekundéren
Mutation in Exon 20, bei der es an der Tirsteherposition zum Austausch der
Aminosiure Threonin durch Methionin (T790M) kommt.”""*° Die sperrige Methionin-
Seitenkette an dieser Position beeintréchtigt nicht nur die Bindung der TKIL'* sondern
erhoht gleichzeitig die ATP-Affinitit der Kinase wund fithrt so zu einer
Wirkstoffresistenz gegeniiber den TKI Erlotinib und Gefitinib."> Spitere Studien
ergaben, dass diese Mutation bereits vor der Behandlung mit TKI vorliegt, und die Gabe
von TKI eine Selektion fiir diese Mutation bewirkt.'”” Ein weiterer
Resistenzmechanismus als Folge der Behandlung mit TKI, der gemeinsam mit der
T790M-Mutation iiber 60 % der erlangten Wirkstoffresistenzen ausmacht, ist die
Amplifikation des MET Onkogens, die zu einer Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs
fiihrt.'* Neben den erlangten Mutationen als Folge einer TKI-Therapie, beeinflussen
weitere Mechanismen die Wirksamkeit der TKI. Zu den sogenannten priméren
Resistenzen werden KRAS-Mutationen, die eine anhaltende Aktivierung des
nachgeschalteten MAPK-Signalwegs bewirken, EGFR-Deletionsmutationen, die eine
konstitutive Aktivierung von EGFR zur Folge haben, oder auch der Verlust von PTEN,

der in einer Aktivierung des PI3K/Akt Signalwegs resultiert, gezghlt.>*'?’

Aufgrund der beobachteten Wirkstoffresistenzen in der zielgerichteten Krebstherapie
mit den TKI Erlotinib und Gefitinib, ist die Entwicklung alternativer Therapien
unausweichlich. So wurden TKI Inhibitoren der zweiten Generation entwickelt, die
entweder einen ,,Multitarget“-Ansatz verfolgen und beispielsweise wie Lapatinib neben
EGFR auch HER2 inhibieren, oder die kovalent an EGFR binden und die
Kinaseaktivitit hemmen.'”’ Kovalente Kinaseinhibitoren basieren iiberwiegend auf
einem Chinolin- oder Chinazolinkern, wie auch die sich in der klinischen Erprobung
befindenden HKI-272 und BIBW-2992 (Abb. 6.2),"*"'3? wobei letzterer wie Lapatinib
EGFR und HER2 dual-spezifisch inhibiert."** Kovalente EGFR Inhibitoren besitzen ein
reaktives Elektrophil (Michael-Akzeptor) und kénnen das Thiol von Cys797 alkylieren,
das am C-terminalen Ende der Scharnierregion von EGFR lokalisiert ist (Abb. 6.2).
In vitro-Studien bestitigten zunichst die Uberlegenheit der kovalenten Inhibitoren im

Hinblick auf die Inhibition der wirkstoffresistenten EGFR T790M-Variante.'*
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Abb. 6.2: (a) Chemische Strukturen der kovalenten Inhibitoren HKI-272, BIBW-2992 und WZ4002. (b)
Schematische Darstellung einer Michael-Addition der Thioleinheit eines Cysteins an BIBW-2992. Der
von Wissner und Mansour vorgeschlagene Mechanismus sieht eine intramolekulare basenkatalysierte
Michael-Addition vor, wobei die Loslichkeits-vermittelnde Gruppe als Base dient.'”

Allerdings zeigen Studien auch mit diesen Inhibitoren in zelluldren Systemen und
Mausmodellen eine eher moderate Wirksamkeit bei klinisch relevanten

. 23,130
Konzentrationen.”™

Vor diesem Hintergrund entwickelten Janne et al. den kovalenten
Inhibitor WZ4002 gezielt gegen die wirkstoffresistente T790M-Tiirstehermutation in
EGFR. Dieser Inhibitor hemmt in vitro die Aktivitit der T790M-Variante bis zu
100-fach stirker als die des Wildtyps und ist insbesondere in T790M-Mausmodellen
den chinazolinbasierten kovalenten Inhibitoren iiberlegen.’’ Dieser Ansatz des

Inhibitor-Designs gilt daher als besonders aussichtsreich, um aufkommende

Wirkstoffresistenzen effektiv zu umgehen.

6.2 Motivation und Zielsetzung

In einer Durchmusterungskampagne von 1500 kleinen organischen Molekiilen gegen
120 genetisch ~ charakterisierte =~ Tumorzelllinien  des  Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms wurde ein interessantes Wirkprofil fiir das 2-Phenylchinazolin 5.6

ermittelt. Dabei wurde insbesondere das Wachstum EGFR-abhingiger Zelllinien
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inhibiert, die u.a. durch wirkstoffresistente EGFR-Varianten charakterisiert sind. In
einer sekundiren Charakterisierung wurde das Wachstum von vier unterschiedlichen
Zelllinien in Abhéngigkeit steigender Inhibitorkonzentrationen untersucht. Dabei
wurden die folgenden Zelllinien eingesetzt: a) A549, eine Zelllinie aus einem
Lungenkarzinom, die nicht sensitiv gegeniiber TKI ist; b) PC9 (EGFR dell), eine
Zelllinie mit einer Deletionsmutante in Exon 19 von EGFR, die sensitiv gegeniiber TKI
ist; ¢) H3255 (EGFR L858R) eine TKI-sensitive Zelllinie mit der L§58R-Mutation in
der Aktivierungsschleife von EGFR und d) H1975 (EGFR T790M/L858R), eine
Zelllinie, die sowohl die L858R- sowie die Wirkstoffresistenzmutation T790M in EGFR

tragt.
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Abb. 6.3: (a) Chemische Strukturen der getesteten Inhibitoren. (b-d) Inhibition (Gls-Werte) des
Wachstums verschiedener Tumorzelllinien in Abhédngigkeit steigender Inhibitorkonzentrationen.
(e) pPEGFR-, pAkt- und pERK-Level sind konzentrationsabhidngig von 5.6 dargestellt. (f) Inhibition
(GlIsp-Werte) des Wachstums verschiedener EGFR-abhéngiger BaF3-Zelllinien.
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Interessanterweise inhibiert 5.6 nicht nur das Wachstum der TKI-sensitiven H3255-
Zellen, sondern auch der wirkstoffresistenten H1975-Zellen mit einer vergleichbaren
Konzentration von 2 uM. Weiterhin kann auch die Inhibition der Phosphorylierung von
EGFR durch 5.6 in H1975-Zellen gezeigt werden (Abb. 6.3). Das reversible Analogon
von 5.6 sowie das Derivat 6.16, das mit einem reaktiveren Elektrophil ausgestattet ist,
zeigen deutlich schlechtere Aktivititen bei der Inhibition des Zellwachstums

(Abb. 6.3).°

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte die Verbindung 5.6 als Ausgangspunkt fiir die
Entwicklung von kovalenten EGFR Inhibitoren dienen, die auf dem 2-Phenyl-
Chinazolingrundgeriist oder alternativ auf einem Pyrimidinkern aufgebaut werden
sollten. Dabei wurde das Ziel verfolgt, Inhibitoren zu entwickeln, die die klinisch
relevante Tiirstehermutation in EGFR umgehen konnen. Das Design weiterer Derivate
sollte sich auf strukturbiologische Studien von 5.6 im Komplex mit cSrc stiitzen. Neben
den kovalenten Inhibitoren sollten ihre reversiblen Analoga als Kontrollverbindungen
hergestellt werden. Nach der erfolgreichen Synthese sollte die Aktivitdt der
Verbindungen gegeniiber den Proteinen EGFR Wildtyp (WT), EGFR L858R und EGFR
T790M/L858R  biochemisch  validiert werden. In Kooperation mit der
Forschungsgruppe um PD Dr. Roman Thomas (MPI K&ln) sollten die Verbindungen

dann auf ihre zelluldre Aktivitit getestet werden.

6.3 Ergebnisse

6.3.1 Strukturbasiertes Design kovalenter EGFR-Inhibitoren

2005 publizierten Pierce et al. ein 2-Phenylchinazolin als potenten GSK3-Inhibitor,'"”
auf dessen Struktur 5.6 basiert. Dabei bildet die Pyrazolamineinheit des Inhibitors drei
Wasserstoftbriicken zu dem Peptidriickgrat der Scharnierregion aus, die fiir die Bindung
dieser Substanzklasse essentiell sind. Der Inhibitor nimmt somit einen bis dahin fiir
Chinazoline einzigartigen Bindungsmodus an. Andere bekannte Chinazoline binden

ublicherweise durch eine Wasserstoffbriicke tiber das N1 Stickstoffatom an die

" Die Durchmusterung und die anschlieBende zelluldre Validierung wurden von Dr. Martin Sos in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Roman Thomas am MPI Kdln durchgefiihrt.
' Die Derivate 6.16 sowie 6.17 wurden mit Hilfe von Martin Termathe hergestellt.
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Scharnierregion der Kinase. Zwar wurden Atomkoordinaten des Liganden im Komplex
mit GSK3 bis heute nicht in der PDB-Datenbank veroffentlicht, allerdings ist der
Komplex mit der Calmodulin-abhéngigen Protein Kinase 1D (CAMKI1D) publiziert und
zeigt in der ATP-Bindungstasche einen analogen Bindungsmodus. Um Informationen
iiber den Bindungsmodus von 5.6 in EGFR zu erhalten, wurde fiir strukturbiologische
Untersuchungen auf c¢Src als ein bereits validiertes Modellsystem fiir die
wirkstoffresistente Variante von EGFR zuriickgegriffen. Dabei wurde eine Variante von
cSrc verwendet, bei der ein Cystein in das C-terminale Ende der Scharnierregion
eingefiigt wurde — analog zu Cys797 in EGFR. Des Weiteren wurde der Thr-Tiirsteher

durch ein Met ausgetauscht.'*”

Der Inhibitor nimmt in dieser cSrc-Variante einen vergleichbaren Bindungsmodus wie
in GSK3'" ein und bindet nicht kovalent an das Cys345 in der ATP-Bindungstasche. Er
bildet drei Wasserstoffbriicken zu der Scharnierregion iiber die Pyrazolamin-Einheit
aus, genauer zu dem Peptidriickgrat der Aminosduren Glu339 und Met341. Der
Phenylring des Inhibitors ist in Richtung der ATP-Bindungsstelle gerichtet, wobei das
Elektrophil dem Lodsungsmittel zugewandt ist. In dieser Konformation ist die
Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem Elektrophil des Inhibitors und dem

Thiol von Cys345, zwischen denen eine Distanz von etwa 10 A liegt, nicht mdglich

(Abb. 6.4).

" Diese strukturbiologischen Experimente wurden von André Richters und Dr. Christian Griitter
durchgefiihrt.
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Abb. 6.4: (a) 5.6 im Komplex mit der wirkstoffresistenten Variante cSrc T338M/S345C. Der Inhibitor
bindet iiber drei direkte Wasserstoffbriicken an die Scharnierregion der Kinase. Die Bindung des
Inhibitors wird durch die Methionin-Seitenkette des Tiirsteherrestes nicht verhindert. (b) Modellierter
Bindungsmodus von 5.6, bei dem das Chinazolin um 180 °C gedreht ist. Das Elektrophil und die
Seitenkette von Cys345 sind in passender Distanz, um eine kovalente Bindung auszubilden.

Um die stirkere Inhibition des Zellwachstums durch 5.6 verglichen mit seinem
reversiblen Analogon zu erkléren, wire es denkbar, dass der Inhibitor bei der Bindung
an EGFR eine andere Konformation annimmt. Eine Rotation um 180 °C um die
Bindung zwischen Pyrazolamin und Chinazolin wiirde das Elektrophil des Inhibitors
und die Seitenkette von Cys345 in ausreichende Nihe fiir die Ausbildung einer
kovalenten Bindung bringen, wobei die essentiellen Wasserstoffbriicken zu der
Scharnierregion erhalten blieben (Abb. 6.4). Dies kdnnte zu einer stidrkeren Bindung des
Inhibitors an EGFR fiihren und so die effektivere Inhibition des Zellwachstums durch
einen kovalenten Bindungsmechanismus erkldren. Die wesentlichste Beobachtung bei
dieser strukturbiologischen Studie bleibt allerdings die Erkenntnis, dass die Bindung
von 5.6 durch den sperrigen Methionin-Tiirsteherrest toleriert wird, und dass eine
Kollision von Inhibitor und Seitenkette ausgeschlossen werden kann. Dies ist
insbesondere im Hinblick auf die T790M-Mutation des Tiirsteherrestes in EGFR
interessant, da die Bindung bekannter chinazolinbasierter Inhibitoren (z. B. Gefitinib,
Erlotinib) durch den gréBeren Tiirsteherrest erschwert wird, was zusammen mit

13,134

weiteren Faktoren eine Wirkstoffresistenz hervorruft. Da die Bindung von 5.6



98 Entwicklung kovalenter EGFR-Inhibitoren

durch die T790M-Mutation nicht beeinflusst wird, kann dieser Inhibitor das Wachstum
der H3255 und H1975 Zelllinien gleichermaB3en hemmen.

Aufgrund dieser Beobachtungen und vor dem Hintergrund, dass kovalente Inhibitoren
als eine besonders aussichtsreiche Substanzklasse zur Bekdmpfung der Tiirsteher-
assoziierten Wirkstoffresistenz im NSCLC gelten,”' sollte eine Serie neuartiger
kovalenter Inhibitoren entwickelt werden, die die EGFR-Aktivitidt und somit auch das

Zellwachstum der EGFR-abhéngigen Tumorzelllinien potent inhibieren.

a b

E339 E339

Abb. 6.5: cSrc (grau) im Komplex mit 5.6 (grau). Modellierungsstudien mit den Inhibitoren (griin) 6.10b
(a) und 6.15a (b).

Basierend auf Modellierungsstudien mit dem cSrc-5.6-Komplex erschien in erster Linie
der 2-Phenylsubstituent am Chinazolin fiir die Einfilhrung des Michael-
Akzeptorsystems geeignet zu sein (Abb. 6.5). Bei einer Derivatisierung des Phenylrings
sollten die essentiellen Wasserstoftbriicken des Pyrazolamins zu der Scharnierregion
beibehalten, und gleichzeitig das Elektrophil nidher an das Cys345 platziert werden.
Dazu sollte das Elektrophil in ortho-, meta- oder para-Position eingefiihrt werden,
wobei die meta-Substitution am gilinstigsten erschien. Aufbauend auf den
Uberlegungen, dass erst eine Drehung des Chinazolingeriists von 5.6 die Bildung einer

kovalenten Bindung ermdglicht, wurde das Pyrimidin 6.15b entworfen (Abb. 6.5,
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Tabelle 6.2). Dabei sollte zum einen die Rotation des Pyrimidins im Vergleich zum
Chinazolin erleichtert, zum anderen das Elektrophil durch die direkte Einfithrung an den
Pyrimidinring ndher an das Thiol von Cys345 positioniert werden, um so eine kovalente

Modifikation dieser Seitenkette zu erleichtern.

6.3.2 Synthese der 2-Phenylchinazoline

Fiir die Synthese der 2-Phenylchinazoline wurde zunichst eine Route verfolgt, bei der
das Chinazolin-Grundgeriist aufgebaut wird, und anschliefend {iber eine Suzuki-
Kreuzkupplung Phenylboronséduren in Position 2 eingefiihrt werden konnen. Dieser
Weg bringt den Vorteil mit sich, dass das gemeinsame Grundgeriist fiir alle Inhibitoren
aufgebaut wird, und die weitere Diversifizierung gegen Ende der Synthese modular

vorgenommen werden kann.

2,4-Dichlorochinazolin 6.1 wurde in Gegenwart von DIPEA mit 3-Aminopyrazol 5.4
versetzt und das Chinazolin-Grundgeriist 6.2 dargestellt (Schema 6.1). Bei dieser
Reaktion war auf eine ausreichende Verdiinnung der Reaktionsmischung sowie auf ein
dquimolares Verhéltnis der Reaktanden zu achten, da bei hoher Konzentration sowie
tiberschiissigem 3-Pyrazolamin zusdtzlich eine Substitution des Chloratoms in

2-Position beobachtet wurde.

Schema 6.1: Synthese von 2-Chloro-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin 6.2.

N-NH
cl /
HN %
SN &Q _CsCO; DMF w7
80°C, 3 Std.,
/)\ NH, 74 % =N
N"cl Y
N”cl
6.1 5.4 6.2

Nachdem 6.2 mit einer Ausbeute von 74 % isoliert werden konnte, sollte nun die
weitere Derivatisierung der 2-Position vorgenommen werden. Dabei wurde
stellvertretend fiir weitere Kupplungen versucht, 4-Nitro-phenylboronsiure 6.3 iiber
eine Suzuki-Kupplung mit dem Chinazolin zu verkniipfen. Da mit Pd(PPh;)s, Na,COs
und MeCN/H,O keine Produktbildung erreicht werden konnte, wurde eine Reihe von
Reaktionsbedingungen durchgemustert (Tabelle 6.1). Es ist anzunehmen, dass die

Reaktivitdt des Chlorochinazolins 6.2 als elektrophile Spezies bei dieser Reaktion nicht
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ausreicht, auch wenn die Suzuki-Kupplung fiir Chloride von elektronenarmen

. . 135
Heteroaromaten beschrieben ist.

Tabelle 6.1: Durchmusterung einiger Reaktionsbedingungen fiir die Suzuki-Kupplung.

HN NO,
SN ) (HO)ZBO N|)ji>
N/J\CI @N
6.2 6.3 OaN 6.7¢
6.3 Katalysator [10 mol%] Base LM T[°C] Ausbeute [%]

1.1 Aq. Pd(PPhs), 3 Aq. K,CO; Toluol/DMF (9:1) 150 0
1.1 Aq. Pd(PPhs), 3 Aq. K,CO; MeCN/H,0 (1:1) 90 0
2.0 Aq. PdCl,(dppf), 1 Aq. Na,COs MeCN/H,0 (1:1) 90 0
1.5 Aq. PdCly(dppf), 1 Aq. Na,COs DME/H,0 (9:1) 100 0
4.0 Aq. Pd(PPh,), 3 Aq.Na,CO;  Toluol/n-BuOH (9:1) 120 0
2.0 Aq. Pd(OAc),/SPhos 3 Agq. K5PO, Toluol 120 0
2.0 Aqg. Pd(OAc),/SPhos 3 Aq. K;PO, n-BuOH 120 0
2.0 Aq. PdCly(dppf)./(tert-Bu)sP 6 Aq. Na,COs DMF/H,0 (2:1) 80 0
2.0 Aq. PdCly(dppf)./(tert-Bu)sP 6 Aq. Na,COs n-BuOH 80 0

Daher wurden verschiedene Katalysator-/Base-/Losungsmittelsysteme untersucht, die
insbesondere reaktivere Palladium-Katalysatoren verwenden. Dazu wurden sperrige
Phosphin-Liganden eingesetzt, die eine Anlagerung von nur einem Liganden (L) an das
Palladiumzentrum erlauben, und so eine sehr reaktive LPd(0)-Spezies generieren.
Jedoch fiihrte keine dieser Bedingungen zur Produktbildung, so dass auf einen
alternativen Syntheseweg ausgewichen wurde. Dieser basiert auf dem linearen Aufbau
der 2-Phenylchinazoline und hat den Nachteil, dass die Einfiihrung des Substituenten an

dem 2-Phenylring jeweils eine eigenstindige Synthese erfordert.*®'?’

2-Aminobenzamid wurde in Pyridin/DCM mit den Nitro-Benzoylchloriden 6.5a-¢ zu
den entsprechenden Benzamiden umgesetzt. Ohne weitere Aufreinigung wurden diese
zu den 2-Phenylchinazolinonen 6.6a-¢ kondensiert. Die Cyclisierung wurde durch die
Base KOH initiiert. Die Chinazolinone 6.6b und ¢ konnten in guten Ausbeuten (91 bzw.
81 %) isoliert werden. 6.6a hingegen wurde in weitaus geringerer Ausbeute (17 %)

erhalten (Schema 6.2). Eine mdgliche Erkldrung liefert der o-Nitrosubstituent, der den
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nukleophilen Angriff auf den Carbonylkohlenstoff des N-Benzylbenzamids durch das

primdre Amid sterisch hindern konnte.

Schema 6.2: Synthese der Chinazolinone 6.6a-c.
(0]

NH, o 1. Pyridin/DCM (1:1),
. Qo N RT, 1 Std. NH
NH, | 2. KOH (10 %)/EtOH (2:1), N SN
2 RT, 1'Std. |

o} N

R
6.4 6.5a; R = 0-NO, 6.6a; R = 0-NO,, 17 % (2 Schritte)
b: R = m-NO, b: R = m-NO,, 91 % (2 Schritte)
c: R = p-NO, c: R = p-NO,, 81 % (2 Schritte)

Im weiteren Verlauf wurden die Chinazolinone 6.6a-c an der 4-Position chloriert. Dazu
wurde Thionylchlorid und eine katalytische Menge DMF verwendet. Die Chlorierung
erfolgte letztlich iiber das intermedidr gebildete Vilsmeier-Haack-Reagenz und ergab
die korrespondierenden Chlorochinazoline in quantitativen Ausbeuten. Unter basischen
Bedingungen (DIPEA) wurden die Chlorochinazoline dann mit dem nukleophilen
3-Aminopyrazol 5.4 mit durchgehend guten Ausbeuten substituiert. Die
Nitroverbindungen 6.7a-¢ wurden mit Pd/C und H, zu den entsprechenden Aminen

reduziert (Schema 6.3).

Schema 6.3: Synthese der 2-Aminophenylchinazoline 6.8a-c.
N-NH N-NH

HNM

SOClI,,kat. DMF
80 °C, Std. SN Pd/C, H,, EtOH, NN
6.6a-c —_— _ . P
5.4, DCM//-PrOH N R 80 °C, 3 Std. N SN

75 °C, 6 Std. | |
/\/ /\
R R
6.7a: R = 0-NO,, 89 % 6.8a: R = 0-NH,, 63 %
b: R = m-NO,, 63 % b: R = m-NHy, 47 %
¢:R=p-NOy, 91 % c: R= p-NH,, 42 %

Die primdren Amine boten nun die Mdoglichkeit, Michael-Akzeptorsysteme bzw. ihre
gesittigten Analoga einzufithren. So wurden die Amine und DIPEA in THF vorgelegt,
und 0.1-molare Losungen von Acryloylchlorid bzw. Propionylchlorid in THF langsam
zugetropft. Die finalen Produkte wurden in akzeptablen Ausbeuten erhalten (Schema

6.4).
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Schema 6.4: Synthese der finalen Verbindungen.

N-NH
M p 6.9a oR 32%

] HN b: m-R, 64 %
Acryloylchlorid, DIPEA, THF c: p-R,26 %
-78-0°C, 1-2 Std. SN o

N/ | AN R= @iN/ﬂ\//
X H
R
6.8a-c
N-NH
M p 6.10 a: o-R, 45 %
HN b: m-R, 73 %
c.p-R 1%
Propionylchlorid, DIPEA, THF “ B R= =
0°C, 1-2 Std. NT ;\HJ\/
X
R

Neben den 2-Phenylchinazolinen gingen aus unseren Modellierungsstudien
2-Phenylpyrimidine als aussichtsreiche Verbindungen fiir die Inhibition der EGFR-
Kinaseaktivitdt hervor (Abb. 6.5). Im Gegensatz zu den Chinazolinen sollten die
Pyrimidine jedoch den reaktiven Michaelakzeptor nicht an dem Phenylring, sondern in
6-Position tragen. Die Substitution in 4-Position mit 3-Aminopyrazol wurde
beibehalten, da diese Einheit fiir die Bindung essentielle Wasserstoftbriicken zu der
Scharnierregion ausbildet. Ausgehend von Pyrimidin 6.11 wurde das 3-Aminopyrazol
5.4 in einer aromatischen Substitution (SyAr) mit guter Ausbeute (72 %) eingefiihrt.
Dabei wurde Salzsdure in katalytischen Mengen eingesetzt.'*® Anschliefend wurde das
N1 Stickstoffatom des Pyrazols mit Di-tert-butyldicarbonat in Gegenwart von TEA in
das tert-Butylcarbamat 6.13 mit einer Ausbeute von 21 % {berfithrt, da in
Vorversuchen eine Addition des Acryloylchlorids an diese Position beobachtet wurde.
Um diese Addition zu verhindern, wurde die Schutzgruppenstrategie verfolgt, so dass
eine selektive Derivatisierung des priméren 4-Pyrimidinamins erfolgen konnte (Schema

6.5).
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Schema 6.5: Synthese des Pyrazolo-Pyrimidins 6.13.

ka 5.4, HCI, n-BuOH, Boc,0, Et;N, DCM Q\/\K
< Z°N NH
HNT N 100 °C, 8 Std., /(H RT, 24 Std.,
K@ 72% HN SN 21% /f\N
NS
6.11 6.12 6.13

Unter basischen Bedingungen konnten die N-Alkylierungen mit Propionyl- bzw.
Acryloylchlorid mit guten Ausbeuten durgefiihrt werden, bevor im finalen Schritt die
tert-Butylcarbonyl-Schutzgruppe mit TFA (25 % in DCM) quantitativ wieder entfernt

wurde und die Verbindungen 6.15a und b erhalten wurden (Schema 6.6).

Schema 6.6: Synthese der finalen Pyrimidine 6.15a und b.

O
o
Acryloylchlorid oder N-N HN-N
Propionylchlorid, &\)\ &\/\k
6.13 DIPEA, THF NH 25 % TFA in DCM NH
0°C, 3 Std. SN RT, 1 Std. /(kN

6.4 Diskussion

Basierend auf dem cSrc-5.6-Komplex und Modellierungsstudien wurde eine gerichtete
Substanzbibliothek entworfen und synthetisiert. Die neuartigen Verbindungen wurden
im Hinblick auf ihre Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersucht, wobei insbesondere
der Einfluss der Tiirstehermutation in EGFR im Fokus stand. So wurden neben dem WT
von EGFR auch die Varianten EGFR L858R (sensitiv gegeniiber bisherigen TKI) und
EGFR T790M/L858R (wirkstoffresistente Variante) mit dem Aktivitéits-basierten
HTRF®-Assay vermessen und ICsp-Werte bestimmt (Tabelle 6.2). Die gemessenen ICs-
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Werte zeigen eine klare Struktur-Wirkungs-Beziehung. 5.6 und sein reversibles
Analogon inhibieren die enzymatische Aktivitdit des Wildtyps von EGFR nicht.
Hingegen ergaben sich fiir die beiden Varianten von EGFR 1Csp-Werte im Bereich um
2 uM sowohl fiir den kovalenten als auch fiir den nicht-kovalenten Inhibitor. Dies
deutet darauf hin, dass der reversible Bindungsmodus von 5.6 in cSrc moglicherweise
auch auf EGFR {ibertragen werden kann, und 5.6 keine kovalente Bindung mit Cys797
in EGFR ausbildet. Um eine kovalente Bindung zwischen dem Liganden und der
Kinase zu ermdglichen, wurde das Elektrophil von dem Chinazolinkern entfernt und auf
den Phenylring iibertragen. Die Einfithrung in ortho- und para-Position des Phenylrings
fiihrte letztlich zu inaktiven Substanzen. Lediglich 6.10a (ortho-substituiert) inhibierte
die Kinaseaktivitit der EGFR Varianten im niederen mikromolaren Bereich. Wie schon
aufgrund der Modellierungsstudien anzunehmen war, konnte durch die Einfithrung des
Elektrophils in meta-Position der wirksamste Inhibitor (6.10b) dieser Serie generiert
werden. 6.10b inhibiert den Wildtyp von EGFR mit einem ICso-Wert von etwa 1 uM.
Gegendiiber der sensibilisierenden Variante (EGFR L858R) ist 6.10b mit 500 nM noch
etwas potenter. Interessanterweise zeigt 6.10b seine beste Wirkung (ICso = 120 nM)
gegeniiber der wirkstoffresistenten Variante von EGFR (T790M/L858R). Das reversible
Analogon 6.9b inhibiert ebenfalls alle drei Enzyme, allerdings mit 3-4 fach hoheren
ICso-Werten als 6.10b. Gemeinsam mit den Modellierungsstudien weisen diese
Ergebnisse auf eine kovalente Bindung zwischen EGFR und 6.10b hin. Auch die
Uberlegungen, den Chinazolinkern durch ein Pyrimidin auszutauschen, fiihrten zu
einem potenten Inhibitor. 6.15b hemmt die enzymatische Aktivitit des Wildtyps und
der sensibilisierenden Variante von EGFR mit ICsp-Werten von etwa 800 nM und die
wirkstoffresistente Variante sogar mit 300 nM. Das reversible Analogon 6.15a zeigt
lediglich eine schwache Inhibition der EGFR L858R-Variante (ca.3 uM), ist aber

géinzlich inaktiv gegeniiber der T790M Mutationsvariante.
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Tabelle 6.2: ICs,-Werte fiir die EGFR-Varianten WT, L858R und T790M/L858R.“
IC50 EGFR [HM]
Verbindung
WT L858R T790M/L858R
HN N‘/N\:[ZI
WZ4002 : @ 8+ 1 <1 <1
O e
|
gt
PD168393 P N 941 <1 2+1
2856
HN/N’\V';‘l
5.6 53 *@ >100 1905 + 285 2202 + 69
HN/U
6.17 53 *@ >100 2129+ 117 2219+ 67
HNJj;;“
6.10a @ﬁ >100 2746 + 871 1119+ 114
HNJj;;“
6.9a ©fﬁ© >100 >100 >100
HNw
6.10b ©@© 1116 £ 162 534+32 119+ 17
T
HNJI:;“
6.9b > &Q 3652 + 238 1926 + 284 398 + 49
T
l‘ﬂ\l/:\"\rr\}-1
6.10c oy >100 >100 >100
N ‘ : N)Dl\y
MN'ir\}-1
6.9¢ o >100 >100 >100
Cﬁ*@h
HNw
6.15b 53 fﬁ 845 + 85 761 + 188 275+ 69
HNw
6.15a >100 3422 + 2487 >100

o] ﬁN
Ju, NS

>

“‘Die ICso-Werte

sind Mittelwerte
Dreifachbestimmung generiert wurden.

aus mindestens

drei Wiederholungen,

die jeweils in
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Moglicherweise fiihrt der Austausch des Chinazolins durch ein Pyrimidin zu einer
erhohten Flexibilitdt des Inhibitorgeriists, insbesondere um die Pyrazolamin-Pyrimidin-
Bindung, so dass das Pyrimidin die postulierte Drehung um 180° durchfiihrt, und das
Elektrophil ausreichend nah an das Cys797 positioniert wird, um eine kovalente
Bindung auszubilden. Die Bindung des reversiblen Analogons 6.15a wird hingegen
nicht weiter durch eine kovalente Bindung zum Protein stabilisiert und resultiert daher

in dem Verlust der inhibitorischen Aktivitit.

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen, die sich aus den biochemischen ICso-Werten
ableiten, werden weitestgehend auch von den zelluldren Daten untermauert. Um die
zelluldre Aktivitdt der Verbindungen zu ermitteln, wurde die Hemmung des
Zellwachstums in Abhingigkeit der Inhibitorkonzentration untersucht. Dabei wurde die
Wirkung auf die bereits erwéhnten Zelllinien PC9, H1975, A549 sowie auf die Zelllinie
H1781 studiert, welche sich durch eine Insertion in Exon 20, kodierend fiir HER2,
auszeichnet und aufgrund einer erhohten EGFR-Aktivitit zu einer Resistenz gegeniiber
den traditionellen TKI fiihrt (Tabelle 6.3). Des Weiteren wurde die Hemmung des
Zellwachstums von drei BaF3-Zelllinien untersucht, welche in ihrem Wachstum
abhingig von EGFR sind (Tabelle 6.4). Dabei trugen die Zellen folgende EGFR-
Varianten: EGFR dell, EGFR R108K und EGFR VIII. 5.6 inhibiert das Wachstum der
Zellen mit Glsp-Werten zwischen 1 und 2 uM, wobei das reversible Analogon 6.17
kaum Aktivitit zeigt. Interessanterweise hat die Tirstehermutation in EGFR keinerlei
Einfluss auf die zelluldre Potenz von 5.6. Wie auch bei den biochemischen ICso-Werten
beobachtet wurde, bewirken die Derivate 6.10a und 6.10¢ sowie ihre reversiblen
Analoga keine Hemmung des Zellwachstums und bestétigen den beobachteten Trend
aus den biochemischen Messungen. Von allen Verbindungen zeigt 6.10b die beste
Wirksamkeit bei der Inhibition des Zellwachstums mit Glso-Werten zwischen 2 und
6 uM. Auffallend ist, dass das Wachstum der Zelllinie H1975, die die T790M
Tiirstehermutation in EGFR tragt, wirksam (3 uM) unterdriickt wird, und die Mutation
nicht etwa zu einer Resistenz gegeniiber dieser Verbindung fiihrt. Zudem wird das
Wachstum der BaF3-Zellinien mit Glsp-Werten um 0.5 uM gehemmt. Diese Ergebnisse
bestitigen den Ansatz aus den Modellierungsstudien, und weisen auf EGFR auch als
zelluldres Zielprotein hin. Die deutlich geringere Aktivitdt von 6.9b deutet dariiber

hinaus auf eine Bindungsbildung zwischen 6.10b und dem Cys797 hin. Neben dem
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Chinazolin 6.10b inhibiert auch das Pyrimidin 6.15b das Zellwachstum aller Zelllinien
mit etwas geringerer Effektivitit (Glso-Werte zwischen 4 und 8 uM). Interessanterweise
zeigt das gesittigte Analogon 6.15a eine vergleichbare Aktivitit, die bei den
biochemischen Messungen nicht beobachtet wurde. Moglicherweise hemmt 6.15a in der

Zelle die Wirkung anderer Enzyme, wodurch die Glso-Werte erklért wiirden.
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Tabelle 6.3: Gls-Werte fiir die Zelllinien PC9 (EGFR dell), HI1975 (EGFR T790M/L858R), H1781
(HER2/neu G776 InsV) und A549 (KRAS G128).°

. GISO [HM]
Verbindung
PC9 H1975 H1781 A549
HNU
5.6 4, @Q© 1.9 1.6 0.7 1.7
6.17 4, K@ 9.5 16.6 >30 >30
HN/U
6.10a d@ >30 >30 >30 >30
HN/"?"\/;'l
6.9a ﬁ@ >30 >30 >30 >30
HNw
6.10b L 5.9 2.6 1.9 5.5
HN\/[\O
HNU
6.9b CQ@ 12.8 8.4 3.3 14.1
HN\/(O
6.10c o >30 >30 >30 >30
HN'w

6.9¢ @Q@ ) >30 >30 >30 >30

6.15b BEe: 5.1 44 4.1 7.9
6.15a JiNJ‘f/N - >30 1.7 1.3 32

=

“Die Glso-Werte sind Mittelwerte aus jeweils drei unabhingigen Messungen.”

" Die Glsp-Werte wurden von Dr. Martin Sos aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Roman Thomas (MPI
K&In) bestimmt.
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Tabelle 6.4: Glsp-Werte fiir die BaF3-Zelllinien mit den folgenden EGFR-Varianten: EGFR dell, EGFR
R108K und EGFR VIIIL*

Verbind Glsy [uM]
erbindung
EGEFR dell EGFR R108K EGFR vIII
HN’T&
5.6 \iu N)N\© 2.4 1.7 2.1
HN/,F‘L;‘
6.17 0 Sn >30 >30 >30
\V)LN N7
y

N-NH

6.10a Cf >30 >30 >30
%
6.9a Cﬁ*/@ >30 >30 >30

H
NUEN

N-NH

6.10b CQ@ 02 0.6 0.3

N-NH

s

6.9 Qﬁ@ 202 >30 30
“C

N-NH

HNM
A A
6.10¢ L >30 >30 >30
HNU
6.9¢ Y >30 >30 >30

aesy

HNU

6.15b 4, JQ© 7.0 9.6 18.6
HNH

6.15a 0.8 0.8 >30

0 J\%
\)LH WS

=

“Die Glso-Werte sind Mittelwerte aus jeweils drei unabhingigen Messungen.”

" Die Gls,-Werte wurden von Dr. Martin Sos aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Roman Thomas (MPI
K&In) bestimmt.
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6.5 Zusammenfassung

Das Rational fiir das strukturbasierte Design der vorgestellten Verbindungen wird durch
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen bestitigt. Wie zuvor aus strukturbiologischen
Betrachtungen hervorging, war die 7-Position des Chinazolins, an der das Elektrophil
zunidchst positioniert war (5.6), nicht geeignet, um eine kovalente Bindung mit Cys797
in EGFR einzugehen. Modellierungsstudien fiihrten zu der Entwicklung von
2-Phenylchinazolinen, an deren Phenylring das Elektrophil eingefiihrt wurde, um fiir die
Ausbildung einer kovalenten Bindung nédher an die Seitenkette des Cysteins gebracht zu
werden. Dieser Ansatz fiihrte zu Verbindung 6.10b, die das Elektrophil in meta-Position
des Phenylrings trigt, und sowohl biochemisch als auch zelluldr die hdochsten
Aktivititen in der fokussierten Substanzbibliothek zeigt. Das reversible Analogon 6.9b
zeigt im Vergleich dazu eine deutlich reduzierte Aktivitit, was auf eine kovalente
Modifizierung von EGFR durch 6.10b hinweist. Besonders hervorzuheben ist die
effektive Hemmung der Tiirstehermutante (T790M) von EGFR, die auch zelluldr
untermauert wird. Dabei zeigt der Inhibitor sogar eine stirkere Wirkung gegen die
wirkstoffresistente EGFR-Variante bzw. die H1975-Zelllinie, die diese EGFR-Variante
tragt. Diese Daten beweisen, dass die gezielte Entwicklung von Liganden im Hinblick
auf wirkstoffresistente Zielproteine zu potenten Inhibitoren fithren kann, die
Wirkstoffresistenzen erfolgreich umgehen konnen. In der kiirzlich erschienenen Studie
von Jdnne et al. wird die Entwicklung des kovalenten EGFR-Inhibitors WZ4002
berichtet, der die EGFR T790M/L858R-Variante deutlich stdrker inhibiert als den
Wildtyp von EGFR und in Lungenkrebs Mausmodellen der EGFR T790M Variante zu
einer deutlichen Tumorregression fiihrt.?! Diese vielversprechenden Ergebnisse
unterstreichen, dass kovalente Inhibitoren eine aussichtsreiche Alternative darstellen,
um gezielt mutationsbedingt verdnderte Zielproteine zu inhibieren. So ist eine
weiterfilhrende Entwicklung der gezeigten Inhibitoren denkbar. Die gewonnenen
Erkenntnisse hinsichtlich der Position des Elektrophils konnten vom Chinazolin- auf
den Pyrimidinkern {iibertragen werden, um beispielsweise die Orientierung des
Elektrophils zum reaktiven Cys797 zu optimieren. Dazu wire die Einfilhrung eines
Heteroatoms zwischen den Inhibitorkern und den Phenylsubstituenten in 2-Position von
Vorteil. Des Weiteren konnten hydrophobe Substituenten am Pyrazolring die

Wechselwirkung zwischen Inhibitor und Methionin-Tiirsteherrest verbessern. Zudem
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wiére eine Steigerung der teilweise moderaten Loslichkeit der Chinazoline durch

Einfiihrung Loslichkeits-vermittelnder Substituenten denkbar.






7 PIK-75

7.1 Einleitung

Tumorentstehung und -wachstum sind hiufig von der gesteigerten Aktivitit eines
Onkoproteins abhidngig. Die therapeutische Hemmung aktivierter Onkoproteine kann
eine massive Apoptose von Tumorzellen induzieren und eine deutliche
Tumorregression in Patienten zur Folge haben. Allerdings weisen aktuelle Studien
darauf hin, dass viele somatische Verdanderungen des Krebsgenoms lediglich in der
Aktivierung einer begrenzten Anzahl an nachgeschalteten onkogenen Signalwegen
resultieren. Die PI3K- und MAPK-Signalwege sind zentrale Regulatoren solcher
onkogenen Verdnderungen. So weisen Bronchialkarzinome mit KRAS-Mutationen eine
Abhingigkeit sowohl von dem PI3K- als auch MAPK-Signalweg auf."*’ Nahezu alle
Tumore mit EGFR-Mutationen, die eine erworbene Resistenz gegeniiber EGFR-
Inhibitoren aufweisen, konnen die PI3K-Signaliibertragung aufrechterhalten und somit
das Uberleben der Zelle sichern. Das gezielte Ausschalten zentraler Modulatoren
nachgeschalteter Signalwege erscheint daher zunehmend attraktiv, auch wenn das
alleinige Ausschalten des PI3K- oder des MAPK-Signalwegs hiufig nicht zu einem
Tumorriickgang fiihrt. Nur die Kombination von Inhibitoren, durch die beide

Signalwege ausgeschaltet werden, ist den einzelnen Substanzen iiberlegen.'*

7.2 Zielsetzung

Durch die systematische Anwendung eines chemo-genomischen Ansatzes sollten
genetische Lésionen in Verbindung mit der Aktivierung der PI3K- und MAPK-
Signalwege identifiziert werden und eine Begriindung fiir die vorteilhafte kombinierte
Inhibition beider Signalwege liefern. Um die Abhingigkeit der NSCLC-Tumorzelllinien
von der PI3K-Signaliibertragung untersuchen zu kénnen, wurde eine chemische Sonde
benotigt, welche moglichst selektiv die Aktivitdt der PI3-Kinase inhibiert. Ein solcher
PI3K-Inhibitor ist PIK-75, der selektiv die PI3Ka-Isoform inhibiert."*""'** Im Rahmen
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dieser Arbeit sollte PIK-75 synthetisiert, und fiir weitere Untersuchungen PD Dr.
Roman Thomas und Mitarbeitern (MPI K&ln) zur Verfiigung gestellt werden.

7.3 Ergebnisse

7.3.1 Synthese

Die Synthese des PI3K-Inhibitors PIK-75 wurde entsprechend der bereits publizierten
Synthese von Hakayawa et al. durchgefiihrt.'* Das Bromo-imidazol-pyridin 7.1 wurde
zunéchst mit POCl; und DMF formyliert. Dabei reagiert das in situ gebildete Vilsmeier-
Reagenz in einer elektrophilen aromatischen Substitution mit 7.1. Nach wissriger
Aufarbeitung wurde der Aldehyd 7.2 in 27 %-iger Ausbeute isoliert. Im nédchsten Schritt
wurde 7.2 mit Methylhydrazin aminiert. Ohne weitere Aufreinigung folgte die
Umsetzung mit 2-Methyl-5-nitrobenzen-1-sulfonylchlorid, so dass letztlich PIK-75
(7.4) in 7 %-iger Ausbeute (2 Schritte) erhalten wurde.

Schema 7.1: Synthese PIK-75 (7.4).
Q. 0

N /4
H 1. Methylhydrazin, EtOH
Br ~ N/\> POCI;, DMF B Ruckfluss, 3 Std.
=
SN 110:90°C, 5 8., U\ 5 o °“s\: . Pyridin
27 % NN ' o \CL
73

71 7.2 RT, 4 Std.
7 % (2 Schritte)

7.3.2 Zellulare Validierung von PIK-75

Im weiteren Verlauf sollte der Inhibitor PIK-75 verwendet werden, um die PI3-Kinase
in NSCLC-Tumorzellen spezifisch auszuschalten. Diese gezielte Perturbation der
Aktivitdt der PI3-Kinase sollte die Untersuchung des nachgeschalteten Signalwegs
ermOglichen. Infolgedessen wurde die Wirkung des Inhibitors auf eine Reihe von
Tumorzelllinien untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass das Wachstum nahezu aller
tiberpriiften Zellen sehr potent inhibiert wird (Abb. 7.1). Diese Resultate deuten auf eine

zelltoxische Wirkung des Inhibitors PIK-75 hin, die moglicherweise in der starken
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Inhibition einiger Cyclin-abhdngiger Kinasen begriindet liegt.l‘“* Es bedarf jedoch
weiterer Untersuchungen, um diese Annahme hinreichend zu priifen. Aufgrund der
breiten Toxizitdt von PIK-75 wurde fiir weitere Untersuchungen auf einen alternativen

PI3K-Inhibitor zuriickgegriffen.'*
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Abb. 7.1: Durchmusterung von Tumorzelllinien gegen den PI3K-Inhibitor PIK-75 (7.4). Der Inhibitor
hemmt das Wachstum der Tumorzellen sehr potent.”

7.4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der PI3K-Inhibitor PIK-75 synthetisiert, und sollte der
Untersuchung des PI3K-Signalwegs in NSCLC-Zelllinien dienen. Dafiir wurde
zundchst die Wirkung des Inhibitors auf eine Auswahl von Tumorzelllinien iiberpriift.
Diese Profilierung ergab ein sehr breites Aktivitédtsprofil fiir PIK-75, wodurch eine
zelltoxische Wirkung nicht ausgeschlossen werden konnte. Daher wurde fiir weitere

Studien ein alternativer Inhibitor verwendet.

" Dr. Martin Sos; personliches Gespréch (2011).
" Die Messungen wurden von Stefanie Heynck in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Roman Thomas (MPI
Ko6ln) durchgefiihrt.
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7.5 Publikation

Teile dieser Ergebnisse wurden in der folgenden Publikation veroffentlicht:

1.

Sos M.L., Fischer S., Ullrich R., Peifer M., Heuckmann J.M., Koker M., Heynck
S., Stiickrath 1., Weiss J., Fischer F., Michel K., Goel A., Regales L., Politi K.A.,
Perera S., Getlik M., Heukamp L.C., Ansén S., Zander T., Beroukhim R.,
Kashkar H., Shokat K.M., Sellers W.R., Rauh D., Orr C., Hoeflich K.P.,
Friedman L., Wong K.K., Pao W., Thomas R.K., “Identifying genotype-
dependent efficacy of single and combined PI3K- and MAPK-pathway
inhibition in cancer”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2009, 106: 18351-18356.
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Als zentrale Signalmolekiile steuern Kinasen zahlreiche zelluldre Prozesse und stellen
ein duferst attraktives Gebiet fiir die akademische und industrielle Forschung dar. In der
chemischen Biologie bilden Kinaseinhibitoren eine wichtige Grundlage fiir die
Entwicklung molekularer Sonden, die mittels gezielter Perturbation zu einem
detaillierten Verstindnis der Funktion einer Kinase in einem biologischen System
beitragen. Dariiber hinaus zeigte die Marktzulassung von Kinase-Hemmstoffen, dass die
Inhibition von Kinasen vor allem in der zielgerichteten Tumormedizin ein
vielversprechender und in Teilen erfolgreicher Therapieansatz sein kann.>> Verglichen
mit traditionellen ATP-kompetitiven Inhibitoren versprechen insbesondere allosterische
und kovalente Inhibitoren Vorteile im Hinblick auf ihre Selektivitit sowie
Pharmakokinetik und stellen daher besonders aussichtsreiche Ansdtze in der

: 18,21
Kinaseforschung dar.'™

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der
Fokus auf die strukturbasierte Entwicklung und die Synthese von Kinasemodulatoren
gelegt, die allosterische Bereiche innerhalb der Kinasedomine adressieren und so

enzymatisch inaktive Konformationen stabilisieren oder kovalent an Kinasen binden.

Als Ausgangspunkt fiir die Untersuchung der enzymatisch inaktiven DFG-out-
Konformation  verschiedener Kinasen wurde zundchst eine  fokussierte
Substanzbibliothek ~ von  N-Aryl-N‘-Pyrazolharnstoffen  synthetisiert.  Diese
Verbindungen waren essentiell fiir die Entwicklung und Validierung der p38a-FLiK-
und p38a-EFC-Assaysysteme, welche die Identifikation von DFG-out-Stabilisatoren

.t 62,69
ermoglichen.””

Mit der Etablierung dieser neuartigen Assaysysteme wurde der
Grundstein fur die Identifikation neuer Leitstrukturen mit unterschiedlichen chemischen

Grundgeriisten gelegt.

So konnten mittels des p38a-FLiK-Systems bei der Durchmusterung einer
Substanzbibliothek von 35.000 Verbindungen mehrere Thiazolharnstoffe als schwache
Binder/Inhibitoren von p38a identifiziert werden.'”> Ausgehend von den diesen Treffern
wurden in der vorliegenden Arbeit niedrig nanomolare Typ-III-Inhibitoren entwickelt,

die erstmals auf dem Thiazolharnstoff-Pharmakophor aufbauen und p38a in der
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enzymatisch inaktiven DFG-out-Konformation stabilisieren. Die hohe inhibitorische
Aktivitdt dieser Verbindungen konnte durch die Einfiihrung funktioneller Gruppen und
die Ausbildung zusétzlicher Interaktionen mit der allosterischen Tasche von p38a
erreicht werden. Detaillierte rontgenkristallographische Untersuchungen einiger
Inhibitoren aus dieser Reihe ergaben, dass eine Bindung in die bei Kinasen hoch
konservierte ATP-Bindungsstelle génzlich vermieden wird. Daher bietet diese
vielversprechende Substanzklasse zukiinftig die Mdglichkeit, potente Kinaseinhibitoren

mit vorteilhaften Selektivitatsprofilen zu entwickeln.

Der Transfer der FLiK-Technologie auf cSrc ermoglichte die Identifizierung der
eingangs hergestellten Pyrazolharnstoffe als schwache Binder dieser Tyrosinkinase.**
Letztere wurden in einem fragmentbasierten Ansatz iiber einen zentralen Phenylring mit
einer Chinazolineinheit verkniipft und fiihrten zu neuartigen nanomolaren Typ-II-
Hybridinhibitoren. Dariiber hinaus stellen diese Verbindungen die ersten hoch potenten
Typ-II-Inhibitoren der wirkstoffresistenten Tiirstehermutante (T338M) von cSrc dar.
Diese Wirkstoffresistenz resultiert aus dem Austausch einer kleinen Aminosdure durch
groBBere hydrophobe Reste an der Tiirsteherposition und ist aktuell ein zentrales Problem
in der klinischen Kinaseforschung, da bislang keine wirksamen Ansdtze entwickelt
werden konnten, mit denen sich diese Form der Resistenz bei der Behandlung von
Tumorpatienten umgehen ldsst. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konnte der
Wirkmechanismus der hergestellten Typ-II-Hybridinhibitoren aufgeklart werden.
Interessanterweise weichen die 1,4-verkniipften Inhibitoren einem sperrigen
Tiirsteherrest durch Rotation ihres zentralen Phenylrings aus und inhibieren so effektiv
die wirkstoffresistente T338M-Variante von cSrc.”’ Ferner iiberwinden diese
Verbindungen die klinisch relevante wirkstoffresistente Tiirstehermutation T315I in
Abl, so dass in fortfiihrenden Arbeiten die Weiterentwicklung zu hoch wirksamen
Inhibitoren von Abl T315I gelang.'* Typ-II-Inhibitoren, die anstelle des flexiblen
Phenylrings ein Alkin tragen und so einem sperrigen Tiirsteherrest ausweichen,
hemmen ebenfalls potent die Aktivitit der wirkstoffresistenten T315I-Variante von Abl
und befinden sich aktuell in Phase II der klinischen Erprobung im Einsatz gegen die

. . . . 144
chronische myeloische Leukidmie.

Der Erfolg solcher Wirkstoffe bestitigt, dass aus
der in dieser Arbeit beschriebenen Studie moglicherweise ein genereller Ansatz zur

effektiven Hemmung von Wirkstoffresistenzen in Kinasen abgeleitet werden kann.
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Durch den Einsatz flexibler Strukturelemente in unmittelbarer Néhe zu
mutationsanfilligen Positionen kann sich ein Inhibitor verdndernden Bedingungen in

einer Bindungstasche anpassen, ohne an Aktivitdt zu verlieren.

Die mit der Mutation des Tirsteherrestes assoziierte Wirkstoffresistenz wird auch bei
der Rezeptortyrosinkinase EGFR beobachtet und tritt als Folge der Therapie mit
reversiblen EGFR-Inhibitoren bei Patienten auf, die unter dem nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom leiden. Die Resistenz bildet sich bei etwa 50 % der behandelten
Patienten aus und resultiert in einem aggressiven Fortschreiten der Erkrankung.'*
Dabher stellt die Suche nach neuen Methoden und Ansédtzen, mit denen diese Resistenz
tiberwunden werden kann, eine wichtige Herausforderung in der Kinaseforschung dar.
In der vorliegenden Arbeit diente zunéchst ein chinazolinbasierter GSK3-Inhibitor''® als
Grundlage fiir die chemische Sonde 5.6, die fiir die Untersuchung des GSK3-
Signalwegs synthetisiert wurde. Bei einer Durchmusterungskampagne inhibierte das
thiolreaktive 2-Phenylchinazolin 5.6 {iberaschenderweise das Wachstum einiger
Tumorzelllinien des nicht kleinzelligen Lungenkarzinoms. Besonders auffillig war die
Effektivitit gegeniiber Zelllinien mit der wirkstoffresistenten Tiirstehermutation
(T790M) der Rezeptortyrosinkinase EGFR. Darauthin wurde im weiteren Verlauf
dieser Arbeit das Ziel verfolgt, in einem strukturbasierten Ansatz erstmals eine
fokussierte Substanzbibliothek kovalenter EGFR-Inhibitoren auf Grundlage des
2-Phenylchinazolin-Grundgeriists zu entwerfen. Die synthetisierten Verbindungen
sollten insbesondere die T790M Tiirstehermutante von EGFR potent inhibieren. Die
biochemische Validierung bestétigte die hervorragende nanomolare Aktivitit des
Inhibitors 6.10b gegen EGFR T790M/L858R. So konnte die Potenz dieses Inhibitors im
Vergleich zu dem urspriinglichen Treffer 5.6 erfolgreich gesteigert werden. Dariiber
hinaus stellt die zelluldre Aktivitit von 6.10b einen wesentlichen Vorteil der hier
dargestellten kovalenten Inhibitoren dar. So inhibiert 6.10b das Wachstum der
Zelllinien mit der Resistenzvariante EGFR T790M/L858R deutlich stirker als das von
Zelllinien, die ausschlieflich gegeniiber Tyrosinkinaseinhibitoren sensibilisierende
Mutationen enthalten. Hingegen verlieren mit Ausnahme des Pyrimidins WZ4002 alle
bisher bekannten kovalenten EGFR-Inhibitoren deutlich an Aktivitit in Tumorzelllinien
mit der Resistenzvariante EGFR T790M/L858R und stellen bei klinisch relevanten
Konzentrationen in vitro keine Inhibitoren von EGFR T790M/L858R dar.*' Des
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Weiteren weist die stdrkere Inhibition der Resistenzvariante EGFR T790M/L858R im
Vergleich zum Wildtyp von EGFR einen zusitzlichen Vorteil der hier entwickelten
Inhibitoren auf. Die Hemmung des EGFR Wildtyps geht iiblicherweise mit starken
Nebenwirkungen einher, welche durch eine spezifische Inhibition der Resistenzvariante
moglicherweise vermindert werden kdnnten (on-target toxicity). In der vorliegenden
Arbeit konnte mit den kovalenten EGFR-Inhibitoren ein vielversprechender Ansatz
vorgestellt werden, mit dem klinisch relevante Wirkstoffresistenzen der
Rezeptortyrosinkinase EGFR umgangen werden konnen. So bieten die hier erstmals
beschriebenen kovalenten Inhibitoren einen ausgezeichneten Ausgangspunkt fiir eine
weitere medizinalchemische Optimierung und stellen moglicherweise Leitstrukturen flir

neue Wirkstoffe in der Tumormedizin dar.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde das 2-Phenylchinazolin 5.6 zudem als ein
mikromolarer Binder von p38a identifiziert und dessen neuartiger Bindungsmodus
aufgekliart.”> So nimmt 5.6 eine zu traditionellen chinazolinbasierten Inhibitoren
alternative Orientierung in der ATP-Bindungsstelle ein und stabilisiert zudem die DFG-
out-Konformation durch direkte Wechselwirkung mit dem DFG-Motiv. Ausgehend von
diesem Bindungsmodus wurde eine gezielte Substanzbibliothek entworfen und
synthetisiert, um die Affinitit dieser Substanzklasse zu verbessern und potente p38a-
Inhibitoren zu generieren. Nach der erfolgreichen Synthese einer fokussierten
Substanzbibliothek von 2-Phenylchinazolinen, wurde {iberraschenderweise flir den
potentesten Binder 5.8 aus dieser Reihe eine neue Bindungsstelle identifiziert. So bindet
5.8 nicht wie sein Vorldufer 5.6 im aktiven Zentrum, sondern in der Lipid-
Bindungsstelle von p38a mit einer Affinitdt im mittleren nanomolaren Bereich. Im
Gegensatz zu den wenigen bisher bekannten Lipid-Bindern, die sowohl die Lipid-
Bindungsstelle als auch das aktive Zentrum von p38a belegen,''®''"®!?! bindet 5.8
ausschlieBlich in der Lipid-Bindungsstelle und zeigt keine Hemmung der
enzymatischen Aktivitit von p38a. Dariiber hinaus ergab die Profilierung von 5.8 gegen
94 weitere Kinasen fiir diese Verbindung keine inhibitorische Aktivitit. So wurde mit
dem 2-Phenylchinazolin 5.8 zum ersten Mal eine Substanz identifiziert, die aufgrund
threr Spezifitit einen idealen Ausgangspunkt fiir die weitere Untersuchung der
biologischen Aufgabe der Lipid-Bindungsstelle von p38a darstellt, welche bisher nicht

aufgeklart werden konnte.
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Zudem wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Projekte durch die Synthese und
Bereitstellung chemischer Sondenmolekiile unterstiitzt. So wurde eine Reihe von

Aminoarylpyrimidinen synthetisiert, die als aussichtsreiche allosterische Inhibitoren der

18,111

klinisch relevanten, wirkstoffresistenten T3151-Variante von Ber-Abl gelten. Diese

Verbindungen waren entscheidend fiir die Entwicklung und Evaluierung von

Assaysystemen, die zukiinftig der Identifikation von Verbindungen mit neuer

125

chemischer Struktur dienen werden.” Des Weiteren wurde der isoformspezifische

PI3K-Inhibitor PIK-75 synthetisiert, der fiir die Untersuchung der Signalwege der PI3K

in NSCLC-Tumorzelllinien eingesetzt wurde.'*
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9.1 Vorbemerkungen

Die verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden kommerziell bei den Firmen
Acros, Alfa Aesar, Bionet, Fluka, Fluorchem, Maybridge, Merck, Novabiochem, Roth,

Sigma-Aldrich oder VWR bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

NMR-Spektren wurden auf den Spektrometern Bruker DRX 400 (400 MHz fiir 'H-
und 101 MHz fiir "C-NMR) und DRX 500 (500 MHz fiir 'H- und 125 MHz fiir
BC-NMR) sowie einem Varian Mercury 400 (400 MHz fir 'H- und 101 MHz fiir
C-NMR) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben und
der interne Standard der chemischen Verschiebungen bezieht sich auf die Losungsmittel
Deuterochloroform (CDCI3, 6 = 7.24 ppm bzw. & = 77.23 ppm), Deuteromethanol
(CDsOD o6 = 4.87 ppm bzw. 49.15 ppm) und Deuterodimethylsulfoxid (DMSO-ds & =
2.50 ppm bzw. 39.51 ppm). Die Kopplungskontanten J sind in Hertz (Hz) angegeben.
Die in den 'H-NMR-Spektren auftretenden Spinmultiplizititen wurden in folgender
Weise abgekiirzt: (s) Singulett (q) Quartett (d) Dublett (dd) Doppeldublett (m)
Multiplett (t) Triplett (b) breit.

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit dem Spektrometer LTQ

Orbitrap der Firma Thermo Electron Corporation aufgenommen.

Die (Flash-) Sidulenchromatographie erfolgte an Kieselgel der Firma J. T. Baker
(Korngrofe 40-60 um).

Die analytische Diinnschichtchromatographie wurde auf mit Kieselgel 60 Fs4
beschichteten Aluminium- oder Glasplatten (Merck) durchgefiihrt. Die Produkte
wurden mittels UV-Licht (A = 254 bzw. 366 nm) oder durch Anfarbereagenzien
(Losungen von Anisaldehyd, Ninhydrin oder Phosphomolybdénsédure) sichtbar gemacht.

LC-MS-Spektren wurden an dem HPLC-System LCQ Advantage Max (1200 Serie)
von Agilent auf einer Eclipse XDB-C18-Saule (5 uM, 150 x 4.6 mm) von Phenomenex

aufgenommen.
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Die Aufreinigung mittels praparativer HPLC wurde iiberwiegend an dem Gerit LC-
8A (Shimadzu) und einer Nuleodur C-18 Gravity (5 um) Sdule mit einer VP50/21
Vorsédule durchgefiihrt (Machery Nagel). Alternativ wurde ein Gerét aus der 1200er
Serie der Firma Agilent eingesetzt, wobei eine Chromolith SemiPrep C-18e 100-10mm

Sdule von Merck verwendet wurde.

Mikrowellen-unterstiitzte Reaktionen wurden mit Hilfe eines Discover® Reaktors der

Firma CEM Corporation durchgefiihrt.

Der HTRF®-Assay wurde mit dem Assaykit HTRF®-KinEASE™-TK bzw. -STK auf
auf 384-Mikrotiterplatten (Greiner bio-one) mit einem Kavitdtsvolumen von 20 pL

ausgefiihrt.

9.2 Herstellung der Pyrazolharnstoffe

9.2.1.1 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der 3-fert-Butyl-1-phenyl-1H-
pyrazol-5-amine (2.3).
Eine Losung aus dem entsprechenden Phenylhydrazin oder Phenylhydrazin

Hydrochlorid, 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril und HCl (konz.) in EtOH wurde fiir
24 Std. bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf RT
herunter gekiihlt, und die wéssrige Phase mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit NaHCOs-Lsg. (ges.) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und im Vakuum entfernt. Die detaillierte Aufreinigung ist fiir jedes Derivat

separat beschrieben.

9.2.1.2 Herstellung von 3-tert-Butyl-1-0-tolyl-1H-pyrazol-5-amin (2.3a).

ey
N~ 2

~

&

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden o-Tolylhydrazin Hydrochlorid
(0.5 g, 3.2 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentan-nitril (0.4 g, 3.2 mmol), EtOH (10 mL)
und HCI (konz., 2 mL) umgesetzt. Umkristallisation des Rohproduktes aus PE/MeOH
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lieferte 318 mg (44 %) farblose, nadelformige Kristalle: 'HNMR (400 MHz,
Aceton-dg) & 7.30 (m, 4H), 5.42 (s, 1H), 4.42 (s, 2H), 2.11 (s, 3H), 1.25 (s, 9H);
BCNMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.69, 147.94, 139.11, 137.57, 131.84, 129.25,
128.57, 127.25, 85.52, 32.84, 30.89, 17.91; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 230.16517 fiir
C14HN; [M+H ], Gefunden: 230.16504.

9.2.1.3 Herstellung von 3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-amin (2.3b).

[ D—NH,
N-N

O-

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden m-Tolylhydrazin (0.5 g,
3.2 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril (0.5 g, 4.0 mmol), EtOH (10 mL) und HCI
(konz., 2 mL) umgesetzt. Umkristallisation des Rohproduktes aus PE/MeOH lieferte
668 mg (74 %) farblose Kristalle: '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.34 (s, 1H), 7.30 (d,
J=4.7Hz, 2H), 7.10 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 5.49 (s, 1H), 3.81 (s, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.30 (s,
9H); *CNMR (CDCls) & 162.23, 145.11, 139.80, 138.50, 129.34, 128.18, 125.20,
121.22, 87.67, 32.44, 30.51, 21.60; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 230.16517 fiir
C14HN; [M+H ], Gefunden: 230.16503.

9.2.1.4 Herstellung von 3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-amin (2.3c).

N

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden p-Tolylhydrazin Hydrochlorid
(0.5 g, 3.2 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril (0.4 g, 3.2 mmol), EtOH (10 mL)
und HCI (konz., 2 mL) umgesetzt. Umkristallisation des Rohproduktes aus PE/MeOH
lieferte 423 mg (84 %) farblose, kubische Kristalle: '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.38
(d, J=8.2 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.47 (s, 1H), 3.75 (bs, 2H), 2.35 (s, 3H),



126 Experimenteller Teil

1.29 (s, 9H); BC NMR (101 MHz, CDCls) 6 162.19, 145.04, 137.23, 136.17, 130.14,
124.33, 87.55, 32.42, 30.52, 21.28; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 230.16517 fiir
C14H20N3 [M+H+], Gefunden: 230.16508.

9.2.1.5 Herstellung von 3-fert-Butyl-1-(3-chloro-4-methylphenyl)-1H-pyrazol-5-
amin (2.3d).

| S—NH,
N~

Cl

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden (3-Chloro-4-
methyl)phenylhydrazin Hydrochlorid (0.5 g, 2.6 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril
(0.4 g, 2.6 mmol), EtOH (10 mL) und HCI (konz., 2 mL) umgesetzt. Umkristallisation
des Rohproduktes aus PE/MeOH lieferte 306 mg (45 %) weiBe Kristalle: 'H NMR
(400 MHz, CDCls) 6 7.54 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 2.0, 8.1 Hz, 1H), 7.24 (d,
J= 8.1 Hz, 1H), 5.46 (s, 1H), 3.83 (s, 2H), 2.35 (s, 3H), 1.26 (s, 9H); °C NMR
(101 MHz, CDCls) § 162.65, 145.23, 137.45, 135.04, 135.03, 131.51, 124.71, 122.11,
88.12, 32.42, 30.41, 19.87; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 264.12620 fiir C;4H;9CIN3
[M+H'], Gefunden: 264.12636.

9.2.1.6 Herstellung von 3-fert-Butyl-1-(2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl)-
1H-pyrazol-5-amin (2.3e).

| D—NH,
N~-N
cl
cl
CFs

Entsprechend  der  allgemeinen  Beschreibung  wurden  (2,6-Dichloro-4-
trifluoromethyl)phenyl)hydrazin (0.2 g, 0.8 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril
(0.1 g, 0.8 mmol), EtOH (10 mL) und HCI (konz., 2 mL) umgesetzt. Umkristallisation
des Rohproduktes aus PE/MeOH lieferte 262 mg (94 %) weiBe Kristalle: '"H NMR
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(400 MHz, CDCls) & 7.68 (s, 2H), 5.57 (s, 1H), 3.58 (bs, 2H), 1.29 (s, 9H); *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 164.40, 146.35, 137.27, 126.11, 123.75, 121.03, 118.31, 88.12,
32.66, 30.36; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 352.05896 fiir C14H1535C12F3N3 [M+H+] und
354.06147 fiir C14H,;5> > CI*’CIF5N; [M+H'], Gefunden: 352.05925 und 354.05587.

9.2.1.7 Herstellung von 3-fert-Butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-amin (2.3f).

| D—NH
N 2

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 3-Nitrophenylhydrazin
Hydrochlorid (2 g, 11 mmol), 4,4-Dimethyl-3-oxopentannitril (1.5 g, 12 mmol), EtOH
(10 mL) und HCI (konz., 2 mL) umgesetzt. Es wurden 1.6 g (57 %) eines gelben
Feststoffs erhalten, der ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde: 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 8.45 (t, J = 2.1, 2.1 Hz, 1H), 8.09 (m, 2H), 7.73 (t, J = 8.2 Hz,
8.2 Hz, 1H), 5.48 (bs, 2H), 5.47 (s, 1H), 1.23 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) &
162.12, 148.09, 147.96, 140.59, 130.48, 127.70, 119.59, 115.99, 88.22, 31.93, 30.03;
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 261.13460 fiir C;3H;7N4O; [M+H+], Gefunden:
261.13456.

9.2.1.8 Herstellung von 2,2,2-Trichloroethyl 3-zert-butyl-1-p-tolyl-1 H-pyrazol-5-
ylcarbamat (2.5).

Eine Losung aus 2.3¢ (200 mg, 0.87 mmol), H,O (6 mL), EtOAc (10 mL) und NaOH
(52 mg, 1.3 mmol) wurde fiir 30 Min. bei 0 °C geriihrt und dann tropfenweise mit
2,2,2-Trichloroethyl Chloroformiat (381 pL, 2.7 mmol) versetzt. Das Eisbad wurde
entfernt und nach weiteren 2 Std. die wiéssrige Phase mit EtOAc (4 x 10 mL) extrahiert.

Die vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung (ges.) gewaschen (2 x
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30 mL) iiber Na,SO,4 getrocknet, und im Vakuum entfernt. Nach Kristallisation aus
Hexan wurden 273 mg (78 %) farbloser Kristalle erhalten: '"H NMR (400 MHz, CDCls)
6 7.32(d,J=8.3 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.72 (bs, 1H), 6.39 (s, 1H), 4.79 (s,
2H), 2.39 (s, 3H), 1.32 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, CDCl3) & 162.37, 150.94, 138.62,
135.34, 134.99, 130.52, 125.11, 95.01, 94.91, 75.03, 32.63, 30.05, 21.36; HRMS (ESI-
MS) Berechnet: 404.06939 fiir C,7H;;CI3N30, [M+H+], Gefunden: 404.06895.

9.2.1.9 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der 1-(3-tert-Butyl-1H-pyrazol-
5-yDharnstoffe.
Eine Losung aus Pyrazolamin und Isocyanat in abs. Toluol wurde fiir 24 Std. unter

Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf RT herunter gekiihlt und mit
Wasser versetzt. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung (ges.) gewaschen (2 x
30mL), iiber Na,SO4 getrocknet, und im Vakuum entfernt. Die detaillierte

Aufreinigung ist fiir jedes Derivat separat beschrieben.

9.2.1.10 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-methyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.14).

s8¥es

I
Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 3-tert-Butyl-1-methyl-1H-pyrazol-
5-amin (0.2 g, 1.3 mmol) mit 4-Chlorophenylisocyanat (0.2 g, 1.3 mmol) umgesetzt.
Nach Saulenchromatographie (20-60 % EtOAc/PE) und anschlieBender priparativer
HPLC (MeCN/H,O + 0.1 % TFA) wurden 91 mg (23 %) eines weillen Feststoffs
isoliert: '"HNMR (500 MHz; DMSO-ds) & 9.59 (s, 1H), 9.09 (s, 1H), 7.32 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.03 (s, 1H), 3.59 (s, 3H), 1.21 (s, 9H); °C NMR
(125 MHz; DMSO-d;) 6 158.31, 151.62, 138.32, 136.65, 128.45, 125.34, 119.52, 93.57,
34.74, 31.62, 30.18; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 307.13202 fiir C;sHy> CIN4O
[M+H"], Gefunden: 307.13214.



Experimenteller Teil 129

9.2.1.11 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-0-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.4a).

) o Cl
12 T
N

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3a (30 mg, 0.13 mmol) mit
4-Chlorophenylisocyanat (21 mg, 0.13 mmol) umgesetzt. Nach préparativer HPLC
(MeCN/H,0O + 0.1 % TFA) wurden 32 mg (65 %) eines weillen Feststoffs isoliert:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.03 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 7.39 (m, 8H), 6.35 (s, 1H),
2.00 (s, 3H), 1.26 (s, 9H); *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 160.37, 150.76, 138.36,
138.09, 137.88, 136.78, 130.83, 129.03, 128.46, 127.87, 126.58, 119.66, 119.38, 91.78,
31.85,30.11, 16.81; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 383.1633 fiir C,;Ha4> CIN,O [M+H'],
Gefunden: 383.1641.

9.2.1.12 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.4b).

) o Cl
8 T
NSNS

f H H

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3b (37 mg, 0.16 mmol) mit
4-Chlorophenylisocyanat (25 mg, 0.16 mmol) umgesetzt. Nach préaparativer HPLC
(MeCN/H,0O + 0.1 % TFA) wurden 39 mg (63 %) eines weillen Feststoffs isoliert:
'HNMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.13 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.42 (m, 3H), 7.31 (m,
4H), 7.23 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 2.38 (s, 3H), 1.28 (s, 9H); °C NMR
(125 MHz, DMSO-ds) & 160.61, 151.46, 138.83, 138.39, 138.36, 136.97, 129.03,
128.61, 127.95, 125.58, 124.95, 121.38, 119.65, 95.28, 31.99, 30.18, 20.91; HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 383.1633 fiir C21H2435C1N4O [M+H+], Gefunden: 383.1641;
Berechnet: 385.1604 fiir Co;Has® CIN4O [M+H'], Gefunden: 385.1612.
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9.2.1.13 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.4c¢).

lgj\ i y
\ /©/
N\N NJ\N

N H

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3¢ (50 mg, 0.2 mmol) mit
4-Chlorophenylisocyanat (34 mg, 0.2 mmol) umgesetzt. Nach préiparativer HPLC
(MeCN/H,O + 0.1 % TFA) wurden 58 mg (69 %) eines weillen Feststoffs isoliert:
'H NMR (400 MHz, DMSO-d5) 8 9.17 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.36 (m, 8H), 6.32 (s, 1H),
2.35 (s, 3H), 1.31 (s, 9H); *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 160.47, 151.51, 138.42,
136.90, 136.73, 136.04, 129.62, 128.60, 125.52, 124.26, 119.58, 95.33, 31.98, 30.18,
20.56; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 383.1633 fiir CHa4* CIN4,O [M+H], Gefunden:
383.1641.

9.2.1.14 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-(3-chloro-4-methylphenyl)-1H-pyrazol-5-
yl)-3-(4-chlorophenyl)harnstoff (2.4d).

) o Cl
el
N I

N~ N
H H
Cl

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3d (48 mg, 0.2 mmol) mit
4-Chlorophenylisocyanat (29 mg, 0.2 mmol) umgesetzt. Nach préiparativer HPLC
(MeCN/H,O + 0.1 % TFA) wurden 32 mg (43 %) eines weillen Feststoffs isoliert:
'H NMR (400 MHz; DMSO-dy) & 9.15 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.58 (d, J = 1.7 Hz, 1H),
7.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.43 (m, 3H), 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.36 (s, 1H), 2.37 (s,
3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR (101 MHz; DMSO-dy) & 161.06, 151.72, 138.36, 137.56,
137.17, 134.45, 133.40, 131.61, 128.65, 125.66, 124.21, 122.71, 119.74, 96.53, 32.08,
30.13, 19.18; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 417.12434 fiir Cy;Ha3>CLN4O [M+H],
Gefunden: 417.12402.
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9.2.1.15 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-(2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl)-
1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-chloro-phenyl)harnstoff (2.4e).

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3e (50 mg, 0.14 mmol), mit
4-Chlorophenylisocyanat (22 mg, 0.14 mmol). Nach préparativer HPLC (MeCN/H,O +
0.1 % TFA) wurden 54 mg (77 %) eines weiBen Feststoffs isoliert: "H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 8.83 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 7.44 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.9 Hz,
2H), 6.42 (s, 1H), 1.26 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 162.91, 150.64,
139.28, 138.10, 138.00, 136.96, 136.96, 136.84, 136.29, 126.34, 125.80, 119.74, 91.40,
32.23, 30.08; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 505.0571 fiir CyH,o’>CIsN4OF; [M+H'],
Gefunden: 505.0568.

9.2.1.16 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(naphthalen-
1-yl)harnstoff (2.4f).

5 20
N\N )L

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3c¢ (49 mg, 0.22 mmol) mit
Naphthylisocyanat (37 uL, 0.26 mmol) umgesetzt. Nach Umkristallisation (5 %
EtOAc/Hexan) und anschlieBender Sdulenchromatographie (20 % EtOAc/PE) wurden
33 mg (66 %) eines weillen Feststoffs erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 9.08
(s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.01 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.65 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.54 (m, 2H), 7.46 (m, 3H), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.40 (s, 1H), 2.39 (s,
3H), 1.28 (s, 9H); >C NMR (125 MHz; DMSO-ds) & 160.57, 152.07, 137.33, 136.85,
136.13, 134.02, 133.68, 129.75, 128.39, 126.09, 125.96, 125.82, 125.71, 124.44,
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123.34, 121.51, 117.69, 94.84, 32.04, 30.25, 20.65; HRMS (ESI-MS) Berechnet:
399.21794 fiir CpsHy7N,0; [M+H '], Gefunden: 399.21710.

9.2.1.17 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der 1-(3-tert-Butyl-1H-pyrazol-
5-yDharnstoffe.
Eine Losung aus Pyrazolamin und Isocyanat in abs. DCM wurde fiir 12 Std. bei RT

umgesetzt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. Nach Umkristallisation
(5% EtOAc/Hexan) wurde ein weiler Feststoff erhalten. Abweichende

Aufreinigungsschritte werden fiir jedes Derivat separat beschrieben.

9.2.1.18 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-
phenylharnstoff (2.16a).

58,0
N\N )J\N
H

N
H

NO,

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurde 2.3f (400 mg, 1.5 mmol) mit
Phenylisocyanat (184 uL, 1.7 mmol) umgesetzt. Nach Umkristallisation (5 %
EtOAc/Hexan) wurden 312 mg (55 %) eines weillen Feststoffs erhalten: 'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) & 9.00 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.38 (t, J = 2.1, 2.1 Hz, 1H), 8.22
(ddd, J= 0.8, 2.2, 8.2 Hz, 1H), 8.06 (ddd, J = 0.9, 2.1, 8.1 Hz, 1H), 7.81 (t, J = 8.2,
8.2 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 1.1, 8.6 Hz, 2H), 7.26 (m, 2H), 6.97 (t, J = 7.4, 7.4 Hz, 1H),
6.42 (s, 1H), 1.31 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.89, 152.03, 148.11,
139.67, 139.26, 137.71, 130.78, 129.49, 128.78, 126.23, 121.35, 118.37, 117.84, 98.10,
32.18, 30.05; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 380.17172 fiir C,0H,NsO; [M+H'],
Gefunden: 380.17200.
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9.2.1.19 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.16b).

Eine Losung des Amins 2.3f (400 mg, 1.5 mmol) in DCM (5 mL) wurde mit 4-Chloro-
phenylisocyanat (265 mg, 1.7 mmol) fiir 12 Std. bei RT umgesetzt. Die Losungsmittel
wurden im Vakuum entfernt und der Feststoff in EtOAc/Hexan umkristallisiert, wobei
463 mg (73 %) eines weiBen Feststoffs erhalten wurden: 'HNMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.16 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.37 (t,J = 2.1 Hz, 1H), 8.21 (ddd, J=0.94, 2.3,
8.3 Hz, 1H), 8.05 (ddd, J= 1.0, 2.1, 8.1 Hz, 1H), 7.80 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7,42 (m, 2H),
7.30 (m, 2H), 6.43 (s, 1H), 1.30 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.89,
152.05, 148.11, 139.65, 138.25, 137.50, 130.81, 129.45, 128.64, 125.78, 121.38,
119.92, 117.78, 98.49, 32.19, 30.04; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 414.13274 und
416.12979 fiir C20H,;>>CIN5O3 und CaoHa1 'CINsO3 [M+H'], Gefunden: 414.13240 und
416.12945.

9.2.1.20 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-
(naphthalen-1-yl)harnstoff (2.16c¢).

NO,

Eine Losung des Amins 2.3f (400 mg, 1.5 mmol) in DCM (5 mL) wurde mit
1-Naphthylisocyanat (242 pL, 1.7 mmol) fiir 12 Std. bei RT umgesetzt. Die
Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Feststoff wurde aus EtOAc/Hexan

umkristallisiert, wobei 448 mg (69 %) eines weillen Feststoffs erhalten wurden:
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.06 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.24 (t, J =
1.4, 8.2 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.95 (m, 2H), 7.84 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.80
(d, J=17.5Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.54 (m, 2H), 7.45 (t, J=7.9 Hz, 1H), 6.48
(s, 1H), 1.31 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.92, 152.69, 148.13,
139.77, 137.77, 133.83, 133.68, 130.84, 129.54, 128.34, 126.68, 126.00, 125.78,
125.74, 123.89, 121.66, 121.37, 118.94, 117.74, 98.26, 32.20, 30.06. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 430.18737 fiir Co4H»4N503 [M+H+], Gefunden: 430.18691.

9.2.1.21 Herstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-tert-butyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (2.17b).

N3 Y
\NNJ\N
%HH
NH,

In einem mit Argon gespiilten Schlenkkolben wurde eine Losung aus 2.16b (108 mg,
0.26 mmol), Ammoniumchlorid (42 mg, 0.78 mmol) und Raney-Nickel (2 mL einer
wassrigen Dispersion) in DMF (2 mL) fiir 1 Std. auf 45 °C erhitzt. Der Reaktionslosung
wurden Wasser und EtOAc hinzugefiigt, und die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x
10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet,
bevor die Losungsmittel im Vakuum entfernt wurden. Nach Kristallisation aus
MeOH/Hexan und Waschen mit Hexan wurden 61 mg (62 %) eines weilen Feststoffs
erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.24 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.44 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.14 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.59 (t, J =
6.6 Hz, 2H), 6.34 (s, 1H), 5.43 (bs, 2H), 1.26 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-dy)
o 160.20, 151.16, 149.73, 139.02, 138.44, 136.87, 129.53, 128.68, 125.53, 119.55,
112.97, 111.42, 109.97, 93.87, 31.99, 30.26; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 384.15856
fir CoHyCINsO [M+H'], Gefunden: 384.15938. Berechnet: 386.15561 fiir
Ca0H,3YCINsO [M+H ], Gefunden: 386.15635.
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9.2.1.22 Herstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-tert-butyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-
(naphthalen-1-yl)harnstoff (2.17c).

NH,

Eine Losung aus 2.16¢ (100 mg, 0.23 mmol), Ammoniumformiat (88.1 mg, 1.4 mmol)
und Pd/C in absolutem EtOH (5 mL) wurde fiir 3 Std. bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt.
Die Reaktionslosung wurde tiber Celite filtriert, und die Losungsmittel wurden am
Vakuum entfernt. Nach préaparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurden 43 mg
(44 %) eines weiBen Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 9.12 (s, 1H),
8.79 (s, 1H), 8.04 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 7.9, 21.3 Hz, 2H), 7.65 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.55 (m, 2H), 7. 47 (td, J=2.1, 7.8, 7.8 Hz, 1H), 7. 18 (td, /= 2.1, 7.9, 7.8
Hz, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.64 (dd, J= 7.8, 15.0 Hz, 2H), 6.39 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.4 (s,
2H), 1.28 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.21, 151.76, 149.74, 139.15,
137.19, 134.01, 133.64, 129.49, 128.33, 125.98, 125.87, 125.76, 125.64, 123.20,
121.43, 117.72, 11291, 111.44, 109.94, 93.71, 31.94, 30.22; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 400.21319 fiir Co4H,6N5O [M+H+], Gefunden: 400.21217.

9.2.1.23 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der Aminophenyl-3-(3-terz-
butyl-1-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydrochloride.
Zu einer Losung N-Boc-phenylendiamin und DIPEA in abs. DMSO wurde unter

Schutzgas Pyrazolamin 2.3¢ zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 3 Std. auf
60 °C erhitzt, bevor Wasser und EtOAc hinzugegeben wurden. Die wéssrige Phase
wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
nacheinander mit NaCl-Losung (ges.) (2 x 30 mL) und Wasser (2 x 30 mL) gewaschen
und tiber Na,SO4 getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und das
Produkt sdulenchromatographisch aufgereinigt. Eine Losung des Carbonats in Dioxan
wurde mit HCI (4 M Losung in Dioxan) umgesetzt. Nach 30 Min. wurde das Dioxan im

Vakuum entfernt und das Produkt ohne weitere Aufreinigung verwendet.
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9.2.1.24 Herstellung von 1-(3-Aminophenyl)-3-(3-ter-butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-
yDharnstoff Hydrochlorid(2.19a).

IS L
N N NiH, ©!
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden N-Boc-m-phenylendiamin (21 mg,
0.1 mmol), DMSO (2 mL), DIPEA (40 pL, 0.2 mmol) und 2.5 (40 mg, 0.1 mmol)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (30-100 % EtOAc/PE) wurde tert-Butyl 3-(3-
(3-tert-butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)ureido)phenylcarbamat (48 mg) erhalten,
welches anschlieBend mit HCI (4 mL, 4 M Losung in Dioxan) und Dioxan (1 mL)
umgesetzt wurde, um ohne weitere Aufreinigung 35 mg (97 %) eines weillen Feststoffs
zu liefern: '"H NMR (400 MHz, Aceton-ds) & 8.20 (s, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.43 (d,
J=8.2 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.98 (s, 1H), 6.93 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 6.59 (d,
J=17.6 Hz, 1H), 6.46 (s, 2H), 6.32 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.60 (s, 1H), 2.40 (s, 3H), 1.33
(s, 9H). >CNMR (101 MHz, Aceton-ds) & 152.11, 145.43, 140.19, 139.05, 135.76,
130.09, 125.95, 122.05, 117.23, 113.25, 101.99, 101.58, 95.19, 29.75, 24.23, 20.17.
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 364.2059 fiir C;;H6N5O [M+H+], Gefunden: 364.2132.

9.2.1.25 Herstellung von 1-(4-Aminophenyl)-3-(3-ter-butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-
yDharnstoff Hydrochlorid (2.19b).

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden N-Boc-p-phenylendiamin
(129 mg, 0.6 mmol), DMSO (2 mL), DIPEA (400 puL, 2.3 mmol) und 2.5 (250 mg,
0.6 mmol) umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (30-100 % EtOAc/PE) wurde tert-
Butyl-4-(3-(3-tert-butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)ureido)phenylcarbamat (339 mg,
96 %) erhalten, welches anschlieBend mit HCI (4 mL, 4 M Losung in Dioxan) und
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Dioxan (1 mL) umgesetzt wurde, um ohne weitere Aufreinigung 239 mg (97 %) eines
weiBen Feststoffs zu liefern: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.30 (s, 2H), 9.47 (s,
1H), 8.82 (s, 1H), 7.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 8.1,
8.8 Hz, 4H), 6.36 (s, 1H), 2.35 (s, 3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) &
160.38, 151.83, 139.41, 137.28, 137.03, 135.56, 129.73, 125.20, 124.41, 123.89,
118.69, 95.93, 32.06, 30.16, 20.68; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 364.21319 fiir
C»1H6N50 [M+H'], Gefunden: 364.21316.

9.2.1.26 Herstellung von fert-Butyl-4-(2-morpholinoethoxy)phenylcarbamat (2.9b).

o

o ™>N

HN\[(O
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N-Boc-4-aminophenol (150 mg, 0.7 mmol) wurde mit 4-(2-Chloroethyl)morpholin
Hydrochlorid (116 mg, 0.8 mmol) und K,CO;3; (210 mg, 1.5 mmol) in MeCN (10 mL)
bei 80 °C umgesetzt. Nach 3 Std. wurde die Reaktionsmischung auf RT herunter
gekiihlt und mit EtOAc und H,O verdiinnt. Die organischen Phasen wurden mit H,O
(2x 10 mL) und ges. NaCl.-Lsg. (2 x 10 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und
im Vakuum entfernt. Nach S&ulenchromatographie (80 % EtOAc/PE) wurden 203 mg
(90 %) eines Feststoffs erhalten: '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.26 (d, J = 9.5 Hz,
2H), 6.83 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.38 (s, 1H), 4.09 (t, J = 5.2, 5.2 Hz, 1H), 3.74 (s, 4H),
2.80 (s, 2H), 2.60 (s, 4H), 1.50 (s, 9H); °C NMR (125 MHz, CDCl3) & 154.94, 153.35,
131.94, 120.74, 115.27, 67.00, 66.24, 60.59, 57.86, 54.24, 28.59; MS (ESI) m/z 323
[M+H"].
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9.2.1.27 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-
morpholinoethoxy)phenyl)harnstoff (2.11).

) o O\/\N/\
ﬁf/\t”k”@ L

2.9b (190 mg, 0.6 mmol) wurde in Dioxan (2 mL) geldst und mit HCI (4 M in Dioxan,
1 mL) umgesetzt. Nach 16 Std. bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt
und das erhaltene 4-(2-Morpholinoethoxy)anilin Hydrochlorid wurde ohne weitere
Aufreinigung verwendet. AnschlieBend wurde 2.5 (70 mg, 0.17 mmol) mit 4-(2-
Morpholinoethoxy)anilin Hydrochlorid (45 mg, 0.17 mmol) und DIPEA (113 puL,
0.7 mmol) in abs. DMSO (1 mL) umgesetzt. Nach 5 Std. bei 60 °C wurde die
Reaktionsmischung auf RT herunter gekiihlt und mit EtOAc (10 mL) und H,O (10 mL)
verdiinnt. Die organischen Phasen wurden mit H;O (2 x 10 mL) und ges. NaCl.-Lsg.
(2x 10 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurden 46 mg (59 %) eines weillen
Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.79 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.38 (d,
J=8.3 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.9 Hz,
2H), 6.33 (s, 1H), 4.02 (t, J = 5.7, 5.7 Hz, 2H), 3.57 (m, 4H), 2.66 (t, J = 5.6, 5.6 Hz,
2H), 2.46 (bs, 4H), 2.37 (s, 3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) &
160.43, 153.70, 151.60, 137.30, 136.67, 136.05, 132.45, 129.61 (2C), 124.30 (20),
119.77 (2C), 114.68 (2C), 94.75, 66.13 (2C), 65.51, 57.02, 53.58 (2C), 31.94, 30.17
(3C), 20.54; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 478.28127 fiir CyH3NsO; [M+H'],
Gefunden: 478.28069.
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9.2.1.28 Herstellung von 1-Amino-4-(2-morpholin-4-yl-ethoxy)naphthalen
Dihydrochlorid (2.9a).

oH T
N
J

O

*NH;
Cl

2.9a wurde in drei Schritten (i-iii) hergestellt.

1) Herstellung von tert-Butyl-4-hydroxynaphthalen-1-ylcarbamat. 4-Amino-1-
naphthol Hydrochlorid (1.1 g, 5.1 mmol), Di-tert-butyl-dicarbonat (2.4 mL, 10.2 mmol)
und TEA (1 mL, 7.2 mmol) wurden in abs. MeOH (15 mL) iiber Nacht bei RT
umgesetzt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch (30 % EtOAc/PE) gereinigt. Nach Umkristallisation
(Chloroform) wurde tert-Butyl-4-hydroxynaphthalen-1-ylcarbamat in Form von rosa

Kristallen erhalten.

ii) Herstellung von ter-Butyl 4-(2-morpholinoethoxy)naphthalen-1-ylcarbamat.
tert-Butyl  4-hydroxynaphthalen-1-ylcarbamat (100 mg, 0.4 mmol) wurde mit
4-(2-Chloroethyl)morpholin Hydrochlorid (78 mg, 0.4 mmol) und K,CO; (213 mg,
1.5mmol) in MeCN (10mL) umgesetzt. Nach 3 Std. bei 80°C wurde die
Reaktionsmischung auf RT herunter gekiihlt und mit EtOAc und H,O verdiinnt. Die
organischen Phasen wurden mit H,O (2 x 10 mL) und ges. NaCl.-Lsg. (2 x 10 mL)
gewaschen, 1tlber NaSO; getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
Séulenchromatographie (80 % EtOAc/PE) wurde fert-Butyl 4-(2-morpholinoethoxy)-

naphthalen-1-ylcarbamat erhalten.

1i1) Herstellung von 1-Amino-4-(2-morpholin-4-yl-ethoxy)naphthalen
Dihydrochlorid (2.9a). fert-Butyl 4-(2-morpholinoethoxy)naphthalen-1-ylcarbamat
(100 mg, 0.28 mmol) und HCl (4 M in Dioxan, 1 mL) wurden in Dioxan (2 mL)
umgesetzt. Nach 16 Std. bei RT wurden die Losungsmittel entfernt und der erhaltene

Feststoff ohne weitere Aufreinigung verwendet: 'H NMR (400 MHz; DMSO-ds) &
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10.83 (bs, 2H), 8.41 (d, J= 7.7 Hz, 1H), 8.05 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.69 (m, 3H), 7.07 (d,
J = 83 Hz, 1H), 4.69-4.61 (m, 2H), 3.94 (bs, 4H), 3.75-3.66 (m, 2H), 3.41 (m, 4H);
3CNMR (101 MHz; DMSO-dg) & 152.71, 127.45, 126.55, 125.10, 122.55, 122.02,
121.49, 120.66, 109.28, 104.64, 63.14, 62.84, 54.68, 51.47; MS (ESI) m/z 273 (MH").

9.2.1.29 Herstellung von 1-(3-tert-butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-
morpholinoethoxy)naphthalen-1-yl)harnstoff (2.10, BIRB-796).

J¥8sens

2.5 (113 mg, 0.3 mmol), 2.9a (86 mg, 0.3 mmol) und DIPEA (148 pL, 0.8 mmol)
wurden in abs. DMSO (1 mL) umgesetzt. Nach 5 Std. bei 60°C wurde die
Reaktionsmischung auf RT herunter gekiihlt und mit EtOAc (10 mL) und H,O (10 mL)
verdiinnt. Die organischen Phasen wurden mit H;O (2 x 10 mL) und ges. NaCl.-Lsg.
(2x 10 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurden 65 mg (44 %) eines rosa
Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.77 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 8.18 (d,
J=17.9 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.57 (m, 3H), 7.44 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35
(d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.35 (s, 1H), 4.26 (t, J= 5.6, 5.6 Hz, 2H),
3.59 (t, J = 4.6, 4.7 Hz, 4H), 2.86 (t, J = 5.4, 5.4 Hz, 2H), 2.55 (bs, 4H), 2.39 (s, 3H),
1.27 (s, 9H); *C NMR (125 MHz, DMSO-d5) § 160.41, 152.61, 150.57, 137.34, 136.47,
136.18, 129.50, 128.27, 126.80, 126.13, 125.16, 125.14, 124.15, 121.93, 121.85,
120.11, 104.98, 94.96, 65.60, 56.56, 53.15, 31.90, 30.13, 20.56; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 528.29692 fiir C31H3sN503 [M+H+], Gefunden: 528.29629.
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9.2.1.30 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
(chinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (2.6f).

N__N._N
QIRN:
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Ein Zweihalskolben wurde unter Schutzgas mit Chinazolin-4-ol (400 mg, 2.7 mmol)
und Thionylchlorid (5 mL) befillt. DMF (kat.) wurde zugetropft und die
Reaktionsmischung iiber Nacht unter Riickfluss bei 78 °C erhitzt. Das Thionylchlorid
wurde am Vakuum entfernt, der Riickstand in DCM aufgenommen und iiber Silicagel
filtriert, was zum 4-Chloro-6-nitrochinazolin fiihrte und anschlieBend am Vakuum
getrocknet und ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde. Eine Losung aus dem
Pyrazolharnstoff 2.3a (14 mg, 0.04 mmol) DIPEA (15 pL, 0.1 mmol) in DCM (2 mL)
wurde fiir 10 Min. geriihrt und dann mit dem 4-Chlorochinazolin (6.5 mg, 0.04 mmol)
umgesetzt. Nach 16 Std. bei RT wurde die Reaktionsmischung mit NaHCO; (ges.,
20 mL) verdiinnt. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum
entfernt. Nach Sdulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 15 mg (77 %)
eines Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, Aceton-dg) & 9.10 (s, 1H), 8.60 (s, 1H),
8.53 (s, 1H), 8.40 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.88-7.77 (m, 4H), 7.58 (m, 1H),
7.51 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.36 (m, 2H), 7.19 (m, 1H), 6.48 (s, 1H), 2.38 (s,
3H), 1.32 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, Aceton-ds) & 162.09, 158.79, 155.62, 152.42,
151.22, 140.10, 140.00, 138.17, 136.63, 135.10, 133.52, 129.93, 129.30, 128.82,
127.09, 125.98, 123.62, 122.32, 119.63, 116.40, 96.10, 33.06, 30.79, 21.42; MS (ESI)
m/z 492 [M+H'].

9.2.1.31 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der 1-(3-fert-Butyl-1-tolyl-1H-
pyrazol-5-yl)-3-(3-(6-nitrochinazolinyl-amino)phenyl)harnstoffe (2.18a,d).
Ein Zweihalskolben wurde unter Schutzgas mit 2.5 und Thionylchlorid befiillt. DMF

(kat.) wurde zugetropft und die Reaktionsmischung iiber Nacht unter Riickfluss bei

78 °C erhitzt. Das Thionylchlorid wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in DCM
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aufgenommen und iiber Silicagel filtriert, was zum 4-Chloro-6-nitrochinazolin fiihrte
und anschlieend am Vakuum getrocknet und ohne weitere Aufreinigung verwendet
wurde. Eine Losung aus dem Pyrazolharnstoff 2.19a oder b und DIPEA in DCM wurde
mit dem 4-Chloro-6-nitrochinazolin versetzt und fiir 24 Std. bei RT geriihrt.
AnschlieBend wurde NaHCOs-Losung (ges.) zugegeben und die wéssrige Phase mit
EtOAc (4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na,SO4
getrocknet und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die weitere Aufreinigung wird

fiir jede Verbindung separat beschrieben.

9.2.1.32 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(3-(6-
nitrochinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (2.18c).

AL
N/)

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 2.19a (100 mg, 0.3 mmol), DIPEA
(140 pL, 1 mmol) und 4-Chloro-6-nitrochinazolin (58 mg, 0.3 mmol) in DCM (5 mL)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 102 mg (69 %)
eines gelben Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.45 (s, 1H), 9.69
(d, J=2.3 Hz, 1H), 9.15 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.56 (dd, J = 2.4, 9.2 Hz, 1H), 8.39 (s,
1H), 8.02 (s, 1H), 7.94 (d, J=9.2 Hz, 1H), 7.47 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 7.35 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.30 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.38 (s,
1H), 2.38 (s, 3H), 1.28 (s, 9H); C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.53, 158.87,
157.69, 153.12, 151.42, 144.54, 139.64, 138.80, 137.18, 136.87, 136.01, 129.74,
129.50, 128.82, 126.66, 124.47, 120.99, 116.80, 114.45, 114.36, 112.64, 94.68, 32.03,
30.24, 20.64;, HRMS (ESI-MS) Berechnet: 537.23571 fiir Cy9Hy9NgO; [M+H+],
Gefunden: 537.23513.
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9.2.1.33 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(6-
nitrochinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (2.18a).

O,N N
@

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 2.19b (132 mg, 0.3 mmol), DIPEA
(170 pL, 1 mmol) und 4-Chloro-6-nitrochinazolin (69.2 mg, 0.3 mmol) in DCM (2 mL)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 140 mg (79 %)
eines orangen Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 10.41 (s, 1H), 9.64
(s, 1H), 9.09 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.53 (dd, J = 2.3, 9.2 Hz, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.90 (d,
J=9.2 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.38 (s, 1H), 2.38 (s, 3H), 1.28 (s, 9H); °C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 160.54, 158.69, 157.85, 153.12, 151.50, 144.40, 137.32,
136.85, 136.18, 136.05, 132.58, 129.74, 129.40, 126.55, 124.46, 123.69, 120.83,

118.13, 114.38, 94.78, 32.05, 30.26, 20.65; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 537.23571 fiir
CaoH20NgO3 [M+H'], Gefunden: 537.23513.

9.2.1.34 Allgemeine Beschreibung fiir die Herstellung von (6-Aminochinazolin-4-
ylamino)phenyl)-3-(3-tert-butyl-1-tolyl-1 H-pyrazol-5-yl)harnstoffe
(2.18b,d).

Eine Losung von 2.18a oder ¢, Ammoniumformiat und Pd/C in abs. EtOH wurde fiir

3 Std. bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert
und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Fiir die S&ulenchromatographie wurde

zuvor das Silicagel mit 5 % Et;N in DCM neutralisiert.
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9.2.1.35 Herstellung von 1-(3-(6-Aminochinazolin-4-ylamino)phenyl)-3-(3-tert-
butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff (2.18d).

HN NJ\N N
H H
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 2.18b (80 mg, 0.15 mmol),
Ammoniumformiat (66 mg, 1 mmol) und Pd/C (kat.) in EtOH (1.5 mL) umgesetzt.
Nach Saulenchromatographie (2-5 % MeOH/DCM) wurden 54 mg (72 %) eines gelben
Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 9.30 (s, 1H), 9.16 (bs, 1H), 8.48
(bs, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.52 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.42 (m, 3H), 7.37 (d,
J=2.1Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.21 (dd, J = 9.1, 16.5 Hz, 3H), 6.36 (s, 1H),
5.56 (s, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.70,
156.21, 151.73, 149.99, 147.43, 142.78, 140.56, 139.71, 137.14, 136.97, 136.28,
129.91, 128.83, 128.37, 124.63, 123.77, 116.94, 115.83, 112.96, 111.67, 101.38, 94.91,
32.23, 30.45, 20.84; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 507.26153 fiir CooH3 NgO [M+H'],
Gefunden: 507.26088.

9.2.1.36 Herstellung von 1-(4-(6-Aminochinazolin-4-ylamino)phenyl)-3-(3-tert-
butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff (2.18c¢).

HoN SN
@

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 2.18a (100 mg, 0.2 mmol),
Ammoniumformiat (82.3 mg, 1.3 mmol) und Pd/C (kat.) in EtOH (3 mL) umgesetzt.

Nach Siulenchromatographie (2-5 % MeOH/DCM) wurden 51 mg (54 %) eines gelben
Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 9.24 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 8.32 (s,
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1H), 8.23 (s, 1H), 7.68 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.38-7.30 (m, 7H),
7.18 (dd, J = 1.4, 8.9 Hz, 1H), 6.33 (s, 1H), 5.51 (s, 2H), 2.34 (s, 3H), 1.24 (s, 9H);
BCNMR (101 MHz, DMSO-dg) & 160.52, 156.03, 151.56, 149.99, 147.13, 142.44,
137.33, 136.80, 136.07, 134.73, 134.33, 129.72, 128.59, 124.44, 123.41, 122.58,
118.20, 116.58, 101.13, 94.74, 32.04, 30.26, 20.65; HRMS (ESI-MS) Berechnet:
507.26153 fir CooH31NgO [M+H+], Gefunden: 507.26083.

9.2.2 Expression und Aufreinigung von p38a

Das p38a-Konstrukt wurde in einen pNFG-Vektor geklont und mit einem N-terminalen
His-Tag und einer Thrombin-Schnittstelle in BL21 (DE3) Rosetta FE.coli
transformiert (Jeffrey Simard). Zundchst wurden iiber Nacht Vorkulturen in
Erlenmeyerkolben (2 x 200 mL) bei 37 °C in LB (Lysogeny Broth)-Medium
herangezogen. Nach der Inkubation wurden die Bakterienkulturen mit 2.1 L
vorgewdarmtem Medium (37 °C) verdiinnt und anschlieBend bei 37 °C bis zu
einer optischen Dichte (ODgoo) von 0.6 angeziichtet (1.5 Std.), bevor die
Kulturen im Eisbad auf 18 °C herunter gekiihlt und dann die Proteinexpression
(~20 Std.) mit IPTG (0.5 mM) induziert wurde. Die Bakterienkulturen wurden bei
4000 rpm fiir 45 Min. zentrifugiert und das entstandene Zellpellet bei -80 °C gelagert.

Fiir die Proteinaufreinigung wurden die Zellen zunichst in Puffer A (50 mM Tris,
pH 8.0, 500 mM NaCl + 5 % Glycerol + 25 mM Imidazol) wieder aufgenommen, mit
Endonuklease (Benzonase®™, 20 U/mL) versetzt und mit einem Homogenisator (Ultra-
Turrax™) dispergiert. SchlieBlich wurden die Zellen mit einem Mikrofluidizer®™
aufgeschlossen. Die unloslichen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert, und das

Zelllysat vor der weiteren Aufreinigung filtriert (0.45 um Sterilfilter).

Das Lysat wurde auf eine 30 mL-Ni-Sdule (selbstgepackt) geladen, mit
3 Séaulenvolumina (SV) Puffer A gewaschen und dann mit einem 0-50 % linearen
Gradienten mit Ni-Puffer B (Puffer A + 500 mM Imidazol) eluiert (2 SV). Das Protein
wurde iiber Nacht gegen Dialysepuffer (25 mM HEPES, pH 7.0, 5 % Glycerol, 100 mM
NaCl, 1 mM DTT) dialysiert und anschlieend mit Thrombin (0.2 U/mg ungespaltenes
Protein) gespalten (iiber Nacht in einem 50 mL Falcon bei 4 °C). Um gebildetes

Préazipitat abzutrennen, wurde das Protein zentrifugiert (15 Min. bei 13000 rpm).
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Der Uberstand wurde verdiinnt (4-fach mit Anionenaustausch-Puffer A (50 mM Tris,
pH 7.4, 5 % Glycerol, 50 mM NaCl, ] mM DTT)), auf eine QFF-Séule (GE Healthcare)
geladen und mit 10 SV Anionenaustausch-Puffer A gewaschen. Das Protein wurde mit
einem  linearen = Gradienten @ von  0-100 %  Anionenaustausch-Puffer B
(Anionenaustausch-Puffer A + 600 mM NaCl) mit 20 SV eluiert. Die gesammelten
Fraktionen wurden vereinigt, auf 3 mL konzentriert und die Probe iiber einer Sephadex
(HiLoad 26/60 Superdex 75) Séule bei einer Flussrate von 2 mL/Min. aufgetrennt. Die
Sdule wurde zuvor mit Gelfiltrationspuffer (20 mM HEPES, pH 7.1, 5% Glycerol,
50 mM NacCl, 100 mg/L Methionin, 10 mM DTT) é&quilibriert. Das eluierte Protein
wurde auf ~15 mg/mL konzentriert, aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. (Die
Expression und Aufreinigung erfolgte unter der Anleitung von Christian Griitter und

Jeffrey Simard.)

9.2.3 Kiristallisation der p38a-Inhibitor-Komplexe

Die verschiedenen Inhibitoren wurden mit der aufgereinigten p38a-Kinase unter
publizierten Bedingungen co-kristallisiert.®’ Die Protein-Inhibitor-Komplexe wurden
durch die Inkubation (1-2 Std.) von 40 puL p38a (10-12 mg/mL) mit 0.4-0.6 pL Inhibitor
(100mM in DMSO) auf FEis erhalten. Die Kristalle wurden in 24-well-
Kristallisationsplatten unter Verwendung der Wasserdampfdiffusionsmethode mit
hiangenden Tropfen erhalten, wobei 1.6 uL. Protein-Inhibitor-Losung mit 0.4 pL
Reservoir-Losung (100 mM MES, pH 5.6-6.2, 20-30 % PEG4000 und 50 mM B-

Octylglucopyranosid) gemischt wurden.

9.3 Herstellung der Typ-II-Hybridinhibitoren

9.3.1.1 Herstellung von 2,2,2-Trichloroethyl 3-zert-butyl-1-m-tolyl-1 H-pyrazol-5-
ylcarbamat (3.3).60’145
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Eine Losung aus 2.3b (500 mg, 2.2 mmol), H,O (6 mL), EtOAc (10 mL) und NaOH
(130 mg, 3.3 mmol) wurde fiir 30 Min. bei 0 °C geriihrt und dann tropfenweise mit
2,2,2-Trichloroethyl Chloroformiat (440 pL, 3.3 mmol) versetzt. Das Eisbad wurde
nach 30 Min. entfernt und nach weiteren 2 Std. wurde die wissrige Phase mit EtOAc
(4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung
(ges.) gewaschen (2 x 30 mL) und iiber Na,SO,4 getrocknet, bevor die Losungsmittel im
Vakuum entfernt wurden. Nach Kristallisation aus Hexan wurden 536 mg (61 %)
farbloser Kristalle erhalten: '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.35 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.27
(s, 1H), 7.21 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.87 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.79 (s, 2H), 2.39 (s, 3H),
1.33 (s, 9H). °C NMR (101 MHz, CDCls) & 162.52, 150.98, 140.32, 137.78, 134.97,
129.70, 129.37, 126.09, 121.99, 95.04, 75.05, 32.65, 30.51, 21.59. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 404.06393 fiir Ci7H0,N5Cly und 406.06644 fiir Ci7H0.N5Cl,Y'Cl
[M+H"], Gefunden 404.06900 und 406.06556.

9.3.1.2 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der Aminophenyl-3-(3-terz-
butyl-1-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydrochloride (3.4a,b).%"'*
Zu einer Losung N-Boc-phenylendiamin und DIPEA in abs. DMSO wurde unter

Schutzgas 3.3 zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 3 Std. auf 60 °C erhitzt,
bevor Wasser und EtOAc hinzugegeben wurden. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc
(3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit
NaCl-Losung (ges.) (2 x 30 mL) und Wasser (2 x 30 mL) gewaschen und iiber Na,SO4
getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt wurden und das Produkt
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Eine Losung des Carbonats in Dioxan wurde mit
HCI (4 M Losung in Dioxan) umgesetzt. Nach 30 Min. wurde das Dioxan im Vakuum

entfernt und das Produkt ohne weitere Aufreinigung verwendet.

9.3.1.3 Herstellung von 1-(4-Aminophenyl)-3-(3-ter-butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-
S-yDharnstoff Hydrochlorid (3.4a).

o) i:/NHZ
4 \
\N )k

I=
I=
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden N-Boc-p-phenylendiamin
(157 mg, 0.8 mmol), DMSO (2 mL), DIPEA (400 uL, 2.3 mmol) und 3.3 (305 mg,
0.8 mmol) verwendet. Nach Saulenchromatographie (30-100 % EtOAc/PE) wurden
339 mg (96 %) tert-Butyl-4-(3-(3-tert-butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)ureido)-phenyl-
carbamat erhalten, die anschlieBend mit HCI (4 mL, 4 M Losung in Dioxan) und
Dioxan (1 mL) umgesetzt wurden, um ohne weitere Aufreinigung 249 mg (86 %) 3.4a
zu erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 10.27 (bs, 2H), 9.78 (s, 1H), 8.83 (s, 1H),
7.51 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.35 (m, 5H), 7.21 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.37 (s, 1H), 2.37 (s,
3H), 1.28 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.54, 151.83, 139.44, 138.87,
138.08, 137.18, 129.06, 128.08, 125.14, 124.94, 123.86, 121.41, 118.72, 95.96, 32.06,
30.18, 20.99; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 364.21319 fiir C;HysNsO [M+H+],
Gefunden: 364.21315.

9.3.1.4 Herstellung von Herstellung von 1-(3-Aminophenyl)-3-(3-fert-butyl-1-m-
tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydrochlorid (3.4b).

8 ¥s!
N‘N A NH

2
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden N-Boc-m-phenylendiamin (92 mg,
0.4 mmol), DMSO (2 mL), DIPEA (150 puL, 0.9 mmol) und 3.3 (180 mg, 0.6 mmol)
verwendet. Nach Sdulenchromatographie (30-50 % EtOAc/PE) wurden 150 mg (74 %)
tert-Butyl-3-(3-(3-tert-butyl-1-m-tolyl-1 H-pyrazol-5-yl)ureido)phenyl-carbamat
erhalten, die anschlieend (150 mg, 0.3 mmol) mit HCI (3 mL, 4 M Losung in Dioxan)
und Dioxan (1 mL) umgesetzt wurden, um ohne weitere Aufreinigung 120 mg (92 %)
des weiBen Feststoffs 3.4b zu erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 9.98 (s, 1H),
8.91 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.40-7.32 (m, 5H), 7.21 (d, J = 7.35 Hz, 1H), 6.98 (m, 1H),
6.38 (s, 1H), 2.38 (s, 3H), 1.28 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.55,
151.81, 140.76, 138.90, 138.06, 137.09, 132.08, 130.14, 129.08, 128.10, 124.91,
121.37, 117.26, 116.49, 112.44, 96.07, 32.07, 30.18, 21.01; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 364.21319 fiir C;1Hy6N5O [M+H+], Gefunden: 364.21316.



Experimenteller Teil 149

9.3.1.5 Herstellung von 6-Nitrochinazolin-4-ol (3.6).
OH
OoN XN
@
2-Amino-5-nitrobenzoesdure 3.5 (9.5 g, 52 mmol) wurde mit Formamidinacetat (22 g,
210 mmol) in 2-Methoxyethanol (300 mL) unter Riickfluss bei 132 °C iiber Nacht
umgesetzt, und dann im Vakuum eingeengt. Das Prézipitat wurde filtriert, mit MeOH
gewaschen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Nach Entfernen der
Losungsmittel im Vakuum, wurden 7.95 g (79 %) eines braunen Feststoffs erhalten:
'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 12.70 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.48 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
8.27 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H); >C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.54,
152.89, 148.92, 144.88, 129.00, 128.18, 126.64, 121.86; HRMS (ESI-MS) Berechnet:
192.04037 fiir CsHgN303 [M+H ], Gefunden: 192.04018.

9.3.1.6 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der 1-(3-fert-Butyl-1-m-tolyl-
1H-pyrazol-5-yl)-3-((6-nitrochinazolinyl-amino)phenyl) harnstoffe (3.7a,b).
Ein Zweihalskolben wurde unter Schutzgas mit 3.6 und Thionylchlorid befiillt. DMF

(kat.) wurde zugetropft und die Reaktionsmischung iiber Nacht unter Riickfluss bei
78 °C erhitzt. Das Thionylchlorid wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in DCM
aufgenommen und iiber Silicagel filtriert, was zum 4-Chloro-6-nitrochinazolin fiihrte
und anschlieend am Vakuum getrocknet und ohne weitere Aufreinigung verwendet
wurde. Eine Losung aus dem Pyrazolharnstoff 3.4a oder b und DIPEA in DCM wurde
mit dem 4-Chloro-6-nitrochinazolin versetzt und fiir 24 Std. bei RT geriihrt.
AnschlieBend wurde NaHCOs-Losung (ges.) zugegeben und die wéssrige Phase mit
EtOAc (4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na,SO4
getrocknet und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die weitere Aufreinigung wurde

fiir jede Verbindung separat beschrieben.
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9.3.1.7 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(6-
nitrochinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (3.7a).

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 3.4a (100 mg, 0.3 mmol), DIPEA
(171 uL, 1 mmol), DCM (2 mL) und 4-Chloro-6-nitrochinazolin (52 mg, 0.3 mmol)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 98 mg (73 %)
eines orangen Feststoffs erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) 6 10.40 (s, 1H), 9.65
(d, J= 2.4 Hz, 1H), 9.11 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.54 (dd, J = 2.4, 9.2 Hz, 1H), 8.41 (s,
1H), 791 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.46 (m, 2H), 7.42 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.34 (m, 2H), 7.24 (d, J = 7.43 Hz, 1H), 6.39 (s, 1H), 2.40 (s, 3H), 1.29 (s,
9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 160.11, 158.70, 157.86, 153.13, 151.54, 144.43,
138.91, 138.43, 137.26, 136.17, 132.59, 129.42, 129.11, 128.01, 126.57, 125.06,
123.69, 121.51, 120.85, 118.12, 114.39, 94.95, 32.05, 30.24, 20.99; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 537.23571 fiir Cy9Hp9NgO3 [M+H+], Gefunden: 537.23518.

9.3.1.8 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(3-(6-
nitrochinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (3.7b).

0o N\
I AN
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 3.4b (120 mg, 0.3 mmol), DIPEA
(154 pL, 0.9 mmol), DCM (2 mL) und 4-Chloro-6-nitrochinazolin (63 mg, 0.3 mmol)
umgesetzt. Nach Siulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 78 mg (49 %)
eines orangen Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10.44 (s, 1H), 9.68
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(d, J = 2.1 Hz, 1H), 9.17 (s, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.55 (dd, J = 2.2, 9.2 Hz, 1H), 8.43 (s,
1H), 8.01 (s,1H), 7.93 (d, J=9.2 Hz, 1H), 7.47 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.43 (t, /= 7.7 Hz,
1H), 7.32 (dd, J=17.5, 15.7 Hz, 3H), 7.24 (t, /= 6.9 Hz, 2H), 6.40 (s, 1H), 2.40 (s, 3H),
1.28 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 160.67, 158.86, 157.68, 153.11, 151.41,
144.52, 139.62, 138.94, 138.81, 138.39, 137.24, 129.49, 129.13, 128.82, 128.05,
126.64, 125.12, 121.56, 120.98, 116.81, 114.45, 114.38, 112.64, 94.73, 32.05, 30.24,
20.99; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 537.23571 fiir Cy9H29NgOs3 [M+H+], Gefunden:
537.23513.

9.3.1.9 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der (6-Aminochinazolin-4-
ylamino)phenyl)-3-(3-tert-butyl-1-m-tolyl-1 H-pyrazol-5-yl)harnstoffe (3.7c,
d).

Eine Losung von 3.7a oder b, Ammoniumformiat und Pd/C in abs. EtOH wurde fiir

3 Std. bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert
und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Fiir die Sdulenchromatographie wurde
zuvor das Silicagel mit 5 % Et;N in DCM neutralisiert. Die weitere Aufreinigung wurde

fiir jede Verbindung separat beschrieben.

9.3.1.10 Herstellung von 1-(4-(6-Aminochinazolin-4-ylamino)phenyl)-3-(3-fert-
butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff (3.7b).

N_ N N;
eRav
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=
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 3.7a (86 mg, 0.16 mmol),
Ammoniumformiat (71 mg, 1.1 mmol), EtOH und Pd/C verwendet. Nach
Saulenchromatographie (2-5 % MeOH/DCM) wurden 80 mg (98 %) eines gelben
Feststoffs erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 9.25 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.38 (s,
1H), 8.27 (s, 1H), 7.72 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.8 Hz, 1H),), 7.43 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.36 (m, 5H), 7.28 (d, J = 25.1 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 2.3, 8.9 Hz, 1H),
6.38 (s, 1H), 5.51 (s, 2H), 2.40 (s, 3H), 1.29 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) &
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160.64, 156.02, 151.57, 149.97, 147.13, 142.40, 138.89, 138.45, 137.36, 134.70,
134.34, 129.09, 128.57, 127.98, 125.05, 123.41, 126.58, 121.50, 118.25, 116.57,
101.12, 94.88, 32.05, 30.24, 20.99; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 507.26153 fiir
Ca9H3 N3O [M+H '], Gefunden: 507.26084.

9.3.1.11 Herstellung von 1-(3-(6-Aminochinazolin-4-ylamino)phenyl)-3-(3-tert-
butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff (3.7d).

) N\
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 3.7b (50 mg, 0.09 mmol),
Ammoniumformiat (41 mg, 0.7 mmol), EtOH und Pd/C verwendet. Nach der
Sdulenchromatographie (2-5% MeOH/DCM) wurden nach einem zweiten
Aufreinigungsschritt mittels praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) 17 mg
(36 %) eines griinen Feststoffs erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 9.31 (s, 1H),
9.08 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.52 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.38 (m,
5H), 7.23 (m, 4H), 6.40 (s, 1H), 5.57 (s, 2H), 2.39 (s, 3H), 1.28 (s, 9H); *C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 160.66, 156.00, 151.36, 149.76, 147.14, 142.55, 140.38,
139.39, 138.93, 138.38, 137.34, 129.12, 128.62, 128.05, 125.14, 123.58, 121.58,
116.75, 116.55, 115.66, 112.78, 111.46, 101.16, 94.54, 32.04, 30.24, 20.98; HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 507.26153 fiir Co9H3;NgO [M+H+], Gefunden: 507.26083.

9.3.1.12 Herstellung von N-(4-(4-(3-(3-tert-Butyl-1-m-tolyl-1H-pyrazol-5-
yl)ureido)phenylamino)chinazolin-6-yl)propionamid (3.7e).

N._N._N

o
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Unter Schutzgas wurde ein Schlenkkolben mit 3.7¢ (15 mg, 30 umol), abs. THF (1 mL)
und DIPEA (13 uL, 74 pumol) befiillt und auf 0°C herunter gekiihlt. 10 uL
Propionylchlorid wurden in 10 mL abs. THF gelost. Diese Losung (190 pL) wurde zu
der Reaktionsldsung getropft und das Eisbad entfernt. Nach 1.5 Std. wurden nochmals
100 uL  zugetropft bis ein vollstindiger Umsatz beobachtet wurde. Die
Reaktionsmischung wurde mit Et;N alkalisiert bevor ges. NaCl-Losung und EtOAc
zugegeben wurden. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert und
die vereinten organischen Phasen mit Wasser gewaschen (2 x 10 mL). Letztere wurden
tiber Na,SO; getrocknet, die Losungsmittel im Vakuum entfernt und nach
Sdulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurden 12mg (72 %) des gelben
Feststoffs isoliert: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.31 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 9.39
(bs, 1H), 8.89 (bs, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.68 (dd,
J=18.9,16.8 Hz, 3H), 7.40 (m, 5H), 7.20 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 6.35 (s, 1H), 2.43 (m, 5H),
1.28 (s, 9H), 1.13 (t, J = 7.5 Hz, 3H); C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172.49,
160.92, 157.82, 153.61, 152.38, 146.63, 139.11, 138.92, 137.74, 137.18, 135.86,
133.95, 129.34, 128.46, 128.12, 127.19, 125.14, 123.58, 121.59, 118.40, 115.73,
112.26, 96.12, 32.40, 30.60, 29.71, 21.35, 10.01; HRMS (ESI-MS) Berechnet:
563.28775 fiir C3,H;35N50, [M+H+], Gefunden: 563.28726.

9.3.2 Zellkultur und Immunoblots

Die PC3 und DU145 Zellen wurden in grof3ziigiger Weise von Roman Thomas (MPI
Koéln) zur Verfligung gestellt. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) angereichert mit 10 % inaktiviertem fotalem Rinderserum (FBS) und
100 w/mL Penicillin/Streptomycin kultiviert (bei 37 °C in befeuchteter Warmluft mit
5% CO,). Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Inhibitor (5 Std.) inkubiert und mit
kalter phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen (2x) und dann fiir 10 Min. bei
0 °C in Lysis-Puffer (Lysis Puffer von Cell Signaling Technology (10x)/H,O (1:10),
0.4 mM PMSF) lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (20 Min. bei
20000g und 4 °C). Der Uberstand wurde fiir die Immunoblots verwendet.

Die Proteinkonzentrationen wurden mit einem Spektrophotometer ND-1000 (peQLab)
bestimmt, so dass eine gleichméfBige Auftragung fiir die Trennung mittels SDS-PAGE

gewdhrleistet war. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
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iibertragen. Die Blots wurden dann 1 Std. lang in Tris-gepufferter Salzlosung mit
Tween-20 (TBST) und 5 % fettfreier Milch (Konzentrat) geblockt. Anschliefend
wurden sie liber Nacht bei 4 °C mit den primdren Antikdrpern (anti-phospho-FAK, anti-
phospho-Src, anti-FAK, anti-Src) inkubiert. Die Antikorper wurden von Cell Signaling
Technology bezogen. Die Blots wurden gewaschen (TBST) und mit den sekundiren
Antikorpern inkubiert (1 Std.). Nach erneutem Waschen (TBST) wurden die Blots dann
mittels ECL-Technologie auf Filme tibertragen.

9.4 Herstellung der Thiazolharnstoffe

9.4.1.1 Herstellung von fert-Butyl 4-(2-hydroxyethyl)-1,3-thiazol-2-yl-carbamat
(4.8).

CO,Et OH

CO,Et
N{ a o N7 b o N
, —- B e B
H2N/LS ﬁ\o N S >I\O/U\H/ks

4.6 4.7 4.8

Zu einer Losung aus Ethyl-(2-amino-1,3-thiazol-4-yl)acetat (3.72 g, 20 mmol) in THF
(100 mL) wurde bei 0 °C portionsweise innerhalb von 5 Min. Boc,O (4.3 g, 20 mmol)
zugegeben. Et;N (5.6 mL, 40 mmol) wurde zugetropft, sowie eine katalytische Menge
DMAP zugegeben (0.1 g).'*® Nach 18 Std. bei RT wurde EtOAc (200 mL) zugegeben
und die organische Phase nacheinander mit wissr. HCl (1 N, 300 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (2 x 200 mL) gewaschen, bevor sie tiber (MgSO4) getrocknet wurde. Die
organische Phase wurde tiber Silicagel filtriert und die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Reaktion wurde zweimal durchgefiihrt und die Produkte vereinigt. Nach
Flash-Saulenchromatographie (20 % EtOAc/Cyclohexan) wurden 5.6 g (49 %) Ethyl-
{2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-1,3-thiazol-4-yl}acetat 4.7 erhalten und direkt in der
nichsten Reaktion eingesetzt. 4.7 (5.6 g, 20 mmol) wurde in EtOH (90 mL) geldst und
im Eisbad gekiihlt. NaBHy4 (2.2 g, 60 mmol) wurde portionsweise zugegeben und der
Ansatz fir 18 Std. bei RT geriihrt, bevor die Losungsmittel im Vakuum entfernt
wurden.'”’ Der Riickstand wurde in EtOAc (200 mL) aufgenommen, die organische
Phase mit ges. NaCl-Lsg. (2 x 50 mL) gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Die

Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. Nach Flash-Sdulenchromatographie
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wurden 2.18 g (47 %) 4.7 erhalten: "H NMR (400 MHz, CDCl3) & 10.09 (bs, 1H), 6.52
(s, 1H), 3.89 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 1.53 (s, 9H); °C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 160.5, 152.4, 149.2, 107.3, 82.2, 61.9, 33.3, 28.2. HRMS (ESI-
MS) Berechnet: 335.14239 fiir C;7H23N,03S [M+H+], Gefunden: 335.14247.

9.4.1.2 Allgemeine Beschreibung fiir die Alkylierung von fert-Butyl 4-(2-
hydroxyethyl)-1,3-thiazol-2-yl-carbamat.

OH O/b
/N
waxd —aard 9

4.8 wurde in abs. THF (~5 mL/mmol) geldst, NaH (60 %, 3 mol Aquiv.) zugegeben und
der Reaktionsansatz fiir 10 Min. unter Schutzgas geriihrt, bevor das Benzylbromid
(1-1.2 mol Aquiv.) zugegeben wurde. Nach 48-72 Std. bei RT wurde H,O (10-20 mL)
zugegeben, und das THF im Vakuum entfernt. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc
oder DCM (3 x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Lsg.
gewaschen, iiber MgSO,; getrocknet und 1im Vakuum entfernt. Nach
Flashchromatographie wurde das alkylierte Produkt erhalten. Weitere Details sind in

den jeweiligen Durchfiihrungen beschrieben.

9.4.1.3 Herstellung von tert-Butyl 4-[2-(benzyloxy)ethyl]-1,3-thiazol-2-yl-
carbamat (4.8a).

Ra
ﬁ\o/u\u/ms

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.8 (1.0 g, 4.1 mmol), NaH
(0.49 g, 122 mmol) und Benzylbromid (0.49 mL, 4.1 mmol) in THF (20 mL)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (10 % EtOAc/Cyclohexan) wurde das Produkt
4.9a (1.05 g, 76 %) als klares Ol erhalten: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 9.94 (bs, 1H),
7.38-7.19 (m, 5H), 6.57 (s, 1H), 4.52 (s, 2H), 3.75 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.02 (t, J =
6.8 Hz, 2H), 1.54 (s, 9H); >C NMR (101 MHz, CD;0D) & 161.5, 154.4, 149.8, 139.6,
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129.3, 128.8, 128.6, 108.9, 82.8, 73.8, 70.1, 32.8, 28.5. ESI: 335 ((M+H'], 100 %), 278
(85); HRMS (ESI-MS) Berechnet: 335.14239 fiir C17H23N,05S [M+H+], Gefunden:
335.14247.

9.4.1.4 Herstellung von tert-Butyl 4-{2-[(4-fluorobenzyl)oxy]ethyl}-1,3-thiazol-2-
ylcarbamat (4.9b).

O
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.8 (0.20 g, 0.82 mmol), NaH
(0.098 g, 2.5 mmol) und Fluorobenzylbromid (0.11 mL, 0.90 mmol) in THF (4 mL)
umgesetzt. Nach Sdulenchromatographie (30 % EtOAc/Cyclohexan) wurde das Produkt
4.9b (0.16 g, 55 %) als klares Ol erhalten: 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 10.88 (bs,
1H), 7.15-7.12 (m, 2H), 6.85-6.89 (m, 2H), 6.47 (s, 1H), 4.36 (s, 2H), 3.63 (t, J =
6.9 Hz, 2H), 2.96 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H); >C NMR (101 MHz, CDCl3) § 162.1
(‘Jer = 249.1 Hz, 2C), 160.8, 152.6, 148.4, 133.9, 129.2 (Jcr = 8.0 Hz, 2C), 115.0
(Jer = 21.0 Hz, 2C), 107.3, 82.3, 72.1, 68.9, 31.6, 28.1; ESI: 375 (40 %), 353
([M+H'], 100), 296 (45); HRMS (ESI-MS) Berechnet: 353.13297 fiir C;7H,,FN,03S
[M+H"], Gefunden: 353.13307.

9.4.1.5 Herstellung von ter-Butyl 4-[2-(4-pyridinylmethoxy)ethyl]-1,3-thiazol-2-yl
carbamat (4.9¢).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.8 (0.20 g, 0.82 mmol), NaH
(0.13 g, 4.0 mmol) und 4-(Bromomethyl)pyridin Hydrobromid (0.23 g, 0.90 mmol) in
THF (4 mL) umgesetzt. Nach Saulenchromatographie (EtOAc) wurde das Produkt 4.9¢
(0.13 g, 50 %) als klares Ol erhalten: 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.50 (d, J = 6.0 Hz,
2H), 7.16 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 6.55 (s, 1H), 4.49 (s, 2H), 3.75 (t, /= 6.8 Hz, 2H), 3.03 (t,
J = 6.8 Hz, 2H), 1.50 (s, 9H); C NMR (101 MHz, CDCl3) & 160.6, 152.6, 149.8,
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148.2, 147.6, 121.5, 107.5, 82.3, 71.0, 69.6, 31.7, 28.2; ESI: 670 (2[M+H], 50 %), 336
(100), 235 (30); HRMS (ESI-MS) Berechnet: 336.13764 fiir C;sH2,N303S [M+H'],
Gefunden: 336.13772.

9.4.1.6 Allgemeine Beschreibung fiir die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
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Das fert-Butyl-carbamat wurde in Dioxan (evtl. etwas MeOH) gelost und HCI (4 M in
Dioxan) hinzugegeben. Nach 14-96 Std. bei RT und unter Schutzgas wurde das

Losungsmittel im Hochvakuum entfernt und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

9.4.1.7 Herstellung von 4-[2-(Benzyloxy)ethyl]-1,3-thiazol-2-aminiumchlorid
(4.10a).

D
cr +/"i§
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.9a (0.30 g, 0.90 mmol) und HCI
in Dioxan (4 M, 4 mL) und MeOH (2 mL) umgesetzt, was letztlich 4.10a (0.24 g,
quantitativ) als weiBes Harz lieferte: '"H NMR (400 MHz, CD;0D) & 7.31-7.25 (m, 5H),
6.54 (br s, 1H), 4.54 (s, 2H), 3.70 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.85 (t, J = 6.3 Hz, 2H); *C NMR
(101 MHz, CD;0OD) & 139.5, 139.3, 129.5, 129.0, 128.9, 104.0, 74.0, 68.4, 68.1, 29.5;
ESI: 235 ([M+H'] ,100 %), 91 (20); HRMS (ESI-MS) Berechnet: 235.08996 fiir
C1,H;sN,OS [M+H"], Gefunden: 235.08982.

9.4.1.8 Herstellung von 4-{2-[(4-Fluorobenzyl)oxy]ethyl}-1,3-thiazol-2-
aminiumchlorid (4.10b).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.9b (0.15 g, 0.43 mmol) und HCI
in Dioxan (4 M, 10 mL) in Dioxan (4 mL) umgesetzt, was letztlich 4.10b (0.12 g,
quantitativ) als weiles Harz lieferte: 'H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7.34-7.31 (m, 2H),
7.07-7.02 (m, 2H), 6.55 (s, 1H), 4.51 (s, 2H), 3.70 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.85 (t, J =
6.3 Hz, 2H); *C NMR (101 MHz, CDsOD) & 171.9, 163.7 (‘Jcr = 245.0 Hz), 139.3,
135.4, 130.9 CJcr = 8.0 Hz, 2C), 116.0 (*Jer = 23.0 Hz, 2C), 104.0, 73.1, 68.4, 29.5;
ESI: 504 (10 %), 253 ([M+H'], 100). HRMS (ESI-MS) Berechnet: 253.08054 fiir
C12H4FN,OS [M+H ], Gefunden: 253.08060.

9.4.1.9 Herstellung von 4-[2-(4-Pyridinylmethoxy)ethyl]-1,3-thiazol-2-
aminiumchlorid (4.10c¢).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.9¢ (0.13 g, 0.39 mmol), HCI in
Dioxan (4 M, 10 mL) in MeOH (2 mL) umgesetzt, was letztlich 4.10b (0.12 g,
quantitativ) als weilles Harz lieferte: 'HNMR (400 MHz, CD;OD) & 8.85 (d, J =
6.7 Hz, 2H), 8.10 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 6.70 (s, 1H), 4.96 (s, 2H), 3.95 (t, J= 6.0 Hz, 2H),
3.02 (t, J = 6.0 Hz, 2H); °C NMR (101 MHz, CD;0D) & 172.0, 162.2, 142.3, 138.3,
125.8, 104.5, 69.9, 68.1, 29.3; ESI: 470 (2[M+H'], 50 %), 236 (100); HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 236.08521 fiir C;;H4N3;0S [M+H '], Gefunden: 236.08532.

9.4.1.10 Herstellung von 3-Cyclopentyl-3-oxopropan-nitril (4.14b).
O
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4.14b wurde ausgehend von Methylcyclopentancarboxylat (5.3 mL, 38 mmol), NaH

(1.7g, 42mmol) und abs. Acetonitril (2.4 mL, 46 mmol) in abs. THF (20 mL)

110

entsprechend der Patentliteratur hergestellt. ~ Die Losungsmittel wurden im Vakuum

entfernt und das Produkt ohne weitere Aufreinigung verwendet.
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9.4.1.11 Herstellung von 1-Cyclopropylbut-3-yn-1-on (4.14a).
O
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Zu einer Suspension aus NaH (4.2 g, 110 mmol) in THF (15 mL) wurde bei 70 °C eine
Losung aus Methylcyclopropancarboxylat (10 mL, 96 mmol) und abs. Acetonitril
(6.1 mL, 116 mmol) in abs. THF (10 mL) zugetropft. Nach 16 Std. bei 70 °C wurde die
Losung auf RT herunter gekiihlt und mit EtOAc und wéssr. HCI verdiinnt. Die
organische Phase wurde nacheinander mit Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen und
iiber Na,SO, getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. Der orange
Feststoff wurde fiir 30 Min. in PE unter Riickfluss erhitzt und anschlieBBend filtriert, was
zu dem Produkt 4.14a (10.1 g, 96 %) fiihrte: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 3.59 (s,
2H), 2.11-2.05 (m, 1H), 1.19-1.15 (m, 2H), 1.09-1.04 (m, 2H); *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) 6 197.82, 114.11, 32.87, 20.33, 13.13.

9.4.1.12 Allgemeine Beschreibung fiir die Herstellung der Hydrazinoessigsaure
Hydrochloride 4.16a und b.
Die Herstellung der Hydrazinoessigsdure Hydrochloride erfolgte geméll der

Patentliteratur.''® Zu einer Losung der Aminoessigsdure in HCI (konz.) wurde bei 0 °C
eine wassr. Losung von NaNO,, und nach einer weiteren Stunde eine Losung von
SnCl; x 2 H,O in HCI (konz.) zugegeben. Nach 2 Std. bei RT wurde mit EtOAc (4 x
50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet,
und das Entfernen der Losungsmittel im Vakuum lieferte das gewtiinschte Produkt, das

ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet wurde.

9.4.1.13 Herstellung von 2-(3-(Carboxymethyl)phenyl)hydrazinium Chlorid
(4.16a).

Cl
N
HaN .

U
OH

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden m-Aminoessigsdure (9.8 g,

63 mmol) in HCI (konz., 10 mL), NaNO; (4.3 g, 63 mmol) in H,O (10 mL) und
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SnCl; x 2 H,O (28.4 g, 126 mmol) in HCI (konz., 5 mL) umgesetzt, und ein braunes Ol

gewonnen, das ohne weitere Aufreinigung eingesetzt wurde.

9.4.1.14 Herstellung von 2-(4-(Carboxymethyl)phenyl)hydrazinium Chlorid

(4.16b).
Cl
HaN~ 1
0
OH

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden p-Aminoessigsdure (9.8 g,
63 mmol) in HCl (konz., 10 mL), NaNO, (4.3 g, 63 mmol) in H,O (10 mL) und
SnCl, x 2H,0 (28.4 g, 126 mmol) in HCI (konz., 5 mL) umgesetzt, und ein brauner

Feststoff gewonnen, der ohne weitere Aufreinigung eingesetzt wurde.

9.4.1.15 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der Carbamate 4.17a-e.
Eine Losung aus Hydrazin Hydrochlorid und Nitril in EtOH wurde iiber Nacht unter

Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und lieferte ein
Pyrazolamin, welches anschlieBend in EtOAc gelost, und mit H;O und NaOH fiir
30 Min. bei 0°C umgesetzt wurde. Zu dieser Reaktionslosung wurde
2,2,2-Trichloroethyl Chloroformiat getropft. Nach 30 Min. bei 0 °C und weiteren 2 Std.
bei RT wurde die wéssrige Phase mit EtOAc (4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Lsg. (2 x 10 mL) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet, und im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung ist fiir jede Verbindung separat

beschrieben.
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9.4.1.16 Herstellung von Ethyl 2-(3-(3-cyclopropyl-5-((2,2,2-
trichloroethoxy)carbonylamino)-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat (4.17a).

0\

Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.16a (4.1 g, 20 mmol) und 4.14a
(22g, 20mmol) zu 2-(3-(5-Amino-3-cyclopropyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat
umgesetzt, von dem anschlieBend 3.3 g (10 mmol) mit 2,2,2-Trichloroethyl
Chloroformiat (1.6 mL, 12 mmol), NaOH (0.7 g, 20 mmol), H,O (10 mL) und EtOAc
(15mL) zur Reaktion gebracht wurden. Nach Séaulenchromatographie (20 %
EtOAc/PE) wurden 418 mg (9 %, 3 Stufen) 4.17a erhalten: '"HNMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 7.46-7.37 (m, 2H), 7.35-7.27 (m, 2H), 7.07 (bs, 1H), 6.19 (s, 1H), 4.78 (s,
2H), 4.14 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.64 (s, 2H), 1.98-1.89 (m, 1H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H),
0.95-0.89 (m, 2H), 0.80-0.73 (m, 2H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 171.29,
156.30, 155.63, 137.97, 136.22, 135.46, 130.04, 129.40, 126.03, 123.41, 95.00, 94.90,
75.12, 61.39, 41.07, 14.41, 9.74, 8.16; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 460.05922 fiir
CioH1O4N5°Cl; [M+H'], Gefunden: 460.05880 und Berechnet: 462.05627 fiir
Ci1oH»104N5*°CLY'Cl [M+H], Gefunden: 462.05542.

9.4.1.17 Herstellung von Ethyl 2-(4-(3-fert-butyl-5-((2,2,2-
trichloroethoxy)carbonylamino)-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat (4.17c¢).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.16b (4.0 g, 20 mmol) und
Pivaloylacetonitril (2.7 g, 20 mmol) zu Ethyl 2-(4-(5-amino-3-fert-butyl-1H-pyrazol-1-
yl)phenyl)acetat umgesetzt, das in PE unter Riickfluss erhitzt wurde und 3.8 g (63 %)
eines orangen Feststoffs lieferte. Von diesem wurden 2.0 g (6.6 mmol) mit 2,2,2-
Trichloroethyl Chloroformiat (912 pL, 6.6 mmol), NaOH (0.4 g, 10 mmol), H,O
(10 mL) und EtOAc (15 mL) zur Reaktion gebracht. Nach Saulenchromatographie
(20 % EtOAC/PE) wurden 3.1 g (97 %) 4.17¢ erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d)
8 7.43-7.34 (m, 4H), 6.98 (bs, 1H), 6.39 (s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.12 (q, J = 7.0 Hz, 2H),
3.63 (s, 2H), 1.31 (s, 9H), 1.24 (t, J= 7.1 Hz, 3H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) &
171.57, 162.83, 151.29, 137.12, 135.29, 134.74, 131.08, 125.42, 95.66, 95.21, 75.27,
61.56, 41.31, 32.86, 30.67, 14.59; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 476.09052 fiir
Ca0HpsO4N5°Cly [M+H'], Gefunden: 476.09025 und Berechnet: 478.08757 fiir
C21Ha504N3CL,Y'Cl [M+H'], Gefunden: 478.08683.

9.4.1.18 Herstellung von Ethyl 2-(3-(3-tert-butyl-5-((2,2,2-
trichloroethoxy)carbonylamino)-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat (4.17b).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.16a (4.0 g, 20 mmol) und
Pivaloylacetonitril (2.7 g, 20 mmol) zu Ethyl 2-(3-(5-amino-3-tert-butyl-1H-pyrazol-1-
yl)phenyl)acetat umgesetzt, von dem anschlieBend 6.0 g (20 mmol) mit 2,2,2-
Trichloroethyl Chloroformiat (3 mL, 20 mmol), NaOH (1.6 g, 40 mmol), H,O (20 mL)
und EtOAc (20 mL) zur Reaktion gebracht wurden. Die Umkristallisation des Feststoffs
aus EtOAC/PE lieferte 3.55 g (37 %) von 4.17¢: 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 7.46-
7.38 (m, 2H), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.97 (bs, 1H), 6.40 (s,
1H), 4.79 (2H), 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.64 (s, 2H), 1.32 (s, 9H), 1.24 (t, J =7.1 Hz,
3H); >C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 171.24, 162.73, 151.05, 138.18, 136.19,
135.01, 130.01, 129.29, 126.11, 123.50, 95.41, 95.03, 75.07, 61.35, 41.12, 32.65, 30.48,
14.40; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 476.09052 fiir CyH,s04N5Cl; [M+HT],



Experimenteller Teil 163

Gefunden: 476.09031 und Berechnet: 478.08757 fiir Co1HasO4N5>ClL,Y'Cl [M+H],
Gefunden: 478.08687.

9.4.1.19 Herstellung von Ethyl 2-(3-(3-cyclopentyl-5-((2,2,2-
trichloroethoxy)carbonylamino)-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat (4.17d).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.16a (3.8 g, 19 mmol) und 4.14b
(2.6 g, 19 mmol) zu Ethyl 2-(3-(5-amino-3-cyclopentyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat
umgesetzt, von dem anschlieBend 6.2 g (20 mmol) mit 2,2,2-Trichloroethyl
Chloroformiat (2.7 mL, 20 mmol), NaOH (1.6 g, 40 mmol), H,O (20 mL) und EtOAc
(20 mL) zur Reaktion gebracht wurden. Nach Séaulenchromatographie (20 %
EtOAc/PE) wurden 476 mg (5 %) des Feststoffs 4.17d erhalten: '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 7.45-7.37 (m, 2H), 7.34 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.29 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.08
(bs, 1H), 6.36 (s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.64 (s, 2H), 3.07 (m, 1H),
2.09-2.00 (m, 2H), 1.79-1.22 (m, 6H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H); *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) & 171.30, 170.75, 158.52, 151.07, 138.04, 136.16, 129.98, 129.32, 126.05,
123.42, 96.11, 95.03, 75.11, 61.37, 41.07, 39.58, 33.43, 25.65, 14.39; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 488.09052 fiir C»HosOsN3°Cl; [M+H'], Gefunden: 488.09024 und
Berechnet: 490.08757 fiir C51Ha5s04N3°Cl,”’Cl [M+H"], Gefunden: 490.08689.



164 Experimenteller Teil

9.4.1.20 Herstellung von Ethyl 2-(4-(3-cyclopentyl-5-((2,2,2-
trichloroethoxy)carbonylamino)-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat (4.17e).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.16b (3.8 g, 19 mmol) und 4.14b
(2.6 g, 19 mmol) zu Ethyl 2-(4-(5-amino-3-cyclopentyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)acetat
umgesetzt, von dem anschlieBend 1.0g (3.2 mmol) mit 2,2,2-Trichloroethyl
Chloroformiat (0.44 mL, 3.19 mmol), NaOH (0.3 g, 10 mmol), H,O (10 mL) und
EtOAc (10 mL) zur Reaktion gebracht wurde. Nach Sdulenchromatographie (20 %
EtOAc/PE) wurden 842 mg (55 %) des Feststoffs 4.17e erhalten: 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 7.41-7.34 (m, 4H), 7.03 (bs, 1H), 6.33 (s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.14 (q, J =
7.1 Hz, 2H), 3.63 (s, 2H), 3.09-3.00 (m, 1H), 2.07-1.99 (m, 2H), 1.79-1.58 (m, 6H),
1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H); >C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 171.35, 158.42, 151.15,
136.94, 135.21, 134.44, 130.82, 125.02, 96.24, 95.01, 75.06, 61.33, 41.08, 39.58, 33.40,
25.64, 14.37; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 488.09052 fiir CyHys04N3>Cl; [M+H],
Gefunden: 488.09016 und Berechnet: 490.08757 fiir CyHy504N5>°CL*'Cl [M+H,
Gefunden: 490.08676.

9.4.1.21 Herstellung von 1-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)-3-(4-chloro-3-
(trifluoromethyl)phenyl)harnstoff (4.2).
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Eine Losung aus 4.10a (31 mg, 0.11 mmol) in abs. DCM (2 mL) wurde mit 1-Chloro-4-
isocyanato-2-(trifluoromethyl)benzen (25 mg, 0.11 mmol) und DIPEA (58 puL,
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0.34 mmol) umgesetzt. Nach 12 Std. bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach Saulenchromatographie (1-1.5 % MeOH/DCM) wurden 14 mg (36 %)
eines weiBen Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 10.88 (bs, 1H), 9.43
(s, 1H), 8.11 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.72 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 7.37-7.24 (m, 5H), 6.75 (s, 1H), 4.49 (s, 2H), 3.70 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.85 (t, J =
6.7 Hz, 2H); °C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 138.65, 138.49, 132.10, 128.26, 128.07,
127.52, 127.42, 126.92, 126.74 (Jcr = 30.6 Hz), 126.43, 123.52, 123.06, 122.74
CJer = 272.1 Hz), 117.18 (‘Jer = 5.5 Hz), 107.26, 71.79, 68.42, 31.11; HRMS (ESI-
MS) Berechnet: 456.07549 fiir C20H1802N335C1F38 [M+H+], Gefunden: 456.07498 und
Berechnet: 458.07254 fiir CooH,30,N5°'CIF5S [M+H'], Gefunden: 458.07212.

9.4.1.22 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(thiazol-2-
yDharnstoff (4.5a).
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Thiazol-2-amin (13 mg, 0.12 mmol), 2.5a (50 mg, 0.12 mmol) und DIPEA (58 pL,
0.34 mmol) wurden in abs. DMSO (2 mL) gelost und fiir 30 Min. bei 100 °C in der
Mikrowelle (100 W) umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde auf RT herunter gekiihlt
und mit EtOAc und H,O versetzt. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit ges. NaCl-Lsg.
und H,O gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
Saulenchromatographie (1-2 % MeOH/DCM) wurden 25 mg (59 %) 4.5a erhalten:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.88 (bs, 1H), 8.86 (bs, 1H), 7.39 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.36-7.32 (m, 3H), 7.12 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 2.37 (s, 3H), 1.28 (s,
9H); "CNMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.66, 159.30, 150.81, 150.56, 137.06,
136.28, 135.70, 129.76, 124.52, 112.68, 94.82, 32.06, 30.21, 20.63. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 356.15396 fiir CigH,,ONsS [M+H+], Gefunden: 356.15405.
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9.4.1.23 Herstellung von 2-(4-(3-tert-Butyl-5-(3-thiazol-2-ylureido)-1H-pyrazol-1-
y)phenyl)essigsiure (4.5b und c).
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Thiazol-2-amin (43 mg, 0.31 mmol), 4.17¢ (150 mg, 0.31 mmol) und DIPEA (174 uL,
1 mmol) wurden in abs. DMSO (2 mL) gel6st und bei 60 °C iiber Nacht umgesetzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf RT herunter gekiihlt EtOAc und H,O hinzugesetzt. Die
wiassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden nacheinander mit ges. NaCl-Lsg. und H,O gewaschen, {iber Na,SO4
getrocknet und im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH/H,O (1:1, 3 mL)
aufgenommen und wissrige LIOH-Lsg. (2 Aq.) wurde zugegeben. Nach 30 Min. wurde
die Reaktionslosung mit EtOAc (5 mL) und Ameisensdure (verd., 5 mL) versetzt. Die
organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) gefolgt von Sdulenchromatographie
(1-2 % MeOH/DCM) wurden 15 mg (12 %) 4.5¢ erhalten:'H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 6 9.04 (bs, 1H), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.34 (d, J =
3.6 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.43 (s, H), 3.66 (s, 2H), 1.28 (s, 9H); °C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 172.58, 160.88, 159.52, 150.77, 137.33, 136.75, 136.36,
134.53, 130.35, 124.30, 112.64, 95.03, 40.23, 32.09, 30.20. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 400.143709 fur C19H,0O3NsS [M+H+], Gefunden: 400.14307.
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4.5b:'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.85 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.48 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.12 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 4.11
(q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.75 (s, 2H), 1.28 (s, 9H), 1.20 (¢, J = 7.1 Hz, 3H); °C NMR
(125 MHz, DMSO-ds) & 173.21, 170.90, 164.04, 151.69, 150.18, 138.57, 138.25,
136.83, 131.82, 127.26, 113.66, 96.17, 62.25, 41.66, 33.52, 30.88, 14.62. HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 428.17509 fiir C;1H603N5S [M+H+], Gefunden: 428.17455.

9.4.1.24 Herstellung von N-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)-3-fluoro-5-
morpholinobenzamid (4.3).

QA ba 0
)

@)

3-Fluoro-5-morpholinobenzoesiure (hergestellt entsprechend der Patentliteratur)'*®

(50 mg, 0.22 mmol), 4.10a (40 mg, 0.15 mmol), HBTU (69 mg, 0.30 mg) und DIPEA
(101 pL, 0.59 mmol) wurden in abs. DMF (3 mL) umgesetzt. Nach 12 Std. bei RT
wurde die Reaktionslosung mit EtOAc (S mL) und H,O (5 mL) verdiinnt. Die
organische Phase wurde iliber Na,SOs getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurden 42 mg (64 %) 4.3 erhalten:
'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 12.64 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.63-7.21 (m, 6H), 7.02
(d, J=12.3 Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 4.49 (s, 2H), 3.79-3.69 (m, 6H), 3.32-3.20 (m, 4H),
2.93 (t, J = 6.9 Hz, 2H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 164.37, 161.98, 152.84,
152.74, 138.49, 128.25, 127.51, 127.40, 109.94, 109.05, 105.23, 104.97, 104.64,



168 Experimenteller Teil

104.40, 71.78, 68.59, 65.84, 47.69, 31.60; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 442.15952 fiir
Cy3Ha503N38; [M+H'], Gefunden: 442.15896.

9.4.1.25 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der Thiazol-Pyrazolharnstoffe
4.4f, 4.4g, 4.4h.5"'
Ein 2-Aminothiazol-Derivat und DIPEA wurden in einem mit Argon gespiilten

Schlenkkolben in abs. DMSO gelost. Nach 10Min. bei RT wurde ein
Trichloroethylcarbamat hinzugegeben und die Reaktionslosung auf 60 °C iiber Nacht
erwarmt. Die auf RT abgekiihlte Reaktionslosung wurde mit EtOAc und H,O versetzt.
Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden nacheinander mit ges. NaCl-Lsg. und H,O gewaschen, iiber
Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Falls nicht separat angegeben, wurde das

Produkt nach priparativer HPLC (MeCN/H,0 mit 0.1 % TFA) erhalten.

9.4.1.26 Herstellung von 1-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)-3-(3-tert-butyl-1-p-
tolyl-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff (4.4f).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (40 mg, 0.15 mmol), 2.5a
(67 mg, 0.15 mmol) und DIPEA (80 pL, 0.45 mmol) in DMSO (2 mL) umgesetzt. Das
Produkt wurde als ein weiBer Feststoff erhalten (14 mg, 19 %): 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 7.46-7.41 (m, 2H), 7.34-7.21 (m, 7H), 6.81 (bs, 1H), 6.50 (s, 1H), 4.48 (s,
2H), 3.61 (bs, 2H), 2.82 (bs, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.31 (s, 9H); C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & 160.67, 158.79, 150.41, 148.17, 138.46, 137.05, 136.27, 135.71, 129.77,
128.20, 127.46, 127.36, 124.48, 107.40, 94.81, 71.71, 68.35, 32.06, 31.43, 30.22, 20.63;
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 490.22712 fiir C,7H3,0,NsS [M+H+], Gefunden:
490.22695.
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9.4.1.27 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-(4-
fluorobenzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)harnstoff (4.4g).

0]
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10b (43 mg, 0.15 mmol), 2.5a
(60 mg, 0.15 mmol) und DIPEA (101 pL, 0.59 mmol) in DMSO (2 mL) umgesetzt.
Nach Saulenchromatographie (1 % MeOH/DCM) wurden 17 mg (22 %) 4.4g erhalten:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.84 (s, 1H), 8.98 (s, 1H), 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.31 (m, 4H), 7.13 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 6.74 (s, 1H), 6.41 (s, 1H), 4.43 (s, 2H), 3.59 (t,
J= 6.4Hz, 2H), 2.76 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 162.68, 160.66, 160.26, 150.36, 148.12, 137.04, 136.25,
135.70, 134.67, 129.76, 129.52 CJcr = 8.2 Hz, 2C), 124.47, 114.95 (*Jcr = 21.2 Hz,
2C), 107.40, 94.79, 70.90, 68.29, 32.05, 31.37, 30.20, 20.62; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 508.21770 fir C,7H310,N5F;S [M+H+], Gefunden: 508.21688.

9.4.1.28 Herstellung von 1-(3-tert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-(pyridin-
4-ylmethoxy)ethyl)thiazol-2-yl)harnstoff (4.4h).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10¢ (40 mg, 0.15 mmol), 2.5a
(60 mg, 0.15 mmol) und DIPEA (101 pL, 0.59 mmol) in DMSO (2 mL) umgesetzt. Das
Produkt wurde als ein weiBer Feststoff erhalten (12 mg, 16 %): '"H NMR (400 MHz,
DMSO-d) & 10.90 (bs, 1H), 9.01 (bs, 1H), 8.50 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 6.76 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.51
(s, 2H), 3.65 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.80 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.27 (s, 9H);
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BCNMR (101 MHz, DMSO-dg) & 160.66, 157.98, 157.68, 150.55, 149.43, 147.74,
137.03, 136.24, 135.74, 129.76, 124.43, 121.74, 107.51, 95.01, 70.00, 68.87, 32.06,
31.32, 30.21, 20.63; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 491.22237 fiir CosH310,NgS [M+H ],
Gefunden: 491.22154.

9.4.1.29 Allgemeine Beschreibung zur Herstellung der Thiazol-Pyrazolharnstoffe
4.4a-e.
Ein 2-Aminothiazol-Derivat und DIPEA wurden in einem mit Argon gespiilten

Schlenkkolben in abs. DMSO gelost. Nach 10Min. bei RT wurde ein
Trichloroethylcarbamat hinzugegeben und die Reaktionslosung auf 60 °C iiber Nacht
erwdarmt. Die auf RT abgekiihlte Reaktionslosung wurde mit EtOAc und H,O versetzt.
Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden nacheinander mit ges. NaCl-Lsg. und H,O gewaschen, iiber
Na,SOy4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in MeOH/H,0 (1:1,
3 mL) aufgenommen und wissrige LiOH-Lsg. (2 Aq.) wurde zugegeben. Nach 1-2 Std.
wurde die Reaktionslosung mit EtOAc (5 mL) und Ameisenséure (verd., 5 mL) versetzt.
Die organische Phase wurde liber Na,SO, getrocknet und im Vakuum entfernt. Falls
nicht separat angegeben, wurde das Produkt nach priaparativer HPLC (MeCN/H,O mit
0.1 % TFA) erhalten.

9.4.1.30 Herstellung von 2-(3-(5-(3-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)ureido)-3-
cyclopropyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)essigsiiure (4.4a).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (88 mg, 0.33 mmol), 4.17a
(150 mg, 0.33 mmol), DIPEA (168 pL, 0.98 mmol), DMSO (2 mL), LiOH (17 mg,
0.66 mmol) und MeOH/H,0O (2mL) umgesetzt. Nach zweifacher priaparativer HPLC
(MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde das Produkt als ein weiller Feststoff erhalten
(16 mg, 9 %): "H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 12.31 (bs, 1H), 10.87 (bs, 1H), 8.93 (s,
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1H), 7.48-7.23 (m, 9H), 6.74 (s, 1H), 6.19 (s, 1H), 4.45 (s, 2H), 3.67 (s, 2H), 3.62 (t, J =
6.7 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.94-1.84 (m, 1H), 0.92-0.85 (m, 2H), 0.73-0.66
(m, 2H); °C NMR (101 MHz, DMSO-dg) § 173.23, 163.75, 159.55, 155.35, 139.31,
138.75, 137.39, 137.34, 129.95, 129.46, 129.05, 128.31, 128.21, 126.40, 123.11,
108.26, 95.80, 72.54, 69.21, 41.09, 32.21, 10.25, 8.61. HRMS (ESI-MS) Berechnet:
518.18565 fiir Co7Ha504NsS [M+H], Gefunden: 518.18488.

9.4.1.31 Herstellung von 2-(4-(5-(3-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)ureido)-3-
tert-butyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)essigsiure (4.4¢).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (44 mg, 0.15 mmol), 4.17¢
(70 mg, 0.15 mmol), DIPEA (75 pL, 0.44 mmol), DMSO (2mL), LiOH (17 mg,
0.66 mmol) und MeOH/H,0 (2 mL) umgesetzt. Das Produkt wurde als weier Feststoff
(23 mg, 29 %) erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.01 (s, 1H), 7.45 (d, J =
8.5 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.34-7.18 (m, 5H), 6.74 (s, 1H), 6.42 (s, 1H), 4.45
(s, 2H), 3.65 (s, 2H), 3.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.28 (s, 9H);
BCNMR (101 MHz, DMSO-dg) & 173.29, 161.69, 159.72, 151.51, 148.70, 139.30,
137.60, 137.12, 135.25, 131.17, 129.04, 128.30, 128.20, 125.05, 108.24, 96.01, 72.55,
69.20, 32.91, 32.20, 31.02, 30.44. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 534.21695 fiir
C23H3,04N5S [M+H'], Gefunden: 534.21614.
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9.4.1.32 Herstellung von 2-(3-(5-(3-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)ureido)-3-
cyclopentyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)essigsiure (4.4d).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (22 mg, 0.09 mmol), 4.17d
(60 mg, 0.13 mmol), DIPEA (83 uL, 0.49 mmol), DMSO (2mL), LiOH (8 mg,
0.28 mmol) und MeOH/H,0 (2 mL) umgesetzt. Das Produkt wurde als weier Feststoff
(11 mg, 22 %) erhalten: 'HNMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10.90 (bs, 1H), 9.01 (bs,
1H), 8.50 (d, J= 5.8 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.26 (d,
J=5.6 Hz, 2H), 6.76 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.51 (s, 2H), 3.65 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.80
(d, J = 6.5 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.27 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) &
167.00, 158.83, 150.66, 147.97, 138.47, 136.72, 136.46, 134.39, 131.72, 131.62,
130.34, 128.68, 128.21, 127.47, 127.37, 124.14, 107.38, 96.06, 71.72, 68.39, 38.09,
32.66, 31.40, 28.39, 24.99; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 491.22237 fiir Cy9H3,0,N6S
[M+H'], Gefunden: 491.22154.

9.4.1.33 Herstellung von 2-(3-(5-(3-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)ureido)-3-
tert-butyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)essigsiure (4.4b).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (32 mg, 0.12 mmol), 4.17b
(70 mg, 0.15 mmol), DIPEA (33 uL, 0.18 mmol), DMSO (2 mL), LiOH (6 mg,
0.24 mmol) und MeOH/H,O (2 mL) umgesetzt. Das Produkt wurde als Feststoff
(23 mg, 35 %) erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.02 (s, 1H), 7.49-7.23 (m,
9H), 6.75 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 4.46 (s, 2H), 3.68 (s, 2H), 3.62 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.79



Experimenteller Teil 173

(t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.29 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172.43, 160.94,
158.80, 158.45, 158.10, 138.48, 138.06, 136.49, 136.35, 129.12, 128.64, 128.21,
127.48, 127.37, 125.63, 122.46, 107.41, 95.29, 71.72, 68.39, 40.30, 32.10, 31.40, 30.21;
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 534.21695 fiir C,3H3,04NsS [M+H+], Gefunden:
534.21622.

9.4.1.34 Herstellung von 2-(4-(5-(3-(4-(2-(Benzyloxy)ethyl)thiazol-2-yl)ureido)-3-
cyclopentyl-1H-pyrazol-1-yl)phenyl)essigsiiure (4.4e).
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Entsprechend der allgemeinen Beschreibung wurden 4.10a (22 mg, 0.08 mmol), 4.17e
(60 mg, 0.13 mmol), DIPEA (63 uL, 0.37 mmol), DMSO (2mL), LiOH (11 mg,
0.5 mmol) und MeOH/H,0 (2 mL) umgesetzt. Das Produkt wurde als Feststoff (28 mg,
64 %) erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.97 (s, 1H), 7.49-7.37 (m, 3H),
7.35-7.23 (m, 6H), 6.74 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 4.45 (s, 2H), 3.67 (s, 2H), 3.61 (t, J =
6.6 Hz, 2H), 3.07-2.98 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.03-1.93 (m, 2H), 1.76-1.58 (m, 6H);
PCNMR (101 MHz, DMSO-dg) & 172.46, 158.60, 156.65, 138.51, 137.99, 136.55,
129.18, 128.68, 128.25, 127.52, 127.42, 125.64, 125.49, 122.38, 107.48, 96.12, 71.76,
68.40, 40.32, 32.73, 31.40, 25.04; HRMS (ESI-MS) Berechnet: 546.21695 fiir
C29H3,04N5S; [M+H'], Gefunden: 546.21675.

9.4.1.35 Herstellung von 2-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)thiazol-4-yl)ethyl 4-
methylbenzensulfonat (4.11).

oo o8
o S O

Eine Losung aus Tosylchlorid (78 mg, 0.41 mmol) in Pyridin (3 mL) wurde zu einer

eiskalten Losung 4.8 (350 mg, 0.41 mmol) in abs. Pyridin (5 mL) zugetropft. Nach
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3 Std. bei RT wurde die Reaktionslosung mit EtOAc (5 mL) und H,O (5 mL) verdiinnt
und die wissrige Phase mit EtOAc (3 x 5 mL) extrahiert, iiber Na,SO4 getrocknet und
im Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromatographie (2 % MeOH/DCM) wurden 115mg
(20 %) 4.11 erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 11.28 (s, 1H), 7.65 (d, J= 8.3
Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.75 (s, 1H), 4.23 (t,J = 6.3 Hz, 2H), 2.85 (t, /= 6.3
Hz, 2H), 2.40 (s, 3H), 1.48 (s, 9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d) & 159.46, 152.74,
146.07, 144.78, 132.10, 130.03, 127.46, 108.78, 80.98, 69.39, 30.56, 27.91, 21.12;
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 399.10429 fiir C;7H»305N,S; [M+H'], Gefunden:
399.10405.

9.4.1.36 Herstellung von tert-Butyl 4-(2-(pyridin-3-ylmethoxy)ethyl)thiazol-2-
ylcarbamat (4.12).

T

4.11 (46 mg, 0.12 mmol), 3-Pyridinmethanol (12.6 pL, 0.13 mmol) und NaH (10 mg,
0.26 mg) wurden in abs. THF (3 mL) suspendiert. Nach 2 Std. bei RT wurde die
Reaktionslosung mit EtOAc (5 mL) und H,O (5 mL) verdiinnt. Die organische Phase
wurde liber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach Séulenchromatographie
(60 % EtOACc/PE) wurden 17 mg (43 %) 4.12 erhalten: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6 11.34 (s, 1H), 8.49 (s, J = 5.8 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 7.7,
4.8 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 4.51 (s, 2H), 3.70 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 6.8 Hz, 2H),
1.46 (s, 9H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 159.12, 152.75, 148.81, 148.69,

148.29, 135.45, 133.90, 123.50, 107.71, 80.91, 69.30, 68.77, 31.51, 27.91; HRMS (ESI-
MS) Berechnet: 336.13764 fiir C;sH»,03N3S [M+H+], Gefunden: 336.13772.

9.4.1.37 Herstellung von 1-(3-fert-Butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-(pyridin-
3-ylmethoxy)ethyl)thiazol-2-yl)harnstoff (4.4i).
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4.12 (17 mg, 0.05 mmol) wurde in Dioxan (2 mL) gelost, und mit HCI (4 M in Dioxan)
versetzt. Nach 24 Std. bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum und 4-(2-(Pyridin-
3-ylmethoxy)ethyl)thiazol-2-amin (14 mg, 0.05 mmol) erhalten, das mit 2.5a (31 mg,
0.08 mmol) und DIPEA (26 pL, 0.15 mmol) in DMSO (2 mL) umgesetzt wurde. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurden 4 mg (16 %) 4.4i erhalten:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.97 (bs, 1H), 8.50-8.47 (m, 2H), 7.68
(d, J=17.4 Hz, 1H), 7.40-7.30 (m, 5H), 6.75 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.50 (s, 2H), 3.63 (t,
J= 6.7 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.27 (s, 9H).; °C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 161.50, 149.61, 149.50, 137.89, 137.09, 136.54, 136.27,
134.71, 130.61, 129.94, 125.33, 124.31, 108.28, 91.24, 70.09, 69.38, 32.90, 31.05,
30.46, 21.47; 2 Signale wurden in dem BC-NMR nicht gefunden, konnten aber in den
HSQC- und HMBC-Spektren identifiziert werden: 159.62, 148.96; HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 491.22237 fiir Cy6H310,N6S [M+H+], Gefunden: 491.22167.

9.5 Herstellung der Aminoarylpyrimidine

9.5.1.1 Herstellung von 6-Chloro-N-(4-(trifluoromethoxy)phenyl)pyrimidin-4-
amin (5.17).
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4,6-Dichloropyrimidin  5.15 (200 mg, 1.3 mmol), 4-(Trifluoromethoxy)anilin 5.16
(185 uL, 1.3 mmol) und DIPEA (264 uL, 2.7 mmol) wurden in EtOH fiir 4 Std. unter
Riickfluss erhitzt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und nach
Siulenchromatographie (4 % MeOH/DCM) wurden 29¢g (83 %) eines weillen
Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.02 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.74
(d, J = 9.1 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.83 (s, 1H); °C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 160.99, 158.39, 158.04, 143.46, 138.18, 121.70 (2C), 121.55 (2C), 118.85,
105.34. MS (ESI) m/z 290 ((MH'] 100 %). HRMS (ESI-MS) Berechnet: 290.03025 fiir
C1 HsON3F3°Cl [M+H'] und 292.02730 fiir C;1HgON3F5*’Cl [M+H'], Gefunden:
290.03076 und 292.02723.
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9.5.1.2 Herstellung von 6-Chloro-/N-methyl-N-(4-(trifluoromethoxy)phenyl)-
pyrimidin-4-amin (5.22).
Cl

NN OCF,
L
N~ N

5.17 (200 mg, 0.7 mmol) wurde in abs. DMF (5 mL) gelost, mit NaH (64 mg,
1.6 mmol) versetzt und nach 20 Min. auf 0 °C herunter gekiihlt, bevor Mel (85 pL,
1.4 mmol) zugegeben wurde. Nach 2 Std. bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt und die Reinigung per Sadulenchromatographie (10 % EtOAc/PE) lieferte
200 mg (95 %) eines weiBen Feststoffs: '"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & 8.42 (s, 1H),
7.53-7.46 (m, 4H), 6.52 (s, 1H), 3.41 (d, J = 2.2 Hz, 3H); °C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) & 162.52, 158.66, 157.96, 146.65, 142.49, 135.50, 128.78 (2C), 122.42 (2C),
102.52, 38.24; MS (ESI) m/z 304 (IMH'] 100 %). HRMS (ESI-MS) Berechnet:
304.04590 fiir C1,H;0ON3F5*>Cl [M+H'] und 306.04287 fiir C;,H;0ON3F3*’Cl [M+H"],
Gefunden: 304.04639 und 306.04295.

9.5.1.3 Herstellung von 3-(6-(4-(Trifluoromethoxy)phenylamino)pyrimidin-4-
yDbenzamid (5.19a, GNF-2).
0

NH,

Unter Argon wurde 5.17 (400 mg, 1.4 mmol) in MeCN/H,O (2.5 mL, 1:1) geldst und
mit 3-Carbamoylphenylboronsiure (230 mg, 1.4 mmol), Pd(PPh;)4 (80 mg, 0.07 mmol),
NayCOs (584 mg, 5.5 mmol) fiir 7 Std. auf 90 °C erhitzt. Die Losungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Nach Sédulenchromatographie (4 % MeOH/DCM) wurden 207 mg
(40 %) eines gelben Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-dj) & 9.90 (s, 1H),
8.77 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.19 (dd, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.01 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 7.87-7.81 (m, 2H), 7.62 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.47 (s, 1H), 7.38-7.33 (m,
3H); °C NMR (125 MHz, DMSO-d;) & 167.50, 160.80, 160.79, 158.25, 142.88, 142.86,
139.08, 136.84, 134.95, 129.16, 129.05, 128.90, 125.75, 121.67 (2C), 120.83 (20),
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102.59. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 375.10648 fiir CgH;4F3N40, [M+H"], Gefunden:
375.10648.

9.5.1.4 Herstellung von 3-(6-(Methyl(4-(trifluoromethoxy)phenyl)amino)-
pyrimidin-4-yl)benzamid (5.23, Me-GNF-2).
O

NH,

Unter Argon wurde 5.22 (30 mg, 0.1 mmol) in MeCN/H,O (1 mL, 1:1) geldst und mit
3-Carbamoylphenylboronsdure (16 mg, 0.1 mmol), Pd(PPhs)s (6 mg, 0.01 mmol),
Na,COs (42 mg, 0.4 mmol) fiir 7 Std. auf 90 °C erhitzt. Die Losungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (4 % MeOH/DCM) wurden 23 mg
(59 %) eines weiBen Feststoffs erhalten:'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.67 (d, J =
0.9 Hz, 1H), 8.46 (s, 1H), 8.14 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.97 (d, J = 7.7 Hz,
1H), 7.59-7.53 (m, 3H), 7.50-7.44 (m, 3H), 7.09 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 3.50 (s, 3H);
PCNMR (125 MHz, DMSO-ds) § 167.48, 162.37, 161.25, 157.96, 146.14, 143.40,
137.18, 134.81, 129.40, 129.17, 128.72, 128.61, 125.77 (2C), 122.20 (2C), 121.11,
99.51, 38.22. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 389.12233 fiir C;oH;6F3N4O; [M+H+],
Gefunden: 389.12199.

9.5.1.5 Herstellung von 3-(6-(4-(Trifluoromethoxy)phenylamino)pyrimidin-4-
yl)benzoesiure (5.19b, MG062).
O

OH

L
U _
N N

H

Unter Argon wurde 5.17 (173 mg, 0.6 mmol) in MeCN/H,O (5 mL, 1:1) gelost und mit
3-Boronbenzoesdure (99 mg, 0.6 mmol), Pd(PPh;)s (35 mg, 0.03 mmol), Na,CO;
(253 mg, 2.4 mmol) fiir 7 Std. auf 90 °C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde auf RT
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herunter gekiihlt und mit HC1 (6 N) auf pH 4 eingestellt. Der Niederschlag wurde
filtriert und mit H,O gewaschen. Nach Siulenchromatographie (5 % MeOH/DCM)
wurden 37 mg (17 %, reine Fraktion) eines gelben Feststoffs erhalten: 'H NMR
(500 MHz; DMSO-dg) & 10.35 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 8.14 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 8.09 (d, /= 7.4 Hz, 1H), 7.92 (d, J= 9.1 Hz, 2H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.48 (s,
1H), 7.35 (d, J = 8.6 Hz, 2H); >*C NMR (125 MHz; DMSO-d;) & 166.98, 160.85,
160.22, 158.35, 142.87, 139.10, 137.03, 131.49, 131.08, 130.56, 129.42, 127.22, 121.75
(2C), 120.80 (2C), 120.21 (q, 'Jer = 255.4 Hz,), 102.66. HRMS (ESI-MS) Berechnet:
376.09035 fir C;gH3F3N305 [M+H+], Gefunden: 376.09045.

9.5.1.6 Herstellung von N-(2-hydroxyethyl)-3-(6-(4-(trifluoromethoxy)-
phenylamino)-pyrimidin-4-yl)benzamid (5.21).
O

5.19b (30 mg, 0.08 mmol) wurde mit Ethanolamin (6 pL, 0.1 mmol), HATU (36 mg,
0.1 mmol) und DIPEA (41 uL, 0.2 mmol) in abs. DMF (1 mL) bei RT fiir 4 Std.
umgesetzt. Nach Flash-Sdulenchromatographie (5 % MeOH/DCM) wurden 18 mg
(54 %) eines weiBen Feststoffs erhalten: '"H NMR (500 MHz; DMSO-ds) § 9.93 (s, 1H),
8.77 (d, J=0.7 Hz, 1H), 8.61 (t,J = 5.5 Hz, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.99 (d, J=17.9 Hz, 1H), 7.88-7.83 (m, 2H), 7.63 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.37-7.34 (m, 3H),
473 (s, 1H), 3.55 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.37 (q, J = 6.1 Hz, 2H); *C NMR (125 MHz;
DMSO-ds) & 165.93, 160.79, 160.73, 158.22, 142.87, 139.07, 136.79, 135.23, 128.99,
128.91, 128.88, 125.38, 121.65 (2C), 120.83 (2C), 119.13, 102.57, 59.69, 42.24. HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 419.13255 fiir Cy0H3F3N40; [M+H+], Gefunden: 419.13199.
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9.6 Herstellung der 2-Phenylchinazoline als Lipid-Binder

9.6.1.1 Herstellung von 7-Nitro-2-phenylchinazolin-4-ol (5.3).
OH

>N

o

2-Amino-4-nitrobenzoesdure (2.8 g, 16 mmol), Benzamidin (6.0 g, 50 mmol) und
Essigsdure (3.6 mL, 63 mmol) wurden in 2-Methoxyethanol (300 mL) iiber Nacht unter
Riickfluss auf 132 °C erhitzt und anschlieBend eingeengt. Die Reaktionsmischung
wurde filtriert und der Niederschlag mit kaltem MeOH gewaschen. Es wurden 2.8 g
(65 %) eines griinen Feststoffs erhalten, der ohne weitere Aufreinigung eingesetzt
wurde: "H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & 12.90 (s, 1H), 8.42 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.36
(d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.24-8.19 (m, 3H), 7.66-7.55 (m, 3H); C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 162.29, 155.45, 152.20, 149.93, 132.92, 132.89, 129.59 (2C), 129.06,
128.91 (20), 126.14, 123.16, 120.96; HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet:
268.07167 fir C4H0N3O3, Gefunden: 268.07173.

9.6.1.2 Herstellung von 7-Nitro-2-phenyl-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin

(5.5a).
N-NH

A p

7-Nitro-2-phenylchinazolin-4-ol 5.3 (1.67 g, 6.3 mmol) wurde mit Thionylchlorid
(8mL) und DMF (kat.) fiir 3.5Std. bei 78 °C unter Riickfluss erhitzt. Das
Thionylchlorid wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand am Hochvakuum
getrocknet, was zu dem Feststoff 4-Chloro-7-nitro-2-phenylchinazolin (1.75 g,
6.1 mmol) fiihrte, der ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde. 4-Chloro-7-nitro-2-
phenylchinazolin (213 mg, 0.8 mmol), TEA (208 puL, 1.5 mmol) und 3-Aminopyrazol
(124 mg, 1.5 mmol) wurden in abs. DCM (8 mL) umgesetzt. Nach 24 Std. bei RT

wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromatographie (3 %
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MeOH/DCM) wurde ein gelber Feststoff (156 mg, 62 %) erhalten: '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 12.66 (s, 1H), 10.92 (s, 1H), 8.99-8.86 (m, 1H), 8.59-8.41 (m, 3H), 8.22
(bs, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.62-7.49 (m, 3H), 7.01 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO-dy)
0 162.11, 157.99, 151.27, 151.02, 147.92, 138.53, 131.77, 129.92, 129.41 (2C), 129.01
(2C), 126.69, 123.77, 119.74, 118.27, 99.22; HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H']
Berechnet: 333.10945 fiir C;7H3NsO,, Gefunden: 333.10948.

9.6.1.3 Herstellung von 2-Phenyl-N4-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4,7-diamin
(5.5b).
N-NH

HN/ﬂ\&>

/CEKN
=
- “@

5.5a (150 mg, 0.45 mmol), Ammoniumformiat (199 mg, 3.2 mmol) und Pd/C (kat.)
wurden in abs. EtOH (S5mL) fir 1.5 Std. bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde tiiber Celite filtriert und die Ldésungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (3-5 % MeOH/DCM) wurde ein gelber
Feststoff (121 mg, 89 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz, Methanol-d,) & 8.19-8.15 (m,
3H), 7.73-7.63 (m, 2H), 7.63-7.54 (m, 2H), 7.03 (dd, J = 2.2, 9.1 Hz, 1H), 6.88 (d,
J=2.1 Hz, 1H), 6.81 (bs, 1H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 157.73, 156.72,
154.53, 151.53, 147.00, 135.10, 131.55, 128.63 (2C), 128.45 (2C), 125.12, 117.07,
102.89, 101.48, 98.60, 91.55; HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet: 303.13527
fiir C17H5Ng, Gefunden: 303.13531.

9.6.1.4 Herstellung von N-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)-2-phenylchinazolin-7-
yDacrylamid (5.6).
N-NH

A p
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Unter Argon wurde 5.5b (115 mg, 0.4 mmol) in abs. THF (1 mL) gel6st, bevor die
Losung auf 0 °C herunter gekiihlt und DIPEA (193 uL, 1.1 mmol) hinzu gegeben
wurde. Eine Losung aus Acryloylchlorid (34 L, 0.4 mmol) in abs. THF (2 mL) wurde
zugetropft. Nach 30 Min. bei 0 °C wurde die Reaktionslosung mit TEA alkalisiert und
mit ges. NaCl.-Lsg. und EtOAc verdiinnt. Die wiéssrige Phase wurde mit EtOAc
(3x 10 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O
gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum entfernt. Nach Umkristallisation
(MeCN/H,O (1:1)) wurden farblose Kristalle erhalten (35 mg, 26 %): 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 6 12.50 (bs, 1H), 10.53 (s, 1H), 10.38 (s, 1H), 8.60 (d, J =
9.0 Hz, 1H), 8.47 (dd, J= 1.9, 7.5 Hz, 2H), 8.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.68
(dd, J= 2.0, 9.0 Hz, 1H), 7.58-7.47 (m, 3H), 6.99 (bs, 1H), 6.52 (dd, J = 10.1, 16.9 Hz,
1H), 6.36 (dd, J = 1.9, 16.9 Hz, 1H), 5.86 (dd, J = 1.9, 10.1 Hz, 1H); °C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6 163.84, 159.82, 156.99, 151.47, 142.92, 138.60, 131.61, 130.28,
128.90, 128.44 (2C), 128.00, 127.94 (2C), 124.11, 118.56, 118.15, 115.44, 109.83,
98.12; HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet: 357.14584 fiir CyH;70Ng,
Gefunden: 357.14571.

9.6.1.5 Herstellung von N-Cyclopropyl-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (5.7).

4-Chloro-7-nitro-2-phenylchinazolin (100 mg, 0.4 mmol) wurde in DCM (4 mL) gelost
und eine Losung aus Cyclopropylamin (37 pL, 0.5 mmol) in i-PrOH (2 mL) hinzu
gegeben. Nach 24 Std. bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
Sdulenchromatographie (3 % MeOH/DCM) wurde ein gelber Feststoff (89 mg, 83 %)
erhalten: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) ¢ 8.69 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 8.54 (dd, J = 6.6,
3.0 Hz, 2H), 8.44 (dd, J = 10.7, 5.7 Hz, 2H), 8.16 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.56-7.48
(m, 3H), 3.27-3.21 (m, 1H), 0.95-0.86 (m, 2H), 0.77-0.68 (m, 2H); *C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 161.22, 160.58, 149.94, 149.90, 137.82, 130.72, 128.33 (2C),
128.19 (2C), 125.23, 122.80, 118.34, 117.33, 24.48, 6.13 (2C). HRMS (ESI-MS) (m/z):
[M+H+] Berechnet: 307.11895 fiir C17H;40,N4, Gefunden: 307.11895.
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9.6.1.6 Herstellung von N4-Cyclopropyl-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (5.8).

5.7 (32 mg, 0.1 mmol), Ammoniumformiat (40 mg, 0.6 mmol) und Pd/C (kat.) wurden
in abs. EtOH (B mL) fiir 2Std. bei 90°C unter Riickfluss erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde tiiber Celite filtriert und die Ldésungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Nach priparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein
gelber Feststoff (18 mg, 65 %) isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.48 (dd,
J=1.5,2.0 Hz, 2H), 7.89 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.56-7.42 (m, 3H), 6.83-6.68
(m, 2H), 5.87 (s, 2H), 3.19-3.12 (m, 1H), 0.89-0.76 (m, 2H), 0.70-0.60 (m, 2H);
BCNMR (101 MHz, CD;OD) & 161.29, 157.35, 156.29, 141.56, 133.29, 131.95,
129.15 (2C), 128.63 (2C), 125.17, 117.52, 101.94, 97.39, 25.17, 5.97 (2C). HRMS
(ESI-MS) (m/z): [M+H+] Berechnet: 277.14477 fir Ci7H;7N4, Gefunden: 277.14484.

9.6.1.7 Herstellung von 7-Nitro-2-phenyl-V-(pyridin-3-yl)chinazolin-4-amin (5.9).
AN

>N

o

4-Chloro-7-nitro-2-phenylchinazolin (100 mg, 0.4 mmol) wurde in DCM (4 mL) gelost,
und eine Losung aus 3-Aminopyrimidin (49 mg, 0.5 mmol) in i-PrOH (2 mL) sowie
HCI (2 M, kat.) wurde hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 45 Min. bei 50 °C
in der Mikrowelle (150 W) umgesetzt. Der Niederschlag wurde filtriert. Nach
praparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein Feststoff (67 mg, 56 %)
isoliert: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.93 (s, 1H), 8.43 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.36
(d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.25-8.17 (m, 3H), 8.00 (dd, J = 8.7, 3.5 Hz, 2H), 7.66-7.61 (m,
2H), 7.61-7.55 (m, 3H); °C NMR (101 MHz, DMSO-dy) & 161.40, 154.54, 151.34,
147.82, 132.11, 132.01, 129.29, 128.72 (2C), 128.40, 128.20, 128.07 (2C), 127.70,
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127.12, 126.06, 125.31, 122.38, 120.07. HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet:
344.11420 fiir C19H140,Ns, Gefunden: 344.11432.

9.6.1.8 Herstellung von 2-(4-Fluorophenyl)-7-nitrochinazolin-4-ol (5.11).
OH

>N

/
0N : iN)\©\
F

4-Fluorobenzamidin 5.10 (1.68 g, 8.5 mmol) und 2-Amino-4-nitrobenzoesiure (1.6 g,
8.5 mmol) wurden in 2-Methoxyethanol (10 mL) gelost und fiir 1 Std. bei 132 °C in der
Mikrowelle (150 W) umgesetzt. Der Niederschlag wurde filtriert, gewaschen und am
Hochvakuum getrocknet. Der Feststoff (949 mg, 39 %) wurde ohne weitere
Aufreinigung verwendet: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 12.93 (bs, 1H), 8.47-8.20
(m, 5H), 7.45-7.41 (m, 2H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & 162.33, 154.03, 151.26,
149.19, 130.73 (Jer = 9.1 Hz, 2C), 129.86, 128.18, 125.26, 122.26, 122.06, 119.88,
115.74 (*Jer = 21.7 Hz, 2C), 114.12. ESI (m/z): 286 ((M+H'], 100). HRMS (ESI-MS)
(m/z): [M+H+] Berechnet: 286.06225 fir C14HoO3F, Gefunden: 286.06207.

9.6.1.9 Herstellung von 2-(4-Fluorophenyl)-7-nitro-N-(1H-pyrazol-3-
ylchinazolin-4-amin (5.12).
N-NH

M p
HN
o
~
O,N N)\©\
F

5.11 (900 mg, 3.2 mmol) wurde mit Thionylchlorid (5 mL) und DMF (kat.) fiir 3.5 Std.
bei 78 °C unter Riickfluss erhitzt. Das Thionylchlorid wurde im Vakuum entfernt und
der Riickstand am Hochvakuum getrocknet, was zu dem Feststoff 4-Chloro-2-(4-
fluorophenyl)-7-nitrochinazolin (920 mg, 96 %) fiihrte. Ohne weitere Aufreinigung
wurde 4-Chloro-2-(4-fluorophenyl)-7-nitrochinazolin (100 mg, 0.3 mmol) in DCM
(4 mL) gelost, und eine Losung aus 3-Aminopyrazol (36 mg, 0.4 mmol) in i-PrOH
(2 mL) wurde hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 45 Min. bei 50 °C in der
Mikrowelle (150 W) umgesetzt. Der Niederschlag wurde filtriert, gewaschen und der
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Feststoff (72 mg, 63 %) ohne weitere Aufreinigung verwendet: 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dy) & 11.81 (bs, 1H), 8.97 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.52 (dd, J = 8.7,
5.6 Hz, 2H), 8.34-814 (m, 2H), 7.87 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.45-7.35 (m, 2H), 6.89 (d, J =
2.3 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & 166.10 (‘Jer = 257.1 Hz), 158.74,
157.05, 150.40, 145.85, 131.62 (Jer = 9.1 Hz, 2C), 130.74 (*Jer = 4.0 Hz), 129.71,
128.12, 126.48, 125.11, 120.32, 116.73, 115.99 (ZJC_F = 22.1 Hz, 2C), 99.08. HRMS
(ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet: 351.10003 fiir C;7H;,0.N¢F, Gefunden:
351.10001.

9.6.1.10 2-(4-Fluorophenyl)-N4-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4,7-diamin (5.13).
N-NH

M p

5.12 (30 mg, 0.1 mmol), Ammoniumformiat (32 mg, 0.5 mmol) und Pd/C (kat.) wurden
in abs. EtOH (2mL) fiir 2Std. bei 90°C wunter Riickfluss erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde iiber Celite filtriert und die Losungsmittel wurden im
Vakuum entfernt. Nach préparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein
gelber Feststoff (16 mg, 56 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz, CD;OD) & 8.13 (dd, J =
7.5, 5.3 Hz, 2H), 8.03 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.62 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 7.23 (t, /= 8.2 Hz,
2H), 6.92 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.67 (s, 1H); °C NMR (101 MHz,
DMSO-dy) 8 168.62 (‘Je.r = 253.8 Hz), 158.64, 158.06, 147.45, 132.59 CJcr = 9.3 Hz,
20), 131.11, 129.25, 127.77, 127.42, 126.67, 119.40, 117.48 (*Jer = 22.4 Hz, 20),
103.04, 100.88, 98.89. HRMS (ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet: 321.12585 fiir
C17H1402NGF, Gefunden: 321.12585.
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9.6.1.11 Herstellung von 2-(4-Fluorophenyl)-7-nitro-N-(pyridin-3-yl)chinazolin-4-
amin (5.14).

4-Chloro-2-(4-fluorophenyl)-7-nitrochinazolin (100 mg, 0.3 mmol) wurde in DCM
(2mL) gelost, und eine Losung aus 3-Aminopyridin (46 mg, 0.5 mmol) in i-PrOH
(1 mL) sowie HCI (1 N, kat.) wurde hinzu gegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir
1 Std. bei 55 °C in der Mikrowelle (150 W) umgesetzt. Der Niederschlag wurde filtriert
und gewaschen, und der Feststoff (89 mg, 75 %) ohne weitere Aufreinigung verwendet:
'H NMR (400 MHz, CD;0D) & 10.32 (s, 1H), 9.08 (s, 1H), 8.74 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
8.48 (s, 1H), 8.43-8.35 (m, 3H), 8.33-8.26 (m, 2H), 7.55-7.46 (m, 1H), 7.32 (t, J =
8.1 Hz, 2H); >C NMR (101 MHz, DMSO-dy) & 166.10 (‘Jer = 247.8 Hz), 160.60,
158.85, 158.77, 151.36, 145.96, 144.81, 136.24, 134.59, 131.30 CJer = 9.6 Hz, 2C),
130.53, 126.52, 124.35, 123.91, 120.08, 118.29, 116.40 (‘Jcr = 23.0 Hz, 2C). HRMS
(ESI-MS) (m/z): [M+H'] Berechnet: 362.10478 fiir C;oH;30.NsF, Gefunden:
362.10476.

9.7 Herstellung der kovalenten EGFR-Inhibitoren

9.7.1.1 Herstellung von 2-(2-Nitrophenyl)chinazolin-4-ol (6.6a).
OH

SN NO,

—

N

2-Aminobenzamid (1.0 g, 7.3 mmol) und 2-Nitrobenzoylchlorid (1.2 g, 8.1 mmol)
wurden in CHCls/Pyridin (10 mL, 1:1) umgesetzt. Nach 1 Std. bei RT wurden die
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in EtOAc (10 mL) aufgenommen
und nacheinander mit Na,COs-Lsg. (1 N), HCI (10 %) und ges. NaCl-Lsg. gewaschen

und iiber Na,SO4 getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. N-(2-
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Carbamoylphenyl)-3-nitrobenzamid wurde als Feststoff (1.1 g, 64 %) isoliert und ohne
weitere Aufreinigung weiter verwendet. N-(2-Carbamoylphenyl)-2-nitrobenzamid
(1.1 g, 3.8 mmol) wurde in EtOH (15 mL) geldst und mit KOH (10 %, 10 mL) fiir
15 Min. unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde filtriert, der Riickstand
gewaschen und am Hochvakuum getrocknet. Nach Saulenchromatographie (2 %
MeOH/DCM) wurde ein gelber Feststoff (263 mg, 27 %) isoliert: '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 12.82 (s, 1H), 8.24-8.15 (m, 2H), 7.94-7.80 (m, 4H), 7.66-7.64 (m, 1H),
7.59-7.55 (m, 1H); “C NMR (101 MHz, CDCls) & 162.18, 152.33, 149.21, 148.13,
135.31, 134.57, 132.19, 132.14, 129.85, 128.03, 127.77, 126.56, 125.18, 121.86. HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 268.07167 fiir C4H,oN30; [M+H+], Gefunden: 268.07174.

9.7.1.2 Herstellung von 2-(2-Nitrophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin
(6.7a).
N-NH

HNM

@N NO,
~
N/l\©

6.6a (216 mg, 0.8 mmol) wurde mit Thionylchlorid (3 mL) und DMF (kat.) unter
Riickfluss erhitzt. Nach 2 Std. wurde die Reaktionslosung auf RT herunter gekiihlt und
das Thionylchlorid sowie das DMF im Vakuum entfernt, so dass 4-Chloro-2-(2-
nitrophenyl)chinazolin (quantitativ) isoliert und ohne Aufreinigung weiterverwendet
wurde. 4-Chloro-2-(2-nitrophenyl)chinazolin (220 mg, 0.8 mmol) wurde in DCM gelost
und eine Lésung aus 3-Aminopyrazol (128 mg, 1.54 mmol) in i-PrOH sowie HCI (1 N,
kat.) hinzugegeben. Nach 12 Std. unter Riickfluss wurde die Reaktionslosung auf RT
herunter gekiihlt und filtriert. Der Riickstand wurde mit DCM und i-PrOH gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Nach Sdulenchromatographie wurde ein gelber Feststoff
(286 mg, 89 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.62 (bs, 1H), 10.89 (s,
1H), 8.74 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.06 (dd, J= 7.6, 1.1 Hz, 1H), 8.00 (d, /= 7.9 Hz, 1H),
7.93-7.80 (m, 3H), 7.78-7.70 (m, 2H), 7.66 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 2.2 Hz, 1H);
BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 158.31, 157.38, 149.33, 146.55, 134.50, 133.30 (d,
J= 293 Hz), 132.07, 131.30, 130.74, 129.95, 127.75, 126.42, 124.82, 123.30 (d,
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J=128.1 Hz), 113.27, 99.15, 97.61. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 333.10945 fir
C17H13N0, [M+H+], Gefunden: 333.10926.

9.7.1.3 Herstellung von 2-(2-Aminophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin
(6.8a).
N-NH

HNM

@N NH,
~
N)\@

6.7a (750 mg, 2.3 mmol) wurde mit H, und Pd/C (kat.) in EtOH (5 mL) bei RT fiir
4 Std. umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Celite filtriert und die
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (1-2 % MeOH/DCM)
wurde ein gelber Feststoff (432 mg, 63 %) isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &
12.53 (s, 1H), 10.43 (s, 1H), 8.66 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.84-7.80 (m, 3H), 7.75 (s, 1H),
7.65 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.53 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 7.17 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H),
6.71 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 5.23 (s, 2H); >C NMR (101 MHz, CDCls) & 160.88, 157.98,
151.20, 149.56, 148.57, 140.11, 133.79, 129.59, 128.65, 126.44, 124.05, 116.88,
116.81, 114.52, 114.34, 99.07. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 303.13527 fiir C;7H;sNg
[M+H'], Gefunden: 303.13517.

9.7.1.4 Herstellung von N-(2-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
y)phenyl)propionamid (6.9a).

N’N
M p
HN J:
@N HN™ YO
~

6.8a (20 mg, 0.1 mmol) wurde in abs. THF (1 mL) geldst, bevor die Losung auf 0 °C
herunter gekiihlt und DIPEA (34 L, 0.2 mmol) hinzu gegeben wurde. 1 mL einer
Losung aus Propionylchlorid (32 uL, 0.4 mmol) in abs. THF (5 mL) wurde zu der ersten
Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach priparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) und anschlieBender
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Sdulenchromatographie (1-2.5 % MeOH/DCM) wurde ein Feststoff (8 mg, 32 %)
isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13.30 (s, 1H), 12.65 (s, 1H), 10.66 (s, 1H),
8.69 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.58 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.55-8.51 (m, 1H), 7.95-7.85 (m, 2H),
7.84 (s, 1H), 7.67-7.59 (m, 1H), 7.49-7.43 (m, 1H), 7.19 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.82 (s,
1H), 2.42 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.15 (t, J = 6.9 Hz, 3H); °C NMR (101 MHz, CDCls) &
171.89, 160.25, 157.61, 157.11, 148.44, 139.70, 133.93, 130.93, 130.39, 127.17,
126.64, 123.53, 122.32, 120.09, 118.87, 115.88, 113.18, 98.45, 30.76, 9.73. HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 359.16149 fiir Cy0H;9NgO [M+H+], Gefunden: 359.16134.

9.7.1.5 Herstellung von N-(2-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
y)phenyl)acrylamid (6.10a).
N-NH

HNM f

@N HN" S0
N/)\©

6.9a (50 mg, 0.38 mmol) wurde in abs. THF (1 mL) gelost, bevor die Lésung auf 0 °C
herunter gekiihlt und DIPEA (85 L, 0.5 mmol) hinzu gegeben wurde. 2 mL einer
Losung aus Acryloylchlorid (37 L, 0.5 mmol) in abs. THF (5 mL) wurden zu der
ersten Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach Saulenchromatographie (1-2.5 % MeOH/DCM) wurde ein Feststoff
(27 mg, 45 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 13.66 (s, 1H), 12.65 (s, 1H),
10.65 (s, 1H), 8.73-8.64 (m, 2H), 8.58 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.92 (d, J= 3.8 Hz, 2H), 7.84
(s, 1H), 7.67-7.59 (m, 1H), 7.53-7.46 (m, 1H), 7.27-7.20 (m, 1H), 6.82 (s, 1H), 6.36-
6.31 (m, 2H), 5.83 (dd, J = 8.7, 3.1 Hz, 1H); °C NMR (101 MHz, CDCl;) & 163.30,
160.13, 157.17, 148.37, 147.01, 139.45, 133.78, 133.01, 131.05, 130.45, 129.23,

127.24, 126.87, 126.72, 123.84, 123.39, 122.94, 120.35, 113.20, 98.60. HRMS (ESI-
MS) Berechnet: 357.14584 fiir C;0H7NcO [M+H+], Gefunden: 357.14570.
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9.7.1.6 Herstellung von 2-(3-Nitrophenyl)chinazolin-4-ol (6.6b).
OH

>N

N

2-Aminobenzamid (1.8 g, 13.5 mmol) und 3-Nitrobenzoylchlorid (2.5 g, 13.5 mmol)
wurden in CHCIs/Pyridin (30 mL, 5:1) umgesetzt. Nach 1 Std. bei RT wurden die
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in EtOAc (10 mL) aufgenommen
und nacheinander mit Na,COs-Lsg. (1 N), HCI (10 %) und ges. NaCl-Lsg. gewaschen
und iiber Na,SO4 getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. N-(2-
Carbamoylphenyl)-3-nitrobenzamid wurde als grauer Feststoff (3.8 g, 97 %) isoliert und
ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet. N-(2-Carbamoylphenyl)-3-nitrobenzamid
(2.0 g, 7.0 mmol) wurde in EtOH (15 mL) gelost und mit KOH (10 %, 10 mL) fiir
15 Min. unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung wurde filtriert und der Riickstand
gewaschen. Der Riickstand wurde am Hochvakuum getrocknet und ein Feststoff (1.7 g,
94 %) isoliert, der ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde: '"H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 9.01 (s, 1H), 8.60 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 8.46-8.40 (m, 1H), 8.18 (d, J= 7.9 Hz,
1H), 7.94 (s, 1H), 7.90-7.80 (m, 3H), 7.58 (t, J = 7.0 Hz, 1H); >C NMR (101 MHz,
CDCl3) 8 Das "*C-Spektrum kann aufgrund von sehr geringer Loslichkeit der Substanz
nicht ausgewertet werden. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 268.07167 fiir Ci4H;oN3O3
[M+H"], Gefunden: 268.07183.

9.7.1.7 Herstellung von 2-(3-Nitrophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin

(6.7b).
N-NH

M p
~N

N

6.6b (1.5g, 5.6 mmol) wurde mit Thionylchlorid (5§ mL) und DMF (kat.) unter
Riickfluss erhitzt. Nach 2 Std. wurde die Reaktionslosung auf RT herunter gekiihlt und

HN

das Thionylchlorid sowie das DMF im Vakuum entfernt, so dass 4-Chloro-2-(3-

nitrophenyl)chinazolin (quantitativ) isoliert und ohne Aufreinigung weiterverwendet
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wurde. 4-Chloro-2-(3-nitrophenyl)chinazolin (500 mg, 1.8 mmol) wurde in DCM gelost
und eine Lésung aus 3-Aminopyrazol (218 mg, 2.6 mmol) in i-PrOH sowie HCI (1 N,
kat.) hinzugegeben. Nach 4 Std. unter Riickfluss wurde die Reaktionslosung auf RT
herunter gekiihlt und filtriert. Der Riickstand wurde mit DCM und i-PrOH gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Nach Sdulenchromatographie wurde ein Feststoff (356 mg,
63 %) isoliert: "H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 12.65 (s, 1H), 10.65 (s, 1H), 9.27-9.16
(m, 1H), 8.82 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 8.68 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 8.37-8.27 (m, 1H), 7.94-7.75
(m, 4H), 7.63-7.52 (m, 1H), 6.97 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 158.50,
158.01, 150.75, 148.97, 147.97, 140.93, 134.66, 134.27, 130.96, 129.80, 128.85,
127.42, 125.56, 124.20, 123.14, 114.81, 99.16. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 333.10945
fiir C17H;3N¢O, [M+H '], Gefunden: 333.10982.

9.7.1.8 Herstellung von 2-(3-Aminophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin

(6.8b).
N-NH

M p

N

bz NH
N)\©/ 2

6.7b (250 mg, 0.75 mmol) wurde mit H, und Pd/C (kat.) in EtOH (5 mL) bei RT fiir

HN

3 Std. umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Celite filtriert und die
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Séaulenchromatographie (1.5-3.5 %
MeOH/DCM) wurde ein gelber Feststoff (107 mg, 47 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d) 6 12.58 (s, 1H), 10.37 (s, 1H), 8.62 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.39 (d, /= 7.9 Hz,
1H), 7.82 (d, J = 3.9 Hz, 3H), 7.59-7.46 (m, 1H), 7.39 (s, 2H), 7.20-7.07 (m, 1H), 6.86
(s, 1H), 6.78 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.60 (t, J = 7.5 Hz, 1H); "C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & 161.52, 156.68, 149.99, 149.40, 147.45, 133.04, 130.88, 130.46, 128.93,
127.36, 125.44, 123.14, 117.89, 116.50, 114.60, 112.91, 98.36. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 303.13527 fiir C;7H;5Ng [M+H+], Gefunden: 303.13514.
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9.7.1.9 Herstellung von N-(3-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
yD)phenyl)propionamid (6.9b).
N-NH

D
s

6.8b (20 mg, 0.1 mmol) wurde in abs. THF (1 mL) gelost, bevor die Losung auf 0 °C
herunter gekiihlt und DIPEA (34 uL, 0.2 mmol) hinzu gegeben wurde. 1 mL einer
Losung aus Propionylchlorid (32 uL, 0.4 mmol) in abs. THF (5 mL) wurde zu der ersten
Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach préaparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein Feststoff
(16 mg, 64 %) isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 12.52 (s, 1H), 10.51 (s, 1H),
10.07 (s, 1H), 8.72-8.60 (m, 2H), 8.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.90-7.81 (m, 3H), 7.79 (s,
1H), 7.60-7.50 (m, 1H), 7.44 (t, J= 7.9 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 2.37 (q, J = 7.5 Hz, 2H),
1.12 (t, J = 7.1 Hz, 3H); "C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172.07, 159.29, 157.58,
157.28, 150.25, 139.53, 139.10, 133.11, 128.65, 127.84, 125.89, 123.26, 122.68,
120.93, 118.70, 115.89, 113.76, 98.27, 29.55, 9.73. HRMS (ESI-MS) Berechnet:
359.16149 fiir CooH oNgO [M+H '], Gefunden: 359.16133.

9.7.1.10 Herstellung von N-(3-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
y)phenyl)acrylamid (6.10b).
N-NH

A p

o

6.8b (40 mg, 0.13 mmol) wurde in abs. THF (1 mL) geldst, bevor die Losung auf 0 °C
herunter gekiihlt und DIPEA (67 uL, 0.4 mmol) hinzu gegeben wurde. 2 mL einer
Losung aus Acryloylchlorid (30 uL, 0.4 mmol) in abs. THF (5 mL) wurden zu der
ersten Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach Séulenchromatographie (1-3 % MeOH/DCM) wurde ein Feststoff
(34 mg, 73 %) isoliert: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.54 (s, 1H), 10.50 (s, 1H),
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10.35 (s, 1H), 8.72 (s, 1H), 8.68 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.93 (d,
J=1.9 Hz, 1H), 7.88-7.77 (m, 3H), 7.60-7.52 (m, 1H),7.48 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.09 (s,
1H), 6.51 (dd, J = 17.0, 10.1 Hz, 1H), 6.32 (dd, J = 17.0, 2.0 Hz, 1H), 5.79 (dd, J =
10.1, 2.0 Hz, 1H); °C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 163.22, 159.18, 157.94, 157.64,
157.31, 150.24, 139.22 (2C), 133.15, 131.95, 128.83, 127.85, 126.95, 125.95, 123.29,
123.22, 121.18, 118.95, 113.79, 98.28. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 357.14584 fiir
Ca0H7N¢O [M+H'], Gefunden: 357.14567.

9.7.1.11 Herstellung von 2-(4-Nitrophenyl)chinazolin-4-ol (6.6¢).
OH

~N
—
N)\@\
NO

2-Aminobenzamid (1.8 g, 13.5 mmol) und 4-Nitrobenzoylchlorid (2.5 g, 13.5 mmol)
wurden in CHCls/Pyridin (10 mL, 1:1) umgesetzt. Nach 1 Std. bei RT wurden die

2

Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in EtOAc (10 mL) aufgenommen
und nacheinander mit Na,COs-Lsg. (1 N), HCI (10 %) und ges. NaCl-Lsg. gewaschen
und iiber Na,SO4 getrocknet. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. N-(2-
Carbamoylphenyl)-4-nitrobenzamid wurde als Feststoff (3.4 g, 89 %) isoliert und ohne
weitere Aufreinigung weiter verwendet. N-(2-Carbamoylphenyl)-4-nitrobenzamid
(2.0 g, 7.0 mmol) wurde in EtOH (15 mL) gelost und mit KOH (10 %, 10 mL) fiir
15 Min. unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsldsung wurde filtriert und der Riickstand
gewaschen. Der Riickstand wurde am Hochvakuum getrocknet und ein Feststoff (1.7 g,
91 %) isoliert, der ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde:'H NMR (400 MHz,
DMSO-dy) 6 9.15 (s, 1H), 8.76 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.31 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 8.06 (d, J =
7.4 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.62 (s, 2H), 7.32 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) &
182.01, 150.61, 147.88, 140.04, 133.95, 132.06, 129.64, 126.61, 125.92 (2C), 124.15,
122.32 (2C), 122.00. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 268.07167 fiir C14HoN30; [M+H'],
Gefunden: 268.07188.
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9.7.1.12 Herstellung von 2-(4-Nitrophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin

(6.7¢).
N-NH

A p

~N
—
N/K©\
NO

6.6¢c (1.5g, 5.6 mmol) wurde mit Thionylchlorid (5 mL) und DMF (kat.) unter
Riickfluss erhitzt. Nach 2 Std. wurde die Reaktionslosung auf RT herunter gekiihlt und

HN

2

das Thionylchlorid sowie das DMF im Vakuum entfernt, so dass 4-Chloro-2-(3-
nitrophenyl)chinazolin (quantitativ) isoliert und ohne Aufreinigung weiterverwendet
wurde. 4-Chloro-2-(4-nitrophenyl)chinazolin (500 mg, 1.8 mmol) wurde in DCM gelost
und eine Lésung aus 3-Aminopyrazol (218 mg, 2.6 mmol) in i-PrOH sowie HCI (1 N,
kat.) hinzugegeben. Nach 4 Std. unter Riickfluss wurde die Reaktionslosung auf RT
herunter gekiihlt und filtriert. Der Riickstand wurde mit DCM und i-PrOH gewaschen
und im Vakuum getrocknet, so dass ein gelber Feststoff (531 mg, 91 %) isoliert wurde:
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 12.66 (s, 1H), 10.67 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.68 (d, J =
9.0 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.94-7.87 (m, 2H), 7.83 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 7.63
(ddd, J= 8.2, 5.7, 2.5 Hz, 1H), 6.98 (s, 1H); °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & 158.47,
158.29, 151.62, 150.67, 149.26, 145.25, 134.33, 133.02, 129.81 (2C), 128.95, 127.72,
124.57 (2C), 124.17, 114.74, 99.15. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 333.10945 fiir
C17H3N¢O, [M+H'], Gefunden: 333.10942.

9.7.1.13 Herstellung von 2-(4-Aminophenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)chinazolin-4-amin

(6.8¢).
N-NH

M p

~N
—
N/K@\
NH

6.7¢ (480 mg, 1.44 mmol) wurde mit H, und Pd/C (kat.) in EtOH (5 mL) bei RT fiir

HN

2

4 Std. umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Celite filtriert und die
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Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM)
wurde ein gelber Feststoff (182 mg, 42 %) isoliert: "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &
12.55 (s, 1H), 10.33 (s, 1H), 8.59 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.89-
7.65 (m, 3H), 7.43 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.62 (s,
2H); "CNMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.67, 157.80, 152.02, 151.98, 148.60,
133.66, 130.30 (2C), 129.52, 128.06, 125.46, 125.47, 124.02, 114.07, 114.00 (20),
99.00. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 303.13527 fiir C;7H;sNg [M+H+], Gefunden:
303.13521.

9.7.1.14 Herstellung von N-(4-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
y)phenyl)propionamid (6.9c).
N-NH

I
HN//\/
@“
~
N 0
N)K/
H

6.8¢ (35 mg, 0.1 mmol) wurde in abs. THF (1 mL) geldst, bevor die Losung auf 0 °C
herunter gekiihlt und DIPEA (34 uL, 0.2 mmol) hinzu gegeben wurde. 1 mL einer
Losung aus Propionylchlorid (56 uL, 0.7 mmol) in abs. THF (5 mL) wurde zu der ersten
Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach priparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein Feststoff
(11 mg, 26 %) isoliert: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.56 (s, 1H), 10.46 (s, 1H),
10.12 (s, 1H), 8.64 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 8.40 (d, /= 8.7 Hz, 2H), 7.88-7.78 (m, 3H), 7.76
(d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.54-7.50 (m, 1H), 7.00 (s, 1H), 2.38 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.11 (t, J
= 7.5 Hz, 3H); "C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172.26, 159.02, 157.28, 150.38,
141.32, 132.98, 128.55, 127.78, 125.52, 123.22, 120.76, 118.85, 118.48, 115.86,
113.58, 98.17, 29.62, 9.65. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 359.16149 fiir CyH;9NsO
[M+H"], Gefunden: 359.16153.
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9.7.1.15 Herstellung von N-(4-(4-(1H-Pyrazol-3-ylamino)chinazolin-2-
y)phenyl)acrylamid (6.10c).
N-NH

Ay
HN
~N
Ol
o
6.8¢ (30 mg, 0.1 mmol) wurde in abs. THF/DMF (2 mL, 1:1) geldst, bevor die Losung
auf -78 °C herunter gekiihlt und DIPEA (51 L, 0.3 mmol) hinzu gegeben wurde. 1 mL
einer Losung aus Acryloylchlorid (36 L, 0.5 mmol) in abs. THF (5 mL) wurden zu der
ersten Losung zugetropft. Nach 15 Min. bei 0 °C wurden die Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach priparativer HPLC (MeCN/H,O mit 0.1 % TFA) wurde ein Feststoff
(4 mg, 11 %) isoliert:'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.45 (s, 1H), 10.35 (s, 1H),
8.64 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.43 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.84-7.81 (m, 5H), 7.54-7.50 (m, 1H),
7.00 (s, 1H), 6.49 (dd, J=17.0, 10.1 Hz, 1H), 6.30 (dd, J=17.0, 1.9 Hz, 1H), 5.84-5.76
(dd, J = 10.1, 1.9 Hz, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 163.86, 159.39, 157.76,
150.67, 141.31, 133.92, 133.49, 132.25, 129.06 (2C), 128.25, 127.54, 126.04, 126.00,

123.70, 123.54, 119.32 (2C), 98.58, (1 Kohlenstoffatom konnte nicht ermittelt werden).
HRMS (ESI-MS) Berechnet: 357.14584 fiir C,0H;7N¢O [M+H+], Gefunden: 357.14591.

9.7.1.16 Herstellung von 2-Phenyl-N4-(1H-pyrazol-3-yl)pyrimidin-4,6-diamin
(6.12).

6-Chloro-2-phenylpyrimidin-4-amin (428 mg, 2.08 mmol), 3-Pyrazolamin (865 mg,
10.4 mmol), Nal (1.6 g, 10.4 mmol) und HCI (1 N, kat.) wurden in n-Butanol (10 mL)
fiir 8 Std. unter Riickfluss erhitzt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. Nach
Siulenchromatographie (1-4 % MeOH/DCM) wurde ein weiller Feststoff isoliert
(379 mg, 72 %): 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 14.46 (s, 1H), 11.47 (s, 1H), 10.58



196 Experimenteller Teil

(dd, J=7.1, 2.5 Hz, 2H), 9.91 (s, 1H), 9.79-9.65 (m, 3H), 8.69 (s, 2H), 8.59 (d, J = 20.3
Hz, 2H); '>C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 164.44, 162.24, 159.89, 149.22, 138.73,
129.63, 128.57, 128.00 (2C), 127.43 (2C), 95.43, 83.16. HRMS (ESI-MS) Berechnet:
253.11962 fiir C2H;7N4O [M+H'], Gefunden: 253.11941.

9.7.1.17 Herstellung von tert-Butyl 3-(6-amino-2-phenylpyrimidin-4-ylamino)-1H-
pyrazol-1-carboxylat (6.13).

6.12 (370 mg, 1.5 mmol), Di-fert-butyldicarbonat (438 uL, 1.9 mmol) und TEA
(264 uL, 1.9 mmol) wurden in DCM (5mL) fiir 24 Std. bei RT umgesetzt. Die
Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (1-3 %
MeOH/DCM; Silicagel mit 5 % TEA in DCM neutralisiert) wurde ein weiller Feststoff
(108 mg, 21 %) isoliert: 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.29 (dd, J = 6.6, 3.0 Hz, 1H),
7.93 (d, J=2.8 Hz, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.47-7.37 (m, 1H), 6.46 (s, 1H), 4.85 (s, 1H), 1.63
(s, 1H); °C NMR (101 MHz, CDCl3) & 164.51, 164.31, 159.42, 152.59, 147.70, 138.29,
131.59, 130.42, 128.49 (2C), 128.19 (2C), 101.60, 85.94, 85.19, 28.22 (3C). HRMS
(ESI-MS) Berechnet: 353.17205 fiir C;sH,1NgO; [M+H+], Gefunden: 353.17243.

9.7.1.18 Herstellung von zert-Butyl 3-(6-acrylamido-2-phenylpyrimidin-4-ylamino)-
1H-pyrazol-1-carboxylat (6.14b).

O
o~

N~N

G
NH
0 J\%N
MARE



Experimenteller Teil 197

6.13 (30 mg, 85 umol), Acryloylchlorid (14 pL, 0.2 mmol) und DIPEA (73 pL,
0.4 mmol) wurden in abs. THF (1 mL) umgesetzt. Nach 2 Std. wurde nochmal
Acryloylchlorid (5 pL, 60 pmol) zugegeben. Nach vollstaindigem Umsatz wurde die
Reaktionslosung mit EtOAc (5 mL) und NaHCOs-Lsg. (5 mL, ges.) verdiinnt. Die
organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und anschlieBend im Vakuum entfernt.
Nach Siulenchromatographie (1 % MeOH/DCM) wurde ein Feststoff (20 mg, 58 %)
isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10.77 (s, 1H), 10.60 (s, 1H), 8.33 (dd, J =
6.6, 3.0 Hz, 2H), 8.25 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.89 (bs, 1H), 7.56-7.49 (m, 3H), 7.04 (bs,
1H), 6.67 (dd, J = 17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.41-6.28 (m, 1H), 5.90-5.79 (m, 1H), 1.59 (s,
9H); “CNMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 164.37, 162.66, 160.95, 157.71, 152.00,
147.27, 137.52, 131.76, 131.22, 130.62, 128.59, 128.47 (2C), 127.62 (2C), 102.54,
92.40, 84.34, 27.59 (3C). HRMS (ESI-MS) Berechnet: 407.18262 fiir C,;H23N6O3
[M+H"], Gefunden: 407.18222.

9.7.1.19 Herstellung von N-(6-(1H-Pyrazol-3-ylamino)-2-phenylpyrimidin-4-
yDacrylamid (6.15b)
HN-N

\
vNH
. )
MRS

6.14b (12 mg, 30 umol) wurde in DCM (1 mL) geldst und mit TFA (900uL, 25 % in
DCM) bei RT umgesetzt. Nach 1 Std. wurden die Losungsmittel entfernt. Der
Riickstand wurde in EtOAc (5 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit
NaHCOs-Lsg. (4 x 3 mL, ges.) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und anschlieBend
im Vakuum entfernt. Der weille Feststoff (9 mg, quantitativ) wurde nicht weiter
aufgereinigt: 'HNMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.34 (s, 1H), 10.66 (s, 1H), 9.95 (s,
1H), 8.35 (dd, J = 6.6, 3.0 Hz, 2H), 7.86 (bs, 1H), 7.69 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.55-7.51
(m, 3H), 6.68 (dd, J=17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.55 (bs, 1H), 6.35 (dd, J=17.0, 1.7 Hz, 1H),
5.83 (dd, J = 10.2, 1.6 Hz, 1H); C NMR (101 MHz, DMSO-d) & 164.31, 162.53,
161.36, 157.29, 148.05, 137.81, 131.33, 130.38, 128.97, 128.38, 128.34 (2C), 127.58
(2C), 96.20, 91.29. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 307.13019 fiir C;sH;sNsO [M+H],
Gefunden: 307.12995.
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9.7.1.20 Herstellung von ter-Butyl 3-(2-phenyl-6-propionamidopyrimidin-4-
ylamino)-1H-pyrazol-1-carboxylat (6.14a).

o:(o

N-N
BN
NH
e
MARe

6.13 (43 mg, 0.1 mmol), Propionylchlorid (21 pL, 0.2 mmol) und DIPEA (104 pL,
0.6 mmol) wurden in abs. THF (1 mL) umgesetzt. Nach 2 Std. wurde nochmal
Propionylchlorid (5 pL, 50 umol) zugegeben. Nach vollstindigem Umsatz wurde die
Reaktionslésung mit EtOAc (5 mL) und NaHCOs-Lsg. (5 mL, ges.) verdiinnt. Die
organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und anschlieend im Vakuum entfernt.
Nach Sdulenchromatographie (1 % MeOH/DCM) wurde ein Feststoff (31 mg, 64 %)
isoliert: '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.53 (s, 1H), 10.49 (s, 1H), 8.33 (dd, J =
6.6, 3.0 Hz, 2H), 8.25 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.55-7.50 (m, 3H), 7.03 (s, 1H),
2.46 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.60 (s, 9H), 1.08 (t, J = 7.5 Hz, 3H); *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 173.70, 162.52, 160.90, 157.73, 152.05, 147.27, 137.59, 131.71, 130.54,
128.43 (2C), 127.58 (2C), 102.51, 91.83, 84.30, 29.44, 27.59, 9.19. HRMS (ESI-MS)
Berechnet: 409.19827 fiir C14H;5sN¢O [M+H+], Gefunden: 409.19748.

9.7.1.21 Herstellung von N-(6-(1H-Pyrazol-3-ylamino)-2-phenylpyrimidin-4-
yD)propionamid (6.15a).
HN-N

SRS

6.14a (20 mg, 57 umol) wurde in DCM (1 mL) geldst und mit TFA (900uL, 25 % in
DCM) bei RT umgesetzt. Nach 1 Std. wurden die Losungsmittel entfernt. Der
Riickstand wurde in EtOAc (5 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit

NaHCOs-Lsg. (4 x 3 mL, ges.) gewaschen, liber Na,SO,4 getrocknet und anschlieBend
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im Vakuum entfernt. Der weille Feststoff (16 mg, quantitativ) wurde nicht weiter
aufgereinigt: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.33 (s, 1H), 10.37 (s, 1H), 9.87 (s,
1H), 8.34 (dd, J = 6.6, 3.0 Hz, 2H), 7.76 (bs, 1H), 7.58-7.42 (m, 3H), 6.55 (bs, 2H), 2.45
(q, J= 7.5 Hz, 2H), 1.08 (t, J= 7.5 Hz, 3H); °C NMR (101 MHz, DMSO-d) & 173.63,
162.38, 161.33, 157.19, 148.23, 137.88, 130.30, 128.72, 128.30 (2C), 127.54 (20),
96.17, 90.69, 29.44, 9.26. HRMS (ESI-MS) Berechnet: 309.14584 fiir C;cH;sN¢O
[M+H"], Gefunden: 309.14572.

9.8 Herstellung PIK-75

9.8.1.1 Herstellung von 6-Bromoimidazo[1,2-a|pyridin-3-carbaldehyd (7.2).

(@)
H
B
r/@
\\N

Zu einer Losung aus 6-Bromoimidazo[l,2-a]pyridin (10 g, 51 mmol) 7.1 in DMF
(1.5 mL) wurde eine Losung aus POCIl; (813 pL, 8.9 mmol) in DMF (5 mL) zugetropft.
Nach Zugabe von DMF (5 mL) wurde die Reaktionsmischung fiir 1 Std. bei 110 °C und
dann weitere 4 Std. bei 90 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf RT herunter
gekiihlt und mit NaOH (5 M) neutralisiert. Die wéssrige Phase wurde mit DCM (6 x
10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet
und im Vakuum entfernt. Nach Saulenchromatographie (90 % EtOAc/PE) wurden
214 mg (27 %) eines weiBen Feststoffs erhalten: "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.95
(s, 1H), 9.49 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.88-7.82 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dy)
0 179.38, 146.99, 146.90, 133.19, 127.72, 124.64, 118.64, 109.59. HRMS (ESI) (m/z):
[M+H'] Berechnet: 224.96580 fiir CsHs BrN,O, Gefunden: 224.96597; Berechnet:
226.96376 fiir CsHs*'BrN,O, Gefunden: 226.96355.
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9.8.1.2 Herstellung von (E)-N'-((6-bromoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)methylen)-
N,2- dimethyl -4-nitro-benzensulfonohydrazid 7.4 (PIK-75).

P
N
N

7.2 (100 mg, 0.4 mmol) wurde mit Methylhydrazin (23 pL, 0.4 mmol) in EtOH (3 mL)
unter Riickfluss erhitzt. Nach 3 Std. wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde in Pyridin (3 mL) aufgenommen und mit 2-Methyl-5-nitrobenzen-1-
sulfonylchlorid (104 mg, 0.4 mmol) umgesetzt. Nach 4 Std. bei RT wurden die
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand diesmal in CHCl; (10 mL) und
H,O (10 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit CHCl; (3 x 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet und im
Vakuum entfernt. Nach préparativer HPLC (MeCN/H,O + 0.1 % TFA) wurden 18 mg
(7.2 %) eines weiBlen Feststoffs erhalten: '"H NMR (600 MHz, DMSO-d) & 9.10 (d, J =
1.4 Hz, 1H), 8.74 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.46 (dd, J = 2.5 Hz, 8.4 Hz, 1H), 8.31 (s, 1H),
8.06 (s, 1H), 7.79 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 7.75 (d, J=9.5 Hz, 1H), 7.62 (d, /= 9.6 Hz, 1H),
3.46 (s, 3H), 2.69 (s, 3H); °C NMR (150 MHz, DMSO-dy) & 145.50, 145.50, 144.70,
138.47, 136.74, 134.82, 134.58, 130.36, 128.16, 127.10, 124.80, 120.01, 118.06,
108.26, 31.53, 20.13. HRMS (ESI) (m/z): [M+H'] Berechnet: 452.00226 fiir
Ci6HisOsNs"Br”S,  Gefunden: ~ 452.00214;  Berechnet:  454.00022  fiir
C16H1s04Ns"'Br; S, Gefunden: 453.99953.

9.9 Bestimmung der ICsy-Werte

9.9.1 ICsp-Werte fiir EGFR

Der HTRF®-Assay wurde mit dem HTRF®-KinEASE™TK Assaykit von Cisbio auf
384-Mikrotiterplatten der Firma Greiner bio-one mit einem Kavitatsvolumen von 20 pL
durchgefiihrt. Zur Bestimmung der ICsp-Werte wurden zundchst Verdiinnungsreihen
(7 verschiedene Konzentrationen + DMSO-Kontrolle) der zu untersuchenden

Inhibitoren in DMSO hergestellt. Hiervon wurden je 2 pL der Verdiinnungen in 23 uL.
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Kinasepuffer pipettiert, so dass eine finale DMSO-Konzentration von 2 % wihrend der
Reaktion erreicht wurde. AnschlieBend wurde die Kinase in Kinasepuffer verdiinnt,
5 uL pro Kavitdt vorgelegt und mit 2.5 pL Inhibitorldsung fiir 2 Std. inkubiert. Dann
wurden 2.5 pL der Substrat/ATP-Losung zugegeben (als Substrat diente ein fiir TK
universelles Tyr-Peptid). Sowohl die ATP als auch Substrat wurden bei
Konzentrationen entsprechend ihrer Ky-Werte eingesetzt. Die Kinasereaktion wurde
nach 30-50 Min. mit Detektionslosung (10 pL/Kavitidt) gestoppt und die
Entwicklungsreaktion eingeleitet. Das Gesamtvolumen der Kinasereaktion betrug
10 uL, das der Entwicklungsreaktion 20 uL. Nach einer weiteren Stunde wurden die
348-Well-Platten mit einem Tecan Infinite® M1000 ausgelesen. Bei einer
Anregungswellenldnge von 317 nm wurde die Aktivitit der Kinase als Mal} der
Phosphorylierung durch Bildung des Quotienten der Emissionen bei 665 und 620 nm
erhalten. Zur Ermittlung der ICso-Werte wurde der Emissionsquotient bei verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen bestimmt und als Dosis-Effekt-Kurve dargestellt. Fiir jeden
Inhibitor wurden mindestens 3 unabhidngige Messungen in Dreifachbestimmung

durchgefiihrt.

9.9.1.1 Reagenzien und Bedingungen

Kinase-Puffer (1 mL)

5 x HTRF-Puffer 200 uL

H,O 775 pL
MgCl, (1M) 5uL
DTT (100 mM) 10 uL

Triton X-100 (1 %) 10 uL
Detektions-Losung (1 mL)

Detektions-Puffer 480 nL
Fluorophor XL665 (16.7 uM) 20 uL
pTyr-Antikorper (50-fach verd.) 500 pL
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Puffer-Zusammensetzung

5 x HTRF-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7.0), 0.1 % BSA, 0.8 M KF, 20 mM EDTA
Detektions-Puffer: 50 mM HEPES (pH 7.0), 0.1 % BSA, 0.8 M KF, 20 mM EDTA

Tabelle 9.1: Parameter fiir den HTRF*-Assay.

EGFR ATP [uM] Substrat [nM] Reaktion [Min.] Kinase [ng/well]
WT 1 500 50 40
L858R 9 220 30 3
T790M/L858R 4 200 30 1.5

Tabelle 9.2: Pipettierschema fiir die ATP/Substrat-Losung.

EGFR Substrat (50 uM) ATP (1 mM) Kinasepuffer
WT 4 uL 0.4 uL 95.6 uL.
L858R 1.8 uL 3.6 uL 94.6 uL
T790M/L858R 1.6 uL 1.6 uL 96.8 uL

9.9.2 ICs5p-Werte fiir p38a

p38a wurde entsprechend der Literatur aktiviert.'* 100 pL p38a (14.4 mg/mL) und
41.6 uL. aktive MKK6 (T207E, T211E) (1.4 mg/mL) wurden in 858.5 uL
Aktivierungspuffer (50 mM Tris (pH 7.4), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.001 % Tween
20) verdiinnt und mit ATP bei 37 °C fiir 90 Min. inkubiert. Anschlieend wurde das
ATP iiber Nacht mittels Dialyse entfernt (Puffer: 25 mM Tris (pH 8.0), 150 mM NacCl,
und 10 % (v/v) Glycerol).

Die ICso-Werte fiir die p38a Kinase wurden mit dem HTRF® KinEASE™-STK Assay-
Kit von Cisbio entsprechend der Hersteller Angaben durchgefiihrt. Die Vorgehensweise
wurde bereits fiir die ICsp-Bestimmung fiir die EGFR-Varianten beschrieben
(siche 9.9.1). Abweichend davon, wurden GST-ATF2 als Substrat und die
entsprechenden Antikorper anti-ATF2 und anti-GST-D2 eingesetzt. Sowohl ATP als

auch Substrat wurden bei Konzentrationen entsprechend des jeweiligen Ku-Wertes
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eingesetzt. Die verwendeten Konzentrationen waren: p38a 4 ng/Kavitdt; ATF2 200

ng/Kavitit; ATP 5 uM; die Reaktionszeit betrug 15 Minuten.'?""

" Eine genauere Beschreibung zur Durchfiihrung ist in der Masterarbeit von Martin Termathe zu finden.
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