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1 Einleitung

1.  Einleitung
1.1. Die Krebserkrankung

Krebs ist ein Oberbegriff fir verschiedene Erkrankungen, bei denen der kontrollierte Ablauf
von Zellapoptose und Zellteilung bzw. -wachstum (Proliferation) aus dem homodostatischen
Gleichgewicht entartet. Es resultiert eine unkontrollierte Vermehrung von zumeist genetisch
veranderten Zellen. Da die Entartung von nahezu jedem Korperzelltyp ausgehen kann, sind
Erscheinung, Symptomatik und Verlauf mannigfaltig. Zellvermehrung der Blutzellen bzw. von
Vorlauferzellen werden als hdmatologische Tumoren bezeichnet. Im Gegensatz dazu bilden andere
Krebs-erkrankungen zumeist raumliche Gewebsansammlungen, welche als solide Tumoren
bezeichnet werden. Je nach Verhalten bzgl. Invasivitdt, Destruktivitdt und Metastasierung ist eine
Unterscheidung in benigne und maligne Tumoren maoglich. Die vorliegende Arbeit widmet sich
spezifischen Regulationsprozessen innerhalb der entarteten Tumorzellbiologie bzw. der

pharmakologischen Beeinflussung dieser.

1.1.1. Epidemiologie

Im Jahr 2013 erkrankten nach Daten des Robert Koch-Instituts ca. 480 000 Menschen in
Deutschland an Krebs. Dem gegeniiber stand eine Anzahl von etwa 223 000 krebsbezogenen
Sterbefallen. Bei einem mittleren Erkrankungsalter von 67,2 und 68,3 Jahren fiir Frauen bzw. Manner
ist ersichtlich, dass ein altersbedingter Einfluss vorhanden ist. Das mittlere Sterbealter wiederrum lag
bei 74,3 und 72,6 Jahren flir Frauen respektive Manner. Daraus resultiert eine mittlere 5-Jahres-
Uberlebensrate von 66 % fiir Frauen und 61 % fiir Mdnner. Prognostisch geht das Zentrum fiir
Krebsregisterdaten von 519 000 Neuerkrankungen fiir das Jahr 2020 aus'. Neben der stetigen
Alterung der Bevolkerung sind weitere Risikofaktoren wie Tabak- und Alkoholkonsum, Exposition mit
Umweltgiften und der Wandel in Erndhrung und Sexualitdt die Ursache fir ein fortwdhrendes
Ansteigen der Neuerkrankungen. Fir einen zusatzlichen Anstieg der Neuerkrankungsrate sorgt eine
stetige Verbesserung in Diagnostik und Friiherkennung. Gemessen an den benannten Risikofaktoren
ist verstandlich, dass nach Zahlen der WHO gerade in Industrie-nationen eine steigende Inzidenz zu
beobachten ist, wahrend in weniger entwickelten Regionen die Trends eine Stagnation belegen.
Daten hingegen zeigen, dass in Industrielandern die Weiterentwicklung von Diagnostik und Therapie

dazu fihren, dass die Mortalitatsraten sinken (vgl. Abb. 1)
1.1.2. Symptome

Aufgrund der diversen Moglichkeiten flr ein malignes Wachstum im Koérper ist auch das
pathologische Erscheinungsbild hochst variabel. Zudem stehen die Symptome in engem
Zusammenhang zu Tumorstadium und -ausdehnung. Nach Einschatzung des NCI zdhlen folgende
Symptome zu moglichen Auspragungen eines Tumors, sind aber i.d.R. auch durch andere

pathologische Veranderungen erklarbar.



1.1.3 Ursachen
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Abb. 1: Darstellung Inzidenztrends (oben) und Mortalitdtstrends (unten)

e veranderte Leberflecke

nach altersstandardisierter Rate pro 100 000 Manner und Land?

e Verdickungen (Kndtchen) unter der Haut, u.a. weibliche Brust, Lymphknoten

e Schluckbeschwerden, Appetitlosigkeit

e andauernde Heiserkeit bzw. andauernder Husten

e unerklarliche Gewichtszunahme oder -abnahme

e starkes nachtliches Schwitzen

e Blutin Exkrementen

o Schwache, Abgeschlagenheit, Midigkeit und Fieber

e starke Schmerzen

1.1.3. Ursachen

Die Stérung der Homdostase zwischen Apoptose und Proliferation wird nach mehrheitlicher

Meinung mit dem Mehrschrittmodell erklart®. Jeder , Schritt” bezeichnet dabei Veranderung in einem

Gen, welches fir Kontrolle des Zellvermehrungszyklus kodiert. Dabei wird im Wesentlichen in

Tumorsuppressor- und Protoonkogene unterschieden. Tumorsuppressorgene, wie p53 oder PTEN,

sorgen im physiologischen Zellzyklus z.B. dafiir, dass DNA-Schaden vor weiterer Reduplikation

repariert werden® oder Zellproliferationssignale begrenzt werden®. Bei Versagen des Regulations-

mechanismus muss sich physiologisch i.d.R. der Zelltod anschlieBen, da ansonsten die genetische
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1 Einleitung

Veranderung weiter vermehrt wird. Demgegeniber stehen die fir Zellproliferation
und -differenzierung verantwortlichen Protoonkogene. Mutationsbasierte Anderungen innerhalb
dieser Gene konnen u.a. dazu fihren, dass Zellproliferationssignale durch dauerhaft aktive
Rezeptoren (z.B. BCR-ABL-Fusionsprotein bei CML®), Uberexpression von Wachstumsmediatoren (z.B.
VEGF-Uberexpression in RCC’) oder Uberempfindlichkeit/Autarkie von Wachstumssignalen (z.B.
HER2-Uberexpression bei Mammakarzinom®°) iberhand nehmen. NOWELL et al. geht davon aus, dass
durch fehlende Reparatur bzw. Apoptose und steigende Proliferationsrate, welche das Potenzial fir
zusatzliche Mutationen steigert, eine Zelle wahrend der Karzinogenese 6-7 Mutationen bis zur
Malignitit benotigt’. Neben der generellen Fehlerméglichkeit bei Duplizierung des genetischen
Materials sind vor allem Umwelteinflisse wie ionisierende Strahlung und mutagene Chemikalien
grundlegend. Aber auch erbliche Veranderungen sind bekannt. Da trotz aller genetischen
Veranderungen korpereigene Zellen vorliegen, ist das Immunsystem i.d.R. nicht in der Lage, maligne
Zellen zu identifizieren bzw. zu entfernen®. Neuere Therapieoptionen wie die Checkpoint-Inhibitoren

starken die immunologische Erkennung der entarteten Zellen durch das Immunsystem (vgl. 1.2.2).

1.1.4. Diagnose

Aufgrund der diversen Arten und Auspragungen von malignen Erkrankungen ist sowohl die
Symptomatik als auch die Diagnostik duBerst vielfaltig. Grundsatzlich gilt, dass eine zeitlich frihe
Diagnose die Prognose fiir die Behandlung und das Heilungspotenzial verbessert. Jedoch steht dieses
auch in Abhangigkeit zu Krebsart, Patientenkonstitution und Behandlungsstandards. In Kombination
mit der alters- und expositionsbasierten Wahrscheinlichkeitssteigerung fiir eine Erkrankung sind
Screening-Methoden vielfach Teil von amtlichen Empfehlungen. So sind z.B. Kolos-/Sigmoidoskopie
und Hamocculttest Bestandteil der S3-Leitlinie zur Darmkrebsvorsorge fiir Menschen ab 55 bzw. 50
Jahren. Weiterhin ist zumindestens der Hamocculttest auch Bestandteil von arbeitsmedizinischen
Vorsorge-untersuchungen®™. Ebenso sind mammographische Untersuchungen fir Frauen ab 50
Jahren bzw. palpative Untersuchungen von Brust und Lymphabfluss fiir Frauen ab 30 Jahren feste
Bestandteile der Leitlinien zur Diagnose des Mammakarzinoms™. Die Mammographie konnte als
Methode nachweislich die Brustkrebsmortalitit senken’. Hingegen scheitert dieses bei der
Koloskopie noch an der Akzeptanz der Bevélkerung®, obwohl ein vergleichbares Potenzial vorhanden
ist'. Fur die Diagnostik der Zervixkarzinome stehen mit PAP- und HPV-Test ebenfalls routinemaRige
Screening-Methoden zur Verfigung, welche durch die zugehdrige S3-Leitlinie empfohlen werden®.
Zusatzlich steht mit der HPV-Impfung fiir diese spezielle Tumorform bzw. die damit assoziierte

Virusinfektion ein Impfstoff zur Pravention zur Verfligung.

Demgegeniiber stehen einige biomarkerassoziierte Methoden, welche aber in Sensitivitat
und Spezifitdt so stark eingeschrankt sind, dass ihre Anwendung nur bei Hochrisikopatienten und in
Kombination mit bildgebenden Verfahren empfehlenswert ist. Dazu zdhlen u.a. die Kombination aus
Messung des Alpha-Fetoproteins mit Sonographie oder aus Bestimmung von CA-125 und
Sonographie bei Verdacht auf Leberkrebs respektive maligne Erkrankung der Ovarien. Problematisch
hierbei ist v.a., dass auch benigne Konditionen eine entsprechende Erhéhung der Tumormarker
bewirken kénnen. Zusatzliche Untersuchungen verursachen Kosten und Gesundheitsschaden, welche

nicht durch signifikante Mortalitdtsreduktion oder eine hohere Lebensqualitdt gerechtfertigt



1.2 Therapie

werden™®. Daher eignen sich viele Biomarker nur fir die Uberwachung von Therapien bzw. Diagnostik
eines Rezidivs. Insgesamt stehen nur flr wenige Tumoren zuverlassige Diagnostikmethoden zur
Verfligung, hingegen fiihren weiterfiihrende Diagnostik unspezifischer Krankheitssymptome und
Zufallsbefunde wahrend anderer Untersuchungen haufiger zur Krankheitserkennung. Nachdem eine
Neoplasie als wahrscheinlich diagnostiziert wurde, sind v.a. bildgebende Verfahren wie CT, Rontgen,
MRT und Sonographie, aber auch histologische und genetische Untersuchungen von Biopsaten
erforderlich zur Diagnosesicherung. Im Weiteren erfolgt (iber zuvor genannte Verfahren das Staging
der Erkrankung, um die bestmogliche Therapieoption zu erarbeiten. Es sei angemerkt, dass
Typisierung von Zellgenetik und -proteinexpression fiir einige Tumorerkrankungen bzw.

Anwendbarkeit moderner gezielter Therapien malRgeblich sind.
1.2. Therapie

Krebs kann und muss je nach Art, Ausdehnung und Malignitat mit verschiedenen Methoden
(u.a. Operation, Bestrahlungs- und Chemotherapie) bzw. Kombinationen daraus behandelt werden.
Man unterscheidet Behandlungen in kurative, bei Moglichkeit auf Heilung, und palliative Ansatze bei
Fokus auf Symptom- und Komplikationslinderung. In der Regel wird das Behandlungsziel durch den
Tumor bzw. dessen Charakteristika limitiert. Eine verbreitete Moglichkeit zur Tumorbeschreibung
bietet die TNM-Klassifikation, bei welcher anhand numerischer Stufen die TumorgroRRe (Ty.4) bzw. die
Eindringtiefe ins Gewebe, die Beteiligung umliegender Lymphknoten (Ny;) und das Vorhandensein
von Metastasierung (Mo.) klassifiziert wird'’. Zusatzlich kann nach mikroskopischer Biopsat-
beurteilung der Grad der Entdifferenzierung (G;,) bestimmt werden, welcher i.d.R. mit der
Malignitat korreliert und die Agressivitit der Behandlung determiniert. Je nach Staging/Grading sind
verschiedene Szenarien bzw. Kombinationen der genannten Behandlungsmethoden moglich.
Werden nach operativer Entfernung des Primartumors verbliebene Tumorzellen, beteiligte
Lymphknoten und Metastasen mit Radio- bzw. Chemotherapie behandelt, so spricht man von
adjuvanter Therapie. Hingegen bezeichnet eine neoadjuvante Vorgehensweise eine praoperative

Verkleinerung der Tumorlast durch Chemo- oder Radiotherapie, um die Operabilitat zu verbessern.

Chirurgische Operabilitdt wird limitiert durch die Lage und GroRe des Tumors bzw. die
Eindringtiefe in umliegendes gesundes Gewebe. Beteiligte Lymphknoten kdnnen evtl. ebenfalls
operativ entfernt werden. Jedoch wird bei erhohten Lymphknotenbefall oder gar Metastasierung der
Einsatz weiterer Behandlungsmethoden unausweichlich. Hamatologische Tumoren entziehen sich
einer operativen Behandlung. Strahlungstherapie ist eine ebenso unselektive Methode der
Tumorzellentfernung wie eine chirurgische Operation, bietet aber ebenfalls den Vorteil der lokalen
Steuerbarkeit. Durch die Bestrahlungsdosis entstehen fiir Tumorzellen irreparable DNA-Schaden,
welche in Apoptose miinden. Dabei kann Strahlung duBerlich und innerlich eingebracht werden,
wobei ein verringerter korperlicher Eingriff einer gezielteren Einflussnahme entgegensteht. Zu den
Vertretern der inneren Strahlungstherapie zahlen die Verwendung von ™'lod bei
Schilddrisentumoren®® und die Brachytherapie bei Gebarmutterhals-'®, Prostata-*® und
Brusttumoren. Die dritte Hauptsdule der modernen Tumortherapie ist die Chemotherapie. Da sie im
Rahmen dieser Arbeit auch den héchsten Stellenwert besitzt, erfolgt eine ausfiihrlichere Betrachtung

im folgenden Abschnitt. Grundsatzlich ist dabei die Unterscheidung in konventionelle
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Chemotherapie, basierend auf zumeist alteren und unselektiveren Chemotherapeutika, und
moderne gezielte Therapien moglich. Die klinische Situation gestaltet sich zumeist so, dass ein
Riickgrat aus konventioneller Chemotherapie unverzichtbar ist und moderne gezielte Therapien
gewissen Patientengruppen zum zusatzlichen Vorteil gereichen. Auf weitere Behandlungsarten, wie

u.a. immuno- und hormontherapeutische Anséatze, sei nur am Rand dieser Arbeit verwiesen.
1.2.1. Konventionelle Chemotherapie

Zu den konventionellen Chemotherapeutika werden Substanzklassen gezahlt, welche
basierend auf einem relativ unselektiven Mechanismus Zellteilung und Zellwachstum inhibieren.
Dementsprechend besteht ihre Wirkung v.a. auf sich schnell teilende und wachsende Tumorzellen,
aber auch auf gesundes Gewebe mit hoher Teilungsrate (z.B. Epithelzellen der Schleimhé&ute). Tabelle

1 zeigt eine Auswahl an Substanzklassen inklusive derer Angriffspunkte und Substanzbeispielen.

Tabelle 1: Wirkmechanismus und Substanzvertreter verschiedener konventioneller Zytostatika (Auswahl)

Substanzgruppe Wirkmechanismus Substanzvertreter
Alkylierung und (Quer-)vernetzung von DNA-Strangen, Cyclophosphamid,
Alkylantien
Inhibition der DNA-Replikation Cisplatin, Carboplatin
nicht-kovalente Einlagerung in DNA, Inhibition der
Interkalantien o Epirubicin, Doxorubicin
DNA-Replikation
Mitose- Hemmung Aufbau der Mikrotubuli, Inhibition Mitose Vinorelbin, Vinblastin
inhibitoren Hemmung Abbau der Mikrotubuli, Inhibition Mitose Docetaxel, Paclitaxel
Topoisomerase- ) ) )
L Hemmung der Topoisomerasen 1 und 2 Irinotecan, Etoposid
inhibitoren
Hemmung Aufbau DNA-Basen, Aufbau fehlerhafter Pemetrexed, 5-Fluoro-
Antimetabolite
DNA-/RNA-Stange uracil, Gemcitabin

Aus verschiedenen Grinden (vgl. u.a. 1.6.1) werden niemals alle Tumorzellen durch
therapeutische Intervention erfasst, sondern es erfolgt eine anteilige Eradikation. Durch Kombination
verschiedener Substanzklassen zu komplexeren Therapieschemata und zyklische Wiederholung lasst
sich der Anteil der vernichteten Tumorzellen erhéhen. Es wird davon ausgegangen, dass pro
Therapiezyklus der Anteil, aber nicht die absolute Zahl, an untergehenden Tumorzellen konstant ist*.
Dartiber hinaus wird durch kombinierte Substanzklassen nicht nur der Anteil an untergehendem
Tumorgewebe gesteigert, sondern auch durch Streuung der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
(UAWSs) versucht, diese auf ein tolerables Mal} zu reduzieren. Die Resistenzbildung wird ebenfalls
verlangsamt. Interessanterweise scheinen Tumorarten insofern konsistent unterschiedlich, dass die
Etablierung von verschiedenen Therapielinien moglich ist. Die zyklische Applikation der Zytostatika
erfolgt meist intravends, da nur wenige konventionelle Chemotherapeutika als bioverfiigbare Oralia
zur Verfligung stehen. Neben der Tumoridentitdt bestimmen v.a. therapeutisches Ziel
(kurativ/palliativ bzw. adjuvant/neoadjuvant) und der physiologische Zustand des Patienten (u.a.
ECOG-Performance-Status®) tiber Art und Intensitt der therapeutischen MaRnahmen®. So steht z.B.

das Therapieschema FOLFIRINOX bei fortgeschrittenem Pankreaskarzinom trotz vergleichsweise
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guter Uberlebenswerte nur Patienten zur Verfiigung, die ausreichend physisch und psychisch stabil

sind.

Entsprechend der Profile ihrer UAWs erfolgt neben der Applikation der Chemotherapeutika
eine zusatzliche Medikation zur Reduktion der Arzneimittelnebenwirkungen auf ein tolerables MaR.
Zu den haufigsten Griinden flir ein Therapieversagen zahlt der Abbruch bzw. Dosisreduktion
aufgrund nicht tolerabler Toxizitat. Neben substanzspezifischeren UAWs (z.B. Kardiotoxizitat der
Anthracycline®®, Nephrotoxizitat der Platinanaloga® Cis- und Carboplatin) verfiigen die klassischen
Zytostatika Uber dhnliche Nebenwirkungen, welche in AusmaR und Relevanz stark differieren. So
resultieren, aufgrund der Wirkung auf schnell teilende Zellen des Blutbildungssystems, Leuko-,
Thrombo- und Erythrozytopenien bzw. im Endeffekt Immunschwéache, Gerinnungsstérungen und
Andmie. Die Verwendung von rekombinanten Wachstumsfaktoren wie Filgrastim (Neupogen®) und
Darbepoetin Alpha (Aranesp®) reduziert das AusmaR und die Dauer der benannten UAWs. Die
variierend ausgepragte emetogene Wirkung von Zytostatika lasst sich auf verschiedene Griinde
zurickfiihren. So fuhrt die Schadigung des GIT bzw. der Schleimhaute, neben Resorptionsstérungen
und Diarrhd, auch zu verzoégerter Ubelkeit. Akute Fille von Ubelkeit bei intravendser Applikation
beruhen auf Reizung des Brechzentrums durch Freisetzung von u.a. Serotonin und Substanz P. So
sind die Platinanaloga Cis- und Oxaliplatin besonders stark emetogen. Fir Cisplatin konnte belegt
werden, dass die frihe Phase des Erbrechens (3 - 16 h nach Applikation) durch Ausschittung der
Mediatoren Serotonin und Substanz P und die spate Phase des Erbrechens (24 -72h nach
Applikation) mehrheitlich durch Substanz P ausgeldst wird®. Durch Einsatz von NK1-Rezeptoranta-
gonisten wie Aprepitant, 5-HTs-Antagonisten wie Ondansetron und Substanzen wie Clemastin und
Dexamethason l3sst sich inzwischen meist eine hinreichende Kontrolle der Ubelkeit ermdglichen. Fiir
den stigmatisierenden Haarausfall durch Schadigung der Haarfolikel und die Appetitlosigkeit durch
Schadigung der Schleimhaute des GIT stehen leider nur symptomatische Therapieansdtze zur

Verfligung.
1.2.2. Moderne gezielte Therapien

Unter modernen gezielten Therapien werden alle Ansdtze zusammengefasst, welche
aufgrund ihres pharmakologischen Wirkmechanismus relativ selektiv Unterschiede von Tumorzellen
gegenliber normalen Koérperzellen nutzen. Die ersten kommerziell eingesetzten Praparate dieser
Therapierichtung wurden bereits Ende der 90er Jahre zugelassen und befinden sich bereits im
generischen Markt. Durch Identifikation neuer Targets und in Reaktion auf Resistenzphanomene
wachst der Markt immer noch stetig. Wie im Abschnitt 1.3 zu Konzepten ausfihrlicher dargestellt,
kommt es bei Ausbildung von Malignitat zu kompletter Umstrukturierung des zelluldren
Signalnetzwerks. Daraus resultieren u.a. Einbindung bzw. Verstarkung von Signalketten, welche in
gesunden Zellen von untergeordneter bzw. redundanter Bedeutung sind. Dariiber hinaus kommt es
zu Entfernung von Rickkopplungsmechanismen und auch von Back-Up-Strukturen mit ahnlicher
Funktion. Das maligne Signalnetzwerk wird aufgrund zuvor beschriebener Phdnomene wesentlich
abhangiger von spezifischen Signalwegen bzw. -molekiilen als das einer nicht entarteten Zelle,
welches von WEINSTEIN et al., im unter 1.3.1 beschriebenen Konzept der ,Oncogene Addiction”,

dargelegt wird. Infolgedessen ist, der Theorie nach, eine Inhibition selektiver Signalwege hinreichend
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effektiv fiir einen zytostatischen bzw. zytotoxischen Effekt. Verschiedene Beispiele belegen, dass die
Inhibition einer solchen Abhangigkeit durchaus moglich ist. Jedoch zeigt die Praxis auch, dass gezielte
Therapien v.a. im Bereich der monoklonalen Antikorper (MAKs) zusatzlich zu konventionellen
Zytostatika eingesetzt werden miuissen bzw. der Einsatz als Monotherapie auf spezielle
Therapieindikationen oder palliatives Therapiesetting limitiert ist. Konzeptionell lassen sich die
Wirkstoffe in zwei Kategorien untergliedern. Einerseits handelt es sich um Proteinwirkstoffe, welche
aufgrund von Antigen-Antikorperreaktion adullerst gezielt an Targetstrukturen binden. Der
gebundene MAK inhibiert Wechselwirkungen des Targets und somit dessen Wirkung in der
deregulierten Signalkette. Eine erleichterte Antwort des korpereigenen Immunsystems auf die
,markierte” Zielstruktur Gber Aktivierung des Komplementsystems und der zellgetragenen

27,28 Nachteilig ist, dass

Immunantwort steht ebenfalls in Diskussion um die Wirkqualitdt der MAKs
aufgrund der proteinogenen Struktur die Anwendung von MAKs auf Strukuren des ZellduBeren bzw.
auch auf frei zirkulierende Targets limitiert ist. Tabelle 2 zeigt eine Auswahl von MAKs, ihren

Zielstrukturen und den therapeutischen Einsatzfeldern.

Tabelle 2: MAKs im therapeutischen Einsatz bei Tumorindikation (Auswahl)

Verbindung Handelsname Zulassung Target Indikation
Mabthera®, Truxima®, 1998
Rituximab CD20 NHL, CLL
Rixathon® (Mabthera®)
Herceptin®, Herzuma®, 2000
Trastuzumab HER2 eBC, mBC, mGC
Kanjinti® (Herceptin®)
mCRC, mBC, mNSCLC, mRCC,
Bevacizumab Avastin® 2005 VEGF
a0C, mzC
Cetuximab Erbitux® 2004 EGFR mCRC, SCCHN
Ramucirumab Cyramza® 2014 VEGFR2 mCRC, aGC, mNSCLC
mM, mNSCLC, mRCC, CHL,
Nivolumab Opdivo® 2015 PD-1
SCCHN, mUC
Olaratumab Lartruvo® 2016 PDGFRa Weichteilsarkom

a(Indikation)-fortgeschrittene Erkrankung, e(Indikation)-friihe Erkrankung, m(Indikation)-metastasierende Erkrankung;
Indikationen entsprechend Abkirzungsverzeichnis

Demgegeniiber stehen kleine v.a. synthetische Molekile (small molecules), welche aufgrund
ihrer chemischen Eigenschaften deregulierte Signalnetzwerke im Zellinneren der entarteten Zelle
adressieren kénnen. Je nach gewéhlter Targetstrukur ist eine Selektivitit, aufgrund der Ahnlichkeit zu
weiteren zelluldren Strukturen, deutlich schwieriger zu erzielen. So adressieren small molecules bei
Tumorindikation haufig die ATP-Bindungstasche von RTKs, welche aufgrund des natirlichen
Bindungspartners ATP fiir diverse Kinasen relativ konservierte Proteinbereiche darstellen. Infolge-
dessen ist eine Off-Target-Inhibition fur nahezu alle Marktpraparate bekannt®, welches im Abschnitt
1.6.2 beleuchtet wird. Tabelle 3 zeigt eine Auswahl von im onkologischen Sektor eingesetzten
Wirkstoffen.
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Tabelle 3: small molecules im therapeutischen Einsatz bei Tumorindikation (Auswahl)

Verbindung Handelsname Zulassung Target Indikation
Erlotinib Tarceva® 2005 EGFR mNSCLC, mPC
Afatinib Giotrif® 2013 EGFR, HER2 mNSCLC
Lapatinib Tyverb® 2008 HER2, EGFR mBC

VEGFR1-3, PDGFRa/B,
Sunitinib Sutent® 2006 mRCC, GIST
c-Kit
VEGFR1-3, PDGFRa/B,
Axitinib Inlyta® 2012 . mRCC
c-kit

Regorafenib Stivarga® 2013 VEGFR1-3, PDGFR, c-kit mCRC, GIST, HCC

Alectinib Alcensa® 2017 ALK aNSCLC

a(Indikation)-fortgeschrittene  Erkrankung, m(Indikation)-metastasierende Erkrankung; Indikationen entsprechend
Abkirzungsverzeichnis

An der Auswahl der MAKs und small molecules ist zu sehen, dass u.a. deregulierte RTKs bzw.
deren nachgeschaltete Signalnetzwerke im Fokus stehen. Aufgrund der Beteiligung an Wachstums-
bzw. Uberlebensprozessen und den vielfiltigen Méglichkeiten an Entartungen (u.a. Genamplifikation,
Proteinliberexpression, Mutation mit Verdnderung der Rezeptorfunktionalitdt, Etablierung von
autokrinen Schleifen) sind RTKs geeignete Zielstrukturen fir die therapeutische Intervention®.
Weitere Targetgruppen, v.a. im Bereich der MAKs, sind Oberflachenrezeptoren, welche
ausschlieBlich oder im verstarkten Mal® von Tumorzellen exprimiert werden. So sind z.B. CD20 und
CD22 haufig adressierte Zelloberflachenproteine bei verschiedenen Leukdmieformen, die nach
erfolgter Antikorper-Target-Bindung der Immunantwort zugefiihrt werden. Ein weiterer Ansatz ist die
therapeutische Blockade von PD-1 bzw. PD-L1, welche verschiedene Tumoren zur Immunoevasion

gegeniiber dem korpereigenen Immunsystem befahigen®'.

Entsprechend ihrer UAWSs sind gezielte Therapien weitaus diverser als die klassischer
Zytostatika. Haufig stehen dabei relevante Nebenwirkungen im engen Kontext zum inhibierten
Target. So werden sowohl fiir die niedermolekularen EGFR-Inhibitoren Gefitinib und Erlotinib, als
auch fiir den MAK Cetuximab dermale Nebenwirkungen, z.T. des Grades 3 und 4, beschrieben.
Ursachlich ist wahrscheinlich die hohe Expression von EGF-Rezeptoren in verschiedenen
Hautzelltypen z.B. im Bereich der Keratinozytenreifung. Infolge der Inhibition resultieren
Hautausschlage und entziindliche Prozesse der Haarfolikel*>. Interessanterweise zeigen Studien eine
Korrelation zwischen Hautausschlag und therapeutischen Ansprechen und/oder Uberleben®. Der
duale Inhibitor von EGFR und HER2 Lapatinib ist ebenfalls v.a. durch dermale UAW gekennzeichnet,
wohingegen die ausschlieBliche Inhibition von HER2 durch z.B. Trastuzumab oder Pertuzumab mit
relevanter Toxizitat fir das Myokard assoziiert ist. Daher ist besonders die Kombination mit den
ebenfalls kardiotoxischen Anthracyclinen kritisch. HER2 scheint an der Aufrechterhaltung und
Funktionalitdt der Myokardzellen beteiligt zu sein, so dass durch Inhibition eine Schwachung der
Herzleistung resultiert®®. Antiangiogene Therapien, also die Inhibition von VEGF durch Bevacizumab,
aber auch die Inhibition von VEGFR durch Verbindungen wie Sunitinib und Regorafenib flihren zu

spezifischen Nebenwirkungen wie erhohter Blutungsneigung, vermehrten thrombotischen
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Ereignissen und erhdhtem Blutdruck. Aufgrund der Inhibition der VEGF/VEGFR-Signalkaskade
verlieren Endothelzellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und es kommt zu verringerter
Einlagerung von Matrixproteinen in Gefallen. Infolgedessen resultiert bei traumatischer Einwirkung
erhohte Blutungsneigung bzw. durch Freilegung des subendothelialen Gewebes eine verstarkte
Thromboseneigung®. Die neueren Inhibitoren von PD-1 und PD-L1 (Checkpoint-Inhibitoren) werden
durch autoimmune UAWSs geeint. So kdnnen entzlindliche Reaktionen in vielen Geweben beobachtet
werden, die i.d.R. geringgradig sind. Selten kommt es zu starken bzw. fatalen Immunreaktionen,
welchen durch eine immunsuppressive Medikation entgegengewirkt wird, die aber

bemerkenswerterweise keinen Einfluss auf die Tumortherapie hat®>.

Bei Bewertung des Nebenwirkungsprofils von gezielten Therapien ist anzufiigen, dass das
Ausmald der UAWs i.d.R. geringer ist als bei konventioneller Chemotherapie. Weiterhin steht der
Effekt meist in engem Zusammenhang zur Inhibition des Targets in einem anderen Gewebe. Es ist
also fraglich, ob eine Isolation von Wirkung und UAW moglich ist, eine symptomatische Behandlung
die einzige Alternative ist oder sogar die Nutzung als Surrogatparameter anzustreben ist. Momentan
ist das Management der UAWSs aufgrund geringerer Erfahrungen schlechter als bei den

konventionellen Zytostatika.
1.3. Konzepte

Bei der Betrachtung warum moderne gezielte Therapien, trotz multifaktorieller Entwicklung
und etablierten Uberlebensmechanismen von Tumorzellen, in der Lage sind, selektive
Wachstumsinhibition bzw. teils Tumorzellapoptose zu erzeugen, ist das von WEINSTEIN et al.
begriindete Konzept der ,,Oncogene Addiction” duBerst hilfreich. Bezieht man die fiir die vorliegende
Arbeit als relevant betrachteten RTKs auf dieses Konzept bzw. betrachtet deren Rolle in der
Tumorigenese, so zeigen sich die RTKs als Target der onkologischen Therapie mit mdglichen
Ansatzpunkten fir zukilnftige Therapien. Die von HANAHAN und WEINBERG et al. beschriebenen
Kennzeichen von Tumoren dienen dabei als Referenzpunkte fiir relevante Prozesse der

Tumorentstehung. Beide Theorien werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.
1.3.1. ,0ncogene Addiction*

Tumoren entwickeln sich (ber jahrelange Multiphasenprozesse, in welchen eine
Tumorspezies verschiedene genetische Veranderungen erfdhrt. Diese betreffen ein weites Feld an
wachstums- und Uberlebensregulierenden Signal- bzw. Regulationswegen auf genetischer und
epigenetischer Ebene. Eine Entkopplung von der natirlichen Einbindung in Kontrollmechanismen ist
die Folge®®. Nichtsdestotrotz kann sowohl préklinisch als auch klinisch durch Zuriickfiihren von einem
entscheidenden Signalweg eine Inhibition des Tumorwachstums und teilweise verbesserte
Uberlebensraten von Patienten erreicht werden®’. WEINSTEIN und JOE umschreiben die Notwendigkeit
fir die Aufrechterhaltung eines malignen Phanotyps durch einzelne Signalwege als , Oncogene
Addiction”. Dabei wird der Tumor weniger als Summe seiner Mutationen betrachtet, sondern als
verandertes Signalnetzwerk von Zellwachstums- und Uberlebensregulation. Dadurch erhalten
Regulatorproteine andere Aufgaben in der Tumorbiologie als in einer normalen Zelle. Durch die

Umstrukturierung wird die Tumorzelle wesentlich abhangiger von der Funktionalitat bestimmter

9
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Signalwege, da vergleichbare Ausgleichskaskaden fehlen bzw. zugehdrige negative Riickkopplungs-

38,39

mechanismen ohne Onkogenaktivitat Gberschiellen™ . Beispielhaft seien an dieser Stelle Studien

zum Vorteil in response rate (RR), progression-free survival (PFS) und overall survival (OS) durch

HER2-Inhibition bei Brusttumoren genannt*®*

. Dabei zeigt Trastuzumab plus Standardtherapie
relevante Uberlebensvorteile gegeniiber der Standardtherapie sowohl in adjuvanter Behandlung als
auch bei metastasierendem Tumor. Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch niedermolekulare
Arzneistoffe erreicht. Imatinib als Inhibitor des BCR-ABL-Fusionsproteins bei CML erzielte ebenfalls
Vorteile in Lebensqualitit und Uberleben gegeniiber der Kombinationstherapie Cytarabin mit
Interferon®’. Die Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors Erlotinib und Gefitinib
konnten u.a. fir Formen von NSCLC Uberlebensvorteile bewirken, sowohl als First-Line-

4 3ls auch im vorbehandelten Lungentumor als Second-

Therapeutikum gegen Standardtherapie
bzw. Third-Line-Therapie®. Hervorzuheben ist, dass sich die Therapievorteile immer auf
Subpopulationen mit positivem EGFR-Mutationsstatus oder Genamplifikation zurtickfihren lassen.
Hingegen zeigen Metadaten auch deutlich keinen Vorteil bei ungeklartem Mutationsstatus in
NSCLC®. Diese Beobachtung lasst sich auf zuvor genannte Beispiele iibertragen. Die Auspragung des
Oncogen-Addiction-Status findet in unterschiedlicher Pragnanz statt, so dass bei NSCLC z.B.
Einzelmutation im EGF-Rezeptor zu hochabhangigen Tumorzellen fiihren, verglichen mit ,simpler”
Rezeptoriberexpression. Der Sachverhalt lasst sich damit untermauern, dass die Therapie mit EGFR-
Inhibitoren wie Gefitinib und Erlotinib relativ schnell zu resistenten Mutanten (u.a. T790M) des

Rezeptors fiihrt*’. Die hohe Abhingigkeit erzeugt einen starken Selektionsdruck unter Therapie.

Mit Bevacizumab und Sunitinib stehen sowohl ein hochmolekularer Antikorper als auch ein
small molecule zur Inhibition der Wirkung des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF)
zur Verflgung. Flr Bevacizumab konnte fiir verschiedene Krebsarten (u.a. Brust-, Darm-) ein

.49 Dartber hinaus konnte

Uberlebensvorteil als Add-On zur Standardtherapie festgestellt werden
es auch als Monotherapie gegeniiber Placebo bei mRCC therapeutischen Wert beweisen®. Sunitinib
wurde ebenfalls durch Uberlebensvorteile bei mRCC zugelassenSI, konnte aber als Add-On zur
Standardtherapie bei Brustkrebs weder First-Line>> noch im vorbehandelten Status tiberzeugen’.
Anzufiigen ist, dass die Studien keinesfalls vergleichbar sind und zusatzlich auch keine head-to-head-
Studien existieren. Da Sunitinib zusatzlich andere Kinasen als VEGFR potent hemmt, kann dessen

Wirkung auch nicht eindeutig auf diese Inhibition zurlckgefiihrt werden.

Die genannten Arzneistoffe erzielen innerhalb der jeweiligen Indikationen beachtliche
Erfolge, welche sich aber oftmals auf spezielle Populationen beziehen. Diese werden durch speziellen
Mutationsstatus oder Uberproportionale Beteiligung eines Onkogens am Tumorgeschehen
gekennzeichnet, so dass fiir Therapieerfolg eine Targetidentifikation vorausgesetzt ist. Problematisch
dabei ist, dass nicht nur der Mutationsstatus eines Onkogens relevant ist, sondern auch die
Interaktion im abnormen Wachstums- und Regulationsnetzwerk des Tumors. Die vollstandige
Erfassung dessen ist momentan weder ausgereift noch kostenglinstig genug, um als Standard in
therapeutische MaRnahmen etabliert zu werden und empirische Ansatze sind die Regel. Weiterhin
weist die Theorie auch sichtbare Probleme auf, welche gegen ausschlieBliche Verfolgung eines

Onkogens sprechen> (vgl. Abb. 2)*°.
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HETEROGENEITY
WITHIN AN ONCOGENE
ADDICTED TUMOR

@ Addicted to oncogene X
© Non-addicted “persisters”

TARGETED
THERAPEUTIC

SLOW GROWING
TUMOR DRUG-TOLERANT
SHRINKAGE “PERSISTERS”

TUMOR REGROWTH AND REGENERATION OF TUMOR HETEROGENEITY

@ Addicted to oncogenes X+Y @ Addicted to oncogene X @ Addicted to oncogene “Y”
© Non-addicted “persisters” © Non-addicted “persisters” © Non-addicted “persisters”

“CO-ADDICTION” “REVERSIBLE RESISTANCE” “ADDICTION SWITCHING”

Abb. 2: Darstellung von potenziellen Problemen einer onkogenselektiven Therapie55

Vor allem die Diversitat des Tumors in sich und genomische Instabilitat filhren dazu, dass
nach Erfolg der therapeutischen Intervention potenziell onkogenunabhdngige Tumorzellen
zurickbleiben. Ein Rezidiv mit erneuter Abhdngigkeit von Onkogen X unter evtl. epigenetischer
Abwandlung lasst sich prinzipiell durch erneute Hemmung des Onkogens X zurilickfihren. Der
Abhangigkeitswechsel zu Onkogen Y oder aber zu Onkogen X + Y verlangt veranderte bzw. erweiterte
Inhibition. Die Beteiligung von Tumorstammzellen und des tumorumgebenden Stromas

verkompliziert die Betrachtungsweise zusatzlich®®, wie in nachfolgenden Abschnitt dargestellt.
1.3.2. ,Hallmarks of Cancer*

Fir die Tumortherapie ist ein Verstdandnis der Komplexitat einer neoplastischen Erkrankung
essentiell. Die Verdnderungen einer gesunden Zelle zu einer Malignen verlaufen vielschrittig, da
innerhalb und aulerhalb der Zelle zahlreiche Kontroll- und Suppressionsmechanismen iberwunden
werden missen, welche die normale Zellhomoostase garantieren. HANAHAN und WEINBERG et al.
beschreiben verschiedene Fahigkeiten die Zellen erlangen kdnnen, um den natirlichen
Regulationsmechanismen zu entkommen und in bosartiges, invasives und unreguliertes Wachstum
tiberzugehen (vgl. Abb. 3)*’.

Vorhandensein und Auspragung der Kennzeichen sind tumorspezifisch und kénnen sogar
innerhalb des Tumors variieren. Trotz zuvor erwahnter Erfolge von selektiven Therapien, welche eine
Abhangigkeit von Tumoren von spezifischen Onkogenen nahelegen, zeigen v.a. Therapieversagen

und Resistenzbildung, dass die Tumorbiologie weitaus komplexer ist. RTKs sind an vielen Wachstums-
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1.3.2 ,Hallmarks of Cancer”

und Regulationsprozessen, aber auch Resistenzbildung beteiligt. Bei Adressierung einer Auswahl an
Kinasen ist mehr Erfolg sowohl in Breite der Anwendbarkeit als auch in Dauer vor Resistenzbildung
diskutabel’®>°. Nachgehend sollen einige fiir die Arbeit relevante RTKs mit den entsprechenden
veranderten Kennzeichen von Tumorzellen assoziiert werden. Die Darstellung verzichtet, aufgrund

der Komplexitat, auf Vollstédndigkeit und dient der Evaluierung der Targetstrukturen.

Sustaining proliferative
signaling

[RESale] Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Abb. 3: 6 Kennzeichen von Krebs nach HANAHAN und WEINBERG et al. (Hallmarks of Cancer 2000)

Die konstante Aktivitat proliferativer Signale ist ein Kennzeichen in der Tumorigenese.
Fehlende Regulation von Wachstumssignalen, Zellteilungszyklus und Homoostase der Zellzahl
entstehen durch chronische aktive Proliferationssignale. Entsprechende Signalkaskaden werden in
allen Tumorphasen u.a. Giber Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren vermittelt® (vgl. 1.4). Die
permanente Aktivitdt von Signalwegen wie z.B. EGF/EGFR und IGF/IGFR ist férdernd fir klonale
Vermehrung von mutationstragenden Zellen und somit fiir die Entwicklung von pramalignen
Lasionen zu einem Tumor. Etablierung von autokrinen Schleifen durch die Tumorzelle® und erhéhte
Expression von Rezeptoren und damit Hypersensibilitdt fir Wachstumssignale (z.B. HER2 bei
Brustkrebsformen®, EGFR in NSCLC® und Kopf-Hals-Tumoren®) sind nur zwei der vielen moglichen
Ursachen. Weiterhin sind strukturelle Verdnderungen innerhalb der Rezeptoren ursachlich fir
ligandenunabhangige oder aber erhohte Signalaktivitat innerhalb des Rezeptornetzwerks. Auch im
Bereich des Downstream-Signalnetzwerks kann es zu aktivierenden Veranderungen wie erhdhter
bzw. konstitutiver Aktivitdit kommen, z.B. durch Verlust von negativen Riickkopplungsmechanismen.
Beispielhaft waren der Verlust der GTPase-Aktivitdt des Ras-Proteins oder der Verlust der PTEN-
Phosphatase-Aktivitdt zu nennen. AbschlieBend ist anzufligen, dass auch das tumorumgebende
Stroma fiir erhéhte Produktion von Wachstumssignalen, u.a. EGF und IGF, verantwortlich sein kann

bzw. wechselseitig durch die Tumorzelle dazu beeinflusst wird®.

Jede gesunde Zelle ist im Sinne einer Zellhomoostase dazu befdhigt, im programmierten
Zelltod (Apoptose) unterzugehen (vgl. Abb. 4). Dieses kann durch intrinsische oder extrinsische
Regulatoren (z.B. Fas und FasR (bzw. CD95L und CD95/FADD)) eingeleitet werden. Dem endgtiltigen
Ablauf geht eine Integration von proapoptotischen (u.a. Bax und Bak) und antiapoptotischen (z.B.

Bcl-2 und Bcl-x) Signalen voraus. Tumorzellen kennzeichnen sich haufig durch Verschiebung zu
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1 Einleitung

antiapoptotischen Signalen, welches in Vermeidung des Zelltods resultiert®™. Mogliche Ursachen sind
der Verlust des ,,DNA-Schadenssensors” p53 als Ausgangspunkt der Apoptose, erhdhte Expression
von Bcl-2 und verminderte Expression von Bax>’ sowie auch deregulierte Wachstumsfaktorsignale
(z.B. IGF/IGFR und EGF/EGFR). IGFR wirkt u.a. Gber nachgeschaltete Signalkaskaden antiapoptotisch,
indem es das Protein Bim inhibiert, welches einen Mediator zwischen dem Schadenssensor p53 und
dem proapoptotischen Proteinen Bax und Bak darstellt®. Des Weiteren fiihrt die Aktivierung der RTK
IGFR dazu, dass es zu vermehrter Expression von MDM2 kommt, welches zu verstarkter
Ubiquitinierung und damit zum Abbau von p53 fiihrt. Dadurch werden weniger proapoptotische
Faktoren wie Bax, Noxa und Puma ausgebildet®’. Die Signalkaskade EGF/EGFR fiihrt zu Blockade von
Caspase 8 und somit zur Reduktion der extrinsisch gesteuerten Apoptose. Uber verstérkte Expression
von Bcl-2 bzw. Bcl-x, fiihrt die Aktivitit von EGFR zu weiteren antiapoptotischen Signalen®. In
Konkurrenz zum Apoptoseprozess stehen sowohl Autophagie- als auch Nekroseprozesse. Beide

Prozesse kdnnen unter Umstdnden positiv auf ein Tumorwachstum bzw. -liberleben wirken.

........................

Eod)

Cytochrome ¢

Caspase 9 and 3 activation =——————>

Abb. 4: Ubersicht Giber extrinsische und intrinsische Regulation der Apoptose
(modifiziert durch Einfluss deregulierter Wachstumsfaktoren)69

Das kontinuierliche Wachstum einer Tumorpopulation verlangt die Versorgung mit
Nahrstoffen und Sauerstoff. Infolgedessen ist Angiogenese ein weiteres Kennzeichen der
Tumorigenese. Die sprossende Angiogenese wird beim gesunden Erwachsenen nur transient flr
wenige Prozesse (u.a. Wundheilung) aktiviert. Hingegen scheint diese bei soliden Tumor-
erkrankungen schon ab dem friihesten Stadium pramaligner mikroskopischer Lasionen verstarkt
stattzufinden®. Je nach Tumor bzw. Lokalisierung schlieBen sich mehr oder weniger starke
Neovaskularisierungen an, worauf zumindest partiell die Effektivitat antiangiogener Tumortherapie

beruht. Unabhéngig davon zeigen sich TumorgefaRe, im Vergleich zu Normalen, vergroRert, starker
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1.3.2 ,Hallmarks of Cancer”

verzweigt, mit inhomogenem Blutfluss” und undichtem bzw. verandertem Endothel”

, welches
essentieller Bestandteil der spateren Ausbreitung des Tumors ist. Ahnlich der Apoptose kann bei der
Angiogenese von einem Gleichgewicht von fordernden (z.B. VEGF, FGF) und inhibierenden Faktoren
(u.a. TSP-1) ausgegangen werden’?. Das erhéhte Vorkommen von z.B VEGF und FGF bzw. ihren RTKs
kann durch Onkogene wie Ras”® oder Myc, Hypoxie’® innerhalb des Tumorgewebes sowie durch
peritumorale Entziindungsprozesse hervorgerufen werden. U.a. Makrophagen und Thromobozyten

75,76 und

werden durch proinflammatorische Zytokine, welche der Tumor ausschiittet, angezogen
setzen dort Wachstumsfaktoren wie VEGF und TGFp frei”’. Augmentierend fiir die Angiogenese wirkt
die Aktivitat der RTKs IGFR’® und EGFR’. Die Aktivitat von PDGF bzw. PDGFR fordert zwar ebenfalls

die Angiogenese, aber bewirkt Etablierung von stabileren GefaRen mit dichterem Epithel.

Ein weiteres Kennzeichen eines malignen Tumors besteht in invasivem Wachstum und
Metastasierung. Hierbei wird von einer Mehrschrittentwicklung ausgegangen, beginnend mit lokaler
Gewebsinvasion, Eindringen in nahegelegene Blut- und LymphgefiRe, Wanderung in Gefal3en,
Extravasation aus Gefden in entfernten Organen, Ausbildung von Mikrometastasen und
abschlieBender Entstehung von makroskopischen Tumoren®’. Obwohl ein GroRteil der
regulatorischen Abldufe noch unzureichend aufgeklart ist, sind doch mit Snail, Slug, Twist und Zeb
Transkriptionsfaktoren bekannt, welche wahrenddessen von entscheidender Bedeutung sind (vgl.
Abb. 5).

/ SNAIL 1/2
T

ZEB1/2
e TWIST

WA

Abb. 5: Wachstumsfaktoren und deren nachgeschaltete Signalkaskaden

als Einflussfaktoren auf den epithelialen-mesenchymalen Transfer (EMT)SO
Diese bewirken neben dem Verlust von Zell-zu-Zell-Adh&sionsmolekiilen (z.B. E-Cadherin) eine
morphologische Verdanderung von epithelialen Tumorzellen, welche als EMT (epithelial-mesenchymal
transition) bekannt ist®. Sowohl die Signalkaskaden um PDGF/PDGFR® ® als auch um EGF/EGFR*
und IGF/IGFR® sind an Ausbildung und Unterhalt der morphologischen Verinderung beteiligt. Die
Wachstumsfaktorsignalkaskaden vermitteln, sowohl Giber den Ras/Raf/MEK/ERK-Weg als auch Gber
den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Weg, die Realisierung der mit EMT assoziierten
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Transkriptionsfaktoren und tragen damit maRgeblich zu Invasivitdt und Metastasierung bei. Fir die
Tumorzelle resultiert eine spindelférmige Morphologie, Exprimierung matrixabbauender Enzyme®®,
erhdhte Beweglichkeit®” und verstirkte Resistenz gegen Apoptose. Der Prozess kann sowohl durch
Signale anderer Tumorzellen als auch durch das umgebende Stroma realisiert werden. Weiterhin
scheint die Aktivitat von matrixauflésenden Enzymen (u.a. MMP-2, uPar) von Bedeutung, deren
Expression ebenfalls durch Signalaktivitit von IGF/IGFR unterstutzt wird’®. Auch wahrend der
Etablierung der Metastasen in entfernten Organen (Kolonisierung) scheint die Aktivierung von

88, 89, 90

Uberlebenssignalen der IGF/IGFR-Signalkaskade von Bedeutung . Es sei erwdhnt, dass bei
Etablierung von fernen Metastasen eine Riickkehr zum epithelialen Morphologietyp stattfindet, da

flr fortwahrendes Wachstum zuvor erhaltene Fahigkeiten eher nachteilhaft waren.

Der Vollstandigkeit halber sollen die nicht erlauterten, von HANAHAN und WEINBERG et al.
propagierten, Kennzeichen einer Tumorzelle erwahnt werden. Dazu zahlen: Umgehung von
Wachstumsinhibitoren, Erlangung replikativer Unsterblichkeit, Umstellung des Energiemetabolismus
und Limitierung der Immunantwort. Zusatzlich werden neben den Kennzeichen vereinfachende
Faktoren genannt. Dazu zdhlen genomische Instabilitat, die veranderte Zellen mit Progressions-
vorteilen ausstattet, und tumorunterstiitzende Entziindungsprozesse. Die Entziindung, welche
prinzipiell eine Immunantwort auf neoplastische Lasionen darstellt, kann fiir verbesserte Versorgung
der Tumormikroumgebung mit Wachstums-, Uberlebens- und Angiogenesefaktoren (EGF, VEGF, IGF
und FGF) sorgen und erleichtert damit die Tumorigenese, wahrend der Tumor der Immunantwort

ausweicht.

Wie in vorangegangenem Abschnitt erldutert, sind deregulierte RTKs divers an der Bildung
von Tumoren und deren Malignitat beteiligt. Flir ausgewahlte RTKs werden Evidenzen fiir tumor-
abhangige Nutzbarkeit im Anhang beschrieben. Der momentane klinische Kenntnisstand wird in
nachfolgenden Abschnitten dargestellt. Die Validitat der Targets ist unbestritten, trotzdem existieren
Probleme wie Resistenz und fehlendes Ansprechen weiterhin. ,,Oncogene Addiction” beschreibt, wie
Inhibition spezifischer therapeutischer Targets in der Lage ist, trotz zahlreicher genetischer
Veranderungen eines Tumors Regression und Apoptose zu bewirken. Eine entsprechende
Abhangigkeit ist momentan aber nicht fiir jeden Tumor identifizierbar und falls vorhanden, erzeugt
sie bei therapeutischer Intervention Resistenzen durch Targetmodifikation, Aktivierung alternativer
Ausgleichsmoglichkeiten oder ist nicht alleiniger Mediator der Abhdngigkeit. Findet die Inhibition
verschiedener RTKs statt, so ist Interaktion mit verschiedenen tumorrelevanten Prozessen, sowohl in
der Tumorzelle als auch im umgebenden Stroma, denkbar”™. Resistenzphianomene wie
Targetmodifikation, Onkogen-Switch und Resistenz durch Koabhangigkeit von verschiedenen

d®*%. Eine breitere Anwendbarkeit bei

Signalkaskaden werden dadurch weniger limitieren
gleichzeitig verlangerter Tumorkontrolle kénnte als moéglicher therapeutischer Ansatz resultieren. Da
nach heutigem Erkenntnisstand die meisten zugelassenen gezielten Therapien auf small molecules-
Ebene mehrere Kinasen inhibieren und der Vergleich zum Nebenwirkungsspektrum der
konventionellen Zytostatika besteht, ist die Sorge beziglich nicht tolerierbarer UAWSs vermutlich

unbegriindet.
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1.4 Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)

1.4. Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)

RTKs sind hochaffine Transmembranproteine, welche zur Bindung von diversen Peptid-
mediatoren (u.a. Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone) befahigt sind. Die Bindung
spezifischer Mediatoren an die extrazellulare N-terminale Region der RTK fiihrt i.d.R. zur Aktivierung
dieser. Infolgedessen kommt es zu Konformationsdnderung der RTKs mit nachfolgender
Dimerisierung bzw. Stabilisierung von Dimeren. Dabei ist sowohl Bildung von Homo- als auch
Heterodimeren maglich (vgl. Abb. 6*%). So fiihrt EGF als bifunktionaler Bindungspartner dazu, dass die
extrazelluldaren Kinasedomanen | und Ill von EGFR durch Konformationsdanderung sich einander
nahern und Kinasedomane I, inklusive des zuvor verborgenen Dimerisierungsarms, freigelegt wird.
Unter Bindung und Spaltung von ATP in der zugehdrigen Bindungstasche kommt es zu Trans-
phosphorylierung von Tyrosinresten des jeweiligen Dimerisierungspartners. Dazu interagiert der N-
terminale Teil der Receiverkinase mit dem C-terminalen der Aktivatorkinase. Durch Bildung helikaler
Dimere und allosterische Aktivierung der Aktivatorkinase durch die juxtamembranare
Aktivierungsschleife der Receiverkinase erhéht sich die Kinaseaktivitat 10-fach respektive 70-fach®.
Durch Autophosphorylierung des aktivierten Rezeptordimers werden Bindungsstellen fir
Signaltransduktionsproteine freigelegt, welche ihrerseits durch Bindung und Phosphorylierung zur
Weiterleitung von Signalkaskaden befahigt werden. Je nach Dauer und Intensitat der
Phosphorylierung und durch komplexes Zusammenspiel von sowohl verschiedenen RTKs als auch
verschiedenen Downstream-Signalkaskaden parallel bzw. miteinander, ergibt sich eine Vielzahl von
effektiven Signalen. Nach Weiterleitung des Rezeptorsignals erfolgt i.d.R. Inaktivierung des Rezeptors

durch Endozytose.

Abb. 6: Schematische Darstellung liganden-induzierter (A) 130°
Konformationsanderung RTK mit Transphosphorylierung am Beispiel

von EGF/EGFR™ ’@ f@» o

1.4.1. Der EGF-Rezeptor/ErbB-Familie

1.4.1.1. Allgemein (B) l——\
X . X O ° Dimerization
Die Familie der epidermalen arms
Wachstumsfaktorrezeptoren (ErbB-Familie) besteht aus Activator/ Receiver/
donor acceptor
vier verschiedenen Rezeptorproteinen (vgl. Abb. 7 links). EC domain EC domain

Im Weiteren bestehen die vier Proteine aus glykosilierten

extrazelluldren Domédnen,  einem hydrophoben | pjasma membrane %,_Tnnsrmmbrane
helices

transmembrandren Segment und einem intrazelluldarem

Rest, welcher in juxtamembranére, Proteinkinase- und C-
JM-B/IJMAD latch

terminale-Domaéane unterteilbar ist. Fir die ErbB-Familie Activator JM-B/

JMAD segment
sind elf Liganden bekannt, wobei sieben davon an ErbB4, Receiver ® ® Activator
. . . kinase @) (® kinase
keiner an ErbB2, zwei an ErbB3 und sieben an EGFR ® ®
binden, darunter die am besten untersuchten Liganden @@ Tyrosyl '
EGF und TGFa. Weiterhin anzumerken ist, dass ® ERcSphanyiation skes
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ErbB2/HER2 trotz fehlender Ligandenbindung haufigster Partner fiir Rezeptorheterodimerisierung ist.
Die zuvor beschriebene Signaltransduktion erfolgt nach Homo- bzw. Heterodimerisierung durch
Steigerung der Kinaseaktivitdt. Dabei fuhrt (vgl. Abb. 6) die Bindung des bifunktionalen
Wachstumsfaktors (z.B. EGF) zur Verbriickung der extrazelluldren Proteindomanen | und Il
Infolgedessen wird der, zuvor in Domane |V versenkte, Dimerisierungsarm freigelegt und kann mit
einem ebenfalls ligandengebundenen Rezeptor dimerisieren. ErbB2 existiert bereits trotz fehlender
Ligandenbindung in gedffneter, zu Dimerisierung fahiger, Position. ErbB3 besitzt eine beeintrachtigte
Proteinkinasedomane, welche ca. ein Tausendstel der Aktivitit von EGFR besitzt, aber nach
Heterodimerisierung trotzdem zu robuster Signaltransduktion fahig ist. Downstream-
Signaltransduktionskaskaden von EGFR sind u.a. der Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Weg und der
Ras/Raf/MEK/ERK1/2-Weg (vgl. Abb. 7 rechts).
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Abb. 7: Darstellung Wachstumsfaktoren und zugehdrige RTKs der ErbB-Familie (Iinks)94, Darstellung des Downstream-
Signalnetzwerks von EGFR mit vermittelten Zellwirkungen adaptiert nach ArbiTo et al. (rechts)”

Die Adaptorproteine SHC und GRB2 binden an zahlreiche Phosphotyrosinreste von EGFR und
fiihren unter Mithilfe von SOS als Nucleotidaustauschfaktor dazu, dass Ras mit gebundenen GTP zur
Signalweiterleitung an Raf beféhigt ist. Nach Signalfortleitung Uber MEK/ERK1/2 kommt es zur
Realisierung diverser Transkriptionsfaktoren (u.a. c-Myc, ELK1, NFkB), welche Zellproliferation
und -migration bedingen. Ebenso wird PI3K durch Autophosphorylierung von EGFR gebunden und
katalysiert die Umsetzung zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat, welches wiederum (ber
Aktivierung von PDK1 und mTORC2 zu Phosphorylierung des Proteins Akt fihrt. Akt wiederum wirkt
Uber Hemmung von Bad und Aktivierung von Bim antiapoptotisch, durch Hemmung von FoxO bzw.
p27 zellproliferativ, Gber Aktivierung von MDM2 bzw. Inhibition von p53 antiapoptotisch und
inhibiert Gber XIAP die Caspasen als Effektoren der Apoptose. Zusatzlich wirkt Akt Uber diverse
Regulatormolekiile aktivierend auf mTOR, welches wiederum die Proteinsynthese férdert und tber

Transkriptionsfaktoren (u.a. c-Myc, SREBP, HIF1a) Zellproliferation und -migration weiter vorantreibt.
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1.4.1.2 Stand der Forschung

Weitere Ausfiihrungen beschreibt ArRDITO et al.*®

. Abseits dieser allgemeinen Betrachtungen lasst sich
die therapeutische Anwendbarkeit einer EGFR-inhibitorischen Therapie fiir verschiedene Tumorarten
belegen. Eine Auswahl entsprechender Nachweise findet sich aus Kapazitatsgriinden im Anhang C - E

dieser Arbeit.

1.4.1.2. Stand der Forschung

EGFR-Inhibition durch RTKIs wie Erlotinib, Gefitinib und Afatinib ist inzwischen
therapeutischer Standard nach Leitlinientherapie bei NSCLC. Klinische Studien belegen, dass der
therapeutische Benefit der RTKIs im Zusammenhang zu aktivierenden Mutationen des EGF-Rezeptors
steht. So kann Erlotinib, bezogen auf eine Population mit EGFR-positivem Mutationsstatus, den PFS
von 5,2 auf 9,7 Monate verbessern im Vergleich zu Standardtherapie mit Cisplatin/Carboplatin in
Kombination mit Docetaxel oder Gemcitabin®®. Gefitinib zeigt im Vergleich zu Cisplatin in
Kombination mit Docetaxel oder Gemcitabin ebenfalls Verbesserung des PFS von 6,3 auf 9,2
Monate”. Interessanterweise konnten initiale Zulassungsstudien ohne Evaluierung des EGFR-
Mutationsstatus keine Uberlebensvorteile beider Wirkstoffe gegeniiber best-supportive-care nach-
weisen. Spatere Subgruppenanalysen flhrten zur Entdeckung der therapeutisch profitierenden

Population®® *°

. Infolgedessen kénnen fiir ,aktivierende” Mutationen deutlich erhéhte RR fiir EGFR-
spezifische RTKIs nachgewiesen werden. 90 % aller Responder besitzen entsprechende Mutationen
des EGFR-Gens'®. Hingegen geben EGFR-Uberexpression und Genamplifikation kein schlissiges Bild
zur Therapieantwort auf RTKIs. Trotz erweiterten Verstandnisses zu EGFR-selektiven Therapien bei
NSCLC wird die therapeutische Effizienz durch verschiedene Faktoren limitiert. Ca. 50 % aller
erworbenen Resistenzen resultieren nach 9 - 12 Monaten Therapie aus sekunddren Punktmutationen
(u.a. T790M) der ATP-Bindungstasche der RTK. Durch die , Gatekeeper-Mutation” verandert sich das
Affinitatsverhaltnis vom Inhibitor zur RTK und das natirliche Substrat ATP wird bevorzugt. Die
genannte Mutation kann in geringer Pravalenz, 0,4 - 3,6 % je nach Detektionsmethode, auch primar
nachgewiesen werden'®. RTKIs der zweiten/dritten Generation beziehen sich auf diesen
Resistenzmechanismus und Uberwinden durch kovalente Bindung in der ATP-Bindungstasche die
Gatekeeper-Mutation. Da sowohl primar als auch sekundar EGFR-T790M-Mutanten nachweisbar
sind, muss die First-Line-Verwendung der irreversiblen EGFR-Inhibitoren gegeniiber den
kompetitiven Inhibitoren (Gefitinib, Erlotinib) erwogen werden. Gegenliber Cisplatin/Gemcitabin
verlangert Afatinib den PFS von 5,6 auf 11,0 Monate' (LUX-LUNG 6) und liefert somit vergleichbare
Werte zu den kovalenten Inhibitoren. In nachfolgender head-to-head-Studie (LUX-LUNG 7) zum
Vergleich von Gefitinib mit Afatinib zeigt der kovalente Inhibitor eine Verbesserung des PFS (10,9 vs.
11,0 Monate) und der time-to-treatment-failure (tttf) (11,5 vs. 13,7 Monate) bei leichtem Anstieg der
UAWs. Abseits der eindimensionalen Uberlebenswerte zeigt sich die therapeutische Uberlegenheit
von Afatinib graphisch deutlicher (vgl. Abb. 8 ). So kann die Differenz in PFS und tttf v.a. im spateren
Therapiezeitraum beobachtet werden, welches mit einer stabileren Therapieantwort und
verringerter Resistenzbildung (T790M, breitere Inhibition von ErbB2/ErbB3 durch Afatinib)

korreliert®”

. GroRtes Problem des irreversiblen Inhibitors Afatinib ist die gleichzeitige Inhibition von
wt EGFR, da v.a. daraus therapielimitierende dermale UAWSs resultieren. Wirkstoffe der dritten

Generation wie Osimertinib (Tagrisso®) inhibieren sowohl EGF-Rezeptoren mit aktivierenden
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Mutationen (Del19, L858R) als auch therapierefraktire Doppelmutanten (L858R/T790M,
Del19/T790M), haben aber kaum Aktivitat an wt EGFR.

A A

Abb. 8: Vergleich PFS (links) und ttf (rechts) des kompetitiven EGFR-Inhibitors Gefitinib
und des kovalenten EGFR-Inhibitors Afatinib®’®

Osimertinib konnte nach Progression unter kompetitiven EGFR-RTKIs (T790M+) eine objective
response rate (ORR) von 66 % und eine disease control rate (DCR) von 92 % erzielen, gefolgt von
mittleren PFS von 9,9 Monaten und mittlerem OS von 26,8 Monaten. Der Vergleich von
Chemotherapie (Platin/Pemetrexed) und Osimertinib nach Progression unter kompetitiven EGFR-
RTKIs (T790+) ergab einen PFS von 4,4 Monaten zu 10,1 Monaten. Bei Uberpriifung als First-Line-
Therapie, verglichen mit Gefitinib/Erlotinib, ergab sich ein Unterschied im PFS von 18,9 zu 10,2
Monaten zugunsten Tagrisso®. Aus der ORR von 80 % zu 76 % ergibt sich, dass pimare T790M-
Mutationslast selten initiale Resistenz vermittelt, aber daraus ohne Adressierung verkirzte
Tumorkontrolle resultiert'®.

Weitere erwdhnenswerte Resistenzmechanismen sind Met-Amplifikationen, welche durch
Etablierung einer alternativen onkogenen RTK fiir einen Kinase-Switch bei gleichzeitigem Erhalt der
Downstream-Signalkaskaden sorgen. Uber Heterodimerisierung von Met und ErbB3 kann v.a die
PI3K-Kaskade weiter effizient versorgt werden. Obwohl eine primare Met-Amplifikation in ca. 20 %
aller NSCLC nachweisbar ist, wird die flir Resistenz notige Rezeptormenge nur als erworbene Antwort

erreicht'™™

. Weitere resistenzvermittelnde Mutationen sind: K-Ras (= 16 % intrinsisch); HER2-
Mutation (=2 % intrinsisch); PI3KCA-Mutation (=1,5% intrinsisch) und BRAF-Mutation. Alle
genannten Resistenzmechanismen lassen sich kategorisch in die in Kapitel 1.6.1 genannten
Obergruppen unterteilen. Bei entsprechender ldentifizierung und Adressierung der genannten
Resistenzmechanismen koénnte ein Paradigmenwechsel der Therapie von NSCLC im Sinne einer

chronischen Erkrankung moglich werden.

Die Verwendung von HER2-inhibitorischen Therapieansatzen mit MAKs (Trastuzumab,
Pertuzumab) aber auch niedermolekularen RTKIs (Lapatinib) ist klinische Routine bei HER2-
Uberexprimierenden Brusttumoren. Hingegen bieten die triple-negativen Brustkarzinome (tnBC) v.a.
flir EGFR-inhibitorische Therapieansdtze noch Entwicklungspotenzial. So konnte CAREY et al. mit
Cetuximab-Monotherapie eine RR von 6 % bzw. mit Kombination aus Carboplatin und Cetuximab

eine RR von 16 % bei metastasierenden Brustkrebspatienten erzielen'®. In einer Studie von BASELGA
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et al. konnte durch Zusatz von Cetuximab zu Cisplatintherapie die RR von 10 % auf 20 %, der PFS von
1,5 auf 3,7 Monate und der OS von 9,4 auf 12,9 Monate gesteigert werden, auch wenn dabei
statistische Signifikanz verfehlt wurde'®. In einer einarmigen neoadjuvanten Studie mit dem MAK
Panitumumab als Add-On zum Therapieschema EFC-T konnte die RR mit der Expressionsrate von

EGFR korreliert werden”’

. Alle genannten Studien belegen den Wert einer EGFR-inhibitorischen
Therapie bei tnBC, entsprechen aber auch nicht der praklinischen Erwartungshaltung. Die Datenlage
zu niedermolekularen RTKIs bei tnBC ist weniger ausgereift. So erzeugte Afatinib in stark
vorbehandelten tnBC kein Ansprechen, wobei die Anwendung als Monotherapie ohne pradiktive
Biomarker fraglich erscheint'®. Jedoch konnte auch FINN et al. keinen therapeutischen Benefit von
Lapatinib als Add-On zu Paclitaxel bei tnBC identifizieren. Die Subgruppenanalyse zeigt weiterhin,

19 Dass aktuelle Studiendaten

dass diese Beobachtung unabhangig vom EGFR-Expressionsstatus ist
hinter den Erwartungen zurilickbleiben, ldsst sich u.a. im Studiendesign bzw. mit selten fir die
Populationsauswahl genutzten Biomarkern begriinden. Weiterhin ist die EGFR-Uberexpression nicht
zwangslaufig mit onkogener Abhangigkeit gleichzusetzen, da alternative Signalkaskaden,
Rezeptorcrosstalk und Heterodimerisierung die Beobachtung zusatzlich erschweren. Primére

Resistenz durch deregulierte Downstream-Signalmolekiile ist ebenfalls ein Einflussfaktor.

Hormonrezeptor-positive Brusttumoren sind nach praklinischen Daten ebenfalls potenzielle
Therapieziele einer ErbB-Inhibition. So zeigte eine klinische Studie der Phase 2 zur Kombination aus
Anastrozol und Gefitinib bei postmenopausalem metastasierendem BC eine Steigerung des PFS von
8,4 auf 14,7 Monate''’. Bei gleicher Indikation zeigt der Vergleich von Letrozol mit der Kombination
aus Letrozol und Lapatinib eine Veranderung des PFS von 3,0 auf 8,2 Monate™?, bezogen auf eine
nachweislich HER2+-Population. In einer weiteren Subgruppenanalyse wurde herausgestellt, dass fir
die hormonrezeptorsensitive Population ohne HER2-Expression kein signifikanter Therapievorteil
durch die Kombination entsteht. Jedoch ist im HER2-negativen hormonrezeptorresistenten
Therapiearm eine Verbesserung des PFS durch Add-On von Lapatinib zu beobachten. Eine Umkehr
der durch Rezeptorcrosstalk (von wu.a. EGFR) vermittelten Hormontherapieresistenz ist
wahrscheinlich. Im Weiteren beschreibt die Studie, dass der durch Lapatinib vermittelte Therapie-
vorteil wahrscheinlich in Abhangigkeit zur Vortherapie steht. So scheinen kompetitive Inhibitoren des
Estrogenrezeptors (ER) wie Tamoxifen starker mit einer Resistenz durch Rezeptorcrosstalk assoziiert
als hormonsuppressive Therapien durch Aromatasehemmung. Inwiefern kombinatorische Hemmung
von EGFR und HER2 vorteilhaft ist, da zusatzliche Resistenzmechanismen adressiert werden, lasst
sich aus vorhandenen Studiendaten nicht ablesen. Insgesamt resultiert ein zusatzliches
Therapiepotenzial bei hormonrezeptorabhangigem Brustkrebs durch RTKls, aber die Beteiligung der
RTKs an der Tumorigenese und Resistenzphdanomene gegeniliber dem selektiven Therapieansatz sind

sorgsam zu prufen.

Klinische Studien zum Effekt einer EGFR-Inhibition bei Magentumoren ergaben eher
unbefriedigende Ergebnisse. So erzielte Cetuximab als Add-On zur Standardtherapie
Capecitabin/Cisplatin bei unbehandeltem fortgeschrittenem Magenkarzinom keinen therapeutischen
Mehrwert bei leichter Verschlechterung des PFS™2. Die REAL3-Studie zu Panitumumab als Add-On
zum Therapieschema EOC bei dhnlichem Patientenkollektiv konnte ebenfalls keinen Zugewinn bzw.

leichte Verschlechterung erkennen lassen. Als Kritikpunkt ist beiden Studien gemein, dass keine
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d*. Der niedermolekulare EGFR-Inhibitor Gefitinib

Bewertung einer EGFR-Uberexpression stattfan
konnte in klinisch anderem Setting, ndmlich nach Progression bei vorbehandelten Magentumoren,
leichten therapeutischen Benefit in OS und PFS gegeniiber Placebo erzielen'*. Der duale EGFR/HER2-
Inhibitor Lapatinib erreichte in der Tytan-Studie als Add-On zur Second-Line-Therapie mit Paclitaxel
bei fortgeschrittenem Magenkarzinom relevante Therapievorteile. Bezogen auf das gesamte
Patientenkollektiv wurde der OS von 8,9 auf 11,0 Monate, der PFS von 4,4 auf 5,4 Monate und die
ORR von 9 % auf 27 % verbessert. Bezogen auf eine HER2-amplifizierte Subpopulation verbessert sich
das Studienergebnis signifikant auf einen Unterschied in OS von 7,6 zu 14,0 Monaten. Eine

115

Beteiligung des EGF-Rezeptors wurde leider nicht geprift . Eine Untersuchung zu Lapatinib als Add-

On zu CAPOX bei HER2+-Magenkarzinom verbesserte den OS von 10,5 auf 12,2 Monate, verfehlte

118 Da der MAK Trastuzumab fiir metastasierendes Magenkarzinom in

aber statistische Signifikanz
Kombination mit Capecitabin oder 5-FU und Cisplatin zugelassen ist, scheint die Validitdt des Targets
vorhanden (OS: 13,8 vs. 11,1 Monate)'’. Jedoch belegt die strikte Vorgabe der Anwendung
ausschlieBlich nach geprifter HER2-Amplifikation, dass sowohl Studiendesign als auch
therapeutische Anwendung mit entsprechenden Biomarkern zu evaluieren ist. Inwiefern MAKs wie
Trastuzumab durch immunsystembasierte Reaktionen und verringertes UAW-Profil oder multiple
RTK-Inhibition (z.B. Lapatinib) durch breiteres Patientenkollektiv und verringerte Resistenzbildung

(vgl. 1.6.1) einzusetzen sind, muss zukiinftig bewertet werden.

In entsprechenden Leitlinien sind ErbB1-selektive MAKs, wie Cetuximab und Panitumumab,

18 VAN CUTSEM et al. fand im Vergleich der

fester Teil bestehender Therapieregime bei CRC
Standardtherapie FOLFIRI mit der Standardtherapie plus Cetuximab bei mCRC, dass sich der mittlere
0S von 21,0 auf 24,9 Monate und der PFS von 8,7 auf 9,9 Monate verbessert™®. Panitumumab als
humaner MAK gegen die extrazelluldre Domane von EGFR zeigt ebenfalls signifikante Verbesserung
von PFS und OS als Add-On zu FOLFOX bei mCRC. Der PFS steigt von 7,9 auf 10,1 und der OS von 20,2
auf 26,0 Monate'. Beide genannten Studiendaten beziehen sich auf Populationen mit wt Ras-
Proteinen. Patienten mit K-Ras-Mutation hingegen verlieren jeden Therapievorteil. Niedermolekulare
RTKIs wie Gefitinib und Erlotinib sind bisher nur Teil friiher klinischer Studien. So konnte Gefitinib als
Add-On zu FOLFIRI bei mCRC keine Verbesserung in PFS und OS bewirken'. Als Add-On zu FOLFOX
bei mCRC konnte zwar Verbesserung der RR beobachtet werden'?, jedoch muss fiir beide Studien
signifikante Erhéhung der UAWSs beschrieben werden. Resultierende Dosislimitierungen
und -verschiebungen und keinerlei Bewertung des K-Ras-Status machen die Studiendaten nur
eingeschrankt verwertbar. Erlotinib als Add-On zu FOLFOX und Avastin® fihrte aufgrund nicht
tolerabler UAWs zum friilhen Ende einer klinischen Studie, welches die Schwierigkeit der

123

Implementierung von niedermolekularen RTKIs in komlexe Therapieschemen belegt™”. Der Zusatz

von Erlotinib zu CAPOX hingegen konnte mit Verbesserung von PFS und RR bei vertretbarem UAW-

122 Durch Zusatz von Erlotinib zu Bevacizumab konnte in klinischen Studien

Profil bewertet werden
der Phase 3 signifikante Verbesserung des PFS (5,4 vs. 4,9 Monate) und des OS (24,9 vs. 22,1
Monate) erbracht werden und stellt somit eine Option fiir die Erhaltungstherapie bei inoperablem
mCRC dar'®. Interessanterweise stellte eine Subgruppenanalyse keine Therapienachteile bei
positivem K-Ras-Status fest. Bei CRC ist EGFR-Inhibition Gber MAKs feststehender Bestandteil von
Therapieregimen, jedoch koénnten niedermolekulare RTKIs bei nebenwirkungsarmer

Implementierung in vorhandene Therapien zusatzliches therapeutisches Potenzial erbringen™.
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Vor allem inoperable und metastasierende Tumoren der Kopf-/Halsregion kénnen von EGFR-
selektiven Therapieansatzen profitieren. So konnte COHEN et al. einen verbesserten OS von 10,1 zu
7,4 Monaten, einen verbesserten PFS von 5,5 zu 3,3 Monaten und eine erhéhte RR 35,6 % zu 19,5 %
fur Cetuximab zusatzlich zu Cis- oder Carboplatin mit 5-FU nachweisen'”’. Die Kombination aus
Cetuximab und Radiotherapie bei HNSCC fiihrte ebenfalls zu signifikanter Verbesserung der

128 Beide Einsatz-

Uberlebenswerte, welches die vielfiltigen Kombinationsméglichkeiten verdeutlicht
moglichkeiten sind inzwischen zugelassene Therapien. Fiir reversible RTKls, wie Erlotinib und
Gefitinib, wird zwar klinische Aktivitat belegt, jedoch verfehlte Gefitinib den Uberlegen-
heitsnachweis gegeniiber einer Methotrexat-Therapie’® und auch Erlotinib erbrachte keinen
signifikanten Zusatznutzen als Add-On zu Cisplatin/Radiotherapie®®. Hingegen konnte Afatinib den
PFS signifikant gegenliber Methotrexat-Therapie bei HNSCC von 1,7 auf 2,6 Monate erhéhen. Die
Studie belegt zusatzlich Abhangigkeit des Therapieerfolgs von Resistenzmediatoren wie PTEN und
ErbB3"™'. Neben weiteren laufenden Studien bestitigen die Ergebnisse von Afatinib, dass ein

Therapievorteil erreichbar ist unter Vorbehalt der Patientenselektion.

Fir lange Zeit galt Gemcitabin-Monotherapie als beste verfligbare Standardtherapie bei
Pankreaskarzinom neben dem, aufgrund von hohem UAW-Potenzial limitierten, Therapieschema
FOLFIRINOX, welches gleichwohl bessere Uberlebensergebnisse erzielt™*?. In einer Vergleichsstudie
von Gemcitabin mit der Kombinationstherapie aus Gemcitabin/Erlotinib demonstrierte MOORE et al.

33 Obwohl die statistisch signifikante

eine Verlangerung des OS von 5,91 Monaten auf 6,24 Monate
Verbesserung nur etwa 10 Tage betragt, fiihrte dieses zur Zulassung durch die FDA. Nach BARDEESY et
al. lassen sich sowohl autokrine EGFR-Schleifen als auch K-Ras Mutationen (> 90 %) bereits in frihen
Vorstufen von Pankreaskarzinomen nachweisen. Durch Funktionsverlust der GTPase-Aktivitdt von
K-Ras kommt es zu konstitutiver Aktivitdat und Entkopplung von Upstream-Aktivatoren wie z.B. EGFR.
Die marginale Verbesserung der Therapiewerte unter Zusatz von Erlotinib trotz nachgewiesener
Beteiligung von EGFR an der Tumorigenese, lasst sich u.a. auf hohe Mutationsraten von K-Ras

134,135

zuriickfihren . Die zusatzliche Implementierung von MEK-Inhibitoren wie Selumetinib kdénnte

Sensitivierung fiir EGFR-Inhibition und bessere Nutzung des Therapiepotenzials bewirken™®.

VAN DEN BENT et al. zeigte fiir Glioblastome, dass trotz erhéhter Expression und Amplifikation
von EGFR kein Therapievorteil mit Erlotinib gegeniliber Standardtherapien mit Carmustin oder
Temozolomid erreicht werden kann. Hingegen bewirkte Erlotinib als Add-On zur Standardtherapie
aus Temozolomid und Radiotherapie eine Verbesserung des mittleren OS von 14,1 auf 19,3

Monate®®’

, welches konsistent mit der praklinisch beobachteten EGFR-vermittelten Resistenz auf
Radio- und Chemotherapie ist. Aufgrund von UAWSs konnte wahrend der Dosiseskalationsphase nicht
die angestrebte Erlotinib-Hochstdosis erreicht werden. Im Weiteren beschreibt die Studie die
Abhéangigkeit des Therapieerfolgs von vorhandenen PTEN und dokumentiert somit einen Biomarker,
welcher zukiinftig bericksichtigt werden sollte. Da friihe Studien mit geringer Probandenzahl
stattfinden, ist die Erfassung und Bearbeitung mit reprasentablen Biomarkern schwierig. So fiihrt
Afatinib in Kombination mit Temozolomid oberflachlich betrachtet zu Verringerung der Anzahl von
Patienten, welche 6 Monate progressionsfrei bleiben (23 % zu 10 %)™®. Eine nachweislich EGFRvIII-
exprimierende Subgruppe erzielt nur minimal bessere Werte, jedoch prasentieren sowohl Afatinib-

als auch Afatinib/Temozolomidarm mit 50 % bzw. 65 % Verlust von PTEN einen Uberproportional
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hohen Anteil des negativ prognostischen Biomarkers. Nach MELLINGHOFF et al. ist die Effektivitdt von

139

EGFR-Inhibition bei Glioblastom neben EGFRvIII an den intakten Tumorsuppressor PTEN geknilpft .

1.4.2. Der VEGF-Rezeptor

1.4.2.1. Allgemein

Die VEGF-Familie besteht aus 5 Glykoproteinmediatoren, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD
(FIGF) und placenta growth factor (PIGF), welche verschiedene biologische Funktionalitat,

Expressionsmuster und Rezeptorspezifitit aufweisen (vgl. Abb. 9)*.
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Abb. 9: Ubersicht VEGF/R-Signalkaskade inklusive nachgeschalteter Downstream-Signalwege

und derer biologischen Wirkungen, Angriffspunkte bekannter pharmazeutischer Wirkstoffe
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Der am besten untersuchte Wachstumsfaktor VEGFA existiert in verschiedenen Splice-Varianten, was

wiederum zu unterschiedlicher Rezeptorspezifitat und Funktion fihrt***

. Der pradominante Mediator

VEGFA,¢; ist (iberexprimiert in einer Reihe von soliden Tumoren. Die Mediatoren kénnen an drei

verschiedenen Rezeptoren binden (VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3). Vor allem VEGFR2

ist

Schlisselrezeptor fiir die Neoangiogenese wahrend der Tumorigenese und vermittelt seine Wirkung
u.a. Uber die MAPK-Kaskade, PI3K/Akt und SRC. VEGFR3 und die zugehdrigen Mediatoren VEGFC und
VEGFD werden v.a. mit der Lymphangiogenese assoziiert. VEGFB und PIGF vermitteln ihren Effekt

vorwiegend Uber VEGFR1 und wirken damit u.a. auf Monozytenwanderung, Blutbildung und

Angiogenese. Neben den genannten Rezeptoren existieren zwei Corezeptoren, die Neuropiline (NRP1
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und NRP2). VEGF induziert Angiogenese und Blutfluss flir Tumoren (iber diverse Mechanismen, dazu
zahlen u.a. verstarkte Einwanderung und Proliferation von Endothelzellen, verstarkte Chemotaxis

192,18 Dpabei wird

von Precursorzellen aus dem Knochenmark und erhéhte Permeabilitat der Gefille
dhnlich der Apoptose von einem Gleichgewicht aus férdernden Faktoren (u.a. VEGF, FGF, EGF, PDGF)
und hemmenden Faktoren (u.a. TSP-1, Endostatin, Angiostatin) ausgegangen. Im Sinne verbesserter
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen kommt es wahrend der Tumorigenese zum
Ungleichgewicht zugunsten der proangiogenen Faktoren, welches die Aktivierung des ,angiogenic
switchs” bewirkt. Zusatzlich (ibt VEGF autokrine Effekte wie Invasion, Migration und Uberleben auf

die Tumorzelle aus**.

Somit ldsst sich VEGFR-Inhibition in direkte Wirkung auf die Tumorzelle und indirekte
Wirkung auf das umgebende Stroma unterteilen. Je nach Tumorspezies unterscheidet sich die
Relevanz bestimmter Wirkqualititen bzw. das Ausmal}, da die Abhangigkeit von Angiogenese
tumorspezifisch stark variiert. Pharmakologische Interaktion mit dem VEGF/R-System ist durch MAKs
gegen Liganden (z.B. Bevacizumab, Ranibizumab, Aflibercept), MAKs gegen Rezeptoren (z.B.
Ramucirumab) und RTKIs (u.a. Sunitinib, Sorafenib, Axitinib) moglich. Bei der Beurteilung von
antiangiogenen Therapien zeigte sich, dass Zahl bzw. Dichte der Tumorvaskulatur unzureichende
Marker sind. Morphologie und Funktion der GefiRe scheinen eher von Relevanz*®. Dariiber hinaus
ist eine Verminderung an Tumorgefillen schwer nachzuweisen, da ein erhéhtes Mall an
Biopsiemessungen notig wird, welches ethisch, monetar und auch logistisch eine Herausforderung
darstellt. Die Evaluierung von Biomarkern und zugehorigen Teilprozessen der Angiogenese sollte eine

Komponente der Therapiebewertung werden.

Wie zuvor angemerkt, ist VEGF Mediator in diversen Uberlebenskaskaden von Endothel-

d**. BENJAMIN und

zellen, welche u.a. an der Aktivierung von Bcl-2, Akt und Survivin beteiligt sin
KASHET et al. konnten nachweisen, dass VEGF fiir ein Uberleben von Endothelzellen in neu gebildeten
TumorgefaBen notwendig ist. Im Umkehrschluss fihrt die Inhibition von VEGF zum Untergang von

Gefdllen, welches im Weiteren zu Hamorrhagie und Tumornekrose fahrt’

. Die Aktivierung der
Uberlebenskaskaden beruht auf Etablierung autokriner Schleifen'®® und ist bis zur Bedeckung mit
Perizyten unverzichtbar. Bei Tumoren, welche auf ausschlieRliche VEGF-Inhibition ansprechen,
scheint die Hemmung der Endothelzellen erheblicher Bestandteil der Wirkqualitdt zu sein.
Zusatzliche Hemmung der Zellproliferation durch klassische Zytostatika augmentiert diesen
Effekt'*®> ™*°. Dariiber hinaus fiihrt VEGF-Inhibition zu verminderter Migration von himatopoetischen
(HPCs) und endothelialen (EPCs) Vorlauferzellen aus dem Knochenmark. Suppression von VEGFR1
unterbindet die Chemotaxis von HPCs und somit deren Einwanderung in prametastatische

144

Nischen™. VEGFR2-Inhibition fliihrt dazu, dass EPCs vermindert in Fernmetastasen einwandern,

welches die Etablierung von GefaRen innerhalb neu gebildeter Metastasen hemmt™".
Neben dem Einfluss auf das Wachstum scheint VEGF auch die Funktion der Vaskulatur
malgeblich zu beeinflussen. Erhéhte Expression von VEGF im Tumorgewebe (bt, Gber Freisetzung

132 Daraus resultieren erhdhte

von NO und Prostacyclinen, eine vasodilatatorische Wirkung aus
Tumorperfusion und verbesserte Blutversorgung, aber auch ein inhomogenerer Blutfluss. Radio-

logische Studien belegen, dass kurz nach VEGF-Inhibition drastische Reduktion von Blutfluss und
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Perfusion stattfindet, welches aufgrund des zeitlichen Abstandes vermutlich auf Vasokonstriktion
beruht™. In hochvaskularisierten Tumoren wie RCC kann dieses zu Ischdmie und Nekrose fiihren.
Somit ist eine Unterscheidung in friihe Effekte, wie Vasokonstriktion, und verzégerte Wirkungen, wie
den Einfluss auf Epithelzellen, modglich. Tumorgefdle sind gekennzeichnet durch erhohte
Permeabilitdt, abnormale Abstande zwischen den GefdlRen sowie ineffektive Blutstromung durch
Vasodilatation und veranderte Wandstruktur. Nach JAIN et al. kann dieses unter VEGF-inhibitorischer

134 Die transiente Effektivitats-

steigerung des Blutflusses fiihrt zu verbesserter Versorgung des Tumors mit Chemotherapeutika™”.

Therapie vorlbergehend und tumorspezifisch normalisiert werden

Neben den vaskuldren Effekten scheint die VEGF/R-Signalkaskade auch direkt an Tumor-
wachstum, -migration und -invasion beteiligt zu sein. So konnte in vitro nachgewiesen werden, dass
VEGF ein Uberlebenssignal fiir Brustkrebszellen darstellt und dass die Blockade dessen in Apoptose

resultiert’*®

. In Erweiterung dessen fiihren diverse Arten von Stress auf Tumorgewebe (wie u.a.
Hypoxie, Nahrstoffmangel, Strahlung und Chemotherapie) dazu, dass es zu verstarkter Induktion von
VEGFs und VEGFRs kommt. Somit besteht eine Rationale zwischen Unterbrechung der therapie-
induzierten Uberlebenssignale durch VEGF-inhibitorische Therapie und dessen Synergismus zu
klassischer Chemotherapie. Zusatzlich wirkt VEGF vermutlich als ein Mediator im epithelial-
mesenchymalen-Umwandlungsprozess (EMT), welcher als wesentlicher Schritt fir Migrations- und
Metastasierungsprozesse gilt157.

Ebenfalls scheint die VEGF/R-Signalkaskade Einfluss auf immunologische Prozesse zu
nehmen. So wirkt Uberexpression von VEGF durch Tumorzellen chemotaktisch auf unreife
dendritische Zellen aus Knochenmark und peripherem Gewebe®®, blockiert aber gleichzeitig den
Reifeprozess der dendritischen Zellen nach Tumorantigenaufnahme. Unzureichende Prasentation
von Tumorantigenen fiir CD8"-T-Zellen und CD4"-T-Zellen resultiert in Immuntoleranz des Tumor-

1% Unter VEGF-inhibitorischer Therapie konnte eine erhdhte Menge an reifen dendritischen

Zellen nachgewiesen werden jedoch keine nachweisbar erhdhte antigenbasierte Immunantwort™®,

gewebes

welches sich aber durch weitere immunoevasive Prozesse der Tumorigenese erklaren lasst. Wie
zuvor bei EGFR kann auch fir VEGF/R therapeutische Nutzbarkeit bei diversen Tumorindikationen
belegt werden. Entsprechende Erlauterungen finden sich infolge des chemischen Fokus der

vorliegenden Arbeit im Anhang F - I.

1.4.2.2. Stand der Forschung

Uberexpression und erhéhte Konzentrationen von VEGF/R sind in vielen soliden Tumoren
nachweisbar und kénnen z.T. mit erhéhtem Risiko fir Rezidive, Metastasierung und Sterblichkeit
assoziiert werden, so auch bei NSCLC™"'®. Entsprechend resultieren aus pharmakologischer
Intervention therapeutische Vorteile. So konnte, flir zuvor unbehandelte Patienten mit
fortgeschrittenem bis metastasierendem NSCLC, durch Bevacizumab als Add-On zur Standard-
therapie (Paclitaxel/Carboplatin) eine signifikante Verbesserung des PFS (6,2 vs. 4,5 Monate), des OS
(12,3 vs. 10,3 Monate) und der RR (35 vs. 15 %) erreicht werden'®. Mit vergleichbaren
Therapiewerten lieR sich Bevacizumab auch in die Wirkstoffkombination Carboplatin/Pemetrexed bei

NSCLC integrieren®. Gleichwohl durch Implementierung von Avastin® ein Zuwachs an UAWs erreicht
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wurde, ergab sich fir beide Therapieschemen ein tolerables Sicherheitsprofil. Die Kombination aus
Docetaxel und Ramucirumab (MAK gegen VEGFR2) konnte ebenfalls bei NSCLC zugelassen werden.
Eine Verbesserung des PFS (4,5 vs. 3,0 Monate) und des OS (10,5 vs. 9,1 Monate) bei therapie-
refraktdrem NSCLC in Stadium 4 gegenilber Docetaxel-Monotherapie filihrte zur Etablierung als

Second-Line-Therapie'®

. Aufgrund vermeintlich breiterer Inhibition von RTKs ist die Implementierung
von small molecules in bereits komplexe Therapieschemata eine zusatzliche Herausforderung. In-
folgedessen wurde der VEGFR-Inhibitor Axitinib als Monotherapeutikum bei fortgeschrittenem

%6 Der

NSCLC evaluiert und erreichte einen PFS von 4,9 Monaten und einen OS von 14,8 Monaten
RTKI Apatinib erreichte in vorbehandeltem NSCLC einen PFS von 4,7 Monaten bei einer Krankheits-
kontrollrate von 68,9 %. Beide Studien belegen, dass antiangiogene Therapie mit therapeutischen
Benefit auch durch small molecules moglich ist. Aufgrund fehlender Verfiigbarkeit von Biomarkern
entzieht sich die Beobachtung antiangiogener Therapien einer besseren Patientenselektion. Die
kombinierte Anwendung aus EGFR-inhibitorischer und antiangiogener Therapie bietet somit
zumindest einen Anhaltspunkt fiir eine potenziell profitierende Patientenpopulation. So konnte der
Zusatz von Bevacizumab zu Erlotinib den PFS von 9,7 auf 16,0 Monate steigern und fihrte zur
Zulassung als First-Line-Therapie bei NSCLC mit aktivierenden Mutationen'®’. Im Vergleich sollte der
niedermolekulare Wirkstoff Vandetanib (Inhibitor von EGFR und VEGFR2) dhnliche Studienergebnisse
erzielen. In einer Vergleichsstudie gegen Erlotinib an vorbehandelten, aber nicht nach EGFR-
Mutationsstatus selektierten, NSCLC-Patienten konnte Vandetanib keinen Therapievorteil nach-
weisen. Fehlende Priifung des EGFR-Mutationsstatus innerhalb der Vergleichsstudie fiihrt dazu, dass

der Zusatznutzen einer VEGFR2-Hemmung kaum gepriift werden kann®

. Bei der Priifung von
Vandetanib gegen Placebo nach vorheriger EGFR-selektiver Therapie kann ebenfalls nur ein
marginaler Therapievorteil im OS (7,8 vs. 8,5 Monaten) verzeichnet werden. Neben der ebenfalls
fehlenden Patientenselektion nach EGFR-Status kommt hier zusatzlich eine mangelnde Beriicksichti-
gung von Resistenzbildung gegen EGFR-Inhibitoren der ersten Generation hinzu. Nichtsdestotrotz
verzeichnet Vandetanib vergleichsweise bessere PFS-Werte bei weiblichen, asiatischen Nichtraucher-

189 Studien zu

patienten, welches mit der Verteilung von aktivierenden EGFR-Mutationen korreliert
Vandetanib als Add-On zu Docetaxel oder Pemetrexed bei fortgeschrittenem NSCLC konnten jeweils
leichte Therapievorteile fiir die Kombinationen belegen. Jedoch wurde auch hier das groRRere
Patientenkollektiv der Targetevaluierung vorgezogen'’® "

(VEGFR1-3, PDGFRa/B, FGFR1-3) Angiokinase-Inhibitor Nintedanib ist unter 1.4.3.2 beschrieben.

. Der bei NSCLC zugelassene multiple

Avastin® besitzt die Zulassung in Kombination mit fluoropyrimidinhaltigen Therapien bei
Formen von CRC. So resultierte der Zusatz von Bevacizumab zu FOLFIRI bei mCRC in einer
Verbesserung des PFS (10,6 vs. 6,2 Monate) und des OS (20,3 vs. 16,6 Monate). Unter vertretbarer
Zunahme von Grad 3 UAWs (z.B. Bluthochdruck) konnte die RR von 34,8 % auf 44,8 % gesteigert
werden'?. Aufgrund weiterer Studien kam es ebenfalls zur Zulassung als Add-On zu den
Therapieschemata FOLFOX und XELOX'"®. Der MAK Ramucirumab wurde in seiner Zulassungsstudie
bei mCRC als Folgetherapie nach Progress unter Bevacizumab plus FOLFOX untersucht. Der
Ramucirumab-FOLFIRI-Arm zeigte dabei statistisch signifikante Verbesserung des OS (13,3 vs. 11,7

7% Mogliche Ursachen fir die nachgewiesene

Monate), verglichen mit dem Placebo-FOLFIRI-Arm
Wirksamkeit nach Progress unter Bevacizumab sind die Inhibition von ligandenunabhangigen

Rezeptorwirkungen (VEGFR2) oder onkogenen Signalen, welche nicht iber VEGFA vermittelt werden.
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In Erweiterung der Theorie dass nach Progress unter antiangiogener Therapie alternative oder
breitere Rezeptorinhibition therapeutischen Benefit erzielt, kann die Zulassungsstudie von
Regorafenib betrachtet werden. Der niedermolekulare multiple RTKI (VEGFR1-3, PDGFRa/B, c-Kit und
Rafl) konnte nach allen verfligbaren Standardtherapiealternativen eine Verbesserung des OS von 5,0
auf 6,4 Monate erzielen?®*. Dadurch ergeben sich die Fragen, wie sequenziell eingesetzte anti-
angiogene Therapie bei mCRC strukturiert wird, welche Biomarker flir den Einsatz der Alternativen

175

pradiktiv sind und ob Chronifizierung der Krankheit dartber erreichbar ist Eine weitere

Therapiealternative in diesem Kontext stellt das Fusionsprotein Aflibercept (VEGFA, PIGF) dar.

Obwohl Magenkarzinome (siehe Anhang G) in engem Zusammenhang mit angiogener
Beteiligung an der Tumorigenese stehen, konnte Bevacizumab als Add-On zu Capecitabin/Cisplatin
sowohl bei fortgeschrittenem®’® als auch bei metastasierendem Magenkrebs'’” keine hinreichenden
Therapievorteile fiir eine Zulassung erreichen. Wahrend im fortgeschrittenen Stadium noch
signifikante Differenz in PFS und OS resultierte, konnte im metastasierenden Stadium kein
Therapievorteil mehr verzeichnet werden. Eine Biomarker-Evaluation der AVAGAST-Studie erbrachte,
dass die Menge an zirkulierendem VEGFA und an exprimiertem Corezeptor NRP1 mogliche pradiktive
Indikatoren fiir avastinhaltige Kombinationstherapien bei Magenkarzinomen sind'’. Entsprechend
der Hypothese, dass die Angiogenese bei Magenkarzinomen multifaktoriell Gber VEGFA hinaus
vermittelt wird, konnte Cyramza® ausreichenden Therapievorteil flir eine Zulassung erbringen. So
resultierte im Einsatz als Second-Line-Therapie eine Verbesserung des OS (9,6 vs. 7,4 Monate) als
Add-On zu Paclitaxel. Ebenso wurden PFS und RR verbessert'”’. Die positiven Studienaussagen waren
auf Ramucirumab-Monotherapie bei fortgeschrittenem Magenkarzinom (Ubertragbar. Die
Verbesserung des OS (5,2 vs. 3,8 Monate) gegen Placebo spricht dafiir, dass VEGFR2-Inhibition bei
genannter Indikationslage ein erwiesenes Therapiekonzept ist und bei verminderter UAW-Rate einen

% Analog den Kolorektalkarzinomen

dhnlichen Erfolg wie sekundare Chemotherapieschemen liefert
kommt auch bei Magenkarzinomen der Einsatz von multiplen Angiokinase-Inhibitoren als mogliche
Erweiterung des Konzepts in Frage. In der INTEGRATE-Studie von Regorafenib gegen Placebo bei
fortgeschrittenem Magenkarzinom konnte eine signifikante Verbesserung des PFS (2,6 vs. 0,9
Monate) und des OS auf 5,8 Monate erreicht werden, welches zur Fortsetzung der klinischen Studie
in Phase 3 fiuhrte'®. Der niedermolekulare RTKI Apatinib, welcher mit VEGFR2 und c-Kit ein

wesentlich schmaleres Kinaseinhibitionsprofil besitzt, ist bereits fiir diese Indikation zugelassen®.

Die Beteiligung von Angiogenese am malignen Prozess zeigt sich u.a. im fortgeschrittenen bis
metastasierenden Stadium. Entsprechend stellt eine VEGF/R-selektive Therapie einen interessanten
Ansatz bei metastasierendem Brustkrebs dar, besonders wenn andere selektive Ansatze wie HER2-
Inhibition nicht verwendbar sind. Bevacizumab ist sowohl in Kombination mit Paclitaxel als auch
Capecitabin (0S: 30,2 vs. 26,1 Monate) bei mBC zugelassen'®. Als Add-On zu Paclitaxel konnte

18 GleichermaRen stellt die

Avastin® eine Verbesserung des PFS von 8,8 auf 11,0 Monate erzielen
Veroffentlichung von MILES et al. zur Kombination von Paclitaxel und Bevacizumab bei mBC heraus,
dass die Konzentration an zirkulierendem VEGFA nicht als pradiktiver Biomarker korreliert. Die ROSE-
Studie zur Effektivitat von Ramucirumab als Add-On zu Docetaxel bei mBC konnte trotz zahlen-
maRiger Verlangerung des PFS (9,5 vs. 8,2 Monate) keine Signifikanz erbringen. Als mogliche Ursache

beschreibt MACKEY et al. eine reflektorische Erhéhung anderer Angiogenesefaktoren aufgrund der
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therapieinduzierten VEGFR2-Blockade'®

der Zusatz von Sunitinib zu Docetaxel eine leichte Verbesserung der ORR von 42 % auf 55 %

. In einer dhnlichen Studie bei fortgeschrittenem BC konnte

erzeugen, jedoch blieben PFS und OS im Wesentlichen unverindert®’. Die vergleichsweise schlechte
Umsetzbarkeit des therapeutischen Potenzials antiangiogener Therapie bei Brustkrebs wirft abermals
die Frage auf, ob und welche pradiktiven Biomarker eine Verbesserung erméglichen bzw. ob die

diverse molekularbiologische Ausstattung von Brusttumoren starker bericksichtigt werden muss.

Das metastasierende Nierenzellkarzinom ist einer der am starksten mit Neoangiogenese
assoziierten Tumoren und zeigt daher Uberproportional gutes Ansprechen auf entsprechende
Therapieansatze. So konnte Bevacizumab als Add-On zu Interferon a den PFS (10,2 vs. 5,4 Monate)
und den OS (23,3 vs. 21,3 Monate) verbessern'®®. Das hohe onkogene Abhingigkeitspotenzial der
Tumoridentitdt von Angiogenese lasst sich u.a. mit dem haufigen Verlust des von-Hippel-Lindau-
Faktors erklaren, welcher wiederum zu verstarkter Expression von Hypoxie-abhidngigen Proteinen
wie VEGF/R fuihrt®®”. Ramucirumab wurde bzgl. mRCC als Folgetherapie bei Progress bzw. bei
Unvertraglichkeit der Therapie mit RTKIs (Sorafenib/Sunitinib) untersucht. Da beide RTKIs aufgrund
breiter Kinasehemmung mit komplexen UAW-Profilen verbunden sind, ist der genannte Therapie-
ansatz statthaft und konnte einen PFS von 7,1 Monaten und einen OS von 24,8 Monaten erbringen.
Prinzipiell ist die Folgetherapie mit MAKs nach Einsatz/Progress unter Multikinaseinhibitoren kritisch
zu betrachten, da Resistenzausbildung gegen den Gesamtansatz wahrscheinlich ist. So konnte in der
Studie das erklarte Ziel einer ORR 2 15 % auch nicht erreicht werden'. Der Multikinaseinhibitor
Sunitinib ist momentan First-Line-Therapie und konnte im Vergleich mit Interferon a bei mRCC eine
Verbesserung des OS (26,4 vs. 21,8 Monate) und des PFS (11,0 vs. 5,0 Monate) erzielen®®® bei
gleichzeitiger Verbesserung der RR um 31 %°". Aufgrund schlechterer Studiendaten ist Sorafenib in
der Zweitlinientherapie einzusetzen, kann aber auch therapeutischen Benefit bei mRCC erreichen®.
Interessanterweise konnte eine Studie zur Folgebehandlung der Multikinaseinhibitoren miteinander
belegen, dass keine komplette Crossresistenz ausgebildet wird. Sunitinib als Folgetherapie zu

Sorafenib liefert dabei bessere Uberlebensdaten als umgekehrt™!

. Mogliche Ursache ist die breitere
Kinaseaktivitdt von Sunitinib. In Erweiterung der verfligbaren Therapiealternativen konnte
Cabozantinib (VEGFR1-3, c-Met, AXL) in einer Vergleichsstudie bei mRCC-Patienten mit erhohtem
Risikoprofil den PFS von Sunitinib ibertreffen (8,2 vs. 5,6 Monate). Somit sind c-Met und AXL, beide
induzierbar durch Verlust des von-Hippel-Lindau-Faktors, weitere potenzielle negativ prognostische
Marker'®?. Die Meta-Studie von IACOVELLI et al. konnte, neben den unstrittigen Verbesserungen des

PFS, auch die Verbesserungen des 0S von VEGF/R-inhibitorischen Therapien bei RCC belegen'®.
1.4.3. Der PDGF-Rezeptor

1.4.3.1. Allgemein

Vorkommen und Aktivitdt von PDGF/R-vermittelten Signalkaskaden sind assoziiert mit
verschiedenen malignen Erkrankungen und korrelieren mit Tumorwachstum, -invasivitat, -resistenz
und -prognose. Dabei wirken die Mediatoren sowohl auf den Tumor als auch auf das umgebende
Stroma. PDGF existiert in 5 verschiedenen Isoformen (vgl. Abb. 10 links'**

Homodimeren PDGF-AA, -BB, -CC und -DD und dem Heterodimer PDGF-AB. PDGF-CC und -DD

): den Disulfid-verbriickten
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werden als inaktive Vorstufen sekretiert und (ber Peptidasen regulatorisch aktiviert. Die
verschiedenen Mediatorisoformen binden mit unterschiedlicher Spezifitit an die Rezeptoren
PDGFRa und PDGFRB, welche nach Dimerisierung und Autophosphorylierung intrazelluldre
Signalkaskaden auslésen. Bei der Rezeptordimerisierung bewirken PDGF-AA, -AB, -BB und -CC die
Entstehung von aa-Homodimeren, PDGF-BB und PDGF-DD BB-Dimere und zusatzlich kénnen
PDGF-AB, -BB, -CC und -DD auch die Bildung des Heterodimers ap bewirken™®.

PDGF family
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Abb. 10: Darstellung PDGF-Isoformen, -rezeptordimere und Wirkung der Signaltransduktion;
Darstellung Beteiligung PDGF-Signalkaskade an Invasivitdt und Metastasierung (v.l.n.r.)*

Die nachgeschalteten Signalwege (u.a. PI3K- und MAPK-Kaskade) sind hauptsachlich mit
Wachstums-, Differenzierungs- und Uberlebensprozessen assoziiert. Dadurch steht eine
unphysiologische PDGF-Signalvermittlung im Kontext mit verschiedenen malignen Erkrankungen®®®.
Weitere Wirk-qualitdaten sind Steigerung der Angiogenese, verstarkte Bildung stromalen Gewebes

und Zellmobilisierung im Sinne eines invasiven Wachstums. Aktivierende Mutationen®®” %

9

, erhohte

sind fur diverse Tumoren beschrieben bzw. kénnen sich im
194)

Expression und Genamplifikation®®
progredienten Verlauf entwickeln. So kommt es wahrend der Tumorigenese (vgl. Abb. 10 rechts
haufig zum EMT der Zellmorphologie, welcher mit erhohter Expression von PDGFR- und PDGF-
Isoformen einhergehen kann. Die Etablierung von autokrinen Schleifen ist naheliegend®® und
erzeugt iber den EMT erhohte Metastasierungs- und Invasionstendenz®®. PDGF bewirkt, neben
seiner Funktion in der Angiogenese, durch Wirkung auf Fibroblasten und Myofibroblasten auch die
Erhéhung des interstitiellen Drucks, welcher wiederum der Aufnahme von Chemotherapeutika

202

entgegenwirkt™. Tumorspezifische Belege therapeutischer Anwendbarkeit PDGFR-inhibitorischer

Behandlung sind entsprechend im Anhang | - K zusammengefasst.

1.4.3.2. Stand der Forschung

Mit Imatinib, Sunitinib und Regorafenib existieren drei zugelassene PDGFR-Inhibitoren bei
GISTs, welche auch inhibitorische Wirkung auf c-Kit haben. Aufgrund der klinischen Erfahrung ist
Imatinib im adjuvanten, neoadjuvanten und auch palliativem Setting First-Line-Therapie. Sunitinib
bzw. Regorafenib sind als Second-Line- bzw. Third-Line-Therapeutika bei Rezidiv indiziert. 10 % aller

GISTs besitzen primédre Resistenz gegen Imatinib. Ursachlich sind u.a. PDGFR/c-Kit-
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wt-Mutationsstatus, c-Kit Exon 9-Mutation und PDGFR-D842V-Mutation. Alternative Resistenz-
mechanismen (vgl. 1.6.1) wie BRAF-Mutation oder IGF1R-Uberexpression sind ebenfalls bekannt. Die
RR fur Imatinib-Therapie bei PDGFR/c-Kit-wt liegt bei ca. 30 %, bei c-Kit Exon 11-Abberation bei
70 - 90 % und bei c-Kit Exon 9-Mutation bei 20 %, kann dort aber nach Dosissteigerung auf 50 - 65 %
erhoht werden. Bei dualem Rezeptor-wt-Mutationsstatus resultiert die niedrige RR vermutlich aus
geringer onkogener Abhangigkeit des Tumors, wohingegen c-Kit Exon 11-Mutationen erhdhte
Abhingigkeit®” des Tumors verursachen. c-Kit Exon 9-Tumoren scheinen im Grunde auch weniger
abhangig von der entsprechenden Signalkaskade bzw. besitzen vermutlich einen alternativen
Mechanismus, nachgeschaltete Signalmolekile zu aktivieren. Evtl. ist PDGFR als alternativer
Signaltransduktor unter geringer Dosierung von Imatinib befdhigt, ein Wachstumssignal trotz c-Kit

Exon 9-Inhibition zu erhalten, wihrend die erhéhte Dosierung dieses durchbricht®®.

Bei erworbener Resistenzbildung handelt es sich meist um sekundare Mutationen, welche
entweder die ATP-Bindungsdomé&ne (Exon 13/14) oder aber die Kinasedomane (Exon 17/18)
betreffen. Die Haufigkeit sekundarer Mutationen steigt, infolge des Selektionsdrucks, mit der
onkogenen Abhangigkeit. Daher zeigen primare c-Kit Exon 11-Mutationen am haufigsten sekundare
Resistenzbildung unter Therapie, welche nicht durch Dosismodifikation unterbunden werden kann.
Auch die RR fiir Second-Line-Therapie mit Sunitinib liegt bei primaren c-Kit Exon 11-Mutationen am
niedrigsten, da aufgrund der Abhéngigkeit der groRte Antrieb zur Resistenzbildung vorhanden ist*®.
Bei Rezidivtherapie mit Sunitinib zeigen sich sekundire Mutationen von Exon 17/18 meist resistent,
wobei Entkopplung der Signalkaskade vom reguldren Aktivierungsmechanismus als mogliche Ursache
gilt. Demgegeniber sind sekunddre Mutationen der ATP-Bindungsdoméne von Exon 13/14 tlw.
sensitiv flr nachfolgende Sunitinib-Applikation, da Gatekeeper-Mutationen nicht zwangslaufig

kreuzresistent  sind*®.

Interessanterweise konnte Olaratumab (MAK gegen PDGFRa) in
vorbehandelten Tumoren mit PDGFR-D842V-Mutation, welche komplett resistent gegen RTKIs sind,
eine verlingerte Krankheitskontrolle ohne Progression erzielen’®. Insgesamt scheint der
therapeutische Benefit fiir gezielte Tumortherapeutika umso hoher, je abhangiger das Karzinom von
der Signalkaskade ist. Bei erworbener Resistenz sind dhnliche Inhibitoren erfolgreicher’™, wenn die
onkogene Abhangigkeit von der inhibierten Signalstruktur nicht maximal ist, da dieses das Risiko fiir

sekundare Mutationen mit komplett autonomer Signalstruktur erhoht.

Der Multikinaseinhibitor Sunitinib konnte in zwei Studien therapeutischen Wert als
Monotherapie bei vorbehandeltem NSCLC erreichen, welcher weiter zu evaluieren ist?®® 2% sunitinib
als Add-On zu einer Erlotinib-Therapie nach vorheriger Behandlung mit Standardtherapien konnte
ebenfalls positiv bewertet werden. Eine Verbesserung des PFS von 2,0 auf 3,6 Monate und
Verbesserung der ORR ohne signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens kann zumindest als

219 Alle beschriebenen Studien erfolgten ohne Priifung der PDGF/R-

Teilerfolg bewertet werden
Beteiligung. Nintedanib, RTKI von u.a. PDGFR, konnte als Second-Line-Therapeutikum in Kombination
mit Docetaxel bei NSCLC zugelassen werden. Im Vergleich zu Docetaxel-Monotherapie verbesserte
sich der PFS von 2,7 Monate auf 3,4 Monate und der OS von 7,9 auf 10,9 Monate unter marginaler

Zunahme der UAW von Klasse 3 und héher (vgl. Abb. 11)*.

30



1 Einleitung

100 — Docetaxel plus nintedanib
—— Docetaxel plus placebo

Overall survival (%)

=4

Progression-free survival (%)

HR 077, 95% C1 0-62-0.96, p=0-0193 HR 075, 95% C1 0-60-0-92, p=0-0073 e
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Number at risk Number at risk
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Kurven fiir PFS (links) und OS (rechts) fiir Docetaxel plus Nintedanib bzw.
Docetaxel plus Placebo bei NSCLC mit Adenokarzinom-Histologie211

Die Verbesserung des PFS konnte in Kombination mit Pemetrexed bestéatigt werden, nicht

jedoch die Verbesserung des 05**?

. Die Zulassung des RTKI indiziert den therapeutischen Wert einer
PDGFR-Inhibition bei NSCLC. Es ist anzufligen, dass Nintedanib zusatzlich VEGFR inhibiert und somit
eine eindeutige Erfolgszuordnung nicht moglich ist. Zumindest Synergieeffekte durch PDGFR-
Hemmung sind jedoch wahrscheinlich, weshalb die Zulassung auch die Fortfiihrung als Monotherapie
nach Absetzen von Docetaxel umfasst. Fir weitere Aussagen werden entsprechend gepriifte
Patientenpopulationen notwendig. Eine &hnliche Studie von Olaratumab als Add-On zur
Standardtherapie Paclitaxel/Carboplatin  bei zuvor unbehandelten NSCLC ergab keinen

83 Die Studie beschreibt weiterhin, dass PDGFRa-Uberexpression in ca. 1 % der

Zusatznutzen
Tumorzellen zu finden ist, hingegen aber zu ca. 80 % im Tumorstroma. Die selektive Inhibition von
PDGFRa im Stroma war jedoch unzureichend, um Zusatznutzen zu erzielen, obwohl praklinische

Daten diesen Schluss erlauben®*

. Ob der therapeutische Effekt von Nintedanib auf dualer Hemmung
von PDGFRa und -B, der zusatzlichen Inhibition von VEGFR oder aber auf dem Set-Up eines

vorbehandelten NSCLC beruht, lasst sich nicht eindeutig klaren.

Innerhalb des Indikationsgebiets Brustkrebs konnten bisher keine Zulassungen fiir PDGFR-
inhibitorische Therapien erfolgen. So verbesserte Sorafenib als Add-On zu Capecitabin bei lokal
fortgeschrittenem bis metastasierendem Brustkrebs zwar den PFS von 4,1 auf 6,4 Monate, den OS
von 20,9 auf 22,2 Monate und die ORR von 31 % auf 38 %, aber der Anstieg an UAWSs war so

215 In kleineren Studien zu

gravierend, dass in der Folgestudie eine Dosisreduktion angedacht ist
Sorafenib als Monotherapie bei vorbehandeltem metastasierendem Brustkrebs konnte kein Benefit
erzielt werden™®. Auch Sunitinib konnte im Vergleich mit Capecitabin bei fortgeschrittenem
Brustkrebs nicht (iberzeugen und erzielte schlechtere Werte in PFS, OS und ORR?Y,
Zusammengefasst erlangten PDGFR-Inhibitoren bisher keinen Stellenwert als Monotherapeutika bei
Brustkrebs. Lediglich in Kombination mit klassischen Zytostatika ist Potenzial erkennbar. Das

gesteigerte Risiko ist durch gezielte Patientenauswahl anhand pradiktiver Marker zu bewerten’?.

Eine dhnliche Situation ergibt sich bei Kolorektalkrebs. Der RTKI Sorafenib konnte als Add-On
zur Standardtherapie FOLFOX bei mCRC nur eine minimale Verbesserung des PFS von 8,7 auf 9,1
Monate erzielen. OS und ORR blieben unverandert™®. Sunitinib als Add-On zu FOLFIRI bei mCRC
% Deutlich

vielversprechender sind die friihen Studienergebnisse von Nintedanib. In einer Vergleichsstudie

erbrachte keinen Therapievorteil und erzeugte eine hohere Rate an UAWSs
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1.4.3.2 Stand der Forschung

zwischen FOLFOX plus Bevacizumab und FOLFOX plus Nintedanib, wobei Ersteres momentan First-
Line-Therapie bei mCRC ist, konnte der Nintedanib-Arm vergleichbare Ergebnisse erzielen. Mit einer
Verbesserung der ORR von 56,1 % auf 63,5% und einem geringfiigig schlechterem 9-Monats-PFS von
70,2 % zu 62,1 % zeigte sich Nintedanib als moégliche Therapiealternative. Hinzuzufiigen ist, dass der
Avastin-Arm deutlich bessere Studienergebnisse erbrachte als in der zugehorigen Zulassungsstudie
flir diese Indikation. Mit einer deutlichen Reduktion der ernsten UAWs von 53,7 % auf 37,6 % konnte
Nintedanib plus FOLFOX zusatzlich Gberzeugen. Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt ist, dass
Nintedanib ein breiteres Spektrum der Kinaseinhibition von Angiogeneseprozessen besitzt als
Avastin® und damit rational von geringerer Resistenzbildung durch redundante Signalkaskaden
auszugehen ist. Zusatzlich profitiert potenziell eine breitere Population®’. Die Ergebnisse weiterer
221,222,223

Studien stehen noch aus
und VEGFR, besteht seit 2013 eine Zulassung bei mCRC** *%.

. Fiir Regorafenib, ebenfalls ein Multikinaseinhibitor fiir u.a. PDGFR

Neben den in kurativer Absicht initiierten operativen Methoden (u.a. Lebertransplantation
und -ablation) ist Sorafenib als Multikinaseinhibitor (gegen wu.a. PDGFR) palliatives

2% 50 konnte Sorafenib im Vergleich zu Placebo

Standardtherapeutikum bei fortgeschrittenem HCC
einen Vorteil bezliglich des PFS von 5,5 Monaten zu 2,8 Monaten und des OS von 10,7 Monaten zu
7,9 Monaten erzielen?”’. Atiologische Einflisse, wie Beteiligung von Hepatitis-Infektionen, auf die
Aggressivitat des Tumors werden von CHENG et al. diskutiert. Zwar sind die Studiendaten von
Sorafenib in dessen Untersuchung bei fortgeschrittenem HCC einer slidostasiatischen Population
wesentlich schlechter, jedoch verbleibt der therapeutische Vorteil fir PFS und OS gegeniber

Placebo®®

. Es sei hervorgehoben, dass der Erfolg von Sorafenib sich vermeintlich auf die Inhibition
mehrerer Angiogenesefaktoren stiitzt. Der duale RTKI Brivanib (VEGFR2 und FGFR) konnte in einer
Vergleichsstudie mit Sorafenib dhnliche Werte erreichen””. Aufgrund von Redundanz der Signalwege
und Resistenz durch Crosstalk (vgl. 1.6.1) ist eine breitere Kinasehemmung durchaus rational. So
konnte Ramucirumab (MAK VEGFR2) als Second-Line-Therapeutikum nach Progress unter Sorafenib
keinen Benefit gegen Placebo erreichen”. Regorafenib hingegen, als Abwandlung von Sorafenib,
wurde aufgrund breiterer Kinaseinhibition?" als Rezidivtherapie zugelassen. Die Verbesserung des OS
von 7,8 Monaten auf 10,6 Monate gegenliber Placebo ist ein therapeutischer Fortschritt, welchen

andere Substanzen bisher verfehlten®2.

PDGFR-Inhibition durch Imatinib als Add-On zu Hydroxycarbamid bei Glioblastom ergab
keinen Mehrwert gegeniiber der Einzelbehandlung®>. Sunitinib konnte in einer klinischen Studie der
Phase 2 ebenfalls keine signifikante Antitumoraktivitit erbringen®*. Zusatzlich belegt eine
Vergleichsstudie von Olaratumab (MAK PDGFRa) und Ramucirumab (MAK VEGFR2) schlechtere
Resultate flr erstere Substanz. Trotz starker praklinischer Hinweise (vgl. Evidenzen PDGFR-
inhibitorischer Behandlung Anhang | - K) auf Beteiligung der PDGF/R-Signalkaskade an der
Tumorigenese von Gliomen blieben bisherige Studien erfolglos. Gleiches gilt aber auch fiir andere

2> Mogliche Ursachen fiir ausbleibenden klinischen Erfolg sind u.a. fehlende

selektive Therapeutika
Bioverfligbarkeit aufgrund der Blut-Hirn-Schranke, mangelnde Patientenselektion auf onkogene
Abhangigkeit und unzureichendes Verstandnis fiir den zeitlichen Kontext einer PDGFR-Inhibition an
Tumor und Tumorstroma. Weitere PDGFR-selektive Therapieoptionen bei Gliomen sind in klinischer

Testung.
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Die Sachlage bei Prostatakarzinomen &hnelt der zuvor beschriebenen. So beeinflusste

Imatinib in Kombination mit Docetaxel bei mPC weder PFS noch OS vorteilhaft**°. Auch Dasatinib als

7 Ein tieferes Verstiandnis

Add-On zu Docetaxel erzielte keinen Mehrwert bei Behandlung von mPC
der Signalwege inklusive der Beteiligung des Tumorstromas ist wiinschenswert, um das

therapeutische Potenzial des Ansatzes besser auszuschopfen.

1.4.4. Der IGF-Rezeptor

1.4.4.1. Allgemein

Das Signalsystem der Insulin-like growth factors (IGFs), bestehend aus zwei Liganden (IGF-1,
IGF-2), drei Rezeptoren (IGF-1R, IGF-2R und IR) und sechs Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis IGFBP-6),
stellt ein komplexes Netzwerk mit Beteiligung an Tumorwachstum, -entwicklung und -verteilung im
Korper dar. Sowohl lber die PI3K/Akt-Signalkaskade als auch tber den Ras/MAPK-Signalweg sind
IGFs regulatorisch an Zellprozessen wie Proliferation, Wachstum und Apoptose beteiligt (vgl. Abb.
12%%). So fuhrt verstarkte IGF-1R-Signalaktivitat Gber PI3K/Akt zur Freisetzung von antiapoptotischen
Bcl-2, gesteigerter Proteinbiosynthese (ilber mTOR und gesteigertem Glukose-Metabolismus durch
Inhibition von GSK-3B. Uber Aktivitidt der Ras/MAPK-Kaskade werden Transkriptionsfaktoren wie
ELK1 freigesetzt, welche Genexpression fliir Wachstum und Differenzierung steuern. Neben der
Kontrolle von Verfligbarkeit und Abbau der IGFs im extrazelluldren Raum wirken die Bindungs-

proteine IGFBPs ebenfalls auf zelluldare Prozesse wie Wachstum und Differenzierung.
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Abb. 12: Darstellung IGF/IGF-R Signalkaskade inklusive intrazellularer Effektoren und Auswirkungen238

Fur diverse Tumoridentitdten, u.a. Kolorektal-, Pankreas- und Leberkarzinome, konnte ein

Zusammenhang zwischen Uberexpression von IGF-1, IGF-2 und IGF-1R und erhdhter Progression

239, 240, 241

nachgewiesen werden . Weiterhin wurde ein erhéhtes Entstehungsrisiko flir Brust-, Lungen-,
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Prostata- und Kolorektalkarzinome mit erhdhter Konzentration an IGFs im Serum assoziiert®*> 24 24,

Eine erhohte IGF-Aktivitdt wurde aufRerdem mit Proliferation, Migration und Invasion von Tumoren
korreliert. Somit scheint der Metastasierungsprozess, welcher eine maRgebliche Prognose-
verschlechterung darstellt, u.a. von IGF-Signalkaskaden unterhalten. So konnte IGF-2 als pradiktiver

> und HAKAM et al.

Marker fiir Lebermetastasen bei Kolorektalkarzinomen nachgewiesen werden®
zeigte zusatzlich schrittweise Erhéhung von IGF-1R wahrend der Progression zum metastasierenden
Kolorektaltumor®®®. Eine Beteiligung an Resistenzphinomenen gegen Chemotherapeutika und

Radiotherapie ist ebenfalls belegbar®”’

. Wenngleich die Datenlage zur therapeutischen Nutzbarkeit
IGFR-inhibitorischer Behandlung merklich dinner erscheint, sind doch ausgewadhlte Nachweise

entsprechend im Anhang K - L zusammengefasst.
1.4.4.2. Stand der Forschung

Obwohl eine Beteiligung der IGF/IGF-1R-Signalkaskade an verschiedenen Tumoridentititen
wahrscheinlich ist, sind bisherige klinische Ergebnisse unzureichend. So liefert Ganitumab (MAK
gegen IGF-1R) als Add-On zu hormonsuppressiver Therapie bei fortgeschrittenem bis
metastasierendem Brustkrebs keine Uberlebensvorteile bei vergleichbarem Nebenwirkungsprofil**.
Zu einer dhnlichen Beobachtung fiihrte die kombinierte Therapie von Gemcitabin und Ganitumab bei
metastasierendem Pankreaskarzinom. Vergleichbare Werte fiir OS und PFS sowie &hnliches
Nebenwirkungsprofil fihren dazu, dass der Studienansatz nicht Giber Phase 3 hinaus verfolgt wird**.
Fiir die Indikationsgebiete des metastasierenden Kolorektalkarzinoms und SCLC kdnnen ebenfalls

20,231 Konsistent

keine positiven Aussagen fir Ganitumab als Therapiealternative getroffen werden
zu bisherigen Aussagen kann auch Figitumumab (MAK gegen IGF-1R) weder als Add-On zu
Paclitaxel/Carboplatin®? (vgl. Abb. 13) noch in Kombination mit Erlotinib®? bei NSCLC verbesserte

Werte fur OS und PFS liefern.

A Figitumumab Contro B Figitumumab Control
100 Median OS 86(741093) 98(8610109) — 100 Median PFS, 47421054 46421054
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- HR (95% C1 1.18(0.99 10 1.40 Rl 3 HR [95% CI| 1.1010.93 10 1.32)
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0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (months) Time (months)
No. at risk No. st risk
Figitumumab 342 279 221 174 131 100 81 71 48 36 15 4 1 0 Figitumumab 342 231 127 38 17 8 6 2 2 1 0
Control 339 294 253 199 154 118 103 89 659 39 15 3 0 Contro 33 236 14 a7 21 12 8 “ 0

Abb. 13: Kaplan-Meier-Kurven flr OS (links) und PFS (rechts) fuir Carboplatin/Paclitaxel plus Figitumumab
bzw. Carboplatin/Paclitaxel plus Placebo bei NscLc??

Auch niedermolekulare RTKIs konnten in bisherigen klinischen Studien keinen Mehrwert
erzielen. In Kontrast zu MAKs inhibieren sogar spezifischere niedermolekulare RTKls, aufgrund der

hohen Sequenzhomologie, neben IGF-1R auch IR in therapeutischen Konzentrationsbereichen
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(Linsitinib: 1Cso(IGF-1R) = 18 nM, ICso(IR) = 54 nM). Nach praklinischen Daten kann die duale Inhibition
mit erhéhten Antitumoreffekten aber auch erhéhten UAWs assoziiert werden®*. So fiihrt Linsitinib
255

in Kombination mit Erlotinib sogar zu Verschlechterung von ORR und PFS bei NSCLC™™".

Die Ursachen fir momentan fehlende Umsetzbarkeit von praklinischen Beobachtungen in
klinische Resultate sind vielfiltig. Neben der Komplexitdt des IGF/IGF-R-Systems inklusive des IR,
welches einfache Inhibition von IGF-1R klinisch unzureichend wirken lasst, verschleiert die
Beteiligung weiterer Rezeptoren wie EGFR, HER2 und VEGFR die Ergebnisbeobachtung in Studien. Die
Identifikation von profitierenden Patientenpopulationen, welche nachweislich ein vorteilhaftes

24236 g4 existiert

Nutzen-Risiko-Verhaltnis besitzen, stellt ein weiteres Problem der Umsetzung dar
in der erwdhnten Studie zu Figitumumab mit Paclitaxel/Carboplatin bei NSCLC eine Subgruppe mit
hoher IGF-1-Konzentration, die durchaus Uberlebensvorteile aus zusatzlicher IGF-1R-Inhibition
zieht®™’. Beziehungsweise zeigen die Darlegungen von LANGER et al., dass bei niedriger IGF1-

Konzentration ein therapeutischer Nachteil existiert.

A Figitumumab Contro B Figitumumab Control
100 n =192} (n=182) 100 (n=120) (n = 96)
* Median OS 701581082 10.1(8.0t0 11.4) Median 0S, 104(90t0120] 948610 111
no 95% CI 4 months (95% CI)

—_ \ HR (95% C1) 1.37(1.0910 1.73 —_ . HR (95% CI) 0.93 (0.67 t0 1.29)
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0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (months) Time (months)

No. at risk No. at risk
Figitumumab 193 1563 116 86 65 52 41 36 19 13 6 0 Figitumumasb 120 100 82 73 656 42 36 31 26 19 8 4 1 0
Control 182 167 138 108 88 67 60 51 30 21 6 2 0 Contro 9 B85 72 67 40 33 27 23 16 10 5 1 0

Abb. 14: Kaplan-Meier-Kurven fiir OS fir Carboplatin/Paclitaxel plus Figitumumab bei

IGF1-Konzentration <120 ng/ml (links) bzw. IGF1-Konzentration 2120 ng/ml (rechts) bei NscLC??

Die fehlende Anwendung bzw. Identifikation von pradiktiven Biomarkern beim Studien-
design demonstriert damit die fehlerhafte Assoziation von ubiquitdrer Expression von IGF/IGF-1R-

Proteinen mit ubiquitarem Einfluss in Tumoren®® >

. Als potenzielle Biomarker gelten erhohte IGF-1-
Konzentration®®, autokrine Schleifen®® und Uberexpression bzw. -aktivierung von IGF-1R, da eine
Tumorabhangigkeit von der Signalkaskade dadurch wahrscheinlicher wird. Auch IGFBPs, als u.a.
Regulatoren der Konzentration und Verfligbarkeit von IGF-1/2, sind potenzielle Biomarker. Neben
der Identifikation eines Biomarkers kommt der robusten Bestimmung derer ebenfalls entscheidende
Bedeutung zu. So zeigen z.B. Untersuchungen von SCHWARTZ et al., dass die immunohistochemische
Bestimmung von IGF-1R negativ, bei gleichzeitig positiver Detektion durch Western-Blotting, sein

kann?®?

. Mogliche Biomarker sind jedoch weitaus heterogener und betreffen nicht ausschliefSlich die
IGF/IGF-1R-Signalkaskade. Nach KING et al. sind auch kompensatorische Signalkaskaden alternativer
RTKs als Biomarker zu bewerten, wahrend aktivierende Mutationen wie beim EGF-Rezeptor als
unwahrscheinliche Behandlungsindikatoren gelten®®. So existieren Belege fiir Crosstalk zwischen

IGF-1R und weiteren Zelloberflachenrezeptoren wie EGFR, PDGFRa und ER, welche im Weiteren
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resistenzvermittelnd fur IGF-1R-Inhibition wirken*® %3, Speziell der EGF-Rezeptor ist mit IGF-1R
alternierend in der Lage, die PI3K-Akt-Signalkaskade zu unterhalten und daraus resultierend

6% In Konsequenz legen KING und andere Autoren rationale

Progression und Uberleben zu férdern
Kombinationstherapien gegen verschiedene RTKs nahe, um sowohl intrinsische als auch erworbene
Resistenzen durch Crosstalk und Heterodimerisierungsphanomene zu unterdriicken und eine
breitere Basis fiir Therapieansprechen zu schaffen. Neben der Art der kombinatorischen Therapien
ist auch der zeitliche Ablauf und die Implementierung in bestehende Chemotherapien Teil der
Zukunftsbetrachtung von IGF/IGF-1R-inhibitorischen Behandlungen. So scheint IGF-1R u.a.
resistenzvermittelnd durch Reparaturmechanismen nach DNA-Schaden, so dass eine Kombination
aus entsprechenden Chemotherapeutika und IGF-1R-Inhibitoren rationaler erscheint als die
Kombination mit Zytostatika ohne DNA-Schadigung (vgl. Tabelle 1). Bisherige klinische Ergebnisse
von IGF-1R-Inhibitoren sind erniichternd, jedoch generieren sie Uberlegungen bzgl. Biomarkern und
rationalen Therapiekombinationen, welches der besseren Ausschopfung des therapeutischen

Potenzials dienen kann.
1.5. Die ATP-Bindungstasche

Allen zuvor betrachteten RTKs gemeinsam ist, dass die ATP-Bindungstasche als Teil der
Kinasedomane aufgrund desselben Substrats sowohl hohe Sequenzhomologie als auch dhnliche
Tertidrstruktur aufweist. Daraus resultiert prinzipiell, dass die Inhibition mehrerer Kinasen mittels
eines Inhibitors moglich ist. Im Weiteren stellt sich damit aber auch die Herausforderung an eine
gewisse Selektivitat bzgl. des aus iber 500 Kinasen bestehenden humanen Kinoms. Gebildet wird die
ATP-Bindungstasche aus einem N-terminalen Lappen (groBtenteils B-Faltblattstrukturen), einem
C-terminalen Lappen (groRtenteils a-Helixstrukturen) und der verbindenden hinge-Region (engl.
Scharnier). VULPETTI et al. teilt die ATP-Bindungstasche entsprechend ihres natirlichen
Bindungspartners in finf verschiedene Regionen (Adenin-Bindungsregion - hellblau, Zucker-
Bindungsregion - griin, Phosphat-Bindungsregion - rosa, hydrophobe Tasche - dunkelblau und
Losungsmittel-exponierte Region - gelb), wie in Abb. 15 schematisch gezeigt®®. Zusatzlich dargestellt

sind die hinge-Region - orange und das DFG-Motiv - grau.

Die Adenin-Bindungstasche interagiert Giber hydrophobe Wechselwirkungen der lipophilen
Seitenketten von finf Aminosdauren mit dem Adeninring des natirlichen Substrats ATP. Die direkt
benachbarte hinge-Region (s.u.) wechselwirkt (ber drei Wasserstoffbriickenbindungen ihres
Proteinrlickgrats ebenfalls mit dem planaren heterocyclischen Adeninring. Vergleichende
Betrachtungen von zugelassenen ATP-kompetitiven Inhibitoren (z.B. Erlotinib) zeigen, dass diese dem
ATP mimetisch an genannte Strukturen der Adenin-Bindungstasche und der hinge-Region binden®®.
Die Zucker-Bindungsregion bindet die Ribosegruppe des natirlichen Substrats. Es kommt zur
Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung mit einer der zugehdrigen Hydroxylgruppen. Infolge-
dessen ist die Zucker-Bindungsregion konserviert Uberwiegend polar, zeigt jedoch relativ grofle
Strukturvariation. Daher ist sie von Interesse fiir Inhibitorselektivitatsiiberlegungen und wurde z.B.
am EGF-Rezeptor fiir das Design von irreversiblen kovalenten Inhibitoren (z.B. Afatinib) genutzt,

wobei ein vorhandener Cysteinrest adressiert wird*®’.
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Abb. 15: ATP-Bindungstasche mit ATP als Substrat unterteilt in verschiedenfarbig markierte Regionen nach VuLpetT et al’®

(links); Ubertragung der Darstellung nach VuLpetTi auf die kompetitive Inhibition des EGFR-Inhibitors Erlotinib (rechts oben);
raumliche Darstellung der ATP-Bindungstasche von EGFR mit gebundenem kompetitiven Inhibitor Erlotinib®® (rechts unten)

Die Phosphat-Bindungsregion ist entsprechend der hoch polaren Phosphatreste des natiirlichen
Substrats ATP ebenfalls mit polaren Aminosdureresten besetzt. Sie ist unterteilbar in eine a-Helix-
Struktur und den ,phosphate-binding-loop“ (P-Loop), wobei Letzterer eine glycinreiche Struktur
darstellt, welche mit hoher raumlicher Flexibilitat ausgestattet ist. Bei Kinaseaktivitat interagiert der
P-Loop mit dem unten beschriebenen DFG-Motiv. Die hydrophobe Bindungstasche liegt raumlich
hinter der eigentlichen ATP-Bindungsregion und wird vom natirlichen Substrat nicht besetzt. Die
Region wird begrenzt von mehreren lipophilen Aminosdureseitenketten und weist auRerdem
vergleichsweise hohe Sequenzvariabilitat auf. Im Ubergang zwischen Adenin-Bindungstasche und
hydrophober Tasche ragt haufig ein groRerer lipophiler Rest einer Aminosaureseitenkette hervor und
begrenzt somit den Zugang zur hydrophoben Tasche. In der Literatur wird entsprechend von einer
,Gatekeeper”-Aminosaure gesprochen. Die unterschiedliche GroRe und Ausstattung mit
Wechselwirkungspartnern und nicht zuletzt die Zuganglichkeit durch die ,Gatekeeper”-Aminosaure
werden in der Wirkstoffentwicklung haufig zur Selektivitatsvariation genutzt. Weiterhin sind
therapieinduzierte Mutationen der ,Gatekeeper“-Aminosauren ein bekanntes Resistenzphdnomen
unter Behandlung mit RTK-Inhibitoren®®. Die Lésungsmittel-exponierte Region bildet den
Zugangsbereich flr Substrat und auch kompetitive Inhibitoren aus dem Zytosol in die ATP-
Bindungstasche. Entsprechend den Bedingungen im Zytosol ist diese Region eher hydrophil, v.a. im
duBeren Bereich. Die hohe Sequenzvariabilitit und hydrophile Umgebung kénnen fir
Selektivitatsoptimierung und Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften von Inhibitoren

genutzt werden.
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Als weitere relevante Proteinregionen bzgl. des Designs eines kompetitiven Inhibitors werden
sowohl die hinge-Region als auch das DFG-Motiv betrachtet. Die hinge-Region ist eine schmale
Verbindungsregion zwischen dem N-terminalen und dem C-terminalen Proteinlappen, welche die
ATP-Bindungstasche bilden. Bezogen auf das Substrat ATP bildet das Proteinriickgrat der hinge-
Region drei Wasserstoffbriicken zum Adeninring aus, welche i.d.R. durch ATP-kompetitive Inhibitoren
ebenfalls adressiert werden. Das DFG-Motiv (als Teil der Phosphat-bindenden Region) wird,
entsprechend des Einbuchstabencodes fiir Aminosauren, durch Asparaginsaure, Phenylalanin und
Glycin gebildet und ist hoch konservierter Bestandteil nahezu aller Tyrosinkinasen. AuBerdem besitzt
die Proteinregion hohe Konformationsflexibilitdt zwischen aktivem und inaktivem Enzym. Im aktiven
(,DFG-in“) Status des Enzyms ragt das DFG-Motiv in die ATP-Bindungstasche. Der enthaltene
Asparaginsaurerest ist unter Mitwirkung eines Mg**-lons in der Lage, die y-Phosphatgruppe des ATPs
glinstig fur katalytische Ubertragung zu positionieren. Die Phenylalaninseitenkette bildet dabei einen
Teil der hydrophoben Tasche. Im inaktiven (,,DFG-out”) Status ist die Wechselwirkung zwischen y-
Phosphatgruppe, Mg”*-lon und Asparaginsiure nicht moglich. Die Lage der Phenylalaninseitenkette
ist dahingehend verandert, dass der Zugang zur ATP-Bindungstasche blockiert wird. Infolge dieser
Gegebenheiten ist liber Rontgenkristallstrukturen von kokristallisierten Inhibitor-Kinase-Komplexen
eine Identifikation des Aktivitatsstatus bei Inhibitorbindung moglich. HUuSE und KURIYAN et al.
berichten, dass innerhalb der inaktiven Konformation von Kinasen deutlich mehr Variation der
Tertidrstruktur zu beobachten ist. Vermeintlich ist bei therapeutischer Adressierung der inaktiven

Konformation héhere Selektivitit des Inhibitors realisierbar®®.

Bei vergleichender Betrachtung der zugelassenen RTKIs wird ersichtlich, dass abseits der
Adenin-bindenden Region die Adressierung der beschriebenen Kinaseregionen duflerst divers ist und
das Auswirkungen sowohl auf Bindungsmodus als auch Selektivitdt hat. Deshalb soll betrachtet
werden, welche Kinaseregionen im Rahmen der Synthesearbeiten dieser Promotion potenziell
adressiert werden konnen. U.a. als Prototyp fiir EGFR-selektive RTKIs kann Erlotinib betrachtet
werden. Rontgendiffraktometrische Untersuchungen von Kokristallen aus Inhibitor und RTK zeigen,
dass Erlotinib innerhalb der ATP-Bindungstasche eine Wasserstoffbriicke zum Proteinriickgrat der
hinge-Region besitzt (schematisch Abb. 15 rechts). Der 3-Ethinylanilinrest dirigiert in die hydrophobe
Tasche und wird dort von L718 begrenzt. Die hydrophilen 2-Methoxyethoxyseitenketten adressieren
die hydrophile Solventregion. Anhand des Vergleichs zum nattirlichen Substrat lasst sich starkere
Wechselwirkungsmoglichkeit durch zusatzliche Wasserstoffbriickenbindungen zur hinge-Region als
mogliches Ziel ableiten. Des Weiteren flihren Punktmutationen (T790M) innerhalb der hydrophoben
Tasche haufig zu Resistenzbildung bei der Behandlung von NSCLC mit Erlotinib®®®. Da die hydrophobe
Tasche besonders im aktiven Status der Kinase zum sterischen Engpunkt wird bzw. Gatekeeper-
Mutationen therapielimitierend werden, ware eine Adressierung der inaktiven Kinase vorzuziehen.
Das spater entstandene Marktpraparat Lapatinib ist dualer Inhibitor fir EGFR/ErbB2 und bindet im
Gegensatz zu Erlotinib an die inaktive Konformation von EGFR. In der inaktiven Konformation wird
durch verdanderte Orientierung des DFG-Motivs zusatzlich Bindungsmoglichkeit in der sogenannten

270

allosterischen Tasche geschaffen®”. Durch Wechselwirkung innerhalb dieses Bereichs kann potenziell

zusiatzliche Selektivitat erreicht werden, wobei dieses kontrovers diskutiert wird?’"?’%,
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Ein weiteres interessantes Therapiekonzept bzgl. der Resistenzbildung durch Punktmutation
des EGF-Rezeptors (oder allgemein von RTKs) stellen irreversible Inhibitoren wie Afatinib dar, welche
aus einem kompetitiv agierenden und einem kovalent bindenden Molekilteil bestehen.
Unkonservierte Cysteinseitenketten innerhalb der ATP-Bindungstasche als Reaktionspartner fir
elektronenziehend substituierte Mehrfachbindungen des Inhibitors bilden dabei das mehrheitlich

genutzte Konzept267

. So konnte Cys797 am EGF-Rezeptor durch Afatinib adressiert werden. Ebenfalls
unkonservierte und damit therapeutisch nutzbare Cysteinseitenketten stellen u.a. Cys1045 am VEGF-
Rezeptor und Cys486 am FGF-Rezeptor dar (vgl. Abb. 16). Als mogliche Vorteile fiir die kovalente
Inhibition sind eine hohere Selektivitit und verminderte Ausbildung bzw. Uberwindung von erworb-

enen Resistenzen zu nennen, was fir Afatinib und Osimertinib zumindest partiell belegbar ist*’>.

N
Aet 793

Abb. 16: Bindung von Afatinib liber kovalente Bindung zu Cys797 am EGF-Rezeptor mit T790M-Punktmutation (Iinks)zee;

Cysteinseitenketten als potenzielle kovalente Bindungspartner in verschiedenen RTKs (rechts)®®

Sofern {iber verschiedene Wechselwirkungspartner in einem Molekil die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zum Proteinriickgrat des hinge-Motivs realisiert werden kann, sollte
auch die Positionierung bzw. Eindringtiefe des Molekiils in die ATP-Bindungstasche beeinflusst
werden. Infolgedessen ware die Implikation einer in Volumen und Lange variablen Gruppe an
entscheidender Stelle im Molekil wiinschenswert. Bezogen auf kommerziell verfligbare EGFR-
Inhibitoren mit Chinazolingrundkdrper ist ein solcher Ansatz nicht erkennbar, ware aber in Position 2
des Heteroaromaten denkbar, da diese in Richtung des Ubergangs zwischen hinge-Motiv und

hydrophober Tasche orientiert ist.

Im Sinne der zuvor beschriebenen Inhibition verschiedener Kinasen scheint ein Struktur-
vergleich unterschiedlicher Inhibitoren naheliegend. Neben den beschriebenen Inhibitoren fiir EGFR,
Gefitinib und Erlotinib, und der zusatzlich HER2-inhibierenden Verbindung Lapatinib, existiert mit
Vandetanib ein weiterer Inhibitor mit Chinazolingrundgerist. Interessanterweise inhibiert
Vandetanib trotz hoher Strukuranalogie (vgl. Abb. 17) zusatzlich den VEGF-Rezeptor und adressiert
somit eine weitere tumorrelevante Kinase. Neben dem Chinazolingrundgerist sind ein apolarer
Aromat in Position 4, welcher in die hydrophobe Tasche dirigiert, und eine polare Seitenkette in

Position 7, die das Bindeglied zur Losungsmittel-exponierten Region darstellt, weitere
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Strukuranalogien. Bei Lenvatinib ist das heteroaromatische Grundgeriist auf ein Chinolin reduziert,
jedoch lassen sich auch hier beschriebene Strukturmerkmale wiedererkennen. Der hetero-
aromatische Stickstoff dient der Bindung an das hinge-Motiv. Am apolaren Aromaten in Position 4
des Grundgeriists besitzt Lenvatinib analog Lapatinib eine verlangerte Seitenkette, welche die
allosterische Tasche belegt und somit die Inhibition der inaktiven Kinaseform sicherstellt.
Abweichend von anderen RTKIs besitzt Lenvatinib keine langere polare Seitenkette in Position 6 oder
7, welches u.U. die breite Kinaseinhibition von VEGFR1-3, FGFR1-4, PDGFRa und c-Kit mitbestimmt.

Erlotinib Lapatinib cl Vandetanib
i (0] Br
J%) Ji
o o) F
/O\/\O O/\ o /)
_ N
Lenvatinib Y Sorafenib Regorafenib
Os_NH o Y N OY N
Tl:i NH NH
X oy i LX )
CF CF3
o o) cl o 3 o F
X
HN | D | | b Hl!l |
~ HN Z =
o N N N
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Abb. 17: Auswahl von zugelassenen RTKIs - Vergleich Strukturdhnlichkeit

Ebenfalls um Multikinaseinhibitoren handelt es sich bei den Analogsubstanzen Sorafenib und
Regorafenib, bei welchen das bicyclische heteroaromatische Grundgerist durch ein
N-Methylpicolinamid ersetzt ist. Die raumlich benachbarten Stickstoffatome der Inhibitoren kénnen
zwei Wasserstoffbriickenbindungen zum Proteinriickgrat des hinge-Motivs ausbilden. Bezogen auf
den hydrophoben Aromaten in Position 4 mit verlangerter Seitenkette, welcher der Belegung der
allosterischen Tasche dient, besitzen beide Verbindungen augenscheinliche Analogie zu Lenvatinib.
Auch hier wird auf Adressierung der Losungsmittel-exponierten Region vollstandig verzichtet.
Zusammen-fassend betrachtet ist die Inhibition mehrerer Kinasen nachweislich synthetisch
realisierbar und die dafiir relevanten Strukturanforderungen sind an zugelassenen Marktpraparaten
ersichtlich. Die Balance zwischen Selektivitdt und Inhibition verschiedener tumorrelevanter Kinasen
wiederum ist schwieriger und muss u.a. mit Versuchsreihen erarbeitet werden. Des Weiteren sollten
auch Resistenzmechanismen in Syntheseliberlegungen einbezogen werden, um den potenziellen

therapeutischen Erfolg wahren zu kénnen.
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1.6. Resistenz und Selektivitit
1.6.1. Ausgewdhlte Resistenzmechanismen

Abseits von eigenstandigen Resistenzphdanomenen wie erhohtem Efflux von therapeutischen
Substanzen durch Uberexpression von P-Glycoprotein (bzw. ABC-Transportproteinen) werden
diverse Ursachen fiir Resistenz bei Therapie mit RTKIs beobachtet. Einige fiir die Arbeit relevante
sollen hier beispielhaft am EGF-Rezeptor erldautert werden. Vorab lasst sich sagen, dass bei der
Untersuchung von Resistenzphdanomen gerade im klinischen Bereich Tumorheterogenitit,
unzureichende Ursachenklassifizierung und unselektierte Patientenpopulationen Beobachtungen

verfilschen®”*

. Mochte man EGFR-betreffende Resistenzen in groRere Kategorien unterteilen, so
kann man a) von Reaktivierung der Rezeptorfunktionalitdt durch Mitglieder bzw. Funktionsweise der
ErbB-Familie, b) von Aktivierung alternativer Wachstumsfaktorrezeptoren und c) von Aktivierung

alternativer Wachstums- oder Uberlebensfaktoren sprechen”.

Nach Anwendung der ersten Generation von RTKIs im Bereich von NSCLC, also Gefitinib und
Erlotinib, erfolgte nach anfanglich Gberwaltigenden Ergebnissen Ernlichterung. Durch verschiedene
Punktmutationen (u.a. T790M, L718Q, C797S und L844V) kommt es zum Affinitdtsverlust des
Inhibitors und somit zum Wirkverlust. Fiir die am besten untersuchte Mutation T790M l3dsst sich
zusatzlich sagen, dass diese in geringem MaR auch vor therapeutischer Behandlung nachweisbar ist,

7% 1m Sinne des durch WEINSTEIN et al.

also sowohl primare als auch sekundare Resistenz darstellt
beschriebenen Konzepts der ,Oncogene-Addiction” fiihrt die selektive Inhibition zu hohem
Uberlebensdruck fiir EGFR-abhingige Tumorzellen, so dass die resistenzbildende Mutation
unmittelbar auftreten muss. Die Inhibitoren der zweiten/dritten Generation sind in der Lage, Uber
kovalente Bindungsmechanismen die , Gatekeeper”-Resistenzen zu liberwinden. Im Unterschied zur
Dritten adressiert die zweite Generation sowohl wt EGFR als auch die T790M-Mutante, was unter
Beriicksichtigung von Tumorheterogenitat ein wertvoller Aspekt sein kann. Jedoch beeinflusst dieses
auch das Nebenwirkungspotenzial negativ und agiert somit dosislimitierend?”’.

Ebenfalls der Obergruppe a) Resistenz durch ErbB-Familienmolekiile zugeordnet werden die
Mutation oder Amplifikation/Uberexpression von HER2 bzw. im weiteren Sinne Homo- und Hetero-
dimerisierung innerhalb der ErbB-Familie (vgl. Abb. 18). So kann HER2 v.a. in Gberexprimierter Form,
wie zuvor beschrieben, als Superakzeptor innerhalb des Dimerisierungsprozess agieren und somit die
Inhibition von EGFR aufheben. HER2-Amplifikation kann in 10 - 20 % und Uberexpression in 6 - 35%
der getesteten Patienten nachgewiesen werden. Mutationen der HER2-Kinasedomane sind nur in 2 -
4 % der Falle von NSCLC nachweisbar, welches den Stellenwert der Dimerisierungsphdnomene

unterstreicht®’®?”°

. Da Heterodimerisierung innerhalb der ErbB-Familie ubiquitar vorkommt, kénnen
auch ErbB3 und ErbB4 an der Weiterleitung von proliferativen und Uberlebenssignalen (durch z.B.
PI3K/Akt) trotz EGFR-Inhibition beteiligt sein. Aufgrund von beeintrachtigter Kinasefunktion von
ErbB3 und geringerem Vorkommen von ErbB4 spielen sie eine untergeordnete Rolle®. Als
Konsequenz konnten v.a. dual aktive Inhibitoren von EGFR und HER2 wie Lapatinib bei
entsprechender Resistenz von Nutzen sein, aber auch Kombinationen mit MAKs, welche die

Heterodimerisierungspartner adressieren, sind zu bewerten.
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Cetuximab
Ligand Panitumumab EGFR HER3  HER2-HER3  MET-HER3 GAS6

~/ vear o & o % :
J B

EMT

Transcription, protein synthesis, proliferation I

Abb. 18: Darstellung ausgewahlter Resistenzmechanismen durch
Heterodimerisierungsphanomene und Rezeptorcrosstalk281

Zugehorig zur Obergruppe b) stehen neben der ErbB-Familie weitere Wachstumsfaktoren
bzw. deren Rezeptoren in enger Verbindung zum Downstream-Signalnetzwerk, welches Wachstum
und Uberleben von Tumorzellen reguliert (vgl. Abb. 18). Im Zuge dessen sind sowohl Rezeptor-
heterodimerisierungen ({ber die ErbB-Familie hinaus als auch Rezeptorcrosstalk bzgl. der
nachgeschalteten Signalkaskaden zu betrachten. So fiihrt Uberexpression von IGF-1R ebenfalls zur
Aktivierung von PI3K und dessen nachgeschalteten Regulatormolekiilen und kann somit die

282

Inhibition von EGFR libergehen™”. Zusatzlich ist IGF-1R ebenfalls zur Heterodimerisierung mit EGFR

8 Eine

befdhigt und fuhrt auRerdem bei Aktivierung zu Ausschittung des EGFR-Liganden TGFa
Uberexpression von IGF-1R kann in 50 - 90 % der Patientenpopulation bei NSCLC und CRC
nachgewiesen werden. Wenn einer der Mechanismen als ursachlich fir die Resistenzbildung
identifiziert wird, ergibt sich eine Rationale fir multiple Inhibition. Vergleichbare Erkenntnisse
ergeben sich flir VEGF-Rezeptoren bzw. deren Aktivierung. Neben der Aktivierung angiogener
Prozesse fuhrt Signaltransduktion von VEGFR auch zur Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade
und der PI3K, kann damit ebenfalls als potenzieller bypass-Mechanismus einer EGFR-Inhibition
genannt werden. Sowohl auf Zell- als auch auf Patientenebene sind positive Ergebnisse kombinierter
Inhibition von EGFR und VEGFR, verglichen mit ausschlieBlicher EGFR-Inhibition, beschrieben®* %,
Das summiert als Rezeptorcrosstalk bezeichnete Phanomen fiihrt dazu, dass nach Inhibition des
Onkogens die Downstream-Signale von alternativen Wachstumssignalen unterhalten werden
(,,Oncogene-Shift”), obwohl eine Treibermutation bzw. Oncogene-Addiction vorhanden ist. Besonders
unter Selektionsdruck eines spezifischen Inhibitors kann der bypass-Mechanismus zu sekundar
erworbener Resistenz flihren. Jedoch sind auch primdre Resistenzen onkogener
Wachstumsfaktorrezeptoren bekannt, welche eine EGFR-selektive Therapie von vornherein

limitieren. So werden fiir den Met-Rezeptor durch Amplifizierung sowohl primare als auch
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erworbene Resistenzen gegeniiber einer EGFR-selektiven Therapie bei CRC nachgewiesen®®®.
Mechanistisch sind Heterodimerisierungs- und Crosstalk-Phanomene fiir Met beschrieben. Bei
Identifikation ist eine duale Inhibition zu Therapiebeginn oder eine Resensibilisierung nach
aufgetretender Resistenz denkbar. Neben den zuvor genannten Phanomenen ist in Abb. 18 auch die
morphologische Verdnderung zu einem stammzellartigen Zelltyp als Resistenzursache gegen EGFR-

selektive Therapien ersichtlich, welche u.a. Gber den AXL-Rezeptor vermittelt wird.

Bezogen auf EGFR-selektive Ausrichtung kdnnen auch die nachgeschalteten Signalnetzwerke,
entsprechend Resistenzgruppe c), eine effektive Therapie verhindern. Vornehmlich geschieht dieses,
indem sie unabhangig von Rezeptoraktivierung agieren bzw. sich von dieser entkoppeln. Da sich die
EGFR-Aktivierung auf diverse nachgeschaltete Signalkaskaden auswirkt, existieren auch fir jede

Kaskade einzelne Resistenzphdnomene (vgl. Abb. 19).
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Abb. 19: Darstellung ausgewahlter Resistenzmechanismen bezogen auf EGFR-selektive Inhibition
und deren Haufigkeit innerhalb der Hauptindikationsgebiete NSCLC und CRC®’

So filhren PI3KCA-Mutation, PTEN-Verlust und mTOR-Aktivierung®®® zur Entkopplung des
zugehdrigen Signalwegs von einer Rezeptoraktivierung und bewirken somit konstitutive Aktivitat des
Signalwegs. Mit einem Vorkommen von 30-60 % in NSCLC und 30 - 40 % in CRC ist PTEN-Verlust
inzwischen anerkannter pradiktiver Biomarker fiir Therapie mit RTKls. Ausbleibende
Dephosphorylierung und resultierend ausbleibende Rickkopplung der PI3K-Kaskade fiihrt zu

289,290
d

konstitutiver Aktivitat, welche mit Resistenz auf verschiedene RTKIs assoziiert wir . Innerhalb

des PI3K/Akt-Signalwegs existieren verschiedene z.T. zugelassene Inhibitoren, welche rationale

Kombinationstherapien mit RTKIs erlauben und sich aktuell in klinischer Testung befinden**

. Analog
kénnen Mutationen des Ras-Proteins (K-Ras, N-Ras) und des Raf-Proteins (BRAF) zu Resistenzbildung
durch Entkopplung der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade von RTKs fiihren. Beziiglich der bisherigen

Hauptindikationsgebiete von EGFR-selektiven Therapien, NSCLC und CRC, ist v.a. K-Ras mit einer
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Haufigkeit von 15 - 20 % respektive 40 - 45 % von therapeutischer Relevanz. Fiir beide Indikationen
gilt eine entsprechende Mutation als pradiktiver Biomarker fiir die Anwendbarkeit einer EGFR-
selektiven Therapie, welches sich sowohl fir MAKs als auch RTKIs in Literaturdaten und Leitlinien

niederschlagt®®* 2%

. Sowohl erworbene als auch primare Resistenz ist liber genannte Mechanismen
moglich. Interessanterweise stehen resistenzvermittelnde Mutationen teilweise in wechselseitigem
Gleichgewicht. So ist das BRAF(V600E)-Onkoprotein in der Lage, Resistenz gegeniiber einer EGFR-
selektiven Therapie zu vermitteln. Wiederum kann die Inhibition von BRAF(V600E)-positiven
Kolontumoren zur Feedback-Aktivierung mit Resistenzausbildung von EGFR fihren®”. Die
Uberwindung der durch Downstream-Effektoren vermittelten Resistenz auf EGFR-selektive Therapien
ist tendenziell moglich, erfordert aber i.d.R. Kombination mit anderen Inhibitorklassen. Trotzdem ist
die Kombination entsprechender Substanzen, wie z.B. BRAF-, MEK- und EGFR-Inhibitoren, ein
vielversprechender therapeutischer Ansatz und Thema klinischer Studien. Entsprechend der in Abb.
19 dargestellten Haufigkeit von Mutations-, Expressions- und Amplifikationsphdanomenen stellt sich
die Frage nach der jeweiligen Relevanz bzw. der therapeutischen Nutzbarkeit. In frihen klinischen
Studien zu rationalen Kombinationstherapien lieRen sich bisher kaum Erfolge erzielen. Betrachtet
man die Vielzahl der beteiligten Phanomene und die vergleichsweise geringe Praqualifizierung von
Patientenkollektiven in klinischen Studien, ist die geringe Erfolgsrate nachvollziehbar. Neben der
weiteren Etablierung von innovativen Kombinationstherapien muss zukiinftig Wert auf
Identifizierung der relevanten Onkogene und Resistenzvermittler gelegt werden. Die Auswahl der

Testpopulationen sollte dahingehend optimiert werden.

1.6.2. Selektivitatsiiberlegungen

Aus den zuvor angestellten Uberlegungen ergibt sich, dass die gleichzeitige Inhibition
ausgewahlter Kinasen sowohl aufgrund mannigfaltiger Beteiligung am Tumorprogress als auch aus
Resistenzgriinden rational ist. Definierte RTKs zu inhibieren und gleichzeitig wenig off-
target-Wirkungen zu erzeugen, ist nicht trivial. Zunachst sollte eine hinreichende inhibitorische
Potenz fiir das gewtlinschte Target erzielt werden, um anschlieRend das Ausmal an Selektivitat zu
bestimmen und zu optimieren. Wenn ausgewahlte RTKs das erklarte Target sind, so stellt zumindest
das gesamte Kinom ein Potenzial fiir off-target-Wirkung dar. Abb. 20 zeigt eine Gesamtdarstellung
des humanen Kinoms als baumartiges Dendrogramm. Die von uns potenziell adressierten RTKs (u.a.
EGFR, VEGFR, PDGFR und IGFR) werden der Gruppe der Tyrosinkinasen (TK) zugeordnet. Bezliglich
der Sequenzhomologie der Kinasedomdne am nachsten den TKs verwandt, ist die Familie der
tyrosine-kinase-like-Kinasen (TKL). Darunter sind u.a. die Serin-/Threoninkinasen Raf und TGFBR. Die
STE-Familie besteht u.a. aus zahlreichen Mitgliedern der MAPK-Kaskade. Die CMGC-Familie enthalt
u.a. die Cyclin-abhdngigen Kinasen als Regulatoren des Zellzyklus und der Transkription.
Vervollstandigt wird die Kinasesuperfamilie durch die CAMK-, AGC-, CK1- und GYC-Familien, welche

im Kontext der vorliegenden Arbeit nicht weiter betrachtet werden.
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Abb. 20: Darstellung humanes Kinom als baumartiges Dendrogramm nach CELL SIGNALING TECHNOLOGY

Fiir die Darstellung bzw. Auswertung von Selektivitatsuntersuchungen bestehen zahlreiche
Moglichkeiten. Einen rationalen Anhaltspunkt geben die Arbeiten von DAvis et al., welche die
inhibitorische Potenz von verschiedenen zugelassenen Marktpraparaten, aber auch in Entwicklung

2%2% Als Basis nutzen die Untersuchungen

befindlichen Praparaten, bezogen auf 442 Kinasen testen
ein Competition Binding Assay, welcher durch FABIAN et al. beschrieben und charakterisiert wurde. Es
ergeben sich logarithmische K -Abstufungen fiir die Testverbindungen zu allen untersuchten Kinasen.
Ubertragen auf Kinasedendrogramme resultieren iibersichtsartige Darstellungen von Substanzen und

den gehemmten Kinasen (vgl. Abb. 21).
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Abb. 21: Dendrogramm-Darstellung der drei RTKIs Erlotinib, Afatinib (BIBW-2992) und Vandetanib und deren
Kinaseaffinitaten (v.l.n.r.), PunktgréRe und Ky verhalten sich umgekehrt proportional

Unter anderem zeigen die Untersuchungen von DAvis et al., dass tatsachlich Typ II-
Inhibitoren (Bindung an inaktiver Kinaseform) insgesamt selektiver sind, aber dass sowohl mit Typ I-
Inhibitoren ebenfalls hohe Selektivitat erreicht werden kann, als auch mit Typ ll-Inhibitoren stark
unselektive Marktpraparate vorhanden sind. Des Weiteren ergeben sich recht unterschiedliche
Selektivitatsmuster. So sind Substanzen zu finden, welche vorrangig bestimmte Familien adressieren,
aber auch Substanzen mit Interaktion in diversen Kinasefamilien sind belegt. Infolgedessen ist eine
RTK-adressierte Verbindung auch auf off-target-Wirkungen in anderen Kinasefamilien zu
untersuchen, um ein vollstandiges Bild der Selektivitat zu erhalten. Neben der bildlichen Darstellung
legt die Veroffentlichung zur Bewertung der Kinaseselektivitdt einen Selectivity-Score nahe, bei
welchem die Anzahl der Kinasen mit Ky < 3 uM durch die Gesamtzahl der getesteten Kinasen dividiert
wird. Es resultiert ein numerischer Wert fiir die Gesamtselektivitat zum Kinom. 64 % der Substanzen
liefern dabei einen Wert von <0,2. Dazu zdhlen u.a. der MEK-Inhibitor Sulemetinib, ErbB/ErbB2-
Inhibitor Lapatinib (0,02) und die EGFR-Inhibitoren Erlotinib (0,18) und Afatinib (0,08). Ausgewiesene
Multikinaseinhibitoren wie u.a. Axitinib (0,20), Vandetanib (0,24), Nintedanib (0,52) und Sunitinib
(0,60) liefern dementsprechend hohere Werte. Zugelassene Inhibitoren bedienen also einen weiten
Bereich von Selektivitdt, wobei die Grundintention der pharmazeutischen Entwicklung vermutlich
ebenfalls divergiert. Nichtsdestotrotz haben alle Verbindungen eine entsprechende Zulassung,
welche Sicherheit und Unbedenklichkeit belegt. Aufgrund der im Selectivity-Score gewahlten Grenze
von Kp < 3 uM ergibt sich eine eingeschrankt verwertbare GrolRe, denn im Weiteren muss fir eine
Bewertung der Selektivitat in Betracht gezogen werden, in welcher Konzentration die betrachtete
Substanz am gewdlinschten Target inhibiert. Daher sollte nach DAvis et al. auch das Verhaltnis von
zusatzlich inhibierten Kinasen im Bereich von Kpinasen) € 10 X Kpgprimirtargety h€rangezogen werden.
Entsprechend ergibt sich hohere Selektivitdt, je weniger off-target-Inhibition in diesem Bereich

erfasst wird.

Im weiteren Kontext stellt sich die Frage, inwiefern eine Familie der Kinasen (z.B. RTKs)
adressiert werden kann bzw. andere Kinasefamilien dabei unbeeinflusst bleiben. Bezieht man den
Selectivity-Score auf einzelne Kinasefamilien statt auf die Gesamtzahl der getesteten Kinasen, so
mussen fiir familienselektive Inhibitoren deutlich hdhere Werte resultieren als fiir andere Familien

und den Gesamt-Score.
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2.  Zielstellung und Darlegung der Synthesestrategie

2.1. Darlegung Synthesestrategie

Aufgrund der beschriebenen vielfaltigen Bedeutung von Wachstumsfaktoren und deren RTKs
fir die Tumorigenese sind entsprechende Inhibitoren sowohl als praklinische Tools als auch als
klinische Arzneistoffe von Interesse. Anhand der Konzepte von onkogener Abhingigkeit®’ und
Kennzeichen eines Tumors®’ wurde die Wertigkeit von Inhibitoren mit Hemmwirkung auf multiple
Kinasen dargestellt. Weiterfliihrende Betrachtungen zu Resistenzmechanismen in onkologischer
Behandlung zeigen ein zusatzliches Potenzial auf, wohingegen die Selektivitatstiberlegungen
Bewertung und Moglichkeiten multipler Kinaseinhibition aufzeigen. Im Zuge vorhergehender

297298 2ur Inhibition

Arbeiten von HILGEROTH et al. wurden u.a. 1-Aza-9-oxafluorene und a-Carboline
tumorrelevanter Kinasen synthetisiert und evaluiert. In Erweiterung dessen soll in dieser Arbeit die
Synthese des strukturverwandten tricyclischen 9H-Pyrimido[4,5-blindols auf Zuganglichkeit und
Derivatisierungsmoglichkeit bearbeitet werden. Entstehende Derivate sollen in Zusammenarbeit mit
der ProQinase GmbH (Freiburg im Breisgau) auf deren Kinaseinhibitionseigenschaften gepruft
werden. Die potenziellen Targetaffinitaten wiederum werden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. W. Sippl (Institut flir Pharmazie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durch Docking-
Studien auf Inhibitor-Target-Interaktionen bearbeitet. Aus entsprechenden Untersuchungen sollen

Hypothesen fiir weitere Synthesereihen generiert werden.

Zur Darstellung von Pyrimido[4,5-blindolen gibt es nach Literaturdaten verschiedene

29 hach

Syntheseansatze (vgl. Abb. 22). Die bekannteste und auch gegenwartig genutzte Methode
GLUSHKOV et al. nutzt 2,3-bifunktionalisierte Indole (z.B. 2-Amino-3-ethoxycarbonyl-1H-indol oder
3-Ethoxycarbonyl-2-guanidyl-1H-indol) und setzt diese in Cyclisierungsschritten um, welche den
anellierten Pyrimidinring bzw. 2-Aminopyrimidinring generieren®*®. Problematisch innerhalb dieses
Verfahrens sind vielschrittige vorherige Syntheserouten mit z.T. vielen Nebenprodukten und hieraus

resultierend schlechte Gesamtausbeute®”*

. Ebenfalls dokumentiert sind Syntheseprozesse ausgehend
von 5,6,7,8-Tetrahydropyrimido[4,5-blindol. EGER et al. stellt entsprechende Oxidationsreaktionen
unter Palladium-Kohlenstoff- oder alternativ DDQ-Katalyse dar’®, welche wie ebenso beschriebene

intramolekulare Arylierungsreaktionen®®

selten Anwendung finden. Mogliche Ursache hierfir ist,
dass ebenfalls vielschrittige Syntheserouten zur Praformierung der Edukte nétig sind, aber zusatzlich
die Literaturdaten erheblich eingeschrankt sind. Die von KUMARESAN et al. vor kurzem veroffentlichte
Ein-Topf-Synthese unter Katalyse von Heteropoly-11-molybdo-1-vanadophosphorsaure auf
Montmorillonit K ist eine weitere Darstellungsmoglichkeit. Vorteile sind gute Ausbeuten, einfache
Aufarbeitung und kurze Reaktionszeiten®*. Da die Veroffentlichung bei Durchfiihrung unserer
Synthesearbeiten noch nicht verfligbar war, konnte der Syntheseansatz fiir unsere Zielstrukturen
nicht genutzt bzw. geprift werden. Bei Fortfliihrung weiterer Synthesereihen sollte die Synthese von

KUMARESAN zumindest evaluiert werden.
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Abb. 22: Darstellung verschiedener Literaturmethoden zur Synthese von 9H-Pyrimido[4,5-b]indolen

N
H

Die von DOTZAUER et al. beschriebene Darstellung von Pyrimido[4,5-blindolen nutzt eine

305, 306

NENITZESCU-Reaktion und ist ebenfalls eine Ein-Schritt-Synthese . Die NENITzESCU-Reaktion setzt

primare Enamine mit 1,4-Benzochinonen zu Indolen um. Durch Verwendung von z.B. Pyrimidin-6-

3% Moderate Ausbeuten

aminen als Enaminkomponente ergeben sich analog Pyrimido[4,5-blindole
und eine einfache Reaktionsfiihrung waren grundlegend fiir die Auswahl des Verfahrens. Die Darstel-
lung erster Zielstrukturen sollte in einem 2-Stufen-Synthesekonzept erfolgen (vgl. Abb. 23 A), wobei
zunachst die Formulierung des tricyclischen Grundkdrpers aus 2,4-Diamino-6-chloropyrimidin und
1,4-Benzochinonen stattfindet. AnschlieBend war (iber nucleophile Substitution (Sy) in Position 4 des
entstandenen 2-Amino-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-oles die Derivatisierung geplant. Durch
Substitution mit funktionalisierten Benzylaminen und Anilinen sollten Derivate fir die Evaluierung
des Interaktionspotenzials mit der ATP-Bindungstasche generiert werden. Aus Effektivitatsgriinden
(u.a. Mengenbedarf an Derivatisierungsreagenzien) ist die Abfolge der Reaktionsschritte préaferiert.
Da die Umsetzung sowohl in verschiedenen Reaktionsmedien als auch unter diversen Reaktionsbe-

dingungen nicht zum gewiinschten Zwischenprodukt flihrte, musste ein alternativer Ansatz erfolgen.
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Abb. 23: Darstellung urspriingliche 2-Stufen-Synthesestrategie A und alternativer Ansatz B

Eine mogliche Erklarung fir die ausbleibende Umsetzung bietet die Untersuchung des
Reaktionsmechanismus durch DoTzAuer. Darin wird verdeutlicht, dass die Reaktivitdt des C-5 der
6-Aminopyrimidine als Enaminkomponente der NENITzEsCU-Reaktion von zentraler Bedeutung ist*®.
Als Nucleophil fur die Formierung eines MICHAEL-Adduktes ist die Elektronendichte am Kohlenstoff
von Relevanz. DOTZAUER beschreibt weiter, dass eine Bewertung der Reaktionsfahigkeit des Enamins
in der NeNITzescu-Reaktion Uber *C-NMR-Messungen moglich ist. Die chemische Verschiebung &
korreliere dabei mit der Elektronendichte am Kohlenstoffatom und damit auch mit der Reaktivitat als
Nucleophil. In der zugehorigen Veroffentlichung wird ein Grenzwert von & < 77,0 ppm fir eine
erfolgreiche Umsetzung formuliert®”. Da neben der Reaktivitiat der Enaminkomponente weitere
Faktoren wie Reaktionspartner und -bedingungen ebenfalls von Bedeutung sind, ist der Grenzwert
nur als Richtwert zu betrachten. Unsere Messungen des urspriinglich geplanten Edukts
6-Chloropyrimidin-2,4-diamin ergaben eine chemische Verschiebung 65 von 92,9 ppm (vgl. Tabelle

4).

Tabelle 4: Chemische Verschiebung &5 (13C-NMR-Spektrum) zur Charakterisierung der Reaktivitat als Enaminkomponente

R: R; &c.s[ppm]
< “NH, 92,9
-NHCH,Ph “NH, 73,9
-NHCH,(4-OCH;Ph) -NH, 73,8 Ry
“NHCH,(3-OCH;Ph) -NH, 73,3 5 NN
-NHCH,(3-CIPh) -NH, 74,6 | /)\
“NH(3-CFPh) -NHBuU 77,4 H,N” N7 R,
“NH(3-CFPh) H 77,1
-NH((4-OCH,(3-FPh))Ph) H 75,5
“NH(3-CFPh) SBu 81,4

Trotz minimaler Anzeichen einer Umsetzung bestatigten unsere Beobachtungen somit zunachst den
pradiktiven Faktor der chemischen Verschiebung 6cs. Da v.a. der Elektronenzug des
Chlorsubstituenten an C-6 negativen Einfluss auf die Elektronendichte von C-5 auslibt, erwies sich
eine vorgezogene Substitutionsreaktion an C-6, unter Einbringung elektronisch vorteilhafterer
Substituenten, als rationale MaRnahme zur Erhéhung der Reaktivitdt an C-5 (vgl. Abb. 23 B). Nach
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2.2 Zielstellung

Substitution mit derivatisierten Benzylaminen bzw. Anilinen ergaben sich u.a. in Tabelle 4
dargestellte chemische Verschiebungen 65, welche nur z.T. Gber dem beschriebenen Grenzwert
liegen. Durch geringere Elektronegativitat und positiv mesomere Effekte der genutzten Substituenten
wurde die Elektronendichte an C-5 der N*-substituierten Pyrimidin-2,4,6-triamine und somit auch
deren Reaktivitat insgesamt positiv fiir die NENITZESCU-Reaktion beeinflusst. Durch Umstellung der
Reaktionsabfolge konnte das in Abb. 24 gezeigte 2-Stufen-Synthesekonzept als Grundlage flr weitere
Modifikationen etabliert werden. Beide Syntheseschritte werden in den zugehdrigen Abschnitten
ausfuhrlich dargestellt. Gleichermalen konnten fiir beide Umsetzungen Standardbedingungen
festgesetzt werden, welche sowohl Vergleichbarkeit als auch hinreichendes Umsetzungspotenzial

bieten.

2.2. Zielstellung

Neben der beschriebenen Derivatisierung des 9H-Pyrimido[4,5-b]indols mit substituierten
Benzylaminen A und Anilinen B zeigt Abb. 24 auch weitere durchgefiihrte Modifikationen. So wurde
in 4-Position des Grundkdrpers mit groBeren substituierten Benzyloxyanilinen derivatisiert C, der
Grundkorper mit alternativ substituierten Benzochinonen cyclisiert D, und 2-derivatisierte Pyrimidine

als Enaminkomponente der NENITZESCU-Reaktion eingesetzt E.
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Abb. 24: Ubersicht des 2-Stufen-Synthesekonzepts mit entsprechend geplanten Derivatisierungsméglichkeiten:
A Umsetzung mit subst. Benzylaminen, B Umsetzung mit subst. Anilinen, C Umsetzung mit subst. Benzyloxyanilinen,
D Verwendung alternativ substituierter 1,4-Benzochinone, E Verwendung alternativ 2-substituierter
Pyrimidinkomponenten, F O-Carboxylierung der 6-Hydroxygruppe, G O-Alkylierung der 6-Hydroxygruppe

Im Erstkonzept der Arbeit war die Modifikation der 2-Position der 9H-Pyrimido([4,5-b]indole

307

Uber Diazotierung der 2-Aminogruppe angedacht™’. Die Diazotierungsreaktion liel sich nicht auf

unsere Versuchssubstanzen anwenden, so dass eine friihzeitige Derivatisierung der 2-Position in das
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2 Zielstellung und Darlegung der Synthesestrategie

bestehende Synthesekonzept integriert wurde. TROSCHUTZ et al. beschreibt, dass die Reaktivitdt von
C-5 des Pyrimidins innerhalb der NENITzESCU-Reaktion v.a. durch 4- und 6-Substitution beeinflusst
wird®®. Die entsprechenden Synthesereihen wurden so gewihlt, dass sowohl Elektrophile als auch

Nucleophile®®

als Substituenten integrierbar sind, welches in den zugehorigen Abschnitten dargelegt
ist. Beispielhafte Messungen der chemischen Verschiebungen 6.5 mit 2-derivatisierten Pyrimidinen
ergaben tlw. deutliche Uberschreitungen des anvisierten Grenzwerts von § < 77,0 ppm. Somit ist der
Einfluss des 2-Substituenten deutlich groRer als erwartet und fiihrte zur eingeschrankten
Umsetzbarkeit der Derivate zu 9H-Pyrimido[4,5-blindolen. In Abschnitt 3.3 wird eine mogliche

Erweiterung, des von DOTZAUER et. al. aufgestellten Konzepts, beschrieben.

Durch die Umsetzung mit verschiedenen Chinonkomponenten wird evaluiert, ob dariber
eine gezielte Derivatisierung der 7-Position der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole mdglich ist, da eine
selektive  nachtragliche  Modifizierung ausgehend vom  4-substituierten  2-Amino-9H-
pyrimido[4,5-blindol-6-0l komplex erscheint. Neben zusatzlicher Derivatisierungsmoglichkeit sollen
die Umsetzungen mit 2-Methyl-, 2-Chlor-, 2-Brom- und 2-Methoxy-p-benzochinon Erkenntnisse zum
Reaktionsmechanismus und zu sterischen Verhaltnissen der NENITZESCU-Reaktion generieren. Bei
Umsetzung mit 2-subst. Benzochinonderivaten sind, neben dem gewliinschten 7-modifizierten
2-Amino-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-olen, auch 5- und 8-derivatisierte Varianten denkbar. Sowohl
elektronische Einflisse auf die Chinonkomponente als MICHAEL-Akzeptor als auch sterische Einfllsse
legen eine gleichberechtigte Entstehung aller Varianten nicht nahe. Entsprechende Beobachtungen

und eine mogliche Interpretation sind in Abschnitt 3.3.1 beschrieben.

Ebenfalls Teil der geplanten Derivatisierungen waren Modifikationen der 6-Position des
9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ols (vgl. Abb. 24). Die 6-Hydroxyfunktion bietet u.a. Potenzial fir
Veretherungs- (G) und Veresterungsreaktionen (F). Da nach Erkenntnissen vorangegangener
Arbeiten®” *® entsprechende Substituenten wahrscheinlich zur Ldsungsmittel-exponierten Region
der ATP-Bindungstasche dirigieren, wird mit der Variation v.a. eine Anpassung der ADME-
Eigenschaften und Selektivitatsbeeinflussung adressiert. Zusatzlich wurde durch O-Carboxylierung
mit Zimtsaurederivaten die Integration eines kovalenten Inhibitorkonzepts, wie unter Abschnitt 1.5
beschrieben, geprift. Im weiteren Kontext dienen Derivatisierungen in Position 4 des
9H-Pyrimido[4,5-blindols der Adressierung der hydrophoben Region der ATP-Bindungstasche bzw.
wird versucht, Uber die Verwendung der 4-Benzyloxysubstituenten die allosterische Tasche der
inaktiven RTK zu adressieren, um zusatzliche Selektivitdit zu schaffen. Potenziell dirigieren
7-Substituenten durch Verwendung derivatisierter Benzochinone innerhalb der NENITzESCU-Reaktion
ebenfalls in die Losungsmittel-exponierte Region, wogegen verdnderte 2-Substitution der
9H-Pyrimido[4,5-blindole vermutlich Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem hinge-Motiv ausiibt
(vgl. Abb. 25).
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3.1 Synthese kommerziell nicht verfiigbarer Aniline
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Abb. 25: Ubertragung der geplanten Derivatisierungen der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole auf die schematische Darstellung der
ATP-Bindungstasche nach VuLPETTI et al®® (zusatzlich erweitert um allosterische Tasche bei inaktiver RTK)
Zusatzlich wurden in dieser Arbeit alternative Bicyclen erarbeitet bzw. synthetisiert (vgl. 3.5),

welche als Analogsubstanzen zur Aufklarung der Wertigkeit des Phenylrings der
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole dienen. Weiterhin wird lber die Bicyclen die favorisierte Ausrichtung

des Pyrrolringstickstoffs und dessen Effekt auf die Inhibitor-Target-Interaktion geprift.

3.  Ergebnisse und Diskussion
3.1. Synthese kommerziell nicht verfiigbarer Aniline

Wahrend der nucleophilen Substitution am 6-Chloropyrimidin-2,4-diamin wurden tlw.
derivatisierte Aniline und Benzyloxyaniline aus Eigensynthese verwendet. Weiterhin wurden die
lagerungsinstabilen 2-Methoxy- und 2-Bromo-p-benzochinone fiir eine unmittelbar folgende
Verwendung synthetisiert. Die synthetische Darstellung und Strukturabsicherung wird aus

Kapazitatsgriinden im Anhang M - T dargestellt.
3.2. Synthese substituierter Pyrimidine
3.2.1. Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

Durch die fehlende Umsetzbarkeit von 4-Chloropyrimidin-2,6-diamin in der NENITZESCU-
Reaktion mit Benzochinon war, wie zuvor beschrieben, eine vorhergehende Modifikation erforder-
lich. Durch nucleophile Substitution in Position 4 des Pyrimidins konnten vorzeitig die Substituenten
eingefiihrt werden, welche fir die Evaluierung der Struktur-Wirkungsbeziehungen in Erwagung
gezogen wurden. Im Zuge dessen wurde gleichermalien die elektronische Struktur des Pyrimidins so
verandert, dass die nachfolgende Umsetzung zum 9H-Pyrimido[4,5-blindol Gber NENITZESCU-Reaktion

moglich wurde. Die Substitutionsreaktion am Pyrimidin wird durch diverse Faktoren beeinflusst (vgl.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 26). -l und -M-Substituenten setzen die Elektronendichte von aromatischen Systemen herab
und beglinstigen Angriffe von Nucleophilen. Hingegen haben die 2- und 6-Aminosubstituenten eher
negativen Einfluss fur die gewlinschte Reaktion, sind jedoch aufgrund der nachfolgenden NENITZESCU-

Reaktion zur Bildung von 2-Amino-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol notwendig.

HN Cl HN Cl HN
;s ﬁ - ﬁ 9
A AN N A

Abb. 26: Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine. Reagenzien und Bedingungen: 3,0 - 5,0 eq. subst.
Benzylamin bzw. Anilin; (NMP); 135°C;3-4h

Die Substitutionsreaktion verlduft als bimolekularer Prozess. Bei Betrachtung des
formulierten Zwischenprodukts wird klar, dass eine Delokalisierung des entstehenden Anions sich
stabilisierend und damit positiv auf die Reaktion auswirkt. Der stabilisierende Effekt wird v.a. durch
die Ringstickstoffe getragen. Der Chlorsubstituent wirkt sich sowohl durch den nucleophilen Angriff
erleichternden Elektronenzug als auch durch vorteilhafte Abgangseigenschaften aus. Es resultierte
gute Umsetzbarkeit bei moderaten Reaktionstemperaturen und -zeiten (ca. 135 °C; 3 - 4 h). Als
Nucleophile wurden substituierte Benzylamine und Aniline verwendet. Die Nucleophilie der
verwendeten Benzylamine war konstanter als die der vergleichbaren eingesetzten Aniline, da durch
die Methylengruppe etwaige Substituenteneinfliisse weniger auf die reaktive Gruppe Ubertragen
werden. Bei den Anilinen hingegen wirkten sich Substituenten stark Gber mesomere und induktive
Effekte auf die aromatische Aminfunktion aus, welche ohnehin schwachere Nucleophileigenschaften
aufweist. Trotz genannter Einschrankungen lieBen sich bei den gewahlten Bedingungen alle
Reagenzien in d&hnlicher Qualitat umsetzen. Dieses legt nahe, dass z.T. auch mildere
Reaktionsbedingungen moglich waren. Jedoch kann, solange die Stabilitdit der Edukte dieses
gewahrleistet, nach den gewahlten Standardbedingungen verfahren werden. Da einige der genutzten
Aniline und Benzylamine bei Raumtemperatur fllssige Reagenzien sind, kdnnen sie, ausreichend
hohe Siedepunkte vorausgesetzt, auch gleichermalRen als Reaktionsmedium genutzt werden.
Aufgrund dessen wurde Ublicherweise ein 3 - S5facher Uberschuss verwendet, was sich zusatzlich
glinstig auf die Umsetzung auswirkt. Bei fehlender Eignung der Edukte als Reaktionsmedium wurde
NMP als hochsiedendes Losungsmittel verwendet. Als polares Losungsmittel stabilisiert es wahrend
der Reaktion auftretende lonen. In der Regel konnten die Reaktionsprodukte durch Kristallisation aus
Methanol-Ether-Mischungen in hohen Ausbeuten erhalten werden. Alternativ wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch  aufgereinigt. = Wegen  vergleichsweise  hoher  Polaritat der
4-aminosubstituierten Pyrimidin-2,4,6-triamine wurden polare Ethylacetat-Methanol-Mischungen als
Eluenten bei Normalphasenchromatographie eingesetzt. Es entstanden die in Tabelle 5 dargestellten

Verbindungen mit entsprechenden Ausbeuten unter Verwendung der AAV 1.
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3.2.1 Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

Tabelle 5: Darstellung der synthetisierten 4-aminosubstituierten Pyrimidin-2,6-triamine (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verbindung Edukt R, Ausbeute

7a * -CH,Ph 72,5 %

7b * -CH,(4-CHsPh) 80,3 %

7c * -CH,(4-CIPh) 62,0 %

7d * -CH,(3-CIPh) 58,0 %

7e * -CH,(4-OCH5Ph) 73,4 %

7f * -CH,(3-OCH5Ph) 77,1%

78 * -CH,(2-OCHsPh) 67,7 %

7h * -CH,(3,4-di-OCH;Ph) 73,0 %

7i * (S)-CH(CH3)Ph 48,4 %

7j * (R)-CH(CHs)Ph 73,0 % HN® R
7k * -CH,CH,Ph 79,4 % .

5 N N 3
8a * ~(3-Cl,4-FPh) 43,8 % | /)<
8b * -(3,5-di-CIPh) 40,4 % H,N“6 N NH,
8c * -(4-OCH;Ph) 64,9 % 731_ )
8d * -(3-OCH5Ph) 48,0 % S
8e * -(3-NO,Ph) 52,4 %
8f * -(3-CF5Ph) 38,6 %
8g * -(3-FPh) 56,6 %
8h * -(4-CIPh) 60,7 %
8i * -(3-CIPh) 53,5 %
8j * -(4-BrPh) 80,7 %
8k * -(3-BrPh) 66,8 %

8l 1c -(4-OCH,CH;Ph) 66,0 %
8m 1a -(3-OCH,CH3Ph) 77,1%
8n 1d -(4-OCH(CHs),Ph) 72,5 %
80 1b -(3-OCH(CHs),Ph) 77,5 %
8p 5b -(4-CH=CPh) 52,4%
8q 5a -(3-CH=CPh) 55,9 %
8r * -(3-SCH;Ph) 93,8 %

*kommerziell erworbene Edukte (siehe Einzelcharakterisierung)

Fir die benzylaminsubstituierten Verbindungen 7a - k ist die Streuung der Ausbeute deutlich
geringer als fur die anilinsubstituierten Verbindungen 8a - r. Wie bereits angedeutet, sind Benzyl-
amine in ihrer Reaktivitat als N-Nucleophile weniger durch individuelle Substitution beeinflusst.
Hingegen sind Substituenteneinfliisse auf die Ausbeute der Anilinderivate klar erkennbar. So fiihren
stark negativ induktive oder mesomere Substituenten, wie die Nitro- (8e) und die Trifluoromethyl-
gruppe (8f), zu schlechterer Reaktivitdt und verminderten Ausbeuten. Demgegeniiber stehen
Verbindungen mit positiv mesomeren Effekten und neutralem Elektronenzug (z.B. 8j und 8r), welche

wiederum in erhéhten Ausbeuten zuganglich waren.

Die Verbindungen 9a - f wurden durch Substitution mit benzyloxysubstituierten Anilinen
erhalten. Die Ausbeute ist konstant hoch im Bereich von 74,2 - 87,8 % und scheint nicht durch die

zusatzliche 3’-Chlorderivatisierung (9d - f) beeintrachtigt. Der positiv mesomere Effekt der
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3 Ergebnisse und Diskussion

Benzyloxygruppe bewirkt eine ausreichend gute Reaktivitat. Entsprechend den Erwartungen erweist

sich das gewahlte Substitutionsmuster unter den gewahlten Reaktionsbedingungen stabil.

Tabelle 6: Darstellung der synthetisierten 4-benzyloxyanilinosubstituierten Pyrimidin-2,6-triamine (inkl. Ausbeuten und
Edukten)

Verb. Edukt R, R, Ausbeute = |
9%a 2b -H 3-F 79,3 % O X R,
9b 2a H 3-0CH, 87,7% » /@R1
9c 2f H 4-OCHj 78,8 % o
9d 3b -Cl 3-Cl 78,7 % | \)Ni
9e 3a -cl 3-F 87,8 % HNTENT S NH,
of 3c -cl 4-OCH;  74,2% e

3.2.2. Synthese Pyrimidin-4,6-diamine mit alternativer 2-Substitution
3.2.2.1. Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

Wie bereits in der Darlegung der Synthesestrategie beschrieben, war es erklartes Ziel, die
Derivatisierung der 2-Position der 9H-Pyrimido[4,5-blindole zu ermoglichen. Die Diazotierung der
2-Aminfunktion von 2-Amino-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-0l mit nachfolgender Entstehung der
2-oxosubstituierten Verbindung, wie in Vorschriften von BoRrovik et al.>” lieR sich nicht realisieren.
Demnach waren auch fortfihrende Reaktionsschritte nicht moglich, so dass die vorgezogene
2-Modifikation der Pyrimidinanaloga zu 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin realisiert wurde. Diese

wurden nachfolgend ins 2-Stufen-Synthesekonzept tberfihrt (vgl. Abb. 27).

HO R HO R HO R HO /
HN HN HN HN
<\ }I ~N SN NN SN
7 R
H N)\NHZ a H H o ” N/)\C| ” N/)\H/

OH OH Cl HN”
SN NN SN SN
r — - —
R
HoN N/)\ Br °  HN N/)\H © HN N/J\M’R TR N/)\N’R
10 1la-b 12a-b 13a-b b

Abb. 27: Synthese 2-substituierter 9H-Pyrimido[4,5-blindole. Reagenzien und Bedingungen: (a) 6,1 eq. NaNO,; AcOH; 80 °C;
3 h (b) 3,0 - 5,0 eq. Nucleophil; NMP; 135 °C; 3 - 5 h (c) 3,7 eq. POCIs; reflux; 0,5 - 1,0 h (d) 3,0 - 5,0 eq. subst.
Anilin/Benzylamin; (NMP); 135 °C; 3 - 5 h (e) 1,2 eq. Benzochinon; AcOH; EtOH; reflux; 3,5 h

MalBgeblich fir die Praformierung der 2-substituierten Pyrimidine war, dass einerseits ein
breites Spektrum an Modifikationen zuganglich wurde und andererseits, dass die Substituenten
wahrend der nachfolgenden Synthesen unverandert blieben. Zusatzlich sollte die Moglichkeit zur
Verkniipfung fiir nucleophile und elektrophile Substituenten geschaffen werden. Aus der Uberlegung
heraus, dass die nucleophile Substitution in Position 4 des Pyrimidins gute Ausbeuten erzielte, wurde

abgeleitet, dass die Substitution eines Halogens in Position 2 dhnlich gut realisierbar ware. Jedoch
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3.2.2.1 Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

misste, da der gleiche Reaktionsmechanismus genutzt wird, Position 4 geschiitzt sein oder dessen
Reaktivitdt erst danach aktiviert werden. Daher wurde 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol (10) als
Zugangspunkt fur Nucleophile in Position 2 gewahlt, um dieses, wie in Abb. 27 beschrieben, zum 2-
substituierten 9H-Pyrimido[4,5-blindol umzusetzen. 10 wurde nach Vorschriften von HIRAYAMA et
al®® in sehr guten Ausbeuten dargestellt, welche zusitzlich durch einfache Reaktionsfiihrung

geeignet flr den relativ hohen Produktbedarf waren (vgl. Abb. 28).

® OH

Br
o N N _NH X
NCTY TS T NeTOTeN T N Y Y T | N
o e} 0O /)\
14 10

Abb. 28: Synthese von 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol. Reagenzien und Bedingungen: (a) 1,0 eq. NH,-CN; 1 M NaOCHs3;
MeOH; r.t.; 5 h (b) 5,0 eq. HBr (33 % (m/m) in AcOH); AcOH; r.t.; 6 h

Durch Aminolyse nach der Methode von DEWAR et al. wurde unter basisch wasserfreien
Bedingungen Cyanessigsauremethylester mit Cyanamid zu Cyanoacetylcyanamid bzw. dessen

*1° Das Produkt wurde als weicher weiRer Feststoff mit einer Ausbeute

Natriumsalz (14) umgesetzt
von 93 % gewonnen. Unter Verwendung eines deutlichen Uberschusses an Bromwasserstoff (4,0 -
6,0 eq.), entsprechend langer Reaktionszeit von 6 h und Eisessig als Reaktionsmedium kam es tber
Bildung eines Imidylbromids als Zwischenstufe zur Cyclisierung zum 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol
10. Sowohl die Verwendung von weniger Bromwasserstoff als auch kiirzere Reaktionszeiten fiihrten
zu vermehrter Bildung des Imidylbromids. 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol konnte als weilRer

Feststoff mit 84 % Ausbeute gewonnen werden.

Wie in Abb. 27 ersichtlich, folgt der Synthese von 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol die
nucleophile Substitution in Position 2, welche ebenfalls nach AAV 1 durchgefiihrt wurde. Die
Reaktion wurde sowohl mit n-Propyl- als auch n-Butylamin als Nucleophil getestet. Beide wurden in
3,0 - 5,0fachem Uberschuss verwendet. Aufgrund der niedrigen Siedetemperaturen der kurzkettigen
aliphatischen Amine wurde den Reaktionsansdatzen NMP als hochsiedendes Losungsmittel zugesetzt,
um  hohere  Refluxtemperaturen zu ermoglichen. Der  Reaktionsfortschritt  wurde
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach chromatographischer Aufreinigung wurden die
Verbindungen 11a - b in guter bis sehr guter Ausbeute als helle Ole gewonnen. Die nachfolgende
Chlorierung in Position 4 der 2-alkylaminosubstituierten Pyrimidine hingegen zeigte nur moderate
Ausbeuten. Durch diverse Versuche einer alternativen Reaktionsfiihrung konnte dieses nur
unwesentlich beeinflusst werden. So fiihrte der Einsatz von Chlorsulfonsdure als katalysierendes

12", zu zusitzlicher

Agens neben Phosphoroxychlorid, wie z.B. in Vorschriften von PAN et a
5-Chlorierung des Pyrimidins. Der katalytische Einsatz von DMF, wie durch BARLAAM et al.
beschrieben®™, filhrte ebenfalls zu verstarkten Nebenreaktionen unter nucleophiler Beteiligung der
5-Position des Pyrimidins. Auch der Einsatz von N,N-Dimethylanilin®® beeinflusste den
Reaktionsverlauf eher negativ. Bei den angesprochenen Varianten entstanden schlecht zu reinigende
Mischprodukte, welche die Ausbeute negativ beeinflussten. Deshalb entschieden wir uns, die
moderate Ausbeute fiir die Verbindungen 12a - b zu akzeptieren. Nachfolgende Substitution des

4-Chlorsubstituenten durch diverse Aniline erfolgte dann unproblematisch in hohen Ausbeuten nach
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3 Ergebnisse und Diskussion

AAV 1. Die so gewonnenen Zwischenprodukte 13a - b konnten der abschlieBenden NENITZESCU-

Reaktion zugefiihrt werden, welche im Abschnitt 3.3 betrachtet wird.
3.2.2.2. Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter Pyrimidin-4,6-diamine

Als Verknlipfungspunkt flir Elektrophile zur 2-Position der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole wurde
eine Thiolfunktion gewahlt, da diese relativ einfach Gber modifizierte Pyrimidinsynthese unter
Verwendung von Thioharnstoff realisierbar war’**. Es entstand 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol

(15) als primarer Zugangspunkt (vgl. Abb. 29).

OH

a

(0] I N
NC\)k s T
© H,N N/)\SH
15

Abb. 29: Synthese von 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol. Reagenzien und Bedingungen: 1,2 eq. Thioharnstoff; 2,2 M
NaOCH;; MeOH; reflux; 2 h

Die wasserfreie basenkatalysierte Kondensationsreaktion lieferte das gewlinschte Zwischenprodukt
als weiRen Feststoff in hoher Ausbeute von lber 70 %. Folgend konnte die freie Thiolgruppe,
aufgrund relativ hoher Aciditat, durch wassrige Natronlauge deprotoniert werden. Es resultiert eine

Reaktivitatssteigerung gegeniiber Elektrophilen. Anschlieend wurde das Thiolat mit Dimethylsulfat

bzw. Brombutan umgesetzt (vgl. Abb. 30).

R HO
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19 20 2la-c

Abb. 30: Synthese von 2-thioethersubstituierten bzw. 2-unsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indolen. Reagenzien und
Bedingungen: (a) 1,0 eq. Elektrophil; 1 M NaOH; H,0; 6 h (b) 3,7 - 7,1 eq. POCl;; kat. DMF; reflux; 0,5 - 1,0 h (c) 3,0 - 5,0 eq.
Anilin; NMP; 135 °C; 3,5 h (d) 1,2 eq. Benzochinon; AcOH; EtOH; reflux; 3,5 h (e) Raney-Nickel; 5%ige wassrige NH3-Losung;
reflux; 1,5 h

Bei Verwendung von dquivalenten Mengen an Reaktanden reagierte die Thiolfunktion
nahezu selektiv in guten bis sehr guten Ausbeuten (76 - 97 %) zu den Verbindungen 16a - b.
Einschrankungen ergaben sich zunachst durch die schlechte Loslichkeit der zugegebenen Elektrophile
in wassriger Natronlauge (v.a. Brombutan). Das konnte jedoch durch erhéhte Temperaturen, den
Einsatz von grenzflaichenaktiven Substanzen oder alternative Lésungsmittel (z.B. Methanol, Ethanol)

315, 316 .
. Die

optimiert werden nachfolgende Chlorierung der 4-Hydroxyfunktion durch
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3.2.2.2 Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter Pyrimidin-4,6-diamine

Phoshoroxychlorid erbrachte auch bei dieser Substanzklasse nur moderate Ausbeuten. Zwar schien
der Einsatz von katalytischen Mengen DMF aktivierend fiir die Reaktion®'?, jedoch kam es auch hier
zu zusatzlichen Formylierungsreaktionen in Position 5 des Pyrimidins. In Konsequenz wurden die
Ausbeuten von 27 - 31 % fiur die Verbindungen 17a - b akzeptiert. Die anschliefende nucleophile
Substitutionsreaktion wurde unter gewahlten Standardbedingungen von AAV 1 durchgefiihrt und
erzielte nahezu quantitative Ausbeuten. Auffillig war, dass die 2-thioethersubstituierten
Pyrimidinvorstufen, im Vergleich zu 2-amino- bzw. 2-alkylaminosubstituierten Verbindungen,
wesentlich unpolarer waren, welches wohl auf Verlust der guanidinogenen Teilstruktur
zuriickzufiihren ist. Beide Zwischenprodukte 18a - b wurden der nachfolgenden NENITZESCU-Reaktion
zugefiihrt. Es wurde mit 2 Derivaten belegt, dass die Einbindung von Elektrophilen in Position 2 des
9H-Pyrimido[4,5-blindols Gber Thioether realisierbar ist.

Zusatzlich zur Umsetzung mit Elektrophilen bietet die Thiolfunktion die Moglichkeit zur
Darstellung 2-unsubstituierter Pyrimidine. Dazu wurde 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol (15) in
wassriger ammoniakalischer Losung mit Raney-Nickel versetzt. Der Entschwefelungsprozess lauft als
Hydrierungsreaktion katalysiert durch Raney-Nickel. Das Produkt 19 wurde als weiRer Feststoff in
einer Ausbeute von 86 % gewonnen und nachfolgend den gleichen Reaktionen bis zum
2-unsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-blindol unterworfen. Die Chlorierung in 4-Position mit POCl; zu
Verbindung 20 unter Katalyse von DMF verlief mit moderaten Ausbeuten, verglichen mit
dquivalenten Reaktionen 2-substituierter Derivate. Die folgende Substitutionsreaktion in Position 4
konnte problemlos nach AAV 1 mit Ausbeuten von 86 - 98 % durchgefiihrt werden. Es wurden die
Produkte 21a - c erhalten. Das Verhalten in der abschlieBenden NENITZESCU-Reaktion wird in
entsprechendem Abschnitt 3.3 beleuchtet. Es entstanden die in Tabelle 7 dargestellten Pyrimidin-

zwischenstufen mit veranderter 2-Substitution.

Tabelle 7: Darstellung der alternativ 2-substituierten Pyrimidin-4,6-di- bzw. -triamine (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verb. Edukt R, R, Ausbeute R,
13a 12a -(3-BrPh) -NH(n-Pro) 95,2 % TN
13b 12b -(3-CF3Ph) -NH(n-Bu) 99,2 % 5 X\
18a 17a -(3-CF3Ph) -SCH; 98,3 % | /)<
18b 17b -(3-CF3Ph) -S(n-Bu) 99,0 % HoN" 6 °N R2
1
21a 20 -CH,Ph -H 98,2 % 153 -5
21b 20 -(3-CF3Ph) H 87,8 % 18a-b
2la-
21c 20 ~((4-OCH,(3-FPh))Ph) H 97,5 % ae

Da trotz diverser Substituenten in 2-Position die nucleophile Substitution an 4-Position der
Pyrimidine durchgehend unter Standardbedingungen in guten bis sehr guten Ausbeuten verlief, ist
der Einfluss der 2-Position gegentiiber der Substitutionsreaktion als gering einzustufen. Der Einfluss
der verwendeten 2-Substituenten auf die Elektronendichte an C-5 bzw. auf die NENITzESCU-Reaktion
wird in nachfolgenden Abschnitten beschrieben. Die Praformierung der 2-Position er6ffnet ein weites
Feld an 2-Substituenten fiir den 9H-Pyrimido[4,5-blindolgrundkorper, welches mit weiteren

Derivaten evaluiert werden sollte.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3. Strukturbeleg substituierter Pyrimidine
3.2.3.1. 1H-NMR-Untersuchungen substituierter Pyrimidine

Die nachfolgende Darstellung der *H-NMR-spektroskopischen Daten beleuchtet ausschlieR-
lich die Signalstrukturen des substituierten Pyrimidins, jedoch nicht die Resonanzsignale der Benzyl-
amine, Aniline und Benzyloxyaniline in 4-Position. Fir Tabelle 8 wurde nur eine Auswahl der
synthetisierten Verbindungen verwendet. Da es sich bei Resonanzsignalen der Positionen 2, 4 und 6
i.d.R. um Aminstrukturen handelt, welche in Messbarkeit bzw. Beobachtung stark vom genutzten
deuterierten Losungsmittel abhangig sind, ist die Auswahl dessen von Relevanz. Sowohl DMSO-d6 als
auch CD;OD besitzen gute Losungseigenschaften fiir die polaren substituierten
Pyrimidinverbindungen. Der Einsatz von CD3;OD jedoch fiihrt zum kompletten Verlust der
Aminsignale durch Proton-Deuteron-Austausch. Der Austausch wird sowohl durch Eigenschaften der
Aminprotonen als auch durch Donoreigenschaften von CD;0D ermdoglicht. Fiir die Verbindungen 7b,
7e, 8¢, 8d und 8e ist ersichtlich, dass keine Resonanzsignale fiir die Aminogruppen beobachtbar sind.
Neben Lage und Aussehen gibt dieses zusatzliche Informationen zur Identifizierung der Signale bzw.
im Umkehrschluss zur Identifizierung der kohlenstoffgebundenen Protonen. Alle verbleibenden
Spektren wurden in DMSO-d6 aufgenommen. Die Verbindungen 7b - k stehen exemplarisch fir
benzylaminosubstituierte Pyrimidine und Abb. 31 zeigt beispielhaft den relevanten Spektrenbereich
der Verbindungen 7d und 7k.

Py

H,NT N7 ONH,

Verbindung 7d

Phenyl

C-4-
NH-R

Verbindung 7k

e

SN

Phenyl l /)\

HNT N7 NH,

-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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f1 (ppm)

Abb. 31: Ausziige "H-NMR-Spektren (stacked) Verbindungen 7d und 7k in DMSO-d (500 MHz)
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3.2.3.1 1H-NMR-Untersuchungen substituierter Pyrimidine

Tabelle 8: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-Spektren 4-aminosubstituierter Pyrimidinzwischenprodukte

Verb. Chemische Verschiebung 6 in ppm
Pos. 2 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 6 -CH(R)Ph
7b - - 4,83 (s) - 4,31 (s)
. 6,64 (t br) 4,34 (d)
7d 5,37 (br) g 4,82 (s) 5,55 (br) g
IN/chz2 = 6,5 Hz Jenann = 6,5 Hz
7e - - 4,83 (s) - 4,29 (s)
# 6,42 (d br) 3,95 (qua)
7i 5,24 (br) 5 4,76 (s) 5,47 (br) .
Innjen = 5,6 Hz Jensens = 6,8 Hz
# 6,43 (d br) 3,95 (qua)
7j 5,24 (br) 3 4,76 (s) 5,47 (br) 3
Inmsen = 5,6 Hz Jenycns = 6,7 Hz
3,27 (t
7k* 5,29 (br) 6,01 (br) 4,84 (s) 5,49 (br) s L
Jerz/ ez = 7,6 Hz
8a" 5,67 (br) 8,65 (br) 5,12 (s) 5,83 (br) /
8c - : 5,22 (s) e /
8d’ - - 5,41 (s) . /
8e’ - : 5,47 (s) e /
sf* 5,70 (br) 8,72 (br) 5,22 (s) 5,85 (br) /
8g" 5,69 (br) 8,71 (br) 5,18 (s) 5,84 (br) /
8j" 5,95 (br) 8,82 (br) 5,20 (s) 6,07 (br) /
8k* 5,65 (br) 8,64 (br) 5,17 (s) 5,84 (br) /
8p” 5,74 (br) 9,00 (br) 5,27 (s) 5,92 (br) /
8q"* 5,88 (br) 8,72 (br) 5,21 (s) 6,03 (br) /
oc* 5,88 (br) 8,43 (br) 5,10 (s) 6,01 (br) /
of* 6,66 (br) 9,09 (br) 5,19 (s) 6,66 (br) /
. 6,17 (t br)
13a Y s sy 8,72 (br) 5,13 (s) 5,82 (br) /
NH/CH2 = 9,
. 6,16 (t br)
13b g S8 H 8,93 (br) 5,16 (s) 5,87 (br) /
NH/CH2 = 2, z
18a* / 10,10 (br) 5,71 (s) 6,70 (br) /
18b* / 9,27 (br) 5,51 (s) 6,46 (br) /
. 7,08 (t br) 4,37 (d)
21a 7,85 (s) s 5,37 (s) 6,02 (br) s
Inn/crz = 6,2 Hz Jenann = 5,8 Hz
21b* 8,10 (s) 9,24 (br) 5,79 (s) 6,44 (br) /
21c* 7,96 (s) 8,61 (br) 5,65 (s) 6,21 (br) /

#aufgenommen in DMSO-d6; i aufgenommen in CD;0D; - kein Signal im Spekrum; / betrachtete Struktur nicht vorhanden;
Atomnummerierung entsprechend Tabellen 5-7

Fiir die primdren 2-Aminfunktionen resultieren konstant breite Signale zwischen 5,24 -
5,37 ppm, sowie fiir die 6-Aminogruppe Signale zwischen 5,47 - 5,55 ppm. Die geringfligig starkere
Schirmung der 2-Aminfunktion gegenliber der 6-Aminogruppe resultiert aus den zwei benachbarten
Stickstoffatomen, welche eine zusatzliche Elektronendichte bewirken, verglichen zum einzelnen
benachbarten Stickstoffatom der 6-Aminofunktion. Die 4-Amingruppe liefert breite Signale zwischen

6,01 - 6,64 ppm. Aufgrund groRerer Nahe zu den diversen Substituenten der beobachteten
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3 Ergebnisse und Diskussion

Verbindungen streuen die Resonanzsignale weiter. Zusatzlich scheint die 4-Aminofunktion zu
Kopplungen mit benachbarter Methylengruppe (gilt nur fir benzylaminsubstituierte Verbindungen)
befahigt, so dass Substanz 7d ein breites Triplett bei 6,64 ppm (3JNH/CH2:6,5 Hz) zeigt. Fur die
Verbindungen 7i und 7] resultieren analog breite Dubletts (3JNH/CH: 5,6 Hz) durch Kopplung mit dem
benachbarten Methinproton. Die genannten Kopplungswechselwirkungen der Aminprotonen sind
Einzelerscheinungen und nur tlw. fir die benzylsubstituierten Pyrimidine zu beobachten. Aus diesem
Grund sind fiir die Resonanzsignale der Methylen- bzw. Methinfunktionen in Nachbarschaft zur 4-
Aminogruppe auch verschiedene Beobachtungen moglich. So fiihrt CD;0D als Losungsmittel dazu,
dass die 4-Aminofunktion vom Proton-Deuteron-Austausch betroffen ist und somit die C-H-
Resonanzsignale keine Moglichkeit zur Kopplung haben. Daraus resultierende Singulettsignale sind
z.B. in Verbindung 7b und 7e zu beobachten. Substanz 7d zeigt durch Kopplung mit der sekundaren
4-Aminofunktion ein Dublett fiir die Methylenbriicke bei 4,34 ppm. Das Methinsignal der
Verbindungen 7i und 7j wird durch die benachbarte Methylgruppe als Quartettresonanzsignal bei
3,95 ppm beobachtbar und ist trotz Kopplung zur benachbarten sekundaren Aminogruppe nicht als
Signal hoherer Ordnung sichtbar. Weiterhin erscheinen die einfachen Methylenbriickensignale bei
rund 4,3 ppm, wogegen verzweigtkettige Verbindungen (7i und 7j) und Kettenverlangerungen (7k)
Hochfeldverschiebungen fiir entsprechende Signale bewirken. Das aromatische Proton H-5 ohne

benachbarte Kopplungsmoglichkeit zeigt sich konstant als Singulett bei 4,76 - 4,84 ppm.

Verbindung 8k

We U |

1 98{
1A99{
101

T T T T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8
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Abb. 32: Auszug 1H-NMR-Spektrum Verbindung 8k in DMSO-d6 (500 MHz)

Die Verbindungen 8c - 8k stehen exemplarisch fiir 4-anilinsubstituierte Pyrimidinzwischen-

produkte. Analog den vorher beschriebenen Verbindungen wurden die Substanzen 8c, 8d und 8e in
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3.2.3.1 1H-NMR-Untersuchungen substituierter Pyrimidine

CD;0D vermessen. Auch hier resultierte aus schnellem Proton-Deuteron-Austausch der Verlust der
Resonanzsignale aller Aminofunktionen. Allgemein scheint die direktere Verbindung von Anilin zu
Pyrimidin dafiir zu sorgen, dass alle Resonanzsignale des Pyrimidinrings aufgrund des negativ
induktiven Effekts der Aniline ins Tieffeld verschoben werden. Durch zusatzlich stark elektronen-
ziehende Anilinsubstituenten verstarkt sich der Entschirmungseffekt weiter. So sind die
Resonanzsignale von H-5 der Verbindungen 8d, 8e, und 8f durch Elektronenzug der 3-Nitro-,
3-Methoxy- bzw. 3-Trifluoromethylgruppe tieffeldverschoben bei 5,41 - 5,47 ppm. Befindet sich der
Methoxysubstituent in para-Stellung des substituierten Anilins (8c) oder ist mit elektronisch
neutraleren Substituenten wie Brom derivatisiert (8j und 8k), kommt es nicht zur zusatzlichen
Tieffeldverschiebung. Die H-5-Resonanzsignale befinden sich dann bei 5,12 - 5,27 ppm (vgl. Abb. 32).
In Konsequenz bedeutet dieses, dass elektronische Besonderheiten des substituierten Anilins sich auf
das Verhalten des Pyrimidinrings auswirken. Der Einfluss jedoch ist begrenzt durch die Distanz.
Zusatzlich scheinen sich induktive Effekte eher auszuwirken als mesomere. Die Protonen-
resonanzsignale der 6-Aminofunktion der anilinosubstituierten Pyrimidine sind konstant zwischen
5,84 - 6,07 ppm, als breite Signale mit einem Integral von 2 zu beobachten. Die breiten
Resonanzsignale der 2-Aminogruppe, mit Integral von 2, sind ebenfalls recht konstant und liegen
zwischen 5,65 - 5,88 ppm. Analog zu den benzylaminosubstituierten Verbindungen ist die guanidino-
gene 2-Aminogruppe starker geschirmt als die amidinogene 6-Aminfunktion. Das breite Resonanz-
signal der sekundaren 4-Aminofunktion des Pyrimidins liegt zwischen 8,65 - 9,00 ppm und lasst sich,
durch den Integral von 1 und starkere Tieffeldverschiebung, eindeutig zuordnen. Die Resonanzsignale
der Verbindung 9¢, welche zu den benzyloxyanilinosubstituierten Pyrimidinen zahlt, verhalten sich im
Wesentlichen dhnlich den anilinosubstituierten Verbindungen. Sowohl die Signale der 2- und
6-Aminogruppen als auch die Resonanz fiir H-5 befinden sich bei ahnlicher chemischer Verschiebung.
Lediglich das Resonanzsignal der sekundadren 4-Aminofunktion wird leicht hochfeldverschoben zu
8,43 ppm, welches sich vermutlich auf den positiv mesomeren Effekt der Benzyloxygruppierung
zuriickfiihren lasst. Die zuséatzlich chlorierte Analogsubstanz 9f zeigt fiir alle betrachteten
Resonanzsignale eine Entschirmung bzw. Tieffeldverschiebung. Dabei Uberlagert der negativ

induktive Effekt des Chlorsubstituenten den positiv mesomeren Effekt der Benzyloxygruppierung.

Die Verbindungen 13a bzw. b besitzen hohe Ahnlichkeit zu den Verbindungen 8f bzw. k,
daher verhalten sich die Resonanzsignale nahezu identisch (vgl. Abb. 33). Die Signale der 2-Amino-
funktion befinden sich im Bereich 6,16 - 6,17 ppm und sind damit, durch die zusatzliche Alkylierung,
gegeniiber der primaren 2-Aminogruppe leicht tieffeldverschoben. Ahnlich wie fiir die sekundire
4-Aminofunktion der benzylaminosubstituierten Pyrimidine beschrieben, kommt es auch in
Verbindung 13a bzw. b zur Kopplung des stickstoffgebundenen Protons mit der benachbarten
Methylengruppe. Es resultieren breite Tripletts (*Jyyei2 = 5,8 Hz). Die Singulettsignale fiir H-5 der
Verbindungen 13a bzw. b liegen mit 5,13 bzw. 5,16 ppm kaum verdandert im gleichen Bereich, wie
bei den primar 2-aminosubstituierten Analogsubstanzen 8f bzw. k. Die breiten Signale der 6-Amino-
funktion sind ebenfalls kaum verdndert. Die Resonanzen der 4-Aminofunktion erscheinen bei 8,72
bzw. 8,93 ppm. Wie in Abb. 33 ersichtlich, erfahren die Protonensignale H-2" und H-6" des
Anilinsubstituenten (13a) eine deutliche Verbreiterung. Eine starkere Einbindung in mesomere

Strukturen und damit die Beteiligung am Proton-Deuteron-Austausch erkldren den Sachverhalt,
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3 Ergebnisse und Diskussion

obwohl es sich um kohlenstoffgebundene Protonen handelt. Da das Phanomen sowohl fiir Substanz

13a als auch 13b beobachtbar ist, scheint die zuséatzliche 2-Aminoalkylierung ursachlich.

Verbindung 8k /@\
HN Br

Verbindung 13a /@\
HN Br

| SN C6-
NH,
HoN N N H-5' H-5

T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

Abb. 33: Auszige 1H-NMR-S.pektren (stacked) Verbindung 8k und 13a in DMSO-dg (500 MHz)

Die thioethersubstituierten Verbindungen 18a bzw. b zeigen im Vergleich zur Analogsubstanz
8f eine Tieffeldverschiebung fiir alle betrachteten Signale. Diese fallt fir den 2-Methylthioether
deutlich starker aus als fiir den 2-Butylthioether. Der Thioethersubstituent setzt die Elektronendichte
im Pyrimidinring herab und sorgt fiir starkere Entschirmung. Der Effekt wird durch den langeren
Alkylsubstituenten in Verbindung 18b tlw. kompensiert. In der Konsequenz sind die H-5-
Resonanzsignale der Substanzen 18a bzw. b zu 5,71 bzw. 5,51 ppm tieffeldverschoben, verglichen
mit der Analogsubstanz 8f. Vergleichbare Entschirmungen lassen sich fiir die 4- und 6-
Aminosubstituenten feststellen. Da die Thioethergruppen keine vergleichbaren Signale zur 2-

Aminogruppe zeigen kdnnen, sind diese in Tabelle 8 durch einen Schragstrich gekennzeichnet.

Die Verbindungen 21a - ¢ zeigen eine auffdllig weite Verteilung der Resonanzsignale, welches
u.a. in der groRten Substituentendiversitat in 4-Position begriindet liegt (vgl. Abb. 34). Je starker der
Elektronenzug des 4-Substituenten ist, desto starker verschieben sich alle Pyrimidinsignale ins
Tieffeld. Beispielhaft sei an dieser Stelle das H-2-Signal genannt, welches beim benzylsubstituierten
21a bei 6,55 ppm liegt, in Verbindung 21c bei 7,96 ppm und beim trifluoromethylanilinsubstituierten
21b, was den grofSten Elektronenzug darstellt, bei 8,10 ppm. Es sei erwdhnt, dass das H-2-Signal als
Resonanzsignal eines kohlenstoffgebundenen Protons nicht mit den 2-Aminosignalen vorheriger

Verbindungen zu vergleichen ist. Der Effekt des Elektronenzugs lasst sich gleichwohl auf H-5-,
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3.2.3.2 13C-NMR-Untersuchungen substituierter Pyrimidine

4-Amino- und 6-Aminoresonanzsignale lbertragen. Vergleicht man wiederum die Derivate 21a - ¢
anhand ihrer 4-Substitution mit zugehorigen 2-aminosubstituierten Verbindungen, z.B. 21b mit
Verbindung 8f, so flihrt fehlende 2-Substitution mit Amino- oder Alkylaminogruppen zur
Entschirmung der Protonensignale, was wohl auf fehlenden positiv. mesomeren Effekt

zurtckzufihren ist.

Verbindung 21a Phenyl

NH-CH,-R

Verbindung 21b
C-4-
NH-R
Verbindung 21¢
C-4-
NH-R

T T T T T T T T T T T T T T
94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42

f1 (ppm)

Abb. 34: Auszige 1H-NMR-S.pektren (stacked) Verbindungen 21a - ¢ in DMSO-dg (500 MHz)

3.2.3.2. 13C-NMR-Untersuchungen substituierter Pyrimidine

Fir die Umsetzung der charakterisierten Pyrimidinzwischenprodukte zu 9H-
Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen mittels NENITZEsSCU-Reaktion ist deren Reaktivitdt als Enamin von
Bedeutung. Um diese in einer messbaren GroRe zu belegen, beschreibt DoTzAUER et al.>* die Nutzung
der chemischen Verschiebung 8.5 aus *C-NMR-Spektren als hilfreiche GroRe. Die Verschiebung sei
dabei proportional zur Elektronendichte an C-5 und zeige somit die Fahigkeit im Sinne einer MICHAEL-
Addition an die elektronenziehend substituierte Doppelbindung der Chinonkomponente anzugreifen.
Bei Kernspinresonanzmessungen wird prinzipiell gemessen, wieviel Energie notig ist, den magnetisch
aktiven Atomkern in einem duBeren elektromagnetischen Feld von der energiedrmeren in die
energiereichere Form auszurichten. Diese Energiemenge ist im Wesentlichen abhangig von der
chemischen Umgebung, namentlich von den umgebenden Elektronen und deren Fahigkeit, den Kern
vom adulleren Magnetfeld abzuschirmen. Dabei wird starke Abschirmung bzw. hohe Elektronendichte
durch geringe chemische Verschiebung dargestellt, welches indirekt als positiver Indikator fir

Umsetzung in der NENITZESCU-Reaktion gewertet wird. In der Summe ist die, durch DOTZAUER et al.
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3 Ergebnisse und Diskussion

beschriebene, Messbarkeit der Reaktivitat schliissig. Jedoch diirfen andere Einflisse auf die Reaktion
nicht vernachldssigt werden. So sind elektronische und sterische Einflliisse der eingesetzten
Chinonkomponente zweifelsfrei ebenfalls von Bedeutung. Trotzdem kann bei konstanten
Reaktionsbedingungen und vergleichbaren Reaktionspartnern die chemische Verschiebung & als
Kriterium fir die Umsetzbarkeit herangezogen werden. Tabelle 9 zeigt gemessene chemische
Verschiebungen 6.5 einiger exemplarischer Verbindungen mit dem Vermerk, ob und in welcher
Ausbeute Umsetzung in der NENITZESCU-Reaktion erzielt werden konnte. Als weitere Referenzpunkte
dienen dabei 6.5 von 6-Chloropyrimidin-2,4-diamin, welches nicht umsetzbar war, und die von
DOTZAUER et al. beschriebene Grenze von 6¢5 £ 77,0 ppm, welche in den zugehérigen Experimenten

als Obergrenze fir Umsetzbarkeit in der NENITzZESCU-Reaktion definiert wurde.

Tabelle 9: Darstellung chem. Verschiebung 6.5 im 13C-NMR-Spektrum - Umsetzung und Ausbeute in NeniTzescu-Reaktion

Verb. Chem. Verschiebung &5 Ausbeute Umsetzung
in ppm

6-Chloropyrimidin-2,4-diamin 92,9 = nein
7a 73,9 22,1% ja
7b 73,9 10,5 % ja
7d 74,6 13,5% Ja
7e 73,8 17,5 % Ja
7f 73,3 10,9 % Ja
8f 77,1 2,4% Ja/(Ja)
8k 76,4 6,0 % Ja
9b 75,5 2,2% Ja
9e 76,6 53% Ja
13b 77,4 9,8 % Ja
18b 81,4 13,7 % (Ja)
21a 81,2 8,1% Ja
21b 85,9 2,0% Ja
21c 83,7 2,0% Ja

Wie in Tabelle 9 ersichtlich ist, konnten wir auch Verbindungen &c5 > 77,0 ppm in der
NENITZESCU-Reaktion umsetzen. Jedoch kam es dabei zu verringerten Ausbeuten und zur Bildung von
Nebenprodukten, welche vermeintlich zwar NENITzESCU-Produkte sind, aber wahrscheinlich tGber eine
alternative Reaktionsabfolge gebildet wurden. Eine detaillierte Betrachtung dazu erfolgt in Abschnitt
3.3. Die Umsetzung von 6-Chloropyrimidin-2,4-diamin mit der hochsten chemischen Verschiebung
von 8cs = 92,92 ppm war nicht moglich. Durch den zum reaktiven Kohlenstoff C-5 benachbarten
6-Chlorsubstituenten und den damit verbundenen Elektronenzug ist die Elektronendichte zu gering
fiir einen nucleophilen Angriff am Benzochinon. Hingegen fliihren 4-Benzylaminsubstituenten durch
positiv mesomere Effekte zu gesteigerter Elektronendichte an C-5, welches in chemischer Verschie-
bung &c5 zwischen 73 - 75 ppm resultiert. Erwartungsgemal erfolgt flir entsprechende Derivate gute
Umsetzbarkeit mit Ausbeuten im niedrigen zweistelligen Bereich. Der Substituent am Benzylamin
scheint im Wesentlichen von geringem Einfluss fir den Pyrimidinring. Wiederum geben 4-anilino-
substituierte Verbindungen (8f und 8k) bzw. 4-benzyloxyanilinosubstituierte Verbindungen (9b und
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3.3 Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

9e) leicht hdhere chemische Verschiebungen &¢.s. Zwar wirkt auch hier der positiv mesomere Effekt
der sekundaren 4-Aminofunktion, jedoch fiihren die direkt konnektierten Anilinringe durch eigenen
negativ mesomeren Effekt zu Abschwachung dessen. Zusatzlich sind Substituenteneffekte der
4-Aniline starker Ubertragbar, so dass diese die Elektronendichte an C-5 ebenfalls beeinflussen.
Dennoch waren alle Verbindungen in der entsprechenden Reaktion umsetzbar, wenn auch mit
geringeren Ausbeuten. Anzufligen ist, dass Verbindung 8f sowohl zum gewiinschten Produkt
reagierte, als auch ein zusatzlich chloriertes Nebenprodukt entstand, welches ebenfalls eine Art

NENITZESCU-Produkt darstellt.

Die 2-thioethersubstituierte Verbindung 18b (Analogsubstanz zu 8f) zeigt eine chemische
Verschiebung &6cs deutlich > 77,0 ppm und reagierte ausschlieBlich zum zusatzlich chlorierten
NENITZESCU-Nebenprodukt mit Ausbeute im zweistelligen Bereich. Die 2-aminoalkylierte Verbindung
13b (Analogsubstanz zu 8f) zeigt chemische Verschiebung 65 von 77,42 ppm und liegt damit im
Bereich des beschriebenen Grenzwerts, reagierte aber trotzdem in moderater Ausbeute
ausschlieBlich zum gewiinschten Produkt. Die Verbindungen 21a - ¢ ohne positiv mesomere 2-
Substituenten zeigen chemische Verschiebungen 8.5 von 81 - 86 ppm, liegen damit deutlich Gber
dem Grenzwert und besitzen also vermeintlich zu geringe Elektronendichte an C-5 fiir eine
NENITZESCU-Umsetzung. Trotzdem lieRen sich die Substanzen in der NENITZESCU-Reaktion umsetzen.
Vergleichbar mit vorherigen Betrachtungen ist Verbindung 21a durch den positiv mesomeren Effekt
des  4-Benzylaminosubstituenten am  wenigsten tieffeldverschoben.  4-Anilino-  bzw.
4-Benzyloxyanilinosubstitution bewirkt mehr Entschirmung an C-5. Die Ergebnisse der chemischen
Verschiebung bzw. der Elektronendichte lassen sich auf die Ausbeute Ubertragen. Zu klaren bleibt,
wann die Entstehung alternativer NENITzESCU-Nebenprodukte moglich bzw. favorisiert wird. Im
Endeffekt lasst sich sagen, dass die chemische Verschiebung 6¢.s durchaus als prospektiver Marker fir
die NENITZESCU-Umsetzung geeignet ist. Die Definition einer Umsetzungsgrenze ist jedoch nur
eingeschrankt und fir klar umrissene Substanzgruppen moglich. Allgemein kann von einem
umgekehrt proportionalen Verhaltnis zwischen Umsetzung und Hohe der chemischen Verschiebung
ausgegangen werden, jedoch koénnen sterische Einflisse und elektronische Verhéltnisse der
Chinonkomponente nicht auller Acht gelassen werden. Zu zusatzlicher Unscharfe der Betrachtung
fihren Nebenreaktionen, wie bei der Umsetzung der Verbindungen 18a bzw. 18b, welche zwar
vermutlich als NENITZESCU-Produkte entstehen, aber die Umsetzung zusatzliche Modifikation bedingt
oder evtl. auch umgekehrt (vgl. 3.3.3).

3.3. Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die NENITZESCU-Synthese der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole wurde im Wesentlichen nach

%% Dazu wurden die

einer etablierten Synthesemethode nach DoTzAUER et al. durchgefiihrt
substituierten Pyrimidine in einer Mischung aus 15,0 ml wasserfreiem Ethanol und 5,0 ml Eisessig pro
mmol Pyrimidin mit leichtem Uberschuss (1,2 - 1,8 eq.) an Chinon umgesetzt. Der Reaktionsansatz
wurde 3 - 5 h zum Ruckfluss erhitzt und anschliefend im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der
Reaktionsfortschritt wurde dinnschichtchromatographisch bis zum Verbrauch der substituierten
Pyrimidine Uberwacht. Es ergaben sich braune Ole, welche anschlieBRend fiir die siulen-

chromatographische Aufreinigung mit Kieselgel als dry-load prapariert wurden. Die
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3 Ergebnisse und Diskussion

chromatographische Aufreinigung erfolgte in Mehrheit Uber einen Stufengradienten von
Chloroform/Methanol 95:5 zu 90:10 (V/V). Abb. 35 zeigt eine mdogliche Darstellung des

Reaktionsmechanismus.
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Abb. 35: Allgemeine Darstellung NeniTzescu-Reaktion als Zugang zu 2,4-disubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen

Die katalytisch eingesetzte Essigsdure dient v.a. der Aktivierung der Chinonkomponente (B).
Durch Protonierung des Carbonylsauerstoffs steigert sich die Reaktivitat der Chinondoppelbindung
gegeniber einem MICHAEL-artigen Angriff durch das substituierte Enamin des Pyrimidins. Neben dem
relativen Elektronenmangel am eingesetzten Chinon ist auch der Elektroneniberschuss an C-5 des
substituierten Pyrimidins mafigeblich fir die Umsetzung. Sowohl die sekundare 4-Aminofunktion als
auch die primare 6-Aminogruppe tragen Uber positiv mesomere Effekte zur Reaktivitdt des Enamins
bei (vgl. Abb. 35 A). Im Weiteren erschlielSt sich dabei, dass benzylaminartige Substituenten an 4-
Position tolerabler fir die Reaktion sind als vergleichsweise 4-Anilinreste. Durch den Angriff des
Enamins am Chinon kommt es zur Knlpfung einer neuen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung und
infolgedessen zur Reduktion der Carbonylgruppe des Chinons. Zuséatzlich lagert sich aus
Stabilitatsgriinden die verbliebene Ketogruppe unter Ausbildung eines aromatischen Systems in das
entsprechende Enol um. Nachfolgend wird das Intermediat durch den leichten Uberschuss an Chinon
rickoxidiert. Dabei wird das Uberschissige 1,4-Chinon zum entsprechenden 1,4-Hydrochinon
reduziert. Die 6-Aminofunktion des Pyrimidins ist nun fahig, den Carbonylkohlenstoff des cyclischen
o,B-ungesattigten 1,4-Diketons anzugreifen. Es bildet sich ein Chinoniminhalbaminal, welches
nachfolgend unter Wasserabspaltung und Reduktion zum 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ol reagiert. Der
dargestellte Reaktionsmechanismus gilt momentan als am besten belegt fiir die NENITZESCU-

Reaktion®-38

, welches v.a. anhand von isolierten Nebenprodukten dargelegt wird. Alternative
Beschreibungen gehen davon aus, dass die primare 6-Aminofunktion zuerst am Carbonylkohlenstoff
reagiert und erst anschlieBend der Angriff des Enamins an der Chinondoppelbindung vonstattengeht.
Fiir eine Beteiligung dieses Mechanismus spricht u.a. der starke sterische Einfluss der

Chinonkomponente bei Einsatz von 2-substituierten Benzochinonen. So konnte ALLEN et al. eine klare
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3.3.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Praferenz fur die Ausbildung von 6-substituierten Indolen im Gegensatz zu 7-substituierten Indolen

bei sterisch anspruchsvollen Substituenten der 2-Position eingesetzter Benzochinone nachweisen’"’.

Als Edukte fiir die NENITZESCU-Reaktion wurden die verschiedenen substituierten Pyrimidine (vgl. 3.2)

gewahlt. Je nach Substitutionsmuster der Pyrimidinedukte lassen sich die Produkte in verschiedene

Klassen unterteilen, wie in den Tabellen 10 und 12 - 14 ersichtlich. Zusatzliche Derivatisierung wurde

durch Einsatz von verschiedenen Chinonkomponenten generiert.

3.3.1. Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Tabelle 10: Darstellung der synthetisierten benzylaminoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (inkl. Ausbeuten und

Edukten)
Verb. Edukt Chinon X R; R, Ausbeute
22 7a Benzochinon -CH,- - - 22,1%
23a/b 7a 2-Methylbenzochinon -CH,- - 7-CH3/8-CH; 19,9 %*
24 7a 2-Methoxybenzochinon -CH,- - 7-OCH; 24,4 %
25 7a 2-Chlorobenzochinon -CH,- - 7-Cl 14,1 %
26 7a 2-Bromobenzochinon -CH,- - 7-Br 6,9 %
27 7b Benzochinon -CH,- 4-CH; - 10,5 %
28a/b 7b 2-Methylbenzochinon -CH,- 4-CH; 7-CH3/8-CH, 12,8 %*
29 7c Benzochinon -CH,- 4-Cl - 10,7 %
29a/b 7c 2-Methylbenzochinon -CH,- 4-Cl 7-CH3/8-CH; 14,2 %*
30 7d Benzochinon -CH,- 3-Cl - 13,5%
31a/b 7d 2-Methylbenzochinon -CH,- 3-Cl 7-CHs3/8-CH, 7,2 %*
32 7e Benzochinon -CH,- 4-OCH; - 17,5 %
33a/b 7e 2-Methylbenzochinon -CH,- 4-OCH; 7-CH3/8-CH, 20,0 %*
34 7f Benzochinon -CH,- 3-OCH; - 10,9 %
35 78 Benzochinon -CH,- 2-OCH; - 16,4 %
36a/b 7g 2-Methylbenzochinon -CH,- 2-OCH3; 7-CH3/8-CH; 21,0 %*
37 7h Benzochinon -CH,- 3,4-di-OCH; - 19,6 %
38 7i Benzochinon (S)-CH,(CHs,)- - - 48%
39 7i 2-Methoxybenzochinon (S)-CH,(CHs5)- - 7-OCH; 1,1%
40 7j Benzochinon (R)-CH,(CH3)- - - 2,3%
41 7k Benzochinon -CH,-CH,- - - 6,9 %

* Ausbeute Summe aus 7-Methyl- und 8-Methylisomer
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Verbindungen 22 - 41 koénnen als 4-benzylaminoanellierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
zusammengefasst werden. Eine gewisse Sonderstellung nehmen dabei die Verbindungen 38 - 41 ein,
da diese abweichende Linkerstrukturen zwischen Kerntricyclus und substituiertem Phenylring
besitzen. So wurden die Verbindungen 38 - 40 mit (R)- bzw. (S)-a-Methylbenzylaminen derivatisiert.
Die Einfliihrung des Chiralitatszentrums soll die Untersuchung der rdaumlichen Praferenz des Targets
gegenliber den potenziellen Inhibitoren ermoglichen. Verbindung 41 wiederum besitzt durch
Phenylethylaminsubstitution eine verlangerte Linkerstruktur und dient der Untersuchung der
Tolerabilitdt des Targets demgegeniiber. Bei Einsatz des gleichen Reaktionspartners
(1,4-Benzochinon) lassen sich alle 4-benzylaminoanellierten Pyrimidine in vergleichsweise hohen
Ausbeuten zwischen 10,5 % und 22,1 % umsetzen. Wie zuvor beschrieben, wirkt sich die sekundare
4-Aminofunktion, mit zusatzlicher Isolation des -M-Effekts des Phenylrings durch den Methylenlinker,
positiv auf die Umsetzung aus. Der zugehorige Ursachenbeleg (iber die chemische Verschiebung &5
wurde zuvor in Abschnitt 3.2.3 dargelegt. Durch Variation der eingesetzten Chinonkomponente
verandert sich die Ausbeute tlw. stark. So erzeugt der Einsatz von 2-Methylbenzochinon Ausbeuten
in dhnlichen Bereichen wie vergleichbare Analogreaktionen mit unsubstituierten 1,4-Benzochinon.
Jedoch muss erwahnt werden, dass dabei stets ein Isomerengemisch aus 7-Methyl- bzw. 8-Methyl-
9H-pyrimido[4,5-blindol-6-0l entsteht und die Ausbeuten summiert sind. Obwohl theoretisch
moglich, entsteht das 5-Isomer in keinem Fall, welches sich mit Beobachtungen von ALLEN et al. bei
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entsprechenden Indolen deckt™’. Im Weiteren stellt ALLEN dar, dass die raumlichen Verhaltnisse fir

eine 8-Derivatisierung wesentlich ungiinstiger sind als fiir eine 7-Substitution.

Tabelle 11: Isomerenverhéltnisse von 7-Methyl- zu 8-Methylderivat bei Umsetzung mit 2-Methylbenzochinon

Verbindungspaar 28a/b 29a/b 31a/b 33a/b 36a/b
Isomerenverhéltnis
7-Methyl-/ 1,7:1 1,9:1 3,2:1 1,4:1 34:1

8-Methylderivat

Tabelle 11 zeigt die Isomerenverhaltnisse von 7- zu 8-Methylderivaten und macht deutlich,
selbst fir die Umsetzung des sterisch anspruchsarmen 2-Methylbenzochinons, dass die 7-Position
raumlich bevorzugt ist. Eine zusatzliche Verstarkung der 7-Praferenz ist bei 4-benzylaminoanellierten
9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-olen zu beobachten, in welchen der Benzylaminsubstituent weitere ortho-
oder meta-Substituenten besitzt (vgl. Verbindung 31a/b bzw. 36a/b). Die Verhaltnisse wurden
zunichst an 'H-NMR-analytischen Arbeiten des Mischprodukts erarbeitet, konnten jedoch spater
durch vollstindige Trennung der Produkte belegt werden. Trotz hoher Ahnlichkeit der
Stellungsisomere konnten diese saulenchromatographisch getrennt werden, dabei wurden
Eluentengemische aus Chloroform/Pyridin verwendet und Differenzen des R-Wertes von ca. 0,1

erzielt.

Bei der Umsetzung mit weiteren 2-derivatisierten 1,4-Benzochinonen wird der sterische und
elektronische Anspruch dieser Reaktionskomponente weiter deutlich. Bei Einsatz von 2-Methoxy-
1,4-benzochinon als Reaktionspartner (Verbindung 24) kann eine leichte Ausbeutesteigerung erreicht
werden. Durch Verwendung von 2-Chlor-1,4-benzochinon bzw. 2-Brom-1,4-benzochinon ergeben

sich EinbuBBen der Ausbeute (Verbindungen 25 bzw. 26). AulRerdem entstehen mit diesen Edukten
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ausschlieBlich 7-substituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole. Sowohl Methoxy- als auch Chlor- und
Bromsubstituent sind augenscheinlich zu raumgreifend fir die Bildung anderer Isomere. Als
sekundarer Faktor ist der induktive Effekt der Substituenten zu sehen, welcher besonders bei
2-Methoxy-1,4-benzochinon durch Elektronenzug verbesserte Angreifbarkeit des Carbonylkohlen-
stoffs durch die primare 6-Aminofunktion des Pyrimidins erzeugt. Trotz der vergleichsweise
Uberwiegend positiven Einflisse auf die Reaktion sind die Ausbeuten insgesamt eher gering, wobei
diverse Griinde moglich sind. So kann die, fiir die Reaktivitdat der Chinone eingesetzte, Saure dazu
flihren, dass das Pyrimidin protoniert wird, welches sowohl der Reaktivitat als Enamin als auch der
Nucleophilie der primdren 6-Aminogruppe entgegensteht. Daher wird fir die Reaktion eine
verhaltnismalig schwache Sdure wie Essigsdure eingesetzt. Als weiteres Problem beschreibt ALLEN et
al. den komplexen Ablauf der Redoxprozesse wahrend der Reaktion. So soll der geringe Uberschuss
an Chinon dazu fiihren, dass das Hydrochinon-Pyrimidin-Addukt oxidiert wird und weiter reagieren
kann. Jedoch steht das entstehende Hydrochinon dann nicht mehr als Edukt zur Verfligung.
Zusatzlich ist das genannte Addukt durch die Oxidation durch Benzochinon nicht mehr in der Lage,
6H-Pyrimido[4,5-blindol-6-on als Zwischenprodukt zum Endprodukt 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ol zu
reduzieren. Da das generierte Hydrochinon ebenfalls nicht dazu in der Lage ist, kommt es zur

Akkumulation des Zwischenprodukts, welches tlw. in Nebenreaktionen lGbergeht (vgl. 3.3.2).

3.3.2. Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die Verbindungen 42 - 59 lassen sich als 4-anilinoanellierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
zusammenfassen (vgl. Tabelle 12). Die Verbindungen 60 - 65 kdnnen chemisch ebenfalls zu diesen
gezahlt werden, sind jedoch aufgrund der deutlich vergroRerten 4-Substitution als
4-benzyloxyanilinoanellierte 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole separat zu betrachten. Der Fokus der
Verbindungen 42 - 59 liegt v.a. auf 3’- bzw. 4’-substituierten Anilinderivaten, um das mogliche
Wechselwirkungspotenzial innerhalb der hydrophoben Kavitdt der ATP-Bindungstasche bestimmen
zu kénnen. Zusammenfassend betrachtet ergeben sich fiir die 4-anilinosubstituierten Derivate
deutlich verringerte Ausbeuten, was v.a. auf die Beeinflussung der Elektronendichte im Pyrimidinring
bzw. speziell an C-5 zurickzufiihren ist. Durch direkte Verbindung der aromatischen Systeme
Ubertragen sich induktive und mesomere Effekte deutlich starker als Gber die Methylenbriicke der 4-
benzylaminoanellierten Verbindungen. So liefern die Derivate 53 - 56 und 59 durch +M-
Substituenten Ausbeuten im Bereich von 4,2 -7,2 %. Ebenfalls vergleichsweise hohe Ausbeuten
zwischen 6,0 - 14,0 % liefern die Verbindungen 48 - 52 durch +M-Effekt der Halogensubstituenten.
Uberraschend dabei ist die besonders hohe Ausbeute der Verbindung 48, welche evtl. zusatzlich von
glnstigen sterischen Vorausetzungen des 3’-Fluorsubstituenten profitiert. Die ethinylsubstituierten
Substanzen 57 und 58 zeigen reduzierte Ausbeuten. Besonders niedrige Ausbeuten resultieren fir
die Verbindungen 46a/b* bzw. 47a/b*, da diese durch stark negativ induktive Effekte und zusatzlich
im Fall von 46a/b* durch -M-Effekt der Nitrogruppe beeintrachtigt werden. Dieses wurde ebenfalls
durch die chemische Verschiebung 8cs aus *C-NMR-Daten belegt (vgl. Tabelle 9). So liegt die
chemische Verschiebung von C-5 fiir Verbindung 8f bei 77,1 ppm und damit sowohl deutlich iber
den 4-benzylaminoanellierten Verbindungen als auch (ber dem formulierten Grenzwert von

<77,0 ppm. Verbindung 8k zeigt eine chemische Verschiebung &cs von 76,36 ppm. Beide
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3 Ergebnisse und Diskussion

gemessenen 4-anilinosubstituierten Pyrimidine indizieren geringere Elektronendichte an C-5 und

somit schlechtere Reaktivitat als Kohlenstoffnucleophil in der NENITZESCU-Umsetzung.

Tabelle 12: Darstellung der synthetisierten anilinoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verb. Edukt Chinon R; R, Ausbeute

42 8a Benzochinon 3-Cl,4-F - 4,4 %

43 8b Benzochinon 3,4-di-Cl - 0,7%"

44 8c Benzochinon 4-OCH3 - 2,9%

45 8d Benzochinon 3-OCH; - 5,8%
46a/b* 8e Benzochinon 3-NO, 7-H/7-Cl 0,8 %/0,9 %**
47a/b* 8f Benzochinon 3-CF; 7-H/7-Cl 1,2 %/1,2 %**

48 8g Benzochinon 3-F - 14,0 %

49 8h Benzochinon 4-Cl - 9,2%

50 8i Benzochinon 3-Cl - 7,6 %

51 8j Benzochinon 4-Br - 6,1%

52 8k Benzochinon 3-Br - 6,0 %

53 8l Benzochinon 4-OCH,CH; - 7,2%

54 8m Benzochinon 3-0OCH,CH; - 4,8 %

55 8n Benzochinon 4-0CH(CHs), - 7,2%

56 80 Benzochinon 3-OCH(CH3), - 6,3 %

57 8p Benzochinon 4-C=CH - 1,0%

58 8q Benzochinon 3-C=CH - 2,4 %

59 8r Benzochinon 3-SCH; - 4,2 %

b* 7-chloriertes Nebenprodukt; ** Ausbeute des 7-chlorierten Nebenprodukts; * Ausbeuteverlust durch unvollst. Trennung

Die besonders elektronenziehend substituierten Verbindungen 46a/b* und 47a/b* zeigen
zusatzlich weitere Beeintrdachtigungen neben stark reduzierter Ausbeute. In den Umsetzungen
entstanden neben den gewiinschten Produkten auch zusatzlich 7-chlorierte Nebenprodukte, obwohl
keine chlorierenden Agenzien oder 2-Chlor-1,4-benzochinon genutzt wurden. Da nach Aufarbeitung
mit der erarbeiteten Standardmethodik zunachst Produkt und 7-chloriertes Nebenprodukt aufgrund
hoher Ahnlichkeit nicht trennbar waren, war sowohl die Identitit als auch die Entstehung des
Nebenprodukts fraglich. Durch die beobachtete Isotopenverteilung in massenspektrometrischen
Messungen sowie den Vergleich des 'H-NMR-Spektrums zu dem der 7-chlorsubstituierten
Verbindung 25 war jedoch die Chlorierung des Kerntricyclus wahrscheinlich. Verbesserte

Separationsbedingungen durch Einsatz von MPLC fihrten zur partiellen Trennung der Derivate,
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wodurch Identifikation und Bestatigung der formulierten Hypothese moglich wurden. Fir die MPLC-
Trennversuche wurden die Mischprodukte (46a/b bzw. 47a/b) als dry-load mit Kieselgel prapariert
und verschiedenen Trennversuchen unterworfen. Der erfolgreichste Trennversuch der Verbindungen
47a/b ist in Abb. 36 dargestellt.
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Abb. 36: MPLC-Trennung Verbindung 47a/b (dry-load-Vorsdule, Interchim PF-50SIHP-FO025-Trennsdule, Flussrate
20ml/min, 0-8 min: CHCl;/MeOH 98:2 (V/V); 8-13 min: CHCls/MeOH 98:2 = 95:5 (V/V); 13-20 min: CHCls/MeOH 95:5 (V/V);
20-35 min: CHCls/MeOH 95:5 = 90:10 (V/V); 35-41 min: CHCls/MeOH 80:20 (V/V); 41-42min: CHCls/MeOH 80:20 = 100:0
(V/V); 42-52min: CHCl,)

Trotz geringerer KorngroRe der stationdren Phase, Einsatz von erhéhtem Druck, stufenloser
Gradientenelution und Einsatz von UV/Vis-Detektion konnte keine komplette Trennung erzielt
werden. Im spateren Verlauf der Arbeit konnte Uber Verwendung des Eluentengemischs
Chloroform/Pyridin eine vollstdndige Trennung erzielt werden. Die Wechselwirkung der schwachen
Base Pyridin mit den aciden 6-Phenolfunktionen der Produkte bewirkt verbesserte Trenneffizienz und
R+Wert-Differenzen zwischen 0,05 und 0,1. Zusatzlich erfolgt Umkehr der Elutionsreihenfolge
verglichen mit dem Standardelutionsgemisch Chloroform/Methanol. Neben dem Nachweis der
Identitat ist auch der Umstand der Bildung der Nebenprodukte von Interesse. Da die Nebenreaktion
bei stark elektronenziehend substituierten Verbindungen (3’-Nitro-, 3’-Trifluoromethylanilin)
beobachtet wurde, scheint diese Eigenschaft mit der Bildung assoziiert. Unter Beachtung von
Literaturdaten lassen sich u.a. die in Abb. 37 und Abb. 38 gezeigten Mechanismen als mogliche

Ursachen der Nebenproduktbildung formulieren.

Wie zuvor zum NENITZESCU-Mechanismus dargestellt, kommt es bei der Umsetzung zum
gewlinschten 2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-0l 47a zur
Bildung eines vermeintlichen Zwischenprodukts 2-Amino-4-((3-(trifluoromethyl)phenyl)amino)-6H-
pyrimido[4,5-blindol-6-on (Prad47a). Bei unzureichender Reduktion durch das analoge Hydrochinon-
Pyrimidin-Addukt erfolgt Akkumulation von Prad47a. Durch die sauren Reaktionsbedingungen der
eingesetzten Essigsdure kommt es zur Protonierung und Ausbildung eines 6H-Pyrimido[4,5-b]indol-9-
ium-ions Prad7b, welches im Sinne einer 1,4-Addition mit dem Eluentengemisch bzw. dem
enthaltenen Chloroform reagiert und Verbindung 47b bildet. Ahnliche Additionsphdnomene wurden,

innerhalb der NENITzESCU-Indolsynthesen, u.a. von KUCKLANDER et al®® und Teuser et al*®
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3 Ergebnisse und Diskussion

beobachtet. Fiir diesen Mechanismus spricht zusatzlich, dass es nicht zur Addition an die

gleichberechtigte 5-Position kommt, da diese sterisch eingeschrankt ist.
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Abb. 37: Hypothese zur Entstehung von 47b (ber 1,4-Addition am Zwischenprodukt 2-Amino-4-
((3-(trifluoromethyl)phenyl)amino)-6H-pyrimido[4,5-b]indol-6-on

Alternativ kann die starke Inaktivierung von C-5 aufgrund des Elektronenzugs von 3’-Nitro-

bzw. 3’-Trifluoromethylanilin zu einer veranderten Reaktionsabfolge fiihren (vgl. Abb. 38).
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Abb. 38: Hypothese zur Entstehung von 47b tber nucleophilen Angriff am Carbonylkohlenstoff

Durch unzureichende Elektronendichte an C-5 ist dieses nicht fahig, im Sinne eines MICHAEL-Donators
zu reagieren und es kommt zundchst zur Umsetzung der primaren 6-Aminofunktion mit dem
Carbonylkohlenstoff des Benzochinons. Das entstehende Chinonimin wird ebenfalls durch saure
Reaktionsbedingungen protoniert und durch 1,4-Addition chloriert. Durch den Chlorsubstituenten
verbessern sich die Bedingungen fir MicHAEL-Addition und es kommt zur Cyclisierung. Fir den
zweiten Mechanismus spricht die von DOTZAUER et al. gelegte Grenze fir die Reaktivitdt von C-5 als
Enaminkomponente innerhalb der NENITzEScU-Reaktion. Die Uberschreitung dieser fithrt zum

Wechsel auf einen alternativen Mechanismus. Die umgekehrte Abfolge von Angriff am Carbonyl mit
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nachfolgender Knipfung der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung ist ebenfalls ein diskutierter
Mechanismus der NENITZESCU-Reaktion. Das Fehlen von 5-chlorsubstituierten Nebenprodukten
spricht gegen den beschriebenen Mechanismus, da keine sterische Benachteiligung der Addition an

5-Position vorliegt bzw. 5-chlorierte Nebenprodukte im Cyclisierungsschritt sogar bevorzugt waren.

Tabelle 13 zeigt die synthetisierten 4-benzyloxyanilinoanellierten Verbindungen 60 - 65. Die
volumindseren Benzyloxyanilinsubstituenten erlauben die Untersuchung von zusatzlichen Wechsel-
wirkungsmoglichkeiten innerhalb der ATP-Bindungstasche, wie z.B. Adressierung der allosterischen
Tasche. Wie nach Literaturdaten®’® erwartet, erwiesen sich die 4-Benzyloxyanilinosubstituenten als
stabil gegeniliber den Reaktionsbedingungen der NENITZESCU-Reaktion. So konnten die Zwischen-
produkte 9a - f der gleichen allgemeinen Arbeitsvorschrift unterworfen werden wie zuvor 7a - k und
8a - r. Aufgrund der Ahnlichkeit zu den anilinoanellierten Substanzen verhalten sich die benzyloxy-
anilinoanellierten Verbindungen bzgl. der NeNITzEScU-Umsetzung vergleichbar. Auch hier bewirkt der
direkte Elektronenzug eine Reduktion der Elektronendichte an C-5 des Pyrimidins, was sich in

chemischen Verschiebungen 8¢5 zwischen 75 - 77 ppm widerspiegelt (vgl. Tabelle 9).

=
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Tabelle 13: Darstellung der synthetisierten benzyloxyanilinoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole (inkl. Ausbeuten und
Edukten)

Verb. Edukt Chinon R, R, Ausbeute
60 9a Benzochinon -H 3-F 4,2 %
61 9b Benzochinon -H 3-OCH; 4,1%
62 9c Benzochinon -H 4-OCHs3 4,9 %
63 9d Benzochinon -Cl 3-Cl 58%
64 9e Benzochinon -Cl 3-F 53%
65 of Benzochinon -Cl 4-OCH; 4,8%

Es resultiert eine Ausbeute im Bereich 4,1 - 5,8 % fiir die Verbindungen 60 - 65, welches
vergleichbar den anilinosubstituierten  Verbindungen und schlechter als bei den
benzylaminosubstituierten Verbindungen ist. Interessanterweise gibt es zwischen den Verbindungen
60 - 62 und den zuséatzlich 3'-chlorierten Analoga 63 - 65 keine relevanten Ausbeuteunterschiede,
was wiederum mit dem konstant positiven Einfluss des +M-Effekts des Benzyloxyethers begriindbar
ist. Die VergroRBerung des Substituenten hat keinen Einfluss auf die zuvor etablierten

Aufreinigungsprozesse. Dieses bestdtigt die Annahme, dass v.a. die Wechselwirkungen der
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hochpolaren guanidinogenen Teilstruktur und der 6-Hydroxyfunktion fir das Trennverhalten an der

Normalphase der Sdulenchromatographie verantwortlich sind.

3.3.3. Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer
2-Substitution

Die in Tabelle 14 dargestellten Verbindungen 66 - 72 sind das Ergebnis der Synthesen zu
2-modifizierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen. Trotz geringer Produktanzahl kann festgehalten
werden, dass die Umsetzung 2-derivatisierter Pyrimidinedukte in der NENITZESCU-Reaktion mit
Einschrankungen moglich ist, obwohl einige Edukte die von DOTZAUER et al. publizierte Grenze von
Oc5 £77,0 ppm deutlich uberschreiten®” (vgl. Tabelle 9).

Tabelle 14: Darstellung der synthetisierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit 2-Derivatisierung (inkl. Ausbeuten und
Edukten)

Verb. Edukt Chinon R; R, R; Ausbeute
66 13a Benzochinon -(3-BrPh) -NH(n-Pro) - 5,8 %
67 13b Benzochinon -(3-CF3Ph) -NH(n-Bu) - 9,8%

68* 18a Benzochinon -(3-CF5Ph) -SCH; 5-Cl 7,2%
69* 18b Benzochinon -(3-CF5Ph) -S(n-Bu) 5-Cl 13,7 %
70 21a Benzochinon -CH,Ph -H - 8,1%
71 21b Benzochinon -(3-CF3Ph) -H - 2,0%
72 21c Benzochinon -((4-OCH,(3-FPh))Ph) -H - 2,0%

* ausschlieBlich Entstehung 5-chlorierter Nebenprodukte

Die 2-alkylaminoderivatisierten Produkte 66 - 67, welche den zuvor synthetisierten
Substanzen mit primarer 2-Aminofunktion am nachsten stehen, konnten in Ausbeuten von 5,8 %
bzw. 9,8 % gewonnen werden. Dabei Uberraschte die vergleichsweise hohe Ausbeute von 67, da
einerseits das Edukt 13b den Grenzwert 6.5 mit 77,4 ppm Uberschritt und andererseits das Analogon
47 schlechte Ausbeute lieferte. Eventuell fihrt der +I-Effekt der zusatzlichen Alkylgruppe zur
Erhéhung der Elektronendichte im Pyrimidinring bzw. modifiziert dessen Umsetzung so, dass es nicht
zur Akkumulation eines oxidierten Zwischenprodukts (vgl. Pra47a in Abb. 37) kommt. Eine
geringfligige Erhéhung der Lipophilie, erzeugt durch die Alkylierung, zeigt sich im chromato-
graphischen Verhalten. So liegen die Ri-Werte in dem Standardlaufmittel deutlich Gber ihren Analog-
substanzen (R¢(47) = 0,19; R{67) = 0,26 (Chloroform/Methanol 90:10 (V/V))). Entsprechend musste
eine Anpassung der chromatographischen Aufarbeitung erfolgen. Uber Einsatz von N-Alkylen in
Position 2 zeigt sich, dass Modifikation des Wechselwirkungspotenzials an entsprechender Stelle bei

Erhalt der sonstigen Reaktivitat moglich ist.
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Bei der Synthese der Derivate 70 - 72 hingegen zeigen sich deutlichere Veranderungen der
Reaktivitdt. Durch Fehlen der 2-Aminosubstitution kommt es zum Verlust der guanidinogenen
Partialstruktur. Infolgedessen kommt es bei der NENITZESCU-Umsetzung zu verstdrkter Bildung von
protoniertem Edukt und verringerter Entstehung des Produktes, welches die chromatographische
Trennung nachhaltig beeinflusst. Ursachlich kénnte die vermehrte Protonierung der sekundaren
4-Aminogruppe bzw. der primadren 6-Aminofunktion sein, da das vorherige basische Zentrum nicht
mehr vorhanden ist (vgl. Abb. 39 A). Eine Salzbildung der 6-Aminofunktion fiihrt dariiber hinaus zur
Schwachung des Angriffs jener an die Carbonylfunktion des cyclischen a,B-ungesattigten
1,4-Diketons (vgl. Abb. 39 B). Zusatzlich fiihrt der Verlust der 2-Aminogruppe zum Fehlen des +M-
Effekts auf den Pyrimidinring, welches sich in erhéhter chemischer Verschiebung 6.5, mit Werten
zwischen 82 - 86 ppm, widerspiegelt. Trotz verschlechterter Bedingungen konnten die gewlinschten
Produkte, als bei Anregung mit Licht der Wellenlange A = 254 nm fluoreszierende Verbindungen,
gewonnen werden. Die 4-benzylaminsubstituierte Substanz 70 konnte auch bei dieser
Verbindungsklasse hohere Ausbeute erzielen als die 4-anilino- bzw. 4-benzyloxyanilinoanellierten
Substanzen 71 und 72.

Abb. 39: Darstellung von Problemen 2-unsubstituierter Verbindungen fir NeniTzescu-Umsetzung am Beispiel 21b bzw. 71

Bei den Synthesen der Produkte 68* und 69* wurden Edukte mit 2-Thioetherstrukturen
verwendet. Die erhéhte chemische Verschiebung 6.5 von 81,4 ppm fiir das Edukt 18a indiziert
deutlich verringerte Elektronendichte an C-5 und liegt betrachtlich Gber der durch DOTZAUER et al.
erklarten Umsetzungsgrenze. Dennoch entstanden tricyclische 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole in
Ausbeuten von 7,2 % bzw. 13,7 %, welche aber ausschlieRlich als ungeplante zusatzlich 5-chlorierte
Nebenprodukte entstanden. Die zusatzliche Chlorierung in vermeintlich sterisch unginstiger
5-Position in Kombination mit der nachgewiesenen verminderten Reaktivitat von C-5 des Eduktes,
flhrt zu der Annahme einer alternativen Reaktionsabfolge (vgl. Abb. 40). Wenn aufgrund mangelnder
Reaktivitdit von C-5 des Edukts zundchst die 6-Aminofunktion an der Carbonylgruppe des
Benzochinons angreift, kommt es zur Bildung eines Chinonimin-zwischenprodukts. Vor der

Cyclisierung ist die zukilnftige Position 5 der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole nicht sterisch
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benachteiligt, so dass eine 1,4-Additionsreaktion bzw. 5-Chlorierung eine wesentliche Steigerung der
Reaktivitdt der Chinondoppelbindung gegeniiber einem nucleophilen Angriff des Enamins bewirken
kann. Es resultiert ein Ausgleich der fehlenden Reaktivitat von C-5. Die ausschlieflliche Entstehung 5-
chlorierter Tricyclen macht deutlich, dass der Cyclisierungsprozess durch die 5-Chlorierung
wesentlich geférdert wird, obwohl die 7-Position gegeniber der Additionsreaktion dquivalent ist. Das
beobachtete Verhalten ist von Interesse, da zuvor eine Adressierung der 5-Position nicht moglich
war. Die synthetisierten Derivate 68* und 69* zeigen sich zusatzlich deutlich lipophiler im
chromatographischen Verhalten, was v.a. auf den Verlust der basischen guanidinogenen

Partialstruktur zurtickzufihren ist.
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Abb. 40: Hypothese zur Entstehung 5-chlorierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
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Zusammenfassend lassen sich fiir die NENITZESCU-Reaktion folgende Beobachtungen treffen:
Die Reaktivitat bzw. Elektronendichte an C-5 ist ein wichtiger aber nicht alleinig entscheidender
Faktor fur die Umsetzung und lasst sich durch 4-Substituenten deutlich beeinflussen. Die Reaktivitat
kann tiber *C-NMR-spektroskopische Messungen abgeschitzt werden, jedoch nur solange, bis
alternative Reaktionsmechanismen beteiligt sind. Je unreaktiver C-5 ist, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit fiir Beteiligung von Konkurrenzmechanismen. So finden im Grenzbereich um
O0cs= 77,0 ppm wahrscheinlich Additionsphdanomene statt, die sich vermeintlich auf den zuvor
gebildeten Tricyclus mit ausbleibender Reduktion zum gewtinschten Produkt beschranken. Hingegen
findet vermutlich, wenn die Reaktivitdt von C-5 noch weiter sinkt und die chemische Verschiebung
Ocs Uber 81 ppm liegt, eine Umkehr der Reaktionsfolge statt, so dass es eingangs zum Angriff der
primdren 6-Aminofunktion gegeniber dem Chinon kommt. Im Weiteren kdnnen zusatzlich
auftretende 1,4-Additionsphanomene bzw. 5-Chlorierungen die abschlieBende Cyclisierung

beglinstigen. Aus rein sterischer Sicht ist bei Umsetzung die 7-Position favorisiert fir Substituenten
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3.3.4 Strukturbeleg 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

vor der 8-Position. Substitution der 5-Position findet i.d.R. nicht statt. Bei Abkehr vom reguldren

Reaktionsmechanismus geht auch die genannte Praferenz verloren.

3.3.4. Strukturbeleg 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

3.3.4.1. 1H-NMR-Untersuchungen 4-benzylaminsubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die zusammenfassende Betrachtung der ‘H-NMR-Spektren der Verbindungen 22 - 41 dient
dem Strukturnachweis bzw. der Erfassung eines generellen spektroskopischen Verhaltens der
Substanzklasse. Daher wird auf die ausfiihrliche Darstellung der Substituenten verzichtet. Diese und
weitere Charakterisierungsmerkmale sind in den Einzelsubstanzdarstellungen hinterlegt. Tabelle 15
enthalt entsprechende Signalstrukturen der 4-benzoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole. Das
Signal der sekundaren 9-Aminogruppe ist nicht in der Tabelle enthalten, erscheint aber konstant als
breiter Peak mit einem Integral <1 im Bereich von 11,87 - 11,97 ppm und ist stark vom Protonen-
Deuteronen-Austausch betroffen. Das Signal der primadren 2-Aminofunktion erscheint ebenfalls als
breites Signal, ist aber im gewahlten NMR-L6sungsmittel DMSO-dg kaum vom Protonen-Deuteronen-
Austausch betroffen und ergibt einen Integral von = 2. Das Resonanzsignal der aromatisch
gebundenen 2-Aminogruppe befindet sich weiter im Hochfeld zwischen 5,81 - 6,08 ppm, welches sich
auf die positiv mesomeren Eigenschaften bzw. den schirmenden Effekt der zwei benachbarten
Stickstoffatome zurlickfihren ldsst. Der Substituent in Position 4 des 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ols
scheint kaum Einfluss auf die Lage des Resonanzsignals auszuiiben. Ein geringfligig entschirmender
Einfluss kommt 7-Halogensubstituenten aufgrund des Elektronenzuges zu, wie in den Verbindungen
25 und 26 zu beobachten ist. Die sekunddren 4-Aminogruppen der gebundenen substituierten
Benzylamine ergeben ebenfalls breite Resonanzsignale, welche in DMSO-dg kaum vom Protonen-
Deuteronen-Austausch betroffen sind. Die Signale liegen, verglichen mit der primaren 2-
Aminofunktion, etwas weiter im Tieffeld zwischen 6,34 - 6,69 ppm, da ihnen nur der +M-Effekt von
einem benachbarten Stickstoff zukommt. Exemplarisch fir alle Verbindungen ohne zusatzliche
Substitution (in Position 7 oder 8) sei Verbindung 30 genannt (vgl. Abb. 41). Alle Verbindungen dieser
Art zeichnen sich dadurch aus, dass H-7 von allen kohlenstoffgebundenen Protonen am weitesten im
Hochfeld erscheint. Das Resonanzsignal zeigt sich als charakteristisches Doppeldublett zwischen 6,46
- 6,63 ppm mit Kopplungskonstanten von *J,s = 8,3 - 8,8 Hz, verursacht durch vicinale Kopplung zu
H-8, und “J;5 = 1,7 - 2,4 Hz, resultierend aus der Fernkopplung (long-range coupling) mit H-5. H-7
liegt, aufgrund der schirmenden Wirkung der 6-Hydroxyfunktion und des vergleichsweise (zu H-5 und
H-8) geringeren Elektronenzugs durch den anellierten Pyrrolopyrimidinring, von den betrachteten
kohlenstoffgebundenen aromatischen Protonen-resonanzsignalen am weitesten im Hochfeld. Etwas
weiter im Tieffeld aufgrund der grofReren Distanz zur Hydroxyfunktion liegt das Resonanzsignal von
H-8, welches im Gegenzug aber vom positiv mesomeren Effekt der ortho-standigen sekundaren
Aminofunktion beeinflusst wird. Dementsprechend liefert H-8 im Bereich von 6,76 - 7,11 ppm ein
Dublett mit Kopplungskonstanten im Bereich von 3J8/7 = 8,3 - 8,8 Hz, verursacht durch die Kopplung
mit dem benachbarten H-7. Hier scheinen die verzweigtkettigen 4-Benzylaminsubstituenten
(Verbindung 38 und 40) eine geringfiigig verstarkte Abschirmung zu bewirken, wdhrend der

langerkettige 4-Phenylethylaminsubstituent in Verbindung 41 leicht entschirmend wirkt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 15: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-Spektren 4-benzoanellierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole:

Verb. Chemische Verschiebung 6 in ppm
Pos. 2 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 6
(NH,) (NH) (OH)
. 6,58 (dd, °J;/s= 8,3 Hz s
22 594 (br) 6,51 (br) 7,40 (d, *Js;7= 2,3 Hz) . 7,01 (d, °Jg/7=8,3Hz) 8,73 (br)
J7/5 = 2,3 HZ)
23a 5,90 (br) 6,37 (br) 7,33 (s) -S- 6,98 (s) 8,45 (br)
23b 5,87 (br) 6,48 (br) 7,25(d,"Js;;=1,9Hz) 6,33 (d, *)ys=1,9 Hz) -S- 8,68 (br)
24 5,83 (br) 6,44 (br) 7,48 (s) -5- 6,92 (s) 8,08 (br)
25 6,05 (br) 6,57 (br) 7,56 (s) -S- 7,23 (s) 9,09 (br)
26 6,06 (br) 6,56 (br) 7,53 (s) -S- 7,36 (s) 9,18 (br)
28a 5,92 (br) 6,38 (br) 7,32 (s) -5- 6,94 (s) 8,43 (br)
28b 589 (br) 6,49 (br) 7,24 (d,*)s;;=2,0Hz) 6,33 (d, *J75= 2,0 Hz) -5- 8,67 (br)
. 6,59 (dd, °J;/s = 8,6 Hz s
29 5,96 (br) 6,52 (br) 7,40 (d, *Js7 = 2,3 Hz) . 7,01 (d, ’lg;,=8,6 Hz) 8,74 (br)
J7/5 = 2,3 HZ)
29a 5,98 (br) 6,48 (br) 7,34 (s) -S- 6,97 (s) 8,48 (br)
29b 5,93 (br) 6,54 (br) 7,25(d,"Js;;=2,1Hz) 6,35 (d, *)y5=2,1Hz) -S- 8,70 (br)
. 6,60 (dd, *J;/s= 8,6 Hz s
30 597 (br) 6,54 (br) 7,41(d, *Js7= 2,3 Hz) . 7,05 (d, °Jg/7=8,6 Hz) 8,75 (br)
Ja5= 2,3 Hz)
31a 5,94 (br) 6,42 (br) 7,35 (s) -5- 7,00 (s) 8,49 (br)
31b 6,08 (br) 6,69 (br) 7,27(d,"Js;;=1,9Hz) 6,37 (d, *)y5=1,9 Hz) -s- 8,76 (br)
. 6,59 (dd, °J;/s= 8,8 Hz R
32 599 (br) 6,53 (br) 7,38(d, )57 = 2,2 Hz) . 7,03 (d, °Jg/7=8,8 Hz) 8,73 (br)
.J7/5 = 2,2 HZ)
33a 590 (br) 6,34 (br) 7,31 (s) -5- 6,97 (s) 8,42 (br)
33b  588(br) 6,47 (br) 7,23(d,"Js;;=2,1Hz) 6,33 (d, “)y5=2,1Hz) -S- 8,70 (br)
. 6,59 (dd, *J;/s= 8,6 Hz s
34 5,95 (br) 6,51 (br) 7,39 (d, )57 = 2,4 Hz) A oAk 7,02 (d, °Jg/7=8,6 Hz) 8,73 (br)
7/5= 4, z
. 6,58 (dd, °J;/s= 8,5 Hz s
35 592 (br) 6,51 (br) 7,42 (d,*)s;= 2,1 Hz) . 7,01 (d, ’lg;;=8,5Hz) 8,74 (br)
J7/5 = 2,1 HZ)
36a  5,88(br) 6,37 (br) 7,35 (s) -S- 6,88 (s) 8,45 (br)
36b 5,87 (br) 6,48 (br) 7,26(d,"Js;;=2,1Hz) 6,35 (d, “)y5=2,1Hz) -S- 8,72 (br)
. 6,60 (dd, *J;/s= 8,5 Hz s
37 5,95 (br) 6,48 (br) 7,38 (d, *J5;7 = 2,4 Hz) =24 7,06 (d, °Jg/7=8,5Hz) 8,72 (br)
7/5= & Z
. 6,46 (dd, °J;/s = 8,5 Hz s
38 592 (br) 6,48 (br) 7,37 (d, “Js;;= 2,2 Hz) 6,76 (d, *Jg;= 8,5 Hz) 8,70 (br)
/ 4 /
J7/5 = 2,2 HZ)
39 5,81 (br) 6,40 (br) 7,45 (s) -S- 6,54 (s) 8,06 (br)
. 6,46 (dd, °J;/s = 8,8 Hz s
40 592 (br) 6,48 (br) 7,37 (d, “Js;;= 2,3 Hz) 6,76 (d, *Jg;= 8,8 Hz) 8,70 (br)
/ 4 /
J7/5 = 2,3 HZ)
. 6,63 (dd, °J;/5= 8,4 Hz s
41 6,00 (br) 6,53 (br) 7,38 (d, *Js;7= 2,2 Hz) 7,11 (d, °Jg7=8,4 Hz) 8,73 (br)

*J2/5 = 2,2 Hz)

-S- gebundener Substituent; Atomnummerierung entsprechend Tabelle 10
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3.3.4.1 1H-NMR-Untersuchungen 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

Verbindung 30

2.48 dmso

6.615

= 65610 Jos)

6594 1)
"\ 6.589

C-8a-

— 11,
-875 O
r' z

T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

f1 (ppm)

Abb. 41: Beispielspektrum fir 4-benzoanellierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 30)

Durch Fernkopplung mit H-7 erscheint das Signal fiir H-5 als Dublett mit einer Kopplungskonstante
von 415/7 = 1,7 - 2,4 Hz am weitesten im Tieffeld zwischen 7,37 - 7,42 ppm. Die 6-Hydroxyfunktion
liefert ohne benachbarte Substituenten konstant breite Resonanzsignale zwischen 8,70 - 8,75 ppm,
welche ebenfalls vom Protonen-Deuteronen-Austausch betroffen sind. Das Integral der Signale ist
haufig < 1.

Bei Auftreten von Substituenten in Position 7 oder 8 des 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ols durch
Verwendung 2-substituierter 1,4-Benzochinone als Edukte verdandern sich die Signalstrukturen
maRgeblich. Ist ein 7-Substituent vorhanden, verlieren sowohl H-5 als auch H-8 den Kopplungs-
partner ihrer Resonanzsignale. Es resultieren jeweils Singulettsignale fiir beide Protonen im *H-NMR-
Spektrum (vgl. Abb. 42 Verbindung 29a). In Abhdngigkeit des 7-Substituenten verdndert sich auch die
chemische Verschiebung der Resonanzsignale der umgebenden Molekilbestandteile. Bei
7-Methylsubstitution (z.B. Verbindung 23a) erscheinen die Signale fir H-5 im Bereich von 7,31 -
7,35 ppm, wohingegen elektronenziehende Substituenten wie die 7-Methoxygruppen (Verbindung
24 und 39) oder die 7-Chlorofunktion (Verbindung 25) eine Entschirmung bzw. Tieffeldverschiebung
zu 7,45 - 7,56 ppm bewirken. Bei der direkt benachbarten 6-Hydroxyfunktion verursachen sowohl
7-Methyl- als auch besonders 7-Methoxygruppe verstarkte Abschirmung bzw. Hochfeldverschiebung
aufgrund der eigenen Elektronenhiillen. Wahrenddessen bewirken 7-Chloro- und 7-Bromofunktion
eine Entschirmung des Hydroxysignals durch Elektronenzug, indiziert durch Signale bei 9,09 bzw.
9,19 ppm. Vermeintlich ist das Hydroxysignal des 7-Chloroderivats weniger tieffeldverschoben, da

der Effekt der Chlorelektronenhiille diesem partiell entgegenwirkt. Ahnliche Tendenzen lassen sich
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3 Ergebnisse und Diskussion

fir die Beeinflussung des Resonanzsignals von H-8 durch 7-Substitution festhalten. 7-Methyl- und
7-Methoxygruppen wirken leicht schirmend, wahrend 7-Chloro- und 7-Bromofunktionen eine

Entschirmung bzw. Tieffeldverschiebung auslosen.

Mischung
Verbindung 29a/b Verhaltnis Verbindung:
29a/2%b = 1,9/1
Verbindung 29a
CH,
C-2-
OH NH,
Verbindung 29b %% B
1 y/
H-7
OH CH,

C-2-
NH,

988 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 74 f7.‘(0 6;9 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51
1 ppm

Abb. 42: Darstellung Spektren 7-Methyl- bzw. 8-Methyl-2-amino-4-((4-chlorobenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

(29a und b) und der ungetrennten Substanzmischung (stacked)

Fir die 8-substituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole ergeben sich wiederum andere
Signalstrukturen, so dass diese von ihren Stellungsisomeren zu unterscheiden sind. Die
unterschiedlichen Spektren und die klare Identifikation nach Trennung der 7- und 8-
methylsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole ist in Abb. 42 anhand der Verbindungsbeispiele
29a und b belegt. Zusatzlich zeigt die Abbildung das Spektrum der Mischung 29a/b. Wie zu erwarten,
verbleiben bei 8-methylsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen noch H-5 und H-7 als
kohlenstoffgebundene Protonenresonanzsignale des Grundkoérpers (vgl. Abb. 42 Verbindung 29b). Es
resultieren Fernkopplungen mit Kopplungskonstanten “Js; = 1,9 - 2,1 Hz und zugehérige
Dublettsignale im *H-NMR-Spektrum. Die Dubletts fiir H-5 liegen bei einer chemischen Verschiebung
von 7,23 - 7,27 ppm, wahrend die Resonanzsignale von H-7 sich weiter im Hochfeld bei 6,33 -

6,37 ppm befinden.

3.3.4.2. 1H-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubst.
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die 4-anilinoanellierten und auch die 4-benzyloxyanilinoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-

6-ole verhalten sich im 'H-NMR-Spektrum aufgrund ihrer hohen Strukturanalogie nahezu identisch zu
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3.3.4.2 1H-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubst. 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

den zuvor ausgewerteten 4-benzylaminanellierten Verbindungen. Deshalb soll anhand einer Auswahl
an Verbindungen (vgl. Tabelle 16) nur eine zusammenfassende Betrachtung dieser Substanzgruppen

durchgefiihrt werden.

Tabelle 16: Darstellung charakteristischer Daten "H-NMR-Spektren 4-anilinoanellierter bzw. 4-benzyloxyanilinoanellierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb.

Pos. 2 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 6
(NH;) (NH) (OH)
. 6,62 (dd, °J;/5= 8,5 Hz s
44 6,03 (br) 6,68(br) 7,45(d,")s;=2,4Hz) . 6,84 (d, *Jg;;=8,5Hz) 8,85 (br)
J7/5= 2,4 HZ)
. 6,63 (dd, *J;/5= 8,5 Hz s
45  593(br) 6,56 (br) 7,44(d, “Js;;=2,3 Hz) . 7,04 (d, *Jg,=8,5Hz) 8,86 (br)
Jz5= 2,3 Hz)
. 6,66 (dd, °J;/s= 8,6 Hz s
46a  6,01(br) 6,68 (br) 7,49 (d, "Js;;=2,2 Hz) . 7,09 (d, *Jg;,=8,6 Hz) 8,96 (br)
J7/5= 2,2 HZ)
46b 6,11 (br) 6,73 (br) 7,64 (s) -S- 7,19 (s) 9,35 (br)
. 6,66 (dd, °J;/s= 8,8 Hz R
47a 597 (br) 6,65 (br) 7,48 (d, Js;;=2,3 Hz) . 6,96 (d, °Jg;;=8,8 Hz) 8,92 (br)
J7/5= 2,3 HZ)
47b 6,08 (br) 6,70 (br) 7,64 (s) -S- 7,02 (s) 9,30 (br)
. 6,61 (dd, °J;/s= 8,6 Hz s
55  589(br) 6,54 (br) 7,44 (d, Js;;=2,3 Hz) . 6,84 (d, *Jg;;=8,6 Hz) 8,82 (br)
J7/5= 2,3 HZ)
. 6,61 (dd, *J;/s= 8,6 Hz s
56  593(br) 6,55(br) 7,46 (d, *s;=2,2 Hz) . 6,97 (d, °Jg/;=8,6 Hz) 8,87 (br)
J7/5= 2,2 HZ)
. 6,62 (dd, °J;/5= 8,5 Hz R
62  590(br) 6,54 (br) 7,44 (d,")s;=2,2 Hz) . 6,82 (d, °Jg;;=8,5Hz) 8,81 (br)
J7/5= 2,2 HZ)
6,63 (dd, *J;/5= 8,5 Hz s
65  5,95(br) 6,57 (br) 7,44 (s) 6,86 (d, *Jg,=8,5Hz) 8,85 (br)

*1,= 2,1 Hz)

-S- gebundener Substituent; Atomnummerierung entsprechend Tabellen 12-13

Die jeweiligen 4-Substituenten werden in den Einzelcharakterisierungen der Verbindungen
dargelegt. Bei nicht vorhandener 7-Substitution ergeben die drei kohlenstoffgebundenen Protonen
des Grundkodrpers die gleichen Resonanzmuster wie bei der zuvor beleuchteten Verbindungsklasse.
H-5 erscheint als Dublett mit einer Kopplungskonstante von 4J5/7: 2,2 -2,4 Hz, beruhend auf der
Fernkopplung zu H-7, im Bereich von 7,44 - 7,49 ppm. Aufgrund des Elektronenzugs des anellierten
Pyrrolopyrimidinrings ist es, bezogen auf die drei genannten Protonenresonanzsignale, am weitesten
tieffeldverschoben. Am zweitstarksten entschirmt ist das Signal von H-8, da der zuvor genannte
Effekt zumindest partiell durch den +M-Effekt der ortho-standigen sekunddaren Aminfunktion
begrenzt wird. Das Resonanzsignal liegt zwischen 6,82 - 7,09 ppm. Aufgrund der vicinalen Kopplung
mit H-7 erscheint es als Dublett mit einer Kopplungskonstante von 318/7 = 8,5 - 8,8 Hz. Infolge der
beiden Kopplungen zu H-5 und H-8 erscheint das Resonanzsignal von H-7 als Doppeldublett im
Bereich von 6,61 - 6,66 ppm mit Kopplungskonstanten von 3J7/8 =8,5- 8,8 Hz und 417/5 =2,2-2,4 Hz.
Das Signal ist verhaltnismaRig weit ins Hochfeld verschoben, da der Elektronenzug des anellierten

Pyrrolopyrimidinrings weiter entfernt liegt und zusatzlich die ortho-stiandige 6-Hydroxyfunktion
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3 Ergebnisse und Diskussion

weitere Schirmung bewirkt. Die direkte Verknilpfung der substituierten Aniline bzw. Benzyloxyaniline
ohne zusadtzlichen Methylenlinker beeinflusst die Lage der Protonenresonanzsignale des
Grundkorpers nur unwesentlich, da v.a. der positiv mesomere Effekt der sekundaren 4-
Aminofunktion zum Tragen kommt und nicht induktive bzw. mesomere Effekte der Anilin- und
Benzyloxyanilinsubstituenten. So verschieben sich die breiten Signale der sekunddren 4-
Aminofunktion noch am deutlichsten um ca. 0,05 - 0,10 ppm ins Tieffeld in einen Bereich von 6,54 -
6,68 ppm. Die distanzierteren Molekiilbestandteile bzw. deren Signale im *H-NMR-Spektrum sind
nahezu identisch mit der zuvor beleuchteten 4-benzylaminosubstituierten Verbindungsklasse. Die 2-
Aminogruppe liefert Signale bei 5,89 - 6,03 ppm. Die breiten Signale der 6-Hydroxyfunktion
verschieben sich leicht ins Tieffeld zu 8,81 - 8,96 ppm.

Raumliche Effekte, wie etwa die Beeinflussung der Lage der Resonanzsignale des
Grundkorpers durch die Aromatensekundarfelder der 4-substituierten Aniline oder Benzyloxyaniline,
finden nicht statt. Aufgrund des sterischen Anspruchs orientieren sich die 4-Substituenten moglichst
fern vom tricyclischen Grundkorper. Energieminimierte Modelle nach MMFF94-Kraftfeldmethode
(durchgefiihrt mit ChemBio3D Ultra Version 13.0) belegen einen Torsionswinkel von 172,4° fir
Verbindung 47a und 168,3° fiir Verbindung 65. Damit orientieren sich die 4-Substituenten in nahezu

maximaler Entfernung zum tricyclischen Grundkérper (vgl. Abb. 43).

Abb. 43: Energieminimierte Modelle nach MMFF94-Kraftfeldmethode von 47a und 65 - Torsionswinkel -172,4° und -168,3°
(v.l.n.r.)

Die zundchst als Nebenprodukte eingestuften Verbindungen 46b und 47b besitzen jeweils
zusatzliche 7-Chlorderivatisierung, verglichen mit ihren Analoga 46a und 47a. Durch den gebundenen
Substituenten entfallen die Kopplungsmaoglichkeiten fiir H-5 und H-8. Es ergeben sich Singuletts flr
beide Resonanzsignale. H-5 erfahrt durch den Elektronenzug des Chloratoms eine Entschirmung zu
jeweils 7,64 ppm chemischer Verschiebung. Die Resonanzsignale fiir H-8 werden durch die ortho-
standige Chlorfunktion sowohl durch den Elektronenzug als auch durch die schirmende Wirkung der

Elektronenhiille des Halogens beeinflusst. Es ergibt sich netto eine Tieffeldverschiebung von rund
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3.3.4.3 1H-NMR-Untersuchungen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer 2-Substitution

0,1 ppm zu Resonanzsignalen bei 7,19 ppm bzw. 7,02 ppm. Eine vergleichsweise starke Verschiebung
der Resonanz ergibt sich durch die zusatzliche Chlorfunktion fir die benachbarte 6-Hydroxygruppe.
Durch zusatzliche Moglichkeit einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung verschiebt sich
das breite 6-Hydroxysignal um rund 0,4 ppm ins Tieffeld. Abb. 44 zeigt die "H-NMR-Spektren der
Verbindung 47a und des zugehdrigen Nebenprodukts 47b im Vergleich und belegt anhand der

veranderten Kopplungsmuster die zuséatzliche 7-Chlorierung.

Verbindung 47a
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CFs NH
HO HN
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\ N/)\ NH,
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f1 (ppm)

Abb. 44: Darstellung Spektren 7-unsubstituiertes und 7-chlorsubstituiertes 2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol (47a und 47b stacked)

3.3.4.3. tH-NMR-Untersuchungen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit
alternativer 2-Substitution

Der Strukturbeleg der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole mit modifizierter 2-Substitution soll
anhand der Daten in Tabelle 17 erfolgen. Wie zuvor wird darauf verwiesen, dass die komplette
Darstellung der Resonanzsignale in den Einzelcharakterisierungen der Substanzen erfolgt. Die
2-alkylaminosubstituierten Derivate 66 und 67 sind den zuvor betrachteten tricyclischen
Verbindungen am dhnlichsten, so dass die geringsten Abweichungen im spektroskopischen Verhalten
zu erwarten sind. So bleiben die kohlenstoffgebundenen Protonen des Grundkérpers in ihrer
Signalstruktur groRtenteils erhalten. H-5 erscheint in beiden Verbindungen als tieffeldverschobenes
Dublett mit einer Kopplungskonstante von 4J5/7 =2,1- 2,2 Hz bei 7,45 bzw. 7,47 ppm und ist damit

nahezu unverandert. H-7 erscheint als Doppeldublett bei einer chemischen Verschiebung von rund
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3 Ergebnisse und Diskussion

6,66 ppm mit Kopplungskonstanten von 3J7/8 =8,5-8,7 Hz und 4J7/5 = 2,1 - 2,2 Hz und zeigt damit
ebenfalls keine Beeinflussung durch die verdanderte 2-Substitution. H-8 hingegen unterliegt einer
leichten Tieffeldverschiebung zu 7,05 bzw. 7,10 ppm. Des Weiteren ist in beiden Verbindungen das
Resonanzsignal nur als breites Signal ohne erkennbare Kopplung zu detektieren. Die zusatzliche
2-Alkylierung fiihrt anscheinend zu starkerer Einbindung von H-8 ins mesomere System, so dass es
sich durch Vinylogie dhnlich einem stickstoffgebundenen Proton verhalt. Ein dhnliches Phanomen ist
fiir die Signale von H-6" in Verbindung 66 und H-2" in Verbindung 67 zu beobachten. Die Signale der
sekundaren 4-Aminogruppe bleiben als breite Signale im Bereich von 6,61 - 6,65 ppm erhalten und
erfahren, ebenso wie das breite 6-Hydroxysignal bei rund 8,92 ppm, keine Verdanderung. Aufgrund
der zusatzlichen N-Alkylierung zu einem sekundaren Amin verdandert sich das Resonanzsignal der
2-Aminogruppe deutlich. Es wird zu 6,48 - 6,60 ppm tieffeldverschoben, was mit der beschriebenen
starkeren Delokalisierung der Elektronen der Aminofunktion einhergeht. Zusatzlich ist in Verbindung
66 durch Kopplung (*Jxwcz = 5,7 Hz) mit den Protonen der benachbarten Methylengruppe eine

Aufspaltung des 2-Aminoresonanzsignals zu einem Triplett zu beobachten.

Tabelle 17: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-Spektren 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit modifizierter
2-Substitution

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb.
Pos 2 Pos. 4 Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 6
(NH) (OH)
6,50 (t br, 7,45 (d, 6,65 (dd, *J;/s= 8,7 Hz
66 s 6,61 (br) . 7,05 (br) 8,90 (br)
JNH/CH2=5l7 HZ) J5/7=2,2 HZ) J7/5=2,2 HZ)
7,47 (d, 6,67 (dd, *J;/s= 8,5 Hz
67 6,48 (br) 6,65 (br) . 7,10 (br) 8,94 (br)
J5/7= 2,1 HZ) J7/5 = 2,1 HZ)
s 7,18 (d,
68* -S- - -S- 7,04 (d,);5=8,8Hz) 9,98 (br)
J8/7 = 8,8 HZ)
3 7,14 (d,
69* -S- - -S- 7,03 (d, “J7/8=8,7 Hz) 3 9,96 (br)
Jg/7= 8,7 HZ)
6,83 (d, 6,69 (dd, *J;/s= 8,7 Hz 7,92 (d,
70 9,45 (s) 6,09 (br) . s 8,08 (br)
J5/7=2,2 HZ) J7/5=2,2 HZ) J8/7=8,7 HZ)
6,91 (d, 6,72 (dd, *J;/s = 8,8 Hz 7,99 (d,
71 9,48 (s) 6,61 (br) . s 9,65 (br)
J5/7= 2,2 HZ) J7/5 = 2,2 HZ) J3/7= 8,8 HZ)
6,84 (d, 6,65 (dd, *J;/5 = 8,8 Hz 7,91 (d,
72 9,45 (s) 6,32(br) . 3 9,04 (br)
J5/7=2,1 HZ) .J7/5=2,1 HZ) J8/7=8,8 HZ)

-S- gebundener Substituent; - kein Signal im Spekrum; Atomnummerierung entsprechend Tabelle 14

Die 2-thioetherderivatisierten Verbindungen 68* und 69* tragen, aufgrund der ausschliel3-
lichen Bildung in einer ungeplanten Nebenreaktion, zusatzlich jeweils 5-Chlorsubstituenten. Das
Resonanzsignal von H-7 wird durch den zusatzlichen Elektronenzug des meta-stiandigen
Chlorsubstituenten tieffeldverschoben zu rund 7,04 ppm und erscheint aufgrund der vicinalen
Kopplung (*J;s = 8,7 - 8,8 Hz) als Dublett. Das Signal von H-8 erfahrt durch die gréRere Distanz zum
5-Chlorsubstituenten nur eine leichte Entschirmung und resultiert als Dublett bei 7,14 - 7,18 ppm

chemischer Verschiebung. Das breite 6-Hydroxysignal wird aufgrund der direkten Nachbarschaft des
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3.3.4.3 1H-NMR-Untersuchungen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer 2-Substitution

5-Chloratoms und dessen Elektronenzugs stark entschirmt und zu rund 10 ppm tieffeldverschoben.
Weiterhin sorgt der 5-Chlorsubstituent im Molekil dafiir, dass die sekundare 4-Aminofunktion an
Aciditat gewinnt und damit einem schnelleren Protonen-Deuteronen-Austausch unterliegt. Deshalb

ist die 4-Aminogruppe fiir die Verbindungen 68* und 69* nicht detektierbar.

Die Verbindungen 70 - 72 unterliegen den scheinbar gréRten Anderungen des tricyclischen
Systems, da aufgrund der fehlenden 2-Substitution keine +M-Effekte mehr wirken. Daher kommt es
zu einer Verschiebung der Signalanordnung der drei kohlenstoffgebundenen Protonen des
Grundkorpers (vgl. Abb. 45). H-7 besitzt die groRte Abschirmung und liefert aufgrund der vicinalen
Kopplung zu H-8 (317/8 = 8,7 - 8,8 Hz) und der Fernkopplung zu H-5 (4J7/5 = 2,1 - 2,2 Hz) ein
Doppeldublett bei 6,65 - 6,72 ppm. H-8 erfdhrt wegen des fehlenden positiv mesomeren Effekts eine
deutliche Tieffeldverschiebung um ca. 1,0 ppm zu 7,91 - 7,99 ppm. Das Resonanzsignal zeigt sich als
Dublett als Folge der benannten Kopplung zu H-7. H-5 wiederum ist durch Veranderung der
elektronischen Struktur deutlich starker geschirmt und die chemische Verschiebung sinkt um ca.
0,5 ppm auf 6,83 - 6,91 ppm. Das Signal erscheint als Dublett mit geringer Kopplungskonstante
(415/7 = 2,1 - 2,2 Hz) aufgrund der Fernkopplung zu H-7. Als zusatzliches Resonanzsignal ergibt sich ein
Singulett fir H-2, da diese Position fiir die betrachteten Derivate unsubstituiert ist. H-2 ist, bedingt
durch die direkte Nachbarschaft von 2 basischen elektronenziehenden Amidingruppen, stark

entschirmt und liegt bei 9,45 - 9,48 ppm.
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Abb. 45: Beispielspektrum flr 2-unsubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 70)
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.4.4. 3C-NMR-Untersuchungen 4-benzylaminsubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Zusatzlich zu den 'H-NMR-spektroskopischen Daten wurden auch *C-NMR-spektroskopische
Messungen zum Strukturnachweis flr eine Reihe von Verbindungen durchgefiihrt. Tabelle 18 enthalt
die gesammelten Resonanzsignale des tricyclischen Grundkorpers der 4-benzoanellierten
9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole. Die Auswahl der Signale beschrankt sich auf den Grundkérper, da die
Resonanzen der Substituenten duflerst divers und in den entsprechenden Einzelstoffbeschreibungen
dargelegt sind. Die Signalzuordnung neben denen der 4-Substituenten wird u.a. durch die hohe
Konstanz der erhaltenen Werte ermoglicht. Zusatzlich wurde fiir Verbindung 29a ein HSQC-Spektrum
erfasst, um Uber Korrelation von Protonen- zu Kohlenstoffresonanzsignalen zusatzliche Zuordnungs-

sicherheit zu gewinnen (vgl. Abb. 46).

Tabelle 18: Darstellung charakteristischer Daten 13C-NMR-Spektren 4-benzoanellierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb. C-2 C-4 C-4a C-4b C-5 C-6 c-7 C-8 C-8a
C-9a

158,48 119,93* 119,93*

23a 162,00 89,10 106,72 150,17 110,74 130,75
158,59 120,06* 120,06*
158,84

23b 162,14 89,14 120,41 104,21 151,96 114,12 123,56 129,96
159,52
158,19

24 161,59 89,10 114,51 107,25 141,88 145,26 94,95 130,48
158,22
158,92

25 162,55 88,64 121,41 108,31 147,37 115,62 109,96 131,04
159,29
159,00

26 162,61 88,66 122,07 105,10 148,23 108,05 112,74 131,50
159,25
158,44 119,90* 119,90*

28a 161,94 89,08 106,66 150,15 110,81 130,75
158,54 120,05* 120,05*
158,73

28b 162,03 89,13 120,47 104,17 151,95 114,13 123,52 129,02
159,49
158,37 120,07* 120,07*

29a 161,88 89,10 106,72 150,30 110,72 130,56
158,49 120,09* 120,09*
158,72

29b 162,01 89,13 120,38 104,25 152,09 114,20 123,61 128,76
159,41
158,42 120,05* 120,05*

31a 162,10 89,12 106,76 150,05 110,63 130,83
158,69 120,09* 120,09*
158,21

41 161,59 15831 88,95 122,32 106,38 152,08 110,74 109,30 130,59

* aufgrund Signalnadhe eindeutige Zuordnung nicht moglich, pro forma Zuordnung jeweils beiden moglichen Kohlenstoffen;
Atomnummerierung entsprechend Tabelle 10

Als Teil der guanidinogenen Partialstruktur besitzt C-2 direkte Verbindung zu drei Stickstoff-

atomen und dem damit verbundenen Elektronenzug, ist deshalb stark entschirmt und hat wenig
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3.3.4.4 13C-NMR-Untersuchungen 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Elektronendichte. Daraus resultiert Tieffeldverschiebung des Resonanzsignals zu rund 162 ppm. Im
Wesentlichen durch den gleichen Effekt als Teil von amidinogenen Partialstrukturen sind C-4 und
C-9a von jeweils 2 Stickstoffatomen umgeben, welches ebenfalls in verhadltnismalig starker
Entschirmung und Resonanzsignalen im Bereich von 158 - 160 ppm resultiert. Aufgrund relativ
dhnlicher chemischer Verschiebungen ist eine eindeutige Signalzuweisung nicht moglich, jedoch
kénnen die beiden Kohlenstoffatome den jeweils zwei Signalen im Tieffeld sicher zugeordnet
werden. C-4a befindet sich ndaher zum Zentrum des tricyclischen Systems und wird durch das
Sekundarfeld des Ringstromeffekts geschirmt. Weiterhin fir erhohte Elektronendichte sorgt der +M-
Effekt der ortho-standigen Aminfunktion, so dass sich aufgrund der starken Schirmung ein
Resonanzsignal bei rund 89 ppm ergibt. Die hochsubstituierten Nachbarkohlenstoffatome C-4 und
C-9a bewirken ebenfalls Abschirmung. Das Kohlenstoffatom C-4b ist analog vergleichsweise stark
durch die hochsubstituierten benachbarten Kohlenstoffatome C-4a und C-8a geschirmt, jedoch
verursacht die ortho-standige sekundare Aminfunktion und die meta-standige Hydroxygruppe jeweils
Elektronenzug und somit gegenldufige Entschirmung. Die Resonanzsignale von C-4b liegen bei ca. 119
- 120,5 ppm. Die 7-methoxysubstituierte Verbindung 24 zeigt zusatzliche Schirmung von C-4b und
einen Signalshift zu 114,51 ppm.
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Abb. 46: 1H-13C-HSQC-KorreIationsspektrum 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 29a)

Die Signale fiur C-5 sind i.d.R. vergleichsweise stark geschirmt durch die ortho-standige
6-Hydroxyfunktion bzw. deren +M-Effekt und die schirmende Elektronenhiille. Das Resonanzsignal
liegt zwischen 104 - 108 ppm. Die 7-methylsubstituierten Verbindungen 23a, 28a, 29a und 31a

zeigen jeweils leichte Entschirmung fir C-5, damit kann das Resonanzsignal bei 106,72 ppm der
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3 Ergebnisse und Diskussion

Verbindung 29a dem Singulett bei 7,34 ppm im 'H-NMR-Spektrum zugeordnet werden. Bei
elektronenziehender 7-Methoxy- und 7-Chlorsubstitution in den Verbindungen 24 und 25 resultiert
ein starkerer Tieffeldshift zu 107,25 bzw. 108,31 ppm. Der Kohlenstoff C-6 ist durch die substituierte
Hydroxyfunktion stark tieffeldverschoben zu rund 150 - 152 ppm. Die ortho-stéandigen 7-Methoxy-,
7-Chloro- und 7-Bromofunktionen in Verbindung 24 - 26 bewirken durch jeweiligen +M-Effekt und
die eigene Elektronenhiille eine verstarkte Abschirmung und damit Hochfeldverschiebung. Eine
7-Methylsubstitution bewirkt aufgrund des +I-Effekts ebenfalls eine leichte Hochfeldverschiebung fir
C-6, wie in den Verbindungen 23a, 28a und 29a zu beobachten ist. Das Grundresonanzsignal fir C-7
in 7-unsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen liegt bei rund 114 ppm. Eine direkte Verbindung
zu einem 7-Methylsubstituenten erzeugt eine Entschirmung des Signals auf ca. 120 ppm. Grélere
Substituenten mit groRer Elektronenhiille wie 7-Brom in Verbindung 26 schaffen eine Abschirmung
und das Resonanzsignal verschiebt sich ins Hochfeld zu 108,05 ppm. Beim 7-Methoxyderivat 24 ist
der Elektronenzug der dominierende Faktor und es kommt zur Tieffeldverschiebung fiir C-7 zu
145,26 ppm. C-8 verhdlt sich im Grunde sehr dhnlich zu C-7. Bei fehlender Substitution liegt das
Resonanzsignal bei etwa 110 ppm aufgrund der Nachbarschaft zum hochsubstituierten und
schirmenden C-8a. So kann das Signal bei 110,63 ppm der Verbindung 29a dem Singulett von H-8 bei
6,97 ppm im "H-NMR-Spektrum zugeordnet werden. Eine 8-Methylderivatisierung (Verbindungen
23b, 28b und 29b) wirkt deutlich entschirmend und das Signal verschiebt sich ins Tieffeld zu etwa
123 - 124 ppm. Die ortho-standige Substitution mit Methoxy- oder Chlorfunktion verursacht hier

durch +M-Effekt und deren Elektronenhdiille eine verstarkte Abschirmung und Hochfeldverschiebung.

C-8a verhalt sich aufgrund seiner Lage im Tricyclus ziemlich konstant und kaum beeinflusst
von Substituenteneffekten. Die Lage des Resonanzsignals ist bestimmt durch Elektronenzug der
benachbarten sekunddren Aminfunktion und den schirmenden Effekt des benachbarten
Kohlenstoffatoms C-4b. Es befindet sich zwischen 128 - 131 ppm. Abb. 47 zeigt beispielhaft das **C-
NMR-Spektrum der Verbindung 29b. Neben den zuvor beschriebenen Signalstrukturen des
tricyclischen Grundkoérpers sind auch die verbleibenden Resonanzsignale klar identifizierbar. So
ergibt sich flir die geschirmte 8-Methylgruppe eine Resonanz bei 19,26 ppm. Vergleichsweise
erscheint die 7-Methylgruppe der Verbindung 29a bei 17,17 ppm und kann mit dem Protonen-
resonanzsignal bei 2,16 ppm im ‘H-NMR-Spektrum korreliert werden. Die Methylengruppe
(Verbindung 29b) zeigt aufgrund des Elektronenzugs der benachbarten Aminogruppe und des
Phenylrings eine starkere Tieffeldverschiebung und ergibt ein Signal bei 45,03 ppm, welches durch
Korrelation der Signale bei 43,17 ppm (*C-NMR) und 5,31 ppm (*H-NMR) der Analogsubstanz 29a
gestltzt wird. Die Resonanzsignale des 4-Chlorophenylsubstituenten zeichnen sich dadurch aus, dass
sowohl C-3" und C-5" als auch C-2" und C-6" aufgrund der Rotationssymmetrie jeweils nur ein Signal
mit erhohter Intensitdt ergeben. Das Resonanzsignal von C-3° bzw. C-5" liegt aufgrund des
schirmenden Effekts des ortho-standigen Chloratoms dabei etwas weiter im Hochfeld bei
127,63 ppm. Das Signal fiir C-2" und C-6" befindet sich bei 129,02 ppm. Das Resonanzsignal von C-4’
wird sowohl durch den schirmenden Effekt der Elektronenhiille des benachbarten Chloratoms als
auch durch dessen Elektronenzug beeinflusst. Es ergibt sich ein Resonanzsignal bei 131,72 ppm.

Weiter im Tieffeld bei 139,32 ppm befindet sich das Resonanzsignal fiir C-1".
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3.3.4.5 13C-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubst. 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
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Abb. 47: 13C-NMR-Beispielspektrum fur 4-benzoanellierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 29b)

3.3.4.5. 13C-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubst.
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Ebenso wie fiir 4-benzylaminanellierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole wurden auch fir
ausgewdhlte 4-anilino- bzw. 4-benzyloxyanilinoanellierte Verbindungen C-NMR-Spektren erfasst.
Tabelle 19 enthalt die Resonanzsignale des Grundkorpers als zusammenfassenden Strukturbeleg.
Zusatzlich enthalt die Tabelle auch Daten fiir Verbindungen mit modifizierter 2-Substitution, welche
ebenfalls in die Auswertung einflieBen. Wie zuvor fiir 4-benzylaminsubstituierte Verbindungen
beobachtet, liegt das Resonanzsignal fir C-2 im Tieffeld zwischen 161 - 163 ppm, da es Teil der
guanidinogenen Partialstruktur ist. Es resultiert dabei kein Unterschied aus dem Wechsel der
4-Substitution. Hingegen fiihrt eine modifizierte 2-Substitution zur Veranderung der unmittelbaren
chemischen Umgebung, woraus fir die 2-aminoalkylierten Verbindungen 66 und 67 fir C-2 eine
geringflgig starkere Abschirmung durch +I-Effekte der Alkylsubstituenten resultiert. Die 2-Thioether-
strukturen der Verbindungen 68* und 69* hingegen fliihren zu deutlicher Entschirmung und Tieffeld-
verschiebung des Resonanzsignals zu rund 168 ppm, welches sich mit der diffuseren Elektronenhiille
des Schwefels erklaren lasst. Bei fehlender 2-Substitution (Verbindung 72) kommt es zu verstarkter
Schirmung fiir C-2, da der Elektronenzug der 2-Aminogruppe entfallt. Fiir die aufgrund fehlender
Trennbarkeit zusammengefassten Resonanzsignale C-4 und C-9a ergeben sich ebenfalls kaum

Veranderungen mit Wechsel des 4-Substituenten. Fir C-4 heiflt das, dass die chemische
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3 Ergebnisse und Diskussion

Verschiebung v.a.

durch die sekunddre Aminogruppe beeinflusst wird und weniger durch

entsprechende weitere Substituierung dieser.

Tabelle 19: Darstellung charakteristischer Daten 13C-NMR-Spektren 4-anilino- bzw. 4-benzyloxyanilinoanellierter

9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole ohne/mit modifizierter 2-Substitution

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb. C-2 C-4 C-4a C-4b C-5 C-6 c-7 C-8 C-8a
C-9a

158,99

47a 162,39 89,44 123,12 106,50 153,07 110,99 109,46 130,51
159,06
159,13

47b 162,62 89,04 121,87 108,38 148,21 115,89 109,78 131,06
159,50
161,68

48 163,63 89,40 123,00 106,40 152,97 110,96 109,74 130,51
162,30
158,90

51 162,38 89,43 122,99 106,44 152,92 110,94 109,59 130,58
159,04
158,32

52 161,62 89,29 122,89 106,46 153,09 111,15 109,72 131,61
158,80
159,02

54 162,37 89,38 122,81 106,32 152,73 110,91 109,76 130,98
159,53
158,96

60 162,37 89,23 122,56 106,31 152,61 110,86 109,46 131,59
159,24
158,93

62 162,34 89,22 122,54 106,30 152,59 110,86 109,46 131,64
159,25
158,78

66 161,41 89,29 123,27 106,45 153,05 110,84 109,72 131,39
158,79
158,51

67 161,23 89,34 123,39 106,53 153,18 110,92 109,70 130,82
158,67
156,34 131,56* 131,56*

68* 168,08 92,31 114,58 149,45 110,97 110,01
157,56 131,69* 131,69*
156,42 131,68* 131,68*

69* 167,84 92,31 114,55 149,40 110,94 109,95
157,62 131,90* 131,90*
153,72

72 147,61 154 45 83,49 120,94 102,68 151,17 112,00 109,33 133,84

* aufgrund Signalnahe eindeutige Zuordnung nicht moglich, pro forma Zuordnung jeweils beiden méglichen Kohlenstoffen;
Atomnummerierung entsprechend Tabellen 12-14

Eine veranderte 2-Derivatisierung hingegen scheint deutlichen Einfluss auf die Lage der

Resonanzsignale von C-4 und C-9a zu haben. Bei 2-Aminoalkyl-substituenten ist kaum eine

Veranderung erkennbar aufgrund der hohen chemischen Ahnlichkeit. Jedoch kommt es beim

Wechsel zu 2-Thioetherverbindungen (68* und 69*) zur Hochfeldverschiebung des Resonanzsignals

um circa 2 ppm. Der +M-Effekt der Thioether ist starker ausgepragt als bei vergleichbaren

2-Aminosubstituenten. Zusatzlich verschiebt sich das basische Zentrum des Molekils von C-2 in

Richtung C-4 und C-9a, da durch die veranderte Substitution die guanidinogene Partialstruktur

verloren geht. Bei fehlender 2-Substitution kommt es zu starkerer Abschirmung der Resonanzsignale
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3.4 Synthese 6-substituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

von C-4 und C-9a. Sie verschieben sich ins Hochfeld zu rund 154 ppm, ebenfalls aufgrund der
Veranderung des basischen Zentrums. Die Resonanzsignale fiir C-4a sind auch fiir die betrachteten
Verbindungen im Hochfeld bei ca. 90 ppm zu finden. Die Verbindungen 68* und 69* besitzen die
zusatzliche 5-Chlorsubstitution und der zugehorige Elektronenzug sorgt fir eine Entschirmung von C-
4a. Es resultiert eine Tieffeldverschiebung zu 92,31 ppm. Die 2-unsubstituierte Verbindung 72
hingegen zeigt verstarkte Schirmung fir C-4a und ebenfalls flr C-4b. Eine erh6hte Elektronendichte
aufgrund des Verlusts des basischen Zentrums an C-2 ist die wahrscheinliche Ursache. Der durch
Elektronenzug des 5-Chlorsubstituenten verursachte Entschirmungseffekt fiir C-4a ist aufgrund der
groReren Nahe noch deutlicher an C-4b zu erkennen. Eine Tieffeldverschiebung zu ca. 131 - 132 ppm
ist die Folge und fiihrt weiterhin dazu, dass eine klare Trennung der Signale C-4b und C-8a fir die
betroffenen Verbindungen nicht moglich ist. Fir die verbleibenden Verbindungen sind die

Resonanzsignale fiir C-4b konstant im Bereich von ca. 121 - 123 ppm.

Auch C-5 bzw. dessen Resonanzsignale sind durch den Wechsel zu 4-Anilino- bzw. 4-
Benzyloxyanilinosubstitution kaum beeinflusst und liegen bei ca. 106 ppm. Die 5-chlorderivatisierten
Verbindungen 68* und 69* hingegen sind dort durch zusatzlichen Elektronenzug von einem
deutlichen Entschirmungseffekt und einer Tieffeldverschiebung zu rund 114,5 ppm betroffen. Fir die
7-chlorsubstituierte Substanz 47b ist am meta-standigen C-5 ebenfalls geringfiigige Entschirmung
durch Elektronenzug zu beobachten, jedoch fallt diese aufgrund der gréfReren Distanz nicht so stark
aus. Bei fehlender 2-Substitution (72) kommt es fir C-5 zu verstarkter Abschirmung, wie zuvor fiir die
benachbarten Kohlenstoffatome C-4a und C-4b beobachtet. C-6 wird vorwiegend durch die 6-
Hydroxygruppe beeinflusst, so dass die Resonanzsignale auch fiir die Verbindungsauswahl der
Tabelle 19 relativ konstant bei 151 - 153 ppm liegen. Ausgenommen davon sind die Verbindungen
47b, 68* und 69*, welche zusatzlich durch die jeweils ortho-standigen Chlorsubstituenten beeinflusst
werden. Es resultiert aufgrund der Elektronenhiille des Substituenten eine verstarkte Abschirmung
und Signalverschiebung ins Hochfeld um jeweils ca. 3 ppm. Die Resonanzsignale von C-7 sind fiir die
beschriebenen Verbindungen sehr konstant im Bereich von 110 - 112 ppm im “*C-NMR-Spektrum zu
finden. Lediglich die direkt 7-chlorierte Verbindung 47b ist aufgrund des Elektronenzugs entschirmter
bei 115,89 ppm. Die Resonanzsignale fiir C-8 und C-8a sind aufgrund der Entfernung zu allen
veranderbaren Substituenten sehr konstant und analog den 4-benzylaminanellierten Substanzen bei
109 - 110 ppm bzw. 130 - 132 ppm messbar.

3.4. Synthese 6-substituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Da ausschlieBlich die NEeNITzescu-Reaktion mit diversen Chinonen zur Darstellung der
tricyclischen Grundkorper verwendet wurde, besitzen alle entstandenen Verbindungen zwangslaufig
eine 6-Hydroxygruppe. Infolge pharmakodynamischer und pharmakokinetischer Uberlegungen
wurde die weitere Derivatisierung der Position 6 als vorteilhaft eingestuft. Neben der Mdoglichkeit
einer Uberfilhrung der Alkoholfunktion in einen alternativen Substituenten (z.B. Aminogruppe®?)
bestand auch die Option, die vorhandene Hydroxygruppe als gut zuganglichen Reaktionspartner fir
Veretherungs- und Veresterungsprozesse zu nutzen. Bei beiden Reaktionstypen existieren zahlreiche
etablierte Verfahren, jedoch sind u.a. Selektivitdt und Stabilitdt der Edukte unter entsprechenden

Reaktionsbedingungen Faktoren, welche berlicksichtigt werden missen. Sowohl bei einer
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Veretherung z.B. durch WILLIAMSON-Ethersynthese als auch bei Veresterung z.B. mit aktivierten
Carbonsaurederivaten (u.a. Carbonsdurechloride) besteht die Moglichkeit, dass andere nucleophile
Molekilgruppen vor bzw. neben der 6-Hydroxyfunktion umgesetzt werden. Im gegebenen
Grundkorper sind v.a. zahlreiche N-Nucleophile enthalten, welche ungeplant reagieren konnen.
Sowohl die vollige Bevorzugung eines alternativen Reaktionspartners als auch Mischprodukte sind
natirlich zu vermeiden. Mogliche Optionen bzgl. der Selektivitat der Reaktion sind die Verwendung
von unreaktiveren und damit potenziell selektiveren Reaktionspartnern oder die Nutzung von
Schutzgruppenstrategien. Da Umsatz und Spaltung der Schutzgruppen mindestens zwei zusatzliche
Reaktionsschritte beinhaltet, war dies nicht Mittel der ersten Wahl. Auch die Verwendung
vermeintlich unreaktiverer Reaktionspartner (z.B. Carbonsdureanhydride anstatt Carbonsaure-

chloriden) birgt das Risiko von EinbufRen in der Ausbeute.
3.4.1. Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die Veretherung nach WILLIAMSON (auch WiLLIAMSON-Ethersynthese) ist eine haufig genutzte
organische Synthesemethode zur Darstellung von aliphatischen, gemischt aliphatisch-aromatischen
oder aromatischen Ethern. Prinzipiell erfolgt die Umsetzung von alkoholischen Verbindungen bzw.
deren Alkoholaten mit Halogenalkanen. Als Halogenalkane eignen sich am besten lod- und
Bromalkane, da diese als Elektrophil am reaktivsten sind (I > Br > Cl > F). Der eigentlichen Umsetzung
geht zunachst die Bildung des Alkoholats bzw. Phenolats voraus, da durch Deprotonierung der
Alkoholgruppe die Nucleophilie und damit die Reaktivitat erhéht wird. Unter anderem mogliche
Basen fiir die Deprotonierung sind elementares Natrium, Kalium oder deren Hydride. Weiterhin sind
auch NaOH, KOH und K,CO; verwendbare Reagenzien. Im Rahmen dieser Arbeit wurde K,CO; als
Base fir die durchgefiihrten O-Alkylierungen genutzt. Die starkeren Basen wurden ausgeschlossen,
da z.B. eine Deprotonierung der sekunddaren Amine N-4 oder N-9 und damit mogliche
Nebenreaktionen minimiert werden sollten. AnschlieRend wurde das Elektrophil hinzugesetzt, wobei
das Halogenatom des Halogenalkans durch das Alkoholat nucleophil substituiert wurde. Die
Umsetzungen wurden in 2 ml DMF pro mmol Edukt durchgefiihrt, da aufgrund der hohen Polaritat
des Edukts sowohl im Grundzustand als auch im deprotonierten Zustand ein polares aprotisches
Losungsmittel notwendig war, um eine vollstandige Loslichkeit zu erreichen. Als Reaktionspartner fir
die Veretherung wurden die in Tabelle 20 ersichtlichen Alkylhalogenide in dquivalenter Menge zum
jeweiligen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-0l genutzt, da ein Uberschuss potenziell zusatzliche
Nebenreaktionen ermdglicht. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis zum
Verschwinden des Edukts (8 - 24 h) liberwacht. Nach Hydrolyse in Eiswasser, Extraktion mit
Chloroform und sdulenchromatographischer Trennung mit Chloroform-Methanol-Eluentgemischen

wurden die Produkte als beige Feststoffe erhalten.

Da tlw. Mischedukte (fir Produkte 79 - 82) aus Verbindung 47a/b eingesetzt wurden,
entstanden auch 6-0-alkylierte Mischprodukte ohne bzw. mit zusatzlichem 7-Chlorsubstituenten. Der
Einsatz dieser Edukte erfolgte, um reaktive Trennbarkeit Uber WILLIAMSON-Ethersynthese zu
untersuchen. Da beide Derivate des Mischedukts dquivalent zu ihren 6-Alkyloxyprodukten umgesetzt
wurden und die Standardaufreinigung die beiden Produkte nicht separierte, musste auch hier eine

nachgehende chromatographische Trennung (ber pyridinhaltige Eluenten erfolgen. Die
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3.4.1 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Zusammensetzungen der Eluentengemische fir die genannten Trennungen sind in den
Einzelsubstanzcharakterisierungen hinterlegt und fihrten zu Ri-Differenzen von 0,05-0,10. Aufgrund
der relativ friih evaluierten biologischen Wirkung der 6-Alkyloxyderivate der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-
2,4-diamine, welche an gewahlten RTKs inaktiv waren, wurden nur wenige Derivate synthetisiert.

Tabelle 20 zeigt alle synthetisierten Verbindungen dieser Art.

R1

Tabelle 20: Darstellung der synthetisierten 6-alkylierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verb. Edukt Alkylhalogenid R: R, Rs Ausbeute
73 47a CHsl -CF3 -H - CH3 41,8 %
74 47b CHsl -CFs -Cl - CH; 24,5 %
75 47a CH,=CHCH,Br -CF3 -H -CH,CH=CH, 48,5 %
76 47b CH,=CHCH,Br -CF, -Cl -CH,CH=CH, 28,8%
77 47a (CH3),CHBr -CF3 -H -CH(CHs), 27,9 %
78 47b (CH5),CHBr -CFs -Cl -CH(CHs), 14,0 %
79 47a* PhCH,Br -CF3 -H -CH,Ph 40,5 %
80 47b* PhCH,Br -CF3 -Cl -CH,Ph 25,4 %
81 47a* CH;(CH,)sBr -CF; -H ~(CH,)sCH; 39,9%
82 47b* CH5(CH,)sBr -CF, -Cl ~(CH,)sCH3 23,3%

* Edukte als Mischedukte aus 47a und 47b (Verhéltnis ca. 1:1) eingesetzt

Die Verbindungen 79 und 80 bzw. 81 und 82 wurden jeweils aus einem Syntheseansatz aus
dem unseparierten Mischedukt 47a/b gewonnen und nachgehend s&ulenchromatographisch
getrennt. Die Verbindungen 73 - 78 hingegen wurden aus Reinsubstanzen umgesetzt. Generell gilt,
dass die Ausbeuten der 7-chlorosubstituierten Produkte geringer sind als bei ihren analog
7-unsubstituierten Aquivalenten. Wahrscheinlich ist die zusatzliche sterische Hinderung, welche die
Reaktivitat als Nucleophil einschrankt, fir die AusbeuteeinbulSen verantwortlich. Jedoch zeigen die
Reaktionsansatze mit dem Mischedukt 47a/b, dass eine Trennung der Derivate Uber ihre Reaktivitat
gegeniber der WILLIAMSON-Ethersynthese unter verwendeten Reaktionsbedingungen nicht moglich
ist. Nebenprodukte, welche auf einer Reaktion der Elektrophile mit anderen Molekilbestandteilen
wie z.B. der primaren 2-Aminogruppe oder der sekundaren 9-Aminofunktion beruhen, konnten nicht
beobachtet werden. Es ist davon auszugehen, dass die schonende Deprotonierung tiber K,CO; keine
Deprotonierung an N-9 verursacht und dass die 2-Aminogruppe aufgrund ihrer Einbindung ins

mesomere System vergleichsweise wenig nucleophile Eigenschaften besitzt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.4.2. ITH-NMR-Untersuchungen 6-alkoxysubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Der Strukturnachweis soll wieder anhand der zusammenfassenden Betrachtung der "H-NMR-
Daten erfolgen (vgl. Tabelle 21). Die jeweils vollstandige Auflistung der Resonanzsignale findet sich in
den Einzelcharakterisierungen der Verbindungen. Unter Position 6 werden in der Tabelle die
unmittelbar zum Sauerstoffatom benachbarten Molekiilteile der eingefiihrten Substituenten bzw.
deren Resonanzsignale beschrieben, wahrend die verbleibenden Signale der 6-Alkyloxysubstituenten
ebenfalls in den Einzelcharakterisierungen dargelegt sind. Vorab sei angemerkt, dass die Substanzen
in verschiedenen deuterierten Losungsmitteln (DMSO-d6 und Aceton-d6) vermessen wurden. Dieses
wirkt sich besonders auf die Lage der Resonanzsignale der primaren 2-Aminofunktion und der
sekundaren 4-Aminogruppe aus, wohingegen der Losungsmitteleffekt auf kohlenstoffgebundene

Protonenresonanzsignale gering ist.

Tabelle 21: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-S.pektren 6-alkyloxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb.
Pos 2. Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 6
(NHy) (OR)
473" 5,97 (br) 7,48(d, ")s;=2,3 Hz) 6,66 (dd, *J,/s= 8,8 Hz 6,96 (d, *Js7= 8,8 Hz) 8,92 (br)
*1,/5 = 2,3 Hz)
47v" 6,08 (br) 7,64 (s) -S- 7,02 (s) 9,30 (br)
73" 6,02(br) 7,70(d, “Js; = 2,4 Hz) 6,76 (dd, °J;/s = 8,8 Hz 7,04 (d,’Jg;=8,8Hz) 3,82 (s)
*125= 2,4 Hz)
74" 6,09 (br) 7,84 (s) -5- 7,09 (s) 3,93 (s)
75 5,60 (br) 7,64 (d, ‘)5 = 2,2 Hz) 6,88 (dd, *J;/s= 8,8 Hz 7,23 (d, *Js7=8,8 Hz) 4,65 (td)
*1,/5 = 2,2 Hz)
76 5,70 (br) 7,81 (s) -S- 7,31 (s) 4,74 (td)
777 5,65(br) 7,61(d, “Js;=2,3 Hz) 6,85 (dd, °J;/s = 8,9 Hz 7,23(d, *Jg/7=8,9 Hz) 4,69 (sept)
4.]7/5 = 2,3 HZ)
78" 5,80 (br) 7,84 (s) -S- 7,29 (s) 4,75 (sept)
79" 6,02 (br) (7,78 - 7,87) 6,83 (dd, *J;/5= 8,8 Hz 7,05 (d, *Js7= 8,8 Hz) 5,17 (s)
*1,/s = 2,4 Hz)
80 5,66 (br) 7,95 (s) -S- 7,33 (s) 5,30 (s)
81* 5,99 (br) (7,79 - 7,85) 6,74 (dd, °J;/s= 8,8 Hz 7,03 (d, ’Jg;=8,8 Hz) 4,03 (t)
*125= 2,4 Hz)
82" 6,08 (br) (7,79 - 7,85) -S- 7,08 (s) 4,14 (t)

-S- gebundener Substituent; ? aufgenommen in DMSO-d6; i aufgenommen in Aceton-d6; Atomnummerierung entsprechend
Tabelle 20

Die Signalstruktur des 3-Trifluoromethylanilinrests, welcher allen Substanzen gemein ist, ist
in allen Verbindungen analog und gleicht der der Edukte 47a/b. Lediglich Auflésung bzw.

Uberlagerung durch andere Resonanzsignale filhren zu Unterschieden in Auswertbarkeit und
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3.4.2 1H-NMR-Untersuchungen 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Signalzuordnung. So liegen die Signale fir H-2°, H-4", H-5" und H-6" immer im Bereich von 7,75 -
8,00 ppm und koénnen im vergleichsweise gut aufgeldésten Spektrum der Verbindung 75
folgendermalen zugeordnet werden (vgl. Abb. 48). Am weitesten im Hochfeld als Dublett bei
7,79 ppm (314'/5' = 7,9 Hz) erscheint H-4" aufgrund seiner vicinalen Kopplung mit H-5". Dieses
wiederum zeigt sich bei 7,85 ppm als Triplett, da es sowohl mit dem benachbarten H-4" als auch mit
H-6" zwei Kopplungspartner mit nahezu identischer Kopplungskonstante (315'/4'bZW,6' = 7,9 Hz) besitzt.
Daraus resultierend ergibt sich fir H-6" ebenfalls ein Dublett. H-2" erzeugt ein Triplett bei 7,97 ppm
mit einer Kopplungskonstante von J;4pwe = 1,8 Hz durch seine Fernkopplungen mit H-4" und H-6".
Aufgrund der Entfernung zwischen dem substituierten Anilin und den derivatisierten 6-Alkylresten ist

der Einfluss aufeinander erwartungsgemaR gering und erzeugt hohe Konstanz fiir den Anilinrest.

Verbindung 75

CH,=CH-CH,-0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
83 828180797877 7675747372717069 6867 66 65 64 63 62 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 4.8 4.7 4.6 4.5 44 43
1 (ppm)

Abb. 48: 1H-NMR-Beispielspektrum fur 6-alkyloxysubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 75)

Ebenso unbeeinflusst durch Veranderung des 6-Substituenten bleiben die Signalstrukturen
der 2-Aminogruppe, welche bei betrachteten Substanzen als breites Signal mit Integral 2 zwischen
5,60 - 5,80 ppm (Aceton-d6 vermessene Verbindungen) bzw. zwischen 5,99 - 6,09 ppm (DMSO-d6
vermessene Verbindungen) liegt. Das Vorhandensein der Signalstruktur des primaren Amins bei
gleichzeitigem Verlust der Hydroxysignale der Verbindungen 47a/b weist darauf hin, dass die
Alkylierung an der 6-Hydroxyfunktion stattgefunden hat. Fiir alle 7-unsubstituierten Verbindungen
(vgl. Abb. 48) gilt, dass H-5 als Dublett zwischen 7,61 - 7,87 ppm mit einer Kopplungskonstante von
415/7 = 2,2 - 2,4 Hz erscheint, da es eine Fernkopplung mit H-7 zeigt. H-8 ist in allen 7-unsubstituierten
Verbindungen als Dublett zwischen 7,03 - 7,23 ppm mit einer Kopplungskonstante von Jg/; = 8,8 -

8,9 Hz zu beobachten, welches auf der vicinalen Kopplung mit H-7 beruht. Da H-7 an beiden zuvor
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genannten Kopplungen beteiligt ist, erscheint das Resonanzsignal als Doppeldublett im Bereich von
6,76 - 6,88 ppm. Das Signalmuster der drei kohlenstoffgebundenen Protonen des Grundkdrpers ist
aquivalent der vergleichbaren unalkylierten Verbindung 47a, wird jedoch durch die entschirmende
Wirkung der Alkylether geringfligig ins Tieffeld verschoben, verglichen zur 6-Hydroxygruppe in 47a.
Die Resonanzsignale von H-5 in den Verbindungen 79, 81 und 82 lassen sich nicht exakt zuordnen, da

sie Teil eines groReren Multipletts sind.

Die 7-chlorierten Substanzen verhalten sich analog ihrem Edukt 47b. So sind die
Resonanzsignale fiir H-5 und H-8 als Singuletts im Bereich 7,81 - 7,95 ppm respektive im Bereich von
7,08 - 7,33 ppm zu beobachten. Auch hier zeigt sich leichte Entschirmung durch die zuséatzlichen
6-Alkyletherstrukturen im Vergleich zum Edukt 47b. Die Resonanzsignale der Alkylketten befinden
sich im Ublichen Bereich flr Alkyletherstrukturen. So sind die Methylether der Verbindungen 73 und
74 als Singuletts mit Integral 3 bei 3,82 bzw. 3,93 ppm zu beobachten. Fir die allyloxysubstituierten
Verbindungen 75 (vgl. Abb. 48) und 76 resultieren fiir die direkt zum Sauerstoffatom benachbarten
Methylengruppen Tripletts eines Dubletts, welches sich auf vicinale Kopplung (3JCH2/CH = 5,3 Hz) zur
benachbarten Methingruppe und Fernkopplung (4JCH2/CH2: 1,5 Hz) zur endstdandigen Methylengruppe
zurlickfiihren lasst. Des Weiteren lassen sich sowohl E- als auch Z-Proton des Allylsubstituenten
kernspektroskopisch nachweisen. Das Z-Proton liegt bei 5,25 ppm und hat eine vicinale
Kopplungskonstante von 3JCH(H)/CH = 10,6 Hz, wahrend das E-Proton bei 5,45 ppm mit einer
Kopplungskonstante von °J chumy/en = 17,3 Hz zu finden ist. Die 6-Isopropoxyetherverbindungen 77 und
78 zeigen fir die Methingruppe ein Septett (SJCH/(CH3)2 = 6,1 Hz) bei 4,69 ppm bzw. 4,75 ppm, welches
jeweils durch die Kopplung mit den 6 aquivalenten Protonen der zwei Methylgruppen entsteht.
Hingegen resultieren fir die Methylengruppen der 6-Benzyloxyether der Verbindungen 79 und 80
Singuletts bei 5,17 ppm bzw. 5,30 ppm, da keinerlei Kopplung stattfindet. Allgemein gilt, dass die
zusatzlich 7-chlorierten Verbindungen eine geringfiligig entschirmende Wirkung auf die Alkylketten
haben bzw. auf die Molekdlstrukturen, welche direkt am Ethersauerstoffatom sitzen. Der negativ
induktive Effekt des Chlorsubstituenten bewirkt leichte Entschirmung des entsprechenden Signals

und eine Verschiebung um ca. 0,05 - 0,10 ppm ins Tieffeld.
3.4.3. Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Analog den Veretherungen sollten auch 6-Veresterungen des tricyclischen Grundkorpers
stattfinden. Um mogliche Nebenreaktionen zu vermeiden, sollte die Reaktivitdt der eingesetzten
aktivierten Carbonsdure zunachst moglichst gering gehalten werden. Im Sinne einer STEGLICH-
Veresterung sollte die Carbonsaure Uber das Carbodiimid EDC-HCI (1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimidhydrochlorid) aktiviert werden und anschlieBend mit dem nucleophilen
Katalysator 4-DMAP (4-(Dimethylamin)pyridin) als Acetylgruppenibertrager auf das 9H-Pyrimido[4,5-

322,333 (yo|  Abb. 49). Dazu wurde in einem ausgeheizten trockenen

blindol-6-ol transferiert werden
Zweihalskolben Zimtsadure in trockenem CH,Cl, unter Rihren und Argonatmosphare gelost und auf
0 °C heruntergekihlt. AnschlielRend wurde dem Reaktionsansatz EDC-HCI zugesetzt und fir weitere
5 min. gertihrt. Nachfolgend wurde dem Reaktionsansatz Verbindung 47, als Edukt der Reaktion in
CH,Cl, gelost, zugesetzt. AbschliefRend wurden tropfenweise katalytische Mengen in CH,Cl, geldstes

4-DMAP zugesetzt. 4-DMAP katalysiert die vergleichsweise langsame Reaktion der aktivierten
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3.4.3 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

Carbonsdure mit dem sterisch anspruchsvollen Alkohol, welches die Abreaktion der aktivierten
Carbonsdure zum Nebenprodukt N-Acylisoharnstoff minimiert. Der Reaktionsansatz wurde weitere
2h bei 0°C gerihrt und anschlieBend bei Raumtemperatur. Der Reaktionsfortschritt wurde
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Uber 48 h war kein Fortschritt zu beobachten, so dass es
zum Reaktionsabbruch kam. Als mogliche Ursache fiir die ausbleibende Umsetzung gilt v.a. die
unzureichende Aktivierung der Carbonsdure gegeniliber dem sterisch anspruchsvollen Edukt. Die
unvollstiandige Losung des Edukts in CH,Cl, bei 0 °C kann nur tlw. als Reaktionshindernis betrachtet
werden, da nach Erwdrmung des Reaktionsansatzes auf Raumtemperatur vollstdndige Loslichkeit

gegeben war.
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Abb. 49: Darstellung geplante Veresterung von Zimtsaure und Verbindung 47a tber Aktivierung mit EDC-HCl und 4-DMAP

Wegen der ausbleibenden Reaktion und nach Beobachtung der Veretherungsreaktionen, in
welchen sich die N-Nucleophile innerhalb des tricyclischen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ols als
vergleichsweise unreaktiv darstellten, kamen in den alternativen Versuchsanordnungen Carbon-
saurechloride zum Einsatz. Ausgenommen von Acetylchlorid, welches direkt als Edukt zur Verfligung

stand, wurden alle weiteren Saurechloride nach Anwendung von AAV 5 praformiert®** (vgl. Abb. 50a).
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Abb. 50: Synthese von 6-carboxylestersubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen. Reagenzien und Bedingungen: (a)
2,0 eq. (COCl,),; kat. DMF; CH,Cly; 0 °C = r.t.; 2-5 h (b) I 1,0 eq. Sdurechlorid; Pyridin; 0 °C = r.t.; 4-24h 1l 3,0 eq.
Saurechlorid; Pyridin; 0°C > r.t.; 4-24h
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3 Ergebnisse und Diskussion

Dazu wurde 1,0 eq. der Carbonsaure in trockenem CH,CI, bei 0 °C geldst und katalytische
Mengen an DMF zugetropft. Anschlieffend wurden unter Argonatmosphare und weiterer Kihlung
2,0 eq. Oxalylchlorid zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 0,5 h bei 0 °C und danach weitere
2 - 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Vervollstandigung der Umsetzung wurde sowohl CH,Cl, als
auch verbliebenes Oxalylchlorid im Vakuum entfernt. Die Saurechloride resultierten als weiRe bis
gelbliche Feststoffe und wurden ohne weitere Aufreinigung fir die anschlieBende Veresterung
verwendet. Teilweise wurden die Saurechloride unter Argon bei -20 °C zwischengelagert. Die
eingesetzten substituierten Zimtsaurederivate wurden nach AAV 4 synthetisiert, welche auf der

DOEBNER-Variante der KNOEVENAGEL-Reaktion basiert®?> 3%,

Die eigentliche Umsetzung des tricyclischen Grundkorpers mit den Carbonsdurechloriden
erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von Li et al. und ist in AAV 6 beschrieben®?” (vgl. Abb. 50b
(1)). Dazu wurden die tricyclischen Edukte in trockenem Pyridin bei 0 °C geldst. AnschlieRend wurde
unter weiterer Kiihlung portionsweise das entsprechende Carbonsadurechlorid hinzugegeben und der
Reaktionsansatz fiir weitere 0,5h bei0 °C geriihrt. Danach wurde der Ansatz bis zur
Vervollstandigung der Umsetzung bei Raumtemperatur geriihrt. Die Verfolgung des
Reaktionsfortschritts erfolgte dinnschichtchromatographisch. Anschliefend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt als dry-load fiir die Saulenchromatographie
prapariert. Die chromatographische Aufreinigung erfolgte mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als
Eluent gegen Normalphase. Pyridin als Reaktionsmedium eignet sich dabei als polares Solvens fiir die
polaren Edukte, fungiert aber zusatzlich auch als Base zur Deprotonierung der 6-Hydroxygruppe und
starkt somit dessen Nucleophilie. Weiterhin agiert es als Acetylgruppentbertrdager ahnlich den
Verbindungen 4-DMAP oder PPY und katalysiert somit die Ubertragung der rdumlich anspruchs-
vollen Alkohole auf die Carbonylgruppen der Carbonsauren (STEGLICH-Katalysatoren)?.

Die Produkte konnten als weiRe bis beige Feststoffe gewonnen werden und sind in Tabelle 22
inklusive ihrer Ausbeuten dargestellt. Es konnten Ausbeuten im Bereich von 11,9 % - 52,8 % erzielt
werden. Die 7-chlorierten Derivate liefern i.d.R. geringfiligig schlechtere Ausbeuten, jedoch sind die
Unterschiede zu klein, um von einer wirklichen Einschrankung der Reaktivitat durch den zusatzlichen
Substituenten zu sprechen. Ursachlich flir die schlechteren Ausbeuten kéonnten sowohl sterische
Einschrankungen als auch elektronische Einfliisse auf die Nucleophilie der Alkoholfunktion durch das
7-Chloratom sein. Reaktionen mit verzweigtkettigen Carbonsduren koénnten weiteren Aufschluss
gewadhren. In der Summe resultieren fiir die Alkylcarbonsduren schlechtere Ausbeuten als fir die
Reaktionen mit Zimtsdurederivaten. Da die Umsetzungen im MikromaRstab durchgefiihrt und keine
Uberschiisse  der  Carboxylchloride genutzt wurden, koénnte die Flichtigkeit der
Alkylcarbonsadurechloride eine anteilige Rolle fir die EinbuBen haben. Im Sinne eines
Provokationsversuchs wurde Verbindung 47a nach beschriebener Synthesemethode auch mit einem
Uberschuss (3,0 eq.) von Acetylchlorid umgesetzt, welches in Mehrfachacetylierungen resultierte
(vgl. Abb. 50b (Il)). Es entstanden v.a. di- bzw. triacetylierte Produkte. Bei Einsatz von dquimolaren
Mengen der Edukte konnte ausschlieBlich 2-Amino-4-((3-trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-
pyrimido[4,5-b]indol-6-yl-acetat gewonnen werden. Im Rickschluss ergibt sich, dass bei Verwendung
der beschriebenen Synthesemethode nicht im Uberschuss mit Carbonsiurechloriden gearbeitet

werden kann, da die N-Nucleophile innerhalb des Grundkérpers hinreichend aktiv fir eine
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3.4.3 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

Umsetzung sind. Jedoch kann bei &dquivalenten Mengen der Reaktanden von hinreichender
Selektivitat fir die Veresterung der 6-Hydroxygruppe ausgegangen werden, welche mit Verwendung
von sterisch anspruchsvolleren Carbonsaurechloriden weiter zunimmt. Die Selektivitat fir die
6-Hydroxyfunktion lasst sich insoweit begriinden, dass die 2-Aminogruppe als Nucleophil
vergleichsweise schwach ist, da sie Teil eines guanidinogenen Systems ist. Im weiteren Kontext ist die
sekundare 4-Aminofunktion sterisch zu unglinstig flr eine weitere Umsetzung und die sekundare
9-Aminogruppe wiederum ist unter gegebenen Bedingungen nicht deprotoniert und somit

unreaktiver als die 6-Hydroxyfunktion.

Tabelle 22: Darstellung der synthetisierten 6-carboxylsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (inkl. Ausbeuten und
Edukten)

Verb. Edukt Carbonsaurechlorid R, R, R; Ausbeute
83 47a CH;C(=0)Cl -CF3 -H CHs- 13,1 %
84 47b CH,C(=0)cCl -CF;  -Cl CHs- 12,7%
85 47a CH5(CH,),C(=0)Cl -CFs -H CH;3(CH,) s 11,9 %
86 47b CH5(CH,),C(=0)Cl -CF;  -Cl CH;(CH,) o 12,2 %
87 47a PhCH=CHC(=0)Cl -CF3 -H PhCH=CH- 39,6 %
88 47a (4-CIPh)CH=CHC(=0)Cl -CFs -H (4-CIPh)CH=CH- 49,2 %
89 47b (4-CIPh)CH=CHC(=0)CI -CF;  -Cl (4-CIPh)CH=CH- 252 %
90 47a (3-BrPh)CH=CHC(=0)Cl -CF, -H (3-BrPh)CH=CH- 23,2%
91 47b (3-BrPh)CH=CHC(=0)ClI -CF3 -Cl (3-BrPh)CH=CH- 13,6 %
92 47a (4-CH;0Ph)CH=CHC(=0)ClI -CF, -H (4-CH;0Ph)CH=CH- 52,8%
93 47b (4-CH;0Ph)CH=CHC(=0)Cl CF;  -Cl (4-CH30Ph)CH=CH- 50,0 %
94 47a (4-NO,Ph)CH=CHC(=0)CI -CFs -H (4-NO,Ph)CH=CH- 352 %
95 47b (4-NO,Ph)CH=CHC(=0)Cl CF;  -Cl (4-NO,Ph)CH=CH- 31,6 %

Analog den 6-Veretherungen wurde auch im etablierten Veresterungsprozess der Einsatz
eines Mischedukts aus Verbindung 47a und 47b bzw. eine potenzielle reaktive Trennbarkeit der
Derivate geprift. Beide Edukte lieRen sich in dhnlicher Qualitdt mit Zimtsaurechlorid umsetzen, so
dass ein Mischprodukt entstand. Die nachtragliche Trennung Uber Saulenchromatographie mit
pyridinhaltigen Elutionsmitteln war nur eingeschrankt moglich, da die erzielten RiDifferenzen von
0,02 - 0,05 keine vollstéandige Trennung der Derivate ermdglichten. Entsprechend ist der Einsatz von
Mischedukten aus 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-olen und deren zusatzlich 7-chlorierten Analoga nicht
praktikabel. Anzufligen ist, dass der Trenneffekt von pyridinhaltigen Eluenten bei den Substanzen
83 - 86, also Estern von Alkylcarbonsduren, noch am starksten ist. Bei Derivaten mit volumindseren

und lipophileren Zimtsaureestern ist der Trenneffekt kaum noch vorhanden. Die Verbindungen
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3 Ergebnisse und Diskussion

83 - 86 zeigen weiterhin, dass durch unterschiedlich lange Alkylketten die Beeinflussung der
physikochemischen Eigenschaften der Produkte moglich ist. So fihrt die Verlangerung der Alkylester
zu merklicher Steigerung der Lipophilie, welches sich z.B. in Erhhung des R-Werts von 0,21 auf 0,45
(Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)) fur Ethylesterverbindung 83 respektive Hexylesterverbindung 85
zeigt. Da die Alkylesterketten bei Bindung des Inhibitors an der RTK vermeintlich in die polare
|6sungsmittelexponierte Solvensregion dirigieren, ware eine polare Derivatisierung mit z.B. Amino-
alkylestern eine Verbesserungsmoglichkeit fir zukiinftige Synthesearbeiten. Bei den Verbindungen
87 - 95 handelt es sich um substituierte Zimtsdaureestervarianten, welches ebenfalls eine Erhéhung
der Lipophilie bedeutet. Zusatzlich jedoch bieten Zimtsdureester stark elektronenziehend
substituierte Doppelbindungen, welche nach WARD et al. in der Lage sind, als MICHAEL-Akzeptoren mit
entsprechend reaktiven Bestandteilen (z.B. Cysteinseitenketten innerhalb der RTKs) zu reagieren®”.
Bei entsprechender Lokalisation in der ATP-Tasche der RTKs ware somit eine kovalente Inhibitor-
Target-Bindung moglich und dadurch eventuell verbesserte Inhibition oder verringerte Resistenz-
bildung (vgl. 1.6). Unter anderem wird dieses Konzept bereits durch die Arzneistoffe Osimertinib
(Tagrisso®)** und Afatinib (Gilotrif®)**' genutzt. Fiir weitere Evaluierung kovalenter Inhibitoren auf
Basis von 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen ware die Synthese von polareren substituierten Acrylester-

derivaten notwendig.

3.4.4. lTH-NMR-Untersuchungen 6-carboxylsubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Der strukturelle Nachweis der 6-carboxysubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole soll
anhand von ausgewdahlten *H-NMR- und *C-NMR-spektroskopischen Daten erfolgen. Die "H-NMR-
Resonanzsignale pragnanter gemeinsamer Areale der synthetisierten Verbindungen sind in Tabelle
23 inklusive der von Edukt 47a/b aufgefiihrt. Durch den Veresterungsprozess kommt es zum Verlust
der Resonanzsignale der 6-Hydroxygruppe bei 8,92 ppm bzw. 9,30 ppm der Edukte 47a und 47b,
welches die Umsetzung der phenolischen Alkoholfunktion belegt. Im Gegensatz dazu bleiben die
Signale der 2-Aminogruppe und der sekundaren 4-Aminofunktion (nicht in Tabelle 23 aufgefiihrt) im
Spektrum erhalten. Das breite Resonanzsignal mit Integral 2 der 2-Aminofunktion verschiebt sich
durch die Veresterung in den Bereich von 6,10 - 6,12 ppm fiir alle 7-unsubstituierten Verbindungen
(vgl. Abb. 51) bzw. zu 6,20 - 6,21 ppm fir alle 7-chlorsubstituierten Substanzen (vgl. Abb. 52). Somit
verursacht die 6-Veresterung durch erhohten Elektronenzug der Carboxylgruppe eine leichte
Entschirmung. Der Effekt ist in verstarktem MalRe aufgrund des kleineren Abstands bei den
Resonanzsignalen der kohlenstoffgebundenen Protonen H-5, H-7 und H-8 zu beobachten. Fiir alle 7-
unsubstituierten Derivate (vgl. Abb. 51) gilt weiterhin, dass H-5 aufgrund Fernkopplung zu H-7 (415/7 =
2,1 - 2,2 Hz) als Dublett auftritt. Jedoch verschiebt sich das Resonanzsignal durch Entschirmung der
ortho-standigen Carboxygruppe um ca. 0,5 ppm ins Tieffeld zu 7,92 - 8,05 ppm. Analog verschiebt
sich das Doppeldublettsignal von H-7, verursacht durch Fernkopplung zu H-5 (417/5: 2,1-2,2 Hz) und
vicinale Kopplung zu H-8 (3J7/8 = 8,6 - 8,8 Hz), ebenfalls ins Tieffeld zu 6,86 - 6,98 ppm. Das Dublett
von H-8, koppelnd mit H-7 (313/7 = 8,6 - 8,8 Hz), unterliegt der entschirmenden Wirkung der
Carboxygruppe aufgrund des groBeren Abstands weniger stark. Es kommt zu einem Tieffeldshift von

ca. 0,1 - 0,2 ppm in den Bereich 7,10 - 7,14 ppm. Generell ist der entschirmende Effekt bei den
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3.4.4 1H-NMR-Untersuchungen 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Zimtsdureestern starker ausgepragt als bei den Alkylestern der Verbindungen 83 und 85. Die 7-

chlorsubstituierten Substanzen verhalten sich dquivalent (vgl. Abb. 52).

Tabelle 23: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-S.pektren 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Verb.

Chemische Verschiebung & in ppm

Pos 2. Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 Pos. 6
(NH,) (0(0=C)-R)
47a 5,97 (br) 7,48 (d, 6,66 (dd, *J;/5 = 8,8 Hz 6,96 (d, 8,92 (br)
*Js/7= 2,3 Hz) *J25= 2,3 Hz) *Jg/7 = 8,8 Hz)
47b 6,08 (br) 7,64 (s) -s- 7,02 (s) 9,30 (br)
83 6,11 (br) 7,94 (d, 6,89 (dd, *J;/5= 8,7 Hz 7,10 (d, 2,28 (s)
*1s/7= 2,2 Hz) *1,/s = 2,2 Hz) *Jg/7= 8,7 Hz)
84 6,20 (br) 8,11 (s) S 7,16 (s) 2,35 (s)
85 6,10 (br) 7,92 (d, 6,86 (dd, *J;/s = 8,8 Hz 7,10 (d, 2,57 (t, *Jenasena = 7,5 Hz)
*ls/7= 2,2 Hz) *125= 2,2 Hz) *Jg/7 = 8,8 Hz)
86 6,20 (br) 8,09 (s) -s- 7,15 (s) 2,63 (t, *Jea/cna = 7,5 Hz)
87 6,10 (br) 7,95 (d, 6,91 (dd, *J;/5 = 8,8 Hz 7,12 (d, 6,90 (d, *Jcy-cu = 16,0 Hz)
*1s/7= 2,2 Hz) *1,/5 = 2,2 Hz) *Jg;7=8,8Hz) 7,85 (d, *Jeyech = 16,0 Hz)
88 6,10 (br) 8,02 (d, 6,94 (dd, *J;/5= 8,7 Hz 7,12 (d, 6,95 (d, *Jcyecn = 16,1 Hz)
*Js/7= 2,2 Hz) *J25= 2,2 Hz) *le;7=8,4Hz) 7,87 (d, *Jeyech = 16,1 Hz)
89 6,20 (br) 8,19 (s) -S- 7,18 (s) 7,02 (d, *Jepecn = 15,7 Hz)
7,93 (d, *Jepecn = 15,7 Hz)
90 6,12 (br) 8,04 (d, 6,97 (dd, *J;/s= 8,7 Hz 7,14 (d, 7,03 (d, *Jepecn = 16,1 Hz)
*Js/7= 2,2 Hz) %17 = 2,2 Hz) *lg/7=8,7Hz) 7,86 (d, *Jeu-cn = 16,1 Hz)
91 6,21 (br) 8,21 (s) -5 7,20 (s) 7,10 (d, *Joyecu = 16,1 Hz)
7,93 (d, *Jeneen = 16,1 Hz)
92 6,11 (br) 8,02 (d, 6,95 (dd, *J;/5= 8,7 Hz 7,13 (d, 6,77 (d, *Jcpecu = 15,9 Hz)
*Js/7= 2,1 Hz) *J25= 2,1 Hz) *Je;7=8,7Hz) 7,82 (d, *Jeyecn = 15,7 Hz)
93 6,20 (br) 8,19 (s) -5 7,19 (s) 6,83 (d, *Jcyecn = 15,8 Hz)
7,88 (d, *Jepech = 15,8 Hz)
94 6,12 (br) 8,05 (d, 6,98 (dd, *J;/s = 8,6 Hz 7,14 (d, 7,17 (d, *Jepecn = 16,1 Hz)
*Js/7= 2,1 Hz) *J75= 2,1 Hz) *lg/7=8,6 Hz) 8,01 (d, *Jeu-cn = 16,1 Hz)
95 6,21 (br) 8,23 (s) -5 7,21 (s) 7,24 (d, *Joyecn = 15,9 Hz)

8,08 (d, *Jcuecn = 15,9 Hz)

-S- gebundener Substituent; R-CH=CH-C(=0)0-R; Atomnummerierung entsprechend Tabelle 22

Ausgehend von ihrer Ursprungssubstanz 47b geben H-5 und H-8 aufgrund isolierter Lage
Singulettsignale. Diese werden ebenfalls durch die 6-Carboxylestergruppe bzw. resultierenden
Elektronenzug entschirmt. H-5 wird aufgrund der ortho-standigen Lokalisierung um ca. 0,5 - 0,6 ppm
zu 8,09 - 8,23 ppm ins Tieffeld verschoben, wahrend das Signal des meta-standigen H-8 um 0,1 - 0,2
ppm zu 7,15 - 7,21 ppm entschirmt wird. Auch bei den 7-chlorierten Produkten ist der Tieffeldshift,

verursacht durch die Carboxyfunktion, geringfligig starker fiir die Zimtsaureester.
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Abb. 51: 'H-NM R-Beispielspektrum fiir 6-carboxyl-7-unsubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole (Verbindung 92)

Verbindung 93

H,CO
(4-OCH 3-Ph)-
CH=CH /
’ o) Q\ CFs
© B2” HN
2 u o)
=N OCH;
cl \ /)\NHz 3
N N “
H
H-5
g c2-
NH,
|
g
|
|
JL J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 8.2 8.0 78 76 74 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48 46 4.4 4.2 4.0 38
1 (ppm)

Abb. 52: 'H-NM R-Beispielspektrum fiir 6-carboxyl-7-chlorsubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole (Verbindung 93)
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3.4.5 13C-NMR-Untersuchungen 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Die unter Pos. 6 in Tabelle 23 dargestellten Signale beschreiben fiir Verbindung 83 - 86 die
Protonensignale der Methyl- bzw. Methylengruppen in direkter Nachbarschaft zur Carboxylgruppe
und fiir die Produkte 87 - 95 die Protonensignale der ungesattigten Kohlenstoffbriicke. So resultieren
fur die Ethylester 83 und 84 Singuletts bei 2,28 bzw. 2,35 ppm und fir die Hexylesterderivate 85 und
86 Tripletts bei 2,57 bzw. 2,63 ppm aufgrund der Kopplung zur benachbarten Methylengruppe. Bei
beiden Verbindungspaaren ist ersichtlich, dass die zusatzliche 7-Chlorierung des Grundkorpers eine
leichte Entschirmung der Alkylkettensignale verursacht. Fir die Zimtsaureester erscheinen die
Resonanzsignale des a-Protons als Dublett im Bereich von 6,77 - 7,17 ppm fir 7-unsubstituierte bzw.
bei 6,83 - 7,24 ppm fir 7-chlorsubstituierte Derivate. Weiterhin ist ersichtlich, dass der -M-Effekt und
-I-Effekt der Nitro-gruppe in den Verbindungen 85 und 86 zur Entschirmung des a-Protons fiihren.
Hingegen verursacht der +M-Effekt der Methoxygruppe (Verbindung 92 und 93) eine verstarkte
Schirmung. Das B-Proton liefert zwischen 7,82 - 8,01 ppm und 7,88 - 8,08 ppm fiir 7-unsubstituierte
respektive 7-chlorierte Verbindungen ebenfalls Dublettsignale. Schirmung bzw. Entschirmung durch
die Substitution der Zimtsdurearomaten verhalten sich &dquivalent dem a-Proton. Die hohe
Kopplungskonstante von *)enecn = 15,7 - 16,1 Hz weist darauf hin, dass beide Protonen trans-standig
zueinander sind. Auf die Darstellung der Protonensignale des 4-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-

substituenten und der aromatischen Zimtsaureesterstrukturen wird an dieser Stelle verzichtet.

3.4.5. 13C-NMR-Untersuchungen 6-carboxylsubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Im weiteren Kontext der Strukturaufklarung wurden fir vier Verbindungen der 6-carboxyl-
substituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole auch *C-NMR-Spektren erfasst. Die entsprechenden
Resonanzsignale sowie die der zugehorigen Edukte sind vergleichend in Tabelle 24 dargestellt. Bei
Betrachtung der Resonanzsignale (vgl. Abb. 53) ist zu erkennen, dass die zusatzliche Veresterung der
phenolischen 6-Alkoholgruppe im Wesentlichen nur Einfluss auf die Signale von naheliegenden
Kohlenstoffatomen hat. So werden die Resonanzsignale von C-6, verglichen mit ihren Edukten 47a/b,
durch die Carboxylierung starker geschirmt. Der +M-Effekt der Carboxylgruppe erhdht die
Elektronendichte an C-6 und die Resonanzsignale werden um ca. 7 ppm hochfeldverschoben.
Zusatzlich wirkt die Elektronenhille der Carboxygruppe schirmend auf das benachbarte C-6. So
ergeben sich flr die 7-unsubstituierten Substanzen C-6-Resonanzsignale bei 145 - 146 ppm. Die
zusatzlich 7-chlorierten Produkte ergeben Resonanzen bei 141,5 - 142,0 ppm, da C-6 hier verstarkt
dem schirmenden Effekt des Chloratoms unterliegt. Bei den Kohlenstoffatomen C-5 und C-7 kommt
im Wesentlichen der gleichzeitig vorhandene Elektronenzug der Carboxylgruppe zum Tragen. So
verschiebt sich das Resonanzsignal fir C-5 ins Tieffeld zu ca. 109 - 110 ppm. Die 7-unsubstituierten
Verbindungen 88 und 92 unterliegen dabei starkerer Verschiebung, welches sich mit leichter
Kompensation des Phanomens durch den +M-Effekt der 7-Chlorgruppe der Produkte 89 und 93
erklaren lasst. Da an C-7 mehrheitlich der -I-Effekt der 7-Chlorfunktion dominiert und somit kein
Ausgleich stattfindet, werden die Resonanzsignale durch den zusatzlichen Elektronenzug der
6-Carboxylestergruppe gleichmaRig entschirmt. Es kommt zu einer Tieffeldverschiebung um ca.
5 - 6 ppm. 7-unsubstituierte Kohlenstoffatome geben damit Resonanzsignale bei ca. 116,5 ppm,

7-chlorsubstituierte liegen weiter im Tieffeld bei rund 120 ppm.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 24: Darstellung charakteristischer Daten 13C-NMR-Spektren 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Chemische Verschiebung & in ppm

Verb. C-2 C4 C-4a C-4b C-5 C-6 Cc-7 C-8 C-8a
C-9a
158,99
47a 162,39 89,44 123,12 106,50 153,07 110,99 109,46 130,51
159,06
159,13
47b 162,62 89,04 121,87 108,38 148,21 115,89 109,78 131,06
159,50
158,98
88 162,81 89,17 122,62 109,48 145,18 116,46 113,08 132,27
159,66
158,89
89 162,03 88,72 121,64 109,88 141,56 119,93 114,59 132,42
160,14
158,96
92 162,90 89,18 122,60 109,44 145,99 116,58 115,09 132,27
159,63
158,89
93 163,01 88,72 121,61 109,84 141,72 120,08 114,71 132,41
160,12
Atomnummerierung entsprechend Tabelle 22
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Abb. 53: 13C-NMR-Beispielspektrum fur 6-carboxylsubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole (Verbindung 88)

Der ausgelibte Elektronenzug der Estergruppierung verliert Gber die Distanz an Wirkung, so

dass fir C-8 der entschirmende Effekt nur noch einen Tieffeldshift von 3 - 4 ppm verursacht bzw. fir

C-8a nur noch 1 - 2 ppm. Die Resonanzsignale fiir C-8 liegen im Bereich von 113 - 115 ppm und fir
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3.5 Synthese analoger Bicyclen

C-8a zwischen 132 - 133 ppm. Die verbliebenen aufgefiihrten Resonanzsignale sind im Wesentlichen
unbeeinflusst durch die zusatzliche Veresterung. Am weitesten im Tieffeld bei 162 - 163 ppm
aufgrund des Elektronenzugs von 3 Stickstoffatomen liegen die Resonanzsignale fiir C-2. Wie bereits
bei der Betrachtung der Ausgangssubstanzen geschildert, sind die Signale fir C-4 und C-9a nicht klar
zuordnungsfahig, liegen aber infolge des jeweilig durch 2 Stickstoffatome verursachten
Elektronenzugs unverandert im Tieffeld bei 158,5 - 160,5 ppm. Das hochsubstituierte
Kohlenstoffatom C-4a liegt aufgrund der resultierend hohen Elektronendichte weiter im Hochfeld bei
ca. 88 - 89 ppm. Kaum verandert verhalten sich auch die Resonanzsignale von C-4b bei 121,5 - 123,0
ppm. Die Resonanzsignale der 3-(Trifluoromethyl)anilinsubstituenten und der veresterten
Zimtsauren sind in den Einzelcharakterisierungen ersichtlich bzw. fiir Verbindung 88 ebenfalls Abb.

53 zu entnehmen.
3.5. Synthese analoger Bicyclen

Die fiur die 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole angenommene Wirkung beruht auf kompetitiver
Hemmung in der ATP-Bindungstasche an RTKs. Da die synthetisierten Tricyclen zum Teil hohe
Ahnlichkeit zum natirlichen Substrat ATP besitzen, liegt eine vergleichende Betrachtung nahe.
GleichermaRen bestehen auch pragnante Unterschiede zwischen 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-olen und
ATP. So besitzt ATP zwar ebenfalls einen 4-Aminopyrimidinring jedoch ohne zusatzliche
2-Aminogruppe. Der Effekt der 2-Substitution wurde bereits im Abschnitt 3.2.2 diskutiert und auch
durch Syntheseprodukte adressiert. Ein weiterer wesentlicher Unterschied besteht darin, dass ATP
als bicyclischer Heteroaromat ein Puringrundgerist besitzt, hingegen die 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-
ole tricyclisch sind. Um den Einfluss des zusatzlich anellierten Phenylrings auf Affinitat und
Selektivitat gegenliber RTKs abzuschatzen, war die Synthese bicyclischer Analogverbindungen zu den
9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-olen notig. Diese wiederum nehmen eine Zwischenstellung zwischen ATP
und den tricyclischen Inhibitoren ein und sind u.a. als pharmakologische Tools zu betrachten. Folglich

kam es zur Etablierung von Synthesevorschriften fir substituierte Purine und Pyrrolopyrimidine.
3.5.1. Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

Fir die von OUWERKERK et al. publizierte Synthese®** von Purinen wurde die im Abschnitt
3.2.2.2 beschriebene und synthetisierte Substanz 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol (15) als Edukt
verwendet. Die Synthese bis zur Darstellung von 6-Chloro-9H-purin folgt im Wesentlichen der
Methode von OUWERKERK et al. und ist in Abb. 54 in den Reaktionsschritten a - e dargestellt. Nach
Suspendierung von 15 in verdlinnt salzsaurer Loésung wurde unter standiger Kiihlung Natriumnitrit in
wassriger Losung zugetropft. In situ bildet sich ein Nitrosoniumion, welches als starkes Elektrophil
mit dem nucleophilen C-5 des Pyrimidinrings reagiert, so dass sich 6-Amino-5-nitroso-2-thioxo-2,3-
dihydropyrimidin-4(1H)-on (96) bildet. Die Produktentstehung wurde dabei durch ziegelrote
Verfarbung der Suspension indiziert. Der Reaktionsansatz wurde fiir 7 h unter Kiihlung gerihrt.
AnschlieBend wurde der rote Feststoff durch Filtration vom Losungsmittel befreit und mit Ethanol
und Wasser nachgewaschen. Nach Trocknung tber P,0Os verblieb ein roter Feststoff in 87-prozentiger
Ausbeute. Im nachfolgenden Reaktionsschritt wurde die 5-Nitrosogruppe lber das Reduktionsmittel

Natriumdithionit reduziert. Die Umsetzung wurde in gesattigter NHCO;-L6sung durchgefiihrt. Die
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3 Ergebnisse und Diskussion

rasche Entfarbung der Suspension von rot nach beige bei Zusatz des Reduktions-mittels zeigte die
Umsetzung zum erwarteten Produkt. Die Reaktion wurde ebenfalls durch Filtrations- und
Waschschritte aufgearbeitet. Nach Trocknung resultierte 5,6-Diamino-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-
4(1H)-on (97) als beiger Feststoff mit 64-prozentiger Ausbeute.

OH OH OH OH
HoN
| SN NaNo, ON | SN Na,5,04 Hal | SN Raney Ni ? | \)N
e ———- —
=
H,N N/)\SH ° H,N N/)\SH ° HoN N/)\SH ¢ HN" N
15 96 97 98
4 | HeozH
H,50,
Al'\ NH Ar\ NH Cl OH
</ l N Br-Alk </ | )N NH,-Ar </ | ) POCl, </ | )
N N/) ’ NTNT f NTON? . NTNT
Ak 102a-b 101a-1 100 99

Abb. 54: Synthese von 4-anilinosubstituierten bzw. 4-anilino-9-alkylsubstituierten 9H-Purin-6-aminen. Reagenzien und
Bedingungen: (a) 1,1 eq. NaNO,; 1 M HCl(aq.); 0 °C; 7 h (b) 2,6 eq. Na,S,0,; gesattigte NaHCO5-Lésung(aq.); 0 °C 2 r.t.; 6 h
(c) Raney-Nickel; 5%ige wassrige NH3-Losung; reflux; 1,5 h (d) 1,0 eq. HCO,H; 1,0 eq. H,S0,4; 130 °C; 16 h (e) 18,6 eq. POCl5;
2,4 eq. N,N-Dimethylanilin; reflux; 0,5 h (f) 3,0 - 5,0 eq. subst. Anilin; NMP; 135 °C; 3,5 h (g) 1,2 eq. Br-Alk; 1,2 eq. NaH;
DMF; r.t.;6-8h

Anschliefend konnte lber eine Reaktion in verdiinnter wassrig-ammoniakalischer Losung
durch Zusatz von Raney-Nickel die Verbindung entschwefelt werden. Bei Aufarbeitung des
Reaktionsansatzes musste der fein-disperse Katalysator (iber Filtration Uber ein Celite®-Pad entfernt
werden, damit nachfolgend die wassrige Phase zur Trockene im Vakuum eingeengt werden konnte.
Das Produkt 5,6-Diaminopyrimidin-4(3H)-on (98) resultierte als weilRer Feststoff in quantitativer
Ausbeute. Zur Vervollstandigung des Purinkérpers mussten die ortho-standigen Aminosubstituenten
Uber eine Kohlenstoffbriicke verbunden werden. Dazu wurde das Zwischenprodukt Gber Nacht in
einer Mischung aus konz. Schwefelsdure und Ameisensaure (85 %) zum Riickfluss erhitzt. Bei der
Reaktion kommt es sowohl zu Aminolyse der Ameisensaure als auch zur Bildung eines Azomethins.
Die konzentrierte Schwefelsdure bewirkt Gber Protonierung der Hydroxygruppe der Ameisensaure
ver-besserte Abgangseigenschaften und funktioniert zusatzlich als stark hygroskopisches Reagenz fiir
die Entstehung der Schiffschen Base. Nach Aufarbeitung der Reaktion konnte die Verbindung 99 als
beiger Feststoff mit etwa 50-prozentiger Ausbeute gewonnen werden. Damit das Purin nucleophilen
Substitutionsreaktionen in Position 4 zuganglich wurde, musste die Alkoholgruppe durch Einsatz von
POCI; in einen Chlorsubstituenten umgesetzt werden. Dazu wurde das Zwischenprodukt mit einem
Uberschuss an POCI; unter Katalyse von N,N-Dimethylanilin fiir 0,5 h zum Riickfluss erhitzt. Dabei
verfarbte sich die Losung braun. Nach Entfernung des lberschiissigen POCl; im Vakuum wurde der
Reaktionsansatz unter starker Kiihlung in 25-prozentiger wassriger Ammoniaklosung gel6ést und als
dry-load fir Saulenchromatographie prapariert. Die nachfolgende chromatographische Aufreinigung
ergab 6-Chloro-9H-purin (100) als grau-griinen Feststoff in einer Ausbeute von 52 %. Die
nachfolgende nucleophile Substitutionsreaktion erfolgte nach AAV 1 in NMP als hochsiedendes

Losungsmittel bei 135 - 140 °C fir 3,5 h. Analog den 4-aminosubstituierten Pyrimidin-2,6-triaminen
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3.5.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

fihrt der zum Substitutionszentrum benachbarte Stickstoff durch Stabilisierung der
Zwischenprodukte zu guter Umsetzbarkeit in der Reaktion. Die chromatographische Aufreinigung
erfolgte mit Ethylacetat-Methanol-Gemischen als Eluent. Wurden die Purine mit den lipophileren
Benzyloxyanilinen substituiert, konnte isokratisch mit einer Zusammensetzung von 92,5:7,5
Ethylacetat/Methanol (V/V) eluiert werden. Bei Verwendung von kleineren polareren Substituenten
wie 3-(Trifluoromethyl)anilin wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 Ethylacetat/Methanol (V/V)

verwendet. Die Verbindungen 101a - | ergaben sich als beige Feststoffe.

R2
HN R,
7 s
a0
8
,Ngz N/J4
R, 3

Tabelle 25: Darstellung der synthetisierten 6-anilino- und 6-benzyloxyanilinosubstituierten 9H-Purin-6-amine bzw. der
zusatzlich 9-alkylierten Derivate (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verb. Edukt  Anilin/Alkylbromid R, R, R; Ausbeute
101a 100 (3-CF3Ph)NH, -CF3 -H -H 46,1 %
101b 100 (3-CIPh)NH, -Cl -H -H 50,0 %
101c 100 3b -Cl -OCH,(3-CIPh) -H 46,0 %
101d 100 2c -H -OCH,(3-CIPh) -H 40,6 %
101e 100 2h -H -OCH,(4-CIPh) -H 36,5 %
101f 100 2i -H -OCH,(4-CNPh) -H 27,5%
101g 100 2j -H -OCH,(4-NO,Ph) -H 51,8 %
101h 100 2d -H -OCH,(3-NO,Ph) -H 11,7 %
101i 100 2g -H -OCH,(4-FPh) -H 21,4 %
101j 100 2a -H -OCH,(3-OCH3Ph) -H 34,5%
101k 100 2e -H -OCH,(4-CHsPh) -H 35,2 %
101l 100 2b -H -OCH,(3-FPh) -H 30,0 %
102a 101e CH5(CH,)sBr -H -OCH,(4-CIPh) ~(CH,)sCH; 12,4 %
102b 101e PhCH,Br -H -OCH,(4-CIPh) -CH,CH; 24,4 %

Tabelle 25 zeigt die Produkte mit ihren Edukten und Reaktionsausbeuten der nucleophilen
Substitution. Im Sinne einer weiteren Derivatisierung wurden Alkylierungsreaktionen von N-9
untersucht. N-7 steht mit N-9 im tautomeren Gleichgewicht, so dass eine Alkylierung an N-7
grundsatzlich als Nebenreaktion moglich ist. Literaturrecherchen jedoch belegen eine starke
Favorisierung von N-9 lber N-7, welche zusatzlich durch Verwendung von sterisch anspruchsvollen 6-
Substituenten des Purins gesteigert wird®*%. Selektive Alkylierungen an N-7 sind unter erhdhtem
technischem Aufwand ebenfalls moglich. So werden v.a. Schutzgruppenstrategien beschrieben, aber
auch schutzgruppenfreie Synthesen unter Verwendung von GRINGARD-Reagenzien®*® sind moglich, um
selektive N-7-Alkylierung des Purins zu erzielen. Die liblichen Synthesemethoden fiir Derivatisierung

an N-9 nutzen entweder Alkohole, welche unter MITSUNOBU-Bedingungen mit dem Purin umgesetzt
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3 Ergebnisse und Diskussion

werden®**, oder aber Halogenalkane bzw. Benzylhalogenide, welche unter stark basischen
Bedingungen mit dem Purin reagieren®*®. Wenn die Edukte stabil gegeniiber stark basischen
Bedingungen sind, ergeben sich kiirzere Reaktionszeiten und vergleichsweise einfachere

Reaktionsflihrung als Vorteile gegenliber einer MITSUNOBU-Reaktion.

Nachdem zuvor die sterisch anspruchsvollen Benzyloxyaniline durch nucleophile Substitution
in Position 6 des Purins eingefliihrt wurden, welche nachweislich stabil gegeniber basischen
Bedingungen sind*’®, war die N-Alkylierung unter Verwendung von NaH als starke Base und
Halogenalkanen als Elektrophile die favorisierte Synthese. Entsprechend einer Reaktionsvorschrift
von BOUCHERLE et al.**®* wurde die Verbindung 101e in DMF geldst und anschlieBend ein leichter
Uberschuss (1,2 eq.) an NaH (60%ig auf Paraffin) zugesetzt. NaH erwies sich als geeignet, da es auch
im Mikromalistab gut wagbar und vergleichsweise feuchtigkeitsunempfindlich ist. Es fihrt als starke
Base zu Deprotonierung an N-9 und somit zur Bildung eines reaktiven Stickstoffanions. N-9 reagierte
nachgehend bei Zugabe von Alkylbromiden als Nucleophil zu den gewiinschten Produkten. Die
Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch Gberwacht und durch Zusatz von Wasser beendet.
Die nachfolgende Aufreinigungsprozedur enthielt u.a. einen Extraktionsschritt mit 5%iger wassriger
Lithiumchloridlésung gegen Chloroform, welcher der verbesserten Entfernung von DMF diente. Die
eingeengte organische Phase wurde saulenchromatographisch aufgereinigt und entstandene
Produkte nachgehend umkristallisiert. Es ergaben sich die ebenfalls in Tabelle 25 aufgefiihrten
Verbindungen 102a - b als weiRe Pulver mit ausschlieRlicher N-9-Alkylierung. Die geringen Ausbeuten
von 12,4 bzw. 24,4 % sind u.a. auf Verluste durch die Umkristallisation und die dabei verwendeten

geringen Substanzmengen zuriickzufihren.

3.5.2. 1H-NMR-Untersuchungen 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter
9H-Purin-6-amine

Auf der Basis von Literaturdaten zur Struktur konnten die Verbindungen 96 - 100 erfolgreich
reproduziert werden. Tabelle 26 zeigt vergleichend Literaturdaten und Daten eigener Messungen als
Strukturbeleg fur Verbindung 100. Die Werte der verschiedenen Bestimmungsmethoden stimmen in

soweit Uberein, dass von gesicherter Identitat ausgegangen wird.

Tabelle 26: Vergleich Literaturdaten und exp. Messdaten als Strukturbeleg fir Verbindung 100

Exp. Messdaten Verbindung 100 Literaturdaten 6-Chloro-9H-purin

314

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 8,66 (s, 1H, H-8); 8,72 (s, (300 MHz, DMSO-dg): 8,6 (s, 1H, H-8); 8,7
[6inppm] 1H, H-4); 12,61 (br, 1H, N-9-H, with D,O (s, 1H, H-4)
exchangeable)
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): 129,22 (C-1); 146,41 (C-8); (75 MHz, DMSO-d¢): 129,3 (C-1); 146,4
[6in ppm] 147,61 (C-2); 151,38 (C-4); 154,36 (C-6) (C-8); 147,7 (C-2); 151,4 (C-4); 154,3 (C-6)
MS-ESI  '°C: 156,0 [M+H]" 100 %; °C: 157,0 [M+H]' 6 %  >*" '’C: 155,7 [M+H]"
[m/z] 2C: 153,6 [M-H] 100 %; *’Cl: 155,4 [M-H] 17 % 2C: 153,6 [M-H]

314

Die nachfolgende nucleophile Substitution nach AAV 1 soll den 6-Chlorsubstituenten aus 100

durch die entsprechend eingesetzten Aniline bzw. Benzyloxyaniline ersetzen. Sowohl die massen-
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3.5.2 1H-NMR-Untersuchungen 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

spektrometrischen als auch die kernspinresonanzspektroskopischen Messungen belegen diese
Substitution. Tabelle 27 zeigt charakteristische '"H-NMR-Daten der Verbindungen 101a - | und bezieht
sich hauptsachlich auf die strukturellen Gemeinsamkeiten des Puringrundkérpers und des direkt
gebundenen 6-Anilinrings. Die vollstindigen Daten sind in den Einzelcharakterisierungen der

Verbindungen hinterlegt.

Tabelle 27: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-S.pektren 6-anilino- und 6-benzyloxyanilinosubstituierter
9H-Purin-6-amine bzw. zusatzlich 9-alkylierter Derivate

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb. Pos.4 Pos.8 Pos. 9 Pos. 6
NH (R-Ph)-R
7,34 (d, *Jyjs = 7,9 Hz); 7,55 (t, “Js/as = 7,9 Hz); 8,26
101a  8,45(s) 8,33 (s) 13,25 (br) 10,14 (br) (d, s A ) (t, Jss )
(dl JG'/S' = 617 HZ)I 8l50 (S)
7,04 (d, *Jy s = 7,9 Hz); 7,32 (t, "5 /4 = 7,9 H2); 7,91
101b  8,42(s) 8,30(s) 13,22 (br) 9,98 (br) R .
(d, Jeys=7,9 Hz); 8,24 (t, )3 /a6 = 2,0 H2)
7,05 (d, *Js/s = 8,9 Hz); 7,12 (dd, *Js /s = 8,9 Hz,
101c  8,18(s) 8,02 (s) 13,00 (br) 9,47 (br) . .
JG'/Z' = 2,5 HZ), 7,42 (d, Jz'/s' = 2,5 HZ)
101d  8,18(s) 8,03 (s) 13,02 (br) 9,38 (br) 6,68 (d, 3526 = 8,2 Hz); 6,96 (d, *Jy-¢ 35 = 8,2 Hz)
10l1e 8,17(s) 8,02 (s) 13,00 (br) 9,37 (br) 6,67 (d, *J3.5/26 = 8,6 Hz); 6,95 (d, *Jy6/35 = 8,6 Hz)
101f 8,19(s) 8,02 (s) 13,01 (br) 9,40 (br) 6,67 (d, *J35/26 = 8,6 Hz); 7,00 (d, *Jy6/3-5 = 8,6 Hz)
101g 8,19(s) 8,03 (s) 13,03 (br) 9,40 (br) 6,68 (d, >35> = 8,5 Hz); 7,03 (d, *Jy-¢ /35 = 8,5 Hz)
101h  8,21(s) 8,04 (s) 13,05 (br) 9,40 (br) 6,68 (d, 35,26 = 8,7 Hz); 7,00 (d, *Jy-¢ 35 = 8,7 Hz)
101i 8,18(s) 8,02 (s) 12,99 (br) 9,38 (br) 6,67 (d, *J3.5/26 = 8,8 Hz); 6,93 (d, *Jy.6/35 = 8,8 H)
101j 8,18(s) 8,02 (s) 12,99 (br) 9,37 (br) 6,68 (d, *J3.5/26 = 8,5 Hz); 6,97 (d, *Jy6/35 = 8,5 Hz)
101k 8,16(s) 8,01 (s) 12,97 (br) 9,34 (br) 6,66 (d, *J3-526 = 8,3 Hz); 6,93 (d, )¢ /35 = 8,3 Hz)
1011 8,19(s) 8,02 (s) 13,00 (br) 9,39 (br) 6,68 (d, *J3-5/26 = 8,4 Hz); 6,98 (d, *Jy-¢ /3.5 = 8,4 Hz)
1022 8209 80909 4,12 (t, - (dd, *J3-5/-6 = 6,7 Hz, “J jsromues/3 = 2,2 H2);
’ ’ Jewpyna=72Hz) 6,94 (dd, *Jy-6/3-5 = 6,7 Hz, “Vy /s baw/2 =2,2 Hz)
6,67 (dd, *35/2.6 = 6,2 Hz, *J3 /s baw.57/3 = 2,4 Hz);
102b  821(s) 823(s) 5,36 (s) 9,40 (br) (dd, 5726 IS h )

6,94 (dd, 3J2'-6'/3'-5' =6,2 Hz, 4J2'/6'bzw.6'/2' =2,4 Hz)

Atomnummerierung entsprechend Tabelle 25

Der Purinheterocyclus zeichnet sich dadurch aus, dass nur 2 kohlenstoffgebundene Protonen
fur 'H-NMR-Messungen vorhanden sind (vgl. Abb. 55). Aufgrund isolierter Lage zwischen zwei
Stickstoffatomen und dem damit verbundenen Elektronenzug liegt das Resonanzsignal fiir H-4
vergleichsweise weit im Tieffeld. Fiir die 6-benzyloxyanilinosubstituierten Verbindungen 101c - |
resultiert ein Signal zwischen 8,17 - 8,21 ppm. Durch hohe Aquivalenz der genannten Substanzen
bzw. dadurch, dass die Diversitat am entfernteren Benzyloxyrest befindlich ist, kommt es kaum zu
Verschiebungen fiir das Resonanzsignal. Die Produkte 101a - b hingegen besitzen mit 3-Chloroanilin
und 3-(Trifluoromethyl)anilin ein deutlich anderes 6-Substitutionsmuster. Der erhéhte Elektronenzug

ohne ausgleichenden +M-Effekt des Benzyloxyethers flihrt zu Entschirmung von H-4 zu 8,45 bzw.
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3 Ergebnisse und Diskussion

8,42 ppm. Ahnliche Beobachtungen lassen sich fir H-8 nachvollziehen. Fir die 6-
benzyloxyanilinosubstituierten Verbindungen 101c - | ergeben sich konstante Resonanzsignale
zwischen 8,01 - 8,04 ppm. Der zusatzliche Elektronenzug durch verdanderte 6-Substitution in Substanz
101a - b verursacht einen Tieffeldshift zu 8,30 bzw. 8,33 ppm. Aufgrund der isolierten Lage zwischen
zwei Heteroatomen erscheint H-8 ebenfalls als Singulett. Fiir die 9-unsubstituierten Verbindungen
101a - | resultieren zusatzlich zwei weitere Resonanzsignale des Purins aus stickstoffgebundenen
Protonen. Das breite Signal zwischen 12,97 - 13,25 ppm kann aufgrund von Tautomerie tendenziell
sowohl N-7 als auch N-9 zugeordnet werden, wird hinsichtlich der nachfolgenden
Substitutionsreaktion an N-9 jedoch unter Position 9 beschrieben. Es unterliegt infolge eigener
Aciditat einem relativ schnellen Protonen-Deuteronen-Austausch. Analog den
kohlenstoffgebundenen Protonen gibt es kaum Schwankungen der chemischen Verschiebung
innerhalb der 6-benzyloxyanilinosubstituierten Purine. Die 6-anilinosubstituierten Purine zeigen auch
hier die beschriebene Entschirmung. Die Resonanzsignale der sekundaren 6-Aminogruppe des Purins
verhalten sich grundsatzlich identisch, sind aber aufgrund der grofReren Nahe starker von
Substituenteneffekten  durch  Anilin- bzw. Benzyloxyanilin  betroffen. Fir die 6-
benzyloxyanilinosubstituierten Produkte sind Signale zwischen 9,34 - 9,47 ppm messbar, wahrend die

anilinosubstituierten Substanzen breite Resonanzen bei 9,98 bzw. 10,14 ppm zeigen.

Verbindung 101e cl
o
HN H-2" H-3”
H-5"" H-6
i 8
< | /) g
N N i~ H-2 H-3
H-6 H-5
z 25 2a
\ e 5=
J M |
CH,
NO-H ;g g
] |

13.0 125 120 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 810 7.‘5 70 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 2,
f1 (ppm)

Abb. 55: 1H-NMR-BeispieIspektrum flr 6-benzyloxyanilinosubstituierte 9H-Purin-6-amine (Verbindung 101e)

Entsprechend ihren meta-substituierten Anilinsubstituenten ergeben sich fiir Verbindung

101a - b vier weitere Resonanzsignale fir die kohlenstoffgebundenen Protonen der Anilinringe.
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3.5.3 13C-NMR-Untersuchungen 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

Hingegen erzeugen die para-substituierten Anilinringe der Verbindungen 101d - | aufgrund ihrer
Rotationssymmetrie nur zwei Signale mit jeweiligem Integral von 2, da H-2" und H-6" bzw. H-3" und
H-5" infolge der freien Drehbarkeit nicht unterscheidbar sind. Die Resonanzsignale fir H-2" und H-6’
sind im Bereich 6,93 - 7,03 ppm und fiir H-3" und H-5" im Bereich 6,66 - 6,68 ppm zu finden. Aufgrund
vicinaler Kopplung mit dem jeweils anderen Protonenpaar erscheinen sie als Dubletts mit Kopplungs-
konstanten von 313',5'/2'_6' bzw. 2-6/3-5 = 8,2 - 8,8 Hz. Eine Ausnahme stellt Verbindung 101c dar, da hier
ein zusatzlicher 3’-Chlorsubstituent enthalten ist, durch welchen die Rotationssymmetrie entfallt. Es

ergeben sich drei klar trennbare Signale fur H-2", H-5" und H-6".

Die Verbindungen 102a - b sind der Verbindung 101e analog, besitzen aber zusatzliche
Alkylierung an N-9 (vgl. 'H-NMR-Spektrum 102a Anhang NN). Fiir H-4, die sekundire 6-
Aminofunktion und den Benzyloxyanilinsubstituenten ergeben sich infolge raumlicher Entfernung
und geringen elektronischen Einflusses der N-9-Substituenten keinerlei Veranderungen. Das
Resonanzsignal von H-8 hingegen wird durch die N-9-Alkylierungen leicht entschirmt, da der Verlust
des stickstoffgebundenen Protons mit Verlust an Elektronendichte an C-8 einhergeht. Potenziell
wiirde Alkylierung an N-7 aufgrund ebenfalls direkter Nachbarschaft zu H-8 einen dhnlichen Effekt
verursachen. Aufgrund des sterischen Anspruchs besonders im Fall der N-Benzylierung (Verbindung
102b) ist jedoch Alkylierung an N-9 wahrscheinlich. Zugehdrige Daten aus “*C-NMR-Spektren
untermauern dieses zusatzlich (vgl. 3.5.3). Die in Tabelle 27 fiir Verbindungen 102a - b unter Position
9 gefiihrten Signale beschreiben die direkt stickstoffgebundenen Methylengruppen der jeweiligen

Substituenten.

3.5.3. 13C-NMR-Untersuchungen 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter
9H-Purin-6-amine

Neben den 'H-NMR-spektroskopischen Daten wurden fir eine Auswahl an Verbindungen
ebenfalls *C-NMR-Spektren erfasst. Die in Tabelle 28 dargestellten Daten sind eine zusammen-
fassende Betrachtung der Signale des Puringrundkérpers und des direkt gebundenen 6-Anilinrings.
Sowohl die Resonanzsignale des Anilinrings fir C-1" und C-4" als auch alle verbliebenen Substanz-
signale sind in den Einzelcharakterisierungen aufgefiihrt. Fiir die 6-benzyloxyanilinosubstituierten
Verbindungen 101d - | (vgl. *C-NMR-Spektrum 101e Anhang LL) und 102a - b (vgl. Abb. 56) ist
ersichtlich, dass der 6-Anilinring aufgrund seiner rotationssymmetrischen Substitution fiir C-2" und C-
6" bzw. fur C-3" und C-5" jeweils nur ein Resonanzsignal erzeugt. Aufgrund freier Drehbarkeit um die
Einfachbindungen des Substituenten sind die jeweiligen Kohlenstoffe nicht von ihrem Aquivalent zu
unterscheiden, welches sich an Resonanzsignalen mit erhohter Intensitat zeigt. Dabei liegen die
Signale fiir C-3" bzw. C-5" aufgrund des positiv mesomeren Effekts des Benzyloxyethers weiter im
Hochfeld zwischen 115,77 - 115,94 ppm. Hingegen zeigen C-2" bzw. C-6" konstante Resonanzsignale
im Bereich von 129,20 - 130,03 ppm. Fir die 3-(trifluoromethyl)anilinsubstituierte Verbindung 101a
ergeben sich infolge meta-standiger Derivatisierung vier verschiedene Signale fiir die betrachteten
Kohlenstoffe. Durch positiv mesomeren Effekt der sekunddren Aminogruppe und schirmenden Effekt
der Trifluoromethylgruppe liegt das Resonanzsignal fiir C-2° im Hochfeld bei 118,75 ppm. C-6" wird

nur durch den erstgenannten Effekt beeinflusst und zeigt Resonanz bei 123,67 ppm. C-3" liegt von
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3 Ergebnisse und Diskussion

den betrachteten Anilinsignalen (101a) aufgrund des Elektronenzugs der Trifluoromethylgruppe am

weitesten im Tieffeld bei 129,93 ppm.

Tabelle 28: Darstellung charakteristischer Daten 13C-NMR-Spektren 6-anilino- und 6-benzyloxyanilinosubstituierter
9H-Purin-6-amine bzw. zusatzlich 9-alkylierter Derivate

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb.
C-1 C-2 c-4 C-6 C-8 c-2’ C-6 Cc-3’ C-5’

151,16*  151,16* 151,16*
101a 120,12  151,99* 151,99* 151,99* 140,85 118,75 123,67 129,93 125,84
152,12*  152,12* 152,12*

101d 119,38 152,06 156,16 152,30 139,25 129,23 115,86
101e 119,33 152,03 156,13 152,25 139,14 130,03 115,82
101f 119,28 152,05 156,24 152,33 139,34 129,17 115,92
101g 119,44 152,06 156,24 152,35 139,38 129,23 115,91
101h 119,42 152,07 156,25 152,35 139,41 129,29 115,94
101i 119,33 152,06 156,16 152,26 139,10 129,38 115,82
101 119,37 152,04 156,07 152,25 139,06 129,20 115,78
101k 119,31 152,04 156,06 152,23 138,93 129,29 115,77
101l 119,44 152,05 156,20 152,39 139,21 129,21 115,90
102a 119,60 151,45 156,22 151,94 141,06 129,32 115,85
102b 119,56 151,37 156,28 152,23 140,98 129,33 115,88

* aufgrund Signalndhe eindeutige Zuordnung nicht moglich, pro forma Zuordnung jeweils allen 3 mdglichen Kohlenstoffen;
Atomnummerierung entsprechend Tabelle 25

Fur alle 6-benzyloxyanilinosubstituierten Verbindungen 101d - | (vgl. *C-NMR-Spektrum 101e
Anhang LL) und 102a - b (vgl. Abb. 56) sind die Resonanzsignale des Purins nahezu konstant. C-1 liegt
vergleichsweise weit im Hochfeld aufgrund der hochsubstituierten Lage des Kohlenstoffs. Weiterhin
liegt C-1 relativ weit innerhalb des Puringrundkoérpers und wird somit partiell vom Ringstromeffekt
geschirmt. Es resultieren Signale im Bereich von 119,28 - 119,60 ppm. Ebenso konstante
Resonanzsignale sind fiir C-2 zu sehen. Durch direkte Nachbarschaft zu zwei Stickstoffatomen und
dem damit verbundenen Elektronenzug liegen die Signale deutlich weiter entschirmt im Bereich von
152,03 - 152,07 ppm. Lediglich die zusatzlich 9-alkylierten Produkte liefern Signale etwas weiter im
Hochfeld bei 151,37 ppm bzw. 151,45 ppm. Die zusatzlichen Alkylierungen verursachen durch positiv
induktive Effekte eine leicht verminderte Auswirkung des Elektronenzugs von N-9 auf C-2. C-4 ist
ebenfalls durch zwei benachbarte Stickstoffatome stark entschirmt und liefert Signale im Bereich von
156,06 - 156,28 ppm. Die Resonanzsignale fiir C-6 liegen ebenso im Tieffeld zwischen 151,94 - 152,39
ppm und werden vor allem durch N-5 und die sekunddre 6-Aminogruppe entschirmt. Obwohl C-8
auch von zwei Stickstoffatomen umgeben ist, liegen die Resonanzsignale weiter im Hochfeld
zwischen 138,93 - 139,41 ppm, welches sich ebenfalls durch Beeinflussung der Signale durch den
Ringstromeffekt bzw. den damit verbundenen Abschirmkegel erklaren lasst. Fiir die zusatzlich N-9-

alkylierten Produkte ergibt sich eine leichte Entschirmung von C-8 zu 140,98 ppm bzw. 141,06 ppm.
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3.5.4 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Durch Verlust von Proton N-9-H und der damit verbundenen Tautomerie verringert sich die
Elektronendichte an C-8 und es kommt zu einem leichten Tieffeldshift. Da die zusatzliche Alkylierung
v.a. Effekte auf die Signale von C-8 und C-2 auslibt, ist die Alkylierung an N-9 plausibel. Fir die
Verbindung 101a ergibt sich aus veranderter 6-Substitution eine Verschiebung der Resonanzsignale
des Purins. Die Signale fir C-1 und C-8 sind infolge isolierter Lage im Spektrum klar zuordnungsfahig.
Jedoch ergibt sich durch Verschiebung des Signals von C-4, dass drei Resonanz-signale (C-2, C-4 und

C-6) dicht beieinander liegen und eine klare Zuordnung nicht méglich ist.
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Abb. 56: 13C-NMR-BeispieIspektrum flr 6-benzyloxyanilino-9-alkylsubstituierte 9H-Purin-6-amine (Verbindung 102a)

3.5.4. Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter
7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Um einen weiteren Bezugspunkt zwischen ATP, dem natirlichen Substrat der RTKs, und der
synthetisierten Inhibitorklasse der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole zu schaffen, war die Synthese von
substituierten Pyrrolopyrimidinen naheliegend. Aufgrund gréRerer Ahnlichkeit zu den 9H-Pyrimido-
[4,5-blindol-6-olen lag der Fokus auf Etablierung einer Synthese fir 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine.
Zusatzlich wurde fir vergleichende Betrachtungen auch ein substituiertes 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin
synthetisiert. Die Synthese der 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine (vgl. Abb. 57) bis Verbindung 107
(4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin) wurde basierend auf einem Patent der Firma Merck KGaA

338 Dazu wurde zunichst in einem ausgeheizten Zweihalskolben wasserfreies K,CO; und

durchgefiihrt
eine katalytische Menge Nal vorgelegt und danach Ethylcyanoacetat zugesetzt. Unter Argon-
atmosphdare wurde nachfolgend Bromoacetaldehyd-diethylacetal zugetropft und der Reaktionsansatz

4,5 h bei 145 °C erhitzt. Bei der nucleophilen Substitutionsreaktion kommt es zur Deprotonierung der
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3 Ergebnisse und Diskussion

a-Methylengruppe im Ethylcyanoacetat. Das gebildete Carbanion substituiert als Nucleophil das
Bromatom in Bromoacetaldehyd-diethylacetal. Die katalytische Menge Nal dient der Verbesserung

39 Der strikte Wasser-

der Abgangseigenschaften des Bromatoms im Sinne einer FINKELSTEIN-Reaktion
ausschluss wahrend der Reaktion dient dem Erhalt der Uber Acetalbildung geschitzten Aldehyd-
funktion. Die Aufarbeitung des Ansatzes geschah Uber FlUssig-Fllssig-Extraktion mit Diethylether
gegen Wasser. Danach erfolgte sdulenchromatographische Aufreinigung unter Verwendung von n-
Hexan/Ethylacetat 90:10 (V/V) als Eluent und Detektion mit KMnO,-Tauchreagenz. Das Produkt

Ethyl-2-cyano-4,4-diethoxybutanoat (103) resultierte als farbloses Ol in ca. 87-prozentiger Ausbeute.
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Abb. 57: Synthese von 4-anilino- bzw. 4-anilino-7-alkylsubstituierten 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinen. Reagenzien und
Bedingungen: (a) 1,0 eq. K,CO5; 0,01 eq. Nal; 145 °C; 4,5 h (b) 1,1 eq. Thioharnstoff; methanolische Natriummethanolat-
Losung; reflux; 12 h (c) 0,2 M HCl(aq.); r.t.; 2 d (d) Raney-Nickel; 5%ige wassrige NH;-Losung; reflux; 7 h (e) 14,8 eq. POCl;;
reflux; 5 h (f) 3,0 - 5,0 eq. subst. Anilin; NMP; 135 °C; 3,5 h (g) 1,2 eq. Br-Alk; 1,2 eq. NaH; DMF; r.t.; 6 -8 h

Folgend wurde das olige Produkt in einem Cyclisierungsschritt zu 6-Amino-5-(2,2-
diethoxyethyl)-2-mercaptopyrimidin-4-ol umgesetzt. Dazu wurde 103 zunachst in methanolischer
NaOCH;-Lésung unter Rihren gelost. Dabei verfarbte sich der Reaktionsansatz gelb. Danach wurde
Thioharnstoff im leichten Uberschuss (1,1 eq.) zugesetzt und fiir 12 h zum Riickfluss erhitzt. Bei der
Umsetzung kommt es sowohl zur Aminolyse der Ethylestergruppe als auch zur Reaktion der
Nitrilfunktion mit der zweiten Aminogruppe des Thioharnstoffs unter Ausbildung einer
Amidinpartialstruktur. Die Reaktion wurde liber Zusatz von Wasser beendet und anschlielend liber
Extraktion mit Diethylether von apolaren Verunreinigungen gereinigt. Durch Neutralisation der
wassrigen Phase mit Essigsdaure bzw. Protonierung von 6-Amino-5-(2,2-diethoxyethyl)-2-
mercaptopyrimidin-4-ol (104), welches vorher als 16sliches Thiolatanion vorlag, kam es zur Bildung
eines beigefarbenden Prazipitats. Nach Filtration und Trocknung tiber P,Os konnte dieses weiter
verwendet werden. Unter Verwendung von 0,2 N wassriger Salzsdure konnte die Aldehydfunktion

aus ihrer Schutzgruppe freigesetzt werden, so dass sie in einer Kondensationsreaktion mit der ortho-
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standigen Aminogruppe weiterreagieren kann. Durch Cyclisierung und Ausbildung einer
aromatischen Struktur kam es zur Bildung von 2-Mercapto-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ol (105) als
grau-weiller Feststoff in nahezu quantitativer Ausbeute. Die nachfolgende Ulber Raney-Nickel
katalysierte Entschwefelungsreaktion dient der Entfernung des 2-Thiolsubstituenten und wurde in
dhnlicher Ausfiihrung fiir die Purinsynthese genutzt. Es kam zur Bildung eines leicht griinen Feststoffs
106 in etwa 53-prozentiger Ausbeute. Die nachfolgende 4-Chlorierung von 7H-Pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-ol zu 4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin erfolgte durch Erhitzen zum Rickfluss in
POCl5. In Abweichung zur Patentschrift®*® wurde die Reaktionszeit mit 5 h wesentlich langer gewahlt.
Die Aufreinigung der Reaktion fand nach Entfernung des Uberschiissigen POCl; im Vakuum durch
Neutralisation mit wassriger K,COs3;-Losung und anschlieBender Flissig-FlUssig-Extraktion mit
Diethylether statt. Es resultierte 4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (107) als griinlicher Feststoff in

ca. 43-prozentiger Ausbeute.

Die nachfolgenden Substitutionsreaktionen an Position 4 der 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine mit
substituierten Anilinen und Benzyloxyanilinen wurden nach AAV 1 durchgefiihrt. Die Aufreinigung
erfolgte sdulenchromatographisch mit Chloroform-Methanol-Gemischen als Eluent. Es entstanden
die in Tabelle 29 dargestellten Verbindungen 108a - j in moderaten bis guten Ausbeuten. Lediglich
Verbindung 108d konnte aufgrund schlechter chromatographischer Trennung nur in einer Ausbeute

von 14,6 % gewonnen werden.

5,4
~

N

s/ | /)
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NN
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Tabelle 29: Darstellung der synthetisierten 4-anilino- und 4-benzyloxyanilinosubstituierten 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine
bzw. der zusatzlich 7-alkylierten Derivate (inkl. Ausbeuten und Edukten)

Verb. Edukt Anilin R, R, R; Ausbeute
108a 107 (3-CF5Ph)NH, -CF3 -H -H 93,8 %
108b 107 2h -H -OCH,(4-CIPh) -H 67,6 %
108c 107 2i -H -OCH,(4-CNPh) -H 64,4 %
108d 107 2j -H -OCH,(4-NO,Ph) -H 14,6 %
108e 107 2d -H -OCH,(3-NO,Ph) -H 57,0 %
108f 107 2g -H -OCH,(4-FPh) -H 48,2 %
108g 107 2a -H -OCH,(3-OCH3Ph) -H 32,6 %
108h 107 2e -H -OCH,(4-CHsPh) -H 38,6 %
108i 107 2c -H -OCH,(3-CIPh) -H 28,0 %
108j 107 2b -H -OCH,(3-FPh) -H 30,0 %
110a 109a 2h -H -OCH,(4-CIPh) -(CH,)sCH3 22,1%
110b 109b 2h -H -OCH,(4-CIPh) -CH,CH; 24,7%
110c 109c 2h -H -OCH,(4-CIPh) -CH,Ph 11,0%
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In Analogie zu den Purinen wurden auch an den 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinen zusatzliche
Alkylierungen an N-7 durchgefiihrt. Jedoch entfallt aufgrund des nicht vorhandenen zweiten Stick-
stoffatoms im Pyrrolring die Selektivitatsproblematik, so dass die Alkylierungsreaktion unabhangig
von Art und GrolRe des 4-Substituenten durchgefiihrt werden kann. Die Modifikationen an N-7 zu den
Verbindungen 109b - ¢ wurden nach AAV 10 in DMF unter Verwendung von NaH (60%ig auf Paraffin)
als starke Base durchgefiihrt®*®

Ethylacetat-Gemischen als Eluent. Mit 85 % bzw. 64 % Ausbeute ergaben sich farblose Ole fiir die

. Die Aufarbeitung erfolgte saulenchromatographisch mit Heptan-

weitere Umsetzung. Eine vergleichende Umsetzung zu Verbindung 109a unter Anwendung einer
Alternativmethodik nach ARCARI et al. konnte mit 38 % Ausbeute durchgefiihrt werden®*. Die
Synthesevorschrift nutzt Cs,CO; als Base zur Deprotonierung des aciden Protons an N-7, um
anschlieRend mit Halogenalkanen in einer Substitutionsreaktion umgesetzt zu werden. Als Reaktions-
medium wird analog zur Vorschrift nach BOUCHERLE et al. DMF als polares aprotisches Lésungsmittel
genutzt. Alle 4-Chloro-7-alkyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidine zeigen blaue Fluoreszenz bei Anregung mit
UV-Licht der Wellenlange A = 254 nm und wurden anschlieend mit Verbindung 2h als Benzyloxy-
anilinkomponente nach AAV 1 umgesetzt. Nach chromatographischer Aufarbeitung mit Heptan-
Ethylacetat-Gemischen als Eluenten und Umdkristallisation in Methanol entstanden die Produkte
110a - c als weille Feststoffe in Ausbeuten von 11,0 - 24,7 %. Die 7-alkylierten Verbindungen 110a - c
sind ebenfalls in Tabelle 29 aufgefihrt.

3.5.5. 1tH-NMR-Untersuchungen 4-anilino- /4-anilino-7-alkylsubstituierter
7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Auf Basis von Literaturdaten zur Struktur konnten die Verbindungen 103 - 107 erfolgreich
reproduziert werden. Tabelle 30 enthdlt sowohl eigene Messdaten als auch Literaturbelege
verschiedener analytischer Methoden zu Verbindung 107. Anhand der Ubereinstimmung gilt die
Identitdt von Produkt 107 als Ausgangspunkt weiterer Derivatisierungen als erwiesen. Die massen-
spektrometrischen Bestimmungen fanden mittels unterschiedlicher lonisierungsmethoden statt und
zeigen daher leicht unterschiedliche Messergebnisse. Weiterhin enthalten die Daten unserer 'H-
NMR-Messungen zusatzlich das Resonanzsignal des stickstoffgebundenen Protons N-7-H, da dessen

Existenz als Indiz fur die Alkylierungsversuche der Verbindungen 109a - ¢ bzw. 110a - ¢ genutzt wird.

Tabelle 30: Vergleich Literaturdaten und exp. Messdaten als Strukturbeleg fir Verbindung 107

Exp. Messdaten Verbindung 107 Literaturdaten:
4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6,59 (d, *Js/s = 3,5 Hz, 1H, 11270 MHz, DMSO-dg): 6,60 (d,
[6inppm]  H-5); 7,67 (d, *Jg/s = 3,5 Hz, 1H, H-6); 8,57 (s, 1H, *Js/6 = 3,8 Hz, 1H, H-5); 7,69 (s, 1H, H-6);
H-2); 12,54 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable) 8,58 (s, 1H, H-2)
Bc-NMR (100 MHz, DMSO-dg): 99,02 (C-5); 116,74 (C-4a); **2(100 MHz, DMSO-dg): 98,9 (C-5); 116,6

[6inppm] 128,43 (C-6); 150,06 (C-2); 150,51 (C-4); (C-4a); 128,3 (C-6); 150,0 (C-2); 150,4
151,93 ppm (C-7a) (C-4); 151,8 (C-7a)
MS [m/z] MS-ESI: 154,2 [M+H]" **MS-El: 153,0 [M']
Schmelz- 189 - 190 °C *3189-190°C
bereich
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Tabelle 31: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-Spektren 4-anilino- und 4-benzyloxyanilinosubstituierter
7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine bzw. zusatzlich 7-alkylierter Derivate

Chemische Verschiebung & in ppm

Verb. Pos.2 Pos. 5 Pos. 6 Pos. 7 Pos. 4
(R-Ph)-R
107  8,57(s) 6,59(d, *Jss=3,5Hz)  7,67(d, *Jg/s= 3,5 Hz) 12,54(br) -
R s 7,31(d, *Jgs = 7,7 Hz); 7,55(t,
6,80(dd, *Js/s=3,3Hz  7,27(dd, *Jg/s= 3,3 Hz '
108a  8,33(s) . s 11,82(br) Js/4baw.s’ = 8,0 Hz); 8,22(d,
JS/NH = 1,9 HZ) JG/NH = 2,3 HZ) 3
J4'/5' = 8,4 HZ), 8,50 (S)
4,54(dd, *Js/s= 4,0 Hz  6,83(dd, *Je/s= 3,5 Hz 6,77(dd, >y = 6,6 Hz, *) = 2,2 Hz);
108b  8,21(s) 4( o 3( o5 11,52(br) ( " . )
JS/NH = 2,0 HZ) JG/NH = 2,4 HZ) 7,00 (dd, Jx = 6,6 HZ, JY= 2,2 HZ)
108 8.20() 4,56(dd, *Js6= 3,4 Hz  6,86(dd, *J¢/s = 3,6 Hz 11.56(b1 6,77(dd, *Jy = 6,6 Hz, *Jy = 2,2 Hz);
' *Js/nm = 2,0 Hz) *Jo/nn = 2,4 Hz) ’ 7,05(dd, *Ix = 6,6 Hz, *Jy= 2,2 Hz)
s s 6,82(dd, *Jy = 6,6 Hz, “Jy = 2,2 Hz);
108d  8,23(s) 4,77(d, *Jss=3,6 Hz)  6,79(d, *J/s = 3,6 Hz) 11,54(br) X .
7,06(dd, *Jy = 6,6 Hz, *Jy= 2,2 Hz)
s s 6,77(dd, *Jy= 6,5 Hz, *lyy= 2,1 Hz);
108¢  8,23(s) 4,56(d, *Js5=3,4Hz)  6,86(d, *Je/s = 3,4 Hz) 11,58(br) ; A
7,03(dd, )y = 6,5 Hz, *ly= 2,1 Hz)
s s 6,76(dd, *Jy= 6,6 Hz, *Jy = 2,3 Hz);
108f 8,22(s) 4,56(d, *Js/s=3,5Hz)  6,81(d, *Jg/s= 3,5 Hz) 11,46(br) X .
6,96(dd, *Jy = 6,6 Hz, *Jy= 2,2 Hz)
4,54(dd, *Js/s= 3,5 Hz 6,76(dd, *Jy = 6,5 Hz, = 2,2 Hz);
108g  8,21(s) X 6,81 - 6,84(m) 11,51(br) R .
Js/un = 2,0 Hz) 7,00(dd, *Jy = 6,5 Hz, *ly= 2,2 Hz)
N 4,52(dd, *Js6=3,6 Hz  6,81(dd, *Jg/s= 3,7 Hz . 6,75(dd, *Jy = 6,6 Hz, “Jy = 2,1 Hz);
’ = 1,9 Hz) *Jonn = 2,0 Hz) ’ 6,97(dd, *Jx = 6,6 Hz, )y = 2,1 Hz)
/! /!
108 8,210 4,53(dd, *Js6=3,3Hz  6,83(dd, *Je/s = 3,3 Hz 1154050 6,76(dd, *Jy = 6,8 Hz, “Jy = 2,3 Hz);
’ Yo/ = 2,0 Hz) *Jon = 2,3 Ha) ' 6,99(dd, J = 6,8 Hz, “Jy=2,3 Hz)
/! /!
A 4,54(dd, *Jss=3,3Hz  6,83(dd, *Jg/s= 3,3 Hz s 6,76(dd, )y = 6,9 Hz, *Jy = 2,3 Hz);
’ *Jo/nn = 1,9 Hz) *Jo/un = 2,6 Hz) ’ 7,00(dd, *Jy = 6,9 Hz, *Jy = 2,3 Hz)
/ /
4,25(t,°)
109a  8,61(s) 6,62(d, YJss=3,6Hz) 7,77(d, Jgss= 3,6 Hz) craferz -
=7,1Hz)
4,29(q, )
109b  8,61(s) 6,63(d, 2lss=3,6Hz)  7,79(d, *Jes = 3,6 Hz) (9, dernrons s-
=7,3 Hz)
109c  8,64(s) 6,67(d, Js/s=3,8Hz)  7,83(d, *J¢/s = 3,8 Hz) 5,49(s) -S-
4,04(t, >) 6,76(dd, *Jy = 6,7 Hz, *Jy = 2,2 Hz);
110a  8,25(s) 4,53(d, *lss=3,6 Hz)  6,93(d, *Jg/s = 3,6 Hz) b dapy ( . o )
=7,2 Hz) 6,99(dd, *Jx = 6,7 Hz, *ly= 2,2 Hz)
4,09(q, ) 6,76(dd, *Jy= 6,7 Hz, *lyy= 2,2 Hz);
110b  8,25(s) 4,53(d, Js/s=3,5Hz)  6,95(d, *Jejs = 3,5 Hz) cra/eHs L o
=7,3Hz) 6,99(dd, *Jy = 6,7 Hz, *ly= 2,2 Hz)
s 6,76(dd, *Jy = 6,7 Hz, *Jy = 2,2 Hz);
110c  8,28(s) 4,56(d, *Jss = 3,5 Hz) 6,99 - 7,02(m) 5,29(s)

6,99 - 7,02 (m)

V: 3°-5°/2°-6"; W: 3°/5" bzw. 57/3"; X: 2°-6"/3°-5"; Y: 2°/6" bzw. 67/2";

entsprechend Tabelle 29

-S- gebundener Substituent; Atomnummerierung

Die Verbindungen 108a - j stellen 4-Derivatisierungen des 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidins dar.

Tabelle 31 beinhaltet die Protonenresonanzsignale des Pyrrolopyrimidingrundkorpers und des

unmittelbar in 4-Position gebundenen Anilinrests. Mit den Verbindungen 109a - ¢ und 110a - c
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3 Ergebnisse und Diskussion

beinhaltet die Tabelle zusatzlich die genannten Resonanzsignale aus den N-7-Alkylierungsversuchen
bzw. der resultierenden Produkte. H-2 ist in allen dargestellten Substanzen als Singulett ersichtlich
und liegt infolge isolierter Lage zwischen zwei Stickstoffatomen relativ weit im Tieffeld. Fiir die
4-chlorsubstituierten Verbindungen (107 und 109a - c) liegen die Resonanzsignale im Bereich von
8,57 - 8,64 ppm. Eine entsprechende 4-Substitution mit Anilinen bzw. Benzyloxyanilinen bewirkt
durch verminderten Elektronenzug und positiv mesomeren Effekt der sekundaren 4-Aminogruppe
eine Verschiebung des Signals ins Hochfeld zu 8,20 - 8,33 ppm (vgl. Abb. 58). Fiir Verbindung 108a ist
der Hochfeldshift am geringsten, da die 3’-Trifluoromethylgruppe einen starken Elektronenzug

auslbt.

Verbindung 108f
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Abb. 58: 1H-NMR-Beispielspektrum fur 4-benzyloxyanilinosubstituierte 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine (Verbindung 108f)

Die Auswirkungen von veranderter 4-Substitution sind ebenfalls fiir das Resonanzsignal H-5 zu
beobachten. Generell erscheint H-5 als Dublett oder Doppeldublett je nach Auflésung bzw. Existenz
der vicinalen Kopplung zu H-6 (3J5/6 =3,3 - 4,0 Hz) und der Fernkopplung zu N-7-H (4J5/NH= 1,9 -
2,0 Hz). Fir die 4-chlorsubstituierten Derivate 107 und 109a - c liegt H-5 im Bereich von 6,59 - 6,67
ppm. Auch das stark elektronenziehend substituierte Derivat 108a verschiebt das Doppeldublett von
H-5 ins Tieffeld zu 6,80 ppm. Hingegen bewirkt der positiv mesomere Effekt der
4-aminoderivatisierten Produkte eine Hochfeldverschiebung von H-5 zu 4,52 - 4,77 ppm. Der
Vergleich der Verbindungen 108b und 110a - ¢ wiederum belegt, dass der Effekt der Alkylierungen an
N-7 auf H-5 gering ist, da entsprechendes Resonanzsignal kaum beeinflusst wird. Aufgrund der
groBeren Distanz und des nivellierenden Effekts des benachbarten N-7 sind die Konsequenzen der

4-Substitution flr H-6 deutlich schwacher ausgepragt. So resultieren fiir H-6 ebenfalls Dubletts bzw.
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3.5.6 13C-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Doppeldubletts je nach Auflésung bzw. Vorhandensein der Kopplung zu N-7-H. Fir die
4-Chlorderivate erscheint das Resonanzsignal bei 7,67 - 7,83 ppm, fiir Verbindung 108a bei 7,27 ppm
und die 4-benzyloxyanilinosubstituierten Derivate unterliegen wiederum einem Hochfeldshift zu
6,79 - 7,02 ppm. Tendenziell bewirkt die zusatzliche Alkylierung an N-7 (Verbindung 110a - c) eine

leichte Entschirmung an H-6, da der benachbarte Stickstoff leicht an Elektronendichte verliert.

Die Resonanzsignale der stickstoffgebundenen Protonen N-7-H der Verbindungen 107 und
108a - j resultieren als breite Signale im Tieffeld und unterliegen dem Protonen-Deuteronen-
Austausch. Fir die 4-benzyloxyanilinoanellierten Substanzen erscheinen die Resonanzsignale im
Bereich von 11,46 - 11,58 ppm. 4-Trifluoromethylanilin- oder 4-Chlorosubstitution bewirken durch
Elektronenzug eine Entschirmung dieses Signals zu 11,82 ppm bzw. 12,54 ppm. Fir die 7-alkylierten
Produkte (vgl. "H-NMR-Spektrum 110a Anhang RR) ist unter Position 7 das Resonanzsignal der direkt
an N-7 gebundenen Methylengruppe vermerkt, so dass fiir die 7-Ethylderivate 109b und 110b
Quartettsignale, fiir die 7-Hexylderivate 109a und 110a Tripletts, und fiir die 7-benzylsubstituierten
Substanzen 109c und 110c Singuletts beschrieben sind. Die Protonensignale der sekundaren 4-
Aminogruppe (nicht in Tabelle 31 aufgefiihrt) treten nur in den 4-aminosubstituierten Verbindungen
108a - j und 110a - ¢ auf. Die breiten Resonanzsignale erscheinen im Bereich von 9,57 - 9,72 ppm.
Unter Position 4 werden die Resonanzsignale der Anilinringe beschrieben. Die Produkte 108b - j und
110a - c besitzen infolge para-substituierter Aniline jeweils nur ein Resonanzsignal mit Integral 2 fir
die Protonenpaare H-2" und H-6" bzw. H-3" und H-5". Die Signale liegen im Bereich von 6,75 -
6,82 ppm fir H-3°/H-5" und im Bereich von 6,96 - 7,06 ppm fir H-2°/H-6" und erscheinen als
Doppeldubletts aufgrund vicinaler Kopplung (313'_5'/2'_5 baw. 2-6/3-5 =6,5-6,9Hz) zum anderen
Protonenpaar und der Fernkopplung (Js/sbow2e=2,1-2,3Hz) zum jeweiligen rotations-
symmetrischen Aquivalentproton. Verbindung 108a zeigt vier Protonenresonanzsignale infolge des

meta-substituierten Anilinrings.

3.5.6. 13C-NMR-Untersuchungen 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter
7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Neben den 'H-NMR-Daten wurden ebenfalls *C-NMR-Spektren fur ausgewahlte
Verbindungen erfasst. Tabelle 32 fasst entsprechende Daten der Kohlenstoffatome des 7H-
Pyrrolo[2,3-d]pyrimidingrundkérpers und des unmittelbar gebundenen Anilinrings in Position 4
zusammen. Zur Erhéhung der Zuordnungssicherheit wurde Verbindung 108i zusatzlich im HSQC-
Verfahren vermessen (vgl. Abb. 59). Das HSQC-Spektrum ermdglicht die Zuordnung von
Protonenresonanzsignalen zu Kohlenstoffresonanzen. Somit kann die spezifische Information der
Protonenkopplungsmuster fir die Kohlenstoffzuordnung genutzt werden. Wie in Tabelle 32
ersichtlich sowie infolge hoher Strukturanalogie nachvollziehbar, gibt es fiir die betrachteten
Kohlenstoffresonanzsignale kaum Abweichungen zwischen den Verbindungen. C-2 ist durch isolierte
Lage zwischen zwei Stickstoffatomen relativ stark entschirmt, liefert Resonanz-signale im Bereich von
151,17 - 151,24 ppm und konnte fir Produkt 108i dem Singulett bei 8,22 ppm im "H-NMR-Spektrum
zugeordnet werden. Ahnliche Voraussetzungen sind ebenfalls fiir C-4 und C-7a vorhanden. Da C-4

zusatzlich vom Elektronenzug des 4-Benzyloxyanilinrests entschirmt wird, liegt das Resonanzsignal
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3 Ergebnisse und Diskussion

weiter im Tieffeld bei 157,14 - 157,46 ppm. C-7a liefert ein Signal im Bereich von 156,59 -

156,73 ppm.

Tabelle 32: Darstellung charakteristischer Daten 13C-NMR-Spektren 4-benzyloxyanilinosubstituierter

7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb. C-2 C-4 C-4a C-5 C-6 C-7a C-1 Cc-2’ C-3’ c-4
C-6 C-5’
108b 151,20 157,25 102,96 101,09 121,17 156,63 135,25 130,61 116,40 151,94
108c 151,17 157,31 103,01 101,05 121,35 156,59 135,29 130,51 116,45 151,97
108e 151,18 157,46 103,03 101,04 121,40 156,60 135,06 130,58 116,52 151,97
108f 151,20 157,39 102,96 101,11 121,10 156,66 135,10 130,60 116,41 151,91
108g 151,22 157,16 102,96 101,14 121,08 156,73 135,49 130,53 116,33 151,94
108h 151,24 157,14 102,92 101,15 120,97 156,73 135,43 130,62 116,31 151,91
108i 151,18 157,28 102,99 101,08 121,27 156,62 135,25 130,55 116,44 151,92
108j 151,20 157,25 103,00 101,09 121,22 156,65 135,33 130,61 116,41 151,95
Atomnummerierung entsprechend Tabelle 29
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Abb. 59: 1H-13C-HSQC-KorreIationsspektrum 4-benzyloxyanilinosubstituierte 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine (Verbindung 108i)
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3.5.7 Synthese N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

Die Resonanzen von C-5 bzw. C-6 liegen wesentlich weiter im Hochfeld. Beide Kohlenstoffe
sind Teil des elektronenreicheren Pyrrolrings und somit insgesamt starker geschirmt. So liegen die
Signale fiir C-5 im Bereich von 101,04 - 101,15 ppm, bestatigt durch Zuordnung des Doppeldubletts
bei 4,56 ppm im "H-NMR-Spektrum der Verbindung 108i. Das benachbarte C-6 wird zusatzlich durch
den Elektronenzug von N-7 beeinflusst, resultiert deshalb etwas weiter im Tieffeld bei 120,97 -
121,35 ppm, welches durch Assoziation des Signals mit dem Doppeldublett des *H-NMR-Spektrums
von Substanz 108i bei 6,85 ppm untermauert wird. Ebenfalls relativ weit im Hochfeld befindet sich
C-4a. Dieses lasst sich mit dem hohen Substitutionsgrad und der relativ zentrischen Lage im
Pyrrolopyrimidin erklaren. Tendenziell verursacht der Abschirmungskegel des Aromaten fiir C-4a

zusatzliche Schirmung und Resonanzsignale im Bereich von 102,92 - 103,03 ppm.

Der Anilinring der Benzyloxyanilinsubstituenten zeichnet sich durch Rotationssymmetrie aus,
da er fir alle Verbindungen para-substituiert ist. Daraus resultiert, dass C-2" und C-6" bzw. C-3" und
C-5" nicht unterscheidbar sind und jeweils ein Resonanzsignal mit erhdhter Intensitat erzeugen,
woraus leichtere Identifizierbarkeit innerhalb des *C-NMR-Spektrums folgt. Der positiv mesomere
Effekt des Benzyloxyethers verschiebt das Resonanzsignal von C-3°/C-5" ins Hochfeld zu 116,31 -
116,52 ppm, gestitzt durch die Zuordnung des Doppeldubletts bei 6,78 ppm im *H-NMR-Spektrum
von 108i. Hingegen wirkt das Sauerstoffatom der Etherbriicke direkt an C-4" eher lber Elektronenzug
und somit entschirmend. Die Resonanzsignale fiir C-4" liegen folglich im Bereich von 151,91 -
151,97 ppm. Fur C-2°/C-6" und C-1" scheint v.a. der Elektronenzug der sekunddren Aminogruppe
wirksam, so dass fiir C-2°/C-6" Resonanzsignale im Bereich von 130,53 - 130,62 ppm und fiir C-1" bei
135,06 - 135,49 ppm resultieren. Die Assoziation des Doppeldubletts bei 7,01 ppm im "H-NMR-
Spektrum der Verbindung 108i mit dem Resonanzsignal bei 130,55 ppm im “*C-Spektrum stiitzt die

gewahlte Zuordnung.

3.5.7. Synthese N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-
5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

Als Vergleichssubstanz fiir die 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine wurde ebenfalls ein substituiertes
5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin synthetisiert (vgl. Abb. 60). Fir die Bewertung des Wechselwirkungs-
potenzials des Pyrrolstickstoffs mit der ATP-Bindungstasche von RTKs ist dessen Position bzw.
Ausrichtung von hoher Relevanz. Im Wesentlichen kann man die synthetischen Zugange zum Produkt
in zwei Varianten unterteilen. Einerseits ausgehend vom 5,6-disubstituierten Pyrimidin und
andererseits ausgehend vom substituierten Pyrrol unter Ringschluss zum Pyrrolopyrimidin sind
jeweils verschiedene Verfahren beschrieben. Nach Literaturrecherche lasst sich zusammenfassend
sagen, dass Synthesen ausgehend vom substituierten Pyrimidin vielschrittiger und ineffizienter sind.
Hingegen besteht die von FURNEAUX et al. veroffentlichte Synthese bis zur Darstellung des 3,5-
Dihydro-4H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-ons (112) im Wesentlichen aus zwei Syntheseschritten und ist
mit einer moderaten Gesamtausbeute von 45,1% beschrieben. Dazu wurde zunachst 3-
Oxopropannitril in situ aus seinem Isomer Isooxazol erzeugt, da dieses weder stabil noch kauflich zu
erwerben ist. Unter Rithren und Kihlung auf 0 °C wurde Isooxazol wasserfreie ethanolische NaOEt-
Losung zugesetzt. Die exotherme Umwandlung wurde unter einer Reaktionstemperatur von 8 °C

gehalten. Uber Zugabe von Essigsdure und Natriumacetat wurde anschlieRend ein gepufferter pH-
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3 Ergebnisse und Diskussion

Wert im schwach sauren Bereich generiert, welcher der Kompensation der leicht Gberschissig
eingesetzten Base NaOEt diente und zuséatzlich nachfolgende Kondensationsreaktion beginstigte.
Das nachfolgend hinzugegebene Hydrochlorid von Diethylaminomalonat reagierte als
Stickstoffnucleophil mit der Carbonylgruppe des in situ gebildeten 3-Oxopropannitrils. Die
Kondensationsreaktion fiihrte unter Rihren bei Raumtemperatur fir 2d zum anzunehmenden
Zwischenprodukt Diethyl-2-((2-cyanovinyl)amino)malonat, welches aber nicht isoliert wurde. Die
Entstehung der Enaminstruktur wird durch Ausbildung von konjugierten Mehrfachbindungen
begiinstigt. Nach Entfernung aller Losungsmittelriickstdnde im Vakuum wurde das Rohprodukt in
Wasser aufgenommen und mit Chloroform extrahiert, um polare Verunreinigungen zu entfernen.
Nachgehend wurde die organische Phase (ber ein Celite®-Pad filtriert und im Vakuum zur Trockene
eingeengt. Das Olige Produkt wurde in 0,5 M wasserfreier ethanolischer NaOEt-L6sung durch
Cyclisierung zum Ethyl-3-amino-1H-pyrrol-2-carboxylat 111 umgesetzt. Ethanolat fiihrte dabei zur
Deprotonierung des durch Dicarboxylethylester stark elektronenziehend substituierten Kohlenstoffs,
welches diesen zum nucleophilen Angriff am Nitrilkohlenstoff befahigte. Nach Entfernung des
Lésungsmittels im Vakuum konnte (iber Extraktionsschritte ein gelbes Ol in hinreichender Reinheit

fir die weitere Umsetzung erzeugt werden.
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Abb. 60: Synthese von N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin. Reagenzien und Bedingungen: (a)
1,1 eq. NaOEt; EtOH; <8 °C; 0,5 h (b) 0,7 eq. NH,CH(CO,Et),; 0,7 eq. NaAc; 0,3 eq. HAc; r.t.; 2 d (c) 0,7 eq. NaOEt; EtOH; r.t.;
3 d (d) H,NCH=NH; EtOH; reflux; 16 h (e) 7,2 eq. POCl;; reflux; 1 h (f) 5,0 eq. 3-(Trifluoromethyl)anilin; NMP; 135 °C; 3,5 h
Nach Losen von Verbindung 111 in trockenem Ethanol wurde dem Reaktionsansatz
Formamidinacetat zugesetzt. Formamidin reagierte dabei bifunktional. Einerseits fand Aminolyse der
vorhandenen Carboxylesterstruktur statt, andererseits reagierte die 3-Aminogruppe des Pyrrols am
Amidinkohlenstoff. Die Reaktion fand unter Erhitzen des Ansatzes zum Rickfluss flir 16 h statt. Das
Produkt konnte nach Abkihlen des Reaktionsansatzes auf 0 °C als Prazipitat gewonnen werden und
wurde durch einen Waschschritt mit Ethanol und Umkristallisation in Wasser gereinigt. Es entstand
3,5-Dihydro-4H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on 112 als beiger Feststoff in guter Ausbeute von etwa
55 %. Die nachfolgende 4-Chlorierung erfolgte analog den anderen Bicyclen in POCIl; unter Erhitzen

zum Riickfluss. Nach der Reaktion wurde unter Kithlung der Uberschuss an POCl; mit 25-prozentiger
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3.5.8 Strukturbeleg N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

wassriger NH3-Losung abreagiert und ein pH von 7 - 8 eingestellt. Aus der wassrigen Losung
prazipitierte 4-Chloro-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin 113 als gelbes Pulver. AnschlieBend wurde die
Verbindung in nucleophiler Substitutionsreaktion unter Bedingungen nach AAV 1 mit 3-
(Trifluoromethyl)anilin  umgesetzt. Das Produkt N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-5H-pyrrolo[3,2-
d]pyrimidin-4-amin 114 entstand in etwa 59-prozentiger Ausbeute als beiger Feststoff und dient als

Vergleichssubstanz der 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidine.

3.5.8. Strukturbeleg N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-
5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

Auf der Basis der Literaturdaten zur Struktur konnten die Verbindungen 111 - 113 erfolgreich
reproduziert werden. Tabelle 33 enthélt vergleichend eigene experimentelle Daten und Literatur-
belege verschiedener analytischer Methoden zu Verbindung 113, welches die Identitdt der Substanz

als Ausgangspunkt eigener Derivatisierungen mit hoher Sicherheit bestatigt.

Tabelle 33: Vergleich Literaturdaten und exp. Messdaten als Strukturbeleg fir Verbindung 113

Exp. Messdaten Verbindung 113 Literaturdaten:
4-Chloro-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin

344

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): 6,74 (d, *J;6= 3,0 Hz, (300 MHz, DMSO-dg): 6,72 (dd, *J;/6= 3,5 Hz,

[6inppm]  1H, H-7); 7,99 (d, *Js/7= 3,0 Hz, 1H, H-6); 1= 1,7 Hz, 1H, H-7); 7,97 (dd, *Jg/7= 2,8 Hz,
8,63 (s, 1H, H-2); 12,45 (br, 1H, N-5-H, with  *J¢uy = 2,8 Hz, 1H, H-6); 8,61 (s, 1H, H-2); 12,43 (br,
D,0 exchangeable) 1H, N-5-H, with D,0 exchangeable)

Bc-NMR (100 MHz, DMSO-dg): 102,61 (C-7); 124,18  >*(75 MHz, DMSO-dg): 102,7 (C-7); 124,3 (C-4a);

[6inppm]  (C-4a); 134,63 (C-6); 141,97 149,48 151,21  134,8 (C-6); 142,1 149,6 151,3 (C-2, C-4, C-7a)
(C-2, C-4, C-7a)

MS [m/z] MS-ESI: 154,55 [M+H]"

Schmelz- 192-194°C

bereich

*MS-FAB: 154,0 [M"+H]

¥1191-193 °C

Fur die "H-NMR-spektroskopischen Messdaten ist festzuhalten, dass KAMATH et al. fiir H-5
und H-6 noch eine zuséatzliche Kopplung zum stickstoffgebundenen Proton N-5-H beobachten konnte.
Eventuell wurde die Kopplung in unseren Messungen aufgrund der kleinen Kopplungskonstante nicht
aufgelost oder fand infolge eines vergleichsweise schnellen Protonen-Deuteronen-Austauschs nicht
statt. Chemische Verschiebung und Kopplungsmuster der Resonanzsignale belegen aber mit
hinreichender Sicherheit die Identitdt der Verbindung. Nachfolgend wurde nur eine 4-Derivatisierung
vorgenommen, so dass in Tabelle 34 die "H-NMR-Daten von Verbindung 114 (vgl. auch Abb. 61) und
dem bestatigten Edukt 113 dargestellt sind.

Aufgrund der isolierten Lage zwischen zwei Stickstoffatomen kommt es fiir H-2 nicht zur
Kopplung mit anderen Protonensignalen. Der entschirmende Effekt der Stickstoffatome verursacht
eine Lage der Signale im Tieffeld bei 8,63 ppm bzw. 8,41 ppm. Die 4-Substitution mit
3-(Trifluoromethyl)anilin bewirkt durch positiv mesomeren Effekt der Aminogruppe einen leichten

Hochfeldshift, dem aber der starke Elektronenzug des Anilins entgegenwirkt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 34: Darstellung charakteristischer Daten 1H-NMR-Spektren 4-substituierter 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidine

Chemische Verschiebung 6 in ppm

Verb. Pos. 2 Pos. 5 Pos. 6 Pos. 7 Pos. 4
NH NH(R-Ph)
113 8,63 (s) 12,45 (br) 7,99 (d, 6,74 (d, = =
Uo=3,0Hz)  lye=3,0Hz)
114  8,41(s) 11,10 (br) 7,71 (t, 6,51 (dd, 9,53 (br)  7,35(d, *lys = 7,8 Hz); 7,60 (t,

3J6/7bzw.NH =2,9 Hz)

3J5'/4'bzw.6' = 8,2 Hz); 8,05 (d, 3-]6'/5’ =
8,2 Hz); 8,38 (t, *J3/4 baw.s = 2,0 Hz)

3-]7/6: 2,9 Hz
o= 1,8 Hz)

Atomnummerierung entsprechend Abb. 60

N

8.061
8043

-

Verbindung 114
CF,
NH
H
N7 N
N’
N
C-4-
NH
N-5-H

9.2 9.0

86 8.4 82 8.0

88
f1 (ppm)

Abb. 61: 1H-NMR-BeispieIspektrum flr 4-anilinsubstituierte 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidine (Verbindung 114)

Eine analoge Betrachtung lasst sich auf das breite Resonanzsignal des stickstoffgebundenen Protons

N-5-H Ubertragen. Es resultiert ein Hochfeldshift um 1,35 ppm durch die sekundare 4-Aminofunktion.

Entsprechend der groBeren Distanz und des nivellierenden Effekts von N-5 ist die Auswirkung der
veranderten 4-Substitution fir H-6 und H-7 schwacher. Fir H-6 bewirkt der Wechsel von 4-Chlor- zu
4-(3-(Trifluoromethyl)anilin)substitution einen Hochfeldshift um rund 0,3 ppm. Fir H-7 ist der Effekt

mit einer Abschirmung um etwa 0,2 ppm noch etwas geringer. Interessanterweise ist in Verbindung

114 die zuvor beschriebene Kopplung zum stickstoffgebundenen Proton N-5-H fiir H-6 und H-7
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3.6 In-vitro-Testung an Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)

beobachtbar. Aufgrund nahezu gleicher Kopplungskonstante (3J6/5bZW.NH = 2,9 Hz) ist H-6 im Spektrum
als Triplett sichtbar. Fir H-7 resultiert ein Doppeldublett durch vicinale Kopplung zu H-6
(3J7/6=2,9 Hz) und Fernkopplung zu N-5-H (4J7/NH = 1,8 Hz). Als weitere Resonanzsignale sind im
Spektrum der Verbindung 114 die vier Signale des meta-substituierten Anilinrings und der

zugehorigen sekundaren Aminfunktion sichtbar.

3.6. In-vitro-Testung an Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)

3.6.1. Erster Entwicklungszyklus: 4- und 4,7-disubstituierte
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

S X > Ri
Tabelle 35: 4-benzylaminsubstituierte HN | /<
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
R2 N =
Verb- X R]_ Rz | )\
=
22 CH, H H N N NH,
23a CH, H CH;
24 CH, H OCH; Im Sinne einer Erstevaluierung des
25 CH, H al Inhibitionspotenzials der 9H-Pyrimido[4,5-
26 CH, H Br blindol-6-ole an gewiinschten  RTKs
27 CH, 4-CH3 H wurden die Verbindungen 22 - 52 (vgl.
28a CH; 4-CH; CHs Tabelle 35 und Tabelle 36) gegen zwei aus
29 CH, 4-Cl H drei RTKs (EGFR, VEGFR2, IGF-1R) getestet.
29a CH, 4-d CH; Wie im einleitenden Teil beschrieben,
30 CH 3-Cl H
2 besitzen alle drei RTKs Relevanz im
31a CH, 3-Cl CHs , o
Tumorigeneseprozess. Fir jede Substanz
32 CH, 4-OCH; H
332 CH, 4-0CH, CH, wurde als zentraler Vergleichspunkt die
34 CH, 3-0CH; H inhibitorische Wirkung gegen EGFR wt
35 CH, 2-OCH; H bestimmt. Alle getesteten Substanzen des
36a CH, 3-OCH,4 CH,4 ersten Entwicklungszyklus sind
37 CH, 3,4-di-OCH; H 4-benzylamin- oder 4-anilinosubstituierte
38 ($)-(CH3)CH H H Verbindungen mit oder ohne zusitzliche
39 ()-(CH5)CH H OCH, 7-Substitution. Die bestimmten ICsp- und
40 IH(ETRE H H Ki-Werte fir die folgende Bewertung sind
41 CH,CH, H

in Tabelle 37 dargelegt.

Bei Vergleich der Verbindungen 22 - 26 fillt auf, dass die verschiedenen 7-Substitutionen auf die
EGFR-inhibitorische Wirkung eher einen geringen Einfluss besitzen. Die 7-halogenderivatisierten
Verbindungen 25 und 26 besitzen eine etwa zweifach bessere Hemmwirkung auf EGFR, verglichen
mit der 7-unsubstituierten Verbindung 22. Im Gegenzug bewirkt die zusatzliche 7-Substitution einen
Verlust der Inhibitorwirkung gegen VEGFR2. Wahrend die 7-unsubstituierte Verbindung 22 noch
moderate inhibitorische Wirkung erzielt (K; = 2,76 uM), fihrt der 7-Methoxysubstituent (Verbindung

24) bereits zu 5fach verschlechterter Inhibition. Fiir 7-Chloro- und 7-Bromosubstituenten kommt es
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3 Ergebnisse und Diskussion

zum kompletten Verlust des
Inhibitoreffekts. Der damit beobachtete Tabelle 36: 4-anilinosubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole
Zuwachs an Selektivitat zugunsten EGFR ist ~ Verb. R.
potenziell nutzbar fiir eine Profilierung des 42 3-Cl,4-F
Inhibitors. Der  beschriebene  Effekt 43 3,5-di-Cl ~ iR
gegeniiber VEGFR2 ist ebenfalls fiir das 44 4-OCH; HO N T
Verbindungspaar 38 und 39 beobachtbar. 45 3-OCH,
Der Effekt zusatzlicher 7-Substitution auf 46a 3-NO, | NN
die inhibitorische Wirkung gegen IGF-1R 47a 3-CFs N /)\
kann anhand der Verbindungspaare 30 a8 7 H N Wi
und 31a bzw. 32 und 33a bewertet >0 3-d

52 3-Br

werden. Fiir beide Substanzpaare gilt, dass

die zuséatzliche 7-Methylierung einen 5- bzw. 3fachen Affinitatsverlust gegeniliber IGF-1R bewirkt.

In Abweichung zu den vorher genannten Verbindungen findet der Affinitdtsverlust hier auch
gegeniber EGFR statt. Eine mogliche Ursache liegt in einer verdnderten Orientierung in der ATP-
Bindungstasche infolge der unterschiedlichen 4-Substitution. Zieht man weiterhin die Produktpaare
27 und 28a, 35 und 36a sowie 29 und 29a zur Betrachtung heran, so flihrt die zusatzliche 7-
Methylierung bei den ersten beiden Paaren zu 7fachen bzw. 2fachen Aktivitatsverlust gegeniber
EGFR. Beim dritten Verbindungspaar hingegen bleibt die inhibitorische Wirkung nahezu konstant. Im
Weiteren resultiert aber fiir alle drei Verbindungspaare ein Affinitatsverlust gegentiber VEGFR2 durch
zusatzliche 7-Methylierung. Zusammenfassend betrachtet scheint der 7-Substituent kritische
Auswirkung auf die Affinitdt zu VEGFR2 auszuliben. Gegeniiber IGF-1R ist ebenfalls eine negative
Auswirkung der 7-Methylsubstitution zu beobachten, jedoch scheint der Effekt weniger erheblich.
Firr die Wirkung auf EGFR scheint der Effekt der 7-Derivatisierung unklar bzw. abhangig von weiteren
Faktoren wie der 4-Substitution. Da tendenziell aber sogar eine Affinitatsverbesserung mit 7-
Halogensubstituenten moglich war, kann Position 7 als Adressat flir Selektivitatsprofilierung gegen-
Uber den RTKs dienlich sein. Zuklnftige Arbeiten sollten groRere 7-Derivatisierungsvielfalt nutzen,
um tiefergehende Beobachtungen zu erhalten. Bei Betrachtung der 4-Substitution bzw. deren
Einfluss auf die Inhibitorwirkung gegeniiber EGFR lasst sich sagen, dass fiir 4-benzylaminsubstituierte
Verbindungen (22 - 41) eine zusatzliche 4’-Substitution (Methyl-, Methoxy-, Chlor-) des Benzylamins
zu leichtem Aktivitatsverlust (1,2 - 1,4fach) fiihrt, welcher unabhangig von der Art des Substituenten
zu sein scheint. Die sterische Begrenzung der hydrophoben Region der ATP-Bindungstasche ist
potenziell ursachlich fiir diese Beobachtung. Generell scheint die Verwendung von
Methoxysubstituenten eher negativ und resultiert in Affinitatsverlusten. So kann fir die
3’-Methoxyderivatisierung (34) ein 1,8facher, fir 2’-Methoxysubstitution (35) ein 2,6facher und fir
3’,4’-Dimethoxysubstitution (37) ein 5,2facher Affinitatsverlust beobachtet werden, verglichen zu 22.
Bei Verwendung eines 3’-chlorsubstituierten Benzylaminrests kann eine ca. 2,5fache Affinitats-
steigerung erzielt werden, so dass die 3'-Derivatisierung des Benzylamins als am vorteilhaftesten
bezeichnet werden kann. Die in stereokonservativer Synthese entstandenen S-Enantiomere 38 und
39 zeigen leichte Aktivitatssteigerung gegentiber ihren Racematen 22 und 24. Hingegen resultiert flr

das R-Enantiomer 40 ein Aktivitatsverlust.
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3.6.1 Erster Entwicklungszyklus: 4- und 4,7-disubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Tabelle 37: Darstellung I1C5o- und Ki-Werte fiir RTKs EGFR wt, VEGFR2 und IGF-1R der Verbindungen 22 - 52

Verb EGFR wt mean VEGFR2 mean IGF-1R mean

T GeWM) KM ICeM) KM ICo(M) Ki(aM)
22 8,82 0,69 15,08 2,76 n.b. n.b.
23a 8,07 0,63 26,39 4,83 n.b. n.b.
24 7,66 0,60 73,26 13,41 n.b. n.b.
25 3,42 0,27 n.a. n.a. n.b. n.b.
26 4,68 0,36 n.a. n.a. n.b. n.b.
27 10,29 0,80 17,79 3,26 n.b. n.b.
28a 71,00 5,53 n.a. n.a. n.b. n.b.
29 10,33 0,80 17,67 3,23 n.b. n.b.
29a 9,52 0,74 n.a. n.a. n.b. n.b.
30 3,69 0,29 n.b. n.b. 14,82 2,13
31a 11,31 0,88 n.b. n.b. 75,93 10,93
32 12,16 0,95 n.b. n.b. 25,48 3,67
33a 69,52 5,42 n.b. n.b. 83,50 12,02
34 15,81 1,23 21,83 3,99 n.b. n.b.
35 23,35 1,82 6,01 1,10 n.b. n.b.
36a 50,42 3,93 39,57 7,24 n.b. n.b.
37 46,01 3,58 60,51 11,07 n.b. n.b.
38 6,50 0,51 22,70 4,15 n.b. n.b.
39 5,84 0,46 77,86 14,25 n.b. n.b.
40 11,41 0,89 10,59 1,94 n.b. n.b.
41 7,95 0,62 24,39 4,46 n.b. n.b.
42 17,43 1,36 55,95 10,24 n.b. n.b.
43 n.a. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.
a4 12,98 1,01 n.b. n.b. 22,08 3,18
45 1,86 0,15 20,71 3,79 n.b. n.b.
46a 1,37 0,11 7,88 1,44 n.b. n.b.
47a 1,29 0,10 35,16 6,43 n.b. n.b.
48 5,89 0,46 29,87 5,47 n.b. n.b.
50 2,11 0,16 n.b. n.b. 19,43 2,80
52 1,39 0,11 18,08 3,31 n.b. n.b.

n.b. nicht bestimmt; n.a. K; bzw. IC55 > 1000 uM

Durch Verlangerung des Alkyllinkers zwischen tricyclischen Grundkorper und Phenylring zu
einer Ethylkette (41) resultiert im Wesentlichen kaum ein Aktivitatsunterschied. Hingegen scheint
durch Verwendung von 4-Anilinsubstituenten ohne zusatzlichen Alkyllinker eine generelle
Aktivitatssteigerung stattzufinden. Besonders 3’-substituierte Aniline (Verbindung 45 - 52) eignen
sich als 4-Substituenten gegeniiber EGFR und erzielen Affinitatssteigerungen von Faktor 1,5
(Verbindung 48) bis ca. Faktor 6,5 (Verbindung 46a, 47a, 52). Dabei scheint eine gewisse sterische
GroRe des 3'-Substituenten vorteilhaft fir die Wechselwirkung zur Bindungstasche, da es sich
prinzipiell um Substituenten des gleichen Typs, namlich H-Briicken-Akzeptoren, handelt. Die besten

Verbindungen erzielen dabei Inhibitionskonstanten K; im oberen nanomolaren Bereich (100 -
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3 Ergebnisse und Diskussion

110 nM). Mehrfachsubstitutionen des Anilinrings (Verbindung 42 und 43) scheinen im Vergleich eher
nachteilig. Fur Verbindung 43 wurde sogar ein kompletter Affinitdtsverlust gegeniber EGFR
gemessen. Ebenfalls von Nachteil scheint eine 4’-Derivatisierung des Anilins, so besitzt Verbindung

44 im Vergleich zum 3’-Analogon Verbindung 45 7fach schlechtere Aktivitat.

Bei der Bewertung der 4-Substitution der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-ole gegenliber anderen
RTKs (VEGFR2 und IGF-1R) konnten folgende Beobachtungen gemacht werden. Eine generelle
Bevorzugung von 4-Benzylamin- oder 4-Anilinsubstitution gegenliber VEGFR2 ist nicht erkennbar. Im
Umkehrschluss bedeutet dieses, dass flir Selektivitatssteigerung gegenliber EGFR Anilinderivate
glnstiger sind. Innerhalb der 4-benzylaminoanellierten Verbindungen bewirkt sowohl 4’-Substitution
(Verbindung 27 und 29) als auch 3’-Substitution (Verbindung 34) einen leichten Affinitatsverlust
gegeniber VEGFR2. Starker ist der Aktivitatsverlust fur die 3°,4"-dimethoxysubstituierte Verbindung
37. Hingegen kann fir die 2’-Methoxyverbindung 35 eine 2,5fache Steigerung der Aktivitdt gemessen
werden. Bezogen auf die sterische Ausrichtung ist der Trend fiir VEGFR2 invers zu dem erfassten fir
EGFR. Fir das S-Enantiomer (Verbindung 38) kann ein 1,5facher Aktivitatsverlust beobachtet werden,
hingegen verzeichnet das R-Enantiomer (Verbindung 40) eine 1,5fache Steigerung, verglichen zu
Verbindung 22. Innerhalb der 4-anilinosubstituierten Verbindungen der 9H-Pyrimido[4,5-blindol-6-
ole sind die schlechtesten Inhibitorkonstanten gegeniiber VEGFR2 fir die disubstituierten
Anilinderivate 42 und 43 zu verzeichnen. Alle weiteren getesteten 4-Anilinderivate besitzen 3’-
Substitution und liefern moderate Aktivitditen im Bereich von K; 1,44 - 6,43 uM. Mit einer
Gesamtschwankungsbreite flir 7-unsubstituierte Derivate von Faktor 7,7, welches sowohl
4-benzylamin- als auch 4-anilinsubstituierte Verbindungen umfasst, scheint die bisherige Auswahl an
4-Derivatisierungen relativ indifferent bezlglich der VEGFR2-Inhibition. Daraus resultiert, dass
verschiedenartigere oder andersartige 4-Substituenten fiir eine Selektivitatsprofilierung gegentiber
VEGFR2 notwendig sind.

Gegenilber der RTK IGF-1R wurden insgesamt 6 Verbindungen getestet. Daher muss die
Aussagekraft der Beobachtungen noch durch weitere Messdaten untermauert werden. Sowohl 4-
anilino- als auch 4-benzylaminosubstituierte Verbindungen kénnen dhnliche Inhibitionskonstanten
erzielen, so dass keine Bevorzugung einer Produktklasse zu sehen ist. Fiir beide Klassen liefern die 4'-
methoxysubstituierten Derivate 32 und 44 die geringfligig schlechteren Inhibitionswerte, verglichen
mit ihren 3’-Chloranaloga 30 und 50.

3.6.2. Zweiter Entwicklungszyklus: 4- und 4,6-disubstituierte 9H-Pyrimido-

[4,5-b]indol-6-0le ohne bzw. mit alternativer 2-Substitution

Nachdem bezogen auf EGFR 4-anilinosubstituierte Verbindungen als inhibitorisch aktiver
identifiziert wurden, konnten weitere Konzepte wie 2- und 6-Derivatisierung synthetisch umgesetzt
werden. Die Erweiterung des 4-Anilinsubstituenten zum 4-Benzyloxyanilinrest zur potenziellen
Adressierung der allosterischen Region der ATP-Bindungstasche war ebenfalls Teil der synthetischen
Weiterentwicklung. Die weitergehenden Modifikationen bzw. die daraus resultierenden

Verbindungen 49 - 87 wurden in einer zweiten Testreihe auf ihre inhibitorische Potenz gegen die

129



3.6.2 Zweiter Entwicklungszyklus: 4- und 4,6-disubstituierte 9H-Pyrimido-[4,5-bJindol-6-ole ohne bzw.

mit alternativer 2-Substitution

RTKs EGFR und PDGFRp gepriift (vgl Tabelle 40). Wie im theoretischen Teil beschrieben, ist PDGFR

ebenfalls relevanter Signaltransduktor entarteter Tumorbiologie.

Tabelle 38: 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierte

9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole ohne/mit 2- oder 6-Derivatisierung

Verb. R; R, R;
49 4-Cl OH NH,
51 4-Br OH NH,
53 4-OCH,CH3 OH NH,
54 3-OCH,CHs; OH NH,
55 4-OCH(CH3), OH NH,
56 3-OCH(CHs), OH NH,
57 4-C=CH OH NH,
58 3-C=CH OH NH,
60 4-(OCH,(3-FPh)) OH NH,
61 4-(0OCH,(3-OCH;Ph)) OH NH,
62 4-(OCH,(4-OCHsPh)) OH NH,
65 3-Cl,4-(OCH,(4-OCH;Ph)) OH NH,
70 NHBn OH
71 3-CF; OH
72 4-(OCH,(3-FPh)) OH
73 3-CF, OCH, NH,
77 3-CF, OCH(CHs), NH,
79 3-CF, OBn NH,
87 3-CF3 OC(=0)C=CPh NH,

Tabelle 39: 6- bzw. 4-anilinsubstituierte 9H-Purin-6-amine bzw. 5H-

Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amine

Verb. X Y R;
101a N N 3-CF3
101b N N 3-Cl

114 N C 3-CF3

HN

X \
<\ N

A

T Ri

Iz
3

Die Verbindungen 49 - 58 sind

ebenfalls den  4-anilinosubstituierten
9H-Pyrimido-[4,5-b]indolen zuzurechnen.
Damit kénnen einerseits erkannte Trends
bzgl. der Anilinsubstitution und der
assoziierten Inhibitorwirkung gegeniber
EGFR abgesichert werden, andererseits
kann eine allgemeine Affinitats-
untersuchung zu PDGFRp als vierte Kinase
stattfinden. So ldsst sich fir EGFR die
zuvor beobachtete Praferenz gegeniber
3’-substituierten Anilinderivaten der 9H-
Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole grofStenteils
die 3’- 4'-
chlorsubstituierten Verbindungen 50 bzw.
49 ist der Affinitatsunterschied 5,2fach,
fur die 3'-
Analoga 52 und 51 4,2fach und fiir die 3'-

bzw. 4’-ethoxyderivatisierten Substanzen

bestatigen. Fir bzw.

bzw. 4’-bromsubstituierten

54 und 53 5,1fach zugunsten der meta-

substituierten Produkte. Hingegen kommt

es fiir die 3'- bzw. 4’-isopropyloxysubstituierten Analoga 56 und 55 zur Umkehr des bevorzugten

Substitutionsmusters. Die Paraverbindung zeigt eine etwa 1,4fach bessere Inhibitionskonstante fir

EGFR. Die sterisch kleineren Ethinylsubstituenten der Verbindungen 57 und 58 zeigen wieder eine

2,7fach bessere Hemmung durch das Metaderivat. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass EGFR

kleine bis mittelgrofle Substituenten in Position 3" des Anilins am besten toleriert und groRRere Reste

wie z.B. die Isopropoxygruppe (56) zu Affinitatsverlusten fiihren. In Position 4" hingegen werden eher

volumindse und lipophile Substituenten toleriert, welche ebenfalls submikromolare Aktivitdten an

EGFR wt erreichen. Die synthetisierten 4-benzyloxyanilinosubstituierten Verbindungen 60 - 65 eignen

sich gut fur die weitere Untersuchung der Beobachtung, da sie einerseits tber den 4’-Benzyloxyrest
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3 Ergebnisse und Diskussion

zu VergroRerung des lipophilen 4°-Substituenten fiihren und andererseits die Kombination mit dem
mittelgroen favorisierten 3’-Chlorsubstituenten (Verbindung 65) erméglichen. Die 3" -substituierten
4-Benzyloxyanilinoverbindungen 60 und 61 ohne 3’-Chlorderivatisierung zeigen eine maligebliche
Affinitatsverbesserung gegeniiber EGFR. Es resultieren Inhibitionskonstanten K; von 170 nM bzw.
130 nM. Verglichen damit zeigt die 4°’-substituierte Verbindung 62 mit einem K; von 400 nM
schlechtere Inhibition. Kombiniert man ein meta-chlorsubstituiertes Anilin mit einem para-
substituierten Benzyloxyrest (Verbindung 65) Idsst sich die Inhibition 4fach auf einen K; von 100 nM
verbessern. Eine Untersuchung der Hemmung durch Kombination von meta-substituierten Anilin und

meta-derivatisierten Benzyloxyrest ist empfehlenswert.

Tabelle 40: Darstellung 1C5o- und Ki-Werte fiir RTKs EGFR wt und PDGFRP der Verbindungen 49 - 114

EGFR wt mean PDGFRB mean EGFR wt mean PDGFRB mean
Verb. Verb.
ICso (UM) K (M) IC5o (UM)  K; (M) ICso (M) Ki (UM)  1Cs (M) K; (UM)

49 8,59 0,67 n.a. n.a. 70 6,09 0,47 n.a. n.a.
51 5,95 0,46 52,36 3,23 71 n.a. n.a. 73,53 4,54
53 11,75 0,92 31,02 1,91 72 2,36 0,18 59,41 3,67
54 2,27 0,18 n.a. n.a. 73 n.a. n.a. n.a. n.a.
55 7,18 0,56 31,45 1,94 77 n.a. n.a. n.a. n.a.
56 9,77 0,76 44,63 2,75 79 n.a. n.a. n.a. n.a.
57 5,27 0,41 n.a. n.a. 87 0,77 0,06 n.a. n.a.
58 1,87 0,15 57,21 3,53 101a 14,20 1,11 n.a. n.a.
60 2,13 0,17 1,31 0,08 101b 1,80 0,14 2,02 0,12
61 1,65 0,13 3,39 0,21 114 1,21 0,09 n.a. n.a.
62 5,18 0,40 1,17 0,07
65 1,29 0,10 3,46 0,21

n.b. nicht bestimmt; n.a. K; bzw. ICs, > 1000 uM

Bei den getesteten Produkten 73 - 87 handelt es sich um Untersuchungen der 6-Substitution
der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole. Die drei 6-alkoxyderivatisierten Verbindungen 73 - 79 zeigen keinerlei
Aktivitdat an EGFR, infolgedessen wurde unmittelbar nach Erhalt der Screeningergebnisse die
6-Modifikation mit Alkylethern eingestellt. Der Sachverhalt, dass selbst die 6-Methylierung der
Hydroxygruppe zum vollstandigen Affinitatsverlust fihrt, war zunachst lGberraschend, kann aber mit
den Polaritatsverhéaltnissen innerhalb der ATP-Bindungstasche erklart werden. Die Polaritat der
6-Hydroxyfunktion ist essentiell fir die Wechselwirkung mit der hydrophilen Solventregion bzw. auch
fr die Bindung an zugehorige Aminosauren. Die lipophilen 6-Ethermodifikationen, besonders 77 und
79, fuhren zu unvorteilhaften Wechselwirkungen und reduzierter Affinitdt zum Rezeptor. Die 6-
carboxylsubstituierte Verbindung 87 nutzt den beschriebenen Sachverhalt, denn die polare
Carboxylestergruppe kann innerhalb der polaren Solventregion wechselwirken. Gleichzeitig flihrt der
lipophile Zimtsaurerest nicht zu einem Aktivitatsverlust und es ergibt sich eine Inhibitionskonstante K;
von 60 nM. Moglicherweise orientiert sich der lipophile Anteil des Zimtsdureesters aufgrund seines

flexiblen Linkers vorteilhaft innerhalb der Solventregion. Der mogliche Effekt der ungesattigten
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3.6.2 Zweiter Entwicklungszyklus: 4- und 4,6-disubstituierte 9H-Pyrimido-[4,5-bJindol-6-ole ohne bzw.
mit alternativer 2-Substitution

Doppelbindung fiir eine irreversible Inhibition kann nicht Uber die gemachten Untersuchungen

abgeschatzt werden.

Die Verbindungen 101a - b und 114 sind die bicyclischen Aquivalentverbindungen, die zum
Testzeitraum verfligbar waren. Fir beide Bicyclen gilt, dass eine messbare Affinitat gegenliber EGFR
vorhanden ist. Wahrend das 3’-(trifluoromethyl)anilinsubstituierte Purin 101a vergleichsweise
schlechte Inhibitionswerte erreicht, kann das 3'-Chlorodquivalent 101b einen K; von 140 nM erzielen
und liegt damit in einem &dhnlichen Bereich wie das vergleichbare 9H-Pyrimido[4,5-blindol. Dagegen
weist 101a, verglichen mit seiner Analogsubstanz 47a, einen ca. 11fach schlechteren Inhibitionswert
auf. Weiterhin interessant ist, dass das 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin 114 ebenfalls wesentlich bessere
Hemmwerte als sein Purinanalogon 101a erzielt. In der Summe wiederum bedeutet das, dass
wahrscheinlich aus dem zusatzlich anellierten Phenylring der 9H-Pyrimido[4,5-blindole kein negativer
Effekt fir die Hemmung an EGFR resultiert. Darliber hinaus kann die Verwendung von 5H-

Pyrrolo[3,2-d]pyrimidinen bzw. den entsprechenden 5H-Pyrimido[5,4—b]indolen346

als moglicher
Ansatz flir weitere Synthesereihen gesehen werden, da die Neuausrichtung des Indolstickstoffs eine
verbesserte Rezeptor-Inhibitor-Wechselwirkung ermoglichen konnte. Fir eine abschlieRende
Bewertung der Thematik braucht es jedoch weitere Vertreter der bereits getesteten
Verbindungsklassen und zusatzlich eine Bestimmung der Inhibitionswerte der analog substituierten

7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine.

Aus den ermittelten Inhibitionskonstanten der 9H-Pyrimido[4,5-blindole gegen PDGFRp
kénnen folgende Riickschliisse gezogen werden. Da die 4’-chloranilinsubstituierte Verbindung 49
keine Aktivitat zeigt, hingegen bei der 4’-bromoanilinsubstituierten Verbindung 51 eine moderate
Aktivitat messbar ist, scheint die VergroBerung zu einem lipophilen Substituenten forderlich. Dieses
Iasst sich mit den ebenfalls moderat aktiven 4’-substituierten Verbindungen 53 und 55 untermauern.
Die analog 3’-derivatisierten Verbindungen 54 und 56 sind weniger aktiv bzw. inaktiv. Da die
genannten Substanzen ausschlieBlich 3°- bzw. 4’-Substituenten mit H-Briicken-Akzeptor-
eigenschaften besitzen, ist eine Umkehr der Affinitdt gegenliber PDGFRp fir die Verbindungen 57
und 58, welche Substitutionsmuster mit H-Brlicken-Donatoreigenschaften aufweisen, durchaus
erklarbar. Durch Veranderung der dominanten Wechselwirkungsmechanismen erzielt das
3’-substituierte Derivat hier bessere Inhibitionswerte bzw. ist das 4’-substituierte Derivat inaktiv. In
Erweiterung der bisherigen Beobachtungen erreichen die 4-benzyloxyanilinosubstituierten
Substanzen 60 - 65 durch groRRere lipophile 4’-Substituenten gute Inhibitionswerte gegeniiber
PDGFRpB. Die 4"’-Methoxyverbindung 62 erzielt dabei den niedrigsten K; von 70 nM gegeniber
PDGFRp, ist aber im Vergleich gegenliber EGFR schwacher aktiv. Hingegen konnten mit den
Verbindungen 60 und 65 potente duale Inhibitoren gefunden werden, wobei Substanz 60 mit einem
Ki von 170 nM gegen EGFR und 80 nM gegen PDGFRp leichte Praferenz gegeniiber zweiterem zeigt.
Produkt 65 wiederum zeigt mit K-Werten von 100 nM und 210 nM (gegen EGFR und PDGFRp) leichte
Praferenz fur EGFR.

Die Bewertung der 6-derivatisierten 9H-Pyrimido[4,5-bJindole auf ihre Aktivitdt gegeniber
PDGFRPB zeigt, dass auch hier die 6-alkoxysubstituierten Derivate 73 - 79 komplett inaktiv sind,

welches ein weiterer Grund fiir die Einstellung von Synthesen dieser Art ist. Die 6-zimtsdure-
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3 Ergebnisse und Diskussion

derivatisierte Substanz 87 ist trotz guter Aktivitdit an EGFR komplett inaktiv gegeniliber PDGFR,
womit die Substanz bzw. ihre Analoga zu interessanten Kandidaten fiir selektivere EGFR-Hemmung
werden. Die bicyclische Substanz 101b zeigt neben guter Hemmung an EGFR auch potente Inhibition
an PDGFRB. Da der Puringrundkérper dem natiirlichen Substrat ATP der RTKs am nachsten kommt,
ist eine unselektivere Hemmung von RTKs auch erwartungsgemdB. Hingegen zeigt die 5H-
Pyrrolo[3,2-d]pyrimidinverbindung 114 komplette Inaktivitat gegenliber PDGFRB und offenbart damit
auch einen moglichen Ansatz fiir den Ausschluss einer PDGFRB-Hemmung. So konnten analoge
5H-Pyrimido[5,4-blindole eine selektivere Substanzklasse an EGFR bilden. Zur weiteren Evaluierung
der Aktivitat der 9H-Pyrimido[4,5-blindole gegeniiber verschiedenen Kinasen wurde die Verbindung

28a auf ihre Inhibitorwirkung gegeniiber 16 weiteren Kinasen geprift (vgl. Tabelle 41).

Tabelle 41: Darstellung IC5, -Werte gegeniiber diversen Kinasen von Verbindung 28a
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28a n.a. na. n.a. na. na. na. na n.a n.a n.a.  nh.a. na. 61 48 n.a. 26

n.a. ICso > 1000 uM

Gegen die Serin-Threonin-Kinasen MARK1 und DAPK1, Vertreter der CAMK-Familie, konnte
keine messbare Aktivitat ermittelt werden. Fir die Serin-Threonin-Kinasen MEK1 und MEKK2, welche
als Vertreter der STE-Familie zahlen, war ebenfalls keinerlei Aktivitat messbar. Als Inhibitor von PKCa
und DMPK war Verbindung 28a auch inaktiv. Beide Kinasen gehdren zur AGC-Familie. Fir CK1la und
Weel, als Vertreter der CK1-Familie, bzw. fiir ALK, MLK4 und IRAK1, als Mitglieder der TKL-Familie,
konnte keinerlei messbare Inhibitoraktivitdt bestimmt werden. Wahrend fiir Abl und JAK2 (TK-
Familie) ebenfalls keine Hemmung durch Verbindung 28a erfolgt, konnten fiir die Mitglieder der
CMGC-Familie (CDK1 und CDK2) zumindest leichte Residualaktivitdten verzeichnet werden. Fiir CDK1
war eine ICsy von 61 uM bestimmbar. Gegeniliber CDK2 erreichte Verbindung 28a eine IC5y von
48 uM. Basierend auf den ermittelten Inhibitionswerten der verschiedenen Kinaseassays stellt die
Verbindungsklasse der 9H-Pyrimido[4,5-blindole eine potente Substanzklasse fiir die Inhibition von
RTKs dar. Die mangelnde Aktivitat bzw. die geringe Restaktivitat bzgl. anderer Kinasefamilien belegt,
dass eine gewisse Selektivitat direkt von der Substanzklasse ausgeht bzw. mit einem geringen
Substitutionsgrad an Position 4 und 7 erreicht werden kann. Interessanterweise konnte ebenfalls
eine geringe Aktivitat von Verbindung 28a gegen CRK3 (ICso = 26 uM) ermittelt werden, welche als
essentielle Proteinkinase im Lebenszyklus des Leishmanioseerregers Leishmania mexicana gilt*"’. In-
folge der ermittelten Residualaktivitdten von Verbindung 28a gegen CDK1/B, CDK2/E und CRK3 sollte
Uberprift werden, ob es sich dabei um eine Einzelerscheinung fiir das genannte Produkt handelt
oder ob sich dieses auf die gesamte Verbindungsklasse libertragen lasst. Die Durchfiihrung geschah
in Kooperation durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Vladimir Krystof am Laboratory of Growth
Regulators (Olomouc, Tschechien) und wurde im Wesentlichen analog folgender Quelle
durchgefiihrt**®. Die Tabelle ,Darstellung 1Csp-Werte fiir diverse Produkte an CDK1/B, CDK2/E, Abl
und CRK3“ (Anhang SS) zeigt die beispielhaften Messwerte und belegt, dass auch fir weitere
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3.7 In-vitro-Testung an NCI-60 cell-line-panel

4-benzylaminosubstituierte Substanzen (26 - 33a) eine entsprechende Aktivitdt zu verzeichnen ist.
Die 6-alkoxysubstituierten Derivate (73 - 79), welche durch die 6-Veretherung komplett inaktiv
gegeniber gewiinschten RTKs waren, zeigen interessanterweise ebenfalls vergleichbare Restaktivitat
an CDK1/B, CDK2/E und CRK3. Die bicyclischen Vergleichssubstanzen, also die 6-anilinosubstituierten
9H-Purin-6-amine (101a - 101h), die 4-anilino- bzw. 4-anilino-7-alkylsubstituierten 7H-Pyrrolo[2,3-d]-
pyrimidine (108a-108j bzw. 110a-b) und das 5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin 114, zeigen
ebenfalls vergleichbare Aktivitatslevel an entsprechenden Kinasen. Prinzipiell wird durch die Aktivitat
an CDK1/B und CDK2/E das zytostatische Potenzial der Verbindungen erhoht, da beide Kinasen
wichtige Regulatoren des Zellzyklus darstellen. Gleichzeitig steigt auch die Moglichkeit fir
zytotoxische Nebenwirkungen. Inwiefern eine Isolation bzw. Begrenzung der off-target-Wirkungen

moglich und sinnvoll ist, sollte Teil zuklinftiger Substanziiberlegungen sein.
3.7. In-vitro-Testung an NCI-60 cell-line-panel

Neben den zuvor beschriebenen Kinaseassays an isolierten RTKs wurden einzelne Substanzen
auch im Rahmen des 60-Cell-Line-Screenings des Developmental Therapeutics Program (DTP) des
National Cancer Institute (NCI, Bethesda, MD, USA) untersucht. Fir die Untersuchung an humanen
Tumorzelllinien wurden die Verbindungen entsprechend ihrer beobachteten Inhibitoraktivitat dem

NCI vorgestellt. Abb. 62 zeigt die Substanzen, die durch das NCI ausgewahlt wurden.

HO HN/\© HO HN/\Q\ HO HN/\Q\C'

=N =N =N
cl \ /)\NHZ \ />\NH2 \ /)\NHZ
N N N
N HsCO H N
25 o 29

HN

HO HO
= OCH
/)\NHZ \Q\ Q_ﬁ\)\wz 3

HO HN HO HN

=N =N
\ N/)\NHZ \ N/)\NHZ

N N
H H

LZ
Iz

w
(2]

N
-

60 62

Abb. 62: Testsubstanzen NCI-60 cell-line-panel (One-Dose-Screening)

Das NCI-60 Cell-Line-Screening besteht aus 60 verschiedenen humanen Tumorzelllinien,
welche wiederum neun Herkunftsorganen bzw. Tumorarten zugeordnet werden kdnnen (Leukdamie,
Melanome, Lungen-, Dickdarm-, ZNS-, Eierstock-, Nieren-, Prostata- und Brusttumoren). Innerhalb
der ersten Screening-Stufe wird im  One-Dose-Verfahren jede Zelllinie mit einer

Inhibitorkonzentration von 10 uM fir 48 h inkubiert, um danach im Wachstum mit einer
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Kontrollmessung (ohne Inhibitor) in Relation gesetzt zu werden. Das Restwachstum fir jede Zelllinie
resultiert als prozentualer Wert, wobei Werte zwischen 0 und 100 Wachstumsinhibition indizieren,
Werte (iber 100 Wachstumsstimulation anzeigen und Werte unter 0 einen zytotoxischen Effekt
bedeuten. Fir die untersuchten Substanzen wird eine mittlere Wachstumsinhibition tber alle 60
Zelllinien ermittelt und zusatzlich eine einzelne fiir jede Zelllinie. Das daraus resultierende
Inhibitionsmuster ermittelt Praferenzen fiir bestimmte Tumoridentitdten. In der graphischen
Darstellung wird die mittlere Wachstumsinhibition als Nullwert und zentrale Senkrechte erfasst (vgl.
z.B. NCI-60 Cell-Line-Screening One-Dose-Screening 54 Anhang WW). Daraus resultiert, dass fiir
Zelllinien mit einem Balken rechts der Nulllinie eine starkere und mit Balken links der Nulllinie eine
schwachere inhibitorische Aktivitdt gezeigt wird. Die Balkenldange ist proportional der Abweichung

vom Mittelwert.

Tabelle 42: Auswahl von Daten des NCI-60 One-Dose-Screenings

mittleres Wachstum [%] in Relation zur nicht inhibierten Zelllinie

Tumor- Verb. 25 27 29 35 54 60 62
identitat Zelllinie
RPMI-8226 57,31 66,95 43,70 48,80 42,39 -37,53 50,26
Leukdmie
SR 33,70 69,14 20,03 4,16 65,66 -48,29 42,17
NSCLC NCI-H226 77,94 70,67 66,22 92,64 79,54 -56,23 92,45
HOP-62 54,42 87,34 68,72 37,02 61,66 -17,02 92,04
o HT29 86,29 107,52 99,36 18,86 93,26 -84,21 80,58
olon
SW-620 65,77 111,66 81,32 25,87 76,14 -49,51 82,75
NS U251 79,03 88,27 68,21 37,38 79,71 -91,02 88,22
SNB-19 112,04 86,63 60,42 58,96 70,05 12,30 92,81
LOX IMVI 65,09 85,67 67,18 43,21 36,69 -96,04 67,19
Melanom
SK-MEL 5 87,10 47,42 62,35 38,33 54,39 -78,14 78,36
OVCAR-3 89,29 96,28 72,74 44,56 58,47 -86,38 81,42
Ovarien
SK-OV-3 71,71 89,43 75,96 73,35 55,94 -1,21 96,42
o A498 - 72,65 41,84 27,97 50,97 75,89 82,69
ieren
768-0 83,49 91,16 76,45 83,20 52,81 -96,63 78,41
B MCF7 78,68 94,59 70,13 19,19 43,12 -82,68 68,97
rust
HS 578T 83,56 74,21 67,38 59,23 58,45 -21,86 86,22
Mean* 80,92 86,88 67,44 46,78 61,46 -43,75 82,26
Range* 81,86 79,20 92,15 120,24 88,56 173,00 68,13

*mean growth inhibition und range beziehen sich auf 60 Zelllinien

Tabelle 42 enthalt eine exemplarische Datenauswahl des One-Dose-Screenings der unter-
suchten Verbindungen. Die vollstandigen Daten bzw. Graphen der One-Dose-Screenings befinden
sich im Anhang TT - YY. Auf den ersten Blick ist ersichtlich, dass Verbindung 60 im Vergleich zu
sonstigen Substanzen deutlich starkere Inhibition und zumeist sogar zytotoxische Effekte zeigt (mean
growth -43,75 %). Die anderen Produkte hingegen erreichen mean growth von 46,78 - 86,88 %. Eine
mogliche Interpretation ist, dass der kompetitive Hemmeffekt gegen RTKs bei Verbindung 60 durch

einen weiteren zytotoxischen Effekt begleitet wird. Aufgrunddessen kann Verbindung 60 nur
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begrenzt mit den anderen Substanzen verglichen werden. Zur Bewertung der erhaltenen Messwerte
werden die Expressionsmuster der betrachteten RTKs in entsprechenden Zelllinien des NCI-60 cell-

line-panels in Tabelle 43 aufgefiihrt**.

Tabelle 43: Ubersicht Expressionsmuster RTKs in Zelllinien des NCI-60

Tumoridentitat Zelllinie EGFR IGF-1R VEGFR2 PDGFRp
RPMI-8226 - + + +
Leukdmie
SR - ++ + -
NCI-H226 ++ + + +
NSCLC
HOP-62 + + + ++
HT29 ++ + + -
Kolon
SW-620 - + - +
U251 + ++ ++ +
ZNS
SNB-19 + ++ ++ +
LOX IMVI + + + +
Melanom
SK-MEL 5 + ++ + +
OVCAR-3 + - + +
Ovarien
SK-OV-3 ++ - + -
A498 ++ = + +
Nieren
768-0 ++ = + +
MCF7 - ++ + +
Brust
HS 578T + - + ++

++ Uberexpression; + normale Expression; - keine Expression

Fiir die Leukdamiezelllinie SR ist ersichtlich, dass Verbindung 35 mit moderater Aktivitdt an
EGFR und VEGFR2 eine sehr gute Wachstumsinhibition auf 4,16 % erzielt. Die an VEGFR2 schlechter
aber an EGFR besser inhibierenden Verbindungen 25, 27 und 29 erzielen schlechtere Wachstums-
inhibitionen. Die Zelllinie SR zeigt nach Literaturdaten normale Expression von VEGFR2 und keine
Expression von EGFR bzw. PDGFRP. Aufgrund geringer Abhangigkeit von PDGFRp ist die schlechtere
Wachstumshemmung von Verbindung 54 und 62 an SR erkldrbar. Die als duale Inhibitoren fiir EGFR
und PDGFRP nachgewiesenen Substanzen 60 und 62 sollten an der Zelllinie NCI-H226 moderate
Hemmwerte erzielen, da zumindest EGFR Uberexprimiert vorliegt. Ein Inhibitionswert von 92,45 %
fur Verbindung 62 belegt dieses maRig. Die Inhibition von EGFR und VEGFR2 der Verbindungen 27
und 29 erzielt Wachstumshemmungen von 70,67 % bzw. 66,22 %. Die Lungentumorzelllinie HOP-62
ist durch PDGFRB-Uberexpression gekennzeichnet und wird in Konsequenz durch Verbindung 62 auf
92,04 % Restwachstum gehemmt. Die Kolontumorzelllinie HT29 kennzeichnet sich durch
Uberexpression von EGFR und moderate Expression von VEGFR2. Folglich erreicht der ,EGFR-
selektiv“-getestete Inhibitor 25 moderate Wachstumsinhibition auf 86,29 %, jedoch erzielt der duale
Inhibitor (35) der RTKs eine deutlich bessere Inhibition auf 18,86 % Restwachstum. Die Verbindungen
54 und 62, welche ebenfalls potente Inhibitoren von EGFR darstellen, zeigen moderate

Wachstumshemmung im Bereich von Verbindung 25.

Die ZNS-Zelllinien U251 und SNB-19 zeigen Uberexpression von VEGFR2 und jeweils normale
Expressionslevel von EGFR und PDGFRB. In Konsequenz erzeugen die dualen EGFR/VEGFR2-
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Inhibitoren 29 und 35 gute Wachstumshemmung auf 68,21 % bzw. 37,38 % an U251 und 60,42 %
bzw. 58,96 % an SNB-19. Substanz 25, welche nachgewiesen keine Hemmung an VEGFR2 erzeugt,
bewirkt sogar eine Wachstumsstimulation an SNB-19. Interessanterweise ist SNB-19 eine der
wenigen Zelllinien auf die Verbindung 60 keine direkte zytotoxische Wirkung ausiibt. Die
Melanomzelllinie LOX IMVI zeigt Expression von allen betrachteten RTKs. Dadurch kénnen sowohl
der EGFR-Inhibitor 25 als auch der duale EGFR/PDGFRB-Inhibitor 62 moderate Wachstums-
inhibitionen auf 65,09 % bzw. 67,19 % erzielen. In Erweiterung dessen kann der duale EGFR/VEGFR2-
Inhibitor 35 eine gute Inhibition des Wachstums auf 43,21 % erreichen. Der ebenfalls gute
Hemmwert von 36,69 % von Verbindung 54 kann mit potenzieller aber nicht geprifter dualer
Wirkung auf EGFR/VEGFR2 erklart werden. Die Melanomzelllinie SK-MEL 5 ist nach Literaturdaten
durch Expression aller betrachteten RTKs gekennzeichnet. Somit erzielen die dualen Inhibitoren von
EGFR/VEGFR2 (27, 29, 35) leicht bessere Wachstumshemmungen als zum Beispiel Substanz 25. Die
Eierstockkrebszelllinien OVCAR-3 und SK-OV-3 zeichnen sich durch Expression bzw. Uberexpression
von EGFR aus, so dass alle getesteten Verbindungen moderate bis gute Wachstums-inhibitionen

erzielen.

Die Nierenkrebszelllinien A498 und 768-0 zeichnen sich ebenfalls durch Uberexpression von
EGFR aus, so dass auch hier moderate bis gute Wachstumsinhibition fiir alle Verbindungen erzielt
werden konnte. Tendenziell scheint A498 etwas sensitiver auf die Inhibition zu reagieren.
Interessanterweise kann fir Verbindung 60 eine der merklich geringsten Wachstumsinhibitionen
gegen A498 beobachtet werden, so dass die Zelllinie eine Uberwindung der zytotoxischen
Eigenschaften von Verbindung 60 zeigt. Die beschriebenen Schlussfolgerungen anhand der
Proteinexpressionsmuster der Zelllinien sind mit einigen Einschrankungen verbunden. Einerseits sind
die getesteten Verbindungen nur erste Modellsubstanzen der Verbindungsklasse und daher nicht auf
ihr gesamtes Rezeptorselektivitatsverhalten gepriift, andererseits verhindern zelllinien-spezifische
Resistenzphdanomene (z.B. K-Ras, B-Raf, Met-Amplifikation) eine simple Beobachtung.
Nichtsdestotrotz kdnnen die Beobachtungen fiir Ableitung erster Tendenzen und Hypothesen-
generierung herangezogen werden. So kann in der Brustkrebszelllinie MCF7 sowohl die Verbindung
35 mit nachgewiesener moderater VEGFR2-Inhibition als auch Verbindung 62 mit belegter PDGFRpB-

Hemmung gute Wachstumshemmung auf 19,19 % bzw. 68,97 % erzielen.

Fiir ausgewahlte Substanzen mit hinreichender Potenz (festgelegt durch NCI) schlief$t sich
das Five-Dose-Screening an. Die Verfahrensweise ist grundsatzlich dquivalent, erfolgt jedoch mit
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen im Bereich von 10 nM bis 100 uM, so dass eine konzen-
trationsabhangige Darstellung der Wachstumsinhibition moglich ist. Aus den Dosis-Wirkungs-Kurven
kénnen Glsy (Konzentration fir 50%ige Wachstumshemmung), TGl (Konzentration fiir totale
Wachstumsinhibition) und LCs; (Konzentration bei der 50 % der inkubierten Zellen sterben)
abgeleitet werden. Nach Logarithmierung der erhaltenen Werte kann fiir die drei Parameter wieder
ein Mittelwert Uber alle Zelllinien errechnet werden, welcher analog als zentrale Senkrechte bzw.
Nullwert fir die graphische Darstellung genutzt wird. Die Ausschlage der Balken stellen somit wieder
proportionale Abweichungen vom Mittelwert des betrachteten Parameters dar. Aufgrund seiner
ausgepragt zytotoxischen Eigenschaften mit potenten Inhibitionswerten und dem zusatzlichen

Phdanomen, dass die Inhibition von einzelnen Zelllinien durchbrochen ist, wurde die Verbindung 60
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vom NCI fiir das Five-Dose-Screening ausgewahlt. Tabelle 44 enthalt die Werte fir Glsg, TGl und LCsg

von Verbindung 60 an ausgewahlten Zelllinien.

Tabelle 44: Gls,, TGl und LCs, fiir Verbindung 60 an ausgewahlten Zelllinien des NCI-60 cell-line-panels (Five-Dose-Screening)

Verb. Zelllinie Tumoridentitat Glso TGl LCso
SR Leukamie 2,14 uM 5,89 uM >100 uM
HL-60(TB) Leukamie 2,00 uM 4,17 uM 8,71 uM
EKVX NSCLC 8,91 uM 29,51 uM 91,20 uM
NCI-H226 NSCLC 23,99 uM 54,95 uM > 100 uM
HOP-92 NSCLC 2,34 uM 7,94 uM 70,79 uM
NCI-H522 NSCLC 2,00 uM 4,68 uM 53,70 uM
COLO 205 Dickdarm 2,39 uM 6,03 uM 64,57 uM
HT29 Dickdarm 2,14 uM 4,47 uM 9,55 uM
SF-295 ZNS 2,51 uM 7,59 uM 54,95 uM
SNB-75 ZNS 1,55 uM 3,02 uM 5,89 UM
60 M14 Melanom 2,14 uM 4,79 uM >100 uM
UACC-62 Melanom 1,95 uM 4,07 uM 8,51 uM
NCI/ADR-RES Eierstock 9,55 uM 32,36 uM > 100 uM
SK-OV-3 Eierstock 16,98 uM 31,62 uM 57,54 uM
OVCAR-3 Eierstock 1,91 uM 3,47 uM 6,31 uM
OVCAR-4 Eierstock 2,19 uM 6,03 uM 38,90 uM
A498 Nieren 15,85 uM 33,11 uM 69,18 uM
RXF 393 Nieren 1,78 uM 3,55 uM 7,08 uM
BT-549 Brust 1,86 uM 3,98 uM 8,51 UM
MDA-MB-468 Brust 2,00 uM 5,37 uM 46,77 uM
T-47D Brust 1,78 uM 4,47 uM >100 uM

So ist fiir die Zelllinie SR ersichtlich, dass sowohl fir Glsg als auch fir TGl eine Konzentration
im unteren mikromolaren Bereich erreicht wird, jedoch LCsy tGber 100 uM liegt. Damit kann belegt
werden, dass die Zelllinie durch Verbindung 60 gut in ihrem Wachstum gehemmt wird, aber eine
zytotoxische Wirkung durch zelleigene Mechanismen eingeschrankt ist. Vergleicht man nun die
Zelllinie HL-60(TB), welche ebenfalls den Leukdmiezelllinien zugehorig ist, so liegen hier Glsy und LCsq
dicht zusammen, entsprechend besitzt die Zelllinie keine Resistenzmechanismen um das zytotoxische
Potenzial von Verbindung 60 zu umgehen. Fiir die dargestellten NSCLC-Zelllinien (EKVX, NCI-H226,
HOP-92 und NCI-H522) I&sst sich die beschriebene Aussage erweitern, da hier scheinbar alle Zelllinien
eine erhohte LCso-Konzentration besitzen. Die vorhandenen Kompensationsmechanismen gegen die
zytotoxische Wirkung scheinen in den Zelllinien EKVX und NCI-H226 am starksten ausgepragt, da hier
auch Glsp und TGI Gberdurchschnittlich hoch liegen. Die aufgefiihrten Kolonzelllinien COLO 205 und
HT29 bzw. auch die aufgeflihrten ZNS-Tumorzelllinien SF-295 und SNB-75 zeigen ein dhnliches Bild.
Die jeweils erstgenannte Zelllinie besitzt einen entsprechenden Kompensationsmechanismus,
welches in erhéhten LCsy-Konzentrationen resultiert. Obwohl Glsy und TGI sich fur die Zelllinien-
paarungen in ahnlichen Bereichen bewegen, differieren sie in LCso doch deutlich, so dass fir HT29

und SNB-75 von einem Mangel an Schutzfaktoren beziiglich des zytotoxischen Potenzials von 60
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ausgegangen wird. Ahnliche Beobachtungen lassen sich auch an Melanom-, Ovar-, Nieren- und
Brustkrebszelllinien bestatigen. Nach vollstandiger Etablierung des Wirkmechanismus von
Verbindung 60 kann entsprechend den Besonderheiten bzw. Charakteristika der resistenteren
Zelllinien auf mogliche Resistenzfaktoren geschlossen werden. So waren bei Voraussetzung einer

dualen EGFR/PDGFRB-Hemmung zum Beispiel deregulierte Downstream-Molekiile wie K-Ras oder
PTEN als potenzielle Resistenzmediatoren prifbar (vgl. 1.6.1).
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Abb. 63: Konzentrations-Wachstumsinhibitionskurven von Verbindung 60 an Zelllinien des NCI-60 cell-line-panels (Five-
Dose-Screening) von 4 Tumorarten (Ovar-, ZNS-, Nieren- und Brusttumoren)

Der Auszug des Five-Dose-Screenings bzw. die daraus resultierenden Konzentrations-
Wachstumsinhibitionskurven (vgl. Abb. 63) belegen die oben beschriebenen Tendenzen. Wahrend
fir die Brustkrebszelllinien (rechts unten) ein relativ dhnlicher Kurvenverlauf Gber alle Zelllinien
verzeichnet werden kann, konnen fir die drei verbliebenen Tumoridentitdten deutliche Differenzen
zwischen den individuellen Zelllinien ausgemacht werden. So resultiert fur die gleiche Konzentration
der Verbindung 60 (10° M) eine geringe Wachstumsinhibition fiir die Nierenzelllinie A498 aber eine
nahezu vollkommen letale Wirkung auf 786-0-Zellen. Eine dhnlich grolRe Differenz entsteht bei der
Hemmung der Eierstockkrebszelllinien SK-OV-3, welche kaum inhibiert wird, und OVCAR-3, welche zu
etwa 88 % zugrunde geht. Die Abbildung der Konzentrations-Wachstumsinhibitionskurven der ZNS-
Zelllinien (rechts oben) zeigt, dass jede der Zelllinien bei einer Konzentration von 10° M einer
mindestens 50%igen Wachstumsinhibition unterliegt. Wobei SNB-75 nahezu vollstandigem

Zelluntergang unterliegt. Zusammenfassend betrachtet sprechen diese Beobachtungen fiir einen
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3.8 Docking-Untersuchungen

selektiven Inhibitionsmechanismus bzw. alternativ fir selektive Resistenzmechanismen innerhalb

gewisser Zelllinien.
3.8. Docking-Untersuchungen

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Sippl (Institut fiir Pharmazie, Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg) wurden Docking-Studien fir Verbindungen durchgefiihrt,
welche zuvor synthetisiert und in Kinaseassays untersucht wurden. Die in Gold 5.2 (Cambridge
Crystallographic Data Centre) von Abdulkarim Najjar durchgefiihrten Docking-Untersuchungen
dienen v.a. der Erklarung der ermittelten Messdaten der Kinaseassays und somit der
Hypothesengenerierung/Optimierung fir weitere Synthesereihen. Die fir den EGF-Rezeptor
durchgefiihrten Untersuchungen basieren auf 3D-Strukturen des Rezeptors aus der Protein-
datenbank, wobei von den verfiigbaren Réntgenkristallstrukturen, aufgrund hoher Ahnlichkeit zu den
Pyrimido[4,5-blindolen, der Kokristall aus EGFR und Gefitinib (PDB ID 2ITY) ausgewahlt wurde. Zum
Vergleich wurde zusédtzlich die Rontgenkristallstruktur von Erlotinib gebunden an EGFR (PDB ID
1M17) herangezogen. Die Proteinstrukturen wurden fir die Docking-Studien folgendermalen
vorbereitet: Nachdem Wassermolekiile und gebundene kleine Inhibitoren entfernt wurden, konnten
den Proteinstrukturen Wasserstoffatome hinzugefiigt werden. AnschlieBend erfolgte Minimierung
der Konformationsenergie nach MMF94-Kraftfeldmethode und Konjugat-Gradienten-Methode bis zu
einem Gradienten von 0,01 kcal/mol. Das Docking aller getesteten Verbindungen in der ATP-Tasche
der RTK EGFR erfolgte unter der Definition eines Bindungstaschenradius von 15 A anhand des
Gatekeeper-Rests. Fir jede untersuchte Substanz wurde der Docking-Versuch dreiligmal mit
Goldscore als Fitness-Funktion durchgefiihrt.

Ala743

Abb. 64: Verbindung 27 (turkise Kohlenstoffatome) und 32 (orangene Kohlenstoffatome) innerhalb der ATP-Bindungstasche
von EGFR (links); Verbindung 33a innerhalb der ATP-Bindungstasche von EGFR (rechts; magenta = polare Regionen, griin =
hydrophobe Regionen)

Die Docking-Untersuchungen der benzoanellierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indole zeigten
grundsatzlich, dass alle Verbindungen innerhalb der ATP-Bindungstasche von EGFR analog den
Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib binden (vgl. Abb. 64 links) bzw. sich etwa 90° gedreht zum
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3 Ergebnisse und Diskussion

natlirlichen Substrat ATP orientieren. Es kommt vermutlich zur Ausbildung von zwei
Wasserstoffbriickenbindungen (griin gestrichelt) von der hinge-Region der Rezeptorbindungstasche
zum 9H-Pyrimido[4,5-blindolgrundkorper. Dabei interagiert Met793 mit dem zentralen Stickstoff des
Pyrrolrings und die 2-Aminogruppe mit GIn791. Die 4-Benzylaminsubstituenten orientieren sich in
einer hydrophoben Tasche zwischen Thr790 und Leu788, so dass z.B. 4’-Methyl- und
4’-Methoxysubstitution der Verbindungen 27 und 32 mit Leu788 {ber hydrophobe
Wechselwirkungen interagieren. Ubertrigt man diese Ausrichtung auf die zusatzlich 7-methylierten
Produkte 28a und 33a, ist die lipophile 7-Methylgruppe in Richtung der polaren Solventregion
ausgerichtet (vgl. Abb. 64 rechts). Die daraus resultierende unvorteilhafte Wechselwirkung fihrt
wahrscheinlich zu den beobachteten Affinitatsverlusten gegeniiber EGFR. Im Weiteren lasst sich tiber
diese Interaktion vermutlich auch erklaren, dass die 7-chlor- und 7-bromsubstituierten Verbindungen
25 und 26 leichte Affinitdtsverbesserungen gegeniiber der 7-unsubstituierten Substanz 22 zeigen.
Weitere Verbindungen (z.B. 22 und 23a bzw. 29 und 29a) befinden sich aufgrund verdnderter
Substitution des 4-Benzylaminrests tiefer in der hydrophoben Tasche, so dass die negative

Wechselwirkung durch die zusatzliche 7-Methylierung nicht zustande kommt.

Abb. 65: Verbindung 65 innerhalb der ATP-Bindungstasche von EGFR. Darstellung des Proteinriickgrats mit relevanten
Aminosdureresten der ATP-Bindungstasche (links) und Darstellung der Polaritdtsverteilung innerhalb der ATP-
Bindungstasche (rechts; magenta = polare Regionen, griin = hydrophobe Regionen)

In weiteren Docking-Studien wurden u.a. die 4-benzyloxyanilinosubstituierten Verbindungen
60 - 65 auf ihre Wechselwirkungen mit der ATP-Bindungstasche von EGFR untersucht. Insgesamt
scheinen die Verbindungen deutlich tiefer in der Bindungstasche zu liegen, so dass die
Wasserstoffbriickenbindungen mit der hinge-Region des Rezeptors zwischen N-1 und GIn791
beziehungsweise zwischen der 2-Aminogruppe und Leu792 ausgebildet werden. Der 4-
Benzyloxyanilinsubstituent scheint aufgrund der flexiblen Methylenlinkerbriicke dazu befdhigt,
sowohl Uber den Benzyloxyrest mit den hydrophoben Resten des P-loops (Phe723, Leu747) zu
interagieren, als auch mit dem Anilinring die sterischen Verhaltnisse innerhalb der hydrophoben
Tasche zu adressieren. Die zusatzlich 3'-chlorsubstituierten Verbindungen wechselwirken dabei tGiber
hydrophobe Mechanismen mit Met766. Das Sauerstoffatom der Benzyloxyethergruppe interagiert
mit dem polaren Glutaminsaurerest Glu762. Das erhohte AusmaR an Wechselwirkungspotenzial der
4-benzyloxysubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indole korreliert mit den beobachteten Ergebnissen der
Kinaseassays (vgl. Abb. 65 rechts).
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4.1 Zusammenfassung

Analog den Betrachtungen zur 7-Substitution ist es moglich, dass die 6-Alkylether-
derivatisierungen ebenfalls zu negativen Wechselwirkungen mit der polaren Solventregion fiihren
bzw. die notwendige Interaktion von 6-Hydroxygruppe mit entsprechender Region unterbinden.
Inwiefern die synthetisierten 6-Carboxylesterprodukte die notwendigen polaren Wechselwirkungen
mit gleichzeitiger Erhéhung der Lipophilie kombinieren kénnen, muss sowohl in weiteren Kinase-
assays als auch zugehorigen Docking-Untersuchungen geklart werden. Ebenso wie fir
9H-Pyrimido[4,5-blindole mit modifizierter 2-Substitution zu prifen ist, ob und wie die
Wechselwirkung zu Leu792 erhalten werden kann bzw. ob durch verdnderte 2-Derivatisierung

gewinnbringendere Interaktionen maoglich sind.

4. Zusammenfassung und Ausblick
4.1. Zusammenfassung

RTKs stellen aufgrund ihrer Schliisselfunktion innerhalb der Regulation von Zellwachstum und
-vermehrung attraktive pharmakologische Zielstrukturen dar. Insbesondere bei malignen
Erkrankungen sind RTKs vielfach dereguliert und Teil der Tumorigenese. Zugrunde liegende Ursachen
sind u.a.: Uberexpression und Genamplifikation der Rezeptoren bzw. der zugehdrigen Mediatoren,
aktivierende Mutationen und der Verlust von Rickkopplungsmechanismen. Nach Mehrschritt-
entwicklungstheorie sind einzelne dieser Veranderungen unzureichend, um eine maligne Erkrankung
zu erzeugen. Jedoch ist die Inhibition einzelner Onkogene tlw. fahig, den Tumorigeneseprozess zu
stoppen (Oncogene-Addiction). Die enge Verflechtung des Kinasenetzwerks durch u.a. gemeinsame
Mediatoren, Dimerisierungsphdanomene, Rezeptorcrosstalk und gemeinsame Downstream-
Signalkaskaden bewirkt, dass trotz Identifikation maligner Abhangigkeiten von bestimmten
Tumorarten der therapeutische Erfolg in Ausmal} und Dauer begrenzt ist. Fir zusatzliche Komplexitat
sorgen intratumorale Diversitdt und die Beteiligung des nicht-malignen Tumorstromas, so dass
hochselektive Tumortherapeutika gegen RTKs selten therapeutischen Wert als Einzeltherapien
erzielen bzw. Resistenzbildung dieses zeitnah unterminiert. Im Weiteren sind RTKs so vielfaltig in
maligne Teilprozesse wie z.B. Proliferation, Uberleben und Angiogenese eingebunden, dass multiple
Inhibition sowohl im Sinne einer verbesserten Wirkbreite als auch bzgl. einer erhéhten Wirkdauer
hochst rational erscheint. Multiple Angiokinaseinhibitoren wie Nintedanib und Regorafenib zeigen

dabei, dass therapeutischer Benefit und ein akzeptables UAW-Profil vereinbar sind.

Neben vielfach bearbeiteten Leitstrukturen basierend auf dem Chinazolin-4-amin-
Grundgerust stellen tricyclische 9H-Pyrimido[4,5-blindole eine potenziell interessante Verbindungs-
klasse zur Inhibition von RTKs dar. Sowohl die tricyclischen Analoga der a-Carboline als auch die 1-
Aza-9-oxafluorene konnten zuvor als multiple Kinaseinhibitoren synthetisiert und evaluiert werden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zunachst der synthetische Zugang gesichert werden,
welcher fortfihrend auf Moglichkeiten der Derivatisierung bearbeitet werden sollte. In Konsequenz
wurde ein 2-Stufen-Synthesekonzept etabliert, welches im Kern liber eine NENITZESCU-Reaktion zuvor
4-aminoderivatisierte Pyrimidin-2,4,6-triamine mit 1,4-Benzochinonen zu 4-aminosubstituierten
9H-Pyrimido[4,5-blindolen umsetzt. Die Kritikalitdt des Pyrimidinedukts bzw. der Elektronendichte an

C-5 des Edukts wurde beleuchtet und dient dem sicheren Zugang zur Substanzklasse. Durch Einsatz
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4 Zusammenfassung und Ausblick

von diversen Benzylaminen und Anilinen als Aminkomponente konnte eine erste Moglichkeit der
Derivatisierung geschaffen werden und entsprechend erste Verbindungsreihen synthetisiert werden.
Die Variation der Chinonkomponente mit 2-substituierten 1,4-Benzochinonen erbrachte primar
7-substituierte 9H-Pyrimido[4,5-b]indole und somit eine weitere Strukturderivatisierung. Die
zusatzliche  Entstehung von  8-methylsubstituierten  Produkten mit daraus folgender
Trennungsproblematik fihrte zu Erkenntnissen bezliglich der sterischen Verhaltnisse des
Reaktionsmechanismus und erweiterte die Substanzbibliothek ebenfalls. Durch Verwendung stark
elektronenziehender Aniline (3-Nitroanilin, 3-Trifluoromethylanilin) als Aminkomponente bzw. als 4-
Derivatisierung der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole (46a/b, 47a/b) konnte auRerdem eine zuvor nicht
beschriebene Nebenreaktion beobachtet werden. Die simultane Entstehung von 7-un- und 7-
chlorsubstituierten 9H-Pyrimido[4,5-blindolen im Grenzbereich der zuvor durch DOTZAUER et al.
definierten Umsetzungsgrenze konnte im Sinne eines alternativen Reaktionsmechanismus

interpretiert werden, welcher potenziell fir Strukturvariation nutzbar ist.

Die Testung der Verbindungen des ersten Synthesezyklus im **PanQinase®-Assay (getestete
RTKs: EGFR wt, VEGFR2 und IGF-1R) erbrachte eine Erstevaluierung der Verbindungsklasse, wobei fir
EGFR nahezu alle Verbindungen eine Aktivitdt im unteren mikromolaren bzw. teilweise im
submikromolaren Bereich erzielten. Die 4-anilinoderivatisierten 9H-Pyrimido[4,5-b]indole zeigten
dabei potentere Inhibitionswerte als die 4-Benzylaminderivate. Innerhalb der 4-Anilinoprodukte zeigt
sich 3’-Monosubstitution vorteilhafter als 4’-Monosubstitution oder Mehrfachsubstitution. Die
aktivsten Verbindungen der Testreihe (46a, 47a, 52) erzielen Inhibitionskonstanten von
Kitasa)= 110 nM, K475 = 100 nM und K = 110 nM. Im Weiteren konnte die 7-Modifikation bezogen
auf EGFR mit einem variablem Potenzial belegt werden, welches u.a. in Abhangigkeit zum
verwendeten 4-Substituenten bzw. der daraus resultierenden Positionierung in der ATP-
Bindungstasche steht. Tendenziell zeigte die Implementierung von Halogenatomen in 7-Position die
besten Effekte flir EGFR-inhibitorische Wirkung (25, 26). Die Hemmwirkung der untersuchten
Derivate gegenliber VEGFR2 zeigte sich generell schlechter und konnte maximal mit mikromolaren
Inhibitorkonstanten beziffert werden (Kiss) = 1,10 uM, Kiga) = 1,44 uM). VEGFR2 zeigte anhand der
untersuchten Derivate keine Praferenz zwischen 4-Benzylamin- und 4-Anilinosubstitution der
9H-Pyrimido[4,5-blindole. Die untersuchten 7-Modifikationen resultierten in Aktivitatsverlust bzw.
Inaktivitat gegenliber VEGFR2 und bieten somit Moglichkeit fir Selektivitatsprofilierung. Gegeniiber
IGF-1R wurden nur wenige Derivate geprift, welche mikromolare Inhibitorkonstanten lieferten (Kjgzo
= 2,13 uM). Somit kénnen VEGFR2 und IGF-1R als interessante Sekundartargets einer multiplen
Hemmung beschrieben werden, jedoch werden fiir pharmakologische Adressierung sowohl

Strukturoptimierung als auch groRere Testsets notwendig.

Im zweiten Synthesezyklus lag der Fokus auf der Synthese weiterer 4-Anilinoderivate und auf
Generierung weiterer Derivatisierungsmoglichkeiten. Infolgedessen wurden die 4-Amino-
substituenten der 9H-Pyrimido[4,5-b]lindole um Alkoxyaniline und Benzyloxyaniline erweitert,
welches einerseits vermehrte potenzielle Wechselwirkungsmoglichkeiten mit der ATP-
Bindungstasche schuf und andererseits die zuvor hypothetisierte Inhibition der inaktiven
Rezeptorkonformation durch Adressierung der allosterischen Tasche implementierte. Die

erfolgreiche Integration der Benzyloxyaniline in das 2-Stufen-Synthesekonzept konnte mit sechs
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4.1 Zusammenfassung

Derivaten belegt werden und bietet =zusatzliches Potenzial fiir Strukturoptimierung. Die
6-Hydroxygruppe der 9H-Pyrimido[4,5-blindole wurde ebenfalls im Sinne weiterer
Strukturmodifikationen untersucht. So wurden sowohl 6-Alkoxyetherderivate als auch
6-Carboxylesterderivate synthetisiert bzw. entsprechende Syntheseprozeduren etabliert, welches die
Substanzbibliothek der Verbindungsklasse v.a. um lipophilere Vertreter erweiterte. Neben den rein
kompetitiven Inhibitoren wurde mit den 6-Zimtsaureesterderivaten auch die Integration eines nicht-
reversiblen Inhibitorkonzepts geprift. Entsprechende Konzepte fiir verlangerte Inhibition mit
verringerter Resistenzausbildung wurden bereits durch Verbindungen wie Afatinib und Osimertinib
erfolgreich genutzt. Die Modifikation der 2-Position der 9H-Pyrimido[4,5-blindole lieR sich leider
nicht ausgehend vom Tricyclus bearbeiten, wurde aber Uber Praformierung und Einsatz
entsprechender Pyrimidine synthetisch bearbeitet und in das bestehende 2-Stufen-Synthesekonzept
integriert. Der synthetische Zugang wurde so gewahlt, dass ein breites Spektrum an 2-Substituenten
zuganglich wird. Fehlende 2-Substitution, 2-Aminoalkylierung und 2-Thioalkylierung wurden mit
ersten Derivaten belegt. Zur Uberpriifung der inhibitorischen Potenz und des Selektivititsverhaltens
der Verbindungsklasse wurden zusatzlich bicyclische Purin- und Pyrrolopyrimidinanaloga
synthetisiert, welche vorwiegend als pharmakologische Tools zu betrachten sind. Im weiteren
Kontext diente die Synthese der Bicyclen der Bewertung des Einflusses des anellierten Phenylrings
der 9H-Pyrimido[4,5-blindole und kann zukiinftig flir dessen Strukturoptimierung herangezogen

werden.

Ausgewdhlte Verbindungen des zweiten Synthesezyklus wurden ebenfalls im **PanQinase®-
Assay (gegen EGFR wt und PDGFRPB) untersucht. In Erweiterung zu Erkenntnissen der ersten
Untersuchung zeigte sich auch hier, dass EGFR 3’-Anilinosubstituenten Uber entsprechende
4’-Derivate bevorzugt, jedoch mit zunehmender GroRe des Substituenten eine Umkehr der Praferenz
stattfindet (vgl. 49 und 50 bzw. 55 und 56). In Konsequenz konnten die 4-benzyloxyanilino-
substituierten Derivate, welche per se besonders volumindse 4’-Anilinoderivate darstellen, gute
Inhibitorkonstanten im mittleren nanomolaren Bereich gegeniiber EGFR erzielen (Kig;) = 130 nM,
Kies) = 100 nM). GroRere lipophilere 4’-Anilinosubstituenten am 9H-Pyrimido[4,5-b]indol wirkten sich
ebenfalls positiv auf die Hemmwirkung gegeniiber PDGFRB aus. So konnten die 4’-Alkoxy-
anilinderivate 53 und 55 mikromolare Inhibitorkonstanten gegeniiber der RTK erreichen, welches
durch die 4’-Benzyloxyprodukte 60 und 62 noch etwa um den Faktor 25 verbessert werden konnte.
Es resultierten Inhibitorkonstanten im nanomolaren Bereich (Kig0) = 80 nM, Kig2) = 70 nM), womit die
Derivate 60 - 65 (4-benzyloxyanilinosubstituierte 9H-Pyrimido[4,5-blindole) als echte Dualinhibitoren
gegenliber den beiden untersuchten RTKs zu betrachten sind. Bezliglich der Hemmwirkung
gegeniber EGFR wt und PDGFRB zeigten sich die 6-Alkyloxyetherderivate komplett inaktiv,
wohingegen das untersuchte 6-Carboxylesterderivat 87 ebenfalls inaktiv an PDGFRB war, aber eine
sehr gute Inhibitorkonstante von Ks; = 60 nM an EGFR zeigte. Trotz der kleinen Datenauswahl ist
6-Carboxylveresterung der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole ein interessanter Ansatzpunkt fir Selektivitats-

steigerung und Erhéhung des inhibitorischen Potenzials.

Es konnten fiir alle primar betrachteten RTKs Inhibitionen mit der Verbindungsklasse der
9H-Pyrimido[4,5-blindole demonstriert werden. Beziiglich der Referenzkinase EGFR konnten mit 4-

anilinosubstituierten Produkten Hemmwerte im mittleren nanomolaren Bereich beobachtet werden.
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Mit den 4-benzyloxyanilinoanellierten Substanzen wurden zusatzlich Inhibitoren etabliert, welche
ebenfalls gegenliber PDGFRB nanomolare Inhibitionskonstanten erreichen. Fiir die RTKs VEGFR2 und
IGF-1R wurden mit der Produktklasse Hemmwerte im unteren mikromolaren Bereich erzielt, welches
diese momentan als Sekundartargets qualifiziert. Da die Affinitat zur TK-Familie damit ausreichend
belegt war, wurde im Sinne einer Selektivitatserfassung das Derivat 28a gegenilber Vertretern
weiterer Kinasefamilien getestet. Es wurden Residualaktivitaten im oberen mikromolaren Bereich
gegenliber CDK1/B und CDK2/E verzeichnet, welche der CMGC-Kinasefamilie zugerechnet werden.
Gegenliber den anderen untersuchten Kinasen zeigte sich 28a inaktiv, womit erste Hinweise auf ein

kinasefamilienabhangiges Selektivitatsmuster vorhanden sind.

Die grundlegenden Uberlegungen zur synthetischen Derivatisierung der 9H-Pyrimido-
[4,5-b]indole wurden anhand des ATP-Bindungstaschenmodells von VULPETTI et al. getroffen, welches
im Weiteren voraussetzt, dass der Tricyclus analog gut untersuchten Inhibitoren mit Chinazolin-4-
amin-Grundgerust (z.B. Erlotinib, Gefitinib) bindet. Durch Docking-Untersuchungen in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Sippl am Institut fir Pharmazie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg konnte ein entsprechender Bindungsmodus belegt werden. Dariber hinaus
konnten den Docking-Untersuchungen Erkenntnisse zum variablen Verhalten bzgl. der 7-
Substitution, zu sterischen Verhaltnissen innerhalb der hydrophoben Tasche und zur Ausrichtung der

4’-Benzyloxyethergruppen entnommen werden.

Fortflihrend und den im Kinaseassay erhaltenen Daten Rechnung tragend, wurden sieben
ausgewahlte Testverbindungen auf ihre inhibitorischen Effekte im Tumorzellmodell untersucht. Die
etablierten Tumorzelllinien des NCI-60 cell-line-panels bestatigten die zytostatische Aktivitat der
Verbindungen und substanzspezifische Inhibitionsmuster konnten erfasst werden. Da die
biologischen Systeme in sich komplex sind und die Datenlage zum vollstandigen inhibitorischen
Potenzial der RTKIs noch unzureichend ist, dienen die Zellwachstumsinhibitionsdaten eher der
Orientierung. Uberraschend jedoch war das Zellinhibitionsverhalten von Verbindung 60, da hier z.T.
stark zytotoxisches Potenzial beobachtet werden konnte. Die Untersuchung der gleichen Substanz im
entsprechenden Five-Dose-Screening des NCI-60 bestétigte obige Beobachtungen und zeigte
zusatzlich, welche Zelllinien dem zytotoxischen Potenzial am ehesten widerstehen. Riickschllsse auf
zugehorige Resistenzmechanismen anhand der biologischen Ausstattung der Tumorzelllinien

kénnten Aufschluss liber einen moglichen Wirkmechanismus geben.
4.2. Ausblick

Da innerhalb der Erstevaluierung der 9H-Pyrimido[4,5-b]indole bereits erste Substanzen mit
potentem inhibitorischen Vermégen gegeniiber den betrachteten RTKs identifiziert wurden, kann
ausgehend von bestehenden Verbindungen optimiert werden. Angemerkt sei, dass aufgrund teils
geringer Datenmengen (v.a. biologischer Testdaten) die beobachteten Tendenzen mit Vorsicht zu
betrachten sind. Fir zukinftige Modifikationen der Verbindungen stehen jedoch praktikable
Synthesevorschriften zur Verfiigung, welche dem Primarziel Synthese einer breiteren Substanz-
bibliothek mit Vertiefung der biologischen Daten geniigen. Ausgehend von den nanomolaren

Dualinhibitoren gegeniiber EGFR und PDGFRP (4-Benzyloxyanilinderivate) scheint eine Optimierung
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4.2 Ausblick

der zugehorigen Substitution am Benzyloxyanilinrest besonders erstrebenswert. Bezliglich des
bisherigen Sekundartargets VEGFR2 besteht aktuell v.a. (iber 7-Modifikation messbarer Einfluss, so
dass lber 7-Derivatisierung sowohl Selektivitatsprofilierung zugunsten als auch entgegen VEGFR2
denkbar ist. Ebenfalls maligeblichen Einfluss auf das Selektivitatsverhalten besitzt die 6-Substitution.
In Anbetracht der Orientierung des Inhibitors innerhalb der ATP-Bindungstasche sollten v.a.
hydrophile 6-Carboxylesterderivate synthetisiert werden, da dieses nicht nur die ADME-
Eigenschaften des Moleklils verbessert, sondern auch die Hydrophilie der Lésungsmittel-exponierten
Region der ATP-Bindungstasche besser bedient. Denkbar ist auferdem, dass damit der radikale
Selektivitatsausschluss gegentiber PDGFRP verloren geht, welcher andererseits auch positiv nutzbar
sein kann. Zusatzlich sollte geprift werden, ob und wie die Implementierung des nicht-reversiblen
Bindungsmodus zu verwirklichen ist. Dabei sollte neben Docking-Untersuchungen und molekularer
Modellierung zur Optimierung der zugehorigen Molekilteilstruktur auch der biologische Beleg eines

entsprechenden Bindungsmodus erbracht werden.

Die etablierten Vorschriften zur Modifikation der 2-Position kdnnen zukinftig fir diverse
Derivate genutzt werden. Neben dem maligeblichen Einfluss auf die ADME-Eigenschaften der
Molekiile ist der biologische Einfluss bis jetzt nicht abschatzbar und sollte daher tiber entsprechende
Synthesereihen beleuchtet werden. Zunachst von rein chemischem Interesse sind die beobachteten
Nebenreaktionen zu 5- bzw. 7-chlorierten Derivaten innerhalb der NENITZESCU-Reaktion.
Untersuchungen entsprechend der Reproduzierbarkeit und Nutzbarkeit sind insofern von Bedeutung,
da sowohl die bisher unzugdngliche 5-Position als auch die eingeschrankt Uber Auswahl der
Chinonkomponente nutzbare 7-Position betroffen sind. Von pharmakologischem Interesse hingegen
ist, eine hinreichende Potenz gegeniiber den gewiinschten RTKs zuvor vorausgesetzt, wie sich die
Selektivitat der Verbindungen innerhalb der gesamten Tyrosinkinasefamilie bzw. gegeniiber dem

gesamten Kinom verhalt.
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5 Experimenteller Teil

5. Experimenteller Teil

5.1. Synthese und Charakterisierung der Verbindungen
5.1.1. Methoden, Geriate und Chemikalien

5.1.1.1. Schmelzbereichsbestimmung

Die Schmelzbereiche wurden auf einem Boetius-Heiztischmikroskop (VEB W¢getechnik
Rapido Radebeul/VEB Kombinat NAGEMA) bestimmt. Sie stellen unkorrigierte Werte dar.

5.1.1.2. NMR-Spektroskopie

'H-NMR-Spektren mit einer Arbeitsfrequenz von 400 MHz und *C-NMR-Spektren mit einer
Arbeitsfrequenz von 100 MHz wurden an einem Gemini 2000 (Varian) aufgenommen. Alternativ
erfolgte die Aufnahme von 'H-NMR- und *C-NMR-Spektren bei der Arbeitsfrequenz von 500 MHz
bzw. 125 MHz an einem Inova Unity 500 (Varian). Das Restresonanzsignal des verwendeten
deuterierten Losungsmittels diente als innerer Standard. Die Auswertung und Interpretation der
NMR-Spektren wurde mit dem Programm MestReNova 8.0.0.0-10524 (Mestrelab Research 2012)
durchgefihrt. Zur Simulation von Spektren wurde das Programm ChemBioDraw Ultra 13.0.0.3015
(CambridgeSoft, Cambridge, USA, 2004) genutzt. Gegebenenfalls wurde die Zuordnung von
Resonanzsignalen tiber 2D-Spektren (*H-*C-HSQC) abgesichert. Als Lésungsmittel wurden Aceton-d6,
CDCl;, Methanol-d4 und DMSO-d6 verwendet. Protonen, welche dem Protonen-Deuteronen-
Austausch unterliegen, konnten durch Zugabe kleiner Volumina D,0 oder Methanol-d4 gel6scht

(gequencht) werden.
1
H-NMR

Innerhalb der Substanzcharakterisierungen sind zundchst Arbeitsfrequenz und das
verwendete deuterierte Losungsmittel angegeben. Anschlieend folgt zu jedem Signal die chemische
Verschiebung & in ppm (parts per million) und in Klammern die Multiplizitat, die Kopplungskonstante
J in Hz, die integrierte Protonenzahl und die chemische Zuordnung. Fiir die Multiplizitaten wurden
folgende Abkirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), qua (Quartett), qui
(Quintett), sex (Sextett), sept (Septett), m (Multiplett) und br (breites Signal). Unter Umstanden
wurden Kombinationen von Multiplizitdten, z.B. dt (Dublett eines Tripletts), verwendet. Ist die
chemische Zuordnung mit dem angegebenen Molekilabschnitt nicht eindeutig, sind die betreffenden
Protonen fett markiert (z.B. CH,CHj3). Bei Signalen mit definierter Multiplizitat erfolgt die Angabe der
chemischen Verschiebung & bezogen auf die Symmetrieachse, wohingegen bei Multipletts ein

Bereich der chemischen Verschiebung angegeben wird.
BC-NMR

Innerhalb der Substanzcharakterisierungen sind zunachst Arbeitsfrequenz und verwendetes
deuteriertes Losungsmittel angegeben. Es folgt zu jedem Signal die chemische Verschiebung & in ppm

(parts per million) und in Klammern die chemische Zuordnung.
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5.1.1.4 IR-Spektroskopie

5.1.1.3. Massenspektrometrie

Die Elektrosprayionisation-Massenspektren (ESI-MS) wurden an einem Finnigan LCQ Classic
(Thermo Electron, Egelsbach, Deutschland) aufgenommen. Dazu wurde die Verbindung je nach
Loslichkeit mit Chloroform, Aceton oder Methanol als Stammldsung (ca. 1-5 mg/ml) prapariert und
mit Methanol im Verhaltnis 1:1000 verdiinnt. Die Injektion erfolgte mit einer Harvard Apparatus 22-
Spritzenpumpe (20 pl/min). Das Massenspektrometer besitzt eine beheizbare Kapillare mit einer
Betriebstemperatur von 220 °C. Die lonisierung erfolgte im Elektronenspray bei 5,0 kV positiv und
negativ. Das Gerat detektierte in einem Massenbereich von 50 - 2000 m/z. Die
Masse/Ladungsverhaltnisse im experimentellen Teil sind in folgender Form angegeben: zugeordnetes

Substanzisotop: m/z-Verhaltnis [Quasimolekul-lon] prozentualer Anteil des Quasimolekiil-lons.

5.1.1.4. IR-Spektroskopie

Die ATR-Spektren wurden an einem FT-IR-Spektroskop des Typs IFS 28 (Bruker Optik)
gemessen, wohingegen die Vermessung der KBr-Spektren an einem FT-IR-Spektrometer Spectrum BX
(Perkin-Elmer) durchgefiihrt wurde. Die Signale wurden mit ihrer Wellenzahl v in cm™, ihrer
Signalintensitat und in Klammern ihrer chemischen Interpretation angegeben. Folgende Abkilirzungen
kamen dabei zur Anwendung: s = strong (stark), m = medium (mittel), w = weak (schwach) und ,br” =
broad (breit). Im Weiteren wurden Valenzschwingungen mit st fiir Streckschwingung und
Deformationsschwingungen mit & indiziert. Beziiglich der chemischen Interpretation wurden
Geristschwingungen von Aromaten als C=C beschrieben. Bei uneindeutiger Zuordnung des
angegebenen Molekilabschnitts erfolgt Prazisierung der betroffenen Molekilschwingung durch
Unterstreichung (z.B. COOR).

5.1.1.5. Elementaranalyse

Fiir die Durchfiihrung der Elementaranalysen kam der Analysenautomat CHNS-932 (LECO-
Corparation) zur Anwendung. Dabei erfolgte die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und

Stickstoffgehaltsbestimmung im automatischen Mikroverfahren.
5.1.1.6. Chromatographie

Diinnschichtchromatographie:

Dinnschichtchromatographie wurde verwendet, um Reaktionsverlaufe und Trennungen Gber
Saulenchromatographie zu tberwachen. Dabei konnten bereits erste Erkenntnisse zu Identitat und
Reinheit von Zwischen-, Neben- und Endprodukten gewonnen werden. Es wurden mit Kieselgel 60
und Fluoreszenzindikator F254-beschichtete Aluminiumfolien der Firma Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Substanzen bzw. Substanzgemische wurden nach Ldsung in einem
geeigneten Losungsmittel auf den DC-Platten aufgetragen. Die Entwicklung in Chromatographie-
kammern erfolgte nach Kammersattigung unter Verwendung von Lésungsmittelgemischen als mobile
Phase. Die Zusammensetzungen der mobilen Phasen sind in den Einzelsubstanzcharakterisierungen
beschrieben. Nach Trocknung erfolgte die Detektion mittels Bestrahlung durch UV-Licht der

Wellenlangen 254 nm und 366 nm. Dabei wurden fluoreszensloschende Eigenschaften bzw.
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Eigenfluoreszenzen ausgenutzt. Innerhalb der Synthese von Verbindung 103 wurde Kalium-
permanganattauchreagenz zur Detektion verwendet. Fir den Gebrauch im Labor wurde 3,00 g
Kaliumpermanganat; 20,00 g Kaliumcarbonat und 0,25 g Natriumhydroxid in 300 ml destilliertem
Wasser gelost. Angegebene Ri-Werte beziehen sich auf Laufhdhe der beschriebenen Substanz relativ

zur Losungsmittelfront.

Sdulenchromatographie:

Die Saulenchromatographie diente zur Trennung und Reinigung von Zwischen-, Neben- und
Endprodukten. Die Durchfiihrung erfolgte dabei i.d.R. unter Normaldruck an Kieselgel 60 (KorngroRe:
0,063-0,200 mm) der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland). Verwendete Elutionsmittel sind
in den entsprechenden Substanzcharakterisierungen beschrieben. In der Regel erfolgte eine
Polaritatssteigerung wahrend der Chromatographie, um das Trennverhalten zu optimieren. Alle
durchgefiihrten Sadulenchromatographien wurden als ,eingeschwemmte Saulen” gepackt. Dazu
wurde die zuvor berechnete Kieselgelmenge (Verhaltnis: 100/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch)) mit
Elutionsmittel suspendiert und unter kontinuierlichem Elutionsmittelstrom in die Saule einge-
schwemmt. Das Auftragen der Substanzgemische erfolgte in Abhédngigkeit der Loslichkeit im
Elutionsmittel auf zwei verschiedene Varianten. Bei hinreichender Loslichkeit in der unpolaren
Komponente des Elutionsmittels erfolgt direktes Auftragen als Losung. Durch Verwendung méglichst
geringer Volumina des Losungsmittels wird eine schmale Bande als Startpunkt der Chromatographie
gewahrleistet. Alternativ erfolgte der Substanzauftrag nach Adsorbtion an Kieselgel. Dazu wurden die
Substanzgemische in frei wahlbaren geeigneten Losungsmitteln gelost und mit Kieselgel im
Mengenverhiltnis 1/1 (mKieselgel/mSubstanzgemisch) versetzt. Nach vorsichtiger Entfernung des
Losungsmittels im Vakuum konnte das adsorbierte Kieselgel-Substanzgemisch auf das Saulenmaterial

aufgetragen werden.

Fir die Verbindungen 46a/b und 47a/b kam es zusatzlich zur Verwendung von einer MPLC-
Trennmethode, welche an einem PuriFlash 430 Automaten (Interchim, Montlugon, Frankreich)
durchgefiihrt wurde. Die Trennsaulen wurden manuell in entsprechenden 12 g Kartuschen der Firma
Interchim mit Kieselgel 60 F254 (KorngréRe: 0,063-0,200 mm) der Firma Merck KGaA (Darmstadit,
Deutschland) gepackt oder alternativ vorgepackte PF-50SIHP-FO025-Saulen der Firma Interchim
genutzt. Die Rohprodukte wurden, wie zuvor beschrieben, als dry-load in einer entsprechenden
Vorsaule prapariert. Die Maximalbeladung mit Rohprodukt entsprach 1 % (m/m) bezogen auf die
Kieselgelmenge der Trennsaule. Die Elution erfolgte als Gradientenelution und ist entsprechend im

Syntheseabschnitt beschrieben.

Analytische HPLC:

Die Reinheit bestimmter Endverbindungen wurde mittels analytischer HPLC bestimmt. Dazu
wurde eine LC-10AD mit SIL-HAT auto sampler (Shimadzu) und eine XTerra (Waters) RP-18-Sdule
(3,5 1M, 3,9 x 100 mm) verwendet. Der verwendete UV-Vis-Detektor SPD-M10A VP PDA wurde auf
254 nm eingestellt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Als Eluent wurde ein Gradient aus Wasser und
Methanol verwendet. Der Methanol-Anteil wurde innerhalb von 15 min von 5 % auf 95 % erhoht. Fir

eine verbesserte Trennscharfe wurde beiden Eluenten 0,1 % TFA zugesetzt.
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5.1.1.6 Chromatographie

Alternativ kam es zum Einsatz einer Agilent 1200 HPLC mit SL-Hochleistungsprobengeber
(Agilent Technologies) in Kombination mit einer Zorbax Rx (Agilent Technologies) RP-18-Saule
(3,5 UM, 4,6 x 100 mm). Der verwendete Diodenarray-Detektor SL wurde auf 254 nm eingestellt. Die

Trennmethode wurde analog zur vorher beschriebenen gewahlt.

Verwendete Losungsmittel und Chemikalien

Lésungsmittel:

Die verwendeten Losungsmittel wurden nach literaturbekannten Methoden®* getrocknet und frisch

destilliert.
Chemikalien:

Die zur Synthese der in dieser Arbeit beschriebenen Substanzen verwendeten Chemikalien
entstammen entweder den Bestdnden des Instituts flir Pharmazie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg (/IP), der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Andreas Hilgeroth (AG) oder wurden im Rahmen
dieser Arbeit kommerziell erworben. Die Bezugsquelle ist in Klammern zu den entsprechenden

Stoffen aufgefiihrt.

1-Hydroxybenzotriazol-hydrat 97 % (Sigma-Aldrich)
1,4-Benzochinon (Sigma-Aldrich)
2-Bromohydrochinon (Sigma-Aldrich)
2-Bromopropan (AG)
2-Chloro-1,4-benzochinon (Sigma-Aldrich)
2-Methoxybenzylamin (Sigma-Aldrich)
2-Methoxyhydrochinon (Sigma-Aldrich)
2-Methyl-1,4-benzochinon (Sigma-Aldrich)
2-Methyl-3-butyn-2-ol (Sigma-Aldrich)
2-Phenylethylamin (AG)

3-Aminophenol (/IP)

3-Bromo-1-propen 97 % (Sigma-Aldrich)
3-Bromoanilin 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Chloro-4-fluoroanilin 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Chloroanilin (AG)

3-Chlorobenzylamin 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Chlorobenzylbromid 97 % (Sigma-Aldrich)
3-Fluoroanilin 99 % (Acros Organics)
3-Fluorobenzylchlorid 96 % (Acros Organics)
3-(Methylmercapto)anilin 97 % (Sigma-Aldrich)
3-Methoxyanilin (AG)

3-Methoxybenzylamin 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Methoxybenzylchlorid 97 % (Sigma-Aldrich)
3-Methylthioanilin 97 % (Sigma-Aldrich)
3-Nitroanilin 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Nitrobenzylbromid 98 % (Sigma-Aldrich)
3-Trifluoromethylanilin 2 99 % (Sigma-Aldrich)
3,4-Dimethoxybenzylamin 97 % (Sigma-Aldrich)
3,5-Dichloroanilin 2 97 % (Sigma-Aldrich)
4-Aminophenol (IP)
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4-Amino-2-chlorophenol (/P)

4-Bromoanilin 99+ % (Acros Organics)
4-Chloroanilin (AG)

4-Chlorobenzylamin 98 % (Sigma-Aldrich)
4-Chlorobenzylchlorid 95 % (Sigma-Aldrich)
4-(Chloromethyl)benzonitril (Sigma-Aldrich)
4-Fluorobenzylchlorid 99 % (Sigma-Aldrich)
4-Methoxyanilin (AG)

4-Methoxybenzylamin 98 % (Sigma-Aldrich)
4-Methoxybenzylchlorid 98 % (Sigma-Aldrich)
4-Methylbenzylamin 97 % (Sigma-Aldrich)
4-Methylbenzylbromid 97 % (Sigma-Aldrich)
4-Nitrobenzylbromid 99 % (Sigma-Aldrich)
6-Chlor-2,4-diaminopyrimidin 98 % (Sigma-Aldrich)
Aceton (/P)

Acetylchlorid (AG)

Ameisensaure (/P)

Ammoniak (/P)

Benzylamin (AG)

Benzylbromid 98 % (Sigma-Aldrich)
Bromacetaldehyd-Diethylacetal 97 % (Sigma-Aldrich)
Brombutan-(n-) (AG)

Bromethan (/P)

Bromhexan-(n-) (AG)

Bromwasserstofflosung 33 %ig (m/m) in Essigsaure (Sigma-Aldrich)
Butylamin-(n) (IP)

Caesiumcarbonat (AG)

Chloroform (IP)

Cyanamid 99 % (Sigma-Aldrich)
Cyanessigsauremethylester 99 % (Sigma-Aldrich)
Cyclohexan (IP)

Dichlormethan (/P)

Diethylamin (/P)
Diethylaminomalonat-hydrochlorid (Acros Organics)
Diethylether (/P)

Dimethylformamid (/P)

Dimethylsulfat (Sigma-Aldrich)

EDTA-Na, (AG)

Essigsaure (/P)

Ethanol (/IP)

Ethylacetat (/P)

Formamidin-acetat 99 % (Acros Organics)
Geduran’ Si 60 (VWR)

Heptan (/P)

Hexan-(n) (IP)

lodmethan = 99 % (Sigma-Aldrich)
Isopropanol (IP)

Isoxazol 99 % (Acros Organics)
Kaliumcarbonat (/P)

Kaliumhydrogencarbonat (/P)

Kaliumhydroxid (/P)

Kaliumpermanganat (/P)
Kalium-tert-butanolat (Sigma-Aldrich)
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5.1.2 Beschreibung der Verbindungen

Kupfer(l)iodid (AG)

Lithiumchlorid (/P)

Methanol (/P)

Methylcyanoacetat 97 % (Acros Organics)
N-Methyl-2-pyrrolidon (Sigma-Aldrich)
N,N-Dimethylanilin 2 99,5 % (Sigma-Aldrich)
Natrium (/P)

Natriumcarbonat (/P)

Natriumdithionit > 82 % (Sigma-Aldrich)
Natriumhydrid 60%ig auf Paraffin (Sigma-Aldrich)
Natriumhydrogencarbonat (/P)

Natriumiodid (AG)

Natrium(meta)periodat = 99 % (Sigma-Aldrich)
Natriumnitrit (AG)

Oxalylchlorid (Sigma-Aldrich)
Palladium(ll)acetat 98 % (Sigma-Aldrich)
Petrolether Siedebereich 40-60 °C (/P)
Phosphoroxychlorid (Sigma-Aldrich)
Propylamin-(n-) (IP)

Pyridin (/P)

(R)-(+)-a-Methylbenzylamin (Sigma-Aldrich)
Raney-Nickel 50 % Aufschlammung in Wasser (Sigma-Aldrich)
(5)-(-)-a-Methylbenzylamin (Sigma-Aldrich)
Salzsaure (IP)

Schwefelsaure (IP)

Thioharnstoff (AG)

Toluol (IP)

Triethylamin (/P)

Triphenylphosphin 99 % (AG)

5.1.2. Beschreibung der Verbindungen
5.1.2.1. Allgemeine Angaben

Feuchtigkeits- und/oder luftempfindliche Reaktionen wurden unter Argonatmosphdre und in

ausgeheizten Apparaturen durchgefiihrt.

5.1.2.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Darstellung  N*-aminosubstituierter ~ Pyrimidin-2,4,6-triamine  bzw.  entsprechender

N*-aminosubstituierter Pyrimidinanaloga (Nucleophile Substitution am Aromaten)

1,0 eq. 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin bzw. vergleichbare Pyrimidinanaloga wurden mit 3,0 - 5,0 eq.
des umzusetzenden Amins versetzt (subst. Benzylamin, subst. Anilin, subst. Benzyloxyanilin,
Alkylamin). Bei Verwendung von fllssigen Aminen mit einer Siedetemperatur 2 135 °C dienten diese
gleichzeitig als Losungsmittel. Andernfalls wurde dem Reaktionsansatz zusatzlich 1,0 ml N-Methyl-2-
pyrrolidon als hochsiedendes Losungsmittel zugesetzt. Die Reaktion wurde fir 2 - 4 h auf 135 °C
erhitzt und gerihrt. Im Verlauf der Umsetzung verfarbte sich der Ansatz zu einer gelblichen Lésung.

Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis zum Verschwinden von 2,6-
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Diamino-4-chloropyrimidin bzw. des entsprechenden Pyrimidinanalogs lUberwacht. Nach Abkihlen
des Reaktionsgemisches bildete sich ein gelbes oliges Rohprodukt, welches direkt
saulenchromatographisch aufgereinigt wurde. Eluiert wurde mit einem Stufengradienten von
Ethylacetat/Methanol 95:5 zu 90:10 (V/V). Bei Einsatz eines anderen Trennsystems ist dieses in der
Substanzcharakterisierung vermerkt. Die Produkte wurden als helle bis gelbliche Ole erhalten und
konnten nachfolgend mit Methanol-Diethylether-Mischungen in weile bis gelbliche Feststoffe

umkristallisiert werden. Die Feststoffe wurden im Vakuum getrocknet und Gber P,0s gelagert.

AAV 2: Darstellung 4-aminosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole  (NENITZESCU-Reaktion;
Cycloaddition und Oxidation)

1,0 eq. des N*-aminosubstituierten Pyrimidin-2,4,6-triamins bzw. eines alternativ 2-substituierten
Analogs wurde mit 1,2 - 1,8 eq. von 1,4-Benzochinon oder einem zusatzlich 2-substituierten 1,4-
Benzochinon umgesetzt. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 20,0 ml trockenem Ethanol und 5,0 ml
trockener Essigsaure pro mmol Pyrimidin versetzt. AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 3-6 h zum
Rickfluss erhitzt. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis zum
Verschwinden des Pyrimidins lberwacht. Die Losung verfarbte sich im Verlauf von gelb-griin zu
einem dunklen Braun. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Losungsmittel vollstandig im
Rotationsverdampfer entfernt. Das entstandene braune olige Rohprodukt wurde in Aceton geldst
und mit Kieselgel 60 F254 der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) im Rotationsverdampfer
als dry-load fiir die Sdulenchromatographie prapariert. Eluiert wurde mit einem Stufengradienten aus
Chloroform/Methanol 95:5 zu 90:10 (V/V). Erhaltene Produkte variierten farblich von beige bis grau.
Eventuelle zusatzliche Chromatographieschritte sind in den Einzelcharakterisierungen der

Verbindungen dargelegt. Die Verbindungen wurden im Vakuum getrocknet und tiber P,05 gelagert.
AAV 3: Darstellung substituierter 4-(Benzyloxy)aniline (Nucleophile Substitution am Benzylhalogenid)

1,0 eq. 4-Aminophenol bzw. 4-Amino-2-chlorophenol wurden in 4,0 ml DMF pro mmol Aminophenol
gelost und auf 0 °C gekihlt. AnschlieRend wurden 1,2 eq. Kalium-tert-butanolat unter Rihren
hinzugegeben. Nachfolgend wurde der Reaktionsansatz unter Argonatmosphéare gesetzt und lber
eine Spritze 1,0 eq. substituiertes Benzylhalogenid langsam zugetropft. Nachdem die Reaktion fiir 2 h
bei Raumtemperatur gerihrt wurde, konnte sie unter erneutem Kiihlen auf 0 °C und Zusatz eines
dquivalenten Volumens an Wasser beendet werden. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz in
100,0 ml Brinelésung aufgenommen und mit dreimal je 100,0 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden liber MgS0O, getrocknet und anschlieRend im Rotationsverdampfer das
Losungsmittel entfernt. Das erhaltene gelbe bis roétliche o6lige Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit einem Stufengradienten aus
n-Hexan/Ethylacetat 75:25 zu 60:40 (V/V). Erhaltene gelbliche (Verwendung von 4-Amino-phenol)
bzw. rotliche (Verwendung von 4-Amino-2-chlorophenol) 6lige Produkte wurden als solche weiter

verwendet bzw. bis zur Verwendung unter Argonatmosphare bei 2 - 8 °C gelagert.
AAV 4: Darstellung substituierter Zimtséduren (KNOEVENAGEL-Reaktion)

1,0 eq. substituiertes Benzaldehyd und 3,0 eq. Malonsdure wurden in 0,6 ml DMF pro mmol

Benzaldehyd gel6st. AnschlieRend wurde 1,0 eq. trockenes Pyridin erganzt und der Ansatz fir 5 h bei
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5.1.2.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

90 °C geruhrt. Dabei kam es zu starker Gasentwicklung. Nach Abkihlen des Reaktionsansatzes wurde
mit konzentrierter Salzsdaure auf pH 1 angesduert. Durch Kiihlung des Ansatzes auf 0 °C kam es zur
Bildung eines weillen bis beigen Prazipitates, welches per Vakuumfiltration abgetrennt wurde. Das
Prazipitat wurde zweimal mit 0,2 ml Wasser pro mmol Benzaldehyd gewaschen und danach (ber

P,0s getrocknet. Die erhaltenen Produkte resultierten als weille bis beige Feststoffe.
AAV 5: Darstellung substituierter Carbonsdurechloride (Aktivierung mit Oxalylchlorid)

1,0 eq. substituiertes Carbonsaurederivat wurde bei 0 °C unter Rihren in trockenem CH,Cl, gel6st
und anschliefend unter Argonatmosphare gesetzt. Nach Zugabe von 1 - 2 kat. Tropfen DMF Uber
eine Spritze wurde dem Reaktionsansatz langsam 2,0 eq. Oxalylchlorid zugetropft, welches ebenfalls
mittels einer Spritze durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz 5 h bei
Raumtemperatur gerihrt und danach im Rotationsverdampfer alle fliichtigen Komponenten
entfernt. Es entstanden weille bis gelbliche Feststoffe, welche bis zur Verwendung unter Argon und

Kihlung auf -20 °C gelagert wurden.

AAV 6: Darstellung von 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-yl-carboxylaten (Veresterung phenolischer
Hydroxygruppe)

1,0 eq. 2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-0l 47a bzw. 2-Amino-
7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-0l 47b wurde in trockenem
Pyridin bei 0 °C gel6st. Nachdem der Reaktionsansatz unter Argonatmosphare gesetzt wurde, konnte
anschlieRend Uber eine Spritze langsam 1,0 eq. Carbonsdurechlorid, geldst in trockenem Pyridin,
hinzugetropft werden. Nach weiterem Rihren fir 0,5 h bei 0 °C wurde anschlieRend bei
Raumtemperatur 4 - 24 h geriihrt. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis
zum Verschwinden von 47a bzw. 47b (berwacht. Nachgehend wurde das Ldsungsmittel im
Rotationsverdampfer entfernt und der Reaktionsansatz saulenchromatographisch aufgearbeitet.
Eluiert wurde mit Chloroform-Methanol-Gemischen. Das Verhaltnis ist substanzspezifisch in den
Einzelcharakterisierungen hinterlegt. Die erhaltenen Produkte wurden im Vakuum getrocknet und

resultierten als weile bis beige Feststoffe.

AAV 7: Darstellung von (7-Chloro)-6-(alkyloxy)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido-
[4,5-bJindol-2,4-diaminen (WiLLIAMSON-Ethersynthese; Veretherung phenolischer Hydroxygruppe)

1,0 eq. 2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol 47a bzw. 2-Amino-
7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol 47b wurde in 2,0 ml| DMF
pro mmol Edukt geldst. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz unter Argonatmosphare gesetzt,
10,0 eq. K,CO; zugesetzt und fir 0,5 h gerlihrt. Mit einer Mikroliterspritze wurde der Reaktion unter
Riihren 1,0 eq. Alkylhalogenid zugetropft und danach fiir 8 - 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der
Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis zum Verschwinden von 47a bzw. 47b
Uberwacht. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz saulenchromatographisch aufgearbeitet. Eluiert
wurde mit einem Stufengradienten aus Chloroform/Methanol 95:5 zu 90:10 (V/V). Da tlw. ein
Mischedukt aus 47a/b zum Einsatz kam, resultierte auch die entsprechende Bildung von
Mischprodukten. Diese wiederum mussten einem zweiten chromatographischen Reinigungsschritt

unterzogen werden, bei welchem mit Chloroform-Pyridin-Gemischen eluiert wurde. Die
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Eluentenzusammensetzung des zweiten chromatographischen Aufreinigungsschritts ist, so
durchgefihrt, in den Einzelsubstanzcharakterisierungen dargelegt. Die erhaltenen Produkte wurden

im Vakuum getrocknet und resultierten als beige Feststoffe.
AAV 8: Darstellung von 6-Amino-2-(alkylthio)pyrimidin-4-olen (Veretherung von Thiolen)

1,0 eq. 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol 15 wurde in moglichst wenig 1M wadssriger Natronlauge
gelost. Nachdem der Reaktionsansatz unter Argonatmosphdre gesetzt wurde, konnte Uber eine
Spritze 1,0 eq. Alkylhalogenid unter Rihren zugetropft werden. Der Reaktionsansatz wurde fir
6 - 10 h bei Raumtemperatur geriihrt. Sollte eine erhdhte Reaktionstemperatur notwendig gewesen
sein, so ist diese in der Einzelcharakterisierung der Substanz dargestellt. Der Reaktionsfortschritt
wurde diinnschichtchromatographisch bis zum Verschwinden von 15 (iberwacht. Uber den
Reaktionsverlauf bildete sich ein weiBes Prazipitat, welches im Anschluss (ber Vakuumfiltration
separiert wurde. Das Prazipitat wurde je zweimal mit dquivalenten Mengen (bezogen auf die Menge
des Reaktionsmediums: wassrige Natronlauge) Wasser und Petrolether (Siedebereich 60 - 80 °C)

gewaschen. Die erhaltenen weillen Feststoffe wurden tiber P,0O5 getrocknet.

AAV 9: Darstellung von 6-Aminopyrimidin-4-ol bzw. 5,6-Diaminopyrimidin-4-ol (Katalytische

Entschwefelung von Thiolen)

1,0 eq. von 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol 15 bzw. 5,6-Diamino-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-
4(1H)-on 97 wurde in 4,0 ml 5%iger wassriger Ammoniaklésung pro mmol Edukt gel6st. AnschlieRend
wurde 0,5 ml einer 50%igen Raney-Nickel-Aufschlammung in Wasser pro mmol Edukt vorsichtig
hinzugetropft. Der Reaktionsansatz wurde anschliefend 1,5 h zum Riickfluss erhitzt und nachgehend
heil’ Giber ein Celite®-Pad filtriert. Der Filterriickstand wurde mit kochendem Wasser nachgewaschen.
Das gesammelte leicht griinliche Filtrat wurde im Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Es

resultierte ein weiBer bzw. gelblicher Feststoff, welcher tber P,05 getrocknet wurde.

AAV 10: Darstellung von 7-Alkyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinen bzw. 9-Alkyl-9H-purin-6-aminen
(Alkylierung azider Aminogruppen)

1,0 eq. von 4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin 107 bzw. N-(4-((4-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-
purin-6-amin 101e wurde in 1,5 ml DMF pro mmol Edukt gel6st. AnschlieRend wurde der
Reaktionsansatz unter Argonatmosphare gesetzt und 1,2 eq. NaH (60%ige Suspension auf Paraffin)
vorsichtig und unter Kiihlung auf 0 °C zugesetzt. Nach weiterem Rihren bei Raumtemperatur fir
0,5 h wurde der Lésung 1,2 eq. Alkylhalogenid lber eine Spritze zugetropft und fir 5 - 8 h gerihrt.
Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch bis zum Verschwinden von 107 bzw.
101e iiberwacht. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 25,0 ml Wasser pro mmol Edukt gestoppt.
Anschliefend wurde dreimal mit je 50,0 ml Chloroform pro mmol Edukt extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit jeweils 50,0 ml Wasser, 5%iger wassriger Lithiumchloridlésung und
Brinelosung pro mmol Edukt gewaschen. Die organische Phase wurde liber CaSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt. Das verbliebene gelbe Ol wurde siulen-
chromatographisch aufgereinigt. Die Zusammensetzungen der Eluentengemische sind in den
Substanzcharakterisierungen  dargelegt. Zwischenprodukte  wurden anschliefend  direkt

weiterverwendet, wahrend finale Produkte zum Feststoff umkristallisiert wurden.
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5.1.2.3 Synthese kommerziell nicht verfiigbarer Reagenzien

5.1.2.3. Synthese kommerziell nicht verfiigbarer Reagenzien

5.1.2.3.1. Synthese Alkoxyaniline

3-Ethoxyanilin
Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

1a
CsH.1NO HN O\/
2 \@/

137,18 g/mol

nach AAV 3

Es wurden 5,46 g (50,0 mmol; 1,0 eq.) 3-Aminophenol mit 5,45 g bzw. 3,73 ml (50,0 mmol; 1,0 eq.)

Bromethan nach AAV 3 umgesetzt. Die Reaktionszeit bei Raumtemperatur betrug 2 h. Das gelbliche

Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Es wurden 5,88 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 85,7 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

3-Isopropoxyanilin
Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

85,7 %

m/z = **C:138,0 [M+H]" 100 %; **C:139,0 [M+H]* 11 %

KBr [v in cm™]: 3456 w ,br“, 3373 w ,br“ (NH, st); 3037 w, 3024 w (aromat.
CH st); 2978 m, 2929 w (aliph. CH st); 1664 m (NH, &); 1620 m, 1597 s, 1495 s,
1477 m (C=C st); 1464 m, 1366 m (CH §&); 1287 m (CN st); 1189 s, 1154 s
(C-O-C st Ether); 764 w, 688 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 1,26 (t, *Jens/enz = 6,9 Hz, 3H, OCH,CH;); 3,88
(qua, 3JCHZ/CH3 = 6,9 Hz, 2H, OCH,CH3); 4,97 (br, 2H, NH,, with D,0 exchange-
able); 6,04 (d, /s = 8,2 Hz, 1H, H-6); 6,10 - 6,13 (m, 2H, H-2 H-4); 6,86 (t,
*Jsjapzws = 8,2 Hz, 1H, H-5)

0,30 Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V)

0,46  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)

1b
CgH13NO

H2N O\(
151,21 g/mol \©/

nach AAV 3

Es wurden 5,46 g (50,0 mmol; 1,0 eq.) 3-Aminophenol mit 6,15 g bzw. 4,69 ml (50,0 mmol; 1,0 eq.)

2-Brompropan nach AAV 3 umgesetzt. Die Reaktionszeit bei Raumtemperatur betrug 4 h. Das

gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als
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Eluent aufgereinigt. Es wurden 6,04 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von

79,9 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Re-Werte:

4-Ethoxyanilin
Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

79,9 %

m/z = **C:152,1 [M+H]" 100 %; **C:153,1 [M+H]* 12 %

KBr [v in cm™]: 3460 w ,br*, 3373 w ,,br“ (NH, st); 3037 w, 3022 w (aromat.
CH st); 2975 m, 2932 w (aliph. CH st); 1665 m (NH, &); 1623 m, 1596 s, 1493 s,
1481 m (C=C st); 1465 m, 1383 m, 1371 m (CH &); 1286 m (CN st); 1186 s,
1154 s (C-O-C st Ether); 767 w, 688 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 1,21 (d, *Jeuz/cn = 6,0 Hz, 6H, OCH(CHs),); 4,42
(sep, 3JCH/CH3 = 6,0 Hz, 1H, OCH(CHs),); 4,94 (br, 2H, NH,, with D,0 exchange-
able); 6,03 (ddd, *Jg/s = 8,2 Hz “Jg/s = 2,3 Hz *Jg, = 1,0 Hz, 1H, H-6); 6,08 - 6,11
(m, 2H, H-2 H-4); 6,85 (t, *Js/abaw.s = 8,2 Hz, 1H, H-5)

0,31 Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V)

0,49  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)

1c

CgHq1:NO

H,N
137,18 g/mol \O\
o

nach AAV 3

Es wurden 5,46 g (50,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 5,45 g bzw. 3,73 ml (50,0 mmol; 1,0 eq.)

Bromethan nach AAV 3 umgesetzt. Die Reaktionszeit bei Raumtemperatur betrug 2 h. Das gelbliche

Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Es wurden 6,02 g gelbes Oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 87,8 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:
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87,8%

m/z = **C:138,2 [M+H]" 100 %; **C:139,2 [M+H]" 10 %

KBr [v in cm™]: 3457 w ,br, 3361 w ,br“ (NH, st); 3037 w, 3025 w (aromat.
CH st); 2979 m, 2928 w (aliph. CH st); 1668 s (NH, §); 1620 m, 1596 s, 1495 s,
1477 m (C=C st); 1463 m, 1388 m (CH &); 1287 m (CN st); 1187 s, 1152 s
(C-O-C st Ether); 839 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d [8 in ppm]: 1,23 (t, *Jeus/ciz = 7,0 Hz, 3H, OCH,CHs); 3,85
(qua, 3JCH2/CH3 = 7,0 Hz, 2H, OCH,CH3); 4,54 (br, 2H, NH,, with D,0 exchange-
able); 6,48 (d, *J35/.6 = 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 6,61 (d, J2.6/35 = 8,8 Hz, 2H, H-2
H-6)

0,27 Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V)

0,47  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)



5.1.2.3.2 Synthese Benzyloxyaniline

4-Isopropoxyanilin

Verbindung: id

Summenformel: CoHi3NO H,N
Molekulargewicht: 151,21 g/mol \©\OJ\
Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 5,46 g (50,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 6,15 g bzw. 4,69 ml (50,0 mmol; 1,0 eq.)
2-Brompropan nach AAV 3 umgesetzt. Die Reaktionszeit bei Raumtemperatur betrug 4 h. Das
gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als
Eluent aufgereinigt. Es wurden 6,41 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von
84,8 % entspricht.

Ausbeute: 84,8 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:152,2 [M+H]" 100 % *C:153,2 [M+H]" 14 %

IR: KBr [v in cm™]: 3457 w ,br, 3373 w ,br“ (NH, st); 3037 w, 3025 w (aromat.

CH st); 2978 m, 2929 w (aliph. CH st); 1664 m (NH, &); 1620 m, 1597 s, 1495 s,
1477 m (C=C st); 1464 m, 1393 m, 1366 w (CH &); 1287 m (CN st); 1188 s,
1154 s (C-O-C st Ether); 840 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 1,19 (d, *Jcys/cn = 6,0 Hz, 6H, OCH(CH;),); 4,40
(sep, 3JCH/CH3 = 6,0 Hz, 1H, OCH(CHs),); 4,52 (br, 2H, NH,, with D,O exchange-
able); 6,45 (d, *J35/.6 = 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 6,59 (d, *Jo.6/35 = 8,8 Hz, 2H, H-2
H-6)

R-Werte: 0,29 Cyclohexan/Ethylacetat 70:30 (V/V)
0,50 Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)

5.1.2.3.2. Synthese Benzyloxyaniline
4-((3-Methoxybenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2a

Summenformel: C14H1sNO,
° OCH
Molekulargewicht: 229,28 g/mol /©/ 3
HoN

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,09 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 1,57 g bzw. 1,46 ml (10,0 mmol; 1,0 eq.)
3-Methoxybenzylchlorid nach AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,96 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 85,5 % entspricht.

Ausbeute: 85,5 %
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Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:230,1 [M+H]" 100 %; *C:231,2 [M+H]" 13 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 3,73 (s, 3H, OCHs); 4,58 (br, 2H, NH,, with D,0O
exchangeable); 4,90 (s, 2H, OCH,(3'-OCHsPh)); 6,48 (d, *J,./3.5 = 8,8 Hz, 2H,
H-2 H-6); 6,69 (d, *J3:5/2.6 = 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 6,84 (dd, *), 5 = 8,0 Hz *J; /s =
2,3 Hz, 1H, H-4"); 6,95 (m, 2H, H-2" H-6"); 7,26 (t, *Js/sbzw.s: = 7,9 Hz, 1H, H-5")

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,25 Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((3-Fluorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2b

Summenformel: Cy3H1,FNO
O
Molekulargewicht: 217,24 g/mol /O/ F
HoN

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,09 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 1,44 g bzw. 0,95 ml (10,0 mmol; 1,0 eq.)
3-Fluorobenzylchlorid  nach AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,84 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 84,7 % entspricht.

Ausbeute: 84,7 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:218,1 [M+H]" 100 %; *C:219,2 [M+H]" 14 %

IR: KBr [v in cm™]: 3439 w ,br, 3359 w ,br“ (NH, st); 3062 w, 3041 w (aromat.

CH st); 2925w, 2867 w (aliph. CH st); 1662 w (NH, &); 1623 m, 1600 m,
1508 s, 1477 w (C=C st); 1430 w, 1376 w (CH §&); 1228 s, 1172 w (C-O-C st
Ether); 1215 m (aromat. C-F §); 822 w (CH & 1,4-disubst. Aromat); 774 w,
694 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 4,60 (br, 2H, NH,, with D,0O exchangeable);
4,95 (s, 2H, OCH,(3’-FPh)); 6,49 (d, 3J2_6/3_5 = 8,8 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,70 (d,
*Jy5/2.6 = 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,10 (dt, *Js/sbaur = 8,5 Hz *J4/6 = 2,2 Hz, 1H,
H-4°); 7,21 (m, 2H, H-2" H-6"); 7,39 (dt, *Js/4baws = 7,8 Hz “Js ¢ = 6,3 Hz, 1H,
H-57)

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,24  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((3-Chlorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2c
Summenformel: Cy13H1,CINO
Molekulargewicht: 233,70 g/mol H2N/ i:
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Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 2,18 g (20,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 4,11 g bzw. 2,63 ml (20,0 mmol; 1,0 eq.)
3-Chlorobenzylbromid nach AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit Heptan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,93 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 82,6 % entspricht.

Ausbeute: 82,6 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:234,6 [M+H]" 100 %; *C:235,6 [M+H]" 10 %; *’Cl:236,6 [M+H]" 60 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:232,4 [M-H] 100 %; *C:233,4 [M-H] 11 %; *’Cl:234,3 [M-H] 24 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,57 (br, 2H, NH, with D,0 exchangeable);

4,89 (s, 2H, OCH,(3’-CIPh)); 6,48 (d, 3J2_6/3_5 = 8,8 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,69 (d,
*J3.5/26 = 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,18 (dd, *J4s = 7,6 Hz *14/s- = 1,3 Hz, 1H, H-4");
7,23 -7,25 (m, 2H, H-2" H-67); 7,31 (t, 315'/4'bzw.e'= 7,6 Hz, 1H, H-5")

R-Werte: 0,09 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,25 Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((3-Nitrobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2d

Summenformel: Cy3H1:N,04
0]
Molekulargewicht: 244,25 g/mol /©/ NO
H,N

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 0,82 g (7,5 mmol; 1,0eq.) 4-Aminophenol mit 1,62 g (7,5 mmol; 1,0eq.)
3-Nitrobenzylbromid nach AAV 3  umgesetzt. Das rotliche  Rohprodukt  wurde
saulenchromatographisch mit Heptan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,38 g rotliches oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 75,3 % entspricht.

Ausbeute: 75,3 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:245,0 [M+H]" 100 %; *C:246,0 [M+H]" 13 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:243,1 [M-H] 100 %; *C:244,1 [M-H] 11 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 4,58 (br, 2H, NH,, with D,0 exchangeable);

4,96 (s, 2H, OCH,(3"-NO,Ph)); 6,49 (d, *J,6/25 = 8,9Hz, 2H, H-2 H-6); 6,70 (d,

*Jy5/2.6= 8,9 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,59 (t, *Js /s bawe = 7,9 Hz, 1H, H-57); 7,79 (ddd,

*Jess-= 7,6 Hz *Jg /4 = 1,6 Hz *)J=¢/»- = 1,0 Hz; 1H, H-6); 8,05 (ddd, 45 = 8,2 Hz

Jase=2,4Hz *1y = 1,0 Hz; 1H, H-4°); 8,18 (t, )2 /sbawe = 1,8 Hz, 1H, H-2")
R-Werte: 0,09 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)

0,26  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)
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4-((4-Methylbenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2e

Summenformel: C14H1sNO
O
Molekulargewicht: 213,28 g/mol /©/
H,N

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,09 g (10,0 mmol; 1,0eq.) 4-Aminophenol mit 1,41 g (10,0 mmol; 1,0eq.)
4-Methylbenzylbromid nach AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Heptan/Ethylacetat 70:30 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,83 g gelbes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 85,8 % entspricht.

Ausbeute: 85,8 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:214,3 [M+H]" 100 %; *C:215,3 [M+H]" 11 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:212,3 [M-H] 100 %; *C:213,3 [M-H] 12 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 2,24 (s, 3H, 4'-CHs); 4,56 (br, 2H, NH, with

D,0 exchangeable); 4,88 (s, 2H, OCH,(4'-CH3Ph)); 6,47 (d, 3J2_6/3_5 =8,7 Hz, 2H,
H-2 H-6); 6,66 (d, 313_5/2_6 = 8,7 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,08 (d, 313'-5'/2'-e'= 8,0 Hz, 2H,
H-3" H-5°); 7,20 (d, *Jy-6/3-5 = 8,0 Hz, 2H, H-2" H-6)

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,24  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((4-Methoxybenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2f

Summenformel: Cy14H1sNO, OCHs
(0]
Molekulargewicht: 229,28 g/mol /@/
H,N

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,09 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 1,57 g bzw. 1,36 ml (10,0 mmol; 1,0 eq.)
4-Methoxybenzylchlorid nach  AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

1,67 g gelbes 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 72,8 % entspricht.

Ausbeute: 72,8 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 1?C:230,1 [M+H]" 100 %; *C:231,1 [M+H]" 16 %

IR: KBr [v in cm™]: 3422 w ,br*, 3348 w ,br“ (NH, st); 3043 w, 3034 w (aromat.

CH st); 2928 m, 2916 m, 2874 w, 2838 w (aliph. CH st); 1662 m (NH, §);
1609 m, 1584 w, 1513 s, 1502 s (C=C st); 1472 m, 1378 m (CH §); 1223 s,
1178 s,1111 m (C-O-C st Ether); 825 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)
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H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 3,29 (s, 3H, OCHs); 4,57 (br, 2H, NH, with D,0
exchangeable); 4,83 (s, 2H, OCH,(4-OCHsPh)); 6,48 (d, 312_6/3_5 = 8,7 Hz, 2H, H-2
H-6); 6,68 (d, *J.5/2.6= 8,7 Hz, 2H, H-3 H-5); 6,90 (d, *J3-5/>-¢ = 8,6 Hz, 2H, H-3’
H-5); 7,31 (d, *Jy-g /35 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6")

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,25 Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((4-Fluorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2g

Summenformel: Cy3H1,FNO F
O
Molekulargewicht: 217,24 g/mol /O/
H,N

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,64 g (15,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Aminophenol mit 2,17 g bzw. 1,80 ml (15,0 mmol; 1,0 eq.)
4-Fluorobenzylchlorid nach  AAV 3  umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,82 g gelbes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 86,5 % entspricht.

Ausbeute: 86,5 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:218,0 [M+H]" 100 %; *C:219,0 [M+H]" 11 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:216,2 [M-H] 100 %; *C:217,2 [M-H] 12 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 4,59 (br, 2H, NH,, with D,0 exchangeable);

4,90 (s, 2H, OCH,(4"-FPh)); 6,49 (d, 3J2_6/3_5 = 8,8 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,69 (d,

3J3_5/2_6= 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,09 (m, 2H, H-3" H-57); 7,35 (m, 2H, H-2" H-6")
R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)

0,24  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((4-Chlorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2h

Summenformel: Cy43H1,CINO cl
O
Molekulargewicht: 233,70 g/mol /©/
HoN

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,64 g (150 mmol; 1,0eq.) 4-Aminophenol mit 2,42 g (15,0 mmol; 1,0eq.)
4-Chlorobenzylchlorid  nach  AAV 3  umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,96 g gelbes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 84,4 % entspricht.

Ausbeute: 84,4 %
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Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = °C:234,1 [M+H]" 100 %; *C:235,1 [M+H]" 14 %; *’Cl:236,1 [M+H]" 34 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:232,2 [M-H] 100 %; *C:233,2 [M-H] 12 %; *’Cl:234,2 [M-H] 30 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 4,56 (br, 2H, NH,, with D,0 exchangeable);

4,88 (s, 2H, OCH,(4'-CIPh)); 6,48 (d, 3J2_6/3.5 = 8,9 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,69 (d,
3)3.5/2.6= 8,9 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,33 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6")

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,25 Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((4-Aminophenoxy)methyl)benzonitrile

Verbindung: 2i

Summenformel: C14H1:N,0 CN
O
Molekulargewicht: 224,26 g/mol /©/
HoN

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,64 g (150 mmol; 1,0eq.) 4-Aminophenol mit 2,27 g (15,0 mmol; 1,0eq.)
4-(Chloromethyl)benzonitril nach AAV 3 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,29 g gelbes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 67,2 % entspricht.

Ausbeute: 67,2 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:225,0 [M+H]" 100 %; *C:226,1 [M+H]" 12 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:223,1 [M-H] 100 %; *C:224,1 [M-H] 10 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,55 (br, 2H, NH, with D,0 exchangeable);

4,86 (s, 2H, OCH,(4'-CNPh)); 6,48 (d, *J,.6/3.5 = 8,8 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,69 (d,
3J3_5/2_6= 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,51 (d, 3J2,_6,/3,_5,= 8,5 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,34 (d,
*Jy5/26 = 8,5 Hz, 2H, H-3" H-5")

R-Werte: 0,08 Cyclohexan/Ethylactetat 75:25 (V/V)
0,24  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

4-((4-Nitrobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 2j

Summenformel: C13H12N,04 NO2
O
Molekulargewicht: 244,25 g/mol /©/
HoN

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,64 g (150 mmol; 1,0eq.) 4-Aminophenol mit 3,24 g (15,0 mmol; 1,0eq.)
4-Nitrobenzylboromid nach  AAV 3 umgesetzt. Das roétliche  Rohprodukt  wurde
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saulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,61 g rotliches 6liges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 71,2 % entspricht.

Ausbeute: 71,2 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = °C:245,1 [M+H]" 100 %; *C:246,1 [M+H]" 14 %

MS (ESI-negativ): m/z = 12C:243,2 [M-H] 100 %; C:244,1 [M-H] 10 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 4,62 (br, 2H, NH,, with D,0 exchangeable);

4,93 (s, 2H, OCH,(4'-NO,Ph)); 6,50 (d, 312_6/3_5 = 8,9 Hz, 2H, H-2 H-6); 6,69 (d,
*J3.5/2.6= 8,8 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,59 (d, *J,-¢35- = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 8,15 (d,
*J3-526 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5")

R-Werte: 0,09 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,26  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

3-Chloro-4-((3-fluorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 3a

Summenformel: Cy3H1:CIFNO
O
Molekulargewicht: 251,09 g/mol /@: F
HoN o

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,44g (10,0 mmol; 1,0eq.) 4-Amino-2-chlorophenol mit 1,45 g bzw. 1,21 ml
(10,0 mmol; 1,0 eq.) 3-Fluorobenzylchlorid nach AAV 3 umgesetzt. Das rotliche Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,33 g rotes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 92,6 % entspricht.

Ausbeute: 92,6 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:252,2 [M+H]" 100 %; *C:253,2 [M+H]* 14 %; *’C|:254,2 [M+H]" 28 %
'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,90 (br, 2H, NH, with D,0 exchangeable);

5,01 (s, 2H, OCH,(3°-FPh)); 6,46 (dd, *J¢/s = 8,8 Hz *Js> = 2,7 Hz, 1H, H-6); 6,65
(d, *Jys6 = 2,7 Hz, 1H, H-2); 6,90 (d, *Js/6 = 8,8 Hz, 1H, H-5); 7,12 (dt, *Ja/s s =
8,5 Hz 414'/3 = 2,6 Hz, 1H, H-4"); 7,21 - 7,26 (m, 2H, H-2" H-6"); 7,40 (dt,
*Js /402w = 8,1 Hz *Js /= 6,2 Hz, 1H, H-5")

R-Werte: 0,10 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,32  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

3-Chloro-4-((3-chlorobenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 3b

Summenformel: Cy43H1:CILNO O\Q\C
[ I I
Molekulargewicht: 268,14 g/mol H,N cl
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Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,44 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Amino-2-chlorophenol mit 1,61 g (10,0 mmol; 1,0 eq.)
3-Chlorobenzylbromid nach AAV 3 umgesetzt. Das rotliche Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,64 g rotes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 98,5 % entspricht.

Ausbeute: 98,5 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:269,2 [M+H]" 100 %; *C:270,2 [M+H]" 12 %; *'Cl:271,2 [M+H]* 40 %
IR: KBr [v in cm™]: 3449 w ,br“, 3369 w , br” (NH, st); 3064 w, 3040 w (aromat.

CH st); 2925 w, 2871 w (aliph. CH st); 1662 w (NH, 6); 1624 m, 1600 m, 1497 s
(C=C st); 1431 m, 1374 m (CH §); 1221 s, 1164 w (C-O-C st Ether); 1055 m
(aromat. C-Cl &); 870 w, 803 w (CH & 1,2,4-trisubst. Aromat); 777 w, 695 w
(CH & 1,3-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 4,92 (br, 2H, NH, with D,0 exchangeable);
5,00 (s, 2H, OCH,(3'-CIPh)); 6,45 (dd, *Jg/s = 8,7 Hz *Js/» = 2,7 Hz, 1H, H-6); 6,63
(d, 312/6= 2,7 Hz, 1H, H-2); 6,89 (d, 3J5/6= 8,7 Hz, 1H, H-5); 7,35 - 7,38 (m, 2H,
H-4" H-6'); 7,40 (t, *Js/atowe = 7,4 Hz, 1H, H-5"); 7,47 (t, Y2 /abowe = 1,6 Hz, 1H,
H-2)

Ri-Werte: 0,12  Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)
0,36  Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

3-Chloro-4-((4-methoxybenzyl)oxy)anilin

Verbindung: 3c

Summenformel: Cy14H14CINO, OCHs
0]
Molekulargewicht: 263,72 g/mol /@:
H,N cl

Darstellung: nach AAV 3

Es wurden 1,44 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 4-Amino-2-chlorophenol mit 1,57 g bzw. 1,36 ml (10,0 mmol;
1,0 eq.) 4-Methoxybenzylchlorid nach AAV 3 umgesetzt. Das rotliche Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

2,31 g rotes oliges Produkt gewonnen, welches einer Ausbeute von 87,6 % entspricht.

Ausbeute: 87,6 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:263,8 [M+H]" 100 %; *C:264,8 [M+H]* 12 %; *’C|:265,7 [M+H]" 40 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 3,73 (s, 3H, 4-OCHs); 4,89 (br, 4H, NH,, with

D,0 exchangeable, OCH,(4'-OCH;Ph); 6,44 (dd, *J¢/s = 8,8 Hz *J¢/2 = 2,6 Hz, 1H,

H-6); 6,61 (d, “Jy6 = 2,6 Hz, 1H, H-2); 6,88 (d, *Js/s = 8,8 Hz, 1H, H-5); 6,92 (d,

*J35/2-¢ = 8,6 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,33 (d, *Jo-6/3-5 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6")
R-Werte: 0,10 Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (V/V)

0,33 Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (V/V)
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5.1.2.3.3. Synthese Ethinylaniline

4-(3-Aminophenyl)-2-methylbut-3-yn-2-ol

Verbindung: 4a
Summenformel: C11H1sNO
— OH
Molekulargewicht: 175,23 g/mol
HoN
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 7,24 g bzw. 4,55 ml (42,09 mmol; 1,0 eq.) 3-Bromoanilin; 0,37 g (1,41 mmol; 0,03 eq.)
Triphenylphosphan; 50,5 mg (0,27 mmol; 0,006 eq.) Kupfer(l)iodid; 25,3 mg (0,11 mmol; 0,003 eq.)
Palladium(ll)acetat und 21,05 g bzw. 28,84 ml Triethylamin vorgelegt. AnschlieBend wurde unter
Argonatmosphiare tropfenweise 4,21 g bzw. 4,90 ml (50,05 mmol; 1,2 eq.) 2-Methyl-3-butyn-2-ol
hinzugegeben und die Reaktionsmischung danach 7 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkihlen wurden
unlosliche Komponenten abfiltriert und das Filtrat im Vakuum von organischem Losungsmittel
befreit. Der verbliebene Riickstand wurde in einer Mischung aus 6,3 ml Isopropanol und 16,8 ml
n-Hexan unter Anwendung von Hitze gel6st. Bei nachfolgendem Abkiihlen auf ca. 10 °C bildete sich
ein beiges Prazipitat, welches abfiltriert wurde. Es ergaben sich 2,90 g eines beigen Feststoffs,

welches einer Ausbeute von 39,3 % entspricht.

Ausbeute: 39,3%

Schmelzbereich: 117 -118°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:176,2 [M+H]" 100 %; *C:177,3 [M+H]*10 %

MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:174,3 [M-H] 100 %; *C:175,3 [M-H] 8 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 1,60 (s, 6H, C(CH;),0H); 3,64 (br, 2H, NH,, with

D,0 exchangeable); 6,63 (ddd, *J¢/s = 8,1 Hz *Jg/s = 2,4 Hz *J¢/» = 1,00 Hz, 1H,
H-6); 6,74 (m, 1H, H-2); 6,82 (ddd, J4/s = 7,6 Hz *J4/s= 1,5 Hz *J4/,= 1,0 Hz, 1H,
H-4); 7,08 (t, *Jsiabaws = 8,0 Hz, 1H, H-5)

4-(4-Aminophenyl)-2-methylbut-3-yn-2-ol

Verbindung: 4b

Summenformel: C11H1sNO

Molekulargewicht: 175,23 g/mol H2N©%<OH
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 2,58g (15,00 mmol; 1,0 eq.) 4-Bromoanilin; 1,02 g (3,88 mmol; 0,26 eq.)
Triphenylphosphan; 0,19 g (1,00 mmol; 0,07 eq.) Kupfer(l)iodid; 0,07 g (0,31 mmol; 0,02 eq.)
Palladium(ll)acetat und 35,35 g bzw. 50,00 ml Diethylamin vorgelegt. Anschlieend wurde der
Mischung unter Argonatmosphare tropfenweise 2,52 g bzw. 2,93 ml (30,00 mmol; 2,0 eq.) 2-Methyl-
3-butyn-2-ol hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 48 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkihlen
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wurde das organische Losungsmittel im Vakuum entfernt und der olige Rickstand in 50,0 ml
Ethylacetat aufgenommen, filtriert und das Filtrat erneut im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der
erhaltene 6lige Ruckstand wurde sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat 2:1 (V/V) als
Eluent getrennt. Es ergaben sich 0,53 g eines schwach gelblichen Feststoffs, welches einer Ausbeute

von 20,2 % entspricht.

Ausbeute: 20,2 %

Schmelzbereich: 85-86 °C [Lit. 85 °C]

MS (ESI-positiv): m/z = C:176,2 [M+H]" 100 %; *C:177,3 [M+H]*10 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:174,3 [M-H] 100 %; *C:175,3 [M-H] 8 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 1,59 (s, 6H, C(CHs),0H); 3,77 (br, 2H, NH,, with

D,0 exchangeable); 6,59 (d, *J3s/.6 = 8,6 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,22 (d, *J.¢/3.5 =
8,6 Hz, 2H, H-2 H-6)

3-Ethinylanilin
Verbindung: 5a
HoN
Summenformel: CsH-N
Molekulargewicht: 117,15 g/mol
Darstellung: Einzelvorschrift | |

Es wurden 3,40 g (19,40 mmol; 1,0 eq.) 4-(3-Aminophenyl)-2-methylbut-3-yn-2-ol (4a) und 0,32 g
(5,75 mmol; 0,3 eq.) KOH vorgelegt und nachgehend mit 8,0 ml trockenem Toluol versetzt.
AnschlieBend wurde die Suspension 3 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen der
Reaktionsmischung wurden die unldslichen Komponenten abfiltriert und das Filtrat nacheinander mit
gleichen Volumina 5%iger wassriger Natriumedetat-Losung und Wasser gewaschen. Nachgehend
erfolgte die Trocknung der organischen Phase liber CaSO,. Nach Filtration wurde das organische
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es verblieb eine farblose Flussigkeit, welche anschlieBend per
Vakuumdestillation bei 132 - 134 °C und ca. 5 mbar aufgereinigt wurde. Es ergaben sich 2,13 g eines

farblosen Ols, welches einer Ausbeute von 93,7 % entspricht.

Ausbeute: 93,7 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = °C:118,2 [M+H]" 100 %; *C:119,2 [M+H]" 8 %

MS (ESI-negativ): m/z = C:116,1 [M-H] 100 %; *C:117,1 [M-H] 9 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 3,01 (s, 1H, 3-C=CH); 3,67 (br, 2H, NH; with D,0

exchangeable); 6,67 (ddd, *Jg/s = 8,0 Hz “Jg/s = 2,5 Hz *Jg, = 1,0 Hz, 1H, H-6);
6,81 (m, 1H, H-2); 6,90 (ddd, *J45= 7,6 Hz *J46= 1,5 Hz *J4/,= 1,0 Hz, 1H, H-4);
7,10 (t, *J5/abzws = 7,6 Hz, 1H, H-5)
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4-Ethinylanilin
Verbindung: 5b
NH,
Summenformel: CsH5N
Molekulargewicht: 117,15 g/mol
Darstellung: Einzelvorschrift | |

Es wurden 2,37 g (13,50 mmol; 1,0 eq.) 4-(4-Aminophenyl)-2-methylbut-3-yn-2-ol (4b) und 0,76 g
(13,50 mmol; 1,0 eq.) KOH vorgelegt und nachgehend mit 20,0 ml trockenem Toluol versetzt.
AnschlieBend wurde die Suspension 9 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abklhlen der
Reaktionsmischung wurden die unléslichen Komponenten abfiltriert und das Filtrat nacheinander mit
gleichen Volumina 5%iger wassriger Natriumedetat-Losung und Wasser gewaschen. Nachgehend
erfolgte die Trocknung der organischen Phase (iber CaSO,. Nach Filtration wurde das organische
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das o6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit
n-Hexan/Ethylacetat 75:25 (V/V) als Eluent getrennt. Es ergaben sich 0,89 g eines schwach gelblichen

Ols, welches einer Ausbeute von 56,3 % entspricht.

Ausbeute: 56,3 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:118,1 [M+H]" 100 %; *C:119,1 [M+H]* 8 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:116,2 [M-H] 100 %; *C:117,2 [M-H] 6%

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 2,96 (s, 1H, 4-C=CH); 3,82 (br, 2H, NH,, with D,0
exchangeable); 6,61 (d, *J3.5/2.6 = 8,6 Hz, 2H, H-3 H-5); 7,31 (d, *Jo.6/3.5 = 8,6 Hz,
2H, H-2 H-6)

5.1.2.3.4. Synthese 2-substituierter 1,4-Benzochinone

2-Methoxycyclohexa-2,5-diene-1,4-dion

Verbindung: 6a
Summenformel: C;He0; OCH;
O
Molekulargewicht: 138,12 g/mol
(0]
Darstellung: Einzelvorschrift

2,80 g (20,0 mmol; 1,0 eq.) 2-Methoxy-1,4-hydrochinon wurden zu 280,0 ml einer wassrigen NalO,-
Losung (14,12 g; 66,0 mmol; 3,30 eq.) gegeben und bei Raumtemperatur kraftig fir 1 h gerthrt. Das
Reaktionsgemisch, eine gelbe Losung mit gelbem Niederschlag, wurde dreimal mit jeweils 70,0 ml
CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit 100,0 ml einer gesattigten wassrigen
NaCl-Lésung gewaschen und (iber wasserfreiem NaSO, getrocknet. Nach Filtration wurde das
organische Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand aus Ethanol umkristallisiert. Es

wurden 2,74 g gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 99,2 % entspricht.
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Ausbeute: 99,2 %

Schmelzbereich: 142 — 144 °C [Lit.: 142 — 146 °C]

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:139,2 [M+H]" 100 %; *C:140,2 [M+H]" 8 %

IR: KBr [v in cm™]: 3065 m, 3052 w (aromat. CH st); 2984 w, 2946 w, 2850 w

(aliph. CH st); 1679 s (C=0 st); 1642 s (C=0 st); 1614 w, 1588 s (C=C st);
1461 w, 1377 w, 1357 m, 1313 m (CH §); 1240 m, 1208 w (C-O-C st Ether)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [8in ppm]: 3,78 (s, 3 H, 2-OCHs); 6,10 (d, *J3/5= 2,2 Hz, 1H,
H-3); 6,74 (dd, *Js/s= 9,9 Hz *Js/3= 2,2 Hz, 1 H, H-5); 6,78 (d, *Jg;s= 9,9 Hz, 1 H,
H-6)

Rf-Werte: 0,62 Chloroform/Ethylacetat 85:15 (V/V)

0,36 Cyclohexan/Ethylacetat 60:40 (V/V)

2-Bromocyclohexa-2,5-diene-1,4-dion

Verbindung: 6b
Summenformel: CeHsBro, Br
O
Molekulargewicht: 186,99 g/mol
0]
Darstellung: Einzelvorschrift

3,78 g (20,0 mmol; 1,0 eq.) 2-Bromo-1,4-hydrochinon wurden zu 280,0 ml einer wassrigen NalO,-
Losung (14,12 g; 66,0 mmol; 3,30 eq.) gegeben und bei Raumtemperatur kraftig fir 1 h gerthrt. Das
Reaktionsgemisch, eine braun-gelbe Loésung mit gelbem Niederschlag, wurde dreimal mit jeweils
70,0 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit 100,0 ml einer gesattigten
wassrigen NaCl-Losung gewaschen und Uber wasserfreiem NaSO, getrocknet. Nach Filtration wurde
das organische Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand aus Ethanol umkristallisiert. Es

wurden 3,69 g gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 98,6 % entspricht.

Ausbeute: 98,6 %

Schmelzbereich: 55 °C [Lit.: 55 —-56 °C]

MS (ESI-positiv): m/z = °Br:188,0 [M+H]" 100 %; ®'Br:190,0 [M+H]* 56 %

IR: KBr [v in cm™]: 3054 m, 3045 w (aromat. CH st); 1660 s (C=0 st, mit a-Brom);

1642 w (C=0 st); 1580 s, 1490 w (C=C st); 1450 w, 1325 w, 1308 w (CH §);
976 m (C-Br §)

'"H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [8in ppm]: 6,91 (dd, *Js/s= 10,0 Hz *Js;3= 2,3 Hz, 1 H, H-5);
7,06 (d, *Jg/s= 10,0 Hz, 1 H, H-6); 7,55 (d, *J3/s= 2,3 Hz, 1 H, H-3)
Rf-Werte: 0,62 Chloroform/Ethylacetat 85:15 (V/V)

0,36 Cyclohexan/Ethylacetat 60:40 (V/V)
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5.1.2.4 Synthese substituierter Pyrimidine

5.1.2.4. Synthese substituierter Pyrimidine

5.1.2.4.1. Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

N*-Benzylpyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

7a
CyiHisNs HN/\©
215,26 g/mol N
,26 g/mo
| /)\
H,NT N NH,
nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,22 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)

Benzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit

Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig

Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umbkristallisiert. Es wurden 1,56 g weiRer

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 72,5 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'"H-NMR:

B3C.NMR:

Ri-Werte:

72,5 %

144 - 146 °C

m/z = 2C:216,1 [M+H]" 100 %; *C:217,2 [M+H]" 13 %

ATR [v in cm™]: 3332 m ,br“ (NH, st); 3199 m ,br“ (NH st) 3063 w, 3030 w
(aromat. CH st); 2917 w, 2853 w (aliph. CH st); 1652 m (NH, §); 1626 m,
1589's, 1530's, 1496 s (C=C st); 1579 s (NH 6); 1447 m, 1429 m (CH 6); 1238 m
(CN st); 738 w, 697 w (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,27 (s, 2H, CH,); 4,89 (s, 1H, H-5); 5,38 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,59 (br, 2H, C-6-NH,, with D,O
exchangeable); 6,63 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,11 (m, 1H,
H-4°); 7,17 - 7,21 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6),

100 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 44,565 (CH,); 73,887 (C-5); 126,532 (C-4°);
126,647 (C-2" C-6°); 128,062 (C-3° C-57); 139,379 (C-1'); 162,550 (C-4);
164,152 (C-2); 164,561 (C-6)

0,08 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,17  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Methylbenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

7b
229 29 g/mol N
,29 g/mo
| /)\
HNT N NH,
nach AAV 1
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5 Experimenteller Teil

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,64 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Methylbenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
Methanol geldst und anschliefend mit Diethylether umbkristallisiert. Es wurden 1,84 g weiller

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 80,3 % entspricht.

Ausbeute: 80,3 %

Schmelzbereich: 144 - 146 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:230,2 [M+H]" 100 %; *C:231,3 [M+H]" 14 %

IR: ATR [v in cm™]: 3330 w ,br“ (NH, st); 3187 w ,,br“ (NH st) 3090 w, 3052 w

(aromat. CH st); 2923 w, 2855 w (aliph. CH st); 1649 m (NH, §); 1624 m,
1586's, 1514 m, 1502 w (C=C st); 1579 s (NH 8); 1446 m, 1430 m, 1354 w
(CH 6); 1238 m (CN st)

'H-NMR: 400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 2,29 (s, 3H, 4'-CH3;); 4,31 (s, 2H, CH,); 4,83
(s, 1H, H-5); 7,11 (d, *J3-.5 /2 = 7,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,17 (d, *Jyg/35 =
7,9 Hz, 2H, H-2" H-6")

BC-NMR: 100 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 19,668 (CH;); 44,392 (CH,); 73,870 (C-5);
126,663 (C-2° C-6'); 128,670 (C-3° C-5'); 136,963 (C-4°); 137,014 (C-1);
163,386 (C-4); 164,987 (C-2); 165,383 (C-6)

R-Werte: 0,08 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,17  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Chlorobenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7c
Summenformel: C1;H1,CINs HN/\©\
. SN (of
Molekulargewicht: 249,70 g/mol | )\
—
H,NT N7 “NH,
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,25 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Chlorobenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umbkristallisiert. Es wurden 1,55 g weiRer

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 62,0 % entspricht.

Ausbeute: 62,0 %

Schmelzbereich: 166 — 168 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:250,1 [M+H]" 100 %; *C:251,1 [M+H]" 16 %; *'Cl:252,1 [M+H]* 35 %
IR: ATR [v in cm™]: 3322 m ,br“ (NH, st); 3187 m ,br“ (NH st) 3076 w, 3054 w

(aromat. CH st); 2941 w, 2856 w (aliph. CH st); 1642 m (NH, &); 1624 m,
1586's, 1534 m, 1490 m (C=C st); 1574 s (NH §); 1446 m 1431 m, 1353 w
(CH 68), 1237 m (CN st); 1091 w (aromat. C-Cl 8)
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5.1.2.4.1 Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 4,37 (s, 2H, CH,); 4,97 (s, 1H, H-5); 5,45 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,72 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0
exchangeable); 6,72 (br, 1H, C-4-NH, with D,O exchangeable); 7,27 - 7,31 (m,
4H, H-2" H-3" H-5" H-6")

R-Werte: 0,08  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,17  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Chlorobenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7d
. Cl
Summenformel: C11H1,CINg HN/\©/
. NN
Molekulargewicht: 249,70 g/mol |
/)\
Ho,NT N7 TNH,
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,25 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chlorobenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
Methanol gel6st und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,45 g hellgelber

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 58,0 % entspricht.

Ausbeute: 58,0 %

Schmelzbereich: 157 -159 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:250,2 [M+H]" 100 %; *C:251,2 [M+H]" 12 %; *’Cl:252,2 [M+H]" 34%
IR: ATR [v in cm™]: 3331 m ,br“ (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st) 3076 w, 3051 w

(aromat. CH st); 2925 w, 2855 w (aliph. CH st); 1653 m (NH, §); 1623 m,
1583's, 1533 m, 1491 m (C=C st); 1577 s (NH C); 1447 m, 1425 m, 1346 w
(CH &), 1237 w (CN st); 1033 w (aromat. C-Cl §)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 4,34 (d, J = 6,5 Hz, 2H, CH,); 4,82 (s, 1H, H-5);
5,37 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,55 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,64 (t, 3JNH/CH2 = 6,5 Hz, 1H, C-4-NH, with D,0 exchange-
able); 7,20 - 7,33 (m, 4H, H-2" H-4" H-5" H-6")

B3C-NMR: 100 MHz, Methanol-d, [8 in ppm]: 43,444 (CH,); 74,634 (C-5); 126,011 (C-6');
126,762 (C-57); 127,043 (C-4°); 130,475 (C-2°); 133,351 (C-3°); 144,225 (C-1°);
163,335 (C-4); 164,203 (C-2); 164,822 (C-6)

R-Werte: 0,10  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,18  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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N*-(4-Methoxybenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7e
Summenformel: Cy,H1sNsO HN/\©\
BN
Molekulargewicht: 245,29 g/mol | )N\ OCHs
—
HoN N NH,
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,12 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Methoxybenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdaulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,80 g hellgelber

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 73,4 % entspricht.

Ausbeute: 73,4 %

Schmelzbereich: 127 -129°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:246,2 [M+H]" 100 %; *C:247,2 [M+H]" 15 %

IR: ATR [v in cm™]: 3331 m ,br“ (NH, st); 3198 m ,br (NH st) 3074 w, 3053 w

(aromat. CH st); 2917 w, 2845 w (aliph. CH st); 1653 m (NH, §); 1611 m,
1590's, 1511 m (C=C st); 1581 s (NH &); 1450 m, 1433 m, 1356 w (CH 6);
1245 m (CN st); 1228 m, 1177 w (C-O-C st Ether)

'H-NMR: 400 MHz, Methanol-dg [6 in ppm]: 3,75 (s, 3H, 4-OCHjs); 4,29 (s, 2H, CH,);
4,83 (s, 1H, H-5); 6,85 (d, J3-52-6 = 8,8 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,21 (d, *Jy6/35 =
8,8 Hz, 2H, H-2" H-6")

B3C-NMR: 100 MHz, Methanol-d, [8 in ppm]: 44,111 (CH,); 54,265 (OCHs); 73,832 (C-5);
113,490 (C-3° C-5°); 127,953 (C-2° C-6°); 131,177 (C-1'); 158,855 (C-4');
162,356 (C-4); 163,987 (C-2); 165,283 (C-6)

R-Werte: 0,07  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,16  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Methoxybenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7f
Summenformel: Cq,H1sNsO HN/\©/OCH3
. NN
Molekulargewicht: 245,29 g/mol |
/)\
HoN N NH,»
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,12 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Methoxybenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5

zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
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5.1.2.4.1 Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

Methanol gel6st und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,89 g hellgelber

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 77,1 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

77,1%

184 - 186 °C

m/z = 1*C:246,2 [M+H]" 100 %; °C:247,2 [M+H]* 13 %

ATR [v in cm™]: 3312 m ,br“ (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st) 3075 w, 3054 w
(aromat. CH st); 2917 w, 2852 w (aliph. CH st); 1653 m (NH, 6); 1647 s,
1588 m, 1491 m (C=C st); 1559 m (NH 6); 1457 m, 1436 w, 1374 w (CH 6);
1237 m (CN st); 1264 m, 1157 w (C-O-C st Ether); 779 w, 694 w (CH & 1,3-
disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 3,71 (s, 3H, 3'-OCH;); 4,34 (d, *Jcrzmn = 6,2 Hz,
2H, CH,); 5,00 (s, 1H, H-5); 6,78 - 6,81 (m, 1H, H-4’); 6,82 - 6,85 (m, 2H, H-2
H-6"); 6,92 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 7,07 (br, 2H, C-6-NH,,
with D,0 exchangeable); 7,22 (t, 315'/4szw_6' = 8,1 Hz, 1H, H-5); 7,94 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-d, [6 in ppm]: 44,157 (CH,); 55,456 (OCHs); 73,265 (C-5);
112,625 (C-2); 113,357 (C-4°); 119,696 (C-67); 129,910 (C-5°); 141,126 (C-1°);
155,950 (C-3°); 159,800 (C-4); 163,853 (C-2); 165,154 (C-6)

0,07  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,14  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(2-Methoxybenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

7g
OCH,
C12HlSNSo
HN
245,29 g/mol NN
PN
nach AAV 1 H2N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,12 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)

2-Methoxybenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-

graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5

zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig

Methanol gelost und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,66 g hellgelber

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 67,7 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

67,7 %

96-99 °C

m/z = *C:246,2 [M+H]" 100 %; °C:247,2 [M+H]" 12 %

KBr [v in cm™]: 3328 m ,br“ (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st) 3087 w, 3043 w
(aromat. CH st); 2937 w, 2836 w (aliph. CH st); 1648 m (NH, §); 1625 m,
1600 m, 1534 m, 1490 m (C=C st); 1579 s (NH §); 1461 m, 1429 m, 1356 w
(CH &); 1240 m (CN st); 1227 w, 1161 w (C-O-C st Ether); 755 w (CH & 1,2-
disubst. Aromat)
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'H-NMR:

Ri-Werte:

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,85 (s, 3H, 2'-OCHj3); 4,34 (s, 2H, CH,); 5,00 (s,
1H, H-5); 5,37 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,56 (br, 2H,
C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,51 (br, 1H, C-4-NH, with D,O exchange-
able); 6,88 (t, *Js/4bawe = 8,1 Hz, 1H, H-57); 6,94 (d, *J3/4 = 8,1 Hz, 1H, H-3");
7,19-7,24 (m, 2H, H-4" H-6")

0,07  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,15  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3,4-Dimethoxybenzyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

7h
OCH
C13H17Ns0, HN/\C[ 3
275,31 g/mol | SN OCHgs
P
HNT N7 NH,
nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 5,02 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)

3,4-Dimethoxybenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-

graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5

zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig

Methanol gelost und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 2,01 g hellgelber

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 73,0 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

175

73,0%

155-157 °C

m/z = **C:276,1 [M+H]" 100 %; °C:277,2 [M+H]* 14 %

KBr [v in cm™]: 3368 m , br“ (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st) 3083 w, 3050 w
(aromat. CH st); 2938 w, 2835 w (aliph. CH st); 1652 m (NH, §); 1625 m,
1604 m, 1514 s (C=C st); 1581 s (NH &); 1463 m, 1430 m, 1354 w (CH 5);
1263 m, 1158 w, 1138 w (C-O-C st Ether); 1233 m (CN st)

400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 3,69 (s, 3H, 3'-OCHjs); 3,71 (s, 3H, 4'-OCHj;);
4,23 (d, 3JCHZ/NH = 5,8 Hz, 2H, CH,); 4,82 (s, 1H, H-5); 5,32 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 5,50 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,45
(t, *Jwjcnz = 5,8 Hz, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,77 (dd, *ls/s =
8,1 Hz *Jg/» = 1,7 Hz, 1H, H-6"); 6,85 (d, )56 = 8,1 Hz, 1H, H-5"); 6,89 (d,
*)y6=1,7 Hz, 1H, H-2)

0,06  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,11  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)



5.1.2.4.1 Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

(S)-N*-(1-Phenylethyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7i
Summenformel: Ci2HisN
121 115IN5 HN
Molekulargewicht: 229,29 g/mol | XN
/)\
Darstellung: nach AAV 1 H,N N"  'NH;

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,64 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
(5)-(-)-a-Methylbenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 1,11 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von
48,4 % entspricht.

Ausbeute: 48,4 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:230,1 [M+H]" 100 %; *C:231,1 [M+H]" 18 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:228,3 [M-H] 100 %; *C:228,2 [M-H] 13 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 1,21 (d, SJCHg/CH = 6,8 Hz, 3H, CH3); 3,95 (qua,

3JCH/CH3 = 6,8 Hz, 1H, NHCHPh); 4,76 (s, 1H, H-5); 5,24 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,47 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,42 (d,
*Jnwen = 5,6 Hz, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,16 (t, *Js/zbaw.s =
7,4 Hz, 1H, H-4'); 7,24 - 7,35 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6")

R-Werte: 0,08  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,17  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

(R)-N*-(1-Phenylethyl)pyrimidin-2,4,6-triamin
Verbindung: 7j
Summenformel: Cy2HisN
12M15N5 HN/\©
Molekulargewicht: 229,29 g/mol | XN
PN

Darstellung: nach AAV 1 HoN N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,64 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
(R)-(+)-a-Methylbenzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufen-
gradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 1,67 g hellgelbes Ol gewonnen, welches

einer Ausbeute von 73,0 % entspricht.

Ausbeute: 73,0%

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:230,1 [M+H]" 100 %; *C:231,1 [M+H]" 15 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:228,2 [M-H] 100 %; *C:228,2 [M-H] 12 %
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'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 1,22 (d, SJCHg/CH = 6,7 Hz, 3H, CH3); 3,95 (qua,
3JCH/CH3 = 6,7 Hz, 1H, NHCHPh); 4,76 (s, 1H, H-5); 5,24 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,47 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,43 (d,
Inwen = 5,6 Hz, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,16 (t, *ly/3bms =
7,3 Hz, 1H, H-4"); 7,24 - 7,35 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6")

R-Werte: 0,08 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,17  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(Phenethyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 7k

Summenformel: Cq,H1sNs /\/©
HN

Molekulargewicht: 229,29 g/mol XN

|
nach AAV 1 /)\

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,64 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)

Darstellung:

2-Phenethylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das gelbliche Ol in wenig
Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umbkristallisiert. Es wurden 1,82 g weiRer

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 79,4 % entspricht.

Ausbeute: 79,4 %

Schmelzbereich: 107 -110°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:230,3 [M+H]" 100 %; *C:231,2 [M+H]" 14 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [§ in ppm]: 2,75 (t, *Jenzjenz = 7,6 Hz, 2H, CH,CH,Ph); 3,27

(t, *Jenzjciz = 7,6 Hz, 2H, CH,CH,Ph); 4,84 (s, 1H, H-5); 5,29 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 5,49 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,01
(br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,17 - 7,27 (m, 5H, Ph)

R-Werte: 0,10  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,20  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Chloro-4-fluorophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8a
F
Summenformel: C10HoCIFNs /@:
HN Cl
Molekulargewicht: 253,67 g/mol XN
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,37 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chloro-4-Fluoroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-

graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
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zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das rosafarbene Ol in

wenig Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,11 g

rosafarbener Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 43,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

43,8 %

94-96 °C

m/z = *C:254,1 [M+H]" 100 %; *°C:254,1 [M+H]" 14 %; *’CI:256,2 [M+H]" 30 %
m/z = *2C:252,1 [M-H] 100 %; **C:253,1 [M-H] 13 %; ¥'Cl:254,2 [M+H]" 32 %
KBr [v in cm™]: 3329 m ,br“ (NH, st); 3196 m ,br“ (NH st) 3079 m, 3047 w
(aromat. CH st); 1666 s (NH, 68); 1627 m, 1612 s, 1496 s, 1473 m (C=C st);
1579 s (NH &); 1417 m (C=N st); 1258 w (CN st); 1217 m (aromat. C-F §);
1056 w (aromat. C-Cl &)

400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,12 (s, 1H, H-5); 5,67 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,83 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,20 (t,
*Js sebaws’ = 9,3 Hz, 1H, H-5°); 7,45 - 7,49 (m, 1H, H-6"); 7,92 (dd, *),/r = 6,9 Hz
412,/6: 2,6 Hz, 1H, H-2"); 8,65 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

0,22  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,36  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3,5-Dichlorophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

8b
Cl

Ci10HsCloNs

HN Cl
270,12 g/mol

nach AAV 1 | /)\

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,86 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)

3,5-Dichloroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig

Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,09 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 40,4 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

40,4 %

117-119°C

m/z = 2C:270,1 [M+H]" 100 %; ©*C:271,1 M+H]* 17 %; ¥'C1:272,1 [M+H]" 66 %
KBr [v in cm™]: 3299 s ,br“ (NH, st); 3153 s ,br“ (NH st) 3079 m, 3044 w
(aromat. CH st); 1664 s (NH, &); 1644 s, 1582 s, 1509 m (C=C st); 1582 s
(NH 8); 1440 m (C=N st); 1267 w (CN st)

400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 5,44 (s, 1H, H-5); 7,11 (s, 1H, H-4"); 7,61 (s,
2H, H-2" H-6")

0,36  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,55  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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N*-(4-Methoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8c
OCH3
Summenformel: C11H13NsO /©/
HN
Molekulargewicht: 231,26 g/mol XN
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,69 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Methoxyanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,50 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 64,9 % entspricht.

Ausbeute: 64,9 %

Schmelzbereich: 139-141°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:232,1 [M+H]" 100 %; *C:233,1 [M+H]" 12 %

IR: ATR [v in cm™]: 3312 s ,br“ (NH, st); 3174 s ,br“ (NH st) 3076 m, 3053 w

(aromat. CH st); 2918 m, 2850 w (aliph. CH st); 1661 m (NH, 8); 1649 s,
1597 m, 1535 m, 1510 s (C=C st); 1573 m (NH 8); 1464 m, 1372 w (CH §);
1245 m (CN st); 1236 m, 1178 w (C-O-C st Ether)

'H-NMR: 400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 3,79 (s, 3H, 4’-OCHs); 5,22 (s, 1H, H-5);
6,91 (d, *J3-5 2.6 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,25 (d, *Jy-g /35 = 8,9 Hz, 2H, H-2
H-6")

R-Werte: 0,12  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,22  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Methoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8d
Summenformel: C11H13NsO /©\

HN OCH;
Molekulargewicht: 231,26 g/mol XN

| /)\
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,69 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Methoxyanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,11 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 48,0 % entspricht.

179
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Ausbeute: 48,0 %

Schmelzbereich: 126 -129 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:232,1 [M+H]" 100 %; C:233,2 [M+H]" 12 %

IR: KBr [v in cm™]: 3299 s ,br“ (NH, st); 3161 s ,br“ (NH st) 3076 m, 3014 w

(aromat. CH st); 2935 m, 2836 w (aliph. CH st); 1664 m (NH, 8); 1644 s,
1596's, 1526 m, 1493 m (C=C st); 1575 m (NH 8); 1464 m, 1369 w (CH §);
1257 w (CN st); 1230 m, 1158 w (C-O-C st Ether)

'"H-NMR: 400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 3,80 (s, 3H, 3"-OCHs); 5,41 (s, 1H, H-5);
6,73 (dd, *J4/s = 8,2 Hz *J4 /s = 2,4 Hz, 1H, H-4°); 6,98 (dd, /s = 8,2 Hz *Jg /s =
2,4 Hz, 1H, H-6"); 7,03 (t, )y /4w = 2,4 Hz, 1H, H-2'); 7,25 (t, Y5 /abows =
8,2 Hz, 1H, H-57)

R-Werte: 0,17  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,32  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Nitrophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8e
Summenformel: C10H10N6O5 /©\

HN NO,
Molekulargewicht: 246,23 g/mol XN

| /)\
Darstellung: nach AAV 1 HoN N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,14 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Nitroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,29 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 52,4 % entspricht.

Ausbeute: 52,4 %

Schmelzbereich: 128 - 130 °C

MS (ESI-positiv): m/z = °C:247,1 [M+H]" 100 %; *C:248,1 [M+H]" 11 %

'H-NMR: 400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 5,47 (s, 1H, H-5); 7,55 (t, 3J5'/4'bzw,6': 8,1 Hz,

1H, H-5); 7,93 (dd, *Js/s = 8,1 Hz *J4/6 = 2,1 Hz, 1H, H-4"); 7,97 (dd, *Jg/s =
8,1 Hz *Jg /4= 2,1 Hz, 1H, H-6"); 8,46 (t, *)5 /4 bas = 2,1 Hz, 1H, H-2")

R-Werte: 0,30  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,51  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8f /@\
HN CF

Summenformel: Cq1H1oF3Ns 3

SN
M icht:
olekulargewicht 269,23 g/mol | /)\
H,N~ "N~ “NH,
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Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,83 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-(Trifluoromethyl)anilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in
wenig Methanol gelést und anschlieBend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,04 g

beigefarbener Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 38,6 % entspricht.

Ausbeute: 38,6 %

Schmelzbereich: 137-139°C

MS (ESI-positiv): m/z = °C:270,1 [M+H]" 100 %; *C:271,2 [M+H]" 15 %

IR: KBr [v in cm™]: 3302 s ,br“ (NH, st); 3159 s ,br“ (NH st) 3087 m, 3043 w

(aromat. CH st); 1663 s (NH, 8); 1646 s, 1598 m, 1505 m, 1477 m (C=C st);
1582 s (NH 6); 1419 w (C=N v); 1332 (aliph. C-F 6); 1252 w (CN st); 795 w,
697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 5,22 (s, 1H, H-5); 5,70 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,85 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,39 (d,
*lyss = 7,8 Hz, 1H, H-4); 7,52 (t, Y5 /apwe = 7,8 Hz, 1H, H-5"); 7,78 (s, 1H,
H-2); 7,86 (d, *Je,s = 7,8 Hz, 1H, H-6"); 8,72 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 ex-
changeable)

R-Werte: 0,27  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,49  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Fluorophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8g
Summenformel: CioH10FNs @\
HN F
Molekulargewicht: 219,22 g/mol XN
| /)\
Darstellung: nach AAV 1 H,oN N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,33 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Fluoroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,24 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 56,6 % entspricht.

Ausbeute: 56,6 %

Schmelzbereich: 148 -149 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:220,1 [M+H]" 100 %; *C:221,1 [M+H]" 12 %

IR: KBr [v in cm™]: 3320 m ,br“ (NH, st); 3188 m ,br“ (NH st) 3087 m, 3020 w

(aromat. CH st); 1664 m (NH, 6); 1645 s, 1609 m, 1532 m, 1489 m (C=C st);
1577 s (NH 68); 1427 s (C=N st); 1254 w (CN st); 1225 w (aromat. C-F §)
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H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 5,18 (s, 1H, H-5); 5,69 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,84 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,59 (tt,
31y srvaws = 8,0 HZ *Ja/abaws = 2,2 Hz, 1H, H-4'); 7,14 - 7,22 (m, 2H, H-5" H-6");
7,74 (td, *Jyr = 12,7 Hz *)3 javaws = 2,4 Hz, 1H, H-2"); 8,71 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,26  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,43  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Chlorophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8h
Cl
Summenformel: C10H10CINg /©/
HN
Molekulargewicht: 235,68 g/mol | NN
Darstellung: nach AAV 1 HoN N/)\NHz

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,83 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Chloroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,43 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 60,7 % entspricht.

Ausbeute: 60,7 %

Schmelzbereich: 145 -147 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:236,1 [M+H]" 100 %; *C:237,1 [M+H]" 13 %; *'Cl:238,1 [M+H]* 31 %
IR: KBr [v in cm™]: 3298 s ,br“ (NH, st); 3165 s ,br“ (NH st) 3077 m, 3012 w

(aromat. CH st); 1644 s (NH, &8); 1624 s, 1590 m, 1509 m, 1490 s (C=C st);
1567 m (NH &); 1426 w (C=N st); 1248 w (CN st); 1091 w (aromat. C-Cl §);
825 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,20 (s, 1H, H-5); 5,96 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,17 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,32 (d,
3)y6/35 baw. 35726 = 8,4 Hz, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6'); 7,50 (br, 1H, C-4-NH,
with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,13  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,25  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Chlorophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8i /@\
HN Cl

Summenformel: C10H10CINg

AN
. N
Molekulargewicht: 235,68 g/mol | /)\
H,N~ N~ “NH,
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Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,83 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chloroanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das beigefarbene Ol in wenig
Methanol geldst und anschlieRend mit Diethylether umkristallisiert. Es wurden 1,26 g beigefarbener

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 53,5 % entspricht.

Ausbeute: 53,5%

Schmelzbereich: 133-135°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:236,1 [M+H]" 100 %; *C:237,1 [M+H]" 12 %; *’C|:238,1 [M+H]" 30%
IR: ATR [v in cm™]: 3300 m ,br“ (NH, st); 3168 s ,br“ (NH st) 3076 m, 3055 w

(aromat. CH st); 1653 s (NH, 6); 1646 s, 1590 m, 1506 m, 1477 m (C=C st);
1565 m (NH &); 1437 w (C=N st); 1253 w (CN st); 1033 w (aromat. C-Cl )
'"H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,17 (s, 1H, H-5); 5,76 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,90 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,10 (d,
*Jyss = 8,0 Hz, 1H, H-4"); 7,30 (&, *Js/abowe = 8,0 Hz, 1H, H-5°); 7,41 (d, g5 =
8,0 Hz, 1H, H-6"); 7,63 (s, 1H, H-2"); 8,73 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchange-
able)
R-Werte: 0,27  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,38  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Bromophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8j
Br
Summenformel: Cq0H10BrNs /O/
HN
Molekulargewicht: 280,13 g/mol XN
Darstellung: nach AAV 1 H,N N/)\NH2

Es wurden 0,72 g (5,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 3,44 g (20,0 mmol; 4,0 eq.)
4-Bromoanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Es wurden 1,13 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von 80,7 %

entspricht.

Ausbeute: 80,7 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:280,4 [M+H]" 100 %; *C:281,4 [M+H]" 12 %; "°Br:282,3 [M+H]" 92 %
IR: KBr [v in cm™]: 3324 m ,br“ (NH, st); 3186 m ,br“ (NH st) 3116 m, 3058 w

(aromat. CH st); 1663 s (NH, &8); 1628 m, 1612 s, 1505 m, 1487 s (C=C st);
1568 s (NH 6); 1413 s (C=N st); 1241 m (CN st); 1072 w (aromat. C-Br §);
823 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)
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H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 5,20 (s, 1H, H-5); 5,95 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0
exchangeable); 6,07 (br, 2H, C-6-NH,, with D,O exchangeable); 7,36 (d,
*)yg 305 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,59 (d, *J3-5/2.¢ = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5);
8,82 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,25  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,42  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Bromophenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8k

Summenformel: Ci0H10BrNs Q\
HN Br

Molekulargewicht: 280,13 g/mol XN

|
nach AAV 1 /)\

Darstellung: H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 5,16 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Bromoanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit
Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Nach Entfernung der Eluenten im Vakuum wurde das hellgelbe Ol in wenig
Methanol geldst und anschliefend mit Diethylether umbkristallisiert. Es wurden 1,87 g weiller

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 66,8 % entspricht.

Ausbeute: 66,8 %

Schmelzbereich: 120-121°C

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:280,2 [M+H]" 100 %; *C:281,2 [M+H]" 12 %; ®'Br:282,2 [M+H]" 98%
IR: KBr [v in cm™]: 3321 m ,br“ (NH, st); 3181 m ,br (NH st) 3094 m, 3063 w

(aromat. CH st); 1664 m (NH, 8); 1625 m, 1602 m, 1526 m, 1474 s (C=C st);
1569 s (NH 6); 1422 s (C=N st); 1242 w (CN st); 1068 w (aromat. C-Br §)
'"H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,17 (s, 1H, H-5); 5,65 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 5,84 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,96 (dd,
*lyss = 8,2 Hz *lyje =1,9 Hz, 1H, H-4"); 7,12 (t, *Js/apae = 8,2 Hz, 1H, H-5);
7,57 (dd, *Je/s = 8,2 Hz Y5 = 1,9 Hz, 1H, H-6"); 7,84 (t, “Jy/abaws = 1,9 Hz, 1H,
H-2"); 8,64 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)
Ri-Werte: 0,27  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,45  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Ethoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8l
O\/
Summenformel: Cq,H1sNsO /©/
HN
Molekulargewicht: 245,29 g/mol X
Darstellung: nach AAV 1 H,N N/)\NHZ
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Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,12 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Ethoxyanilin 1c nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Es wurden 1,62 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von 66,0 %

entspricht.

Ausbeute: 66,0 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:246,1 [M+H]" 100 %; *C:247,2 [M+H]" 14 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 1,29 (t, *Jeus/ciz = 6,9 Hz, 3H, OCH,CH3); 3,95

(qua, *Jeuzens = 6,9 Hz, 2H, OCH,CHs); 5,11 (s, 1H, H-5); 5,85 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 5,98 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,80
(d, *J35 /26 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,35 (d, *),6/3-5 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6');
8,39 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,10  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,18  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Ethoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8m
Summenformel: Cy1,H1sNsO Q\
HN o
Molekulargewicht: 245,29 g/mol SN
| /)\
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,12 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Ethoxyanilin 1a nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Es wurden 1,89 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von 77,0 %

entspricht.

Ausbeute: 77,0 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:246,3 [M+H]" 100 %; *C:247,3 [M+H]" 13 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 1,30 (t, *Jeus/ciz = 7,0 Hz, 3H, OCH,CH;); 3,98

(qua, SJCHZ/CH3= 7,0 Hz, 2H, OCH,CHs); 5,27 (s, 1H, H-5); 6,33 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,40 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,50
(ddd, *Js/s = 8,1 Hz *Jy g = 2,5 Hz *)y/» = 1,0 Hz, 1H, H-4"); 7,04 (ddd, *Jg /s =
8,0 Hz *Jg/s = 2,0 Hz *Jg/» = 1,0 Hz, 1H, H-6"); 7,11 (t, *Js/abawe = 8,0 Hz, 1H,
H-5"); 7,16 (t, “Ja/sbawe = 2,0 Hz, 1H, H-2°), 8,90 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable)

R-Werte: 0,14  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,25  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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N*-(4-1sopropoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8n
0]
Summenformel: Cy3H17NsO /©/ Y
HN
Molekulargewicht: 259,31 g/mol N
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,54 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-Isopropoxyanilin 1d nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdaulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 1,88 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von
72,5 % entspricht.

Ausbeute: 72,5 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:260,2 [M+H]" 100 %; *C:261,2 [M+H]" 14 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 1,25 (d, *Jeus/cn = 6,0 Hz, 6H, OCH(CHs),); 4,56

(sep, *Jecns = 6,0 Hz, 1H, OCH(CH;),); 5,13 (s, 1H, H-5); 5,92 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,03 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,83
(d, *J35/26 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,36 (d, *),6/3-5 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6');
8,50 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,13  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,20  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Isopropoxyphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 80
Summenformel: Cy3H17N5O ©\ J\
HN (@)
Molekulargewicht: 259,31 g/mol SN
| /)\
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 4,54 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Isopropoxyanilin 1b nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,01 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von
77,5 % entspricht.

Ausbeute: 77,5 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:260,2 [M+H]" 100 %; *C:261,2 [M+H]" 15 %

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 1,24 (d, *Jcus/cn = 6,0 Hz, 6H, OCH(CH3),); 4,54

(sep, *Jewens = 6,0 Hz, 1H, OCH(CHs),); 5,29 (s, 1H, H-5); 6,49 - 6,51 (m, 3H,
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H-4°, C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,56 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0
exchangeable); 7,04 - 7,11 (m, 3H, H-2" H-5" H-6"); 8,95 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,15  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,26  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-Ethinylphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8
g Y 4
Summenformel: Cy,H11Ns
HN
Molekulargewicht: 225,26 g/mol
)
Darstellung: nach AAV 1 /)\

H,N~ N~ “NH,

Es wurden 0,72 g (5,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 0,89 g (7,6 mmol; 1,5 eq.)
4-Ethinylanilin 5b nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10

(V/V) verwendet. Es wurden 0,59 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von 52,4 %

entspricht.

Ausbeute: 52,4 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:226,2 [M+H]" 100 %; *C:227,3 [M+H]" 14 %

MS (ESI-negativ): m/z = 12C:224,2 [M-H] 100 %; C:225,2 [M-H] 10 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [8 in ppm]: 2,82 (s, 1H, C=CH); 5,27 (s, 1H, H-5); 5,74 (br, 2H,

C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,92 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchange-
able); 7,33 (d, *),.6/3-5 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,60 (d, *J3-5/2-¢ = 8,9 Hz, 2H,
H-3" H-57); 9,00 (br, 2H, C-4-NH), with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,22  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Ethinylphenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8q
Summenformel: Cy,H11Ns

HN %
Molekulargewicht: 225,26 g/mol XN

| /)\
Darstellung: nach AAV 1 H,N N NH,

Es wurden 0,72 g (5,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 1,76 g (15,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Ethinylanilin 5a nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10
(V/V) verwendet. Es wurden 0,63 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von 55,9 %

entspricht.
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Ausbeute: 55,9 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:226,2 [M+H]" 100 %; C:227,2 [M+H]" 12 %

MS (ESI-negativ): m/z = 12C:224,2 [M-H] 100 %; C:225,2 [M-H] 10 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [6 in ppm]: 4,10 (s, 1H, C=CH); 5,21 (s, 1H, H-5); 5,88 (br, 2H,

C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,03 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,97 (td, *J4/5= 7,6 Hz *)4 jybaws = 1,3 Hz, 1 H, H-4"); 7,21 (t, *Js/a s =
7,6 Hz, 1H, H-5); 7,63 (t, *)5 /4 bwe = 1,7 Hz, 1H, H-2°); 7,67 (ddd, *Jg5 = 8,3 Hz
o4 = 2,2 Hz “Jg» = 0,9 Hz, 1H, H-6); 8,72 (br, 2H, C-4-NH), with D,0 ex-
changeable)

R-Werte: 0,18  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,26  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-(Methylthio)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 8r
Summenformel: C11H13NsS /©\ _
HN S
Molekulargewicht: 247,32 g/mol N
| /)\
Darstellung: nach AAV 1 HoN N NH,

Es wurden 0,72 g (5,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 1,00 g (7,2 mmol; 1,4 eq.)
3-Methylthioanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbliche Rohprodukt wurde saulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5
zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 1,16 g hellgraues Ol gewonnen, welches einer Ausbeute von
93,8 % entspricht.

Ausbeute: 93,8%

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = °C:248,3 [M+H]" 100 %; *C:249,4 [M+H]" 13 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:246,3 [M-H] 100 %; *C:247,3 [M-H] 11 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 3,16 (s, 3H, SCH3); 5,24 (s, 1H, H-5); 6,10 (br, 2H,

C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,22 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,79 (ddd, *4 /s = 7,8 Hz *J4/6 = 1,9 Hz *J4 - = 0,9 Hz, 1H, H-4"); 7,15 (t,
s abawe = 7,9 Hz, 1H, H-5"); 7,36 (ddd, *Jg/s = 8,2 Hz “Jg s = 2,0 Hz *Jg )y =
1,0 Hz, 1H, H-6"); 7,45 (t, 412'/4szw_6' = 2,0 Hz, 1H, H-2"); 8,81 (br, 2H, C-4-NH),
with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,12  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,20  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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N*-(4-((3-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 9a
Summenformel: C17H16FNsO /©/O\/©\F
S HN
Molekulargewicht: 325,35 g/mol
SN
Darstellung: nach AAV 1 | /)\

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 6,52 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-((3-Fluorobenzyl)oxy)anilin 2b nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,58 g hellbrauner Feststoff

gewonnen, welches einer Ausbeute von 79,3 % entspricht.

Ausbeute: 79,3 %

Schmelzbereich: 96-98 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:326,2 [M+H]" 100 %; *C:327,2 [M+H]" 23 %

IR: KBr [v in cm™]: 3323 m ,br“ (NH, st); 3191 m ,,br“ (NH st); 3085 m, 3050 w

(aromat. CH st); 2929 m, 2874 w (aliph. CH st); 1650 m (NH, 8); 1615 s,
1588's, 1507 s, 1490 m (C=C st); 1580 s (NH &); 1438 m, 1379 w (CH &);
1422 m (C=N v); 1251 m (CN st); 1235 m, 1173 w (C-O-C st Ether); 1216 m
(aromat. C-F 8); 831 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,08 (s, 2H, OCH,(3"’-FPh)); 5,12 (s, 1H, H-5);
6,07 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,16 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,91 (d, 313,_5,/2,_6, = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5); 7,14 (dt,
1y jrbaws = 8,7 Hz *lgj- = 2,5 Hz, 1H, H-4""); 7,23 - 7,28 (m, 2H, H-2"" H-6"");
7,37 (d, *Jyg/35 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,42 (dt, *Js /4 pe = 8,0 Hz *J5r =
6,1 Hz, 1H, H-57"); 8,58 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,11  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,23  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-((3-Methoxybenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 9b
Summenformel: C15H19Ns50, /©/O\©\OCH3
_— HN
Molekulargewicht: 337,38 g/mol
)
Darstellung: nach AAV 1 /)\

H,N~ N7 NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 6,88 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-((3-Methoxybenzyl)oxy)anilin 2a nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde sdulen-
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chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,96 g hellbrauner Feststoff

gewonnen, welches einer Ausbeute von 87,7 % entspricht.

Ausbeute: 87,7 %

Schmelzbereich: 172 -174°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:338,2 [M+H]" 100 %; *C:339,2 [M+H]" 20 %

IR: KBr [v in cm™]: 3323 s ,br“ (NH, st); 3181 s ,br“ (NH st); 3098 m, 3062 w

(aromat. CH st); 2937 m, 2885 w (aliph. CH st); 1663 s (NH, 8); 1653 s, 1603 s,
1507 s, 1492 m (C=C st); 1584 s (NH &); 1457 m, 1433 m, 1380 m (CH 6);
1421 m (C=Nv); 1268 m, 1233 m, 1168 w (C-O-C st Ether); 833 w (CH 6 1,4-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg¢ [6 in ppm]: 3,74 (s, 3H, 37-OCHs); 5,02 (s, 2H,
OCH,(3""-OCHsPh)); 5,11 (s, 1H, H-5); 5,93 (br, 2H, C-2-NH, with D,0 ex-
changeable); 6,05 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,85 - 6,88 (m,
1H, H-4"); 6,89 (d, *J3-5/2-6 = 9,0 Hz, 2H, H-3" H-5°); 6,97 - 7,00 (m, 2H, H-2""
H-6"); 7,28 (t, *Js/abaws- = 8,2 Hz, 1H, H-5""); 7,37 (d, *Jy- /35 = 9,0 Hz, 2H,
H-2" H-6"); 8,48 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 55,488 (OCHs); 69,714 (OCH,Ph); 75,490 (C-5);
113,504 (C-4"); 113,534 (C-2”); 115,344 (C-3° C-5°); 120,058 (C-6"); 122,565
(C-5); 129,949 (C-2° C-6°); 134,531 (C-1'); 139,419 (C-1"); 153,877 (C-4°);
159,767 (C-3""); 161,352 (C-2); 162,073 (C-6); 163,059 (C-4)

R-Werte: 0,12  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,25 Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(4-((4-Methoxybenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 9¢
OCH;
Summenformel: CigH19N50, /©/0\/©/
Molekulargewicht: 337,38 g/mol HN
SN
Darstellung: nach AAV 1 | /)\

H,NT N7 NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 6,88 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
4-((4-Methoxybenzyl)oxy)anilin 2f nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde sdulen-
chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,66 g hellbrauner Feststoff

gewonnen, welches einer Ausbeute von 78,8 % entspricht.

Ausbeute: 78,8 %

Schmelzbereich: 179-181°C

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:338,2 [M+H]" 100 %; *C:339,2 [M+H]" 25 %

IR: KBr [v in cm™]: 3323 m ,br“ (NH, st); 3191 m ,,br“ (NH st); 3085 m, 3052 w

(aromat. CH st); 2933 m, 2868 w (aliph. CH st); 1663 m (NH, 8); 1650 s,
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1611, 1507 s, 1465 m (C=C st); 1583 s (NH &); 1435 m, 1380 w (CH &);
1421 m (C=N st); 1237 m, 1174 w (C-O-C st Ether); 828 w (CH 6 1,4-disubst.
Aromat)
H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,74 (s, 3H, 47-OCHs); 4,95 (s, 2H,
OCH,(4""-OCH3Ph)); 5,10 (s, 1H, H-5); 5,88 (br, 2H, C-2-NH, with D,0 ex-
changeable); 6,01 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,88 (d,
*Jy5/26 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5°); 6,93 (d, *J,-6/3-5 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,35
(m, 4H, H-2"" H-3"" H-5"" H-6""); 8,43 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,11  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,24  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

N*-(3-Chloro-4-((3-chlorobenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 9d

Summenformel: Cy7H15CILN5O /©:O\/©\C
HN Cl

Molekulargewicht: 376,24 g/mol

Darstellung: nach AAV 1 | /)\

HoN N NH,
Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 8,04 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chloro-4-((3-chlorobenzyl)oxy)anilin 3b nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,96 g beiger Feststoff gewonnen,

welches einer Ausbeute von 78,7 % entspricht.

Ausbeute: 78,7 %

Schmelzbereich: 77 -79 °C

MS (ESI-positiv): m/z="2C:376,1 [M+H]" 100 %; *C:377,1 [M+H]" 17 %; *'CI:378,1 [M+H]* 69 %
IR: KBr [v in cm™]: 3326 m ,br“ (NH, st); 3191 m ,,br“ (NH st); 3075 m, 3041 w

(aromat. CH st); 2929 m, 2876 w (aliph. CH st); 1661 m (NH, 8); 1654 s,
1608 s, 1497 s, 1457 m (C=C st); 1576 s (NH 6); 1432 s, 1379 m (CH §); 1419 s
(C=Nst); 1222 m, 1154 w (C-O-C st Ether); 1056 w (aromat. C-Cl §)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 5,10 (s, 1H, H-5); 5,14 (s, 2H, OCH(3"’-CIPh));
5,58 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,77 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 7,05 (d, 315'/6' = 8,9 Hz, 1H, H-5"); 7,37 - 7,42 (m, 4H, H-6’
H-4" H-5" H-6""); 7,50 (s, 1H, H-2""); 7,71 (d, *Jy-/6 = 2,5 Hz, 1H, H-2"); 8,41 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,15  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,33  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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5.1.2.4.1 Synthese 4-aminosubstituierter Pyrimidin-2,6-triamine

N*-(3-Chloro-4-((3-fluorobenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 9e

Summenformel: C47H15CIFNSO /@O\/QF
HN Cl

Molekulargewicht: 359,79 g/mol

Darstellung: nach AAV 1 | /)\

H,N” N7 “NH,
Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 7,55 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chloro-4-((3-fluorobenzyl)oxy)anilin 3a nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 3,16 g beiger Feststoff gewonnen,

welches einer Ausbeute von 87,8 % entspricht.

Ausbeute: 87,8%

Schmelzbereich: 190-191°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:360,1 [M+H]" 100 %; *C:361,2 [M+H]* 20 %; *’C|:362,2 [M+H]" 22 %
IR: KBr [v in cm™]: 3305 m ,br“ (NH, st); 3159 m ,,br“ (NH st); 3086 m, 3049 w

(aromat. CH st); 2947 m, 2891 w (aliph. CH st); 1653 s (NH, 8); 1626 s, 1616 s,
1509 s, 1492 s (C=C st); 1572 s (NH 8); 1448 m, 1380 m (CH &); 1409 s
(C=Nst); 1221 m, 1144 m (C-O-C st Ether); 1052 m (aromat. C-Cl §)

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,11 (s, 1H, H-5); 5,14 (s, 2H, OCH,(3"'-FPh));
5,62 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 5,80 (br, 2H, C-6-NH,  with
D,0 exchangeable); 7,05 (d, *Js/s = 8,9 Hz, 1H, H-5°); 7,14 (dt, )4 /s~ =
8,5 Hz 4J4~/6~ = 2,5 Hz, 1H, H-4""); 7,24 - 7,29 (m, 2H, H-2"" H-6""); 7,40 (dd,
*Jess- = 8,9 Hz *Jg ) = 2,6 Hz, 1H, H-6"); 7,44 (dt, *Js/4prwe = 8,0 Hz *Jgjp =
6,1 Hz, 1H, H-57"); 7,71 (d, 412,/6, = 2,6 Hz, 1H, H-2"); 8,43 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 70,029 (OCH,Ph); 76,621 (C-5); 114,278
114,494 (C-2”"); 114,911 115,120 (C-4"") 115,378 (C-5); 119,284 (C-2');
121,169 (C-3°); 121,875 (C-6°); 123,680 123,706 (C-6"); 130,882 130,965
(C-5); 136,639 (C-1'); 140,356 140,432 (C-1"); 147,835 (C-4°); 161,409
163,833 (C-37'); 161,409 (C-2); 163,199 (C-6); 164,936 (C-4)

R-Werte: 0,18  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
0,33  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

N*-(3-Chloro-4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: of

OCHj
Summenformel: C1sH15CINSO, /@io\/@/
HN Cl

Molekulargewicht: 371,82 g/mol
SN
Darstellung: nach AAV 1 | /)\
H,N~ N7 "NH,

Es wurden 1,45 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) 2,6-Diamino-4-chloropyrimidin mit 7,91 g (30,0 mmol; 3,0 eq.)
3-Chloro-4-((4-methoxybenzyl)oxy)anilin 3c nach AAV 1 umgesetzt. Das rote Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 2,76 g hellbrauner Feststoff

gewonnen, welches einer Ausbeute von 74,2 % entspricht.

Ausbeute: 74,2 %

Schmelzbereich: 140-143°C

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:372,1 [M+H]" 100 %; *C:373,1 [M+H]* 18 %; *’C|:374,1 [M+H]" 32 %
IR: KBr [v in cm™]: 3307 s ,br“ (NH, st); 3159 s ,br“ (NH st); 3074 m, 3054 w

(aromat. CH st); 2930 m, 2877 w (aliph. CH st); 1663 m (NH, 8); 1648 s,
1613 s, 1513 s, 1496 s (C=C v); 1585 s (NH &); 1463 m, 1380 m (CH &); 1417 m
(C=N st); 1246 m, 1226 m, 1175 m (C-O-C st Ether); 1053 w (aromat. C-Cl §);
818 (CH & 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg¢ [6 in ppm]: 3,74 (s, 3H, 47-OCHs); 5,06 (s, 2H,
OCH,(4""-OCH3Ph)); 5,19 (s, 1H, H-5); 6,66 (br, 4H, C-2-NH, C-6-NH, with D,0
exchangeable); 6,94 (d, *J3-52-6 = 8,7 Hz, 2H, H-3"" H-5"); 7,15 (d, *Js /6 =
9,0 Hz, 1H, H-57); 7,37 (d, 3.]6'/5' und 26735 = 8,7 Hz, 3H, H-6" H-2"" H-6""); 7,64
(d, *Ja/6 = 2,3 Hz, 1H, H-2"), 9,09 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

Ri-Werte: 0,14  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

0,32  Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)

5.1.2.4.2. Synthese Pyrimidin-4,6-diamine mit alternativer 2-Substitution
5.1.2.4.2.1. Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol

Verbindung: 10
s 3

Summenformel: C,4H4BrNsO OH o)

N
Molekulargewicht: 190,00 g/mol 9 | N - | NH e

/)\ /)\

HoN N Br HoN N Br

Darstellung: Einzelvorschrift . J
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5.1.2.4.2.1 Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

Es wurden 1,31 g (10,0 mmol; 1,0 eq.) N,2-Dicyanoacetamid-Natriumsalz 14 vorgelegt und in 15,0 ml
Eisessig geldst. Uber einen Zeitraum von 5 min. und unter Riihren wurde nachgehend 12,26 g bzw.
8,76 ml (50,0 mmol; 5,0 eq.) Bromwasserstoffsaure (33%ig (m/m) in Essigsdure) zugetropft. Danach
wurde der Rektionsansatz 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das entstandene Prazipitat wurde
abfiltriert, mit Eisessig und Diethylether gewaschen und in Wasser suspendiert. Die Suspension
wurde mit wassriger NaHCOs-Losung neutralisiert, erneut abfiltriert und der erhaltene weille
Feststoff (iber P,Os getrocknet. Es wurden 1,60 g weiller Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 84,2 % entspricht.

Ausbeute: 84,2 %

Schmelzbereich: >320°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:190,1 [M+H]" 100 %; "°Br:192,2 [M+H]" 95 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:188,3 [M-H] 90 %; "°Br:190,4 [M-H] 100 %

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,40 (s, 1H, H-5); 6,89 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 11,65 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable)

IR: KBr [v in cm™): 3317 w ,br“ (NH, st); 3173 m ,br“ (NH st); 3072 m, 3029 m

(aromat. CH st); 1621 s (NH, &8); 1589 m, 1484 w (C=C st); 1551 w (NH &);
1449 w (C=N st)

R-Werte: 0,47  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)
0,30 Ethylacetat

6-Amino-2-(propylamino)pyrimidin-4-ol

Verbindung: 11a
Summenformel: C,H1,N,0 OH
)
Molekulargewicht: 168,20 g/mol
° ¢ H,N N/)\N/\/
2 H
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 1,52g (80mmol;1,0 eq.) 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol 10 mit 2,36g bzw.
3,28 ml (40,0 mmol; 5,0 eq.) n-Propylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbe Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 0,88 g farbloses Ol gewonnen, welches

einer Ausbeute 65,4 % entspricht.

Ausbeute: 65,4 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:169,2 [M+H]" 100 %; *C:170,2 [M+H]" 8 %

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 0,86 (t,3JCH3/CH2 = 7,4 Hz, 3H, NHCH,CH,CHjs);

1,45 (seX, *Jera/crabaw.crz = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CH;); 3,16 (dt, *Jcpjcns = 7,2 Hz
3JCH2/NH = 5,6 Hz, 2H, NHCH,CH,CHs); 4,43 (s, 1H, H-5); 5,93 (br, 2H, C-6-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,15 (t br, 3JNH/CH2 =5,6 Hz, 1H, NHCH,CH,CH3); 9,57
(br, 1H, OH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,22  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)
0,39 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

6-Amino-2-(butylamino)pyrimidin-4-ol

Verbindung: 11b
Summenformel: CsH14N,O '
B
Molekulargewicht: 182,23 g/mol
—=
H,N N)\H/\/\
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 3,80g (20,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-bromopyrimidin-4-ol 10 mit 4,39g bzw.
5,93 ml (60,0 mmol; 3,0 eq.) n-Butylamin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbe Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 3,07 g hellgelbes Ol gewonnen,

welches einer Ausbeute 84,2 % entspricht.

Ausbeute: 84,2 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:183,3 [M+H]" 100 %; *C:184,4 [M+H]" 14 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:181,6 [M-H] 100 %; *C:182,6 [M-H] 28 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 0,87 (t, *Jeus/crz = 7,4 Hz, 3H, NHCH,CH,CH,-

CHs); 1,29 (m, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 1,42 (tt, *Jenasenz = 7,7 Hz *Jenzsenz =

6,4 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 3,16 (m, 2H, NHCH,CH,CH,CH3;); 4,43 (s, 1H,

H-5); 5,93 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,14 (t br, 3JNH/CH2 =

5,8 Hz, 1H, NHCH,CH,CH,CH); 9,45 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,23  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,40  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

6-Chloro-N*-propylpyrimidin-2,4-diamin

Verbindung: 12a
. Cl
Summenformel: C,H;1CIN,
)
Molekulargewicht: 186,64 g/mol
—
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 1,31g (7,8 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-(propylamino)pyrimidin-4-ol 11a vorgelegt und
unter Kiihlung auf 0 °C 4,40 g bzw. 2,62 ml (28,7 mmol; 3,7 eq.) POCI; hinzugegeben. AnschlieRend
wurde der Reaktionsansatz fir 0,5 h zum Ruickfluss erhitzt und danach auf 0 °C gekiihlt. Der
Uberschuss an POCl; wurde durch vorsichtige Zugabe von Eis abreagiert. Die entstandene Mischung
wurde mit 5 M wassriger NaOH-Losung auf pH 9-10 alkalisiert. Nachgehend wurde die wassrige
Phase dreimal mit je 75,0 ml CHCI; extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden liber MgSO,
getrocknet und im Vakuum von L&sungsmittel befreit. Das resultierende Ol wurde sdulenchromato-
graphisch mit Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 0,50 g hellgelbes Ol

gewonnen, welches einer Ausbeute 34,4 % entspricht.

195



5.1.2.4.2.1 Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

Ausbeute: 34,4 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:187,2 [M+H]" 100 %; *C:188,2 [M+H]" 7 %; *’C1:189,2 [M+H]" 27 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 0,83 (t, *Jcus/cvz = 7,5 Hz, 3H, NHCH,CH,CHs);

1,45 (sex, *Jenz/crabawcis = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CHs); 3,10 (dt, *Jz/ciz = 7,1 Hz

3JCH2/NH = 6,4 Hz; 2H, NHCH,CH,CHs); 5,64 (s, 1H, H-5); 6,56 (br, 2H, C-6-NH,,

with D,0 exchangeable); 6,83 (br, 1H, NHCH,CH,CH;, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,73  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,65 Ethylacetat

N*-Butyl-6-chloropyrimidin-2,4-diamin

Verbindung: 12b

Cl
Summenformel: CsH15CINg

)

Molekulargewicht: 200,67 g/mol

7

H,N N)\H/\/\

Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 3,07 g (16,9 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-(butylamino)pyrimidin-4-ol 11b vorgelegt und
unter Kiihlung auf 0 °C 9,52 g bzw. 5,67 ml (62,1 mmol; 3,7 eq.) POCI; hinzugegeben. AnschlieRend
wurde der Reaktionsansatz fir 0,5 h zum Rickfluss erhitzt und danach auf 0 °C gekiihlt. Der
Uberschuss an POCl; wurde durch vorsichtige Zugabe von Eis abreagiert. Die entstandene Mischung
wurde mit 5 M wassriger NaOH-Losung auf pH 9-10 alkalisiert. Nachgehend wurde die wassrige
Phase dreimal mit je 150,0 ml CHCI; extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
MgSO, getrocknet und im Vakuum von Losungsmittel befreit. Das resultierende Ol wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat als Eluent aufgereinigt. Es wurden 1,06 g hellgelbes Ol

gewonnen, welches einer Ausbeute 31,3 % entspricht.

Ausbeute: 31,3%

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = C:201,3 [M+H]" 100 %; *C:202,3 [M+H]" 8 %; *'Cl:203,3 [M+H]" 32 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:199,3 [M-H] 100 %; *C:200,4 [M-H] 10 %; *'Cl:201,3 [M-H] 30 %
IR: KBr [vin cm™]: 3351 w ,br” (NH, st); 3285 w ,br“ (NH st); 2956 m, 2929 m,

2863 w (aliph. CH st); 1608 m (C=C st); 1540 s (NH, &); 1503 s (NH &); 1439 m
1362 w (CH 6); 1401 w (C=N st); 1289 m (CN st); 1079 (aromat. C-Cl §)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d;s [6 in ppm]: 0,86 (t, 3JCH3/CH2 = 7,3 Hz, 3H, NHCH,CH,CH,-
CHs); 1,28 (m, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 1,42 (tt, *Jenasenz = 7,7 Hz *Jenzsenz =
6,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 3,14 (m, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 5,64 (s, 1H,
H-5); 6,56 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0O exchangeable); 6,83 (br, 1H,
NHCH,CH,CH,CH3;, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,75  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)
0,67 Ethylacetat
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5 Experimenteller Teil

N*-(3-Bromophenyl)-N-propylpyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 13a
Summenformel: Ci3H16BrN /©\
131116 5 HN BI’
Molekulargewicht: 322,21 g/mol | N
—=
Darstellung: nach AAV 1 H,N N)\H/\/

Es wurden 0,56 g (3,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloro-N*-propylpyrimidin-2,4-diamin 12a mit 1,55 g bzw.
0,98 ml (9,0 mmol; 3,0 eq.) 3-Bromoanilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbe Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein
Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 0,92 g farbloses Ol gewonnen, welches

einer Ausbeute 95,2 % entspricht.

Ausbeute: 95,2 %

Schmelzbereich: -

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:322,2 [M+H]" 100 %; 3C:323,2 [M+H]" 14 %; "°Br:324,2 [M+H]" 94 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:320,3 [M-H] 100 %; *C:321,3 [M-H] 12 % "°Br:322,3 [M-H] 80 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 0,87 (t, *Jcus/cnz = 7,5 Hz, 3H, NHCH,CH,CHs);

1,50 (seX, *Jera/cavaw.cis = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CHs); 3,35 (m, 2H, NHCH,CH,-

CHs); 5,13 (s, 1H, H-5); 5,82 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,17 (t

br, 3JNH/CH2 = 5,8 Hz, 1H, NHCH,CH,CH;, with D,0 exchangeable); 6,95 (d,

*lyss-= 8,0 Hz, 1H, H-4"); 7,11 (t, *Js/4pme = 8,0 Hz, 1H, H-5"); 7,43 (br, 1H,

H-6"); 8,20 (br, 1H, H-2"); 8,72 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,53  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,21  Ethylacetat

N*-Propyl-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-2,4,6-triamin

Verbindung: 13b

Summenformel: Ci4H16FsN /©\
1411161 3IN5 HN CF3
Molekulargewicht: 311,31 g/mol | N
7
Darstellung: nach AAV 1 HyN N)\N/\/\

H

Es wurden 0,31g (1,6 mmol; 1,0eq.) Nz-ButyI-6—chIoropyrimidin—2,4-diamin 12b mit 0,75¢g
(4,7 mmol; 3,0 eq.) 3-(Trifluoromethyl)anilin nach AAV 1 umgesetzt. Das gelbe Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

0,50 g hellgelbes Ol gewonnen, welches einer quantitativen Ausbeute entspricht.

Ausbeute: quant.
Schmelzbereich: -
MS (ESI-positiv): m/z = 2C:326,4 [M+H]" 100 % *C:327,3 [M+H]" 20 %
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5.1.2.4.2.1 Synthese 2-alkylaminosubstituierter Pyrimidin-4,6-triamine

H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 0,86 (t, *Jeus/cnz = 7,2 Hz, 3H, NHCH,CH,CH,-
CH3); 1,31 (sex, 3JCH2/CH2bzw.CH3 = 7,2 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 1,48 (tt,
ewzyenz= 7,9 Hz Jopyyena = 6,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CHs); 3,21 (qua,
®)eaychabawnn = 6,7 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH;); 5,16 (s, 1H, H-5); 5,87 (br, 2H,
C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,16 (t, 3JNH/CH2 = 5,80 Hz, 1H, NHCH,CH,-
CH,CHs;, with D,0 exchangeable); 7,11 (d, 314'/5' = 7,6 Hz, 1H, H-4"); 7,38 (¢,
3J5f/4szw46f = 8,0 Hz, 1H, H-5%); 7,69 (br, 1H, H-2"); 8,42 (br, 1H, H-6"); 8,93 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

IR: KBr [vincm™]: 3318 m ,br“ (NH, st); 3196 m ,br“ (NH st); 2959 s, 2930 s,
2872 m (aliph. CH st); 1653 m (NH, 6); 1623 m, 1595 m, 1519 s, 1490 s
(C=Cst); 1574 s (NH 6); 1444 s, 1386 m (CH 6); 1406 s (C=N st); 1330 (aliph.
C-F &6); 1279 m (CN st); 791 w, 696 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 14,236 (NHCH,CH,CH,CHjs); 20,129 (NHCH,-
CH,CH,CHs); 32,095 (NHCH,CH,CH,CH,); 40,905 (NHCH,CH,CH,CHs); 77,421
(C-5); 114,843 114,881 (C-4°); 116,296 116,333 (C-2°); 122,000 (C-6'); 123,547
(CF3); 126,255 (C-57) 129,494 129,699 129,801 (C-37); 143,151 (C-1'); 161,261
(C-2); 162,346 (C-6); 164,766 (C-4)

R-Werte: 0,55  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,22  Ethylacetat

N,2-Dicyanoacetamid (Natriumsalz)

Verbindung: 14
Summenformel: C,H,N5NaO N ®
a
. N3
Molekulargewicht: 131,07 g/mol N///\H/ \\\N
0]
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 1,68 g (40,0 mmol; 1,0 eq.) Cyanamid mit 3,96 g bzw. 3,53 ml (40,0 mmol; 1,0 eq.)
Cyanessigsdauremethylester umgesetzt. Die Mischung wurde in 40,0 ml einer 1 M NaOCH;-Lésung
gelost und bei Raumtemperatur fir 5 h gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der verbliebende Rickstand wurde mit Ethanol gewaschen und anschlieRend getrocknet. Es

resultierte 4,90 g weier Feststoff, welches einer Ausbeute von 93,5 % entspricht.

Ausbeute: 93,5%
Schmelzbereich: 196 — 197 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 2C:154,0 [M+Na]" 5 % 284,8 [2M+Na]" 25 % 415,7 [3M+Na]* 75 %

546,7 [4M+Na]' 85 % 677,7 [SM+Na]' 100 % 808,6 [6M+Na]’ 90 %
939,6 [7M+Na]* 60 % 1070,6 [8M+Na]" 1201,6 [9M+Na]* 28 %

IR: KBr [v in cm™]: 2958 m, 2916 w (aliph. CH st); 2277 m, 2162 s (C=N st);
1673 m (RNC=0 st); 1619 m (RNC=0 st); 1416 m, 1367 s (CH &)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 3,24 (s, 2H, NC-CH,)

R-Werte: 0,07  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,15  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.4.2.2. Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter
Pyrimidin-4,6-diamine

6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol

Verbindung: 15
Summenformel: C,HsN;0S OH
SN
Molekulargewicht: 143,16 g/mol | )\
7
H,N”~ N7 “sH
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 8,82 g bzw. 7,85 ml (89,0 mmol; 1,0 eq.) Cyanessigsauremethylester in 100,0 ml 2,2 M
NaOCH;-Lésung geldst. AnschlieRend wurden 8,07 g (106,0 mmol; 1,2 eq.) Thioharnstoff zugesetzt.
Der Reaktionsansatz wurde 2 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen bildete sich ein Prazipitat,
welches abfiltriert und mit kaltem Methanol gewaschen wurde. Der erhaltene weilRe Riickstand
wurde nachgehend in 20%iger wassriger K,CO3-Losung (m/m) gel6st. Bei folgender Neutralisation
der Losung mit Eisessig fiel das Produkt als weiRer Feststoff aus, wurde abfiltriert und mit Wasser
nachgewaschen. Nach Trocknung des Produkts tber P,0Os ergab sich 9,10 g weiRer Feststoff, welches

einer Ausbeute von 71,4 % entspricht.

Ausbeute: 71,4 %

Schmelzbereich: >320°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:144,2 [M+H]" 100 %; *C:145,2 [M+H]* 6 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:142,3 [M-H] 100 %; *C:143,3 [M-H] 5 %

IR: KBr [v in cm™]: 3424 m (OH st); 3311 m ,br“ (NH, st); 3197 m ,,br“ (NH st);

3094 m, 3071 m (aromat. CH st); 1670 m (NH, 6); 1640 s, 1588 s (C=C st);
1554 s (NH §8); 1401 w (C=N st); 1244 w (OH 6); 1186 s (C=S st)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 4,68 (s, 1H, H-5); 6,33 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 11,49 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,56 (br, 1H,
SH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,26  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

6-Amino-2-(methylthio)pyrimidin-4-ol

Verbindung: 16a
Summenformel: C<H,N;0S OH
B
Molekulargewicht: 157,19 g/mol
=
H,N N)\S/
Darstellung: nach AAV 8

Es wurden 2,04 g (14,3 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol 15 in 10,0 ml 1M
wassriger NaOH-Losung gel6st. AnschlieRend wurde unter Kihlung 2,03 g bzw. 0,89 ml (14,3 mmol;
1,0 eq.) lodmethan zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde 6 h bei 10 - 15 °C geriihrt. Nachgehend
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5.1.2.4.2.2 Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter Pyrimidin-4,6-diamine

wurde das gebildete weille Prazipitat abfiltriert und je zweimal mit Wasser und Petrolether

(Siedebereich: 40 - 60 °C) gewaschen. Nach Trocknung des Riickstands Giber P,Os ergab sich 2,15 g

weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von 95,7 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Re-Werte:

95,7 %

266 — 268 °C [Lit. 267,7 — 268,8 °C]

m/z = *C:158,1 [M+H]" 100 %; *°C:159,1 [M+H]* 6 %

m/z = **C:156,3 [M-H] 100 %; **C:157,3 [M-H] 4 %

KBr [v in cm™]: 3469 m (OH st); 3325 m ,br“ (NH, st); 3197 m ,,br“ (NH st);
3098 m, 3013 m (aromat. CH st); 2923 m, 2825 m (aliph. CH st); 1631 s
(NH; 6); 1611 s, 1542 m, 1505 w (C=C st); 1570 s (NH &); 1446 m, 1389 w
(CH 8); 1417 w (C=N st); 1300 w (OH &); 1224 m (COH st)

500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 2,41 (s, 3H, SCH3) 4,89 (s, 1H, H-5); 6,41 (br,
2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 11,44 (br, 1H, OH, with D,O
exchangeable)

0,18  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,06  Ethylacetat

6-Amino-2-(butylthio)pyrimidin-4-ol

Verbindung:
Summenformel:
Molekulargewicht:

Darstellung:

16b
CgH13N;0S OH
NN
199,27 g/mol | )\
~
HNT N s N
nach AAV 8

Es wurden 2,86 g (20,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol 15 in 20,0 ml 1M

wassriger NaOH-Losung bei 60 °C geldst. Anschlielend wurde unter Rihren 2,74 g bzw. 2,14 ml

(20,0 mmol; 1,0 eq.) Brombutan zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde 6 h bei 50 - 60 °C gerihrt.

Nachgehend wurde das gebildete weille Prazipitat abfiltriert und je zweimal mit Wasser und

Petrolether (Siedebereich: 40 - 60 °C) gewaschen. Nach Trocknung des Rickstands Gber P,0Os5 ergab

sich 3,02 g weiRer Feststoff, welches einer Ausbeute von 75,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

75,8 %

222 °C

m/z = C:200,1 [M+H]" 100 %; *C:201,1 [M+H]* 8 %

m/z = ?C:198,1 [M-H] 100 %; °C:198,1 [M-H] 5 %

KBr [v in cm™]: 3469 m (OH st); 3328 m ,br“ (NH, st); 3199 m ,,br“ (NH st);
3092 m, 3033 m (aromat. CH st); 2956 m, 2925 m, 2851 m (aliph. CH st);
1635 m (NH, 8); 1615 s, 1600 s, 1541 m, 1513 w (C=C st); 1568 s (NH 8);
1445 m, 1389 w (CH &); 1411 w (C=N st); 1294 w (OH §); 1217 m (COH st)

500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 0,87 (t, *Jcus/cn2 = 8,0 Hz, 3H, SCH,CH,CH,CHs);
1,36 (seX, *Jeua/chabaw.chs = 7,5 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH3); 1,56 (m, 2H, SCH,CH,-
CH,CHs); 3,03 (d, *Jenzenz = 7,3 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CHs); 4,86 (s, 1H, H-5); 6,37
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(br, 2H, C-6-NH,, with D,O exchangeable); 11,40 (br, 1H, OH, with D,O
exchangeable)

R-Werte: 0,29  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)
0,15 Ethylacetat

6-Chloro-2-(methylthio)pyrimidin-4-amin

Verbindung: 17a
Summenformel: CsHeCINS3S Cl
SN
Molekulargewicht: 175,63 g/mol | /)\
H,NT N s
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 1,95 g (12,4 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-(methylthio)pyrimidin-4-ol 16a vorgelegt und unter
Kihlung auf 0 °C 13,43 g bzw. 8,00 ml (87,6 mmol; 7,1 eq.) POCl; hinzugegeben. Nachgehend wurde
eine katalytische Menge DMF hinzugetropft. Danach wurde der Reaktionsansatz 0,75 h zum
Riickfluss erhitzt und anschlieRend auf 0 °C heruntergekiihlt. Der Uberschuss an POCI; wurde durch
vorsichtige Zugabe von Eis abreagiert. Die entstandene Mischung wurde mit 5 M wassriger NaOH-
Losung auf pH 9-10 alkalisiert. Das entstandene gelbe Prazipitat wurde abfiltriert und als dry-load fir
die Sdulenchromatographie prapariert. Als Eluent wurde Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V) genutzt.

Es ergaben sich 0,67 g gelber Feststoff, welches einer Ausbeute von 30,8 % entspricht.

Ausbeute: 30,8 %

Schmelzbereich: 125-127°C [Lit. 125-127 °C]

MS (ESI-positiv): m/z = C:176,6 [M+H]" 100 %; *C:177,6 [M+H]" 6 %; *’Cl:178,5 [M+H]" 48%

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:174,5 [M-H] 100 %; *C:175,5 [M-H] 6 %; *'Cl:176,5 [M-H] 37 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d [ in ppm]: 2,39 (s, 3H, SCH;) 6,15 (s, 1H, H-5); 7,24 (br,
2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,25 Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)

0,36  Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)

2-(Butylthio)-6-chloropyrimidin-4-amin

Verbindung: 17b
Summenformel: CsH15CINSS Cl
SN
Molekulargewicht: 217,72 g/mol | )\
7
HNT N s N
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 6,58 g (33,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-(butylthio)pyrimidin-4-ol 16b vorgelegt und unter
Kihlung auf 0 °C 35,95g bzw. 21,40 ml (234,4 mmol; 7,1 eq.) POCl; hinzugegeben. Nachgehend
wurde eine katalytische Menge DMF hinzugetropft. Danach wurde der Reaktionsansatz 0,75 h zum

Rickfluss erhitzt und anschlieRend auf 0 °C heruntergekiihlt. Der Uberschuss an POCl; wurde durch
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5.1.2.4.2.2 Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter Pyrimidin-4,6-diamine

vorsichtige Zugabe von Eis abreagiert. Die entstandene Mischung wurde mit 5 M wassriger NaOH-
Losung auf pH 9-10 alkalisiert. Das entstandene gelbe Prazipitat wurde abfiltriert und als dry-load fir
die  Saulenchromatographie prapariert. Als Eluent wurde ein Stufengradient von
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 zu 70:30 (V/V) genutzt. Es ergaben sich 1,93 g beiger Feststoff,

welches einer Ausbeute von 26,9 % entspricht.

Ausbeute: 26,9 %

Schmelzbereich: 90-92 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:217,3 [M+H]" 100 %; C:218,3 [M+H]" 6 %; *'Cl:219,3 [M+H]" 33 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:216,0 [M-H] 100 %; *C:217,1 [M-H] 6 %; *'CI:218,0 [M-H] 30 %
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 0,89 (t, *Jcus/ch2 = 8,0 Hz, 3H, SCH,CH,CH,CHs3);

1,38 (sex, 3JCH2/CH2bZW_CH3 = 7,5 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH;); 1,62 (m, 2H, SCH,CH,-
CH,CHs); 3,08 (d, SJCHZ/CH2= 7,3 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH.); 6,14 (s, 1H, H-5); 7,22
(br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,41  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,47  Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)

2-(Methylthio)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-4,6-diamin

Verbindung: 18a

Summenformel: C1oH11F3N,S /©\
HN CF,

Molekulargewicht: 300,30 g/mol N

Darstellung: nach AAV 1 H,N N/)\S/

Es wurden 0,37 g (2,1 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloro-2-(methylthio)pyrimidin-4-amin 17a mit 1,34 g bzw.
1,03 ml (8,3 mmol; 4,0 eq.) 3-(Trifluoromethyl)anilin nach AAV 1 umgesetzt. Nach Abkihlen des
Reaktionsansatzes kam es zur selbststandigen Prazipitatbildung. Der Riickstand wurde abfiltriert und
mit Diethylether gewaschen. Es ergab sich 0,62 g weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von
98,3 % entspricht.

Ausbeute: 98,3 %

Schmelzbereich: 136 -138 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:301,3 [M+H]" 100 %; *C:302,3 [M+H]" 15 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:300,0 [M-H] 100 %; *C:300,9 [M-H] 16 %

IR: KBr [v in cm™): 3294 m ,br“ (NH, st); 3141 m ,br“ (NH st); 3088 m, 3028 m

(aromat. CHst); 2927 m, 2837 m (aliph. CH st); 1666 s (NH, &); 1634 s,
1603 m, 1546 m, 1482 m (C=C st); 1569 s (NH &); 1463 m, 1390 w (CH &);
1417 m (C=N st); 1338 (aliph. C-F 6); 799 w, 697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)
H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 2,50 (s, 3H, SCHs) 5,71 (s, 1H, H-5); 6,70 (br,
2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,34 (d, 314,/5, = 7,7 Hz, 1H, H-4"); 7,52
(t, *Js/abawe = 8,0 Hz, 1H, H-57); 7,66 (d, *J¢/s = 8,2 Hz, 1H, H-6); 8,16 (s, 1H,
H-2°); 10,10 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,08 Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,12  Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)
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2-(Butylthio)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-4,6-diamin

Verbindung: 18b
Summenformel: CisH17F3N,S /©\
HN CFs3
Molekulargewicht: 342,38 g/mol SN
Darstellung: nach AAV 1 H,N N/)\S/\/\

Es wurden 1,17 g (5,4 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloro-2-(butylthio)pyrimidin-4-amin 17b mit 2,60 g bzw.
2,01 ml (16,1 mmol; 3,0 eq.) 3-(Trifluoromethyl)anilin nach AAV 1 umgesetzt. Nach Abkiihlen des
Reaktionsansatzes kam es zur selbststandigen Prazipitatbildung. Der Riickstand wurde abfiltriert und
mit Diethylether gewaschen. Es ergab sich 1,83 g weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von
99,0 % entspricht.

Ausbeute: 99,0 %

Schmelzbereich: 94 -96 °C

MS (ESI-positiv): m/z = *C:343,3 [M+H]" 100 %; *C:344,2 [M+H]" 17 %

MS (ESI-negativ): m/z = °C:341,1 [M-H] 100 %; *C:342,2 [M-H] 14 %

IR: KBr [v in cm™]: 3291 m , br“ (NH, st); 3151 m ,br“ (NH st); 3072 m, 3027 m

(aromat. CH st); 2963 m, 2934 m, 2876 m (aliph. CH st); 1660 s (NH, §&);
1631s, 1604 s, 1545 m, 1478 s (C=C st); 1567 s (NH &); 1467 m, 1380 w
(CH 6); 1416 w (C=N st); 1332 (aliph. C-F &); 795 w, 696 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 0,85 (t, SJCHg/CH2= 7,4 Hz, 3H, SCH,CH,CH,CHj;);
1,38 (sex, *Jenz/crabawcs = 7,5 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH3); 1,58 (m, 2H, SCH,CH,-
CH,CHs); 3,02 (d, *Jerz/cnz = 7,3 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CHs); 5,51 (s, 1H, H-5); 6,46
(br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,20 (d, 314,/5, = 7,8 Hz, 1H, H-4°);
7,44 (t, *Js/4pome = 8,0 Hz, 1H, H-5"); 7,67 (d, *Je/s = 8,4 Hz, 1H, H-6"); 8,15 (t,
4J2f/4szw‘6f= 1,9 Hz, 1H, H-2"); 9,27 (br, 2H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 13,803 (SCH,CH,CH,CHs); 21,620 (SCH,CH,-
CH,CHs); 30,206 (SCH,CH,CH,CHs); 30,897 (SCH,CH,CH,CH;); 81,377 (C-5);
123,187 (C-2°); 125,019 (CF5); 125,895 (C-4"); 129,737 (C-6"); 130,051 (C-5")
130,343 (C-37); 140,117 (C-1"); 157,802 (C-6); 159,467 (C-2); 164,144 (C-4)

R-Werte: 0,12  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,15 Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)

6-Aminopyrimidin-4-ol

Verbindung: 19
Summenformel: C4HsN50 OH
SN
Molekulargewicht: 111,10 g/mol | )
Z
H,N
Darstellung: nach AAV 9
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Es wurden 2,63 g (18,4 mmol; 1,0 eq.) 6-Amino-2-mercaptopyrimidin-4-ol 15 in 80,0 ml 5%iger
wassriger NHs-Losung (m/m) gelost. AnschlieBend wurde dem Reaktionsansatz 10,0 ml einer
50%igen Aufschlammung von Raney-Nickel (m/m) in Wasser zugesetzt und fir 1,5 h zum Riickfluss
erhitzt. Der Ansatz wurde nachgehend im heiBen Zustand Uber ein Celite®-Pad filtriert und der
Filterriickstand mit kochendem Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum bis zur
Trockene eingeengt. Der entstandene weille Feststoff wurde Uber P,0s5 getrocknet. Es resultierte

1,75 g weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von 85,6 % entspricht.

Ausbeute: 85,6 %

Schmelzbereich: 271-273°C [Lit. 272 °C]

MS (ESI-negativ): m/z = ?C:110,4 [M-H] 100 %; *C:111,4 [M-H] 6 %

IR: KBr [v in cm™]: 3328 m ,,br” (NH, st); 3151 m ,br” (NH st); 3067 m, 3024 m

(aromat. CH st); 1678 s (NH, 8); 1640 s, 1595 s, 1480 m (C=C st); 1402 w
(C=N st); 1301 w (OH §8); 1238 w (COH st)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 4,95 (s, 1H, H-5); 6,36 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 7,75 (s, 1H, H-2); 11,47 (br, 1H, OH, with D,0 exchange-
able)

R-Werte: 0,06  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

6-Chloropyrimidin-4-amin

Verbindung: 20
Summenformel: C4H4CIN; Cl
SN
Molekulargewicht: 129,55 g/mol | )
Z
H,>N
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 1,00 g (9,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Aminopyrimidin-4-ol 19 vorgelegt und unter Kiihlung auf 0 °C
5,04 g bzw. 3,00 ml (32,87 mmol; 3,7 eq.) POCI; hinzugegeben. Nachgehend wurde eine katalytische
Menge DMF hinzugetropft. Danach wurde der Reaktionsansatz 0,5h zum Rickfluss erhitzt und
anschlieRend auf 0 °C heruntergekiihlt. Der Uberschuss an POCl; wurde durch vorsichtige Zugabe von
Eis abreagiert. Die entstandene Mischung wurde mit 5 M wassriger NaOH-Losung auf pH 9-10
alkalisiert und dann dreimal mit je 75,0 ml CHCI; extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet und anschliefend im Vakuum von Losungsmittel befreit. Das
erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt. Als Eluent wurde Ethylacetat

genutzt. Es ergaben sich 0,83 g gelber Feststoff, welches einer Ausbeute von 71,2 % entspricht.

Ausbeute: 71,2 %

Schmelzbereich: 216 —217 °C [Lit. 215 -217 °C]

MS (ESI-positiv): m/z = C:130,3 [M+H]" 100 %; *C:131,3 [M+H]" 6 %; *'Cl:132,3 [M+H]" 33 %

MS (ESI-negativ): m/z = ?C:130,3 [M-H] 100 %; *C:133,2 [M-H] 4 %; *’Cl:132,5 [M-H] 35 %

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 6,43 (d, “Jsnu2 = 0,8 Hz, 1H, H-5); 7,20 (br, 2H,
C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 8,18 (s, 1H, H-2)

R-Werte: 0,61 Ethylacetat/Methanol 80:20 (V/V)
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N*-Benzylpyrimidin-4,6-diamin

Verbindung: 21a
Summenformel: CiH1aNy HN/\©
. SN
Molekulargewicht: 200,24 g/mol | )
7
H,N~ N
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 0,78 g (6,0 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloropyrimidin-4-amine 20 mit 2,14 g bzw. 2,18 ml
(20,0 mmol; 3,3 eq.) Benzylamin nach AAV 1 umgesetzt. Nach Abkiihlen des Reaktionsansatzes kam
es zur selbststandigen Prazipitatbildung. Der Rickstand wurde abfiltriert und mit Diethylether

gewaschen. Es resultierte 1,18 g weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von 98,2 % entspricht.

Ausbeute: 98,2 %

Schmelzbereich: 131-133°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:201,2 [M+H]" 100 %; *C:202,3 [M+H]" 12 %

MS (ESI-negativ): m/z = 2C:199,3 [M-H] 100 %; *C:200,4 [M-H] 10 %

IR: KBr [v in cm™]: 3307 m ,,br (NH, st); 3204 m ,br“ (NH st); 3057 m, 3030 m

(aromat. CH st); 2922 m, 2852 w (aliph. CH st); 1663 m (NH, §); 1624 s,
1600's, 1546 m, 1495 m (C=C st); 1454 m, 1380 w (CH §&); 1430 w (C=N st);
749 w, 697 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [§ in ppm]: 4,37 (d, *Jcuan = 5,8 Hz, 2H, NHCH,Ph); 5,37
(s, 1H, H-5); 6,02 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 7,08 (t br,
Inwez= 6,2 Hz, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,19 (tt, *Js/sbmms =
7,2 Hz *)4 j2vaws = 1,7 Hz, 1H, H-4"); 7,24 - 7,32 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6');
7,85 (s, 1H, H-2)

R-Werte: 0,22  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,19  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N*-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-4,6-diamin

Verbindung: 21b
Summenformel: C11HoF3N,4 /©\
HN CF;
Molekulargewicht: 254,22 g/mol NN
L
Darstellung: nach AAV 1 H,N N

Es wurden 0,51 g (3,9 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloropyrimidin-4-amine 20 mit 3,17 g (19,7 mmol; 5,0 eq.)
3-(Trifluoromethyl)anilin nach AAV 1 umgesetzt. Nach Abkihlen des Reaktionsansatzes kam es zur
selbststandigen Prazipitatbildung. Der Riickstand wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen.

Es resultierte 0,87 g weilRer Feststoff, welches einer Ausbeute von 87,8 % entspricht.

Ausbeute: 87,8%
Schmelzbereich: 183 -185°C
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5.1.2.4.2.2 Synthese 2-thioether-/2-unsubstituierter Pyrimidin-4,6-diamine

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

m/z = *C:255,2 [M+H]" 100 %; **C:256,2 [M+H]" 12 %

m/z = *C:253,4 [M-H] 100 %; *C:254,4 [M-H] 13 %

KBr [v in cm™]: 3316 m , br (NH, st); 3155 m ,br“ (NH st); 3074 m, 3007 m
(aromat. CH st); 1647 m (NH, &); 1622 s, 1590 s, 1536 m, 1490 m (C=C st);
1576 s (NH &); 1419 w (C=N st); 1334 (aliph. C-F 6); 795 w, 700 w (CH 6 1,3-
disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,79 (s, 1H, H-5); 6,44 (br, 2H, C-6-NH,, with
D,0 exchangeable); 7,21 (d, *lajs = 7,8 Hz, 1H, H-4"); 7,47 (t, *Js/abrws =
8,1 Hz, 1H, H-5"); 7,80 (dd, *Jgs = 8,2 Hz *J6/2bawa = 2,1 Hz , 1H, H-6°); 8,07 (t,
4J2f/4szw‘ef = 2,1 Hz, 1H, H-2"); 8,10 (s, 1H, H-2); 9,24 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [5 in ppm]: 85,939 (C-5); 122,795 (CF;); 123,403 (C-2');
126,111 (C-47); 129,653 (C-6"); 129,964 (C-5") 130,059 (C-37); 142,393 (C-1');
158,181 160,415 164,310 (C-2 C-4 C-6)

0,22  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N*-(4-((3-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)pyrimidin-4,6-diamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

21c

Ci7H1sFNLO /©/
HN

310,33 g/mol

L,

nach AAV 1 | N/)

Es wurden 0,51 g (3,9 mmol; 1,0 eq.) 6-Chloropyrimidin-4-amine 20 mit 2,57 g (11,8 mmol; 3,0 eq.)

4-((3-Fluorobenzyl)oxy)anilin 2b nach AAV 1 umgesetzt. Nach Abklhlen des Reaktionsansatzes kam

es zur selbststandigen Prazipitatbildung. Der Rickstand wurde abfiltriert und mit Diethylether

gewaschen. Es resultierte 1,18 g weiller Feststoff, welches einer Ausbeute von 97,5 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

97,5 %

186 °C

m/z = C:311,2 [M+H]" 100 %; **C:312,2 [M+H]" 20 %

m/z = *C:309,2 [M-H] 100 %; *C:310,2 [M-H] 15 %

KBr [v in cm™]: 3302 m ,,br” (NH, st); 3150 m ,br” (NH st); 3071 m, 3040 m
(aromat. CH st); 2927 m, 2853 w (aliph. CH st); 1639 m (NH, 8); 1614 s,
1591's, 1508 s, 1488 m (C=C st); 1566 m (NH &); 1440 m, 1380 w (CH 6);
1413 w (C=N st); 1238 m, 1138 w (C-O-C st Ether)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,08 (s, 2H, OCH,(3"°-FPh)); 5,65 (s, 1H, H-5);
6,21 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 6,94 (d, 3J3',5'/2'_6' = 8,6 Hz, 2H,
H-3" H-5°); 7,15 (m, 1H, H-4""); 7,25 - 7,29 (m, 2H, H-2"" H-6""); 7,35 (d,
*)y635 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,43 (dt, *Js- /4 baws- = 7,6 Hz *Js-c = 6,6 Hz,
1H, H-5""); 7,96 (s, 1H, H-2); 8,61 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable)
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5 Experimenteller Teil

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 69,035 (OCH,(3"’-FPh)); 83,739 (C-5); 114,452
114,668 (C-2""); 114,801 115,010 (C-4""); 115,469 (C-3" C-5'); 122,546 (C-2’
C-6'); 123,858 123,885 (C-6"); 130,821 130,905 (C-57); 134,428 (C-1);
140,728 140,804 (C-1"); 153,793 (C-4°); 158,204 161,178 163,848 (C-2 C-4
C-6); 161,428 164,166 (C-37)

R-Werte: 0,26  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,28  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

5.1.2.5. Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

5.1.2.5.1. Synthese 4-benzylaminsubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-(benzylamino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 22
Summenformel: Cy17H1sNsO
HN
HO

lekul h /mol N

Molekulargewicht: 305,34 g/mo )\
\ —NH,
N N

Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 324 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 169 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 22,1% entspricht.

Ausbeute: 22,1%

Schmelzbereich: 263 -265°C

Elementaranalyse: ber.: C66,87; H4,95; N 22,94
gef.: C66,83; H5,25; N 22,87

MS (ESI-positiv): m/z = °C:306,3 [M+H]" 100 %; *C:307,2 [M+H]" 17 %

IR: ATR [vin cm™]: 3460 m ,br“ (OH st); 3342 s ,br” (NH, st); 3195 s ,,br“ (NH st);
3065 m, 3034 m (aromat. CH st); 2929 m, 2880 w (aliph. CH st); 1641 s
(NH; 8); 1620 s, 1595 s, 1542 m, 1497 s (C=C st); 1568 s (NH &); 1452 m,
1389 m (CH §); 1415 s (C=N st); 1360 w (OH §&); 1210 m (CN st); 1183 w
(COH st); 737 w, 700 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 5,32 (s, 2H, CH,); 5,94 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,51 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,58 (dd,
*J75= 8,3 Hz *J7/5= 2,3 Hz, 1H, H-7); 7,01 (d, *Js/7 = 8,3 Hz, 1H, H-8); 7,15-7,26
(m, 5H, Ph); 7,40 (d, “Js7 = 2,3 Hz, 1H, H-5); 8,73 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,39 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-(benzylamino)-7-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 23a
Summenformel: CisH17N:O /\©
HN
HO
lekul h /mol N
Molekulargewicht: 319,37 g/mo
g g \ A,
N
N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden
159 mg braungrauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 19,9 % entspricht. Die
Ausbeute entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehdrige ‘H-NMR-Spektrum der
Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,7 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren
sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute: Mischung Isomere: 19,9 %

Schmelzbereich: 237-239°C

Elementaranalyse: ber.: C67,70; H5,37; N 21,93
gef.: C67,52; H5,45; N 21,67

MS (ESI-positiv): m/z = °C:320,3 [M+H]" 100 %; *C:321,3 [M+H]" 16 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1C:318,3 [M-H] 100 %; *C:319,2 [M-H] 16 %
IR: ATR [vin cm™]: 3476 m ,br (OH st); 3338 s ,,br” (NH, st); 3068 m, 3033 m

(aromat. CH st); 2922 m, 2851 w (aliph. CH st); 1648 s (NH, 8); 1627 s, 1606 s,
1511 m, 1496 m (C=C st); 1570 s (NH 8); 1466 m, 1390 w (CH 8); 1417 m
(C=Nst); 1362 w (OH &); 1228 w (CN st); 1184 w (COH st); 737 w, 699 w (CH 6
monosubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 2,29 (s, 3H, CHs); 5,31 (s, 2H, CH,); 5,90 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,37 (br, 1H, C-4-NH, with D,O
exchangeable); 6,96 (s, 1H, H-8); 7,13 - 7,27 (m, 5H, Ph); 7,33 (s, 1H, H-5);
8,45 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 17,43 (C-7-CH3); 44,01 (CH,); 89,10 (C-4a);
106,72 (C-5); 110,74 (C-8); 119,93 120,06 (C-4b C-7); 127,22 (C-2° C-6');
127,40 (C-4°); 128,84 (C-3° C-5°); 130,75 (C-8a); 138,55 (C-17); 150,17 (C-6);
158,48 158,59 (C-4 C-9a); 162,00 (C-2)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,39 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,18  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-(benzylamino)-8-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

23b
CsHiNsO /\@
HO HN
/mol )
319,37 g/mo
\ N/)\NHQ
N
nach AAV 2 H

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (v/v) verwendet. Es wurden

159 mg braungrauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 19,9 % entspricht. Die

Ausbeute entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,7 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Re-Werte:

209

Mischung Isomere: 19,9 %

256 —257 °C

ber.: C 67,70; H 5,37; N 21,93

gef.: C67,58; H 5,42; N 21,74

m/z = *C:320,3 [M+H]" 100 %; **C:321,3 [M+H]" 15 %

m/z = **C:318,2 [M-H] 100 %; **C:319,2 [M-H] 16 %

ATR [vin cm™]: 3470 m ,br (OH st); 3340 s ,,br” (NH, st); 3072 m, 3036 m
(aromat. CH st); 2921 m, 2856 w (aliph. CH st); 1646 s (NH, 8); 1625 s, 1606 s,
1509 m, 1498 m (C=C st); 1568 s (NH 8); 1472 m, 1388 w (CH 8); 1415 m
(C=N st); 1360 w (OH &); 1228 w (CN st); 1182 w (COH st); 738 w, 701 w (CH 6
monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,29 (s, 3H, CH3); 5,60 (s, 2H, CH,); 5,87 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,33 (d, 4J7/5: 1,9 Hz, 1H, H-7); 6,48 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,85 (t, *Js/sbmws = 7,3 Hz, 1H, H-4");
7,15 - 7,24 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6°); 7,25 (d, *J5;7 = 1,9 Hz, 1H, H-5); 8,68
(br, 1H, OH, with D,O exchangeable); 11,91 (br, 1H, C-8a-NH, with D,O
exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 19,27 (C-8-CHs); 45,54 (CH,); 89,14 (C-4a);
104,21 (C-5); 114,12 (C-7); 120,41 (C-4b); 123,56 (C-8); 125,64 (C-2° C-67);
127,12 (C-4°); 128,96 (C-8a); 129,98 (C-3" C-57); 140,33 (C-1'); 151,96 (C-6);
158,84 159,52 (C-9a C-4); 162,14 (C-2)

0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,39 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,29  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-(benzylamino)-7-methoxy-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

24
Ci1gH17N50,
=N
335,37 g/mol HACO \ /)\NHZ
N N
H
nach AAV 2

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 621 mg (4,5 mmol; 1,8 eq.) 2-Methoxybenzochinon

nach AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol

als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es

wurden 204 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 24,4 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

24,4 %

264 —265 °C

ber.: C 64,47; H5,11; N 20,88

gef.. C64,25; H5,21; N 20,63

m/z = **C:336,1 [M+H]" 100 %; °C:337,2 [M+H]* 17 %

m/z = **C:334,2 [M-H] 100 %; **C:335,2 [M-H] 20 %

KBr [v in cm™]: 3481 m ,br“ (OH st); 3352 m ,br” (NH, st); 3185 m ,br“
(NH st), 3067 m, 3039 m (aromat. CH st); 2915 m, 2849 w (aliph. CH st);
1656 m (NH, 8); 1610 m, 1592 s, 1496 m, 1527 w, 1496 m (C=C st); 1568 s
(NH &); 1453 m, 1380 w (CH 6); 1416 s (C=N st); 1334 s (OH &); 1263 w,
1082 w (C-O-C st Ether); 1218 w (CN st); 1183 m (COH st); 732 w, 700 w (CH &
monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,74 (s, 3H, 7-OCH3); 5,36 (s, 2H, CH,); 5,83
(br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,44 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,92 (s, 1H, H-8); 7,16 - 7,27 (m, 5H, Ph); 7,48 (s, 1H, H-5);
8,08 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,97 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 44,09 (CH,); 56,76 (7-OCHs); 89,10 (C-4a);
94,95 (C-8); 107,25 (C-5); 114,51 (C-4b); 127,41 (C-2" C-4° C-67); 128,82 (C-3°
C-5°); 130,48 (C-8a); 138,52 (C-1°); 141,88 (C-6); 145,26 (C-7); 158,19 158,22
(C-4 C-9a); 161,59 (C-2)

0,19 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,38 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-(benzylamino)-7-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

25

CuH1aCINSO /\©
HO AN
=N
339,78 g/mol . \ N/)\NHZ

N
H
nach AAV 2

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 639 mg (4,5 mmol; 1,8 eq.) 2-Chlorobenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

120 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,1 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

14,1%

168 -171°C

ber.: C60,09; H 4,15; N 20,61

gef.: C59,84; H 4,25; N 20,41

m/z = °C:340,1 [M+H]" 100 %; °C:341,2 [M+H]" 18 %; *’Cl:342,2 [M+H]" 35 %
m/z = C: 338,13 [M-H] 100 %; *'Cl: 340,21 [M-H] 37 %

KBr [vin cm™]: 3469 m ,br“ (OH st); 3345 s ,br” (NH, st); 3202 s ,br“ (NH st);
3066 m, 3032 m (aromat. CH st); 2925 m, 2856 w (aliph. CH st); 1645 s
(NH, 8); 1624 s, 1599 s, 1538 m, 1497 m (C=C st); 1568 s (NH &); 1453 s,
1377 m (CH 6); 1412 s (C=N st); 1360 s (OH 6); 1221 w (CN st); 1181 w
(COH st); 1096 w (aromat. C-Cl §); 733 w, 701 w (CH 6 monosubst. Aromat)
400 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 5,34 (s, 2H, CH,); 6,05 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,57 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,15 - 7,28
(m, 5H, Ph); 7,23 (s, 1H, H-8); 7,56 (s, 1H, H-5); 9,09 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 44,02 (CH,); 88,64 (C-4a); 108,31 (C-5); 109,96
(C-8); 115,62 (C-7); 121,41 (C-4b); 127,28 (C-2° C-6°); 127,54 (C-4); 128,91
(C-3" C-57); 131,04 (C-8a); 138,16 (C-1); 147,37 (C-6); 158,92 159,29 (C4
C-9a); 162,55 (C-2)

0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,38 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-(benzylamino)-7-bromo-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

211

26
O
Cy/H14BrNsO HO \
Br \ />\NH2
384,24 g/mol N N
H



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 538 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7a mit 697 mg (3,8 mmol; 1,5 eq.) 2-Bromobenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

66 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 6,9 % entspricht.

Ausbeute: 6,9 %

Schmelzbereich: 154 - 156 °C

Elementaranalyse: ber.: C53,14; H 3,67; N 18,23
gef.: C53,10; H 3,72; N 18,15

MS (ESI-positiv): m/z = C:384,1 [M+H]" 100 %; *C:385,1 [M+H]" 15 %; ®'CI:386,1 [M+H]" 90 %
MS (ESI-negativ): m/z = °C:382,1 [M-H] 100 %; *C:383,1 [M-H] 13 %; *'Br:384,1 [M-H] 69 %
IR: KBr [vin cm™]: 3463 m ,br“ (OH st); 3340 s ,br” (NH, st); 3198 s ,,br“ (NH st);

3067 m, 3033 m (aromat. CH st); 2923 m, 2851 w (aliph. CH st); 1644 s
(NH; 8); 1625 s, 1594 s, 1509 w, 1497 m (C=C st); 1569 s (NH §&); 1452 s,
1379 w (CH 6); 1410 s (C=N st); 1359 m (OH &); 1219 w (CN st); 1179 w
(COH st); 1049 w (aromat. C-Br 6); 735 w, 700 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 5,34 (s, 2H, CH,); 6,06 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,56 (br, 1H, C-4-NH, with D,O exchangeable); 7,14 -7,28
(m, 5H, Ph); 7,36 (s, 1H, H-8); 7,53 (s, 1H, H-5); 9,18 (br, 1H, OH, with D,0O
exchangeable); 11,91 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 43,98 (CH,); 88,66 (C-4a); 105,10 (C-5); 108,05
(C-7); 112,74 (C-8); 122,07 (C-4b); 127,24 (C-2° C-6"); 127,54 (C-47); 128,91
(C-3" C-57); 131,50 (C-8a); 138,17 (C-1'); 148,23 (C-6); 159,00 159,25 (C-4
C-9a); 162,61 (C-2)

R-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,38 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((4-methylbenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 27
Summenformel: Ci3H17NsO /\@\
HO HN
=N
Molekulargewicht: 319,37 g/mol \ /)\NH
N 2

N

H
Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 687 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 7b mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 101 mg

graugriiner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 10,5 % entspricht.

Ausbeute: 10,5 %
Schmelzbereich: 253 —-255°C
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5 Experimenteller Teil

Elementaranalyse: ber.: C67,70; H5,37; N 21,93
gef.. C67,42; H5,49; N 21,69

MS (ESI-positiv): m/z = C:320,3 [M+H]" 100 %; *C:321,2 [M+H]" 19 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:318,2 [M-H] 100 %; *C:319,2 [M-H] 19 %
IR: ATR [vin cm™]: 3455 m ,br“ (OH st); 3339 s ,br” (NH, st); 3194 s, br“ (NH st);

3060 m, 3027 m (aromat. CH st); 2922 m, 2853 w (aliph. CH st); 1662 s
(NH, 6); 1628 s, 1595 s, 1514 m, 1495 m (C=C st); 1568 s (NH &); 1447 m,
1384 m (CH §); 1415 s (C=N st); 1359 w (OH 6); 1209 w (CN st); 1182 w
(COH st); 838 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,20 (s, 3H, 4'-CH3); 5,27 (s, 2H, CH,); 5,97 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,52 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,58 (dd, ;s = 8,4 Hz “J;;5 = 1,7 Hz, 1H, H-7); 6,97 (d, *Jg7 =
8,4 Hz, 1H, H-8); 7,02 - 7,10 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6"); 7,39 (d, 4J5/7 =
1,7 Hz, 1H, H-5); 8,72 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H,
C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,17 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-7-methyl-4-((4-methylbenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 28a
Summenformel: CigH1gN5O /\©\
HN
HO
=N
Molekulargewicht: 333,39 g/mol \ /)\NH
N 2
N
Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 917 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 7b mit 586 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden
170 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 12,8 % entspricht. Die Ausbeute
entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der
Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,7 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren
sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute: Mischung Isomere: 12,8 %

Schmelzbereich: 269 -270°C

Elementaranalyse: ber.: C68,45; H5,74; N 21,01
gef.: C68,25; H5,82; N 20,92

MS (ESI-positiv): m/z = °C:334,3 [M+H]" 100 %; *C:335,2 [M+H]" 19 %
MS (ESI-negativ): m/z = °C:332,2 [M-H] 100 %; *C:333,2 [M-H] 23 %
IR: ATR [v in cm™]: 3465 m ,br“ (OH st); 3329 m ,br” (NH, st); 3178 m ,br*

(NH st); 3052 m, 3038 m (aromat. CH st); 2915 m, 2849 w (aliph. CH st);
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5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

'H-NMR:

BC.NMR:

Re-Werte:

1647 s (NH, 8); 1615 s, 1600 s, 1515 m, 1490 m (C=C st); 1563 m (NH 8);
1465, 1380 w (CH 8); 1415 s (C=N st); 1363 m (OH 6); 1231 m (CN st);
1182 w (COH st); 834 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,16 (s, 3H, 7-CH3); 2,20 (s, 3H, 4'-CHs); 5,26
(s, 2H, CHy); 5,92 (br, 2H, C-4-NH,, with D,O exchangeable); 6,38 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,94 (s, 1H, H-8); 7,05 (br, 4H, H-2" H-3" H-5’
H-6"); 7,32 (s, 1H, H-5); 8,43 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,91 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 17,45 (7-CHs); 21,08 (4°-CHs); 43,80 (CH,);
89,08 (C-4a); 106,66 (C-5); 110,81 (C-8); 119,90 120,05 (C-4b C-7); 127,25
(C-2" C-67); 129,38 (C-3" C-5); 130,75 (C-8a); 135,49 (C-47); 136,50 (C-17);
150,15 (C-6); 158,44 158,54 (C-4 C-9a); 161,94 (C-2)

0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,18  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-8-methyl-4-((4-methylbenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

28b
CigH1sNsO /\©\
HO HN
=N
333,39 g/mol \ /)\NH
N 2
N
nach AAV 2

Es wurden 917 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 7b mit 586 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

170 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 12,8 % entspricht. Die Ausbeute

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehdrige 'H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,7 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

Mischung Isomere: 12,8 %

299 -301°C

ber.: C 68,45; H 5,74; N 21,01

gef.. C68,19; H 5,85; N 20,86

m/z = **C:334,3 [M+H]" 100 %; **C:335,2 [M+H]* 19 %

m/z = **C:332,2 [M-H] 100 %; **C:333,2 [M-H] 23 %

ATR [v in cm™]: 3461 m ,br“ (OH st); 3328 m ,br” (NH, st); 3178 m ,br“
(NH st); 3060 m, 3037 m (aromat. CH st); 2917 m, 2854 w (aliph. CH st);
1650's (NH, 8); 1617 s, 1601 s, 1510 m, 1493 m (C=C st); 1565 m (NH 8);
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5 Experimenteller Teil

1466s, 1381 w (CH 6); 1419 s (C=N st); 1359 m (OH §); 1226 m (CN st);
1180 w (COH st); 836 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 2,20 (s, 3H, 4"-CHs); 2,29 (s, 3H, 8-CHs); 5,54
(s, 2H, CH,); 5,89 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,33 (d, *J;/s =
2,0 Hz, 1H, H-7); 6,49 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,74 (d,
*Jy-526= 7,9 Hz, 2H, H-3" H-57); 7,04 (d, )6 /35 = 7,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,24
(d, 4J5/7 = 2,0 Hz, 1H, H-5); 8,67 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,91
(br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

B3C-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 19,29 (8-CHs); 21,04 (4°-CHs); 45,34 (CH,);
89,13 (C-4a); 104,17 (C-5); 114,13 (C-7); 120,47 (C-4b); 123,52 (C-8); 125,60
(C-2" C-67); 129,02 (C-8a); 129,52 (C-3" C-5'); 136,14 (C-4°); 137,27 (C-1°);
151,95 (C-6); 158,73 159,49 (C-9a C-4); 162,03 (C-2)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,28  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((4-chlorobenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 29
Summenformel: Cy17H14CINSO /\©\
HN Cl
HO
=N

Molekulargewicht: 339,78 g/mol \ />\NH

N 2

N

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 747 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 7c¢ mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 109 mg

graugriiner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 10,7 % entspricht.

Ausbeute: 10,7 %

Schmelzbereich: 274 -276 °C

Elementaranalyse: ber.: C60,09; H 4,15; N 20,61
gef.. C59,84; H4,19; N 20,47

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:340,2 [M+H]" 99 %; C:341,3 [M+H]" 17 %; *'Cl:342,3 [M+H]" 22 %

IR: ATR [vin cm™]: 3473 m ,br“ (OH st); 3347 s ,br” (NH, st); 3195 s ,,br“ (NH st);
3071 m, 3037 m (aromat. CH st); 2923 m, 2851 w (aliph. CH st); 1668 s
(NH, 8); 1629 s, 1595 s, 1544 m, 1492 s (C=C st); 1569 s (NH &); 1447 m,
1386 m (CH §); 1409 s (C=N st); 1360 m (OH §); 1212 m (CN st); 1181 w
(COH st); 1093 w (aromat. C-Cl §); 839 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,31 (s, 2H, CH,); 5,96 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,52 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,59 (dd,
*J78 = 8,6 Hz *J7;5 = 2,3 Hz, 1H, H-7); 7,01 (d, *Jg/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,17 (dd,
g3 = 8,6 HZ Y/6 baw. 672 = 2,0 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,31 (dd, *Js5 /56 =
8,6 Hz *J3 /5 baw.s/3 = 2,0 Hz, 2H, H-3" H-5); 7,40 (d, )57 = 2,3 Hz, 1H, H-5); 8,74

215



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

(br, 1H, OH, with D,O exchangeable); 11,91 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0O
exchangeable)

R-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((2-chlorobenzyl)amino)-7-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 29a
Summenformel: Cy3H16CINSO /\@\
HO AN cl
=N

Molekulargewicht: 353,81 g/mol \ /)\NH

N 2

N

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 996 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 7c mit 586 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden
201 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,2 % entspricht. Die Ausbeute
entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der
Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,9 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren
saulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute: Mischung Isomere: 14,2 %

Schmelzbereich: 268 —270 °C

Elementaranalyse: ber.: C61,11; H 4,56; N 19,79
gef.: C60,68; H4,73; N 19,61

MS (ESI-positiv): m/z = C:354,2 [M+H]" 100 %; *C:355,2 [M+H]" 17 %; *’C|:356,2 [M+H]" 28 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:352,1 [M-H] 100 %; *C:353,1 [M-H] 17 %; *’Cl:354,2 [M-H] 42 %
IR: ATR [v in cm™]: 3471 w ,br“ (OH st); 3374 m ,br” (NH, st); 3177 m ,br*

(NH st); 3067 m, 3037 m (aromat. CH st); 2921 m, 2853 w (aliph. CH st);
1649 s (NH, 8); 1633 s, 1610's, 1507 m, 1492 s (C=C st); 1576 s (NH 8); 1462 s,
1384 m (CH §8); 1410 s (C=N st); 1364 m (OH §); 1231 w (CN st); 1180 w
(COH st); 1096 w (aromat. C-Cl §); 836 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 2,17 (s, 3H, 7-CHs); 5,31 (s, 2H, CH,); 5,98 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,48 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,97 (s, 1H, H-8); 7,17 (d, 3J2'_6'/3',5' = 8,5 Hz, 2H, H-2" H-6");
7,32 (d, *J352. = 8,5 Hz, 2H, H-3" H-5°); 7,34 (s, 1H, H-5); 8,48 (br, 1H, OH,
with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

3C-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 17,42 (7-CHs); 43,39 (CH,); 89,10 (C-4a);
106,74 (C-5); 110,72 (C-8); 120,07 120,09 (C-4b C-7); 128,86 (C-3" C-5°);
129,14 (C-2° C-67); 130,56 (C-8a); 132,03 (C-4’); 137,56 (C-17); 150,30 (C-6);
158,37 158,49 (C-9a C-4); 161,88 (C-2)
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Ri-Werte:

0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,37 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,18  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((4-chlorobenzyl)amino)-8-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

29b
CioHiCINO HN/\@
HO c
=N
353,81 g/mol \ /)\NH
N 2

N

H
nach AAV 2

Es wurden 996 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 7c mit 586 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

201 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,2 % entspricht. Die Ausbeute

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,9 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

BC.NMR:
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Mischung Isomere: 14,2 %

>320°C

ber.: C61,11; H 4,56; N 19,79

gef.: C60,98; H4,61; N 19,67

m/z = **C:354,2 [M+H]" 100 %; **C:355,2 [M+H]" 17 %; *'CI:356,2 [M+H]" 28 %
m/z = 2C:352,2 [M-H] 100 %; *C:353,1 [M-H] 17 %; *'Cl:354,2 [M-H] 42 %
ATR [v in cm™]: 3465 w ,br“ (OH st); 3372 m ,br” (NH, st); 3169 m ,br“
(NH st); 3068 m, 3040 m (aromat. CH st); 2920 m, 2853 w (aliph. CH st);
1651 s (NH, 8); 1636's, 1612's, 1506 m, 1495 s (C=C st); 1572 s (NH 8); 1460s,
1383 m (CH 6&); 1412 s (C=N st); 1366 m (OH §); 1230 w (CN st); 1183 w
(COH st); 1097 w (aromat. C-Cl §); 834 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,28 (s, 3H, 8-CHs); 5,58 (s, 2H, CH,); 5,93 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,35 (d, 4J7/5: 2,1 Hz, 1H, H-7); 6,54 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,89 (d, 312'_6'/3'_3 =8,4 Hz, 2H, H-2" H-6');
7,25 (d, *Js/7= 2,1 Hz, 1H, H-5); 7,31 (d, ®J3-5 26 = 8,4 Hz, 2H, H-3" H-5); 8,70
(br, 1H, OH, with D,0O exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 19,26 (8-CH;); 45,03 (CH,); 89,13 (C-4a);
104,25 (C-5); 114,20 (C-7); 120,38 (C-4b); 123,61 (C-8); 127,63 (C-3" C-5');
128,76 (C-8a); 129,02 (C-2" C-67); 131,72 (C-4°); 139,32 (C-1"); 152,09 (C-6);
158,72 159,41 (C-4 C-9a); 162,01 (C-2)



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

R-Werte: 0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,37 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,29  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((3-chlorobenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 30
Cl
Summenformel: C;7H14CINSO /\©
HO HN
Molekulargewicht: 339,78 g/mol =N
\ /)\NHQ
N N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 624 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7d mit 324 mg (3,0 mmol; 1,2 g.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 114 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 13,5 % entspricht.

Ausbeute: 13,5%

Schmelzbereich: 147 -150°C

Elementaranalyse: ber.: C60,09; H 4,15; N 20,61
gef.. C59,79; H4,21; N 20,34

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:340,2 [M+H]" 100 %; *C:341,2 [M+H]* 18 %; *’C|:342,2 [M+H]" 33 %

IR: ATR [vin cm™]: 3474 m ,br“ (OH st); 3336 s ,br” (NH, st); 3204 s ,,br“ (NH st);
3071 m, 3036 m (aromat. CH st); 2924 m, 2851 w (aliph. CH st); 1640 s
(NH, 8); 1628 s, 1597 s, 1545 m, 1492 s (C=C st); 1569 s (NH &); 1447 m,
1383 m (CH &); 1416 s (C=N st); 1354 m (OH &); 1259 w (OH &); 1207 w
(CN st); 1185 w (COH st); 1095 w (aromat. C-Cl §); 793 w, 696 w (CH 6 1,3-
disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,33 (s, 2H, CH,); 5,97 (br, 2H, C-2-NH,, with
D,0 exchangeable); 6,54 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,60 (dd,
*J7/6= 8,6 Hz *Jy/5 = 2,3 Hz, 1H, H-7); 7,05 (d, *Js/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,10 (td,
*Joss = 6,9 Hz Yo /zbawa = 1,8 Hz, 1H, H-6"); 7,21 (t, *)5/abzwss = 1,8 Hz, 1H, H-2");
7,25 -7,31 (m, 2H, H-4" H-5); 7,41 (d, *Js;»= 2,3 Hz, 1H, H-5); 8,75 (br, 1H, OH,
with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,36  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
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2-Amino-4-((3-chlorobenzyl)amino)-7-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 31a
Cl
Summenformel: C1sH16CINSO /\Q
HO HN
Molekulargewicht: 353,81 g/mol =N
\ /)\NHZ
N N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 624 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7d mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden
64 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,2 % entspricht. Die Ausbeute
entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der
Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 3,2 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren
sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute: Mischung Isomere: 7,2 %

Schmelzbereich: 102 -104 °C

Elementaranalyse: ber.: C61,11; H 4,56; N 19,79
gef.: C60,85; H4,69; N 19,52

MS (ESI-positiv): m/z = °C:354,2 [M+H]" 100 %; *C:355,2 [M+H]" 20 %; *’Cl:356,3 [M+H]" 29 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:352,1 [M-H] 100 %; *C:353,2 [M-H] 18 %; *’C|:354,2 [M-H] 30 %
IR: ATR [vin cm™]: 3473 m ,br“ (OH st); 3343 s ,br” (NH, st); 3203 s ,,br“ (NH st);

3072 m, 3037 m (aromat. CH st); 2919 m, 2852 w (aliph. CH st); 1646 s
(NH, 8); 1627 s, 1600 s, 1537 m, 1493 m (C=C st); 1570 s (NH 6); 1467 s,
1378 w (CH &); 1418 s (C=N st); 1359 s (OH §8); 1228 w (CN st); 1183 w
(COH st); 1097 w (aromat. C-Cl §); 796 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 2,18 (s, 3H, 7-CHs); 5,33 (s, 2H, CH,); 5,94 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,42 (br, 1H, C-4-NH, with D,O
exchangeable); 7,00 (s, 1H, H-8); 7,10 (td, *Jg 5 = 7,1 Hz *J6 /2 bawa = 1,6 Hz, 1H,
H-6"); 7,19 (t, *J2/4bawss = 1,6 Hz, 1H, H-2°); 7,25 - 7,31 (m, 2H, H-4" H-5); 7,35
(s, 1H, H-5); 8,49 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H,
C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

B3C-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 17,42 (7-CHs); 43,46 (CH,); 89,12 (C-4a);
106,76 (C-5); 110,63 (C-8); 120,05 120,09 (C-4b C-7); 125,93 (C-67); 126,95
(C-5%); 127,46 (C-47); 130,53 (C-2); 130,83 (C-8a); 133,51 (C-1"); 136,55 (C-3°);
150,05 (C-6); 158,42 158,69 (C-4 C-9a); 162,10 (C-2)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,33 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,17  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)
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5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((3-chlorobenzyl)amino)-8-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

31b
Cl
CisH1sCINSO /\Q
HO HN
353,81 g/mol =N
\ /)\NHZ
N N
nach AAV 2 H

Es wurden 624 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7d mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

64 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,2 % entspricht. Die Ausbeute

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 3,2 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

Re-Werte:

Mischung Isomere: 7,2 %

>320°C

ber.: C61,11; H 4,56; N 19,79

gef.: C60,84; H4,62; N 19,65

m/z = *C:354,2 [M+H]" 100 %; **C:355,2 [M+H]* 20 %; *'Cl:356,3 [M+H]" 29 %
m/z = 2C:352,1 [M-H] 100 %; *C:353,2 [M-H] 18 %; *’CI:354,2 [M-H] 30 %
ATR [vin cm™]: 3478 m ,br“ (OH st); 3340 s ,br” (NH, st); 3197 s ,,br“ (NH st);
3075 m, 3033 m (aromat. CH st); 2921 m, 2850 w (aliph. CH st); 1650 s
(NH, 8); 1626 s, 1598 s, 1535 m, 1491 m (C=C st); 1572 s (NH 6); 1465 s,
1372w (CH &); 1418 s (C=N st); 1363 s (OH 68); 1230 w (CN st); 1182 w
(COH st); 1096 w (aromat. C-Cl §); 798 w, 698 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)
400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,29 (s, 3H, 8-CHs); 5,60 (s, 2H, CH,); 6,08 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,37 (d, 4J7/5: 1,9 Hz, 1H, H-7); 6,69 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,85 (d, 316'/3 =7,4 Hz, 1H, H-6"); 6,93 (s,
1H, H-2°); 7,25 - 7,32 (m, 3H, H-5 H-4" H-5°); 8,76 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,33  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,27  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((4-methoxybenzyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 32
Summenformel: Cy3H17N50, /\@
HO HN OCH;
=N

Molekulargewicht: 335,37 g/mol \ />\NH

N 2

N

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 735 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 7e mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 176 mg

gringrauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 17,5 % entspricht.

Ausbeute: 17,5 %

Schmelzbereich: 250-252°C

Elementaranalyse: ber.: C64,47; H5,11; N 20,88
gef.. C64,31; H5,23; N 20,69

MS (ESI-positiv): m/z = °C:336,2 [M+H]" 100 %; *C:337,2 [M+H]" 19 %

IR: ATR [vin cm™]: 3463 m ,br“ (OH st); 3335 s ,br” (NH, st); 3203 s ,,br“ (NH st);
3069 m, 3043 m (aromat. CH st); 2917 m, 2850 w (aliph. CH st); 1649 s
(NH, 8); 1625 s, 1595 s, 1513 s, 1498 m (C=C st); 1569 s (NH &); 1444 m,
1380 w (CH &); 1415 s (C=N st); 1359 m (OH 6); 1247 m, 1033 w (C-O-C st
Ether); 1205 w (CN st); 1177 m (COH st); 825 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,66 (s, 3H, 4-OCHs); 5,24 (s, 2H, CH,); 5,99
(br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,53 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,59 (dd, *J;s = 8,8 Hz “J;5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,80 (d,
*ly526= 8,7 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,03 (d, g7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,13 (d,
3)y.6/3-5 = 8,7 Hz, 2H, H-2 H-6"); 7,38 (d, “Js;» = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,73 (br, 1H,
OH, with D,0 exchangeable); 11,94 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,34 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((4-methoxybenzyl)amino)-7-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 33a
Summenformel: C1gH1gN50, /\Q
HO HN OCH3
=N

Molekulargewicht: 349,39 g/mol \ /)\NH

N 2

N

Darstellung: nach AAV 2
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5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Es wurden 735 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 7e mit 440 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden
210 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 20,0 % entspricht. Die Ausbeute
entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der
Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,4 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren
saulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluenten konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute: Mischung Isomere: 20,0 %

Schmelzbereich: 238 -240°C

Elementaranalyse: ber.: C65,32; H5,48; N 20,04
gef.: C65,16; H5,58; N 19,93

MS (ESI-positiv): m/z = *C:350,2 [M+H]" 100 %; *C:351,2 [M+H]" 18 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1*C:348,2 [M-H] 100 %; °C:349,2 [M-H] 20 %
IR: ATR [v in cm™]: 3475 m ,br“ (OH st); 3337 m ,br” (NH, st); 3194 m ,br*

(NH st); 3073 m, 3037 m (aromat. CH st); 2926 m, 2854 w (aliph. CH st);
1653 m (NH, 8); 1614 s, 1598 s, 1513 s, 1486 m (C=C st); 1569 s (NH 6);
1439, 1391 w (CH §8); 1416 s (C=N st); 1357 m (OH §); 1246 m, 1031 w
(C-O-C st Ether); 1205 w (CN st); 1175 m (COH st); 825 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 2,17 (s, 3H, 7-CH3); 3,66 (s, 3H, 4’-OCH3); 5,23
(s, 2H, CH,); 5,90 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,34 (br, 1H,
C-4-NH, with D,O exchangeable); 6,80 (d, *)3.5/2.¢ = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5);
6,97 (s, 1H, H-8); 7,12 (d, *J6/3-5 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,31 (s, 1H, H-5);
8,42 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

R-Werte: 0,13  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,31  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,15  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((4-methoxybenzyl)amino)-8-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 33b
Summenformel: C1gH1gN50,
HO HN OCH3
=N

Molekulargewicht: 349,39 g/mol \ /)\NH

N 2

N

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 735 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 7e mit 440 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

210 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 20,0 % entspricht. Die Ausbeute
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5 Experimenteller Teil

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 1,4 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

saulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluenten konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

Mischung Isomere: 20,0 %

275-277°C

ber.: C65,32; H5,48; N 20,04

gef.. C65,21; H5,41; N 19,89

m/z = **C:350,3 [M+H]" 100 %; **C:351,3 [M+H]" 16 %

m/z = **C:348,2 [M-H] 100 %; *°C:349,3 [M-H] 19 %

ATR [v in cm™]: 3476 m ,br“ (OH st); 3340 m ,br” (NH, st); 3193 m ,br*
(NH st); 3070 m, 3039 m (aromat. CH st); 2924 m, 2859 w (aliph. CH st);
1650 m (NH, 6); 1614 s, 1601 s, 1516 s, 1490 m (C=C st); 1572 s (NH 06);
1435, 1391 w (CH §8); 1414 s (C=N st); 1357 m (OH &); 1244 m, 1030 w
(C-O-C st Ether); 1206 w (CN st); 1178 m (COH st); 824 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

400 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 2,31 (s, 3H, 8-CH3); 3,65 (s, 3H, 4’-OCH3); 5,52
(s, 2H, CH,); 5,88 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,33 (d, *J;s =
2,1 Hz, 1H, H-7); 6,47 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,80 (d,
*Jy5/26 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,12 (d, *)-6 /35 = 8,9 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,23
(d, 4J5/7 = 2,1 Hz, 1H, H-5); 8,70 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92
(br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,13  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,31  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,25  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((3-methoxybenzyl)amino-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

34

OCH
CigH17Ns0, /\@ ’

HO HN
335,37 g/mol =N
Qe
N
N

nach AAV 2

Es wurden 400 mg (1,6 mmol; 1,0 eq.) 7f mit 213 mg (2,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 60 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 10,9 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
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10,9 %

143 - 146 °C

ber.: C 64,47; H 5,11; N 20,88
gef.: C64,41; H 5,13; N 20,84



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

MS (ESI-positiv): m/z = C:336,3 [M+H]" 100 %; *C:337,3 [M+H]" 22 %

IR: ATR [vin cm™]: 3455 m ,br“ (OH st); 3356 s ,br” (NH, st); 3194 s, br“ (NH st);
3057 m, 3039 m (aromat. CH st); 2920 m, 2849 w (aliph. CH st); 1643 s
(NH, 8); 1628 s, 1598 s, 1524 m, 1490 s (C=C st); 1568 s (NH &); 1453 s,
1381 m (CH §); 1415 s (C=N st); 1358 m (OH 6); 1260 m, 1049 w (C-O-C st
Ether); 1214 m (CN st); 1188 w (COH st); 791 w, 700 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,65 (s, 3H, 3'-OCH3s); 5,28 (s, 2H, CH,); 5,95
(br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,51 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,59 (dd, ;s = 8,6 Hz *J;/5 = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,69 (d, >4 /s =
7,7 Hz, 1H, H-4"); 6,74 - 6,77 (m, 2H, H-2" H-6"); 7,02 (d, *Jg7 = 8,6 Hz, 1H,
H-8); 7,13 - 7,17 (m, 1H, H-5"); 7,39 (d, 4J5/7 = 2,4 Hz, 1H, H-5); 8,73 (br, 1H,
OH, with D,0 exchangeable); 11,87 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

Ri-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((2-methoxybenzyl)amino-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 35
HsCQ
Summenformel: Cy3H17N50,
Ho HN ( 25
Molekulargewicht: 335,37 g/mol =N
\ /)\NHZ
N~ N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 613 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7g mit 324 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 138 mg

graugriiner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 16,4 % entspricht.

Ausbeute: 16,4 %

Schmelzbereich: 152 -154°C

Elementaranalyse: ber.: C64,47; H5,11; N 20,88
gef.: C64,39; H5,15; N 20,82

MS (ESI-positiv): m/z = 1C:336,2 [M+H]" 100 %;"3C:337,3 [M+H]" 23 %

IR: ATR [v in cm™]: 3470 m ,br“ (OH stv); 3348 m ,br” (NH, st); 3193 m ,br“
(NH st); 3054 m, 3037 m (aromat. CH st); 2922 m, 2850 w (aliph. CH st);
1646's (NH, 8); 1630 s, 1600 s, 1543 m, 1491 s (C=C st); 1566 s (NH 6);
1463 m, 1383 m (CH &); 1415 s (C=N st); 1363 m (OH §); 1244 m, 1026 w
(C-O-C st Ether); 1215 w (CN st); 1193 w (COH st); 751 w (CH 6 1,2-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,89 (s, 3H, O-CHs); 5,26 (s, 2H, CH,); 5,92 (br,
2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,36 (d, J=7,4 Hz, 1H, H-3"); 6,51 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,58 (dd, J = 8,5 Hz, J = 2,1 Hz, 1H, H-7);
6,69 (t,J = 7,4 Hz, 1H, H-5"); 6,92 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-6"); 7,01 (d, ) = 8,5 Hz,
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5 Experimenteller Teil

Ri-Werte:

1H, H-8); 7,17 (t, J = 7,4 Hz, 1H, H-4"); 7,42 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-5); 8,74 (br,
1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,95 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0O
exchangeable)

0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,39 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((2-methoxybenzyl)amino)-7-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

36a
H;CO
C19H19N502 /\@
HO HN
349,39 g/mol =N
Bes o
N N
nach AAV 2 :

Es wurden 613 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7g mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

184 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 21,0 % entspricht. Die Ausbeute

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 3,4 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:

Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:
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Mischung Isomere: 21,0 %

172 -174°C

ber.: C65,32; H5,48; N 20,04

gef.: C 65,56; H 5,39; N 19,85

m/z = **C:350,3 [M+H]" 100 %; **C:351,3 [M+H]* 27 %

m/z = *C:348,2 [M-H] 100 %; °C:349,3 [M-H] 24 %

ATR [v in cm™]: 3489 m ,br“ (OH st); 3388 s ,br” (NH, st); 3194 m ,br“ (NH
st); 3072 m, 3035 m (aromat. CH st); 2920 m, 2851 w (aliph. CH st); 1656 s
(NH, 8); 1610 s, 1597 s, 1553 m, 1493 s (C=C st); 1567 s (NH &); 1422 s
(C=Nst); 1366 m (OH 6); 1248 s, 1026 w (C-O-C st Ether); 1233 m (CN st);
1189 m (COH st); 747 w (CH & 1,2-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 2,16 (s, 3H, 7-CH3); 3,90 (s, 3H, 2-OCH;); 5,25
(s, 2H, CH,); 5,88 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,33 (d, 313,/4, =
7,8 Hz, 1H, H-3"); 6,37 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,68 (t,
*Js/4bome = 7,8 Hz, 1H, H-5°); 6,88 (s, 1H, H-8); 7,01 (d, *Js5 = 7,8 Hz, 1H, H-6");
7,18 (t, *J4/3bws = 7,8 Hz, 1H, H-4°); 7,35 (s, 1H, H-5); 8,45 (br, 1H, OH, with
D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,15  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,35 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,16  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((2-methoxybenzyl)amino)-8-methyl-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

36b
HaCO
C19H19N502
Ho HN
349,39 g/mol =N
\ J~ni
N N
nach AAV 2 :

Es wurden 613 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 7g mit 366 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) 2-Methylbenzochinon nach

AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als

Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

184 mg brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 21,0 % entspricht. Die Ausbeute

entspricht der Mischung aus Isomer A und B. Das zugehorige ‘H-NMR-Spektrum der

Substanzmischung indiziert ein Verhaltnis von ca. 3,4 zu 1. Unter Verwendung einer weiteren

sdulenchromatographischen Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V) als Eluent konnte eine

vollstandige Trennung der Isomeren erfolgen.

Ausbeute:

Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Re-Werte:

Mischung Isomere: 21,0 %

217 -218°C

ber.: C65,32; H5,48; N 20,04

gef.. C64,96; H 5,55; N 19,79

m/z = *C:350,2 [M+H]" 100 %; **C:351,2 [M+H]* 21 %

m/z = **C:348,1 [M-H] 100 %; °C:349,1 [M-H] 16 %

ATR [v in cm™]: 3496 m ,br“ (OH st); 3390 s ,br” (NH, st); 3188 m ,br“ (NH
st); 3070 m, 3032 m (aromat. CH st); 2921 m, 2854 w (aliph. CH st); 1649 s
(NH, 8); 1612 s, 1599 s, 1554 m, 1490 s (C=C st); 1569 s (NH &); 1420 s
(C=Nst); 1368 m (OH 6); 1246 s, 1023 w (C-O-C st Ether); 1230 m (CN st);
1189 m (COH st); 746 w (CH & 1,2-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 2,22 (s, 3H, 8-CH3); 3,88 (s, 3H, 2°-OCH3); 5,49
(s, 2H, CH,); 5,87 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,33 (d, 313,/4, =
7,8 Hz, 1H, H-3"); 6,35 (d, *J;/s = 2,1 Hz, 1H, H-7); 6,48 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable); 6,68 (t, *Js/sbme = 7,8 Hz, 1H, H-5"); 7,01 (d, *Jg 5 =
7,8 Hz, 1H, H-6"); 7,18 (t, *)4/3pms = 7,8 Hz, 1H, H-4"); 7,26 (d, *Js;7 = 2,1 Hz,
1H, H-5); 8,72 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

0,15 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,35 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,26  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3,4-dimethoxybenzyl)amino-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol
Verbindung: 37

OCH,

HO HN/\©\00H3
=N
\ N/%NHZ

N
H

Summenformel: CigH1gN505

Molekulargewicht: 365,39 g/mol

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 385 mg (1,4 mmol; 1,0 eq.) 7h mit 182 mg (1,7 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 100 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 19,6 % entspricht.

Ausbeute: 19,6 %

Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):

125-127°C

ber.: C 62,46; H 5,24; N 19,17

gef.: C62,35; H 5,28; N 19,09

m/z = C:366,1 [M+H]" 100 %; °*C:367,1 [M+H]"17 %
m/z = C:364,1 [M-H] 100 %; C:365,1 [M-H] 25 %

IR: ATR [vin cm™]: 3454 m ,,br“ (OH st); 3347 s ,br” (NH, st); 3195 s ,,br“ (NH st);
3065 m, 3039 m (aromat. CH st); 2923 m, 2852 w (aliph. CH st); 1645 s
(NH, 8); 1630 s, 1594 s, 1515 s, 1465 s (C=C st); 1568 s (NH §); 1451 m,
1390 w (CH §); 1417 s (C=N st); 1363 s (OH &); 1259 m, 1238 m, 1026 w
(C-O-C st Ether); 1214 m (CN st); 1187 m (COH st)
400 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 3,62 (s, 3H, 3"-OCH,); 3,66 (s, 3H, 4-OCHj3);
5,23 (s, 2H, CH,); 5,95 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,48 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,55 (dd, 316'/5' = 8,4 Hz “Jg/» = 2,1 Hz, 1H,
H-6"); 6,60 (dd, *);s= 8,5 Hz *J;;5= 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,77 (d, *Js/s = 8,4 Hz, 1H,
H-5°); 7,00 (d, *), 6 = 2,1 Hz, 1H, H-2°); 7,06 (d, *J3/7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,38 (d,
4J5/7 = 2,4 Hz, 1H, H-5); 8,72 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,95 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,42  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

'H-NMR:

(S)-2-Amino-4-((1-phenylethyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 38

C1gH17NsO HO HN)\Q
=N
Qﬁm
319,37 g/mol N

N
H

Summenformel:

Molekulargewicht:
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5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 458 mg (2,0 mmol; 1,0 eq.) 7i mit 259 mg (2,4 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 30 mg

brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Re-Werte:

4,8%

124 -126 °C

ber.: C67,70; H5,37; N 21,93

gef.: C67,75; H 5,42; N 21,83

m/z = *C:320,1 [M+H]" 100 %; *C:321,1 [M+H]" 18 %

ATR [v in cm™]: 3471 m ,br“ (OH st); 3360 m ,br” (NH, st); 3199 m ,br*
(NH st); 3065 m, 3032 m (aromat. CH st); 2923 m, 2851 w (aliph. CH st);
1646 m (NH, 8); 1618 s, 1590 s, 1493 m, 1477 m (C=C st); 1567 s (NH 5);
1448 m, 1376 m (CH &); 1412 s (C=N st); 1361 s (OH §); 1219 m (CN st);
1187 m (COH st); 750 w, 699 w (CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 1,87 (d, *Jeus/en = 7,1 Hz, 3H, CH3); 5,92 (br, 2H,
C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,18 (q, 3JCH/CH3 = 7,1 Hz, 1H, NH-CH-Ph);
6,46 (dd, )7 = 8,5 Hz *J;s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,48 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,76 (d, 318/7= 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,17 - 7,30 (m, 5H, Ph); 7,37 (d,
4J5/7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,70 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,94 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,15 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

(S)-2-Amino-7-methoxy-4-((1-phenylethyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

39
Ci9H195N502 )\@
o HN
=N

349,39 g/mol

8 HSCO/Q_/<\\/)\NH2

N~ N

nach AAV 2 H

Es wurden 917 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 7i mit 663 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) 2-Methoxybenzochinon nach
AAV 2 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als
Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden

16 mg graugriiner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 1,1 % entspricht.

Ausbeute: 1,1%

Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

138 — 140 °C
ber.: C65,32; H5,48; N 20,04
gef.: C65,25; H 5,53; N 19,88
m/z = *C:350,1 [M+H]" 100 %; *C:351,1 [M+H]" 20 %

228



5 Experimenteller Teil

MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

Re-Werte:

m/z = **C:348,1 [M-H] 100 %; °C:349,2 [M-H] 20 %

ATR [v in cm™]: 3473 m ,br“ (OH st); 3372 s ,br” (NH, st); 3198 m ,,br“ (NH
st); 3070 m, 3031 m (aromat. CH st); 2915 m, 2850 w (aliph. CH st); 1644 m
(NH, 8); 1616 m, 1596 s, 1506 w, 1489 m (C=C st); 1570 s (NH &); 1451 m,
1378 w (CH 8); 1413 s (C=N st); 1354 w (OH &); 1229 w, 1164 w (C-O-C st
Ether); 1218 w (CN st); 1186 w (COH st); 752 w, 699 w (CH & monosubst.
Aromat)

400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 1,91 (d, *Jenssen = 7,5 Hz, 3H, CHs); 3,59 (s, 3H,
7-0CH;); 5,81 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,18 (q, SJCH/C,B =
7,5 Hz, 1H, NH-CH-Ph); 6,40 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,54 (s,
1H, H-8); 7,21 - 7,32 (m, 5H, Ph); 7,45 (s, 1H, H-5); 8,06 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,19 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

(R)-2-Amino-4-((1-phenylethyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

40

CigH17NsO /\©
o HN
=N
319,37 g/mol Q—ﬁ
/~—NH
N)\ :

N
nach AAV 2 H

Es wurden 1605 mg (7,0 mmol; 1,0 eq.) 7j mit 1135 mg (10,5 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Erhaltene

Fraktionen enthielten eine Verunreinigung und wurden erneut sdulenchromatographisch getrennt

mit Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) als Eluent. Es wurden 52 mg grauer Feststoff gewonnen,

welches einer Ausbeute von 2,3 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

229

2,3%

124 -126 °C

ber.: C67,70; H5,37; N 21,93

gef.: C67,63; H5,39; N 21,86

m/z = **C:320,2 [M+H]" 100 %; °C:321,1 [M+H]* 18 %

m/z = *C:318,3 [M-H] 100 %; **C:319,3 [M-H] 20 %

ATR [v in cm™]: 3474 m ,br“ (OH st); 3372 s ,,br” (NH, st); 3199 m , br“ (NH
st); 3067 m, 3030 m (aromat. CH st); 2927 m, 2855 w (aliph. CH st); 1660 m
(NH, 8); 1621 s, 1593 s, 1490 m, 1479 m (C=C st); 1570 s (NH &); 1449 m,
1377 w (CH &); 1415 m (C=N st); 1366 w (OH &); 1206 w (CN st); 1188 w
(COH st); 751 w, 699 w (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 1,87 (d, *Jeua/cn = 7,4 Hz, 3H, CHs); 5,92 (br, 2H,
C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,19 (q, 3JCH/CH3 = 7,4 Hz, 1H, NH-CH-Ph);
6,46 (dd, 3J7/g= 8,8 Hz 4J7/5 = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,48 (br, 1H, C-4-NH, with D,0



5.1.2.5.1 Synthese 4-benzylaminsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Ri-Werte:

exchangeable); 6,76 (d, 318/7: 8,8 Hz 1H, H-8); 7,19 - 7,30 (m, 5H, Ph); 7,37 (d,
4J5/7 = 2,3 Hz, 1H, H-5); 8,70 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,94 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable

0,15  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-(phenethylamino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

41
CigH17NsO /\Q
HO, HN
319,37 g/mol =N
\_
hach AAV 2 N

Es wurden 1147 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 7k mit 649 mg (6,0 mmol, 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 110 mg

brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 6,9 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

6,9 %

216 -219°C

ber.: C 67,70; H 5,37; N 21,93

gef.: C67,23; H5,49; N 21,66

m/z = ?C:320,2 [M+H]" 100%; *C:321,3 [M+H]" 20 %

m/z = **C:318,3 [M-H] 100 %; **C:319,3 [M-H] 21 %

ATR [vin cm™]: 3472 m ,br“ (OH st); 3373 s ,br” (NH, st); 3199 s ,,br“ (NH st);
3063 m, 3028 m (aromat. CH st); 2924 m, 2851 w (aliph. CH st); 1647 m
(NH, 8); 1623 s, 1595 s, 1546 w, 1495 s (C=C st); 1568 s (NH &); 1453 m,
1381 m (CH 6); 1418 s (C=N st); 1362 w (OH 6); 1205 w (CN st); 1168 w
(COH st); 749 w, 701 w (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 2,96 (t, *Jez/cnz = 8,1 Hz, 2H, CH,CH,Ph); 4,30
(t, 3JCH2/CH2: 8,1 Hz, 2H, CH,CH,Ph); 6,00 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,53 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,63 (dd, 3J7/8 = 8,4 Hz
4J7/5= 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,11 (d, 318/7 = 8,4 Hz, 1H, H-8); 7,17 - 7,28 (m, 5H, Ph);
7,38 (d, “Js7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,73 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable);
11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 34,87 (CHCH,Ph); 42,46 (CH,CH,Ph); 88,95
(C-4a); 106,38 (C-5); 109,30 (C-8); 110,74 (C-7); 122,32 (C-4b); 126,72 (C-4°);
128,77 (C-2" C-6"); 129,18 (C-3" C-57); 130,59 (C-8a); 139,21 (C-1"); 152,08
(C-6); 158,21 158,31 (C-9a C-4); 161,59 (C-2)

0,13  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,35 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

5.1.2.5.2. Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter
9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-0le

2-Amino-4-((3-chloro-4-fluorophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol

Verbindung: 42
F
Summenformel: C1H11CIFNSO Q\
cl
HO HN
Molekulargewicht: 343,75 g/mol =N
e
Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 506 mg (2,0 mmol; 1,0 eq.) 8a mit 259 mg (2,4 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 30 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,4 % entspricht.

Ausbeute: 4,4 %

Schmelzbereich: 237 -239°C

HPLC-Reinheit: 99,02 % (Retentionszeit: 9,54 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:344,2 [M+H]" 100 %; *C:345,2 [M+H]" 19 %; *'Cl:346,2 [M+H]" 35 %
MS (ESI-negativ): m/z = 12C:342,3 [M-H] 100 %; °C:343,2 [M-H] 22 %; *’C|:344,3 [M-H] 34 %
IR: ATR [v in cm™]: 3463 m ,br“ (OH st); 3354 m ,br” (NH, st); 3194 m ,,br (NH

st); 3068 m, 3032 m (aromat. CH st); 1640 m (NH, &); 1626 m, 1596 m,
1536 w, 1503 s (C=C st); 1573 m (NH 8); 1414 m (C=N st); 1366 m (OH &);
1216 w (CN st); 1206 w (aromat. C-F §); 1187 m (COH st); 1058 w (aromat.
C-Cl &6); 876 w, 820 w (CH & 1,3,4-trisubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,98 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,61 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,64 (dd, 3J7/8 = 8,6 Hz
*Jys5= 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,94 (d, *Jg/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,45 (d, *Js;; = 2,3 Hz,
1H, H-5); 7,52 - 7,55 (m, 1H, H-6'); 7,59 (t, *Js/rome = 8,9 Hz, 1H, H-5°); 7,76
(dd, “Jyr = 6,6 Hz “J3¢ = 2,2 Hz, 1H, H-2); 8,90 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,21  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,47  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((3,5-dichlorophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 43 cl
Summenformel: C16H11CILNSO Qm
HN
HO
=N
Molekulargewicht: 360,20 g/mol \ /)\NH?_
N
N
H
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 810 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 8b mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 7 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 0,7 % entspricht.

Ausbeute: 0,7 %

Schmelzbereich: 220-223°C

Elementaranalyse: ber.: C53,35; H3,08; N 19,44
gef.: C52,81; H 3,21; N 19,16

MS (ESI-positiv): m/z = C:360,1 [M+H]" 100 %; *C:361,2 [M+H]" 20 %; *’Cl:362,1 [M+H]" 66 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:358,2 [M-H] 100 %; *C:359,1 [M-H] 16 %; *'Cl:360,1 [M-H] 70%
IR: ATR [vin cm™]: 3470 m ,br” (OH st); 3356 m ,,br” (NH, st); 3194 m ,br (NH

st); 3067 m, 3035 m (aromat. CH st); 1644 m (NH, 6); 1625 s, 1600 s, 1525 w,
1490 m (C=C st); 1580 s (NH 6); 1405 m (C=N st); 1371 s (OH 6); 1216 w (CN
st); 1188 w (COH st); 1053 (aromat. C-Cl §)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,97 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,61 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,63 (dd, 3J7/8 = 8,6 Hz
*J25s= 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,00 (d, *Js/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,24 (s, 1H, H-4"); 7,30
(s, 2H, H-2" H-6); 7,43 (d, “Js;7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,86 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,85 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,51 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((4-methoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 44
OCHj
Summenformel: Cy47H15N50, Q
HO HN
Molekulargewicht: 321,34 g/mol —N
Qo
Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 809 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8¢ mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 33 mg

hellgrauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 2,9 % entspricht.

Ausbeute: 2,9%
Schmelzbereich: 266 — 268 °C
Elementaranalyse: ber.: C63,54; H4,71; N 21,79
gef.: C63,46; H4,79; N 21,68
MS (ESI-positiv): m/z = C:322,2 [M+H]" 100 %; *C:323,2 [M+H]" 20 %
MS (ESI-negativ): m/z = *C:320,4 [M-H] 100 %; *C:321,3 [M-H] 19 %
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5 Experimenteller Teil

IR:

'"H-NMR:

Ri-Werte:

ATR [vin cm™]: 3474 m ,,br“ (OH st); 3372 m ,br” (NH, st); 3184 m ,,br“ (NH
st); 3071 m, 3043 m (aromat. CH st); 2917 m, 2850 w (aliph. CH st); 1655 m
(NH, 8); 1625 s, 1595 s, 1537 w, 1514 s (C=C st); 1567 s (NH 6); 1455 m,
1393 w (CH §); 1416 m (C=N st); 1367 s (OH 6&); 1249 m, 1031 w (C-O-C st
Ether); 1204 m (CN st); 1171 w (COH st); 844 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)
400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,82 (s, 3H, 4’-OCHj3); 6,03 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,62 (dd, *J;s = 8,5 Hz *J;;s = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,68
(br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,84 (d, 3J8/7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,09
(d, *)3-5/2-¢ = 8,8 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,36 (d, *J,-6/3-5 = 8,8 Hz, 2H, H-2" H-6');
7,45 (d, 4J5/7 = 2,4 Hz, 1H, H-5); 8,85 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable);
11,90 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((3-methoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

45
Ci7H15N50; Q\OCH3
Ho HN
321,34 g/mol =N
O
N~ N
nach AAV 2 H

Es wurden 809 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8d mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 65 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 5,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:
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5,8 %

139-142°C

ber.: C63,54; H4,71; N 21,79

gef.: C63,28; H4,83; N 21,69

m/z = C:322,2 [M+H]" 100 %; **C:323,2 [M+H]" 20 %

m/z = *C:320,4 [M-H] 100 %; **C:321,4 [M-H] 18 %

KBr [v in cm™]: 3472 m ,br“ (OH st); 3336 s ,br” (NH, st); 3198 s, br“ (NH st);
3070 m, 3040 m (aromat. CH st); 2926 m, 2854 w (aliph. CH st); 1643 s
(NH; 6); 1605 s, 1590 s, 1539 w, 1498 s (C=C st); 1569 s (NH &); 1454 m,
1389 m (CH &); 1411 s (C=N st); 1366 m (OH §); 1223 m, 1044 w (C-O-C st
Ether); 1207 m (CN st); 1181 w (COH st); 794 w, 690 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 3,79 (s, 3H, 3’-OCHj;) 5,93 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,56 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,63
(dd, *J7/5 = 8,5 Hz *J7s = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,95 - 7,06 (m, 3H, H-2" H-4" H-6');
7,04 (d, 3J8/7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,44 (d, 4J5/7 = 2,3 Hz, 1H, H-5); 7,44 (t,



5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

3J5'/4'bZW,6' = 8,3 Hz, 1H, H-5); 8,86 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,94
(br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,42  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((3-nitrophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol

Verbindung: 46a
Summenformel: C1sH12NgO5 Q\Noz
HO HN
Molekulargewicht: 336,31 g/mol =N
e
N N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 1231 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 8e mit 649 mg (6,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach
unvollstdandiger Trennung vom zusatzlich 7-chlorierten Nebenprodukt 46b musste eine weitere
chromatographische Trennung per MPLC erfolgen, welches in Summe zu reduzierter Ausbeute

fUhrte. Es wurden 13 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 0,8 % entspricht.

Ausbeute: 0,8 %

Schmelzbereich: 232-235°C

Elementaranalyse: ber.: C57,14; H 3,60; N 24,99
gef.. C56,96; H 3,71; N 24,81

MS (ESI-positiv): m/z = C:337,2 [M+H]" 100 %; *C:338,2 [M+H]" 20 %

IR: KBr [vin cm™]: 3472 m ,,br“ (OH st); 3378 s ,,br” (NH, st); 3198 m ,br” (NH st);
3059 m, 3037 m (aromat. CH st); 1645 m (NH, 8); 1624 s, 1596 s, 1500 m,
1476 s (C=C st); 1572 s (NH &); 1529 s (NO, st); 1410 m (C=N st); 1363 m
(OH &); 1347 s (NO, 6); 1205 m (CN st); 1179 w (COH st); 793 w, 697 w (CH &
1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 6,01 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,66 (dd, *J;/s= 8,6 Hz *J;/s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,68 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable); 7,09 (d, *Js/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,49 (d, *Js/» = 2,2 Hz, 1H,
H-5); 7,84 (t, *Js/4bme = 8,1 Hz, 1H, H-5°); 8,05 (d, 45 = 8,1 Hz, 1H, H-4");
8,24 (dd, *Jes = 8,2 Hz “Jg/2bawa = 1,8 Hz, 1H, H-6"); 8,35 (t, )2 /abaws = 2,0 Hz,
1 H, H-2); 8,96 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,86 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,19 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,44  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,43  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)
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2-Amino-7-chloro-4-((3-nitrophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

46b

C16H11CINgO; Q\Noz

HN

HO,
=N
cl \ N/)\NHZ

N
H

370,75 g/mol

nach AAV 2

Es wurden 1231 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 8e mit 649 mg (6,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach

unvollstdandiger Trennung vom 7-unsubstituierten Produkt 46a musste eine weitere chromato-

graphische Trennung per MPLC erfolgen, welches in Summe zu reduzierter Ausbeute fiihrte. Es

wurden 16 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 0,9 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
IR:

'"H-NMR:

Ri-Werte:

0,9 %

207 —209 °C

ber.: C51,83; H2,99; N 22,67

gef.: C51,65; H 3,11; N 22,48

m/z = C:371,2 [M+H]" 100 %; °C:372,2 [M+H]" 20 %; *'CI:373,2 [M+H]" 30 %
KBr [vin cm™]: 3470 m ,br“ (OH st); 3372 s ,br” (NH, st); 3201 m ,,br“ (NH st);
3061 m, 3035 m (aromat. CH st); 1643 m (NH, &); 1621 s, 1598 s, 1506 m,
1478 s (C=C st); 1571 s (NH §); 1530 s (NO, st); 1412 m (C=N st); 1359 m
(OH 8); 1348 s (NO, 6); 1209 m (CN st); 1180 w (COH st); 1066 w (aromat.
C-Cl 8); 795 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 6,11 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,73 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,19 (s, 1H, H-8); 7,64 (s,
1H, H-5); 7,85 (t, *J /4 baw.e = 8,1 Hz, 1H, H-5"); 8,04 (d, )45 = 8,1 Hz, 1H, H-4");
8,26 (dd, *Jg/s = 8,1 Hz S /2bzwa = 1,9 Hz, 1H, H-6"); 8,34 (t, *) /abws = 2,1 Hz,
1 H, H-2); 9,35 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,90 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

0,19 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,44  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

0,37  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:
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47a
Q\CF3
Ci7H12F3NsO Ho HN
=N
359,31 g/mol QI/C()\NHZ
H



5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 942 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8f mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach
unvollstdndiger Trennung vom zusatzlich 7-chlorierten Nebenprodukt 47b musste eine weitere
chromatographische Trennung per MPLC erfolgen, welches in Summe zu reduzierter Ausbeute
fUhrte. Es wurden 15,0 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 1,2 % entspricht.
In spateren Umsetzungen wurde eine sdulenchromatographische Trennung mit Chloroform/Pyridin

50:50 (V/V) als Eluent genutzt, welche zur vollstdndigen Trennung der beiden Derivate fihrte.

Ausbeute: 1,2%

Schmelzbereich: 275-277°C

HPLC-Reinheit: 99,92 % (Retentionszeit: 11,33 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:360,3 [M+H]" 100 %; *C:361,4 [M+H]" 20%

MS (ESI-negativ): m/z = C:358,4 [M-H] 100 %; *C:359,4 [M-H] 19 %

IR: KBr [vin cm™]: 3468 m ,br“ (OH st); 3347 s ,br” (NH, st); 3198 s ,br“ (NH st);

3068 m, 3036 m (aromat. CH st); 1640 s (NH, &); 1620 s, 1593 s, 1538 m,
1499 m (C=C st); 1563 s (NH &); 1404 s (C=N st); 1367 m (OH &); 1321 s
(aliph. C-F 68); 1203 m (CN st); 1169 m (COH st); 798 w, 698 w (CH &6 1,3-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,97 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,65 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,66 (dd, 3J7/8 = 8,8 Hz
*Jys5= 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,96 (d, *Jg/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,48 (d, *Js;; = 2,3 Hz,
1H, H-5); 7,75 - 7,86 (m, 4H, H-2" H-4" H-5" H-6’); 8,92 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 89,44 (C-4a); 106,50 (C-5); 109,46 (C-8);
110,99 (C-7); 115,89 (C-2°); 123,12 (C-4b); 124,07 (C-4°); 124,25 (CFs); 130,37
(C-67); 130,51 (C-8a); 131,18 (C-57); 131,80 (C-37); 137,58 (C-17); 153,07 (C-6);
158,99 159,06 (C-4 C-9a); 162,39 (C-2)

R-Werte: 0,19  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,44  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,43  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 47b
Summenformel: Cy7H11CIFsNSO Q\CFe
Ho HN
Molekulargewicht: 393,75 g/mol =N
cl \ /)\NHZ
N N
Darstellung: nach AAV 2 H
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Es wurden 942 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8f mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Nach
unvollstdandiger Trennung vom 7-unsubstituierten Produkt 47a musste eine weitere chromato-
graphische Trennung per MPLC erfolgen, welches in Summe zu reduzierter Ausbeute fiihrte. Es
wurden 17 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 1,2 % entspricht. In spateren
Umsetzungen wurde eine sdulenchromatographische Trennung mit Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

als Eluent genutzt, welche zur vollstandigen Trennung der beiden Derivate flihrte.

Ausbeute: 1,2%

Schmelzbereich: 248 — 249 °C

HPLC-Reinheit: 98,07 % (Retentionszeit: 12,04 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:394,2 [M+H]" 100 %; *C:395,2 [M+H]" 20 %; *’Cl:396,2 [M+H]" 35 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:392,1 [M-H] 100 %; *C:393,1 [M-H] 18 %; *’Cl:394,1 [M-H] 34 %
IR: KBr [vin cm™]: 3465 m ,br“ (OH st); 3342 s ,br” (NH, st); 3201 s ,,br“ (NH st);

3066 m, 3036 m (aromat. CH st); 1647 s (NH, &); 1618 s, 1595 s, 1532 m,
1500 m (C=C st); 1563 s (NH §8); 1406 s (C=N st); 1365 m (OH §); 1322 s
(aliph. C-F 6); 1205 m (CN st); 1172 m (COH st); 1069 m (aromat. C-Cl §);
798 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 6,08 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,70 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,02 (s, 1H, H-8); 7,64 (s,
1H, H-5); 7,79 - 7,89 (m, 4H, H-2" H-4" H-5" H-6’); 9,30 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,94 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 89,04 (C-4a); 108,38 (C-5); 109,78 (C-8);
115,89 (C-7); 116,07 (C-2°); 121,87 (C-4b); 124,57 (C-4°); 124,66 (CFs); 130,77
(C-6°); 131,06 (C-8a); 131,25 (C-5°); 131,96 (C-3); 137,07 (C-1°); 148,21 (C-6);
159,13 159,50 (C-4 C-9a); 162,62 (C-2)

R-Werte: 0,19  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,44  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
0,37  Chloroform/Pyridin 50:50 (V/V)

2-Amino-4-((3-fluorophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 48
Summenformel: Ci6H12FNsO Q\F
HO HN
Molekulargewicht: 309,30 g/mol =N
\ ),
N~ N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 658 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 8g mit 487 mg (4,5 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 130 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,0 % entspricht.
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

Ausbeute: 14,0 %

Schmelzbereich: 165 -168 °C

HPLC-Reinheit: 98,57 % (Retentionszeit: 8,37 min)

MS (ESI-positiv): m/z = C:310,3 [M+H]" 100 %; *C:311,4 [M+H]" 20 %

MS (ESI-negativ): m/z = *C:308,4 [M-H] 100 %; *C:309,3 [M-H] 16 %

IR: KBr [vin cm™]: 3466 m ,br“ (OH st); 3345 s ,br” (NH, st); 3200 s ,,br“ (NH st);

3067 m, 3035 m (aromat. CH st); 1648 m (NH, 8); 1624 s, 1599 s, 1496 s,
1476 m (C=C st); 1570 s (NH §); 1410 s (C=N st); 1368 w (OH §); 1213 m
(CN st); 1195 m (COH st); 794 w, 686 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,99 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,62 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,64 (dd, 3J7/8 = 8,6 Hz
*Jy5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,02 (d, g7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,24 (dt, *J4/rows =
8,6 Hz *)4 /b = 2,6 Hz, 1H, H-4°); 7,37 (d, *Jes- = 7,9 Hz, 1H, H-6); 7,41 (td,
*Jy6 = 10,1 Hz )y jabawss = 2,3 Hz, 1H, H-2); 7,46 (d, *Js;7 = 2,2 Hz, 1H, H-5);
7,58 (4, ™I jromwavews = 7,5 Hz, 1H, H-5"); 8,90 (br, 1H, OH, with D,0 ex-
changeable); 11,89 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 89,40 (C-4a); 106,40 (C-5); 109,74 (C-8);
110,96 (C-7); 114,13 114,30 (C-2°); 114,83 115,02 (C-4’); 123,00 (C-4b);
123,55 123,58 (C-67); 130,51 (C-8a); 131,17 131,24 (C-5'); 138,30 138,39
(C-17); 152,97 (C-6); 158,88 158,97 (C-3'); 161,68 162,30 (C-9a, C-4); 163,63
(C-2)

R-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,40 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((4-chlorophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 49
cl
Summenformel: C16H1:CINSO Q
o HN
Molekulargewicht: 325,76 g/mol ~nN
Qg
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 825 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8h mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 105 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 9,2 % entspricht.

Ausbeute: 9,2%
Schmelzbereich: 295 -297 °C
Elementaranalyse: ber.: C58,99; H3,71; N 21,50
gef.: C58,65; H 3,46; N 21,35
MS (ESI-positiv): m/z = 2C:326,7 [M+H]" 100 %; *C:327,7 [M+H]" 20 %; *’C1:328,9 [M+H]" 38 %
MS (ESI-negativ): m/z = 12C:324,7 [M-H] 100 %; *C:325,7 [M-H] 18 %; *’C|:326,6 [M-H] 32 %
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5 Experimenteller Teil

IR: KBr [v in cm™]: 3470 m ,br“ (OH st); 3339 s ,br” (NH, st); 3189 s, br“ (NH st);
3073 m, 3048 m (aromat. CH st); 1663 m (NH, 8); 1622 s, 1587 s, 1496 s,
1473 s (C=C st); 1567 s (NH &); 1411 s (C=N st); 1366 m (OH &); 1204 w (CN
st); 1176 m (COH st); 1091 m (aromat. C-Cl §); 1280 w (OH &); 794 w, 701 w
(CH & 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,99 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,63 (dd, *J;/s= 8,9 Hz *J;/s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,66 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable); 6,96 (d, s/, = 8,9 Hz, 1H, H-8); 7,46 (d, *Js;7 = 2,2 Hz, 1H,
H-5); 7,54 (d, *J3-5 26 = 8,7 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,61 (d, *Jo-6/3-5 = 8,7 Hz, 2H,
H-2" H-6); 8,91 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,95 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,40 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((3-chlorophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol

Verbindung: 50
Summenformel: C46H12CINSO Q\C|
HO HN
Molekulargewicht: 325,76 g/mol =N
e
N~ N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 589 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 8i mit 324 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 62 mg

hellgrauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,6 % entspricht.

Ausbeute: 7,6 %

Schmelzbereich: 164 - 166 °C

Elementaranalyse: ber.: C58,99; H3,71; N 21,50
gef.: C58,69; H 3,52; N 21,39

MS (ESI-positiv): m/z = C:326,2 [M+H]" 100 %; *C:327,2 [M+H]" 17 %; *’C1:328,3 [M+H]" 28%
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:324,3 [M-H] 100 %; *C:325,3 [M-H] 19 %; *'Cl:326,3 [M-H] 32%
IR: ATR [v in cm™]: 3474 m ,br“ (OH st); 3379 m ,br” (NH, st); 3194 m ,br"

(NH st); 3070 m, 3033 m (aromat. CH st); 1666 m (NH, &); 1626 s, 1602 s,
1529 w, 1487 s (C=C st); 1570 s (NH &); 1407 m (C=N st); 1371 s (OH 06);
1203 m (CN st); 1183 w (COH st); 1075 w (aromat. C-Cl §), 792 w, 696 w (CH &
1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,99 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,62 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,64 (dd, 3J7/8 = 8,7 Hz
*J7/5 = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,97 (d, *Jg/7 = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,46 (d, *J57 = 2,4 Hz,
1H, H-5); 7,49 (d, *)4 /s = 7,8 Hz, 1 H, H-4°); 7,55 - 7,62 (m, 3H, H-2" H-5" H-6");
8,90 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

R-Werte: 0,19  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,41 Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

2-Amino-4-((4-bromophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 51
Br
Summenformel: Cy6H12BrNsO Q
HO HN
Molekulargewicht: 370,21 g/mol S
Qg
Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 1121 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 8j mit 519 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 90 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 6,1 % entspricht.

Ausbeute: 6,1%

Schmelzbereich: 303 -305 °C

Elementaranalyse: ber.: C51,91; H 3,27; N 18,92
gef.: C51,75; H 3,14; N 18,55

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:370,8 [M+H]" 100 %; *C:371,7 [M+H]" 16 %; "°Br:372,7 [M+H]" 90 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:368,4 [M-H] 100 %; C:369,4 [M-H] 15 %; "°Br:370,4 [M-H] 80 %
IR: KBr [vin cm™]: 3450 m ,br“ (OH st); 3343 s ,br” (NH, st); 3188 s ,,br“ (NH st);

3072 m, 3039 m (aromat. CH st); 1644 m (NH, &); 1626 s, 1601 s, 1494 s,
1472 s (C=C st); 1566 s (NH &); 1410 s (C=N st); 1364 s (OH 6); 1206 m (CN st);
1172 m (COH st); 1069 m (aromat. C-Br §); 794 w, 696 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

"H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,94 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,60 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,64 (dd, 3J7/8 = 8,6 Hz
%1755 = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,97 (d, *Jg/; = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,45 (d, “Js/7 = 2,3 Hz,
1H, H-5); 7,48 (dd, 3J2'_6'/3'_5' = 8,8 Hz 4J2'/6'bzw.6'/2' = 2,6 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,73
(dd, Y3526 = 8,8 Hz *Js/soms3 = 2,6 Hz, 1H, H-3" H-5"); 8,89 (br, 1H, OH,
with D,0 exchangeable); 11,89 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

B3C-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 89,43 (C-4a); 106,44 (C-5); 109,59 (C-8);
110,94 (C-7); 119,96 (C-4°); 122,99 (C-4b); 129,76 (C-2° C-6°); 130,58 (C-8a);
132,63 (C-3" C-57); 136,12 (C-1"); 152,92 (C-6); 158,90 159,04 (C-4 C-9a);
162,38 (C-2)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,41  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-bromophenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 52
Summenformel: Ci6H12BrNsO Q\Br
Ho HN
Molekulargewicht: 370,21 g/mol =N
\ A—nm,
N~ N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 981 mg (3,5 mmol; 1,0 eq.) 8k mit 454 mg (4,2 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 78 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 6,0 % entspricht.

Ausbeute: 6,0%

Schmelzbereich: 153 -155°C

Elementaranalyse: ber.: C51,91; H3,27; N 18,92
gef.: C51,84; H 3,30; N 18,88

HPLC-Reinheit: 98,45 % (Retentionszeit: 9,08 min)
MS (ESI-positiv): m/z = 2C:370,2 [M+H]" 100 %; *C:371,1 [M+H]" 18 %; "°Br:372,2 [M+H]" 98 %
IR: KBr [vin cm-1]: 3438 m ,,br“ (OH st); 3349 s ,br” (NH, st); 3202 s ,,br” (NH st);

3075 m, 3042 m (aromat. CH st); 1644 s (NH, &); 1626 s, 1588 s, 1538 m,
1480 s (C=C st); 1566 m (NH &); 1409 s (C=N stv); 1368 s (OH 6); 1210 m (CN
st); 1173 w (COH st); 1069 w (aromat. C-Br §); 794 w, 708 w (CH & 1,3-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 6,12 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,66 (dd, *J;/s= 8,5 Hz *J;/s = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,75 (br, 1H, C-4-NH, with
D,0 exchangeable); 6,96 (d, 318/7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,47 (d, 4J5/7 = 2,3 Hz, 1H,
H-5); 7,51 - 7,55 (m, 2H, H-4" H-5"); 7,62 (td, 3J6'/5' =6,6 Hz 4J6'/2'bzw,4' = 2,2 Hz,
1H, H-6"); 7,71 (t, *)2/4baws = 1,8 Hz, 1H, H-2"); 8,94 (br, 1H, OH, with D,O
exchangeable); 11,91 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

B3C-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 89,29 (C-4a); 106,46 (C-5); 109,72 (C-8);
111,15 (C-7); 116,07 (C-27); 122,15 (C-6"); 122,89 (C-4b); 126,81 (C-47); 130,45
130,51 130,69 (C-3°); 131,61 (C-8a); 138,18 (C-5’); 150,15 (C-1°); 153,09 (C-6);
158,32 158,80 (C-9a C-4); 161,62 (C-2)

R-Werte: 0,19 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,43  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((4-ethoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 53
o/
Summenformel: Cy3H17N50, Q
HO HN
Molekulargewicht: 335,37 g/mol —N
\_
Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 981 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 8l mit 519 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 96 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,2 % entspricht.

Ausbeute: 7,2 %

Schmelzbereich: 255-257°C

Elementaranalyse: ber.: C64,47; H5,11; N 20,88
gef.: C64,12; H5,05; N 20,48

MS (ESI-positiv): m/z = °C:336,3 [M+H]" 100 %; *C:337,3 [M+H]" 22 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:334,3 [M-H] 100 %; *C:335,3 [M-H] 21 %
IR: KBr [v in cm™]: 3456 m ,br“ (OH st); 3339 m ,br” (NH, st); 3189 m ,br“

(NH st); 3072 m, 3040 m (aromat. CH st); 2979 m, 2924 m, 2851 w (aliph.
CH st); 1644 m (NH, 8); 1625 s, 1595 s, 1513 s, 1476 m (C=C st); 1566 s
(NH &); 1456 m, 1390 m (CH 8); 1413 s (C=N st); 1365 s (OH &); 1246 m,
1044 w (C-O-C st Ether); 1208 w (CN st); 1171 w (COH st); 836 w (CH 6 1,4-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 1,36 (t, *Jens/enz = 7,0 Hz, 3H, 4’-OCH,CH,);
4,09 (qua, *Jezjens = 7,0 Hz, 2H, 4"-OCH,CH;); 5,89 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0
ex-changeable); 6,54 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,61 (dd, 317/8:
8,5 Hz “J;5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,83 (d, %z = 8,5 Hz, 1H, H-8); 7,07 (dd,
ly s = 8,9 Hz Y3 sbawsyz = 2,7 Hz, 2H, H-3" H- 5°); 7,34 (dd, *Jyg/55 =
8,9 Hz *)y /6w /2 = 2,7 Hz, 1H, H-2" H-6"); 7,44 (d, *Js/7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,82
(br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

Ri-Werte: 0,15 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,30  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-ethoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 54

Summenformel: CysH17N50, Q\O/\
o HN
Molekulargewicht: 335,37 g/mol =N
\_ 2w,

N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 981 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 8m mit 519 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 65 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,80 % entspricht.

Ausbeute: 4,80 %

Schmelzbereich: 154 —-157 °C

Elementaranalyse: ber.: C64,47; H5,11; N 20,88
gef.: C64,07; H5,20; N 20,55

MS (ESI-positiv): m/z = °C:336,2 [M+H]" 100 %; *C:337,3 [M+H]" 20 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:334,4 [M-H] 100 %; *C:335,4 [M-H] 20 %
IR: KBr [vin cm™]: 3457 m ,br“ (OH st); 3333 s ,br” (NH, st); 3190 s ,,br“ (NH st);

3073 m, 3039 m (aromat. CH st); 2979 m, 2928 m, 2852 w (aliph. CH st);
1647 m (NH, 8); 1624 s, 1588 s, 1496 m, 1475 m (C=C st); 1567 s (NH 8);
1447 m, 1387 m (CH &); 1410 s (C=N st); 1366 m (OH &); 1249 w, 1047 w
(C-O-C st Ether); 1203 w (CN st); 1172 w (COH st); 794 w, 690 w (CH 6 1,3-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 1,33 (t, *Jeusjenz = 7,0 Hz, 3H, 3"-OCH,CHs);
4,06 (qua, *Jenz/ens = 7,0 Hz, 2H, 3"-OCH,CHs); 5,93 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0
exchangeable); 6,57 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,63 (dd, 317/8:
8,6 Hz *J;s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,96 (td, *l45 = 8,2 HZ *J4 /2 bawe = 1,9 Hz, 1H,
H-4°); 6,96 (d, 318/7= 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,01 (t, 412'/4'bZW,6' =1,9 Hz, 1H, H-2"); 7,04
(m, 1H, H-6); 7,42 (t, 3-]5'/4'bzw.6' = 8,1 Hz, 1H, H-5%); 7,45 (d, 4J5/7 = 2,2 Hz, 1H,
H-5); 8,85 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with
D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 15,07 (3°-OCH,CHs); 63,72 (3'-OCH,CHj);
89,38 (C-4a); 106,32 (C-5); 109,76 (C-8); 110,91 (C-7); 113,53 (C-4"); 113,98
(C-27); 119,63 (C-67); 122,81 (C-4b); 130,37 (C-5°); 130,98 (C-8a); 137,89
(C-1°); 152,73 (C-6); 159,00 159,02 159,53 (C-4 C-9a C-3°); 162,37 (C-2)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,34  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((4-isopropoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

55

O\{
CasH1sNs0 Q
HN
349,39 g/mol HO -
\ N/%N%

nach AAV 2 N

Es wurden 1037 mg (4,0 mmol; 1,0 eqg.) 8n mit 519 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 100 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,2 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

7,2 %

215-217°C

ber.: C65,32; H5,48; N 20,04

gef.: C65,15; H 5,08; N 19,85

m/z = **C:350,2 [M+H]" 100 %; **C:351,3 [M+H]* 20 %

m/z = *C:348,4 [M-H] 100 %; *C:349,3 [M-H] 21 %

KBr [v in cm™]: 3450 m ,br“ (OH st); 3325 m ,br” (NH, st); 3194 m ,br“
(NH st); 3079 m, 3050 m (aromat. CH st); 2976 m, 2924 m, 2851 w (aliph.
CH st); 1651 s (NH, 8); 1626's, 1597 s, 1513 s, 1480 m (C=C st); 1567 s (NH 8);
1449 m, 1385 m (CH 6); 1412 s (C=N st); 1373 s (OH §); 1248 m, 1113 w
(C-O-C st Ether); 1216 m (CN st); 1181 w (COH st); 836 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 1,31 (d, SJCHg/CH = 6,0 Hz, 6H, 4’ -OCH(CH3),);
4,66 (sep, *Jejcns = 6,0 Hz, 1H, 4"-OCH(CHs),); 5,89 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0
exchangeable); 6,54 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,61 (dd, 317/8:
8,6 Hz “J;s = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,84 (d, *Jg; = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,06 (dd,
ly s = 8,9 Hz YJs/stmsys = 2,7 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,33 (dd, Y6735 =
8,9 Hz *)y /6w /2 = 2,7 Hz, 1H, H-2" H-6"); 7,44 (d, *Js;7= 2,3 Hz, 1H, H-5); 8,82
(br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,94 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

0,15 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,33  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-isopropoxyphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 56

Summenformel: C19H19Ns50; Q\OL
HN

HO
Molekulargewicht: 349,39 g/mol =N
\_

N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 1037 mg (4,0 mmol; 1,0 eqg.) 8o mit 519 mg (4,8 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 88 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 6,3 % entspricht.

Ausbeute: 6,3%

Schmelzbereich: 147 -149 °C

Elementaranalyse: ber.: C65,32; H5,48; N 20,04
gef.: C64,95; H5,10; N 20,32

MS (ESI-positiv): m/z = *C:350,5 [M+H]" 100 %; *C:351,5 [M+H]" 20 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:348,5 [M-H] 100 %; C:349,5 [M-H] 20 %
IR: KBr [vin cm™]: 3464 m ,br“ (OH st); 3333 s ,br” (NH, st); 3187 s ,br“ (NH st);

3074 m, 3039 m (aromat. CH st); 2976 m, 2929 m, 2853 w (aliph. CH st);
1646 m (NH, 8); 1623 s, 1588 s, 1494 m, 1475 m (C=C st); 1568 s (NH §);
1446 m, 1384 m (CH §&); 1410 s (C=N st); 1373 s (OH §); 1243 m, 1113 w
(C-O-C st Ether); 1203 m (CN st); 1180 w (COH st); 794 w, 690 w (CH & 1,3-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 1,29 (d, *Jeus/en = 6,0 Hz, 6H, 3'-OCH(CHs),);
4,64 (sep, Jenjcns = 6,0 Hz, 1H, 3°-OCH(CHs),); 5,93 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0
exchangeable); 6,55 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,61 (dd, 317/8:
8,6 Hz *J7/5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,93 (td, *J4/s = 8,1 HZ *J4 /2w = 2,0 Hz, 1H,
H-4°); 6,97 (d, 3J8/7= 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,02 (t, 4-]2'/4'bzw.6' =2,0 Hz, 1H, H-2"); 7,06
(m, 1H, H-6"); 7,42 (t, 3-]5'/4'bzw.6' = 8,1 Hz, 1H, H-5%); 7,46 (d, 415/7 = 2,2 Hz, 1H,
H-5); 8,87 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with
D,0 exchangeable)

Ri-Werte: 0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,37 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((4-ethinylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 57
A
Summenformel: CigH13NsO
HN
Molekulargewicht: 315,34 g/mol HO -
\ N/)\NH2
Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 588 mg (2,6 mmol; 1,0 g.) 8p mit 338 mg (3,1 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 8 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 1,0 % entspricht

Ausbeute: 1,0%

Schmelzbereich: >320°C

Elementaranalyse: ber.: C68,56; H4,16; N 22,21
gef.: C68,35; H3,97; N 22,04

MS (ESI-positiv): m/z = °C:316,4 [M+H]" 100 %; *C:316,4 [M+H]" 17 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:314,4 [M-H] 100 %; C:315,3 [M-H] 15 %
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,63 (s, 1H, 4'-C=CH); 5,97 (br, 2H, C-2-NH,,

with D,0 exchangeable); 6,63 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,66
(dd, *)7/s = 8,7 Hz *J;s = 2,4 Hz, 1H, H-7); 7,08 (d, *Jg» = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,48
(d, “Js/7 = 2,4 Hz, 1H, H-5); 7,71 (d, *Jy-6/35 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6); 8,12 (d,
3J3'_5'/2'_6' = 8,6 Hz, 2H, H-3" H-57); 8,94 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable);
11,97 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,34 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((3-ethinylphenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 58
Summenformel: CigH13NsO ©\§
HO HN
Molekulargewicht: 315,34 g/mol =N
\ /)\NHz
N N
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 588 mg (2,6 mmol; 1,0 eq.) 8q mit 338 mg (3,1 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 90 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 11,0 % entspricht.

246



5 Experimenteller Teil

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

11,0%

176 -178 °C

ber.: C68,56; H4,16; N 22,21

gef.: C68,15; H 3,85; N 22,30

m/z = **C:316,8 [M+H]" 100 %; °C:317,9 [M+H]* 22 %

m/z = *C:314,5 [M-H] 100 %; *C:315,5 [M-H] 20 %

KBr [v in cm™]: 3459 m ,br“ (OH st); 3337 s ,br” (NH, st); 3286 s (C=CH st);
3201 s ,,br”“ (NH st); 3069 m, 3039 m (aromat. CH st); 2109 w (C=C st); 1641 s
(NH, 8); 1622 s, 1596 s, 1485 s, 1471 s (C=C st); 1574 s (NH 6); 1406 s
(C=Nst); 1363 m (OH 6); 1208 m (CN st); 1183 m (COH st); 794 w, 690 w
(CH & 1,3-disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,27 (s, 1H, 3'-C=CH); 5,97 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,60 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,65
(dd, *J7/s = 8,7 Hz *J7/5 = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,94 (d, *Jg/7 = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,46
(d, “Jsj7= 2,3 Hz, 1H, H-5); 7,51 (ddd, *Jg/s = 6,1 Hz *Jg/4- = 3,0 Hz *Jg»- = 1,3 Hz,
1H, H-6"); 7,55 - 7,58 (m, 3H, H-2" H-4" H-5°); 8,89 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

0,15  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((3-(methylthio)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-blindol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

59
CaH1sNsOS Q &
HO HN
337,40 g/mol =N
O
N N
nach AAV 2 H

Es wurden 1237 mg (5,0 mmol; 1eq.) 8r mit 649 mg (6,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Erhaltene

Fraktionen enthielten eine Verunreinigung und wurden erneut sdulenchromatographisch getrennt

mit Ethylacetat/Methanol. Eluiert wurde mit einem Stufengradient Ethylacetat/Methanol 95:5 zu

90:10 (V/V). Es wurden 71 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,2 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:
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4,2 %

166 — 168 °C

ber.: C 60,52; H 4,48; N 20,76

gef.: C60,29; H 4,59; N 20,56

m/z = C:338,8 [M+H]" 100 %; *C:339,8 [M+H]" 16 %

m/z = **C:336,7 [M-H] 100 %; °C:337,7 [M-H] 14 %

KBr [vin cm™]: 3473 m ,br“ (OH st); 3325 s ,br” (NH, st); 3183 s ,br“ (NH st);
3068 m, 3042 m (aromat. CH st); 2920 m, 2850 m (aliph. CH st); 1649 m



5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

(NH, 8); 1619 s, 1597 s, 1483 s, 1472 s (C=C st); 1576 s (NH &); 1448 m,
1390 m (CH &); 1404 s (C=N st); 1362 m (OH §); 1202 m (CN st); 1170 m
(COH st); 793 w, 687 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 5,95 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,58 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,64 (dd, 3J7/8 = 8,7 Hz
*J75= 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,93 (d, *Jg/7 = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,25 (d, 45 = 7,8 Hz,
1H, H-4); 7,29 (d, g5 = 7,8 Hz, 1H, H-6"); 7,33 (t, “Ja/abawe = 1,8 Hz, 1H,
H-2); 7,45 (d, “Js/7= 2,3 Hz, 1H, H-5); 7,47 (t, *)s /abaws = 7,8 Hz, 1H, H-5°); 8,86
(br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0
exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,34 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((4-((3-fluorobenzyl)oxy)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 60

Summenformel: Cy3H15FNsO, Qo

Molekulargewicht: 415,43 g/mol HN

HO
Oy
Darstellung: nach AAV 2 \ N/)\NH2

N
H

Es wurden 1627 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 9a mit 649 mg (6,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 87 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,2 % entspricht.

Ausbeute: 4,2 %

Schmelzbereich: 199 - 201 °C

HPLC-Reinheit: 99,87 % (Retentionszeit: 12,27 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:416,2 [M+H]" 100 %; *C:417,2 [M+H]" 22 %

MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:414,3 [M-H] 100 %; C:415,2 [M-H] 35 %

IR: KBr [v in cm™]: 3465 m ,br“ (OH st); 3339 m ,br” (NH, st); 3194 m ,br“

(NH st); 3066 m, 3049 m (aromat. CH st); 2925 m, 2852 m (aliph. CH st);
1644 s (NH, 8); 1623 s, 1592 s, 1512 s, 1489 m (C=C st); 1567 s (NH 6);
1470 m, 1385 m (CH 8); 1415 s (C=N st); 1362 w (OH &); 1243 m, 1140 w
(C-O-C st Ether); 1213 m (aromat. C-F 6); 1203 m (CN st); 1173 w (COH st)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 5,21 (s, 2H, CH,-(3"-FPh)); 5,90 (br, 2H,
C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,54 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,62 (dd, ;s = 8,6 Hz *Js = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,83 (d, *J/7= 8,6
Hz, 1H, H-8); 7,15 - 7,19 (m, 1H, H-2""); 7,17 (d, ®Js.5/2-¢ = 8,9 Hz, 2H, H-3
H-5%); 7,31 - 7,35 (m, 2H, H-4" H-6""); 7,37 (d, 3J2'_6'/3'_5' = 8,9 Hz, 2H, H-2’
H-6"); 7,44 (d, Y57 = 2,3 Hz, 1H, H-5); 7,47 (dt, *Js /4w = 7,9 Hz *J5e = 6,1 Hz,
1H, H-57"); 8,82 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)
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5 Experimenteller Teil

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 69,00 (CH,-(3"-FPh)); 89,23 (C-4a); 106,31
(C-5); 109,46 (C-8); 110,86 (C-7); 114,55 114,77 (C-2""); 114,99 115,19 (C-4"");
115,88 (C-3° C-5); 122,56 (C-4b); 123,94 123,97 (C-6"'); 129,23 (C-2° C-6');
129,82 (C-1°); 130,95 131,03 (C-57); 131,59 (C-8a); 140,45 140,52 (C-1”);
152,61 (C-6); 157,43 (C-4°); 158,96 159,24 (C-4 C-9a); 161,47 163,90 (C-3"');
162,37 (C-2)

R-Werte: 0,15  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,34  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((4-((3-methoxybenzyl)oxy)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

\Q\OCHs
Summenformel: Cy4H,1NsO5 jo

Molekulargewicht: 427,46 g/mol HN

HO
O
Darstellung: nach AAV 2 ) N/)\NHz

N
H

Verbindung: 61

Es wurden 1687 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 9b mit 811 mg (7,5 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 87 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,1 % entspricht.

Ausbeute: 4,1%

Schmelzbereich: 173 -175°C

Elementaranalyse: ber.: C67,44; H 4,95; N 16,38
gef.: C67,14; H5,17; N 16,24

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:428,2 [M+H]" 100 %; *C:429,2 [M+H]" 29 %

IR: KBr [v in cm™]: 3457 m ,br“ (OH st); 3333 m ,,br” (NH, st); 3189 m ,br“
(NH st); 3079 m, 3044 m (aromat. CH st); 2921 m, 2850 m (aliph. CH st);
1643 s (NH, &); 1624 s, 1596 s, 1512 s, 1490 m (C=C st); 1567 s (NH 5);
1467 m, 1383 m (CH 8); 1414 m (C=N st); 1362 w (OH 6); 1243 m, 1155 w
(C-O-C st Ether); 1214 m (CN st); 1171 w (COH st); 793 w, 691 w (CH & 1,3-
disubst. Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,76 (s, 3H, 3”-OCHs); 5,16 (s, 2H,
CH,(3""-OCH3Ph)); 5,91 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,54 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,62 (dd, *J;;s = 8,6 Hz *J;/5= 2,0 Hz, 1H,
H-7); 6,83 (d, *Jg/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 6,91 (dd, *J4-/5- = 7,8 Hz *J4/s- = 2,1 Hz,
1H, H-4"); 7,04 (s, 1H, H-2""); 7,05 (d, ®Js-ss~ = 7,3 Hz, 1H, H-6"); 7,16 (d,
*Jy5/26 = 8,9 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,32 (t, *J5/4bawe- = 7,8 Hz, 1H, H-57); 7,35
(d, *Jy6/3-5 = 8,9 Hz, H-2" H-6"); 7,44 (d, “Js; = 2,0 Hz, 1H, H-5); 8,81 (br, 1H,
OH, with D,0 exchangeable); 11,95 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,31 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

62 OCHjg

C24H21Ns0; O\Q
427,46 g/mol S:

HN

HO
=N
nach AAV 2 \ N/>\NH2

N
H

Es wurden 1350 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 9¢ mit 649 mg (6,0 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 87 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,9 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

4,9 %

252 -254°C

ber.: C67,44; H4,95; N 16,38

gef.. C67,13; H4,75; N 15,98

m/z = **C:428,2 [M+H]" 100 %; °C:429,2 [M+H]* 27 %

m/z = *C:426,2 [M-H] 100 %; *C:427,3 [M-H] 28 %

KBr [v in cm™): 3456 m ,br“ (OH st); 3337 m ,br” (NH, st); 3188 m ,br“
(NH st); 3072 m, 3045 m (aromat. CH st); 2927 m, 2851 m (aliph. CH st);
1645 m (NH, 8); 1622 s, 1595 s, 1513 s (C=C st); 1566 m (NH §8); 1467 m,
1380 m (CH §); 1413 s (C=N st); 1363 w (OH §); 1241 m, 1152 w (C-O-C st
Ether); 1210 m (CN st); 1173 w (COH st)

400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,75 (s, 3H, 4-OCHs); 5,09 (s, 2H,
CH,(4""-OCH3Ph)); 5,90 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,54 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,62 (dd, 317/8: 8,5 Hz *);/s = 2,2 Hz, 1H,
H-7); 6,82 (d, *Jg7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 6,96 (d, *J3-57/3-- = 8,6 Hz, 2H, H-3"
H-5); 7,14 (d, *)3.5/2-6 = 8,8 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,34 (d, *J,-6/3-5 = 8,8 Hz, 2H,
H-2" H-6); 7,41 (d, 3J2~,6~/3~_5~ = 8,6 Hz, 2H, H-2"" H-6"); 7,44 (d, 4J5/7 = 2,2 Hz,
1H, H-5); 8,81 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 55,56 (4"'-OCHs); 69,60 (CH,(4""-OCH;Ph));
89,22 (C-4a); 106,30 (C-5); 109,46 (C-8); 110,86 (C-7); 114,32 (C-3" C-57);
115,871 (C-3" C-57); 122,54 (C-4b); 129,17 (C-2" C-6"); 129,32 (C-1""); 129,52
(C-1°); 129,94 (C-2”" C-6""); 131,64 (C-8a); 152,59 (C-6); 157,70 (C-4°); 158,93
159,25 (C-4 C-9a); 159,49 (C-4”’); 162,34 (C-2)

0,16  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,31 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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2-Amino-4-((3-chloro-4-((3-chlorobenzyl)oxy)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 63

;i >\CI
Summenformel: C,5H4,Cl,Ns0, 0
..

Molekulargewicht: 466,32 g/mol Ho HN
Qi
Darstellung: nach AAV 2 N ) N/)\NH2
H

Es wurden 1505 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 9d mit 649 mg (6,0 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 107 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 5,8 % entspricht.

Ausbeute: 5,8%

Schmelzbereich: 174 -176 °C

Elementaranalyse: ber.: C59,24; H 3,67; N 15,02
gef.: C59,03; H 3,76; N 14,99

MS (ESI-positiv): m/z = C:466,1 [M+H]" 100 %; *C:467,2 [M+H]" 25 %; *’Cl:468,2 [M+H]" 75 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:464,1 [M-H] 100 %; *C:465,1 [M-H] 22 %; *'Cl:466,1 [M-H] 66 %
IR: KBr [v in cm™]: 3454 m ,br“ (OH st); 3337 m ,,br” (NH, st); 3195 m ,br“

(NH st); 3072 m, 3047 m (aromat. CH st); 2925 m, 2853 m (aliph. CH st);
1642s (NH, 8); 1626 s, 1593 s, 1501 s, 1475 m (C=C st); 1567 s (NH 06);
1457 m, 1377 m (CH 8); 1415 m (C=N st); 1336 w (OH &); 1265 m, 1154 w
(C-O-C st Ether); 1208 m (CN st); 1183 w (COH st); 1060 w (aromat. C-Cl 6)
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,31 (s, 2H, CH,(3""-CIPh)); 5,96 (br, 2H,
C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,58 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,63 (dd, ;s = 8,5 Hz “J7;s = 2,1 Hz, 1H, H-7); 6,87 (d, *Jg7 =
8,5 Hz, 1H, H-8); 7,34 - 7,49 (m, 6H, H-5 H-5" H-6" H-4"" H-5"" H-6""); 7,58 (s,
2H, H-2" H-2"); 8,86 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,91 (br, 1H,
C-8a-NH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,38 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.5.2 Synthese 4-anilino-/4-benzyloxyanilinosubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((3-chloro-4-((3-fluorobenzyl)oxy)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 64
F
o]
Summenformel: C,3H47CIFN5O, Q\
cl

HN

Molekulargewicht: 449,87 g/mol HO
=N
Q_/\C/)\N'ﬁ
nach AAV 2 N

Darstellung: N

Es wurden 1439 mg (4,0 mmol; 1,0 eq.) 9e mit 649 mg (6,0 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 96 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 5,3 % entspricht.

Ausbeute: 53%

Schmelzbereich: 217 -219°C

HPLC-Reinheit: 99,62 % (Retentionszeit: 12,39 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:450,1 [M+H]" 100 %; *C:451,1 [M+H]" 31 %; *’Cl:452,1 [M+H]" 33 %
MS (ESI-negativ): m/z = C: 448,1 [M-H] 100 %; “*C: 449,1 [M-H] 28 %; *’Cl: 450,1 [M-H] 40 %
IR: KBr [v in cm™]: 3488 m ,br“ (OH st); 3333 m ,br” (NH, st); 3188 m ,br“

(NH st); 3070 m, 3050 m (aromat. CH st); 2925 m, 2853 m (aliph. CH st);
1645 m (NH, 8); 1618 s, 1591 s, 1502 s, 1474 m (C=C st); 1566 s (NH 6);
1451 m, 1381 w (CH 6); 1416 m (C=N st); 1334 w (OH 6); 1266 m, 1140 w
(C-O-C st Ether); 1217 w (aromat. C-F §); 1202 m (CN st); 1183 w (COH st);
1059 w (aromat. C-Cl &)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dgs [6 in ppm]: 5,32 (s, 2H, CH,(3"'-FPh)); 5,96 (br, 2H,
C-2-NH,, with D,O exchangeable); 6,58 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 6,63 (dd, ;s = 8,7 Hz “J;;s = 2,3 Hz, 1H, H-7); 6,87 (d, *Jg7 =
8,7 Hz, 1H, H-8); 7,19 (dt, *J4rozws- = 9,0 Hz *J4s- = 2,6 Hz, 1H, H-4""); 7,32 -
7,35 (m, 1H, H-2"); 7,35 (d, *Js/¢ = 8,6 Hz, 1H, H-5"); 7,38 (d, *Jg-/s- = 7,1 Hz,
1H, H-6"); 7,41 (dd, *Je/s = 8,6 Hz *Jg,» = 2,2 Hz, 1H, H-6); 7,45 (d, *J5;7 =
2,3 Hz, 1H, H-5); 7,49 (dt, *Js /4 bawe = 8,1 Hz *)5-¢ = 6,4 Hz, 1H , H-5""); 7,57
(d, YJ2/6 = 2,2 Hz, H-2"); 8,86 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,93 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,17  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-chloro-4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 65 OCH,4

Summenformel: C,4H50CIN5O; o j:
{5
Molekulargewicht: 461,91 g/mol

HN

HO
=N
Darstellung: nach AAV 2 \ N/)\NHZ

N

Es wurden 1859 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 9f mit 811 mg (7,5 mmol; 1,5 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 96 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 4,8 % entspricht.

Ausbeute: 4,8%

Schmelzbereich: 141 -143°C

Elementaranalyse: ber.: C62,41; H 4,36; N 15,16
gef.: C62,25; H4,34; N 14,99

MS (ESI-positiv): m/z = C:462,1 [M+H]" 100 %; *C:463,1 [M+H]" 27 % *’Cl:464,1 [M+H]" 30 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:460,2 [M-H] 100 %; *C:461,2 [M-H] 28 % *’Cl:462,2 [M-H] 32 %
IR: KBr [v in cm™]: 3474 m ,br“ (OH st); 3340 m ,br” (NH, st); 3196 m ,br“

(NH st); 3073 m, 3039 m (aromat. CH st); 2931 m, 2836 m (aliph. CH st);
1642 s (NH, &); 1613 s, 1590's, 1513 s, 1501 s (C=C st); 1567 s (NH &); 1465 m,
1381 m (CH &); 1416 s (C=N st); 1335 w (OH &); 1246 m, 1153 w (C-O-C st
Ether); 1208 m (CN st); 1174 m (COH st); 1058 w (aromat. C-Cl §)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,76 (s, 3H, 4”-OCH;); 5,21 (s, 2H,
CH,(4""-OCH3Ph)); 5,95 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,57 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,63 (dd, 317/8: 8,5 Hz 4J7/5 =2,1Hz, 1H,
H-7); 6,86 (d, g7 = 8,5 Hz, 1H, H-8); 6,97 (d, *J3-57/2-6- = 8,4 Hz, 2H, H-3"
H-5"); 7,38 - 7,40 (m, 2H, H-5" H-6"); 7,43 (d, 312"_6"/3"_5" = 8,4 Hz, 2H, H-2""
H-6""); 7,44 (s, 1H, H-5); 7,53 (s, 1H, H-2°); 8,85 (br, 1H, OH, with D,0
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

Ri-Werte: 0,18 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,37 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

253



5.1.2.5.3 Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer 2-Substitution

5.1.2.5.3. Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer
2-Substitution

4-((3-Bromophenyl)amino)-2-(propylamino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

66
CooHigBrNO ” Q
HN Br
412,29 g/mol | N
N N/)\N/\/
nach AAV 2 : H

Es wurden 806 mg (2,5 mmol; 1,0 eq.) 13a mit 324 mg (3,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 92,5:7,5 (V/V) verwendet. Es wurden 60 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 5,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

R-Werte:

5,8%

202 -204°C

ber.: C 55,35; H 4,40; N 16,99

gef.. C55,06; H4,52; N 16,66

m/z = *C:412,2 [M+H]" 100 % C:415,2 [M+H]" 23 % "°Br:414,2 [M+H]" 87 %
m/z = *C:819,3 [2M-H] 75 % C:820,4 [2M-H] 20 %; "°Br:821,4 [2M-H] 100%
KBr [v in cm™]: 3466 m ,,br“ (OH st); 3348 m ,br” (NH st); 3068 m, 3047 m
(aromat. CH st); 2960 s, 2927 s, 2872 s (aliph. CH st); 1635 s, 1603 s, 1511 m,
1480 s (C=C st); 1567 s (NH &); 1464 m, 1380 m (CH 6); 1415 m (C=N st);
1342 m (OH 6); 1206 m (CN st); 1168 m (COH st); 1069 w (aromat. C-Br §)

500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 0,85 (t, *Jcys/ciz = 7,3 Hz, 3H, NHCH,CH,CHs);
1,51 (seX, *Jera/ciavaw.cis = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CHs); 3,15 (m, 2H, NHCH,CH,-
CH3); 6,50 (t br, 3JNH/CH2= 5,7 Hz, 1H, NHCH,CH,CHj;, with D,0 exchangeable);
6,61 (br, 1H, C-4-NH with D,0 exchangeable); 6,65 (dd, 3J7/8 = 8,7 Hz 417/5 =
2,2 Hz, 1H, H-7); 7,05 (br, 1H, H-8); 7,45 (d, “Js;; = 2,2 Hz, 1H, H-5); 7,48 - 7,60
(m, 3H, H-2" H-4" H-5); 7,80 (br, 1H, H-6"); 8,90 (br, 1H, OH, with D,0O
exchangeable); 11,92 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 12,01 (NHCH,CH,CHs); 23,02 (NHCH,CH,CH);
43,20 (NHCH,CH,CHs); 89,29 (C-4a); 106,45 (C-5); 109,72 (C-8); 110,84 (C-7);
116,08 (C-2°); 121,96 (C-6"); 123,27 (C-4b); 126,65 (C-4°); 129,81 (C-3°);
131,39 (C-8a); 138,33 (C-57); 150,17 (C-1"); 153,05 (C-6); 158,78 158,79 (C-4
C-9a); 161,41 (C-2)

0,26  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,69  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-(Butylamino)-4-((3-(trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

67
C1H0F3NsO HO @\
HN CFy
415,42 g/mol | Y
N N/)\H/\/\
nach AAV 2

Es wurden 642 mg (2,0 mmol; 1,0 eq.) 13b mit 255 mg (2,4 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2

umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent

aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 92,5:7,5 (V/V) verwendet. Es wurden 80 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 9,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):

IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

255

9,8%

110-112°C

98,95 % (Retentionszeit: 12,21 min)

m/z = ?C:416,4 [M+H]" 100 % 829,5 [2M+H]" 27 % °C:417,4 [M+H]" 23 %
830,6 [2M+H]" 13 %

m/z = °C: 414,5 [M-H] 70 % 827,6 [2M-H]  100% “*C: 415,5 [M-H] 16 % 828,7
[2M-H] 50 %

KBr [v in cm™]: 3465 m ,,br“ (OH st); 3381 m ,br” (NH st); 3073 m, 3043 m
(aromat. CH st); 2959 s, 2931 s, 2873 s (aliph. CH st); 1637 s, 1594 s, 1538 s,
1497 s (C=Cst); 1576 s (NH 6); 1454 s, 1379 m (CH §); 1407 s (C=N st); 1340 m
(OH 6); 1322 m (aliph. C-F §); 1207 m (CN st); 1169 m (COH st); 793 w, 697 w
(CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 0,83 (t, SJCHg/CHZ = 7,3 Hz, 3H, NHCH,CH,CH,-
CH;); 1,26 (sex, 3JCH2/CH2bzw.CH3 = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH;); 1,45 (qui,
3JCH2/CH2bZW,CH2 = 7,3 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH;); 3,18 (m, 2H, NHCH,CH,CH,-
CHs); 6,48 (br, 1H, NHCH,CH,CH,CHs;, with D,0 exchangeable); 6,65 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,67 (dd, 317/8 = 8,5 Hz 417/5 = 2,1 Hz, 1H,
H-7); 7,10 (br, 1H, H-8); 7,47 (d, “Js;; = 2,1 Hz, 1H, H-5); 7,73 (d, *J4 s = 7,8 Hz,
1H, H-4°); 7,78 (t, Js/abzws = 7,9 Hz, 1H, H-5°); 7,89 (d, *Js/s = 7,6 Hz, 1H,
H-6"); 7,98 (br, 1H, H-2"); 8,94 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,92 (br,
1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 14,14 (NHCH,CH,CH,CHs); 20,09 (NHCH,CH,-
CH,CHs); 26,78 (NHCH,CH,CH,CHs); 40,87 (NHCH,CH,CH,CH); 89,34 (C-4a);
106,53 (C-5); 109,70 (C-8); 110,92 (C-7); 116,08 (C-2°); 123,03 (C-4); 123,39
(C-4b); 123,76 (CFs); 125,74 (C-67); 128,45 (C-57); 130,45 (C-37); 130,82 (C-8a);
137,52 (C-1°); 153,18 (C-6); 158,51 158,67 (C-4 C-9a); 161,23 (C-2)

0,26  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,70  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.5.3 Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer 2-Substitution

5-Chloro-2-(methylthio)-4-((3-(trifluoromethyl)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 68

Summenformel: Cy5H1,CIF3N,0S HO ol /@\
HN CF

Molekulargewicht: 424,83 g/mol

3

B
N N/)\S/

Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 901 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 18a mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Ethylacetat als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 90:10 zu 85:15 (V/V) verwendet. Es wurden 92 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 7,2 % entspricht.

Ausbeute: 7,2 %

Schmelzbereich: 210-212°C

HPLC-Reinheit: 99,08 % (Retentionszeit: 13,37 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:425,2 [M+H]" 100 % °C:426,2 [M+H]" 22 % *'Cl:427,2 [M+H]* 40 %
MS (ESI-negativ): m/z = ?C:423,2 [M-H] 100 % “C:424,2 [M-H] 17 % *'Cl:425,3 [M-H] 35 %

IR: KBr [v in cm™]: 3484 m ,br“ (OH st); 3375 m ,br“, 3302 m ,br“ (NH st);

3084 m, 3054 m (aromat. CH st); 2956 w, 2924 m, 2852 m (aliph. CH st);
1618 m, 1596 w, 1509 w, 1499 m (C=C st); 1556 s (NH 8); 1463 m, 1442 m
(CH &); 1415 w (C=N st); 1361 m (OH &); 1322 s (aliph. C-F &); 1222 m (CN st);
1166 m (COH st); 797 w, 695 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 2,36 (s, 3H, SCH3) 7,04 (d, )75 = 8,8 Hz, 1H,
H-7); 7,18 (d, *Jg/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,81 - 7,91 (m, 3H, H-4" H-5" H-6"); 8,00
(s, 1H, H-2"); 9,98 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 11,94 (br, 1H,
C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 13,53 (SCHs); 92,31 (C-4a); 110,01 (C-8);
110,97 (C-7); 114,58 (C-5); 122,91 (C-2°); 124,95 (CFs); 125,62 (C-4°); 130,32
(C-6"); 130,64 (C-5) 131,06 (C-3°); 131,56 131,69 (C-4b C-8a); 136,12 (C-1');
149,45 (C-6); 156,34 157,56 (C-4 C-9a); 168,08 (C-2)

R-Werte: 0,22  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,35 Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-(Butylthio)-5-chloro-4-((3-(trifluoromethyl)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 69
Summenformel: C,;H15CIF3N,0S HO Q\
Cl
HN CF,
Molekulargewicht: 466,91 g/mol | N
N /)\s/\/\
Darstellung: nach AAV 2 H

Es wurden 2000 mg (5,8 mmol; 1,0 eq.) 18b mit 758 mg (7,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
als Eluent aufgereinigt. Es wurden 373 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von
13,7 % entspricht.

Ausbeute: 13,7 %

Schmelzbereich: 177 -178 °C

HPLC-Reinheit: 98,75 % (Retentionszeit: 11,69 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:467,1 [M+H]" 100 % °C:468,2 [M+H]" 23 % *'C|:468,2 [M+H]* 36 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:465,1 [M-H] 100 % “C:466,1 [M-H] 20 % *'Cl:467,1 [M-H] 32 %

IR: KBr [v in cm™]: 3481 s ,br“ (OH st); 3374 s ,br” (NH st); 3074 m, 3029 m

(aromat. CH st); 2960 s, 2930 s, 2874 s (aliph. CH st); 1619 m, 1597 w,
1510 w, 1498 s (C=C st); 1554 s (NH &); 1468 m, 1440 m (CH &); 1417 w (C=N
st); 1361 s (OH 6); 1322 s (aliph. C-F 6); 1226 m (CN st); 1168 m (COH st);
794 w, 699 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 0,75 (t, *Jcus/ciz = 7,4 Hz, 3H, SCH,CH,CH,CH;);
1,25 (seX, *Jena/crabew.crs = 7,3 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH3); 1,51 (m, 2H, SCH,CH,-
CH,CH;); 2,92 (t, *Jerzjen2 = 7,3 Hz, 2H, SCH,CH,CH,CH3); 7,03 (d, *J7/s = 8,7 Hz,
1H, H-7); 7,14 (d, *Js/7 = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,80 - 7,89 (m, 3H, H-4" H-5" H-6");
7,97 (t, 4J2f/4'bzw_6' = 1,8 Hz, 1H, H-2"); 9,96 (br, 1H, OH, with D,0 exchange-
able); 11,93 (br, 1H, C-8a-NH, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 13,75 (SCH,CH,CH,CHs); 21,81 (SCH,CH,CH,-
CHs); 29,90 (SCH,CH,CH,CHs); 31,87 (SCH,CH,CH,CHs); 92,31 (C-4a); 109,95
(C-8); 110,94 (C-7); 114,55 (C-5); 122,89 (C-2°); 125,04 (CFs); 125,60 (C-4°);
130,40 (C-67); 130,72 (C-57) 131,06 (C-3°); 131,68 131,90 (C-4b C-8a); 136,14
(C-17); 149,40 (C-6); 156,42 157,62 (C-4 C-9a); 167,84 (C-2)

R-Werte: 0,32 Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,44  Chloroform/Ethylacetat 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.3 Synthese 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole mit alternativer 2-Substitution

4-(Benzylamino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 70
Summenformel: Ci7H1aN, HO
HN/A\T:::]
. SN
Molekulargewicht: 290,33 g/mol |
>
N
H
Darstellung: nach AAV 2

Es wurden 601 mg (3,0 mmol; 1,0 eq.) 21a mit 389 mg (3,6 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 70 mg

grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 8,1 % entspricht.

Ausbeute: 8,1%

Schmelzbereich: >320°C

Elementaranalyse: ber.: C70,33; H4,86; N 19,30
gef.: C69,92; H4,93; N 19,04

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:291,3 [M+H]" 100 % C:292,3 [M+H]" 20 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1C:289,3 [M-H] 100 % *C:290,3 [M-H] 19 %
IR: KBr [v in cm™]: 3452 m ,,br (OH st); 3240 m ,br” (NH st); 3078 m, 3043 m

(aromat. CH st); 2916 m, 2849 m (aliph. CH st); 1612 s, 1596 m, 1512 m,
1495 s (C=C st); 1460 m (CH &); 1409 w (C=N st); 1359 w (OH §); 1216 m
(CN st); 1171 m (COH st)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 4,50 (d, *Jeuz = 6,1 Hz, 2H, CH,); 6,09 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,69 (dd, ;s = 8,7 Hz *J;;5 = 2,2 Hz, 1H,
H-7); 6,83 (d, *Js;7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 7,25 (t, *J4/3pms = 7,3 Hz, 1H, H-4");
7,32 - 7,39 (m, 4H, H-2" H-3" H-5" H-6'); 7,92 (d, *Js» = 8,7 Hz, 1H, H-8); 8,08
(br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 9,45 (s, 1H, H-2); 9,60 (br, 1H, C-8a-NH,
with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,21  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,13  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

4-((3-(Trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 71
Summenformel: Cy7H11F3N,O HO /@\
HN CF3
Molekulargewicht: 344,30 g/mol | XN
o
Darstellung: nach AAV 2

258



5 Experimenteller Teil

Es wurden 870 mg (3,4 mmol; 1,0 eq.) 21b mit 445 mg (4,1 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Erhaltene
Fraktionen enthielten eine Verunreinigung und wurden erneut saulenchromatographisch getrennt
mit Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) als Eluent. Es wurden 24 mg grungelber Feststoff gewonnen,

welches einer Ausbeute von 2,0 % entspricht.

Ausbeute: 2,0%

Schmelzbereich: 213 -215°C

HPLC-Reinheit: 98,76 % (Retentionszeit: 12,45 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:345,4 [M+H]" 100 % *C:346,5 [M+H]" 18 %

MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:343,4 [M-H] 100 % C:344,5 [M-H] 20 %

IR: KBr [v in cm™]: 3446 m ,br“ (OH st); 3236 m ,br” (NH st); 3098 m, 3033 m

(aromat. CH st); 1603 s, 1585 m, 1537 w, 1494 m (C=C st); 1418 m (C=N st);
1363 m (OH 6&); 1332 s (aliph. C-F &§); 1230 m (CN st); 1190 m (COH st); 789 w,
696 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 6,61 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable);
6,72 (dd, )75 = 8,8 Hz *J7;s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,91 (d, *Js7 = 2,2 Hz, 1H, H-5);
7,29 (d, *J45 = 7,6 Hz, 1H, H-4"); 7,54 (t, *Js/abzws = 7,8 Hz, 1H, H-5"); 7,71 (d,
*Jeys = 8,1 Hz, 1H, H-6'); 7,97 (t, “Jo/abows = 1,9 Hz, 1H, H-2"); 7,99 (d, *Jg/s =
8,8 Hz, 1H, H-8); 9,48 (s, 1H, H-2); 9,65 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,22  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,28  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

4-((4-((3-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-ol

Verbindung: 72

Summenformel: Cy3H17FN,O,
o T
HN

Molekulargewicht: 400,41 g/mol

AL,

SN

L

Darstellung: nach AAV 2 N

Es wurden 1550 mg (5,0 mmol; 1,0 eq.) 21c mit 649 mg (6,0 mmol; 1,2 eq.) Benzochinon nach AAV 2
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Erhaltene
Fraktionen enthielten eine Verunreinigung und wurden erneut sdulenchromatographisch getrennt
mit Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) als Eluent. Es wurden 41 mg griingelber Feststoff gewonnen,

welches einer Ausbeute von 2,0 % entspricht.

Ausbeute: 2,0%

Schmelzbereich: 190-192 °C

HPLC-Reinheit: 98,44 % (Retentionszeit: 13,02 min)

MS (ESI-positiv): m/z = C:401,2 [M+H]" 100 % 3C:402,2 [M+H]" 26 %
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5.1.2.5.4 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

m/z = 2C:399,2 [M-H] 100 % *C:400,2 [M-H] 20 %

KBr [v in cm™]: 3460 w ,br“ (OH st); 3228 m ,,br” (NH st); 3064 m, 3046 m
(aromat. CH st); 2920 m, 2850 m (aliph. CH st); 1607 s, 1592 s, 1506 s, 1492 m
(C=C st); 1469 m, 1380 w (CH &); 1424 m (C=N st); 1349 w (OH 8); 1254 m,
1156 w (C-O-C st Ether); 1223 m (aromat. C-F §); 1197 w (COH st)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,11 (s, 2H, OCH,(3"’-FPh)); 6,32 (br, 1H,
C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,65 (dd, *J;/s = 8,8 Hz *J;5 = 2,1 Hz, 1H,
H-7); 6,84 (d, 4J5/7= 2,1 Hz, 1H, H-5); 7,02 (d, 3J3,_5,/2,_6, = 8,6 Hz, 2H, H-3" H-57);
7,14 (t, *Jg jrosws- = 8,2 Hz, 1H, H-4""); 7,25 - 7,30 (m, 2H, H-2"" H-6""); 7,32 (d,
*Jye/35 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,41 - 7,45 (m, 1H, H-57); 7,91 (d, *Jg/7 =
8,8 Hz, 1H, H-8); 9,04 (br, 1H, OH, with D,0 exchangeable); 9,37 (br, 1H,
C-8a-NH, with D,0 exchangeable); 9,45 (s, 1H, H-2)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 69,08 (CH,(3"’-FPh); 83,49 (C-4a); 102,68
(C-5); 109,33 (C-8); 112,00 (C-7); 114,51 114,73 (C-2""); 114,85 115,06 (C-47");
115,83 (C-3° C-5°); 120,94 (C-4b); 123,03 (C-2° C-6°); 123,91 123,93 (C-6");
130,84 130,92 (C-57"); 133,84 (C-8a); 140,62 140,69 (C-1""); 140,84 (C-1');
147,61 (C-2); 151,17 (C-6); 153,72 154,45 (C-4 C-9a); 156,79 (C-4°); 161,44
163,86 (C-37)

0,24  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,16  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

5.1.2.5.4. Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

6-Methoxy-N"-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

73
CigH1aF3NsO Q\CF3
0 HN
373,34 g/mol =N
\ N/>\ NH,
nach AAV 7 N

Es wurden 180 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 71 mg bzw. 31 pl (0,5 mmol; 1,0 eq.) lodmethan nach

AAV 7 umgesetzt. Die Dinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das

Rohprodukt wurde s3ulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.

Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 78 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 41,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

41,8 %

105-108 °C

98,96 % (Retentionszeit: 11,21 min)

m/z = *C:374,5 [M+H]" 100 %; **C:375,5 [M+H]* 16 %

m/z = *C:372,6 [M-H] 100 %; *°C:373,6 [M-H] 18 %

KBr [v in cm™]: 3325 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st); 3074 m, 3047 m
(aromat. CH st); 2932 m, 2835 w (aliph. CH st); 1649 m (NH, 8); 1622 s,
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'H-NMR:

Re-Werte:

1588's, 1498 m, 1479 m (C=C st); 1569 s (NH &); 1459 m, 1388 w (CH 8);
1402 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F §); 1225 w (CN st); 1206 m, 1127 m
(C-O-C st Ether); 793 w, 698 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-d; [5 in ppm]: 3,82 (s, 3H, 6-OCH,); 6,02 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,76 (dd, ;s = 8,8 Hz *J;;s = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,86
(br, 1H, C-4-NH), with D,0 exchangeable); 7,04 (d, 318/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,70
(d, 4J5/7= 2,4 Hz, 1H, H-5); 7,78 - 7,89 (m, 4H, H-2" H-4" H-5" H-6")

0,15  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,35 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

7-Chloro-6-methoxy-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-blindole-2,4-diamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

74
CigH13CIF3NO QCF3
0 HN
407,78 g/mol =N
Cl \ N/>\ NH,
nach AAV 7 N

Es wurden 197 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 71 mg bzw. 31 ul (0,5 mmol; 1,0 eq.) lodmethan nach

AAV 7 umgesetzt. Die Dinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.

Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 50 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 24,5 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:
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24,5 %

86—-88°C

99,25 % (Retentionszeit: 11,39 min)

m/z = **C:408,3 [M+H]" 100 %; **C:409,3 [M+H]" 17 % *'C:410,2 [M+H]" 30 %
m/z = **C:406,5 [M-H] 100 %; **C:407,5 [M-H] 19 % *'Cl:408,5 [M-H] 32 %
KBr [v in cm™]: 3328 m ,,br” (NH, st); 3190 m ,br“ (NH st); 3078 m, 3044 m
(aromat. CH st); 2931 m, 2836 w (aliph. CH st); 1642 m (NH, 8); 1625 s,
1589's, 1499 m, 1476 m (C=C st); 1565 s (NH &); 1460 m, 1390 w (CH 8);
1401 m (C=N st); 1337 m (aliph. C-F §); 1222 w (CN st); 1208 m, 1126 m
(C-O-C st Ether); 792 w, 699 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 3,93 (s, 3H, 6-OCHs); 6,09 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,99 (br, 1H, C-4-NH), with D,0 exchangeable); 7,09
(s, 1H, H-8); 7,78 - 7,89 (m, 4H, H-2" H-4" H-5" H-6"); 7,84 (s, 1H, H-5)

0,08  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,32 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.5.4 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

6-(Allyloxy)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

75
C20H15F3N50 Q\CFS
4\/0 HN
399,38 g/mol =N
\ N/%NHZ
nach AAV 7 N

Es wurden 119 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 40 mg bzw. 29 ul (0,3 mmol; 1,0 eq.) Allylbromid nach

AAV 7 umgesetzt. Die Dinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.

Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 64 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 48,5 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

Ri-Werte:

48,5 %

78 —80 °C

98,68 % (Retentionszeit: 11,51 min)

m/z = C:400,2 [M+H]" 100 %; *C:401,2 [M+H]" 22 %

m/z = C:398,1 [M-H] 100 %; °C:399,1 [M-H] 20 %

KBr [v in cm™]: 3323 m ,,br” (NH, st); 3187 m ,br“ (NH st); 3089 m, 3054 m
(aromat. CH st); 2926 s, 2859 (aliph. CH st); 1646 m (NH, &); 1622 s, 1588 s,
1498 m, 1478 m (C=C st); 1570 s (NH &); 1465 m, 1389 w (CH §);
1424 m (CH,C=C 6); 1404 s (C=N st); 1339 m (aliph. C-F §); 1218 w (CN st);
1202 m, 1128 m (C-O-C st Ether); 793 w, 700 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)
500 MHz, Aceton-dg [8 in ppm]: 4,65 (td, *Jerzjen = 5,3 Hz *Jenzjarz = 1,5 Hz, 2H,
CH,=CHCH,0); 5,25 (qd, lyen = 10,6 Hz ™ Jychomeciz = 1,5 Hz, 1H,
(Z)HCH=CHCH,0); 5,45 (qad, e = 17,3 Hz " Jycbmwcnz = 1,7 Hz, 1H,
(E)JHCH=CHCH,0); 5,60 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,12 (tdd,
*Jeween= 17,3 Hz *Jepyzen= 10,5 Hz *Jepjena = 5,2 Hz, 1H, CH,=CHCH,0); 6,40 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,88 (dd, *J;s = 8,8 Hz *J;/5 = 2,2 Hz, 1H,
H-7); 7,23 (d, *Jg/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,64 (d, “J7/s = 2,2 Hz, 1H, H-5); 7,79 (d,
*Jyss-= 7,9 Hz, 1H, H-4); 7,85 (t, *Js/avaws = 7,9 Hz, 1H, H-57); 7,92 (d, *Jg/s =
7,9 Hz, 1H, H-6"); 7,97 (t, *)2/abzws = 1,8 Hz, 1H, H-2")

0,26  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,42  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
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6-(Allyloxy)-7-chloro-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-
9H-pyrimido[4,5-blindole-2,4-diamin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

76
CaoH1sCIFsNsO QCF3
4\/0 HN
433,82 g/mol =N
cl \ /)\NHZ
nach AAV 7 N "

Es wurden 130 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 40 mg bzw. 29 ul (0,3 mmol; 1,0 eq.) Allylboromid nach

AAV 7 umgesetzt. Die Dinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.

Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 41 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 28,8 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

Re-Werte:
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28,8 %
106 — 108 °C

99,47 % (Retentionszeit: 11,78 min)

m/z = C:434,1 [M+H]" 100 %; C:435,1 [M+H]" 20 % *'Cl:436,1 [M+H]* 38 %
m/z = 1?C:432,1 [M-H] 100 %; C:433,1 [M-H] 18 % *'Cl:434,1 [M-H] 32 %
KBr [v in cm™]: 3324 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br (NH st); 3087 m, 3051 m
(aromat. CH st); 2925 m, 2858 w (aliph. CH st); 1647 m (NH, 6); 1620 s,
1587 s, 1498 m, 1476 m (C=C st); 1569 s (NH &); 1438 m, 1387 w (CH 8);
1423 m (CH,C=C &); 1400 m (C=N st); 1332 m (aliph. C-F §); 1224 w (CN st);
1198 m, 1128 m (C-O-C st Ether); 794 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)
500 MHz, Aceton-dg [6 in ppm]: 4,74 (td, 3JCH2/CH =5,1Hz 4JCH2/CH2: 1,5 Hz, 2H,
CH,=CHCH,0); 5,27 (qd, e = 10,6 Hz ™ Jycpwciz = 1,6 Hz, 1H,
(Z)HCH=CHCH,0); 5,51 (qd, e = 17,3 Hz ™ Jy/chbmwcrz = 1,6 Hz, 1H,
(E)HCH=CHCH,0); 5,70 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable); 6,15 (tdd,
*Jene-cn= 17,2 Hz *Jewjz.cn = 10,4 Hz *ejci2 = 5,1 Hz, 1H, CH,=CHCH,0); 6,53 (br,
1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,31 (s, 1H, H-8); 7,81 (s, 1H, H-5); 7,83
(d, *l4s = 7,8 Hz, 1H, H-4); 7,87 (t, Y5 /abawe = 7,8 Hz, 1H, H-5"); 7,93 (td,
*Joss = 7,8 Hz *Jg jypwa = 1,7 Hz, 1H, H-6"); 7,99 (t, )2 /abzws: = 1,7 Hz, 1H, H-2")
100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 70,37 (CH,=CHCH,0); 89,60 (C-4a); 105,34
(C-5); 110,64 (C-8); 116,50 (C-7); 117,92 (CH,=CHCH,0); 121,42 (C-6°); 122,24
(C-4b); 123,21 (CFs); 123,99 (C-4°); 124,27 (C-2°); 130,44 (C-8a); 131,07 (C-3°);
131,67 (C-5°); 133,71 (CH,=CHCH,0); 136,90 (C-1°); 149,84 (C-6); 159,30
159,33 (C-4 C-9a); 162,25 (C-2)

0,17  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,40 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.5.4 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

6-(Isopropoxy)-N’-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung: 77
Summenformel: CyoH1sFsNsO CF
HN
Molekulargewicht: 401,39 g/mol >/ Q_f
/>\NH2
Darstellung: nach AAV 7

Es wurden 165 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 57 mg bzw. 43 ul (0,5 mmol; 1,0 eq.) 2-Brompropan
nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 52 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 27,9 % entspricht.

Ausbeute: 27,9 %

Schmelzbereich: 69-70°C

HPLC-Reinheit: 98,49 % (Retentionszeit: 11,43 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:402,2 [M+H]" 100 %; *C:403,2 [M+H]" 19 %

MS (ESI-negativ): m/z = *C:400,2 [M-H] 100 %; *C:401,2 [M-H] 21 %

IR: KBr [v in cm™]: 3325 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st); 3078 m, 3047 m

(aromat. CH st); 2972 s, 2925 s, 2855 m (aliph. CH st); 1642 m (NH, 8); 1622 s,
1587 s, 1498 m, 1475 s (C=C st); 1569 s (NH &); 1465 s, 1451 s, 1384 w (CH 6);
1404 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F §); 1215 w (CN st); 1200 m, 1129 m
(C-O-C st Ether); 793 w, 699 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 500 MHz, Aceton-dg [6 in ppm]: 1,31 (d, 3JCH3/CH = 6,1 Hz, 6H, (CH;5),CHO); 4,69
(sep, 3JCH/CH3 = 6,1 Hz, 1H, (CH3),CHO); 5,65 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 ex-
changeable); 6,45 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,85 (dd, /s =
8,9 Hz *J7/5= 2,3 Hz, 1H, H-7); 7,23 (d, *Jg/7= 8,9 Hz, 1H, H-8); 7,61 (d, J5;,= 2,3
Hz, 1H, H-5); 7,79 (d, *Js/s- = 8,0 Hz, 1H, H-4); 7,85 (t, *Js/abzwss: = 8,0 Hz, 1H,
H-5'); 7,93 (td, *Jo/s = 8,0 Hz *Jg/2bawa = 1,4 Hz, 1H, H-6'); 7,98 (t, “Jy/abws =
1,5 Hz, 1H, H-2")

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 21,60 (CH3),CHO); 70,40 (CH;),CHO); 89,86
(C-4a); 106,99 (C-5); 109,70 (C-8); 112,65 (C-7); 122,78 (C-6"); 122,84 (C-4b);
123,24 (CF,); 123,52 (C-4°); 123,95 (C-2°); 130,23 (C-8a); 130,93 (C-3'); 131,66
(C-5°); 137,41 (C-1'); 153,85 (C-6); 158,83 159,01 (C-4 C-9a); 162,01 (C-2)

R-Werte: 0,30  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,41  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
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7-Chloro-6-isopropoxy-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-
9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung: 78

Summenformel: CyoH17CIF3NsO

Molekulargewicht: 435,84 g/mol >/ =N
/)\NHQ

Darstellung: nach AAV 7

Es wurden 181 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 57 mg bzw. 43 pl (0,5 mmol; 1,0 eq.) 2-Brompropan
nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 7 h. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 28 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,0 % entspricht.

Ausbeute: 14,0 %

Schmelzbereich: 74-76 °C

HPLC-Reinheit: 98,88 % (Retentionszeit: 11,72 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:436,1 [M+H]" 100 %; *C:437,2 [M+H]" 22 %; *’Cl:438,1 [M+H]" 32 %
MS (ESI-negativ): m/z = ?C:434,1 [M-H] 100 %; *C:435,1 [M-H] 20 %; *’Cl:436,1 [M-H] 34 %
IR: KBr [v in cm™]: 3327 m ,,br” (NH, st); 3189 m ,br” (NH st); 3076 m, 3047 m

(aromat. CH st); 2978 m, 2925 s, 2855 m (aliph. CH st); 1662 m (NH, §);
1621's, 1587 s, 1498 m, 1475 m (C=C st); 1571 s (NH &); 1446 s, 1384 m
(CH 6); 1400 s (C=N st); 1332 m (aliph. C-F §); 1222 w (CN st); 1198 m, 1130 s
(C-O-C st Ether); 794 w, 698 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, Aceton-dg [6 in ppm]: 1,36 (d, SJCHg/CH = 6,2 Hz, 6H, (CH;),CHO); 4,75
(sep, 3JCH/CH3 = 6,2 Hz, 1H, (CH3),CHO); 5,80 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 ex-
changeable); 6,62 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,29 (s, 1H, H-8);
7,83 (d, *Jy/s = 7,8 Hz, 1H, H-4"); 7,84 (s, 1H, H-5); 7,88 (t, *Js/abaws = 7,8 Hz,
1H, H-5); 7,93 (td, *Je/s = 7,9 Hz “Jo/pbmwa = 1,6 Hz, 1H, H-6"); 7,99 (t,
)y jabowe = 1,6 Hz, 1H, H-2")

R-Werte: 0,22  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)
0,39 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

6-(Benzyloxy)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung: 79 Q\
3

Summenformel: C,4H15F3NsO

Molekulargewicht: 449,44 g/mol d Q_ﬁ/)\"“‘b
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5.1.2.5.4 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

Darstellung: nach AAV 7

Es wurden 165 mg 47a/b (Verhiltnis = 1:1; 0,22 mmol) mit 79 mg bzw. 55 ul (0,5 mmol)
Benzylbromid nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende
nach 7 h. Das Rohprodukt wurde siulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Die vereinten
Fraktionen enthielten sowohl Produkt 78 als auch Produkt 79. Diese wurden nachgehend
saulenchromatographisch getrennt unter Verwendung von Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V) als

Eluent. Es wurden 40 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 40,5 % entspricht.

Ausbeute: 40,5 %

Schmelzbereich: 217-219°C

HPLC-Reinheit: 99,38 % (Retentionszeit: 12,14 min)

MS (ESI-positiv): m/z = *C:450,3 [M+H]" 100 %; *C:451,3 [M+H]" 26 %

MS (ESI-negativ): m/z = 1*C:448,2 [M-H] 100 %; °C:449,2 [M-H] 23 %

IR: KBr [v in cm™]: 3319 m ,br” (NH, st); 3182 m ,br (NH st); 3068 m, 3033 m

(aromat. CH st); 2924 m, 2854 w (aliph. CH st); 1651 m (NH, 8); 1621 s,
1587's, 1498 m, 1479 m (C=C st); 1568 s (NH 6); 1449 s, 1382 m (CH 6);
1403 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F §); 1215 m (CN st); 1197 m, 1127 m
(C-O-C st Ether); 793 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,17 (s, 2H, OCH,Ph); 6,02 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,83 (dd, ;s = 8,8 Hz *J;;s = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,85
(br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,05 (d, 3J8/7: 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,31
(tt, a3 bows = 7,3 HZ *Japobaws = 2,2 Hz, 1H, H-4""); 7,39 (t, *Js/2bzwa~ UNd
*Js /v = 7,4 Hz, 2H, H-3"" H-5"); 7,48 (d, *Jy-/3- und *Jg-s- = 7,4 Hz, 2H,
H-2"" H-6"); 7,78 - 7,87 (m, 5H, H-5 H-2" H-4" H-5" H-6")

R-Werte: 0,31  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)
0,42  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

6-(Benzyloxy)-7-chloro-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-
9H-pyrimido[4,5-blindole-2,4-diamin

Verbindung: 80
Summenformel: Cy4H17CIF3NsO Q/ Qch
o HN
Molekulargewicht: 483,88 g/mol =N
cl \ N/)\NHZ
Darstellung: nach AAV 7 ”

Es wurden 165 mg 47a/b (Verhéltnis = 1:1; 0,22 mmol) mit 79 mg bzw. 55 ul (0,5 mmol)
Benzylbromid nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende
nach 7 h. Das Rohprodukt wurde sidulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Die vereinten

Fraktionen enthielten sowohl Produkt 78 als auch Produkt 79. Diese wurden nachgehend
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saulenchromatographisch getrennt unter Verwendung von Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V) als

Eluent. Es wurde 27 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 25,4 % entspricht.

Ausbeute: 25,4 %

Schmelzbereich: 96-98 °C

HPLC-Reinheit: 98,96 % (Retentionszeit: 12,46 min)

MS (ESI-positiv): m/z = *C:484,2 [M+H]" 100 %; C:485,2 [M+H]" 24 % *'C|:486,2 [M+H]* 38 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:482,1 [M-H] 100 %; *C:483,1 [M-H] 22 % *'Cl:484,2 [M-H] 32 %

IR: KBr [v in cm™]: 3325 m ,,br” (NH, st); 3187 m ,br” (NH st); 3067 m, 3034 m

(aromat. CH st); 2925 m, 2854 m (aliph. CH st); 1636 m (NH, &); 1620 s,
1587 s, 1498 m, 1476 m (C=C st); 1569 s (NH &); 1437 m, 1383 m (CH §8);
1401 m (C=N st); 1334 m (aliph. C-F §); 1221 m (CN st); 1196 m, 1128 m
(C-O-C st Ether); 794 w, 696 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

"H-NMR: 500 MHz, Aceton-dg [6 in ppm]: 5,30 (s, 2H, OCH,Ph); 5,66 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,47 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,33
(s, 1H, H-8); 7,34 (tt, 314"/3"bzw,5~ =7,4 Hz 4J4~/2~bzw,5~ =2,0Hz, 1H, H-4""); 7,42 (t,
*J3 1y bawa UNA *Js/4pwe- = 7,5 Hz, 2H, H-3"" H-57); 7,58 (d, *J5-/3- und g/ =
7,3 Hz, 2H, H-2"" H-6"'); 7,83 (d, 45 = 8,0 Hz, 1H, H-4"); 7,88 (t, *J5 /4 b =
7,8 Hz, 1H, H-5'); 7,93 (d, *Jg,5 = 7,8 Hz, 1H, H-6"); 7,95 (s, 1H, H-5); 7,99 (s,
1H, H-2)

R-Werte: 0,21  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)
0,40 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

6-(Hexyloxy)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-2,4-diamin

Verbindung: 81

Summenformel: Cy3H24F5NsO \/\/\/ QcFa
0 HN

Molekulargewicht: 443,47 g/mol =N
\ N/)\NHQ
Darstellung: nach AAV 7 ”

Es wurden 197 mg 47a/b (Verhéltnis = 1:1; 0,26 mmol) mit 83 mg bzw. 70 ul (0,5 mmol) Bromhexan
nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 5 h. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Die vereinten Fraktionen
enthielten sowohl Produkt 81 als auch Produkt 82. Diese wurden nachgehend
sdulenchromatographisch getrennt unter Verwendung von Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V) als

Eluent. Es wurde 46 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 39,9 % entspricht.

Ausbeute: 39,9%

Schmelzbereich: 123 -127°C

HPLC-Reinheit: 99,03 % (Retentionszeit: 12,22 min)

MS (ESI-positiv): m/z = C:444,6 [M+H]" 100 % *C:445,7 [M+H]" 22 %
MS (ESI-negativ): m/z = °C:442,9 [M-H] 100 % “*C:443,9 [M-H] 16 %
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5.1.2.5.4 Synthese 6-alkoxysubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

IR: KBr [v in cm™]: 3323 m ,,br” (NH, st); 3183 m ,br (NH st); 3083 m, 3042 m
(aromat. CH st); 2957 m, 2930 m, 2862 w (aliph. CH st); 1642 m (NH, §);
1623s, 1590 s, 1496 m, 1481 m (C=C st); 1565 s (NH &); 1439 s, 1383 w
(CH 68); 1403 m (C=N st); 1336 m (aliph. C-F &); 1222 w (CN st); 1201 m,
1129 m (C-O-C st Ether); 792 w, 696 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 0,88 (t, *Jcus/ciz = 7,1 Hz, 3H, (CH3CH,CH,CH,-
CH,CH,0)); 1,28 - 1,35 (m, 4H, (CH;CH,CH,CH,CH,CH,0)); 1,47 (qui,
3JCH2/CH2bzw.CH2 = 7,2 Hz, 2H, (CHs;CH,CH,CH,CH,CH,0)); 1,76 (qui,
*Jena/crabaw.chz = 7,2 Hz, 2H, (CH3CH,CH,CH,CH,CH,0)); 4,03 (t, *Jcyz/cnz = 7,0 Hz,
2H, (CHsCH,CH,CH,CH,CH,0)); 5,99 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchangeable);
6,74 (dd, 3.]7/g= 8,8 Hz 4J7/5 = 2,4 Hz, 1H, H-7); 6,82 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 7,03 (d, 3J8/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,79 - 7,85 (m, 4H, H-5 H-4’
H-5" H-6"); 7,88 (s, 1H, H-2")

R-Werte: 0,37 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,44  Chloroform/Methanol 80:20 (V/V)

7-Chloro-6-(hexyloxy)-N*-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-
9H-pyrimido[4,5-blindole-2,4-diamin

Verbindung: 82

Summenformel: Ca3H»3CIF3NSO \/\/\/ Qch
0 HN

Molekulargewicht: 477,92 g/mol =N
Cl \ N/)\NHZ
Darstellung: nach AAV 7 ”

Es wurden 197 mg 47a/b (Verhéltnis = 1:1; 0,26 mmol) mit 83 mg bzw. 70 ul (0,5 mmol) Bromhexan
nach AAV 7 umgesetzt. Die Diinnschichtchromatographie indizierte ein Reaktionsende nach 5 h. Das
Rohprodukt wurde s3ulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Die vereinten Fraktionen
enthielten sowohl Produkt 81 als auch Produkt 82. Diese wurden nachgehend
sdulenchromatographisch getrennt unter Verwendung von Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V) als

Eluent. Es wurde 29 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 23,5 % entspricht.

Ausbeute: 23,3 %

Schmelzbereich: 87 -89 °C

HPLC-Reinheit: 99,73 % (Retentionszeit: 12,53 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 1?C:478,8 [M+H]" 100 % **C:479,7 [M+H]" 23 % *'C|:480,6 [M+H]* 32 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:476,8 [M-H] 100 % *C:477,9 [M-H] 20 % *'Cl:478,9 [M-H] 30 %

IR: KBr [v in cm™]: 3319 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br (NH st); 3083 m, 3047 m

(aromat. CH st); 2955 m, 2931 m, 2859 w (aliph. CH st); 1645 m (NH, &);
1621s, 1588 s, 1498 m, 1479 m (C=C st); 1568 s (NH &); 1439 s, 1381 w
(CH &); 1401 m (C=N st); 1333 m (aliph. C-F 6); 1224 w (CN st); 1199 m,
1130 m (C-O-C st Ether); 794 w, 697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

268



5 Experimenteller Teil

'H-NMR:

Ri-Werte:

500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 0,87 (t, 3JCH3/CH2 = 7,2 Hz, 3H, (CH3CH,CH,CH,-
CH,CH,0)); 1,29 - 1,36 (m, 4H, (CHsCH,CH,CH,CH,CH,0)); 1,47 (qui,
3JCH2/CH2bZW,CH2 = 7,2 Hz, 2H, (CHs;CH,CH,CH,CH,CH,0)); 1,75 (qui,
3JCH2/CH2bzw.CH2= 7,3 Hz, 2H, (CH;CH,CH,-CH,CH,CH,0)); 4,14 (t, 3JCHZ/CHz =
6,9 Hz, 2H, (CHs;CH,CH,CH,CH,CH,0)); 6,08 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0O
exchangeable); 6,96 (br, 1H, C-4-NH, with D,O exchangeable); 7,08 (s, 1H,
H-8); 7,79 - 7,85 (m, 4H, H-5 H-4" H-5" H-6"); 7,89 (s, 1H, H-2")

0,32  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,43  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

5.1.2.5.5. Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-b]indol-6-ole

2-Amino-4-((3-trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl-acetat

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

83
Ci9sH14F3N50, \FO Q\CFs
o HN
401,35 g/mol =N
\_
nach AAV 6 N

Es wurden 230 mg (0,6 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 50 mg bzw. 46 ul (0,6 mmol; 1,0 eq.) Acetylchlorid

nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol

98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 34 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 13,1 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Re-Werte:
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13,1 %

211-213°C

99,51 % (Retentionszeit: 10,45 min)

m/z = **C:402,8 [M+H]" 100 % *C:404,1 [M+H]" 22 %

m/z = *C:400,5 [M-H] 100 % **C:401,5 [M-H] 20 %

KBr [v in cm™]: 3327 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br“ (NH st); 3077 m, 3050 m
(aromat. CH st); 2925 m, 2854 w (aliph. CH st) 1743 (C=0 st); 1645 m (NH, &);
1620 s, 1586 s, 1498 m, 1476 m (C=C st); 1569 s (NH §); 1451 m, 1369 m
(CH 6); 1402 m (C=N st); 1339 m (aliph. C-F §); 1226 m (CN st); 1208 m,
1166 m (COOR st); 794 w, 697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 2,28 (s, 3H, CH3C(=0)0); 6,11 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,84 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,89
(dd, *)5s = 8,7 Hz *J7s = 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,10 (d, *Jg7 = 8,7 Hz, 1H, H-8);
7,81-7,89 (m, 3H, H-4" H-5" H-6"); 7,91 (s, 1H, H-2"); 7,94 (d, 415/7= 2,2 Hz, 1H,
H-5)

0,21  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,34 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl-acetat

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

84

C19H13C|F3N502 %O Q\CFE’
o HN
435,79 g/mol =N
c.@—ﬁ P

N
nach AAV 6 H

Es wurden 252 mg (0,6 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 50 mg bzw. 46 pl (0,6 mmol; 1,0 eq.) Acetylchlorid

nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol

98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 35 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 12,7 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

12,7 %

204 —-206 °C

99,04 % (Retentionszeit: 10,86 min)

m/z = ?C:436,6 [M+H]" 100 % *>C:437,6 [M+H]" 22 % *'Cl:438,6 [M+H]" 32 %
m/z = ’C:434,4 [M-H] 100 % *>C:435,4 [M-H] 20 % *'Cl:436,4 [M-H] 36 %

KBr [v in cm™]: 3327 m ,,br” (NH, st); 3187 m ,br“ (NH st); 3088 m, 3047 m
(aromat. CH st); 2925 m, 2854 w (aliph. CH st) 1750 (C=0 st); 1643 m (NH, §);
1622 s, 1588 s, 1498 m, 1477 w (C=C st); 1571 s (NH §); 1448 m, 1370 m
(CH 6); 1401 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F §); 1222 m (CN st); 1210 m,
1175 m (COOR st); 794 w, 697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 2,35 (s, 3H, CH3C(=0)0); 6,20 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,92 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,16
(s, 1H, H-8); 7,81 - 7,89 (m, 3H, H-4" H-5" H-6"); 7,93 (s, 1H, H-2"); 8,11 (s, 1H,
H-5)

0,19  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,33 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((3-trifluoromethyl)phenyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl-hexanoat

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

85
C23H22F3N502
o CF;
457,46 g/mol o HN
N

nach AAV 6 \ N/)\NHz

N
H

Es wurden 230 mg (0,6 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 86 mg bzw. 89 ul (0,6 mmol; 1,0 eq.) Hexanoylchlorid

nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol
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5 Experimenteller Teil

98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 35 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 11,9 % entspricht.

Ausbeute: 11,9%

Schmelzbereich: 204 -206 °C

HPLC-Reinheit: 99,66 % (Retentionszeit: 11,56 min)

MS (ESI-positiv): m/z = C:458,1 [M+H]" 100 % “3C:459,5 [M+H]" 36 %

MS (ESI-negativ): m/z = C:456,5 [M-H] 100 % *C:457,6 [M-H] 32 %

IR: KBr [v in cm™]: 3326 m ,,br” (NH, st); 3182 m ,br (NH st); 3076 m, 3053 m

(aromat. CH st); 2925 s, 2855 m (aliph. CH st) 1738 (C=0 st); 1646 m (NH, 8);
1621 s, 1587 s, 1498 m, 1476 m (C=C st); 1569 s (NH 8); 1451 m, 1388 w
(CH 6); 1403 m (C=N st); 1339 m (aliph. C-F &); 1214 w, 1167 s (COOR st);
794 w, 699 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 0,84 (tt, *Jeus/chz = 6,9 Hz *Jenssenz = 3,4 Hz, 3H,
CH5CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 1,24 (m, 4H, CH3CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 1,46 (qui,
3JCH2/CH2bzw.CH2 = 7,4 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 2,57 (t, 3JCH2/CH2 =
7,5 Hz, 2H, CH;CH,CH,CH,CH,C(=0)0O); 6,10 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O
exchangeable); 6,84 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,86 (dd, *J;/s =
8,8 Hz 4J7/5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,10 (d, 318/7 = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,81 - 7,89 (m,
3H, H-4" H-5" H-6"); 7,90 (s, 1H, H-2"); 7,92 (d, 415/7= 2,2 Hz, 1H, H-5)

Ri-Werte: 0,45  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,41  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethyl)phenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-blindol-6-yl-hexanoat

Verbindung: 86
Summenformel: Cy3H51CIF3N50,
o CF3
o HN
N

Molekulargewicht: 491,90 g/mol

Darstellung: nach AAV 6 Cl \ N/)\NHz

N
Es wurden 252 mg (0,6 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 86 mg bzw. 89 ul (0,6 mmol; 1,0 eq.) Hexanoylchlorid
nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol
98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 38 mg grauer Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 12,2 % entspricht.

Ausbeute: 12,2 %

Schmelzbereich: 194 - 196 °C

HPLC-Reinheit: 98,78 % (Retentionszeit: 11,69 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 12C:493,5 [M+H]" 100 % 3C:494,4 [M+H]" 20 % *'C|:495,3 [M+H]* 33 %
MS (ESI-negativ): m/z = ?C:490,5 [M-H] 100 % “C:491,5 [M-H] 24 % *'Cl:492,5 [M-H] 30 %

IR: KBr [v in cm™]: 3327 m ,,br” (NH, st); 3185 m ,br” (NH st); 3078 m, 3048 m

(aromat. CH st); 2926 m, 2855 m (aliph. CH st) 1745 (C=0 st); 1642 m (NH, &);
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5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

1622 s, 1587 s, 1498 m, 1474 m (C=C st); 1568 s (NH &); 1446 m, 1380 w
(CH &); 1400 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F 6); 1218 w, 1168 m (COOR st);
793 w, 697 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'"H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 0,89 (tt, *Jeus/chz = 7,3 Hz *Jensjenz = 1,6 Hz, 3H,
CH;CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 1,36 (m, 4H, CH3CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 1,68 (qui,
3JCH2/CH2bzw.CH2 = 7,5 Hz, 2H, CHsCH,CH,CH,CH,C(=0)0); 2,63 (t, 3JCHZ/CHZ =
7,5 Hz, 2H, CH5CH,CH,CH,CH,C(=0)0); 6,20 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 ex-
changeable); 6,93 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,15 (s, 1H, H-8);
7,81-7,89 (m, 3H, H-4" H-5" H-6"); 7,93 (s, 1H, H-2"); 8,09 (s, 1H, H-5)

R-Werte: 0,38  Chloroform/Pyridin 75:25 (V/V)

0,41 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(phenyl)acrylat

Verbindung: 87
Summenformel: CygH1gF3NsO, Z Q\
Molekulargewicht: 489,46 g/mol

nach AAV 6 /)\NHZ

N
H

Darstellung:

Es wurden 90 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 62 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.) (E)-3-Phenylacryloylchlorid
nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol
98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 48 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 39,6 % entspricht.

Ausbeute: 39,6 %

Schmelzbereich: 246 —249 °C

HPLC-Reinheit: 99,45 % (Retentionszeit: 11,88 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:490,3 [M+H]" 100 % °C:491,4 [M+H]" 35 %

MS (ESI-negativ): m/z = C:488,4 [M-H] 100 % *3C:489,4 [M-H] 30 %

IR: KBr [v in cm™]: 3310 w ,br” (NH, st); 3174 w ,,br“ (NH st); 3063 m, 3033 m

(aromat. CH st); 3015 w (trans CH=CH st) 1711 m (C=0 st); 1669 w (trans
C=Cst); 1635 m (NH, 8); 1616 s, 1591 s, 1496 w, 1484 m (C=C st); 1581 s
(NH &); 1449 m, 1381 w (CH &); 1405 m (C=N st); 1333 m (aliph. C-F §&);
1203 w, 1162 m (COOR st); 792 w, 698 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,10 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,84 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,90 (d, 3JCH/CH = 16,0 Hz,
1H, (Ph)CH=CH); 6,91 (dd, *);s = 8,8 Hz *J;/5 = 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,12 (d, *Jg/7 =
8,8 Hz, 1H, H-8); 7,44 - 7,47 (m, 3H, H-3" H-4"" H-5"); 7,79 - 7,81 (m, 2H, H-2"
H-6"'); 7,82 - 7,90 (m, 3H, H-4 H-5" H-6"); 7,85 (d, *Jayen = 16,0 Hz,
(Ph)CH=CH); 7,93 (s, 1H, H-2"); 7,95 (d, *J5;7= 2,2 Hz, 1H, H-5)

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

0,30  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-chlorophenyl)acrylat

Verbindung: 88 cl

Summenformel: Cy6H17CIF3NsO, :Zl

Molekulargewicht: 523,90 g/mol Q\
Darstellung: nach AAV 6 /)\NHQ

N
H

Es wurden 90 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 74 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(4-Chlorophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

65 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 49,2 % entspricht.

Ausbeute: 49,2 %

Schmelzbereich: 252 —254 °C

HPLC-Reinheit: 98,17 % (Retentionszeit: 11,92 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:524,6 [M+H]" 56 % °C:525,4 [M+H]" 100 % *'CI:527,1 [M+H]" 92 %;
MS (ESI-negativ): m/z = C:522,5 [M-H] 100 % **C:523,5 [M-H] 28 % *'CI:524,5 [M-H] 36 %

IR: KBr [v in cm™]: 3329 w ,br” (NH, st); 3163 w ,,br“ (NH st); 3070 m, 3034 m

(aromat. CH st); 3012 w (trans CH=CH st) 1715 m (C=0 st); 1655 w (trans
C=Cst); 1632 m (NH, 8); 1614 s, 1591 s, 1499 m, 1490 m (C=C st); 1574 s
(NH &8); 1450 m, 1389 w (CH 6); 1405 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F §);
1201 w, 1172 m (COQOR st); 818 w (CH & 1,4-disubst. Aromat); 794 w, 699 w
(CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,10 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,84 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,94 (dd, 3J7/8 = 8,7 Hz
*J2/= 2,2 Hz, 1H, H-7); 6,95 (d, *Jcy/cn = 16,1 Hz, 1H, (4”-CIPh)CH=CH); 7,12 (d,
*Jg/7= 8,4 Hz, 1H, H-8); 7,50 (d, *J3-5-/2.¢- = 8,5 Hz, 2H, H-3"" H-5"); 7,81 - 7,91
(m, 6H, H-2" H-4' H-5" H-6" H-2" H-6"); 7,87 (d, *Jayen = 16,1 Hz, 1H,
(4"-CIPh)CH=CH)); 8,02 (d, *Js7 = 2,2 Hz, 1H, H-5)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 89,17 (C-4a); 109,48 (C-5); 113,08 (C-8);
116,46 (C-7); 118,75 (4°-CIPh)C=C); 122,62 (C-4b); 122,93 (C-2°); 124,78 (CFs);
125,64 (C-4°); 129,50 (C-3" C-57); 130,52 (C-6); 130,79 (C-2°" C-6""); 131,23
(C-57); 132,27 (C-8a); 133,37 (C-17"); 134,65 (C-3); 135,81 (C-47"); 137,13
(C-1°) 145,18 (C-6); 145,85 (4"'-CIPh)C=C); 158,98 159,66 (C-4 C-9a); 162,81
(C-2); 165,99 (0=C-0)

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,31  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-chlorophenyl)acrylat

Verbindung: 89
Summenformel: Cy6H16Cl5F3NsO, %
Molekulargewicht: 558,34 g/mol Q\
Darstellung: nach AAV 6 o] /)\NHz
N
H

Es wurden 98 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 74 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(4-Chlorophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

35 mg weiller Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 25,2 % entspricht.

Ausbeute: 25,2 %

Schmelzbereich: 222 —224°C

HPLC-Reinheit: 99,06 % (Retentionszeit: 14,35 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:558,7 [M+H]" 100 % *C:559,6 [M+H]" 32 % *'CI:560,6 [M+H]* 78 %
MS (ESI-negativ): m/z = *C:556,4 [M-H] 100 % **C:557,4 [M-H] 31 % *'CI:558,4 [M-H] 68 %

IR: KBr [v in cm™]: 3329 w ,br” (NH, st); 3173 w ,,br“ (NH st); 3073 m, 3025 m

(aromat. CH st); 3012 w (trans CH=CH st) 1709 m (C=0 st); 1653 w (trans
C=Cst); 1633 m (NH, 68); 1615 s, 1585 s, 1498 m, 1491 m (C=C st); 1567 s
(NH &8); 1454 m, 1371 w (CH &); 1400 m (C=N st); 1338 m (aliph. C-F 6);
1214 w (CN st); 1201 w, 1156 m (COOR st); 821 w (CH & 1,4-disubst. Aromat);
794 w, 698 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,20 (br, 2H, C-2-NH,, with D,0 exchange-
able); 6,92 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,02 (d, 3JCH/CH = 15,7 Hz,
1H, (4°°-CIPh)CH=CH); 7,18 (s, 1H, H-8); 7,52 (d, 3J3~,5~/2~_6~ = 8,3 Hz, 2H, H-3”
H-5); 7,81 - 7,90 (m, 3H, H-4" H-5" H-6"); 7,88 (d, )43~ = 8,3 Hz, 2H,
H-2"" H-6"); 7,93 (d, *Jayen = 15,7 Hz, 1H, (4”-CIPh)CH=CH)); 7,94 (t,
)y jabows = 1,8 Hz, 1H, H-2"); 8,19 (s, 1H, H-5)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 88,72 (C-4a); 109,88 (C-5); 114,59 (C-8);
117,81 ((4°’-CIPh)C=C); 119,93 (C-7); 121,64 (C-4b); 122,90 (C-2°); 125,14
(CF3); 125,61 (C-4°); 129,52 (C-3"" C-57"); 130,63 (C-6); 130,95 (C-2"" C-6");
131,37 (C-57); 132,42 (C-8a); 133,22 (C-1""); 135,34 (C-3°); 136,04 (C-47);
136,64 (C-1) 141,56 (C-6); 146,13 ((4"’-CIPh)C=C); 158,89 160,14 (C-4 C-9a);
162,03 (C-2); 165,10 (O=C-0)

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,29  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(3-bromophenyl)acrylat

Verbindung: 90

Br
Summenformel: Cy6H17BrFsNsO, Q
Molekulargewicht: 568,35 g/mol

nach AAV 6 /)\NHz

N
H

Darstellung:

Es wurden 90 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 8 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(3-Bromophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

33 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 23,2 % entspricht.

Ausbeute: 23,2 %

Schmelzbereich: 241 -243 °C

HPLC-Reinheit: 100,00 % (Retentionszeit: 14,09 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:568,7 [M+H]" 45 % *C:569,7 [M+H]" 29 % "°Br:571,0 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = ?C:566,6 [M-H] 100 % “C:567,6 [M-H] 28 % "°Br:568,6 [M-H] 95 %

IR: KBr [v in cm™]: 3327 m ,,br” (NH, st); 3173 m ,br (NH st); 3079 m, 3033 m

(aromat. CH st); 3013 w (trans CH=CH st) 1710 m (C=0 st); 1657 w (trans
C=C st); 1637 m (NH, &8); 1622's, 1591 s, 1498 m, 1478 m (C=C st); 1571 s (NH
6); 1451 m, 1382 w (CH §); 1402 m (C=N st); 1340 m (aliph. C-F §); 1214 w
(CN st); 1198 m, 1167 s (COOR st); 792 w, 698 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,12 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,85 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,97 (dd, 3J7/8 = 8,7 Hz
*J25= 2,2 Hz, 1H, H-7); 7,03 (d, *Jccn = 16,1 Hz, 1H, (3"-BrPh)CH=CH); 7,14 (d,
*lgj7 = 8,7 Hz, 1H, H-8); 7,41 (t, *Js/4brwe = 7,9 Hz, 1H, H-57); 7,65 (ddd,
Jyse= 7,9 Hz Y146~ = 1,9 Hz *Jy-)p- = 0,9 Hz, 1H, H-4""); 7,83 - 7,91 (m, 4H,
H-4" H-5" H-6" H-6""); 7,86 (d, *Jau/cn = 16,1 Hz, 1H, (3"-BrPh)CH=CH); 7,93 (s,
1H, H-2'); 8,04 (d, “Js;7 = 2,2 Hz, 1H, H-5); 8,08 (t, *)y/abaws~ = 1,9 Hz, 1H,
H-2")

R-Werte: 0,25 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,33  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(3-bromophenyl)acrylat

Verbindung: 91
Br
Summenformel: Cy6H16BrCIF5N50, /
o Q\CF3
Molekulargewicht: 602,80 g/mol 0 HN
=N
Darstellung: nach AAV 6 Cl \ N/)\NH2

N
H

Es wurden 98 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 8 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(3-Bromophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

20 mg weilRer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 13,6 % entspricht.

Ausbeute: 13,6 %

Schmelzbereich: 231-233°C

HPLC-Reinheit: 98,70 % (Retentionszeit: 14,50 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:602,8 [M+H]" 72 % *C:603,8 [M+H]" 26 % "°Br:604,7 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:600,5 [M-H] 76 % *3C:601,5 [M-H] 28 % "°Br:602,5 [M-H] 100 %

IR: KBr [v in cm™): 3329 w ,br” (NH, st); 3150 m ,br“ (NH st); 3077 m, 3035 m

(aromat. CH st); 3012 w (trans CH=CH st) 1711 m (C=0 st); 1655 w (trans
C=Cst); 1637 m (NH, 8); 1615 s, 1586 s, 1498 m, 1476 w (C=C st); 1565 m
(NH &); 1453 m, 1370 w (CH &); 1400 m (C=N st); 1337 m (aliph. C-F 6);
1216 w (CN st); 1198 w, 1169 m (COOR st); 794 w, 698 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,21 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,93 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,10 (d, 3JCH/CH =16,1 Hz,
1H, (3""-BrPh)CH=CH); 7,20 (s, 1H, H-8); 7,42 (t, *Js /4 baw.s- = 7,8 Hz, 1H, H-57");
7,66 (d, *Jy/s- = 7,8 Hz, 1H, H-4"); 7,82 - 7,90 (m, 4H, H-4" H-5" H-6" H-6"");
7,93 (d, *Jewen = 16,1 Hz, 1H, (3”-BrPh)CH=CH); 7,95 (s, 1H, H-2'); 8,12 (t,
o /4 vaws~ = 1,8 Hz, 1H, H-2""); 8,21 (s, 1H, H-5)

R-Werte: 0,25 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,31  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-methoxyphenyl)acrylat

Verbindung: 92 HsCO

Summenformel: Cy7H20F3NsO3 Q

Molekulargewicht: 519,48 g/mol Q\
Darstellung: nach AAV 6 /)\NHz

N
Es wurden 90 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 59 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.)
(E)-3-(4-Methoxyphenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

68 mg weiller Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 52,8 % entspricht.

Ausbeute: 52,8%

Schmelzbereich: 235-237°C

HPLC-Reinheit: 98,56 % (Retentionszeit: 11,56 min)

MS (ESI-positiv): m/z = °C:520,8 [M+H]" 84 % *C:521,5 [M+H]" 100 %

IR: KBr [v in cm™]: 3328 w ,br” (NH, st); 3166 m ,,br“ (NH st); 3077 m, 3041 m

(aromat. CH st); 3008 w (trans CH=CH st) 1711 s (C=0 st); 1653 m (trans
C=Cst); 1631 m (NH, 8); 1613 s, 1587 s, 1499 m, 1481 m (C=C st); 1576 s
(NH 8); 1450 m, 1371 w (CH 8); 1404 m (C=N st); 1341 s (aliph. C-F 8);
1235 m, 1156 s (C-O-C st Ether); 1212 w (CN st); 1202 w, 1173 s (COOR st);
828 w (CH & 1,4-disubst. Aromat); 793 w, 699 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,81 (s, 3H, 4”-OCHs); 6,11 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,77 (d, 3JCH/CH = 15,9 Hz, 1H, (4 "-OCH;Ph)CH=CH);
6,85 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 6,95 (dd, 317/8 = 8,7 Hz 417/5 =
2,1 Hz, 1H, H-7); 7,01 (d, *J3-5-/2¢- = 8,7 Hz, 2H, H-3" H-57); 7,13 (d, *Jg/7 =
8,7 Hz, 1H, H-8); 7,77 (d, *Jy-g-/3-5 = 8,7 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 7,82 (d, *Jenyen =
15,7 Hz, 1H, (4'-OCH;Ph)CH=CH); 7,83 - 7,85 (m, 2H, H-4" H-5°); 7,88 - 7,90
(m, 1H, H-67); 7,92 (s, 1H, H-2"); 8,02 (d, “Js/» = 2,1 Hz, 1H, H-5)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 55,84 (OCHs); 89,18 (C-4a); 109,44 (C-5);
113,17 ((4"’-OCH;Ph)C=C); 114,93 (C-3" C-5""); 115,09 (C-8); 116,58 (C-7);
122,60 (C-4b); 122,93 (C-2°); 124,74 (CFs); 125,64 (C-4°); 127,04 (C-17);
130,51 (C-67); 130,92 (C-2"" C-6""); 131,23 (C-5); 132,27 (C-8a); 134,56 (C-3');
137,14 (C-1); 145,99 (C-6); 146,42 ((4"'-OCHsPh)C=C); 158,96 159,63 (C-4
C-9a); 161,90 (C-4"); 162,77 (C-2); 166,38 (0=C-O)

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,31  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-methoxyphenyl)acrylat

Verbindung: 93 HsCO

Summenformel: Cy7H19CIF3N5O3 Q

Molekulargewicht: 553,93 g/mol Q\
Darstellung: nach AAV 6 cl /)\NHz

N
Es wurden 98 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 71 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(4-Methoxyphenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden

70 mg weiller Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 50,0 % entspricht.

Ausbeute: 50,0 %

Schmelzbereich: 244 — 246 °C

HPLC-Reinheit: 99,38 % (Retentionszeit: 13,77 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:554,7 [M+H]" 100 % *C:555,6 [M+H]" 54 % *'CI:557,7 [M+H]" 17 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:552,4 [M-H] 100 % *3C:554,4 [M-H] 34 % *'CI:555,5 [M-H] 8 %

IR: KBr [v in cm™]: 3328 w ,br” (NH, st); 3170 w ,,br“ (NH st); 3075 m, 3043 m

(aromat. CH st); 3013 w (trans CH=CH st) 1713 m (C=0 st); 1653 w (trans
C=Cst); 1631 m (NH, &); 1612 s, 1582 s, 1500 m, 1478 w (C=C st); 1567 m
(NH &8); 1456 m, 1373 w (CH §); 1400 m (C=N st); 1339 m (aliph. C-F 6);
1259 m, 1153 m (C-O-C st Ether); 1213 w (CN st); 1204 w, 1172 m (COOR st);
825 w (CH & 1,4-disubst. Aromat); 795 w, 701 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [& in ppm]: 3,81 (s, 3H, 4""-OCH3); 6,20 (br, 2H, C-2-NH,,
with D,0 exchangeable); 6,83 (d, 3JCH/CH = 15,8 Hz, 1H, (4"'-OCH;3Ph)CH=CH);
6,92 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,01 (d, *J5-.5-/»-6- = 8,8 Hz, 2H,
H-3"" H-57"); 7,19 (s, 1H, H-8); 7,81 (d, *Jy /35~ = 8,8 Hz, 2H, H-2"" H-6"");
7,84 - 7,89 (m, 3H, H-4" H-5 H-6"); 7,88 (d, *Jayen = 15,8 Hz, 1H,
(4""-OCH3Ph)CH=CH); 7,95 (t, “J5/4baws = 1,7 Hz, 1H, H-2°); 8,19 (s, 1H, H-5)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 55,86 (OCHs); 88,72 (C-4a); 109,84 (C-5);
114,14 ((4""-OCH;Ph)C=C); 114,71 (C-8); 114,96 (C-3"" C-57); 120,08 (C-7);
121,61 (C-4b); 122,90 (C-2°); 125,15 (CFs); 125,61 (C-4°); 126,90 (C-17);
130,62 (C-67); 131,13 (C-2"" C-6""); 131,37 (C-57); 132,41 (C-8a); 135,26 (C-3°);
136,67 (C-1°) 141,72 (C-6); 147,32 ((4"'-OCH;Ph)C=C); 158,89 160,12 (C-4
C-9a); 162,07 (C-4""); 163,01 (C-2); 165,48 (0=C-0)

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,29  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

2-Amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-nitrophenyl)acrylat

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

Es wurden 90 mg

94

C26H17F3N604 %

534,46 g/mol Q\

nach AAV 6 . /)\NHz
H

(0,3 mmol; 1,0 eq.) 47a mit 64 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.)

(E)-3-(4-Nitrophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 97,5:2,5 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es

wurden 47 mg gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 35,2 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

279

352 %

234 -236 °C

98,86 % (Retentionszeit: 13,96 min)

m/z = *C:535,1 [M+H]" 100 % *>C:536,2 [M+H]" 27 %

KBr [v in cm™]: 3335 w ,br” (NH, st); 3170 w ,,br“ (NH st); 3075 m, 3039 m
(aromat. CH st); 3010 w (trans CH=CH st) 1717 m (C=0 st); 1666 m (trans
C=Cst); 1635 m (NH, 8); 1617 s, 1585 s, 1523 m, 1497 m (C=C st); 1573 s
(NH &); 1458 s, 1378 w (CH &); 1396 m (C=N st); 1341 s (aliph. C-F §); 1213 w
(CN st); 1204 w, 1166 s (COOR st); 793 w, 699 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)
500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,12 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,86 (br, 1H, C-4-NH), 6,98 (dd, *J5/s= 8,6 Hz *J;s = 2,1 Hz, 1H, H-7); 7,14
(d, “Jg/7 = 8,6 Hz, 1H, H-8); 7,17 (d, *Jaw/cn = 16,1 Hz, 1H, ((4""-NO,Ph)CH=CH);
with D,0 exchangeable); 7,83 - 7,91 (m, 3H, H-4" H-5" H-6); 7,93 (s, 1H, H-2");
8,01 (d, *Jen/cn = 16,1 Hz, 1H, ((4”-NO,Ph)CH=CH); 8,05 (d, “Js;; = 2,1 Hz, 1H,
H-5); 8,12 (d, *Jy-6/3-5- = 8,8 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 8,28 (d, *J3-57/»6 = 8,8 Hz,
2H, H-3" H-5")

0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

0,29  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)



5.1.2.5.5 Synthese 6-carboxylsubstituierter 9H-Pyrimido[4,5-bJindol-6-ole

2-Amino-7-chloro-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-
9H-pyrimido[4,5-b]indol-6-yl(E)-3-(4-nitrophenyl)acrylat

Verbindung: 95
Summenformel: Cy6H16CIF3NgO, Caé
Molekulargewicht: 568,90 g/mol Q\
Darstellung: nach AAV 6 cl /)\NH2
N
H

Es wurden 98 mg (0,3 mmol; 1,0 eq.) 47b mit 76 mg (0,4 mmol; 1,5 eq.)
(E)-3-(4-Nitrophenyl)acryloylchlorid nach AAV 6 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 97,5:2,5 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es

wurden 45 mg gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 31,6 % entspricht.

Ausbeute: 31,6 %

Schmelzbereich: 239 -242 °C

HPLC-Reinheit: 99,24 % (Retentionszeit: 14,02 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:569,6 [M+H]" 100 % *C:570,6 [M+H]" 23 % *'CI:571,5 [M+H]" 36 %
MS (ESI-negativ): m/z = C:567,4 [M-H] 100 % “C:568,3 [M-H] 32 % *'CI:569,4 [M-H] 44 %

IR: KBr [v in cm™]: 3340 w ,br” (NH, st); 3167 w ,,br“ (NH st); 3072 m, 3036 m

(aromat. CH st); 3012 w (trans CH=CH st) 1740 w (C=0 st); 1664 w (trans
C=Cst); 1639 m (NH, &); 1623 s, 1588 s, 1516 m, 1496 w (C=C st); 1567 s
(NH &8); 1465 m, 1376 w (CH §); 1403 m (C=N st); 1339 m (aliph. C-F 6);
1222 w (CN st); 1204 w, 1167 m (COOR st); 794 w, 696 w (CH &6 1,3-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 6,21 (br, 2H, C-2-NH,, with D,O exchange-
able); 6,93 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 7,21 (s, 1H, H-8); 7,24 (d,
*Jewsen = 15,9 Hz, 1H, (4”-NO,Ph)CH=CH); 7,83 - 7,92 (m, 3H, H-4’ H-5" H-6");
7,95 (s, 1H, H-2°); 8,08 (d, *Jenen = 15,9 Hz, 1H, (4”"-NO,Ph)CH=CH); 8,15 (d,
)y g35- = 8,8 Hz, 2H, H-2"" H-6"); 8,23 (s, 1H, H-5); 8,29 (d, )35y =
8,8 Hz, 2H, H-3"" H-5")

R-Werte: 0,24  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,27  Chloroform/Pyridin 80:20 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

5.1.2.6. Synthese analoger Bicyclen

5.1.2.6.1. Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter
9H-Purin-6-amine

6-Amino-5-nitroso-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on

Verbindung: 96

Summenformel: C,HiN,0,S o

ON
NH
Molekulargewicht: 172,16 g/mol fj\/g

HoNT N s
2 H

Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 4,65 g (32,5 mmol; 1,0 eq.) 15 vorgelegt und in 120,0 ml 1M wassriger Salzsdure
suspendiert. Unter Rihren und Kiihlung auf 0 °C wurde anschlieBend 2,36 g (34,2 mmol; 1,1 eq.)
NaNO,, gelost in 30,0 ml Wasser, zugetropft. Die Suspension verfarbte sich karminrot und wurde fir
weitere 7 h bei 0 °C gerihrt. Danach wurde der unldsliche Riickstand abfiltriert und mit je 30,0 ml
Wasser und Ethanol nachgewaschen. Der verbliebene rote Feststoff wurde liber P,Os5 getrocknet. Es

wurden 4,88 g roter Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 87,2 % entspricht.

Ausbeute: 87,2 %

Schmelzbereich: >320°C

MS (ESI-positiv): m/z = °C:173,2 [M+H]" 100 % C:174,2 [M+H]* 6 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 7,69 (br, 2H, C-6-NH,, with D,O exchange-

able); 11,23 (br, 1H, N-1-H, with D,0 exchangeable); 12,55 (br, 1H, N-3-H,
with D,0 exchangeable)

5,6-Diamino-2-thioxo-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-on

Verbindung: 97

Summenformel: C,H¢N,0OS o

HoN
NH
Molekulargewicht: 158,18 g/mol fj\/g

HoNT N7 s
2 H

Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 4,88 g (28,4 mmol; 1,0 eq.) 96 vorgelegt und in 116,0 ml gesattigter wassriger NaHCOs-
Losung suspendiert. Unter Rihren und Kihlung auf 0 °C wurde anschlieRend 13,00 g (74,7 mmaol;
2,6 eq.) Natriumdithionit portionsweise zugesetzt. Es kam zu starker Gasentwicklung. Die Suspension
verfarbte sich dabei von karminrot nach beige und wurde fiir weitere 6 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Zur Beendigung der Umsetzung wurde der Reaktionsansatz mit Eisessig auf einen pH von

4 - 5 angesduert. Danach wurde der unlésliche Riickstand abfiltriert und mit je 30,0 ml Wasser und

281



5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

Ethanol nachgewaschen. Der verbliebene beige Feststoff wurde lGber P,05 getrocknet. Es wurden

2,89 g beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 64,4 % entspricht.

Ausbeute: 64,4 %

Schmelzbereich: > 320 °C

MS (ESI-positiv): m/z = *C:159,2 [M+H]* 100 % C:160,2 [M+H]* 5 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,64 (br, 6H, N-1-H N-3-H C-5-NH, C-6-NH,,

with D,0 exchangeable)

5,6-Diaminopyrimidin-4(3H)-on

Verbindung: 98
Summenformel: C,H¢N,O 0
HoN NH
Molekulargewicht: 126,12 g/mol | )
b
H,N~ N
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 2,88 g (18,3 mmol; 1,0 eq.) 97 vorgelegt und in 77,0 ml 5%iger wassriger NH3-Losung
geldst. Unter Rihren wurde anschlieBend 9,6 ml einer 50%igen Aufschlammung von Raney-Nickel in
Wasser zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde nachgehend fiir 1,5 h zum Ruickfluss erhitzt und
danach heiB Gber ein Celite®-Pad filtriert. Der Filterriickstand wurde mit 60,0 ml kochendem Wasser
nachgewaschen. Das gesammelte Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der verbliebene
weilB-gelbliche Feststoff wurde Uber P,0s; getrocknet. Es wurden 2,30 g leicht gelber Feststoff

gewonnen, welches einer Ausbeute von 99,8 % entspricht.

Ausbeute: 99,8 %

Schmelzbereich: 238 —240 °C

MS (ESI-positiv): m/z = C:127,4 [M+H]" 100 % C:128,3 [M+H]" 4 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 3,67 (br, 2H, C-5-NH, with D,0

exchangeable); 5,55 (br, 2H, C-6-NH,, with D,O exchangeable), 7,40 (s, 1H,
H-2); 11,58 (br, 1H, N-3-H, with D,0 exchangeable)

1,9-Dihydro-6H-purin-6-on/9H-Purin-6-ol

Verbindung: 99
Summenformel: CsH4N,O
0] OH
- N NH NN
Molekulargewicht: 136,11 g/mol </ | ) -> </ | )
N~ N NN
H H
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 2,55 g (20,2 mmol; 1,0 eq.) 98 vorgelegt und in wenig Wasser suspendiert. Unter Rilhren

wurde anschlieBend 1,09 g bzw. 0,92 ml 85%ige Ameisensaure (20,2 mmol; 1,0 eq.) und 1,99 g bzw.
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1,08 ml 98%ige Schwefelsdure (19,9 mmol; 1,0 eq.) zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde
nachgehend 16 h bei 130 °C gerihrt und verfarbte sich zu einer braunen Losung. Nach Abkihlen
wurde dem Reaktionsgemisch 3,2 ml Wasser zugesetzt, um dieses fllssig zu halten. Bei
nachfolgender Neutralisation mit 25%iger wassriger NHs-Losung kam es zur Bildung eines braunen
Prazipitats. Nach Kiihlung des Reaktionsansatzes auf 0 °C wurde das Prazipitat abfiltriert und mit
jeweils zweimal 12,8 ml Wasser, Ethanol und Aceton nachgewaschen. Der verbliebene beige
Feststoff wurde Uber P,05 getrocknet. Es wurden 1,39 g beiger Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 50,5 % entspricht.

Ausbeute: 50,5 %

Schmelzbereich: >320°C

MS (ESI-positiv): m/z = C:136,2 [M+H]" 100 % C:137,2 [M+H]" 6 %

IR: KBr [vin cm™]: 3134 m ,,br (NH st); 3079 m, 3047 m (aromat. CH st); 2805 m

»or“ (OH st); 1663 s (NH §); 1645 m (C=0 st); 1610 m, 1514 m, 1467 m
(C=C st); 1578 m (NH &); 1419 m (C=N st); 1347 m (OH 6); 1135 m (COH st)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 7,96 (s, 1H, H-4); 8,10 (br, 1H, H-8); 12,62 (br,
2H, 5-N-H 9-N-H, with D,0 exchangeable)

6-Chloro-9H-purin

Verbindung: 100
Summenformel: CsHCIN, cl
N XN
Molekulargewicht: 154,56 g/mol </ | /)
N™ °N
H
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden unter Kihlung auf 0 °C 16,80 g bzw. 10,00 ml POCI; (109,6 mmol; 18,6 eq.) vorgelegt und
mit 1,73 g bzw. 1,80 ml N,N-Dimethylanilin (14,3 mmol; 2,4 eq.) versetzt. AnschlieRend wurden
800 mg (5,9 mmol; 1,0 eq.) 99 zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 0,5 h zum Riickfluss erhitzt
und verfarbte sich langsam zu einer braunen Lésung. Der Uberschuss an POCl; wurde im Vakuum
entfernt. Der verbliebene Rickstand konnte unter Kithlung auf 0 °C in 7,00 ml 25%iger wassriger NH;-
Losung gelost werden, um danach als dry-load fiir die Sdulenchromatographie prapariert zu werden.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 90:10 zu 80:20 (V/V) verwendet. Es wurden 477 mg grau-griiner

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 52,4 % entspricht.

Ausbeute: 52,4 %

Schmelzbereich: 174 -176 °C

MS (ESI-positiv): m/z = *C:156,0 [M+H]* 100 % C:157,1 [M+H]* 6 %

MS (ESI-negativ): m/z = C:153,6 [M-H] 100 % *'Cl:155,4 [M-H] 17 %

IR: KBr [v in cm™]: 3165 m ,,br“ (NH st); 3063 s, 3008 s (aromat. CH st); 1661 m
(NH &); 1618 w, 1603 m, 1489 m, 1476 w (C=C st); 1570 s (NH &); 1424 m
(C=N st)
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'H-NMR:

B3C.NMR:

Re-Werte:

500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 8,66 (s, 1H, H-8); 8,72 (s, 1H, H-4); 12,61 (br,
1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 129,22 (C-1); 146,41 (C-8); 147,61 (C-2);
151,38 (C-4); 154,36 (C-6)

0,37 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,46  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101a
CiHgFsNs /@
HN CF4
279,23 g/mol N NN
<1
ﬁ N
nach AAV 1

Es wurden 209 mg (1,4 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 1088 mg (6,8 mmol; 5,0 eq.) 3-(Trifluoromethyl)anilin
nach AAV 1 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol

als Eluent aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es

wurden 174 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 46,1 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

46,1 %

238 —-240 °C

98,36 % (Retentionszeit: 9,35 min)

m/z = *C:280,6 [M+H]" 100 % **C:281,9 [M+H]" 17 %

m/z = 2C:278,6 [M-H] 100 % C:278,5 [M-H] 15 %

KBr [v in cm™]: 3319 m, 3159 m (NH st); 3082 m, 3045 m (aromat. CH st);
1647 m (NH 6); 1620 m, 1590 s, 1488 s, 1477 m (C=C st); 1557 m (NH 6);
1404 m (C=N st); 1337 s (aliph. C-F 8); 1232 m (CN st); 791 m, 696 m (CH &
1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 7,34 (d, 314,/5, = 7,9 Hz, 1H, H-4"); 7,55 (¢,
*Js a0z = 7,9 Hz, 1H, H-57); 8,26 (d, *Js/s = 6,7 Hz, 1H, H-6"); 8,33 (s, 1H, H-8);
8,45 (s, 1H, H-4); 8,50 (s, 1H, H-2); 10,14 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchange-
able); 13,25 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [§ in ppm]: 116,71 (C-4°); 118,75 (C-2°); 120,12 (C-1);
123,67 (C-6°); 124,18 (CF3); 125,84 (C-5°); 129,93 (C-3°); 140,85 (C-8); 141,28
(C-17); 151,16 151,99 152,12 (C-2 C-4 C-6)

0,41  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,44  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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N-(3-Chlorophenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101b
C11HsCINs @\
HN cl
245,67 g/mol </N | N
N N/)
nach AAV 1

Es wurden 209 mg (1,4 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 861 mg (6,8 mmol; 5,0 eq.) 3-Chloroanilin nach AAV 1
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Methanol als Eluent
aufgereinigt. Dabei wurde ein Stufengradient von 95:5 zu 90:10 (V/V) verwendet. Es wurden 166 mg

beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 50,0 % entspricht.

Ausbeute: 50,0 %

Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):

264 —266 °C

ber.: C53,78; H 3,28; N 28,51

gef.: C53,31; H 3,42; N 28,37

m/z = 1*C:246,5 [M+H]" 100 % **C:247,5 [M+H]" 18 % *'C|:248,5 [M+H]* 42 %
m/z = ?C:244,5 [M-H] 100 % “C:245,5 [M-H] 12 % *'Cl:246,5 [M-H] 29 %

IR: KBr [v in cm™]: 3348 m ,br“, 3121 m ,br“ (NH st); 3070 m, 3040 m (aromat.
CH st); 1646 m (NH &); 1619 s, 1593 s, 1526 m, 1476 m (C=C st); 1570 s
(NH &); 1408 m (C=N st); 1232 m (CN st); 1077 m (aromat. C-Cl §); 794 m,
693 m (CH & 1,3-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 7,04 (d, ;s = 7,9 Hz, 1H, H-4"); 7,32 (¢,
s /avmwe = 7,9 Hz, 1H, H-57); 7,91 (d, *lg/s = 7,9 Hz, 1H, H-6"); 8,24 (t,
4J2f/4szw‘6f= 2,0 Hz, 1H, H-27); 8,30 (s, 1H, H-8); 8,42 (s, 1H, H-4); 9,98 (br, 1H,
C-6-NH), with D,0 exchangeable); 13,22 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchange-
able)

R-Werte: 0,42  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,43  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
N-(3-Chloro-4-((3-chlorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung: 101c

Jeace

Summenformel: Cy5H13CILN:O

Molekulargewicht: 386,24 g/mol
N N
<1
Darstellung: nach AAV 1 NT N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 402 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 3b nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent
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5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kaltem Methanol und Aceton nachge-

waschen. Es wurden 89 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 46,0 %

entspricht.
Ausbeute: 46,0 %
Schmelzbereich: 290 -292 °C

Elementaranalyse: ber.: C55,98; H 3,39; N 18,13
gef.: C56,02; H 3,33; N 18,11

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:387,3 [M+H]" 100 % °C:388,2 [M+H]" 22 % *'CI:389,4 [M+H]" 72 %

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d [6 in ppm]: 5,55 (s, 2H, CH,(3""-CIPh)); 7,05 (d, *Js/s =
8,9 Hz, 1H, H-5°); 7,12 (dd, *Jg /5 = 8,9 Hz *Jg/» = 2,5 Hz, 1H, H-6"); 7,18 (td,
Jyse= 7,2 Hz Y4 jpmue- = 1,8 Hz, 1H, H-4"); 7,24 - 7,30 (m, 3H, H-2"" H-5"
H-6"); 7,42 (d, *Jy/¢ = 2,5 Hz, 1H, H-2); 8,02 (s, 1H, H-8); 8,18 (s, 1H, H-4);
9,47 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchangeable); 13,00 (br, 1H, N-9-H, with D,0
exchangeable)

R-Werte: 0,30 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,44  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N-(4-((3-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung: 101d
Summenformel: Ci5H14CINSO /@O\Q\CI
. HN
Molekulargewicht: 351,79 g/mol
N N
I
Darstellung: nach AAV 1 ” N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 351 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2c nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent
aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton nachge-

waschen. Es wurden 72 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 40,6 %

entspricht.
Ausbeute: 40,6 %
Schmelzbereich: 306 — 308 °C

Elementaranalyse: ber.: C61,46; H4,01; N 19,91
gef.: C60,89; H 4,00; N 19,56

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:352,5 [M+H]" 72 % 3C:353,6 [M+H]" 24 % *'Cl: 355,0 [M+H]* 100%
MS (ESI-negativ): m/z = ?C:350,5 [M-H] 100 % **C:351,5 [M-H] 18 % *’CI:352,5 [M-H] 30%
IR: KBr [vin cm™]: 3170 m ,,br“ (NH st); 3060 m, 3014 m (aromat. CH st); 2924 m,

2873 m (aliph. CH st); 1614 w, 1593 s, 1514 m, 1497 m (C=C st); 1572 s
(NH 8); 1464 m, 1379 w (CH &); 1416 m (C=N st); 1264 m, 1164 m (C-O-C st
Ether); 1236 m (CN st); 1078 w (aromat. C-Cl §); 827 m (CH & 1,4-disubst.
Aromat); 793 m, 703 w (CH & 1,3-disubst. Aromat)
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'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 5,60 (s, 2H, CHy(3""-CIPh)); 6,68 (d, 3J3-5/26 =
8,2 Hz, 2H, H-3" H-5%); 6,96 (d, 312,_6,/3,_5, = 8,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,20 (td,
lys= 7,1 Hz YV jypws = 1,7 Hz 1H, H-47"); 7,23 - 7,29 (m, 3H, H-2"" H-5"
H-6""); 8,03 (s, 1H, H-8); 8,18 (s, 1H, H-4); 9,38 (br, 1H, C-6-NH, with D,0
exchangeable); 13,02 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 54,46 (CH,(3'-CIPh)); 115,86 (C-3° C-5');
119,38 (C-1); 126,83 (C-6""); 127,31 (C-2""); 127,87 (C-4""); 129,23 (C-2" C-6');
130,57 (C-57"); 133,28 (C-3”"); 135,38 (C-1'); 139,25 (C-8); 141,74 (C-17");
152,06 (C-2); 152,30 (C-6); 154,53 (C-4'); 156,16 (C-4)

R-Werte: 0,28  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,42  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N-(4-((4-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung: 101e
Cl
Summenformel: Cy3H14CIN5O /O/O\/@/
. HN
Molekulargewicht: 351,79 g/mol
N N
¢ J
Darstellung: nach AAV 1 ” N

Es wurden 155 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 701 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2h nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent
aufgereinigt. Der erhaltene rot-braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 129 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 36,5 %

entspricht.
Ausbeute: 36,5%
Schmelzbereich: 282 —283 °C

Elementaranalyse: ber.: C61,46; H4,01; N 19,91
gef.: C61,25; H 4,17; N 19,79

MS (ESI-positiv): m/z = C:352,7 [M+H]" 38 % 725,3 [2M+Na]* 100% **C:353,7 [M+H]" 24 %
726,2 [2M+Na]" 40 % *’Cl:354,8 [M+H]* 40 % 727,2 [2M+Na]" 70 %

MS (ESI-negativ): m/z = *C:350,4 [M-H] 100 % 701,0 [2M-H] 16% “C:351,3 [M-H] 17 % 702,0
[2M-H] 6 % *'Cl:352,3 [M-H] 30% 703,0 [2M-H] 10%

IR: KBr [vin cm™]: 3194 m ,br“ (NH st); 3067 m, 3010 m (aromat. CH st); 2925 m,

2848 m (aliph. CH st); 1612 w, 1592 m, 1513 s, 1496 s (C=C st); 1574 s (NH &);
1464 m, 1374 w (CH &); 1405 m (C=N st); 1264 m, 1165 m (C-O-C st Ether);
1234 m (CN st); 1092 m (aromat. C-Cl 6); 828 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 5,58 (s, 2H, CH,(4"-CIPh)); 6,67 (d, *J3-5/2-¢ =
8,6 Hz, 2H, H-3" H-5'); 6,95 (d, *)y-¢ 35 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,23 - 7,31 (m,
4H, H-2"" H-3"" H-5"" H-6"); 8,02 (s, 1H, H-8); 8,17 (s, 1H, H-4); 9,37 (br, 1H,
C-6-NH, with D,0 exchangeable); 13,00 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchange-
able)
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BC.NMR:

Re-Werte:

100 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 54,33 (CH,(4'-CIPh)); 115,82 (C-3° C-5');
119,33 (C-1); 128,60 (C-3" C-57"); 129,30 (C-2" C-6"); 130,03 (C-2"" C-6"');
131,85 (C-4"); 135,37 (C-1°); 138,09 (C-1"); 139,14 (C-8); 152,03 (C-2); 152,25
(C-6); 154,52 (C-4'); 156,13 (C-4)

0,28 Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,40 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

4-((4-((9H-Purin-6-yl)amino)phenoxy)methyl)benzonitril

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101f

=
CioH14NGO O\/@/

342,36 g/mol

%
nach AAV 1 < | /)

Es wurden 154 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 673 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2i nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene rot-braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 94 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 27,5 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):

IR:

"H-NMR:

BC-NMR:

27,5%
250 - 252 °C

ber.: C 66,66; H 4,12; N 24,55

gef.: C66,95; H 4,26; N 24,31

m/z = 2C:343,8 [M+H]" 20 % 707,3 [2M+Na]" 100% C:344,9 [M+H]" 6 %
708,3 [2M+Na]" 38 %

m/z = C:341,4 [M-H] 100 % 683,0 [2M-H]" 16% C:342,3 [M-H] 20 %
684,1 [2M-H] 6 %

KBr [vin cm™]: 3194 m ,br“ (NH st); 3065 s, 3008 m (aromat. CH st); 2927 m,
2869 m (aliph. CH st); 2232 m (C=N st); 1612 w, 1592 s, 1514 m. 1494 m
(C=Cst); 1573 s (NH 8); 1463 s, 1374 w (CH 8); 1412 m (C=N st); 1265 m,
1161 w (C-O-C st Ether); 1235 m (CN st); 828 m, 819 m (CH 6 1,4-disubst.
Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 5,65 (s, 2H, CH,(4"-CNPh)); 6,67 (d, *J3-5 /2.6 =
8,6 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,00 (d, Jy./35 = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,44 (d,
*Jy-g 35+ = 8,6 Hz, 2H, H-2" H-6""); 7,70 (d, *J3-57/26- = 8,6 Hz, 2H, H-3"
H-5); 8,02 (s, 1H, H-8); 8,19 (s, 1H, H-4); 9,40 (br, 1H, C-6-NH, with D,0
exchangeable); 13,01 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 54,92 (CH,(4"'-CNPh)); 115,92 (C-3" C-5°);
116,11 (4”"-C=N); 119,28 (C-1); 128,93 (C-2"* C-6"'); 129,17 (C-2" C-67); 132,64
(C-3" C-57"); 135,40 (C-1°); 139,34 (C-8); 145,12 (C-1"); 152,05 (C-2); 152,33
(C-6); 154,51 (C-4°); 156,24 (C-4)
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5 Experimenteller Teil

Ri-Werte:

0,28  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,38  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

N-(4-((4-Nitrobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101g
NO,
Ci8H14N6O3 /©/0\/©/
362,35 g/mol HIN
N N
I
nach AAV 1 H N

Es wurden 155 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 733 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2j nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene gelb-braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 188 mg gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 51,8 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):

IR:

"H-NMR:

B3C.NMR:

Ri-Werte:

289

51,8 %

277 =279 °C

ber.: C59,67; H 3,89; N 23,19

gef.: C59,53; H3,99; N 22,94

m/z = *C:363,6 [M+H]* 52 % 747,1 [2M+Na]" 100% “*C:364,2 [M+H]* 18 %
748,2 [2M+Na]* 38 %

m/z = C:361,4 [M-H] 100 % 723,0 [2M-H] 12 % “C:362,4 [M-H] 20 %
724,0 [2M-H]' 5%

KBr [vin cm™]: 3192 m ,,br“ (NH st); 3056 m, 3012 m (aromat. CH st); 2922 m,
2859 m (aliph. CH st); 1608 m, 1592 s, 1513 s, 1496 s (C=C st); 1578 s (NH §);
1464 s, 1379 w (CH §8); 1411 m (C=N st); 1344 s (NO, §); 1265 m, 1167 m
(C-O-C st Ether); 1236 m (CN st); 828 m (CH 6 1,4-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,71 (s, 2H, CH,(4"-NO,Ph)); 6,68 (d,
3J3f_5'/2'_5f = 8,5 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,03 (d, 3J2,_6,/3,_5,= 8,5 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,53
(d, *Jyg/35- = 8,8 Hz, 2H, H-2"" H-6"); 8,12 (d, *J3-5/»~ = 8,8 Hz, 2H, H-3"
H-5"); 8,03 (s, 1H, H-8); 8,19 (s, 1H, H-4); 9,40 (br, 1H, C-6-NH, with D,0
exchangeable); 13,03 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 54,80 (CH,(4"-NO,Ph)); 115,91 (C-3" C-57);
119,44 (C-1); 123,88 (C-3" C-5"); 129,10 (C-2" C-67"); 129,23 (C-2" C-6');
135,41 (C-17); 139,38 (C-8); 146,94 (C-1""); 147,36 (C-4""); 152,06 (C-2); 152,35
(C-6); 154,51 (C-4°); 156,24 (C-4)

0,29  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,41  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

N-(4-((3-Nitrobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101h
CisH1aN60O3 /@O\Q\Noz
HN
362,35 g/mol
N N
1)
nach AAV 1 ” N

Es wurden 155 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 733 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2d nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene gelb-braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 42 mg gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 11,7 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):

IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

11,7 %

308 —309 °C

ber.: C 59,67; H 3,89; N 23,19

gef.: C59,31; H 3,87; N 22,91

m/z = 2C:363,8 [M+H]" 24 % 747,2 [2M+Na]" 100% “C:364,8 [M+H]" 6 %
748,2 [2M+Na]" 40 %

m/z = *C:361,4 [M-H] 100 % 723,0 [2M-H] 12 % C:362,4 [M-H] 20 %

724,0 [2M-H] 5 %

KBr [vin cm™]: 3154 m ,,br“ (NH st); 3071 m, 3008 m (aromat. CH st); 2926 m,
2851 m (aliph. CH st); 1612 w, 1598 m, 1513 s, 1496 m (C=C st); 1576 s
(NH &); 1464 m, 1377 w (CH 8); 1414 m (C=N st); 1345 s (NO, &); 1264 m,
1166 w (C-O-C st Ether); 1232 m (CN st); 829 w (CH & 1,4-disubst. Aromat);
793 w, 694 m (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 5,71 (s, 2H, CH,(3""-NO,Ph)); 6,68 (d,
*Jy526= 8,7 Hz, 2H, H-3" H-5"); 7,00 (d, *)y6/3-5 = 8,7 Hz, 2H, H-2" H-6");
7,55 (t, *Js/4 e = 8,1 Hz, 1H, H-57"); 7,70 (d, *J6-/s- = 7,9 Hz, 1H, H-6""); 8,04
(s, 1H, H-8); 8,07 (dd, *J4/s- = 8,3 Hz “J4s- = 1,5 Hz, 1H, H-47); 8,11 (t,
o japme = 1,5 Hz, 1H, H-2""); 8,21 (s, 1H, H-4); 9,40 (br, 1H, C-6-NH, with
D,0 exchangeable); 13,05 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [5 in ppm]: 54,38 (CH, (3"-NO,Ph)); 115,94 (C-3" C-5°);
119,42 (C-1); 122,40 (C-4”"); 122,70 (C-2""); 129,29 (C-2" C-67); 130,25 (C-57);
134,91 (C-6"'); 135,23 (C-17); 139,41 (C-8); 141,51 (C-1""); 148,18 (C-3");
152,07 (C-2); 152,35 (C-6); 154,51 (C-4°); 156,25 (C-4)

0,29  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,41  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

N-(4-((4-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung: 101i
F
Summenformel: CigH14FNsO /©/Ov©/
. HN
Molekulargewicht: 335,34 g/mol
N N
I
Darstellung: nach AAV 1 H N

Es wurden 155 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 652 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2g nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent
aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 72 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 21,4 %

entspricht.

Ausbeute: 21,4 %

Schmelzbereich: 300-302 °C

HPLC-Reinheit: 98,88 % (Retentionszeit: 8,23 min)

MS (ESI-positiv): m/z = C:336,7 [M+H]" 24 % 693,2 [2M+Na]* 100% C:337,7 [M+H]' 7 %
694,2 [2M+Na]* 38 %

MS (ESI-negativ): m/z = C:334,4 [M-H] 100 % 669,0 [2M-H]" 12 % “C:335,4 [M-H] 19 %
670,0 [2M-H] 4 %

IR: KBr [vin cm™]: 3150 m ,,br“ (NH st); 3067 m, 3011 m (aromat. CH st); 2927 m,

2872 m (aliph. CH st); 1612 w, 1593 m, 1513 m, 1496 s (C=C st); 1568 s
(NH &); 1465 m, 1376 w (CH &); 1413 m (C=N st); 1266 m, 1165 w (C-O-C st
Ether); 1233 m (CN st); 1219 s (aromat. C-F 6); 837 w, 822 w (CH 6 1,4-
disubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,56 (s, 2H, CH,(4""-FPh)); 6,67 (d, 313,_5,/2,_6, =
8,8 Hz, 2H, H-3" H-5); 6,93 (d, 312'_6'/3'_; = 8,8 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,05 (tt,
)32 bawr UNA *Jssepzwe = 8,9 Hz *Jyss- und *Jg- 3+ = 2,3 Hz, 2H, H-3" H-5);
7,25 (dd, *)y-67/375- = 8,9 Hz *)-jr und *Jg- ¢ = 5,6 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 8,02 (s,
1H, H-8); 8,18 (s, 1H, H-4); 9,38 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchangeable);
12,99 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 54,20 (CH,(4’-FPh)); 115,28 115,49 (C-3”
C-5”); 115,82 (C-3° C-5°); 119,33 (C-1); 129,38 (C-2° C-6°); 130,16 130,24
(C-2" C-6""); 135,16 135,19 (C-1”'); 135,36 (C-1'); 139,10 (C-8); 152,06 (C-2);
152,26 (C-6); 154,54 (C-4"); 156,16 (C-4); 160,44 162,85 (C-4"")

R-Werte: 0,27  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)
0,41  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

N-(4-((3-Methoxybenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101j
C19H17N50, /©/O\/©\OCH3
HN
347,38 g/mol
N XN
W
nach AAV 1 N N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 344 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2a nach AAV 1 umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 120 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 69,1 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

69,1 %
300 —302 °C

ber.: C 65,69; H 4,93; N 20,16

gef.: C65,61; H 4,90; N 20,23

m/z = *C:348,8 [M+H]" 58 % 717,4 [2M+Na]* 100% **C:349,9 [M+H]" 14 %
718,4 [2M+Na]" 52 %

m/z = *C:346,4 [M-H] 100 % 693,1 [2M-H] 7 % °C:347,4 [M-H] 21 %

KBr [vin cm™]: 3137 m ,,br“ (NH st); 3063 m, 3004 m (aromat. CH st); 2965 m,
2919 m, 2869 m (aliph. CH st); 1612 w, 1593 m, 1513 m, 1498 m (C=C st);
1571 s (NH 8); 1457 m, 1373 w (CH &); 1415 m (C=N st); 1258 m, 1162 m
(C-O-C st Ether); 1235 m (CN st); 828 w (CH & 1,4-disubst. Aromat); 792 w,
697 w (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 3,63 (s, 3H, 3"-OCHs); 5,57 (s, 2H,
CH,(3""-OCH;Ph)); 6,68 (d, *J3-5/2-¢ = 8,5 Hz, 2H, H-3" H-5"); 6,75 (dd, *)/s- =
8,2 Hz *Jy- = 2,3 Hz, 1H, H-4"); 6,77 (t, *)3/abaws = 2,3 Hz, 1H, H-2"'); 6,79
(d, g5+ = 7,7 Hz, 1H, H-6""); 6,97 (d, *Jo-6/3-5 = 8,5 Hz, 2H, H-2" H-6); 7,15 (t,
*Js /4 baws- = 7,7 Hz, 1H, H-5"); 8,02 (s, 1H, H-8); 8,18 (s, 1H, H-4); 9,37 (br, 1H,
C-6-NH, with D,0 exchangeable); 12,99 (br, 1H, N-9-H, with D,0 exchange-
able)

100 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 54,89 (CH,(3""-OCH;Ph)); 55,29 (3""-OCHs);
112,42 (C-4”); 113,90 (C-2""); 115,78 (C-3" C-5°); 119,37 (C-1); 120,28 (C-6"");
129,20 (C-2° C-6°); 129,71 (C-5""); 135,62 (C-1°); 139,06 (C-8); 140,68 (C-1");
152,04 (C-2); 152,25 (C-6); 154,62 (C-4°); 156,07 (C-4); 159,56 (C-3"")

0,28  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,38  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

N-(4-((4-Methylbenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101k
C19H17N5O /@/O\/Q/
HN
331,38 g/mol
N N
¢
nach AAV 1 N

N
H

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 320 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2e nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 58 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 35,2 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

293

35,2 %

284 —286 °C

ber.: C 68,87; H5,17; N 21,13

gef.: C68,65; H5,13; N 21,30

m/z = *C:332,3 [M+H]" 100 % 685,1 [2M+Na]* 8 % °C:333,3 [M+H]" 22 %
686,1 [2M+Na]" 5 %

m/z = **C:330,3 [M-H] 100 % 661,1 [2M-H] 8 % °C:331,4 [M-H] 22 %

KBr [vin cm™]: 3145 m ,,br“ (NH st); 3066 m, 3004 m (aromat. CH st); 2963 m,
2924 m, 2870 m (aliph. CH st); 1612 w, 1592 m, 1512 s, 1495 s (C=C st);
1575 s (NH &); 1466 m, 1373 w (CH 6); 1413 m (C=N st); 1262 m, 1162 m
(C-O-C st Ether); 1231 m (CN st); 828 w, 811 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 2,21 (s, 3H, 4”-CHj3); 5,55 (s, 2H,
CH,(4""-CH3Ph)); 6,66 (d, *J3-5 /2.6 = 8,3 Hz, 2H, H-3" H-5'); 6,93 (d, *J6/35 =
8,3 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,03 (d, 313~_5~/2~_6~ = 7,9 Hz, 2H, H-3"" H-5""); 7,09 (d,
*)y6 35~ = 7,9 Hz, 2H, H-2"" H-6"); 8,01 (s, 1H, H-8); 8,16 (s, 1H, H-4); 9,34
(br, 1H, C-6-NH, with D,0O exchangeable); 12,97 (br, 1H, N-9-H, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 21,10 (4"'-CHs); 54,67 (CH,(4"'-CHsPh));
115,77 (C-3" C-5); 119,31 (C-1); 128,13 (C-2”" C-6""); 129,20 (C-3" C-57);
129,29 (C-2° C-6°); 135,58 (C-1°); 135,94 (C-1"); 136,26 (C-4°"); 138,93 (C-8);
152,04 (C-2); 152,23 (C-6); 154,61 (C-4°); 156,06 (C-4)

0,27  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,39 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)



5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

N-(4-((3-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

101l
CigH14FNsO /Q/OQ\F
HN
335,34 g/mol
N N
1)
nach AAV 1 ” N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 100 mit 326 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2b nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 92,5:7,5 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Der erhaltene braune Feststoff wurde mit wenig kalten Methanol und Aceton

nachgewaschen. Es wurden 50 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 30,0 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Re-Werte:

30,0 %

295 -297 °C

99,17 % (Retentionszeit: 8,36 min)

m/z = **C:336,5 [M+H]" 100 % *>C:337,4 [M+H]" 20 %

m/z = *C:334,7 [M-H] 100 % *C:335,6 [M-H] 21 %

KBr [vin cm™]: 3147 m ,,br“ (NH st); 3068 m, 3012 m (aromat. CH st); 2925 m,
2871 m (aliph. CH st); 1613 m, 1594 m, 1513 s, 1495 s (C=C st); 1570 s (NH §);
1465 m, 1375 w (CH &); 1413 m (C=N st); 1260 m, 1165 m (C-O-C st Ether);
1249 m (aromat. C-F &); 1233 m (CN st); 828 w (CH 6 1,4-disubst. Aromat);
793 m, 697 m (CH & 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 5,59 (s, 2H, CH,(3""-FPh)); 6,68 (d, 313,_5,/2,_6, =
8,4 Hz, 2H, H-3" H-5'); 6,98 (d, *Jy¢/3-5 = 8,4 Hz, 2H, H-2 H-6"); 7,00 - 7,03 (m,
1H, H-47); 7,04 (t, *)a/abaws- = 2,2 Hz, 1H, H-2""); 7,07 (d, g /5= 7,7 Hz, 1H,
H-6"); 7,28 (dt, *Js /4 baws” = 8,0 Hz *Js-r = 6,0 Hz, 1H, H-5""); 8,02 (s, 1H, H-8);
8,19 (s, 1H, H-4); 9,39 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchangeable); 13,00 (br, 1H,
N-9-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 54,50 (CH,(3"'-FPh)); 114,00 114,21 (C-2"');
114,63 114,85 (C-4°"); 115,90 (C-3° C-5); 119,44 (C-1); 124,15 124,17 (C-6"');
129,21 (C-2" C-67); 130,55 130,64 (C-57"); 135,39 (C-1"); 139,21 (C-8); 141,78
142,14 (C-17); 152,05 (C-2); 152,39 (C-6); 154,58 (C-4°); 156,20 (C-4); 161,32
163,74 (C-3")

0,28  Chloroform/Methanol 90:10 (V/V)

0,41  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

N-(4-((4-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-9-hexyl-9H-purin-6-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

102a

0
C24H26CINsO Q
HN
N Cl

435,96 g/mol

N ~—~
Ly
nach AAV 10 /\/\)

Es wurden 176 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 101e mit 99 mg bzw. 84 ul (0,6 mmol; 1,2 eq.) Bromhexan

nach AAV 10 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol

97,5:2,5 (V/V) als Eluent aufgereinigt und nachgehend in einer Heptan-Ethylacetat-Mischung 80:20

(V/V) umkristallisiert. Es wurden 27 mg weiRer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von

12,4 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

"H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

295

12,4 %
143 - 144 °C

ber.: C 66,12; H 6,01; N 16,06

gef.: C66,03; H 5,94; N 16,22

m/z = 1*C:436,8 [M+H]" 100 % **C:437,9 [M+H]" 40 % *'C|:439,0 [M+H]* 80 %
m/z= 2C:434,5 [M-H] 100% **C:435,4 [M-H] 26% *Cl:436,4 [M-H] 34 %

KBr [vin cm™]: 3179 m ,,br“ (NH st); 3064 m, 3024 m (aromat. CH st); 2952 m,
2927 m, 2855 m (aliph. CH st); 1610 w, 1595 m, 1512 m, 1490 w (C=C st);
1575 s (NH 8); 1470 m, 1377 w (CH &); 1407 w (C=N st); 1264 m, 1164 w
(C-O-C st Ether); 1226 m (CN st); 1091 m (aromat. C-Cl §); 836 w (CH & 1,4-
disubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 0,82 (t, *Jcus/cnz = 7,0 Hz, 3H, NCH,CH,(CH,)s-
CHs); 1,19 - 1,26 (m, 6H, NCH,CH,(CH,)sCHs); 1,77 (qui, *Jena/crabew.crz = 7,2 Hz,
2H, NCH,CH,(CH,)5CHs); 4,12 (t, *Jeua/cnz = 7,2 Hz, 2H, NCH,(CH,)4CHs); 5,56 (s,
2H, CH,(4""-CIPh); 6,67 (dd, *J3.526 = 6,7 Hz *J35 und “Js/3- = 2,2 Hz, 2H, H-3°
H-5'); 6,94 (dd, *)y.6/35 = 6,7 Hz *) /6 und *Jg/> = 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,24
(d, *)y67/35-= 6,7 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 7,29 (d, *J3-.5-/2.¢- = 6,7 Hz, 2H, H-3"
H-5); 8,09 (s, 1H, H-8); 8,20 (s, 1H, H-4); 9,39 (br, 1H, C-6-NH, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 14,27 (CH3(CH,)sN); 22,37 (CH3CH,(CH,)4N);
26,12 (CHsCH,CH,(CH,)sN); 29,68  (CHs(CH,),CH,(CH,),N); 31,08
(CH5(CH,)sCH,CH,N); 43,38 (CHs(CH,),CH,N); 54,33 (CH,(4"-CIPh)); 115,85
(C-3" C-5); 119,60 (C-1); 128,63 (C-3" C-57"); 129,32 (C-2" C-6"); 130,06 (C-2"
C-6""); 131,90 (C-4""); 135,26 (C-1°); 137,98 (C-1""); 141,06 (C-8); 151,45 (C-2);
151,94 (C-6); 154,58 (C-4); 156,22 (C-4)

0,06  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)

0,48  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

0,57 Ethylacetat



5.1.2.6.1 Synthese 6-anilino-/6-anilino-9-alkylsubstituierter 9H-Purin-6-amine

9-Benzyl-N-(4-((4-chlorobenzyl)oxy)phenyl)- 9H-purin-6-amin
Verbindung: 102b o)
Summenformel: Cy5H,0CINSO HNE : b
=N Cl
Molekulargewicht: 441,92 g/mol 2‘ \ /)
N
N

Darstellung: nach AAV 10 ©)

Es wurden 176 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 101e mit 103 mg bzw. 71 ul (0,6 mmol; 1,2 eq.) Benzylbromid
nach AAV 10 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol
98:2 (V/V) als Eluent aufgereinigt und nachgehend in einer Heptan-Ethylacetat-Mischung 80:20 (V/V)

umbkristallisiert. Es wurden 54 mg weilRer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 24,4 %

entspricht.
Ausbeute: 24,4 %
Schmelzbereich: 214 -215°C

Elementaranalyse: ber.: C67,95; H 4,56; N 15,85
gef.. C67,62; H4,52; N 15,92

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:442,6 [M+H]" 50 % >C:443,4 [M+H]" 100 % *'C|:445,5 [M+H]" 84 %
MS (ESI-negativ): m/z= 2C:440,4 [M-H] 100% °C: 441,4 [M-H] 28% *'Cl:442,3 [M-H] 34 %
IR: KBr [vin cm™]: 3172 m ,,br“ (NH st); 3066 m, 3031 m (aromat. CH st); 2928 m,

2853 m (aliph. CH st); 1610 w, 1594 m, 1512 m, 1491 m (C=C st); 1575 s
(NH 8); 1470 m, 1386 w (CH &); 1407 m (C=N st); 1265 m, 1164 w (C-O-C st
Ether); 1228 m (CN st); 1090 m (aromat. C-Cl §); 837 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg¢ [6 in ppm]: 5,36 (s, 2H, NCH,Ph); 5,55 (s, 2H,
CH,(4'-CIPh); 6,67 (dd, *J35/26 = 6,2 Hz *J3/5- und “Js/5 = 2,4 Hz, 2H, H-3
H-5'); 6,94 (dd, *Jy6/3-5 = 6,2 Hz *Jo/g und “Jg/» = 2,4 Hz, 2H, H-2" H-6');
7,23 -7,32 (m, 9H, H-2"" H-3" H-5"" H-6"" NCH,Ph); 8,21 (s, 1H, H-4); 8,23 (s,
1H, H-8); 9,40 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchangeable)

B3C-NMR: 100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 46,68 (NCH,Ph); 54,37 (CH,(4"’-CIPh)); 115,88
(C-3° C-5°); 119,56 (C-1); 128,10 (C-2""" C-6"""); 128,20 (C-4°"’); 128,64 (C-3"
C-5"); 129,11 (C-3”" C-5"""); 129,33 (C-2" C-6"); 130,08 (C-2" C-6""); 131,92
135,19 (C-1° C-4°"); 137,40 (C-1"""); 137,88 (C-1"); 140,98 (C-8); 151,37 (C-2);
152,23 (C-6); 154,64 (C-4°); 156,28 (C-4)

R-Werte: 0,06  Chloroform/Ethylacetat 90:10 (V/V)
0,46  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
0,56  Ethylacetat
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5 Experimenteller Teil

5.1.2.6.2. Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter
7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Ethyl-2-cyano-4,4-diethoxybutanoat

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

103
C11H19NO4 L
(0] CN
229,28 g/mol /\OJ\)YOV
(0]

Einzelvorschrift

In einem ausgeheizten Zweihalskolben wurden vorgelegt: 4,52 g wasserfreies K,CO; (32,6 mmol;
1,0 eq.) und 0,33 g Nal (2,2 mmol; 0,1 eq.). AnschlieBend wurden 17,45 g bzw. 16,50 ml (154,2 mmol;

4,6 eq.) Ethylcyanoacetat zugesetzt. Unter Argonatmosphare wurde dem Reaktionsgemisch danach

6,61 g bzw. 5,20 ml (33,5 mmol; 1,0 eq.) Bromoacetaldeyhyd-diethylacetal langsam zugetropft.

Anschliefend wurde der Reaktionsansatz 4,5 h bei 145 °C erhitzt. Dabei verfarbte sich die Lésung von

gelb nach braun. Nach Abkiihlen des Rohprodukts und Zusatz von 60,0 ml Wasser wurde dreimal mit

je 60,0 ml Diethylether extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden liber NaSO, getrocknet

und im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Das verbliebene gelbe Ol wurde siulenchromato-

graphisch mit n-Hexan/Ethylacetat 90:10 (V/V) als Eluent getrennt. Die Detektion der Trennung

erfolgte diinnschichtchromatographisch mit KMnO,-Tauchreagenz. Es wurden 6,66 g farbloses Ol

gewonnen, welches einer Ausbeute von 86,7 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

Re-Werte:
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86,7 %

m/z = *C:252,6 [M+Na]* 100 %; °C:253,5 [M+Na]" 12 %

m/z = 12C:228,8 [M-H] 100 %; *C:230,1 [M-H] 16 %

KBr [vin cm™]: 2978 m, 2932 w, 2901 w (aliph. CH st); 2251 w (C=N st); 1745 s
(C=0 st); 1445 w, 1372 m (CH 8); 1124 m (C-O-C st Ether)

500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 1,10 (t, *Jeusjcrz = 7,1 Hz, 6H, CH(OCH,CHs),;
1,21 (t, *Jeusjcn2 = 7,1 Hz, 3H, C(=0)OCH,CHs); 2,10 (t, *Jeuz/crbaw.ci = 6,1 Hz, 2H,
CHCH,CHCN); 3,45 (m, 2H, CH(OCH,CH;)); 3,58 (m, 2H, CH(OCH,CHs)); 4,11 (t,
lewjenz = 6,4 Hz, 1H, CHCH,CHCN); 4,15 (qua, “auyes = 7,2 Hz, 2H,
C(=0)OCH,CHs), 4,59 (t, *Jenyen2 = 5,7 Hz, 1H, CHCH,CHCN)

0,68 n-Heptan/Ethylacetat 50:50 (V/V)

0,44  n-Heptan/Ethylacetat 75:25 (V/V)

0,56 n-Heptan/Ethylacetat 50:50 (V/V) Nebenprodukt

0,31 n-Heptan/Ethylacetat 75:25 (V/V) Nebenprodukt



5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

6-Amino-5-(2,2-diethoxyethyl)-2-mercaptopyrimidin-4-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

104

C10H17N305S OH
~© BN

259,32 g/mol

N
|
\/CI)-IzN N/)\SH

Einzelvorschrift

Unter Kiihlung auf 0 °C und Riihren wurde zunachst eine NaOCH;-Losung prapariert. Dazu wurden

521 mg (22,7 mmol; 1,1 eq.) Natrium in 17,20 ml trockenem Methanol gel6st. AnschlieRend wurden

4,72 g (20,6 mmol; 1,0 eq.) 103 zugesetzt. Dabei verfarbte sich die Losung gelb. Danach wurden

1,73 g (22,7 mmol; 1,1 eq.) Thioharnstoff hinzugegeben und der Reaktionsansatz (iber 12 h zum

Rickfluss erhitzt. Nach Entfernung des Losungsmittels im Vakuum wurde der Riickstand in 60,0 ml

Wasser gelost und mit dreimal je 60,0 ml Diethylether extrahiert. Durch Neutralisation der wassrigen

Phase mit Eisessig kam es zur Bildung eines Prazipitats, welches lber Filtration und Trocknung Gber

P,0s gewonnen wurde. Es wurden 4,12 g beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von

77,1 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

77,1 %

>320°C

m/z = °C:282,2 [M+Na]" 38 % 541,0 [2M+Na]* 100 %

m/z = 2C:258,4 [M-H] 74 % 517,0 [2M-H] 100 %

KBr [v in cm™]: 3408 m ,br“ (OH st); 3335 m ,br”(NH, st); 3212 m ,br“
(NH st); 2973 m, 2908 m (aliph. CH st); 1635 s (NH, &); 1551 s (NH &); 1431 m;
1375 m (CH §); 1303 w (OH §); 1213 m (CN st); 1134 m (C-O-C st Ether);
1047 m (COH st)

500 MHz, DMSO-dg [ in ppm]: 1,05 (t, *Jeus/cnz = 7,1 Hz, 6H, CH(OCH,CH3)y;
2,42 (d, *Jeyajen = 5,6 Hz, 2H, CHCH,Pyr); 3,39 (qua, *Jerz/ens = 7,0 Hz, 2H, CH(O-
CH,CH:)); 3,57 (qua, *Jepyers = 7,1 Hz, 2H, CH(OCH,CHs); 4,48 (t, *Jawenz =
5,7 Hz, 1H, CHCH,Pyr); 6,03 (br, 2H, C-6-NH,, with D,0 exchangeable); 11,40
(br, 1H, OH with D,0 exchangeable); 11,70 (br, 1H, SH with D,0 exchange-
able)

0,46  Ethylacetat

0,61 Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

2-Mercapto-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ol

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

105
OH 0
CeHsN50S q
J | N | NH
P A
N SH N™ °N
167,19 g/mol H H H
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5 Experimenteller Teil

Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 3,85 g (14,9 mmol; 1,0 eq.) 104 vorgelegt und anschlielend 44,6 ml einer 0,2 M wassrigen
Salzsdure zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir 2 d bei Raumtemperatur gerihrt. Die gelb-
orangene Suspension verfarbte sich Gber den Reaktionsverlauf grau. Nach Filtration des grauen
Feststoffs wurde dieser mit Wasser und Ether nachgewaschen und anschlieBend tber P,0s

getrocknet. Es wurden 2,48 g weil3-grauer Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 99,9 %

entspricht.

Ausbeute: 99,9 %

Schmelzbereich: >320°C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:168,2 [M+H]" 100 % *C:169,1 [M+H]" 10 %

MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:166,3 [M-H] 100 % **C:167,3 [M-H] 8 %

IR: KBr [v in em™]: 3339 s ,br“ (OH st); 3309 s ,br“ (NH st); 3099 s, 3033 s

(aromat. CH st); 1666 s (C=0 st); 1615 m, 1592 s, 1503 m, 1484 m (C=C st);
1581 s (NH 8); 1304 m (OH 6); 1210 s (CN st); 1134 s (C=S st)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 6,31 (d, *Js/s = 3,0 Hz, 1H, H-5); 6,69 (d, *J¢/s =
3,0 Hz, 1H, H-6); 11,20 (br, 1H, N-3-H, with D,0 exchangeable); 11,81 (br, 1H,
N-7-H, with D,0 exchangeable); 13,14 (br, 1H, N-1-H, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,28  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)
0,45 Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ol

Verbindung: 106
Summenformel: CsHsNsO oH
J N J NH
Molekulargewicht: 135,13 g/mol | /) - | /)
NT >N N™ >N
H H
Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 7,15 g (42,8 mmol; 1,0 eq.) 105 in 48,0 ml Wasser unter Riihren suspendiert und auf 50 °C
erhitzt. AnschlieBend wurden 19,1 ml einer 25%igen wassrigen NH;-Losung hinzugegeben, welches
zur Losung des Feststoffs flihrte. Danach wurden portionsweise 35,80 ml einer 50%igen Auf-
schlammung von Raney-Nickel in Wasser zugesetzt. Dabei verfarbte sich der Reaktionsansatz
schwarz. Nachgehend wurde die Mischung 7 h zum Riickfluss erhitzt und anschlieBend heil tber ein
Celite®-Pad filtriert. Der Filterrickstand wurde mit kochendem Wasser nachgewaschen. Das
gesammelte Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingeengt. Es wurden 3,07 g leicht griinlicher

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 53,1 % entspricht.

Ausbeute: 53,1%

Schmelzbereich: 317-319 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:158,0 [M+Na]" 100 %

MS (ESI-negativ): m/z = ?C:134,4 [M-H] 100 % **C:135,4 [M-H] 8 %
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5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

IR: KBr [v in cm™]: 3317 m ,br“ (OH st); 3182 s ,br“ (NH st); 3085 m, 3054 m
(aromat. CH st); 1646 m (C=0 st); 1625 m, 1590 s, 1515 m, 1495 m (C=C st);
1580 (NH 8); 1416 w (C=N st); 1332 s (OH 6); 1227 w (CN st)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d; [6 in ppm]: 6,41 (d, *Js/s = 3,2 Hz, 1H, H-5); 7,00 (d, *J¢/s =
3,2 Hz, 1H, H-6); 7,80 (s, 1H, H-2); 11,73 (br, 1H, N-3-H, with D,0 exchange-
able); 11,81 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)

R-Werte: 0,26  Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,36  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)

4-Chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

Verbindung: 107

Summenformel: CsHiCINg cl
/Y N

Molekulargewicht: 153,57 g/mol | /)
NN

Darstellung: Einzelvorschrift

Es wurden 2,00 g (14,8 mmol; 1,0 eq.) 106 vorgelegt und anschliefend unter Kithlung auf 0 °C 33,60 g
bzw. 20,00 ml (219,1 mmol; 14,8 eq.) POCl; zugesetzt. Die Mischung wurde fiir 5h zum Rickfluss
erhitzt und nach Abkilhlen das tGberschiissige POCl; im Vakuum entfernt. Der verbliebene Riickstand
wurde mit 20%iger wassriger K,COs-Losung neutralisiert und dreimal mit je 250,0 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet und anschlieBend im
Vakuum von Losungsmittel befreit. Es wurden 968 mg griinlicher Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 42,6 % entspricht.

Ausbeute: 42,6 %

Schmelzbereich: 189 —-190 °C

MS (ESI-positiv): m/z = °C: 154,2 [M+H]* 20 %

MS (ESI-negativ): m/z = C: 152,4 [M-H] 100 % “*C: 153,35 [M-H] 6 % *’Cl: 154,4 [M-H] 36%
IR: KBr [v in cm™]: 3193 m ,br“ (NH st); 3066 s, 3044 s (aromat. CH st); 1626 w,

1598 s, 1513 m, 1493 m (C=C st); 1570 m (NH 6); 1407 m (C=N st); 1065 w
(aromat. C-Cl §)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [8 in ppm]: 6,59 (d, Js/s = 3,5 Hz, 1H, H-5); 7,67 (d, *J¢/s =
3,5 Hz, 1H, H-6); 8,57 (s, 1H, H-2); 12,54 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchange-
able)

BC-NMR: 100 MHZ, DMSO-dg: [6 in ppm]: 99,02 (C-5); 116,74 (C-4a); 128,43 (C-6);
150,51 (C4); 150,06 (C-2); 151,93 ppm (C-7a)

R-Werte: 0,60 Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V)

0,62  Ethylacetat/Methanol 90:10 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin
(2)-N-(3-Trifluoromethyl)phenyl)-3,7-dihydro-4H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-imin

Verbindung: 108a
Summenformel: Ci3HoF3N, /@\ /@\
HN CF3 NI CF
Molekulargewicht: 278,24 g/mol / N / NH
L L)
NN NN
Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 154 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 483 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 3-(Trifluoromethyl)anilin
nach AAV 1 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol
95:5 (V/V) als Eluent aufgereinigt. Es wurden 261 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer

Ausbeute von 93,8 % entspricht.

Ausbeute: 93,8%

Schmelzbereich: 142 - 144 °C

HPLC-Reinheit: 98,59 % (Retentionszeit: 9,56 min)

MS (ESI-positiv): m/z = 2C: 279,3 [M+H]* 100 % “*C: 280,4 [M+H]* 15 %

MS (ESI-negativ): m/z = C: 277,4 [M-H] 100 % “C: 278,4 [M-H] 12 %

IR: KBr [v in cm™]: 3384 m ,br“ (NH st); 3097 s, 3068 m (aromat. CH st); 1653 m

(NH &); 1618 w, 1590 s, 1510 m, 1495 m (C=C st); 1557 s (NH &); 1419 m
(C=N st); 1129 s (aromat. C-F §); 796 m, 693 m (CH & 1,3-disubst. Aromat)
'H-NMR: Verhaltnis nach NMR bei 27°C in DMSO-dg: 4:6
N-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin:
500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 6,80 (dd, *Js/s = 3,3 Hz “Js/u = 1,9 Hz, 1H, H-5);
7,19 (br, 1H, C-4-NH); 7,27 (dd, 3J6/5 =3,3 Hz 3Je/NH = 2,3 Hz, 1H, H-6); 7,31 (d,
loss- = 7,7 Hz, 1H, H-6"); 7,55 (t, *J5/4pme = 8,0 Hz, 1H, H-5"); 8,22 (d,
SJ4~/5' = 8,4 Hz, 1H, H-4"); 8,33 (s, 1H, H-2); 8,37 (t, 412'/4'bzw,6' =1,9 Hz, 1H, H-2");
9,57 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)
(Z2)-N-(3-Trifluoromethyl)phenyl)-3, 7-dihydro-4H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-
imin:
500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 6,81 (d, 315/6 = 3,7 Hz, 1H, H-5); 7,19 (br, 1H;
N-1-H/N-3-H, with D,0 exchangeable); 7,68 (d, 3J6'/5' =7,9 Hz, 1H, H-67); 7,71
(d, *Je/s = 3,7 Hz, 1H, H-6); 7,75 (t, *J5/4bme = 8,0 Hz, 1H, H-5°); 8,15 (s, 1H,
H-2); 8,18 (d, *Ju/s- = 8,0 Hz, 1H, H-4'); 8,33 (t, *Ja/abawe = 1,9 Hz, 1H, H-2');
11,82 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)
R-Werte: 0,34  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
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5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

N-(4-((4-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung: 108b

Summenformel: CygH15CIN,O /©/
HN
Molekulargewicht: 350,81 g/mol
/Y N
7
H N

Darstellung: nach AAV 1

Es wurden 154 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 701 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2h nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.
Dabei wurde ein Stufengradient von 98:2 zu 95:5 (V/V) verwendet. Es wurden 237 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 67,6 % entspricht.

Ausbeute: 67,6 %

Schmelzbereich: 265 -267 °C

Elementaranalyse: ber.: C65,05; H 4,31; N 15,97
gef.: C64,84; H4,39; N 15,69

MS (ESI-positiv): m/z = 2C:351,2 [M+H]" 100 % *C:352,2 [M+H]" 24 % *'CI:353,2 [M+H]" 40 %
MS (ESI-negativ): m/z = 1?C:349,2 [M-H] 100 % *C:350,2 [M-H] 17 % *'CI:351,2 [M-H] 30 %
IR: KBr [vin cm™]: 3186 m ,,br“ (NH st); 3100 m, 3060 m (aromat. CH st); 2923 m,

2855 m (aliph. CH st); 1613 w, 1588 m, 1512 s, 1490 m (C=C st); 1568 s
(NH 8); 1441 m, 1382 w (CH §&); 1408 m (C=N st); 1285 s (CN st); 1229 m,
1170 m (C-O-C st Ether); 1091 m (aromat. C-Cl §); 826 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 4,54 (dd, *Js/s = 4,0 Hz *Js/\y = 2,0 Hz, 1H, H-5);
5,21 (s, 2H, CH,(4”"-CIPh)); 6,77 (dd, *)3-5/26 = 6,6 Hz *J35- und *Js/3- = 2,2 Hz,
2H, H-3" H-5); 6,83 (dd, *Je/s = 3,5 Hz “Jeun = 2,4 Hz, 1H, H-6); 7,00 (dd,
*lyg35 = 6,6 Hz ")y und *Jg /> = 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,27 - 7,34 (m, 4H,
H-2"" H-3"" H-5" H-6"); 8,21 (s, 1H, H-2); 9,65 (br, 1H, C-4-NH, with D,0
exchangeable); 11,52 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 53,22 (CH,(4’-CIPh)); 101,09 (C-5); 102,96
(C-4a); 116,40 (C-3° C-5); 121,17 (C-6); 128,61 (C-3" C-57"); 130,24 (C-2”
C-6"); 130,61 (C-2° C-6°); 131,81 (C-4"); 135,25 (C-1°); 138,10 (C-1"'); 151,20
(C-2); 151,94 (C-4°); 156,63 (C-7a); 157,25 (C-4)

R-Werte: 0,34 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)
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5 Experimenteller Teil

4-((4-((7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)Jamino)phenoxy)methyl)benzonitril

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108c

//N
C20H15N50 O\/@/
341,37 g/mol HN’ :

N
\ L
nach AAV 1 N N/

Es wurden 154 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 673 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2i nach AAV 1 umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol als Eluent aufgereinigt.

Dabei wurde ein Stufengradient von 98:2 zu 95:5 (V/V) verwendet. Es wurden 220 mg beiger

Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 64,4 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

B3C.NMR:

Ri-Werte:

303

64,4 %

138 — 140 °C

ber.: C 70,37; H 4,43; N 20,52

gef.: C70,14; H 4,34; N 20,32

m/z = ?C:342,2 [M+H]" 100 % “C:343,3 [M+H]" 23 %

m/z = ?C:340,2 [M-H] 100 % *C:341,2 [M-H] 19 %

KBr [vin cm™]: 3187 m ,,br“ (NH st); 3093 m, 3056 m (aromat. CH st); 2924 m,
2853 m (aliph. CH st); 2241 m (C=N st); 1608 w, 1595 m, 1513 s, 1477 s
(C=Cst); 1559 s (NH &); 1445 m, 1379 w (CH &); 1404 m (C=N st); 1289 m
(CN st); 1223 m, 1173 m (C-O-C st Ether); 840 w, 817 w (CH & 1,4-disubst.
Aromat)

500 MHz, DMSO-dg [§ in ppm]: 4,56 (dd, *Js/s = 3,4 Hz *Js/ny = 2,0 Hz, 1H, H-5);
5,30 (s, 2H, CH,(4""-CNPh)); 6,77 (dd, *)3-5/26 = 6,6 Hz *J3 5 und *Js-/3-= 2,2 Hz,
2H, H-3" H-5); 6,86 (dd, *Jo/s = 3,6 Hz *Jeun = 2,4 Hz, 1H, H-6); 7,05 (dd,
*)yg35 = 6,6 Hz *Jy s und *Jg - = 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,48 (dd, *),/3-5- =
6,7 Hz *Jyj6-und *Jg-~ = 1,9 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 7,72 (dd, *J3-.5/2-6~ = 6,7 Hz
)35~ und “Js/5- = 1,9 Hz, 2H, H-3"" H-5"); 8,20 (s, 0,5H, H-2); 8,29 (s, 0,5H,
H-2); 9,67 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 11,56 (br, 1H, N-7-H, with
D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [§ in ppm]: 53,89 (CH,(4-CNPh)); 101,05 (C-5); 103,01
(C-4a); 110,01 (C-4"); 116,45 (C-3° C-5°); 119,33 (4"’-C=N); 121,35 (C-6);
129,09 (C-2" C-6"'); 130,51 (C-2° C-6°); 132,62 (C-3"" C-57"); 135,29 (C-1°);
145,15 (C-1"); 151,17 (C-2); 151,97 (C-4°); 156,59 (C-7a); 157,31 (C-4)

0,33  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)



5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

N-(4-((4-Nitrobenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108d

C19H15NSO3 /@/
361,36 g/mol HN
nach AAV 1 N

N
H

NO,
O\/©/

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 366 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2j nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Durch unvollstindige Trennung kam es zu AusbeuteeinbuBen. Es wurden 26 mg

brauner Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 14,6 % entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

Ri-Werte:

14,6 %

223 -225°C

ber.: C 63,15; H 4,18; N 19,38

gef.: C63,58; H 4,25; N 19,14

m/z = C:362,2 [M+H]" 100 % *C:363,3 [M+H]" 20 %

m/z = 2C:360,2 [M-H] 100 % “C:361,3 [M-H] 18 %

KBr [vin cm™]: 3181 m ,,br“ (NH st); 3097 m, 3056 m (aromat. CH st); 2922 m,
2852 m (aliph. CH st); 1607 w, 1586 m, 1510 s, 1474 s (C=C st); 1571 m
(NO,st); 1442 m, 1381 w (CH 6); 1415 m (C=N st); 1341s (NO,8); 1285 m
(CN st); 1229 m, 1169 m (C-O-C st Ether); 826 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)
400 MHz, Methanol-d, [6 in ppm]: 4,77 (d, 315/6: 3,6 Hz, 1H, H-5); 5,41 (s, 2H,
CH,(4""-NO,Ph)); 6,79 (d, *Je/s = 3,6 Hz, 1H, H-6); 6,82 (dd, *J3.5/2-6 = 6,6 Hz
35 und YJg /3 = 2,2 Hz, 2H, H-3" H-5");7,06 (dd, *J,-6/3-5 = 6,6 Hz *J, 6 und
2 = 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,58 (dd, *Jy-g7/3.5- = 6,9 Hz *Jy-/6- und *lg- /- =
2,0 Hz, 2H, H-2"" H-6""); 8,16 (dd, *J3-5-/2-.6- = 6,9 Hz *J3-/5- und *J5-/3- = 2,0 Hz,
2H, H-3" H-57); 8,23 (s, 1H, H-2); 9,65 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchange-
able); 11,54 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)

0,33  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

N-(4-((3-Nitrobenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108e

C19H15NsO; /@/
HN
361,36 g/mol
Cﬁ )
p
nach AAV 1 N

N
H
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5 Experimenteller Teil

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 366 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2d nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent
aufgereinigt. Es wurden 103 mg beige-gelber Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von
57,0 % entspricht.

Ausbeute: 57,0%

Schmelzbereich: 218 -220°C

Elementaranalyse: ber.: C63,15; H 4,18; N 19,38
gef.: C62,97; H4,24; N 19,21

MS (ESI-positiv): m/z = C:362,2 [M+H]" 100 % *C:363,3 [M+H]" 18 %
MS (ESI-negativ): m/z = 2C:360,2 [M-H] 100 % “*C:361,2 [M-H] 16 %
IR: KBr [vin cm™]: 3179 m ,,br“ (NH st); 3082 m, 3055 m (aromat. CH st); 2925 m,

2852 m (aliph. CH st); 1610 w, 1586 m, 1510 s, 1469 s (C=C st); 1566 s
(NO,st); 1437 s, 1377 w (CH &); 1407 m (C=N st); 1342 s (NO,§); 1283 m
(CN st); 1227 m, 1166 m (C-O-C st Ether); 795 w, 696 w (CH & 1,3-disubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 4,56 (d, *Js6 = 3,4 Hz, 1H, H-5); 5,35 (s, 2H,
CH,(3"-NO,Ph)); 6,77 (dd, *J3-5/2-¢ = 6,5 Hz *J3/5- und *J5 3 = 2,1 Hz, 2H, H-3°
H-5); 6,86 (d, *Jgs = 3,4 Hz, 1H, H-6); 7,03 (dd, *J,¢ /3.5 = 6,5 Hz *J,/¢ und
o2 = 2,1 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,57 (t, *Js-/abaws~ = 7,8 Hz, 1H, H-57); 7,74 (td,
*Joss-= 7,6 Hz *Jg /3 bawa~= 1,4 Hz, 1H, H-6"); 8,07 (ddd, *J4-/s-= 7,9 Hz *14 /s~ =
2,4 Hz *J4;»- = 1,1 Hz, 1H, H-4""); 8,14 (t, *)/a-bzwss~ = 2,0 Hz, 1H, H-2"'); 8,23
(s, 1H, H-2); 9,72 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 11,58 (br, 1H,
N-7-H, with D,0 exchangeable)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 53,37 (CH,(3""-NO,Ph)); 101,04 (C-5); 103,03
(C-4a); 116,52 (C-3" C-5°); 121,40 (C-6); 122,34 (C-4""); 122,86 (C-2"); 130,21
(C-5); 130,58 (C-2" C-67); 135,05 135,06 (C-1° C-6"); 141,53 (C-1""); 148,20
(C-3); 151,18 (C-2); 151,97 (C-4°); 156,60 (C-7a); 157,46 (C-4)

R-Werte: 0,33 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

N-(4-((4-Fluorobenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung: 108f

Summenformel: CigH1sFN,O /©/
. HN

Molekulargewicht: 334,35 g/mol

Darstellung: nach AAV 1 N N

Es wurden 154 mg (1,0 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 652 mg (3,0 mmol; 3,0 eq.) 2g nach AAV 1 umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent

vey

aufgereinigt. Es wurden 161 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 48,2 %

entspricht.
Ausbeute: 48,2 %
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5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

Schmelzbereich:
HPLC-Reinheit:
MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'H-NMR:

BC.NMR:

Ri-Werte:

250 -252 °C

98,42 % (Retentionszeit: 8,90 min)

m/z = *C: 335,2 [M+H]" 100 % *C: 336,2 [M+H]" 18 %

m/z = *C: 333,3 [M-H] 100 % “C: 334,3 [M-H] 15 %

KBr [vin cm™]: 3181 m ,,br“ (NH st); 3086 m, 3055 m (aromat. CH st); 2924 m,
2853 m (aliph. CH st); 1609 w, 1583 m, 1508 s, 1474 s (C=C st); 1565 s (NH &);
1441 m, 1376 w (CH &); 1414 m (C=N st); 1280 m (CN st); 1222 m, 1169 m
(C-O-C st Ether); 1211 m (aromat. C-F 6); 822 m (CH & 1,4-disubst. Aromat)
500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 4,56 (d, *Jss = 3,5 Hz, 1H, H-5); 5,21 (s, 2H,
CH,(4"'-FPh)); 6,76 (dd, *J35/26 = 6,6 Hz *J35 und *J5 /3 = 2,3 Hz, 2H, H-3
H-5°); 6,81 (d, *J¢/s = 3,5 Hz, 1H, H-6); 6,96 (dd, *),6/3-5 = 6,6 Hz *)y/s und
Y2 = 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,06 (tt, *J3-5 /2 bawr-rorwe” = 8,9 Hz *Jz-/5- und
4J5~/3~ = 3,0 Hz, 2H, H-3" H-57"); 7,30 (m, 2H, H-2"" H-6""); 8,22 (s, 1H, H-2);
9,67 (br, 1H, C-6-NH, with D,0 exchangeable); 11,46 (br, 1H, N-7-H, with D,0
exchangeable)

100 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 53,07 (CH,(4’-FPh)); 101,11 (C-5); 102,96
(C-4a); 115,25 115,46 (C-3"” C-5); 116,41 (C-3" C-57); 121,10 (C-6); 130,34
130,42 (C-2”° C-6""); 130,60 (C-2" C-6'); 135,10 (C-1°); 135,18 135,21 (C-17');
151,20 (C-2); 151,91 (C-4"); 156,66 (C-7a); 157,39 (C-4); 160,43 162,84 (C-4"")
0,33 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

N-(4-((3-Methoxybenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108g

CZOH 18N402

0. /( j\
HN

346,39 g/mol
>
nach AAV 1 ” N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 344 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2a nach AAV 1 umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Es wurden 56 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 32,6 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

32,6%

222 -224°C

ber.: C 69,35; H 5,24; N 16,17

gef.: C69,03; H5,31; N 16,31

m/z = ?C:347,3 [M+H]" 100 % C:348,3 [M+H]" 25 %

m/z = 1?C:345,3 [M-H] 100 % “C:346,3 [M-H] 22 %

KBr [vin cm™]: 3150 m ,br“ (NH st); 3097 m, 3056 m (aromat. CH st); 2965 m,
2923 m, 2853 m (aliph. CH st); 1610 w, 1600 m, 1513 m, 1489 m (C=C st);
1568 s (NH &); 1463 s, 1387 w (CH &); 1416 m (C=N st); 1284 m (CN st);
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5 Experimenteller Teil

'H-NMR:

BC.NMR:

Re-Werte:

1231 m, 1178 w, 1155 m (C-O-C st Ether); 825 m (CH 6 1,4-disubst. Aromat);
791 m, 693 m (CH 6 1,3-disubst. Aromat)

500 MHz, DMSO-d¢ [6 in ppm]: 3,66 (s, 3H, 3"-OCHj3); 4,54 (dd, 3J5/5 =3,5Hz
4J5/NH = 2,0 Hz, 1H, H-5); 5,20 (s, 2H, CH,(3""-OCH3)); 6,76 (m, 3H, H-3" H-5’
H-4""); 6,83 (m, 3H, H-6; H-2"" H-6"); 7,00 (dd, *Jy ¢35 = 6,5 Hz *}, /- und g
= 2,2 Hz, 2H, H-2" H-6"); 7,17 (t, *Js-/abaws- = 7,9 Hz, 1H, H-57"); 8,21 (s, 1H,
H-2); 9,63 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchangeable); 11,51 (br, 1H, N-7-H, with
D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-d;s [6 in ppm]: 53,83 (CH,(3""-OCH;Ph)); 55,31 (3"'-OCH;);
101,14 (C-5); 102,96 (C-4a); 112,47 (C-4°"); 114,01 (C-2"’); 116,33 (C-3" C-5);
120,48 (C-6""); 121,08 (C-6); 129,68 (C-5"); 130,53 (C-2" C-67); 135,49 (C-1°);
140,69 (C-1"'); 151,22 (C-2); 151,94 (C-4°); 156,73 (C-7a); 157,16 (C-4); 159,58
(C-37)

0,33 Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

N-(4-((4-Methylbenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108h

CyoH1sN4O /@/
HN
330,39 g/mol
o1
nach AAV 1 NZ

N
H

T

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 320 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2e nach AAV 1 umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Es wurden 64 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 38,6 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:
Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):
IR:

'"H-NMR:

307

38,6 %

271-273°C

ber.: C 72,71; H 5,49; N 16,96

gef.: C72,28; H5,53; N 16,64

m/z = *C:331,3 [M+H]" 100 % C:332,2 [M+H]" 26 %

m/z = 1?C:329,3 [M-H] 100 % *C:330,3 [M-H] 24 %

KBr [vin cm™]: 3178 m ,,br“ (NH st); 3097 m, 3050 m (aromat. CH st); 2952 m,
2922 m, 2854 m (aliph. CH st); 1610 w, 1581 m, 1510 s, 1472 s (C=C st);
1563 s (NH 8); 1450 m, 1377 m (CH &); 1410 m (C=N st); 1275 m (CN st);
1225 m, 1168 m (C-O-C st Ether); 822 w, 811 w (CH & 1,4-disubst. Aromat)
500 MHz, DMSO-d; [8 in ppm]: 2,23 (s, 3H, 4"-CHs); 4,52 (dd, *Js/s = 3,6 Hz
“Js;nw = 1,9 Hz, 1H, H-5); 5,18 (s, 2H, CH,(4""-CHsPh)); 6,75 (dd, *Js.5r6 =
6,6 Hz “J3/s- und *Js 3 = 2,1 Hz, 2H, H-3" H-5); 6,81 (dd, *Jg/s = 3,7 Hz *Jo/nn =
2,0 Hz, 1H, H-6); 6,97 (dd, *Jy-6/35 = 6,6 Hz *)y/6- und *Jg»- = 2,1 Hz, 2H, H-2"
H-6"); 7,05 (d, *)3-5/2-6- = 7,8 Hz, 2H, H-3"" H-5""); 7,14 (d, *J3-./35- = 7,8 Hz,



5.1.2.6.2 Synthese 4-anilino-/4-anilino-7-alkylsubstituierter 7H-Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine

BC.NMR:

Re-Werte:

2H, H-2"" H-6""); 8,21 (s, 1H, H-2); 9,63 (br, 1H, C-4-NH, with D,0 exchange-
able); 11,49 (br, 1H, N-7-H, with D,0 exchangeable)

100 MHz, DMSO-dg [6 in ppm]: 21,13 (4”-CHs); 53,54 (CH,(4"’-CHsPh));
101,15 (C-5); 102,92 (C-4a); 116,31 (C-3° C-5); 120,97 (C-6); 128,33 (C-2”
C-6""); 129,19 (C-3"" C-57"); 130,62 (C-2° C-67); 135,43 (C-1"); 135,94 (C-17');
136,21 (C-4""); 151,24 (C-2); 151,91 (C-4°); 156,73 (C-7a); 157,14 (C-4)

0,33  Chloroform/Methanol 95:5 (V/V)

N-(4-((3-Chlorobenzyl)oxy)phenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin

Verbindung:

Summenformel:

Molekulargewicht:

Darstellung:

108i

C19H15C|N4O /@/
HN
350,81 g/mol
7 N
J
nach AAV 1 H N

Es wurden 77 mg (0,5 mmol; 1,0 eq.) 107 mit 351 mg (1,5 mmol; 3,0 eq.) 2c nach AAV 1 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 98:2 (V/V) als Eluent

aufgereinigt. Es wurden 49 mg beiger Feststoff gewonnen, welches einer Ausbeute von 28,0 %

entspricht.

Ausbeute:
Schmelzbereich:

Elementaranalyse:
MS (ESI-positiv):

MS (ESI-negativ):
IR:

"H-NMR:

BC.NMR:

28,0%

226 -228 °C

ber.: C 65,05; H 4,31; N 15,97

gef.: C64,71; H 4,41; N 15,72

m/z = **C:351,6 [M+H]" 100 % **C:352,6 [M+H]" 24 % *'C|:353,4 [M+H]* 34 %
m/z = ?C:349,5 [M-H] 100 % “C:349,4 [M-H] 22 % *'CI:351,5 [M-H] 32 %

KBr [vin cm™]: 3188 m ,,br“ (NH st); 3074 m, 3051 m (aromat. CH st); 2924 m,
2858 m (aliph. CH st); 1609 w, 1591 m, 1510 m, 147