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Festphasensynthese von 2-Aminothiazolen
unter Verwendung des spurlosen Hydrazid-
Ankers: Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren mit
dualer Selektivitiit fiir Tie-2 und VEGFR-2%*

Frank Stieber, Ralph Mazitschek, Natascha Soric,
Athanassios Giannis* und Herbert Waldmann*

Von entscheidender Bedeutung fiir die kombinatorische
und parallele Synthese von Substanzbibliotheken an fester
Phase sind die Auswahl geeigneter Grundgeriiste, an die
verschiedene Substituenten angekniipft werden konnen, die
Verfiigbarkeit effizienter und verlésslicher Synthesemetho-
den sowie der Einsatz robuster Ankergruppen, die unter
mildesten Bedingungen eine selektive Abspaltung der aufge-
bauten Zielverbindungen vom polymeren Triager ermogli-
chen. Eine ideale Ankergruppe sollte die Syntheseprodukte
unter Bildung einer C-H-Bindung freisetzen und somit keine
Spur der Festphasensynthese hinterlassen (so genannte spur-
lose Linker).[-2]

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe wurden 2-Amino-
thiazole intensiv untersucht: fiir die Behandlung von Aller-
gien,Pl Bluthochdruck,! Entziindungen,”! Schizophrenie,
bakteriellen!”! und viralen!® Infektionen, vor kurzem auch
zur Schmerzbehandlung,! als Antagonisten des Fibrinogen-
Rezeptors mit Anti-Thrombose-Aktivitit,'°! als neue Inhibi-
toren der bakteriellen DNA-Gyrase BI'l und von Cyclin-
abhingigen Kinasen!'?,

Hier berichten wir iiber eine neue und effiziente Methode
zur Festphasensynthesel®! von 2-Aminothiazolen unter Ver-
wendung des spurlosen Hydrazid-Ankers!¥ und die bio-
logische Evaluierung der erzeugten Substanzbibliothek. Fiir
den Aufbau des 2-Aminothiazolgeriists an der festen Phase
wurde die Hantzsch-Synthese als Schliisselschritt verwendet
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(Schema 1). Die als Zwischenstufe erforderlichen Thioharn-
stoffe wurden ausgehend von polymergebundenen Anilinen
durch Umsetzung mit einem N-geschiitzen Isothiocyanat
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Schema 1. Plan fiir die spurlose Festphasensynthese von 2-Aminothiazo-
len.

aufgebaut. Als Ankniipfungspunkt des spurlosen Hydrazid-
Ankers wurde die zur Anilin-Aminogruppe para-stindige
Position gewéhlt. Durch Oxidation des Phenylhydrazids zum
Acyldiazen und nachfolgenden nucleophilen Angriff auf die
Carbonylgruppe wurde der Anker am Ende der Synthesese-
quenz gespalten (Schema 2).

Ausgehend von aminofunktionalisiertem Polystyrol 1
(1.3 mmolg™!) wurde mit Adipinsduremonomethylester (2)
das entsprechende polymergebundene Amid erhalten und der
Methylester durch Behandlung mit LiOH verseift (Sche-
ma 3). Diese zweistufige Reaktionsfolge verlduft mit Gesamt-
ausbeuten von 93-98%.1] Das resultierende Siureharz 3
wurde anschlieend durch Reaktion mit einem p-Nitrophe-
nylhydrazin 4 unter Aktivierung mit N,N-Diisopropylcarbo-
diimid (DIC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in das

polymergebundene p-Nitrophe-
o)
Q<)

nylhydrazid 5 tiberfiihrt. Vor der
leidation

Reduktion der Nitrogruppen
O—”—N=N—©—X

wurden die NH-Gruppen des

Hydrazids mit FmocCl (Fmoc =
Fluorenylmethoxycarbonyl) acy-

liert, um mogliche Nebenreak-

tionen mit FmocNCS (9) bei
einem der folgenden Synthese- lNucleophiI
schritte zu vermeiden. Die nach-
folgende Reduktion der Nitro- o

gruppen zu den Aminogruppen Q—-hu + H@X
verlief quantitativ mit SnCL,['%l in Schema 2. Prinzip der oxi-
DMF als Losungsmittell'®<! (be- dativen Spaltung des Hy-
stimmt durch GC-MS). drazid-Ankers.
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Schema 3. Spurlose Festphasensynthese der 2-Aminothiazole 14.
a) 3 Aquiv. 2, 3 Aquiv. DIC, 3 Aquiv. HOBt, 3 Aquiv. NEt;, CH,Cl,, RT,
18 h; b) THF/1-proz. LiOH in H,O (1:1), RT, 24 h; ¢) 3 Aquiv. 4, 3 Aquiv.
DIC, 3 Aquiv. HOBt, 3 Aquiv. NEt;, CH,Cl,, RT, 18 h; d) 10 Aquiv.
FmocCl, Pyridin, CH,Cl,, 15h; e)2m SnCl,2H,0, DMF, RT, 18 h;
f) 10 Aquiv. 7, THF, HOAc, RT, 1 h, waschen, dann 10 Aquiv. NaCNBH,
THF/HOAC, RT, 15 h; g) 3 Aquiv. 9, CH,Cl,, Pyridin, RT, 15 h; h) DMF/
Piperidin (4:1), RT, 2 x 5 min; i) 0.1mM Losung von 12 in Dioxan, RT, 2 x 3 h;
j) 0.5 Aquiv. Cu(OAc),, n-Propylamin, O,, RT, 2 h, dann Festphasenex-
traktion.

Die Verwendung der polymergebundenen Aniline 6 in der
weiteren Synthese fiihrte zur Bildung von N-monosubstituier-
ten 2-Aminothiazolen. Um auch Zugang zu den N,N-disub-
stituierten Heterocyclen zu erhalten, sollten die Amine 6
durch reduktive Aminierung N-funktionalisiert werden. Ob-
wohl diese Umsetzung in der Festphasensynthese etabliert ist,
erwies sich die Derivatisierung des polymergebundenen
Anilins 6 als unerwartet schwierig. Nach Optimierung der
Reaktionsbedingungen konnte ein quantitativer Umsatz des
Anilins 6 mit 10 Aquiv. Aldehyd und NaCNBHj; in THF/
AcOH (100:1) erreicht werden.['”] Dabei wurde jedoch auch
die Bildung des tertidren Amins durch doppelte reduktive
Aminierung beobachtet. Dieses Problem konnte durch die
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Trennung von Iminbildung und folgender Reduktion in zwei
separate Reaktionsschritte gelost werden.

Die Uberfithrung der Aniline in die entsprechenden
Thioharnstoffe 11 erfolgte durch Reaktion mit FmocNCS['3]
(9) und nachfolgende Entfernung aller drei Fmoc-Gruppen
des Intermediats 10 in einem Schritt mit Piperidin in DMF.
Die polymergebundenen Thioharnstoffe 11 wurden anschlie-
Bend in der Hantzsch-Thiazol-Synthese eingesetzt, wobei sich
die gewiinschten 2-Aminothiazole leicht durch zweifache
Umsetzung mit einer 0.1m Losung der verschiedenen o-
Bromcarbonylverbindungen 12 in Dioxan bildeten (Sche-
ma 3). Die Zielverbindungen 14 wurden durch die Behand-
lung mit katalytischen Mengen Cu(OAc), in n-Propylamin
vom polymeren Triger abgespalten. Das bei der Oxidation
des Hydrazid-Ankers gebildete Cu* wurde dabei mittels
Durchleiten von Luftsauerstoff zu Cu?* reoxidiert. Das
Kupfersalz konnte effizient durch Zugabe von 10 Aquiv.
Kupfer-chelatisierendem Polyaminharz (Advanced Chem-
tech) oder durch einfache Filtration iiber eine Kieselgel-
Festphasenkartusche entfernt werden. In beiden Fillen zeigte
die atomabsorptionsspektroskopische Untersuchung des Pro-
duktes, dass tiber 99.9 % des Kupfers entfernt wurden.

Der beschriebenen Reaktionssequenz folgend wurden 23
unterschiedlich substituierte 2-Aminothiazole synthetisiert.
Die in Tabelle 1 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass
die 2-Aminothiazole in jeweils 9 Stufen (N-monosubstituiert)
oder 10 Stufen (N,N-disubstituiert) in sehr hohen Gesamt-
ausbeuten (19-69 %, dies entspricht 84-96% pro Stufe)
hergestellt werden konnten. Diese Synthese toleriert ver-
schiedene Substituenten, d.h., aromatische, heteroaromati-
sche und aliphatische Gruppen konnen effizient eingefiihrt
werden. Sie verlief so effizient, dass die Verbindungen nach
der Spaltung des spurlosen Ankers in exzellenten Reinheiten
(81-99 %) erhalten und ohne weitere Reinigung direkt fiir die
folgende biologische Testung eingesetzt werden konnten.
Bemerkenswert sind besonders die milden Bedingungen fiir
die selektive Spaltung des spurlosen Hydrazid-Ankers. Selbst
oxidationslabile Gruppen wie Furane, Thiophene oder Sul-
fide werden unter den fiir die Spaltung der Ankergruppe
erforderlichen Oxidationsbedingungen nicht angegriffen.

Von den vielféltigen biologischen Aktivitdten von 2-Ami-
nothiazolen stellt die ATP-kompetitive Inhibierung der
Cyclin-abhingigen Kinasen (CDKs) einen besonders attrak-
tiven Ansatz zur Krebstherapie dar.'” Durch Inhibierung der
CDKs kann die Teilung der Krebszellen verlangsamt oder
sogar vollstindig unterdriickt werden.['81%] Zurzeit werden
mindestens zwei CDK-Inhibitoren fiir die Tumortherapie in
klinischen Studien untersucht.'®1] Leider zeigten die syn-
thetisierten Verbindungen keine inhibierende Aktivitdt ge-
geniiber CDK-2 oder CDK-4, was auf ein ungeeignetes
Substitutionsmuster der hergestellten 2-Aminothiazole im
Gegensatz zu dem der bekannten aktiven CDK-Inhibitoren
aus dieser Substanzklasse hinweist.

Angesichts der hohen strukturellen Ahnlichkeit der ATP-
Bindungsdoménen verschiedener Proteinkinasen!'®!*I und des
Konzepts, dass dieses konservative Vorgehen der Natur in der
Evolution als Leitprinzip zur Entwicklung von Substanzbib-
liotheken dienen kann,? wurden die hergestellten 2-Amino-
thiazole als potenzielle Inhibitoren verschiedener Rezeptor-
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Tabelle 1. Ergebnisse der Festphasensynthese der 2-Aminothiazole 14.

ten jedoch sechs Verbindungen als

Nr. R! R? R} R* Gesamtausbeute [%]l  Reinheit [% ] Inhibitoren des Tie-2-Rezeptors und
: fiinf Inhibitoren des VEGFR-2 aus
1411 O H H © 69 % der Bibliothek von nur 23 Amino-

MeQ . . g e
1an @ - - Q 49 9 thiazolen 1d.ent1f1.21e.rt Yve.rden (Taj
oMe belle 2). Weiterhin inhibieren zwei
Verbindungen VEGFR-3 und eine
143 @ H @ @ 34 86 FGFR-1. Dies bedeutet, dass drei
14/4 Q H O O 19 99 der wichtigsten Regulatoren der
Ne MeO Angiogenese (der Bildung neuer
14/5 N 97 " H Q 2 %9 g;?tgefaﬁﬁ au.s bestehende:jn) }l;lnd
OMe ymphangiogenese von den her:
MeO, gestellten 2-Aminothiazolen inhi-

14/6 @ @\/ H Q 28 99 biert werden.

OMe Angiogenese ist fiir die Wundhei-
14/7 @ @\/ @ @ 31 92 lung, Entziindungsprozesse und die
14/8 Q, B,_Q_/ H C,_O_ 38 99 embryonale Entwicklung von zent-
C raler Bedeutung. Fehlgesteuerte
1419 @ O—/ H “ 25 92 Angiogenese gilt als Schliisselschritt
14/10 @ Z}\/ H C'—O— 42 99 bei Tumorwachstum und Metasta-
MeQ senbildung.?*?! Die GefidBneubil-
14/11 @ O—/ H Q 20 86 dung héngt auch von den vaskulidren
OMe Endothel-spezifischen Rezeptorty-
14/12 @ O_/ @ @ 30 87 rosinkinasen ab, insbesondere von
MeQ den VEGFR-1-3 und dem Tie-2.1%¢]
wi ) O H Q 47 81 Alle diese Rezeptortyrosinkinasen
oMe werden mit der tumorbedingten An-
u - @\/ H o 3 84 giogenese in  Verbindung ge-
14/15 @ O—/ @ @ 19 98 bracht.’-*11 Die Antagonisierung
14716 O s _@_/ H cl O 4 99 V.OIl Tie—?, VEGFR-2 oder VEGF—.D,
einem Liganden von VEGFR-3, in-
1417 @ /S—Q_/ @ 35 86 hibiert das Tumorwachstum und die
14/18 @ BF—O—/ H C'—O— 20 82 Metastasierung in vivo.F%3231 Die
MeQ Entwicklung niedermolekularer In-
14/19 @ @\/ H Q 33 85 hibitoren dieser Tyrosinkinasen ist
OMe ein vielversprechender Ansatz zur
14/20 @ @\/ @ @ 35 81 Entwicklung neuer Tumortherapeu-
14/21 @— Br—@—/ @— @— 28 93 tika, und einige VEGFR-2 Inhibito-
MeQ ren sind in klinischer Entwick-
w2 ) s> u Q— 0 & lung.?*3! Die Kombination von
OMe VEGFR-2-Inhibitoren und Tie-2-
w2z ) O H ad > 3 34 Antagonisten sollte deren antian-

[a] Ausbeute und Reinheit der ungereinigten Produkte nach der Abspaltung vom polymeren Trager und

giogene Wirkung noch verstér-
ken.™ Der Einsatz von VEGFR-3-

Festphasenextraktion ohne weitere Reinigung. Die Reinheit wurde durch HPLC und GC-MS bestimmt

und die Strukturen NMR-spektroskopisch belegt.

tyrosinkinasen (RTK) untersucht. Um ein breites Spektrum
biologischer Aktivitdt abzudecken, wurden der Rezeptor des
epidermalen Wachstumsfaktors?!! (EGFR, ErbB-1), ErbB-2
(Her-2/Neu), der Rezeptor des Insulin-dhnlichen Wachstum-
sfaktors 1 (IGF1R),?l der Rezeptor des Fibroblastenwachs-
tumsfaktors 1 (FGFR-1),? die vaskuldren Endothel-spezifi-
schen Rezeptortyrosinkinasen 2 (VEGFR-2) und 3 (VEGFR-
3) sowie die Tie-2-Rezeptortyrosinkinasel?*2° als Testsysteme
ausgewabhlt.

Die Substanzbibliothek enthielt keine Inhibitoren von
EGFR, ErbB-2 und IGF1R, die Anlass zu einer weiteren
Untersuchung gegeben hitten. Bemerkenswerterweise konn-
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Inhibitoren ist auch ein interessan-

ter Ansatz zur Unterdriickung der

lymphogenen Metastasierung von
Tumoren. Bis heute wurden jedoch nur wenige niedermole-
kulare Verbindungen als Inhibitoren von Tie-2 und VEGFR-3
beschrieben. !

Einige der bekannten Inhibitoren wirken auf die isolierten
Kinasen VEGFR-2 und Tie-2 im nanomolaren Konzentra-
tionsbereich und sind somit deutlich potentere Wirkstoffe als
die in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen. Die
beschriebenen 2-Aminothiazole reprédsentieren aber eine
neue Verbindungsklasse von VEGFR-2/3- und Tie-2-Inhibi-
toren und unterscheiden sich deutlich von den iibrigen
bekannten Inhibitoren durch ihre duale Aktivitit gegen
VEGFR-2 und Tie-2.
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Tabelle 2. Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen durch 2-Aminothiazole
14 (ICsp [pm]).2"

Verbindung VEGFR-2 VEGFR-3 Tie-2 FGFR-1
14/1 - - 21 _

14/2 - - 13 _

1477 74 44 9.8 8.6

14/8 31 - 4.8 -

14/14 12 41 - -

14/20 86 - 28 -

14/23 63 - 31 -

[a] Keine der hier aufgefiihrten Verbindungen inhibierte IGF1R, EGFR
oder ErbB-2. [b] Zur Aktivitidtsbestimmung der Inhibitoren wurde die von
den Kinasen katalysierte Phosphorylierung von Poly(Glu-Tyr) bei unter-
schiedlichen Inhibitorkonzentrationen bestimmt. Die Kinasen wurden als
Fusionsproteine der Glutathion-S-Transferase und der jeweiligen Kinase-
domine verwendet. Der Anteil an phosphoryliertem Substrat wurde mit
Antiphosphotyrosin-ELISA bestimmt. Hierzu wurde ein an Meerrettich-
peroxidase (POD) konjugierter Antiphosphotyrosin-Antikdrper verwen-
det. Nach Zugabe eines Chemolumineszenzsubstrats fiir POD wurden die
Konzentrationen der gebundenen Antikorper anhand der Lichtemission
bestimmt.

Die von uns vorgestellte Festphasensynthese einer kleinen
Substanzbibliothek von 2-Aminothiazolen mit dem spurlosen
Phenylhydrazid-Anker fiihrte zur Identifizierung von dualen
Inhibitoren der Rezeptortyrosinkinasen VEGFR-2 und Tie-2.
Dieser Befund eroffnet neue Moglichkeiten zur Unterdrii-
ckung der Angiogenese und zur Entwicklung neuer Krebs-
therapeutika. Mithilfe der hier entwickelten Methoden sollte
es moglich sein, eine grofere Bibliothek von 2-Aminothia-
zolen aufzubauen und neue Inhibitoren mit dualer Aktivitit
gegen VEGFR-2/Tie-2 und hoherer biologischer Aktivitét zu
identifizieren, die zur Entwicklung einer neuen Klasse von
antiangiogenen Medikamenten beitragen konnen.

Eingegangen am 21. Mai 2002,
verdnderte Fassung am 26. August 2002 [Z19344]
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[Pd;(InCp*),4(u,-InCp*)4]: drei linear
angeordnete Palladium-Atome in einer
fluktuierenden Verpackung aus acht
[Cp*In]-Liganden**

Tobias Steinke, Christian Gemel, Manuela Winter
und Roland A. Fischer*

Im Jahre 1999 duflerten Murugavel und Chandrasekhar in
einem ,,Highlight* in dieser Zeitschrift tiber metallorganische
Verbindungen von einwertigen Elementen der 13. Gruppe die
Vermutung, dass diese Verbindungen als Liganden in der
Ubergangsmetallchemie ,,wahrscheinlich einen immensen
Einfluf} darauf haben, wie man kiinftig neue Metall-Metall-
Bindungen herstellt ... und wir in der Zukunft zweifellos
Zeugen der Herstellung vieler neuer Clustertypen sein
werden.“l! Die in den Jahren 1998 von Uhl et al. und 1999
von Jutzi et al. beschriebenen, einkernigen homoleptischen
Komplexe [M{EC(SiMe;)},] M =Ni, E=Ga; M=Pt, E=
In)? und [Ni(GaCp*),]®! (Cp*=Pentamethylcylopenta-
dienid) legten diese Perspektive nahe. Bis dahin waren nicht
zuletzt infolge unserer Arbeit iiber [(CO),Fe(AlCp*)]™
hauptsidchlich Komplexe dieser neuen, zu CO isolobalen
Liganden ER (E = Al, Ga, In; R = Alkyl, Aryl) an Carbonyl-
metall-Fragmenten [(CO),M,] untersucht worden.>¢ Kon-
stitution und strukturelle Charakteristika der neuen [Cp*Ga]-
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substituierten Ni,- und Rh¢-Carbonylcluster von Jutzi et al.l>7]
oder der Komplex [{(CpNi)(p-AlCp*)},] von Schnockel
etal.’l leiten sich unmittelbar von den Grundtypen der
Metallcarbonyle ab. Eine heuristisch ebenso wertvolle Ana-
logie der ER-Liganden zu Phosphanen ergibt sich z. B. anhand
der von [Pt(PRj;),] abgeleiteten Serie [(dcpe)Pt(ER),]
(dcpe = Bis(dicyclohexyl)phosphanylethan).’! Mit dem aus
[Pt(n?-C,H,);] und iiberschiissigem [GaCp*] selektiv zugéng-
lichen Pt,Gas-Komplex [Pt,(GaCp*),(1,-GaCp*);] fanden wir
unlidngst das erste Beispiel fiir einen homoleptischen Ver-
treter einer neuen Reihe [M,(ER),] (b>a>1), zu dem es
keine strukturanalogen Carbonyl- oder Phsophankomplexe
gibt."1 Weitergehende Untersuchungen fiihrten uns zu der
Titelverbindung [Pd;(InCp*),(p,-InCp*),] (1).

Wird gemdB Schemal [(tmeda)Pd(CH;),] (tmeda=
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) mit [InCp*] im Uber-
schuss in Hexan-Losung bei 60°C umgesetzt, so bildet sich

M Cp”

€2 *Cpin * In .
N. . .CHy N o N LinCp
C TPd_ + 4[Cpiin] ————— pd:2INepg -

N CH3 - [Cp*InMey) N InCp*
Me, *Cpln Cp In

Schema 1. Herstellung von 1 aus [(tmeda)Pd(CH;),] und [Cp*In].

nicht wie zunéchst vermutet [Pd(InCp*),], sondern quantita-
tiv der dreikernig Komplex [Pd;(InCp*),(u,-InCp*),] (1), der
aus Benzol in Form von groB3en, wohlgeformten, tiefroten
Einkristallen in sehr guten, reproduzierbaren Ausbeuten um
90 % analysenrein anfillt. Die Molekiilstruktur von 1 im
Festkorper (Abbildung 1) entspricht drei kantenverkniipf-
ten PdIn,-Tetraedern mit einer um ca. 10° von der Linearitit
abweichenden Anordnung der drei zentralen Pd-Atome
(Abbildung 2). Die Verzerrung der drei PdIn,-Tetraeder zeigt
sich an den In-Pd-In-Winkeln, die fiir terminale In-Atome
etwas kleiner (101.3° und 104.0°) und fiir verbriickende

Abbildung 1. ORTEP-Darstellung von 1 (Schwingungsellipsoide fiir 30 %
Aufenthaltswahrscheinlichkeit). Die Wasserstoffatome wurden aus Griin-
den der Ubersichtlichkeit weggelassen. Ausgewiihlte Abstinde [A] und
Winkel [°]: Cpy.,un-Inl 2.247, Cpy. . u-In2 2343, Cpy.....-In3 2.239,
Cpyum-Ind 2236, Cpy.om-InS 2231, Cpj.. . ..-In6 2.246, Cpy. -In7
2.276, Cpy.um-In8 2.31; Cpy.un-In1-Pdl 153.8, Cpy. . ...-In2-Pd1 1473,
Cpy. - In7-Pd3 174.3, Cpy. .. -In8-Pd3 157.0.
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