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Aus 3-Hydroxyalkyl-pyrimidinen 1 werden durch Umsetzung mit Phosphoroxychlorid und Thioglycol-
saure bzw. Thioharnstoff Pyrimidin-3-ylalkylthioessigséduren 3 bzw. Pyrimidin-3-ylalkylthiouroniumsalze
5 synthetisiert. Einige der Pyrimidine 3 und 5 zeigen signifikante immunmodulierende Effekte.

Protected mercaptoalkylpyrimidinones: synthesis and test for immunostimulating activity

3-Hydroxyalkyl-pyrimidine 1 reacts with phosphoroxychloride and thioglycolic acid or thiourea to yield
pyrimidin-3-ylalkylthioacetic acids 3 or pyrimidin-3-ylalkylthiouroniumsalts 5 respectively. Some of the
pyrimidines 3 and 5 showed immunomodulatory activity.

1. Einleitung

Das zur Immunstimulation im Verlauf maligner Erkran-
kungen eingesetzte Levamisol (Mutschler 2001; Roth
2000; Aksoy et al. 2002; Kaytas 2002) wird im wissrigen
Medium in ein mercaptoethylsubstituiertes Imidazolidinon
umgewandelt. Dieses Hydrolyseprodukt hat wahrschein-
lich einen Anteil an der Beeinflussung der zelluldren
Immunantwort (Roth 2000). Mit dem Ziel, andere mercap-
toethylsubstituierte Stickstoff-Heterocyclen mit verwert-
barer immmunologischer Aktivitdt zu finden, fiihrten wir
Untersuchungen mit funktionalisierten Pyrimidinonen
durch. Uber die hierbei erhaltenen Verbindungen und
deren Priifung auf immunmodulierende Wirkung wurde in
einer vorangehenden Mitteilung berichtet (Briel et al.
2003).

Schema

2. Untersuchungen, Ergebnisse und Diskussion

In Fortfiihrung dieser Untersuchungen sollten, ausgehend
von den leicht zuginglichen Pyrimidinonen 1, Derivate
synthetisiert werden, welche eine substituierte Schwefel-
funktion in der Seitenkette besitzen, so dass diese Verbin-
dungen vor einer unerwiinschten Oxidation unter Bildung
von Disulfiden (Briel et al. 2003) geschiitzt sind. Unsere
Zielverbindungen waren Thioglykolsdure- und Isothiuroni-
um-Derivate der Pyrimidine. Wihrend Thioglykolsiure-
ether anderer Heterocyclen als immunologisch aktive Ver-
bindungen beschrieben wurden (Khaliullin etal. 2001),
konnen aus Isothiuroniumsalzen hydrolytisch Thiole gebil-
det werden.

Durch Umsetzung von 1 mit POCl; wurden die Chlor-
ethylpyrimidine 2 mit guten Ausbeuten erhalten. Die Ein-
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Tabelle: Beeinflussung der humoralen und zelluliren Immun-
reaktion durch die Thioethersduren 3 und die Iso-
thiuroniumsalze 5

Verbin- Humorale Immunreaktion® Zellulire Immunreaktion®
dung

AK-Titer AK-Titer-Differenz 24 h Reaktion 48 h Reaktion
3a 1,0 (£04) —0,1 6,3 (£0,6) 51 (£172)
3b 1,1 (£0,8) 0,0 78 (£0,5) 4,7 (£ 1,6)
3c 1,5(£0,5) +04 45 (+£0,6) 3,0 (£1,2)
3d 1,5(+£1,2) +04 6,4 (£13) 4,0 (£ 1,4)
5a 2,7(£0,5) +1,6 24 (£1,5 2,1(x0,7)
5c 1,7 (£0,5) +0,6 79 (£22) 55(x1,2)

Kontrolle 1,1 (4 0,4) 78 (£0,6) 55 (£04)

# Serumantikorperkonzentration (AK-Titer) und Differenz gegeniiber einer Kontrollgruppe
(AK-Titer-Differenz) 14 Tage nach primérer epikutaner Applikation von DNFB
 Hautreaktionen nach epikutaner Applikation einer DNFB (Dinitrofluorbenbenzol)-
Losung (0,5-0,01%) am Meerschwein. Perorale Applikation der Testverbindung (Dosis
1 x 107> mol/kg) Kontrolle: Lactose

wirkung von iiberschiissiger Thioglykolsdure mit Triethyl-
amin als Hilfsbase in DMSO auf 2 lieferte die Thioether-
sduren 3. Die Ausbeuten liegen hierbei zwischen 88% (fiir
3b) und 41% (fiir 3a).

In der Mutterlauge der Ansitze dc nachgewiesenes Neben-
produkt trat bei der Umsetzung von 2a in groflerer Menge
auf und wurde isoliert. Es handelt sich um das Pyrimidin
4a. Uber den Mechanismus dieser Seitenkettenabspaltung
konnten keine FErkenntnisse gewonnen werden. Da 4a
auch thermolytisch durch Erhitzen von 3a auf 200 °C er-
halten werden kann, konnte eine Parallele zu von Spitzner
und Mitarbeitern an N-Alkylpyrimidiniumsalzen beobach-
teten Seitenkettenabspaltungen bestehen (Spitzner et al.
1987).

Durch Umsetzung der Chloralkylpyrimidine 2a, ¢ mit
Thioharnstoff wurden die Isothiouroniumsalze Sa, ¢ erhal-
ten.

Die Priifung der Verbindungen auf immunstimulierende
Eigenschaften wurde mit den Screeningmodellen: Takatsy-
Test zum Nachweis Trinitrophenol-spezifischer Antikorper
(humorale Immunantwort) und Kontaktiiberempfindlich-
keit vom verzogerten Typ (Effektor-T-Lymphozytenaktivi-
tit) (zelluldre Immunantwort) (Holzer 1992; Briel et al.
2003) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass das Isothiou-
roniumsalz Sa die humorale Immunreaktion signifikant sti-
muliert. Dagegen haben 5a und 3c¢ auf die zelluldre Immun-
antwort einen supprimierenden Effekt. Bemerkenswert ist
das Fehlen einer signifikanten Wirkung bei Sc.

3. Experimenteller Teil

3.1. Allgemeine Angaben und Geridite

Schmelzpunkte (unkorrigiert): Heiztischmikroskop nach Boetius. IR-Spek-
tren: IR-Spektralphotometer 16PC FI-IR Perkin-Elmer. UV/Vis-Spektren:
Shimadzu UV160A. Massenspektren: Hewlett Packard 5989A (70 eV).
Die Ergebnisse der Elementaranalysen lagen innerhalb der iiblichen Fehler-
grenzen.

3.2. 2,6-Diaryl-3,4-dihydro-3-chloralkyl-4-oxo-pyrimidin-5-carbonitrile
2a-d

la—d (Holzer et al. 1994) (3 mmol) werden in 5 ml POCl; 20 min riickflie-
Bend erhitzt. Man ldsst erkalten und gieft unter Riihren in Eiswasser ein.
Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Na,CO3-Losung (5 %) und anschlie-
Bend mit Wasser gewaschen.

3.2.1. 2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-3-(2-chlorethyl)-4-oxo-pyrimidin-5-carbo-
nitril (2a)

Ausbeute: 0,95 g (94%). farblose Kristalle vom Schmpt. 203-206 °C
(CH30H). IR (KBr, cm™!): 2240 (C=N), 1670 (C=0). UV/Vis (C,HsOH,
nm): Anax (log €) = 245 (4,24), 289 (4,18), 326 (3,96).

Ci9H14N30Cl (335,8)
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3.2.2. 2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-3-(3-chlorpropyl)-4-oxo-pyrimidin-5-car-
bonitril (2b)

Ausbeute: 0,95 g (90 %). farblose Kristalle vom Schmpt. 110-111°C (n-
C3H;0H). IR (KBr, cm™!): 2240 (C=N), 1680 (C=0). UV/Vis (C,HsOH,
nm): Amax (log €) = 244 (4,23), 287 (4,16), 326 (3,95).

C0H;6N30Cl (349,8)

3.2.3. 2,6-Bis(4-chlorphenyl)-3,4-dihydro-3-(2-chlorethyl)-4-oxopyrimidin-
5-carbonitril (2¢)

Ausbeute: 1,18 g (97 %). hellgelbe Kristalle vom Schmpt. 194-195 °C (n-
C3H;0H). IR (KBr, cm™}): 2240 (C=N), 1690 (C=0). UV/Vis (C,HsOH,
nm): Amax (log €) = 249,5 (4,25), 298 (4,33), 334 (4,06).

C9H2N30Cl3 (404,7)

3.2.4. 2,6-Bis(4-methylphenyl)-3,4-dihydro-3-(2-chlorethyl)-4-oxopyrimidin-
5-carbonitril (2d)

Ausbeute: 1,02 g (93%). farblose Kristalle vom Schmpt. 206-210 °C
(CH30H). IR (KBr, cm™'): 2240 (C=N), 1680 (C=0). UV/Vis (C,HsOH,
nm): Anax (log €) = 248 (4,21), 307 (4,31), 340 (4,02).

C,H;sN30Cl (363,8)

3.3. [(2,6-Diaryl-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl)alkylthio Jessig-
sduren 3a—d

2a-d (1,5 mmol) werden mit 20 ml abs. CH3;SOCHj3, 8 mmol HSCH,COOH
und 14 mmol (C,Hs);N 8d bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend
wird mit 15 ml H,O versetzt und mit Salzsiure neutralisiert. Der Nieder-
schlag wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen.

3.3.1. [2-(2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl)ethylthio |-
essigscure (3a)

Die nach Absaugen von 3a zuriickbleibende Mutterlauge wird durch prépa-
rative DC getrennt (Merck, PLC Platten 20 x 20 cm, Silicagel 60 F254,
2 mm)(Dioxan/Toluol = 1:4). Hierbei wird weiteres 3a und 4 erhalten.

3a: Ausbeute: 0,24 g (41 %).

Farblose Kristalle vom Schmpt. 178-182°C (CH3OH/H,O =9:1). IR
(KBr, cm™1): 3300 (OH), 2240 (C=N), 1740 (C=0), 1700 (C=0). UV/
Vis (CoHsOH, nm): A (log €) =251 (4,18), 311 (4,28). MS (E.-L.) m/z
(rel. Int. %): 391 (M™, 10), 273 (100).

C,H17N3S0;5 (391,4)

3.3.2. [3-(2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl)-propyl-
thio Jessigsdure (3b)

Ausbeute: 0,54 g (88 %). Farblose Kristalle vom Schmpt. 151-153 °C
(CH;0H/H,0 =9:1). IR (KBr, cm™'): 3350 (OH), 2240 (C=N), 1720
(C=0), 1640 (C=0). UV/Vis (CoHsOH, nm): Amax (log &) = 249 (4,23),
311 (4,33). MS (E.-L.) m/z (rel. Int. %): 405 (M*, 22), 273 (100).
CyH9N3S0;3 (405,5)

3.3.3. {2-[2,6-Bis(4-chlorphenyl)-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl]-
ethylthioJessigsdure (3c¢)

Ausbeute: 0,43 g (62%). Hellgraue Kristalle vom Schmpt. 165-168 °C
(CH;0H/H,0=9:1). IR (KBr, cm™!): 3450 (OH), 2230 (C=N), 1715
(C=0), 1650 (C=0). UV/Vis (Co;HsOH, nm): Amax (log €) = 254 (4,18),
306 (4,21).

C,1H;5N3S0;Cl, (460,3)

3.3.4. {2-[2,6-Bis(4-methylphenyl)-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-
yl]-ethylthio}essigsdure (3d)

Ausbeute: 0,47 g (75%). Farblose Kristalle vom Schmpt. 183-185°C
(CH;0H/H,0 =9:1). IR (KBr, cm™!): 3340 (OH), 2220 (C=N), 1740
(C=0), 1705 (C=0). UV/Vis (CoHsOH, nm): Amax (log €) = 258 (4,33),
309 (4,34).

Cy3H,N3S0;3 (419,5)

3.4. 2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-4-oxo-pyrimidin-5-carbonitril 4a

A) Herstellung siehe 3.3.1. Ausbeute: 0,09 g (22 %).

B) 0,02g 3a werden 3 min auf 200 °C erhitzt. AnschlieBend wird aus
CH30CH,CH,OH umkristallisiert. Ausbeute: 0,008 g (57 %).

Farblose Kristalle vom Schmpt. 348-356 °C (CH;0CH,CH,OH).

Schmidt (1965): Schmpt. 350-356 °C. IR (KBr, cm™!): 3220, 3160, 3090
(NH), 2240 (C=N), 1655 (C=0). UV/Vis (C,HsOH, nm): Ay (log €)
=256 (4,06), 290 (3,80), 335 (3,73). MS (E.-I) m/z (rel. Int. %): 273
(M, 90), 170 (MT-C¢HsCN, 100), 104 (CgHsCNH™, 100).

C7H N30 (273,2)
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3.5. S-[2-(2,6-Diaryl-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl)ethyl]thio-
uronium-hydrochloride (5a, c)

2a,¢ (2mmol) werden mit Thioharnstoff (6 mmol) in 10 ml
CH30CH,CH,0H 90 min riickflieBend erhitzt. Nach dem Erkalten werden
20 ml abs. (CH3CH;),0 zugegeben. Der Niederschlag wird abgesaugt.

3.5.1. §-[2-(2,6-Diphenyl-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-yl)ethyl |-
thiouronium-hydrochlorid (5a)

Ausbeute: 0,44 g (53 %). farblose Kristalle, 210-220 °C Zersetzung unter
Nadelbildung, Schmpt. 310 °C (CH3NO,/CH3;CH,OCH,CH3). IR (KBr,
cm™1): 3400, 3000 (NH,), 2245 (C=N), 1660 (C=0). UV/Vis (C,HsOH,
nm): hmax (log €) = 244 (4,29), 291 (4,21), 328 (3,94). MS (E.-L.) m/z (rel.
Int. %): 375 (MT-HCI, 10).

C0H;sN5SOCI (411,9)

3.5.2. S-{2-[2,6-Bis(4-chlorphenyl)-3,4-dihydro-5-cyan-4-oxo-pyrimidin-3-
ylJethyl}thiouronium-hydrochlorid (5¢)

Ausbeute: 0,29 g (30%). farblose Kristalle, 215-220 °C Zersetzung unter
Nadelbildung, Schmpt. 306-309 °C (CH3NO,/CH3;CH,OCH,CHj3). IR
(KBr, cm™'): 3450, 3010 (NH), 2240 (C=N), 1660 (C=0). UV/Vis
(CoH50H, nm): Apay (log €) = 248 (4,31), 299 (4,32), 332 (4,07).
C,0H;6N5SOCl; (480,8)
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