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Kurzfassung

Synthese und Charakterisierung substituierter Pyrazole und Chinoxalinderivate
als potenzielle Inhibitoren des Tat-TAR-Komplexes von HIV-1
Gunther Seifert

HIV als Ausloser von Aids ist ein Retrovirus. Nach reverser Transkription des RNA-
Genoms und Integration in die DNA der Wirtszelle kommt es nach Aktivierung der
viralen Gene zur Produktion der viralen Proteine und schlieBlich zur Bildung neuer
Viruspartikel. Ein wichtiges Element zur Steuerung der Transkriptionseffizienz ist das
Tat/TAR-System. TAR ist ein 59 Nukleotide langer RNA-Abschnitt. Tat ist ein kleines
Peptid mit einer argininreichen und zugleich basischen Doméane, die an TAR bindet.
Liganden der TAR-RNA, welche die Bindungstelle fur Tat blockieren, kdbnnen da-
durch den viralen Zyklus unterbrechen. Ziel der vorliegenden Dissertation war es,
ausgehend von einer strukturellen Hypothese des TAR-Argininamid-Komplexes, klei-
ne Heterozyklen als potenzielle Tat-TAR-Inhibitoren zu entwerfen.

Arginin und Argininamid gehoren bis heute zu den wohl am besten untersuchten und
charakterisierten TAR-Liganden. Liganden die hohe Affinitdten zur TAR-RNA zeigen,
zeichnen sich sowohl durch die Mdglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbricken-
bindungen, als auch durch aromatische Grundgertste zur Erhéhung der stacking-
Effekte aus. Durch eine Vielzahl von NMR-Untersuchungen und molekulardynami-
schen Berechnungen konnte eine Anderung in der Konformation der TAR-RNA durch
Wechselwirkungen mit Arginin- oder Guanidingruppen belegt werden. In der vorlie-
genden Arbeit sollte das Bindungskonzept von zwei Uberlagerten Guanidinen an die
TAR-RNA untersucht werden. Die daraus hervorgehende Struktur ergab ein dreifach
aminiertes Pyrazol. Triaminopyrazol erwies sich als Reinverbindung im Vergleich zu
monokationischen Guanidinanaloga ahnlicher Groe als ein recht effizienter Tat-
TAR-Inhibitor, der sich in Zellkultur-Assays als wirksam gegen HIV-1 erwies. Nach
der Synthese des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfates sollte diese Verbindung dann in
grolere Strukturmotive eingebettet werden, von denen man sich erhoffte, dass sie in
ihrer reduzierten Form in der Lage sein sollten, weitere H-Brlicken zu benachbarten
Basen der RNA auszubilden und dadurch die Affinitdt zu erhéhen. Daraufhin wurde
eine Synthesestrategie ausgearbeitet, die es erlaubte, sowohl am Ringstickstoff des
Pyrazolringes methylierte, als auch nicht methylierte Phenazinderivate herzustellen.

Dies gelang in einfachen, konvergenten Synthesen in guten Ausbeuten. Mit der Her-



stellung der beiden Acetylphenazine 147 und 151 und der Synthese der am Pyrazol-
ringstickstoff methylierten Verbindung 98 konnten drei Moleklle prasentiert werden,
die in der oxidierten Form ICso-Werte aufwiesen, die etwa 2-4fach besser waren als
der Wert des Triaminopyrazols. Die synthetisierte Phenazin-Stammverbindung 112
konnte zwar mit Natriumdithionit reduziert werden, wurde aber an Luft rasch reoxi-
diert. Es bestand die Hoffnung, dass die reduzierte Form als leicht protonierbares,
nichtplanares aber lipophiles Analogon des Triaminopyrazols ein interessanter Li-
ganden-Kandidat fur die TAR-RNA sein konnte. Auch die durch reduktive Zyklisie-
rung erhaltene Verbindung 98 lie® sich mit Natriumdithionit reduzieren. Laut Cyclovol-
tametrie ist dieser Vorgang reversibel (Redoxpotenzial -1.377 V gegen Standard-
Kalomelelektrode). Es ist bekannt, dass die Redoxpotenziale von Phenazinen durch
Alkylierung gegen 0 V verschoben werden konnen. Leider gelang die NaBH, indu-
zierte Zyklisierung von Verbindung 93 nicht. An die zyklisierte Form von Verbindung
93 und an die Phenazin-Stammverbindung 112 bestanden die Erwartungen, dass
diese Strukturen in reduzierter Form stabil und luftbestandig sein konnten oder sich
vielleicht in vivo, d.h. im Zytoplasma, wo reduzierende Bedingungen herrschen, von
einer Prodrug-Form in die eigentliche Wirkform Uberfihren lassen kdnnten (vgl.
FAD/FADH,). Eine weitere Mdoglichkeit zur Verringerung des Redoxpotenzials be-
stand in der EinfUhrung von Acetylresten und Halogenatomen als Elektronenakzepto-
ren. Die Acetylverbindungen 147 und 151 sollten weiterhin in der Lage sein, eine zu-
satzliche H-Bricke zu C 39 auszubilden und dadurch den Komplex mit TAR stabili-
sieren.

Es zeigte sich, dass die im Rahmen dieser Dissertation synthetisierten Phenazinderi-
vate zwar alle mit Natriumdithionit reduziert werden konnten, diese Strukturen aber
nicht luftstabil waren. Zudem storten die zugesetzten Mengen Reduktionsmittel durch
auftretende Prazipitationseffekte den Assay ab einer bestimmten Konzentration so
empfindlich, sodass keine vernunftigen und aussagekraftigen Messergebnisse fur die
reduzierten Phenazine erhalten werden konnten. Daher soll in zukunftigen Arbeiten
die Stoffklasse der Phenazine nicht weiter als TAR-Liganden in Betracht gezogen

werden.



Abstract
Synthesis and characterization of substituted pyrazoles and quinoxalinderiva-
tives as potential inhibitors of the Tat-TAR-complex of HIV-1
Gunther Seifert

HIV, the causing agent of Aids is a retrovirus. After reverse transcription of the RNA
genome and integration into the DNA of the host cell the viral genes are activated
and the formation of viral proteins is initiated. Thereby new viral-particles are formed.
A very important element to control the efficiency of viral transcription is the tat/TAR-
system. TAR is a 59 nucleotides long RNA section. Tat is a small peptide with an ar-
ginine rich basic domain, which binds to TAR. Ligands of the TAR-RNA which block
the binding site for Tat, are able to disrupt the viral cycle. The main goal of this work
was, starting from a structural assumption of the TAR-arginine amide complex, to
design small heterocyclic molecules as potential inhibitors of the Tat-TAR-system.
Arginine and arginineamide are until now the best known and characterised TAR-
ligands. Ligands with high affinity to the TAR-RNA typically have the possibility to
form hydrogen bonds as well as to arise stacking effects. Due to NMR-studies and
molecular dynamic calculations the conformational change of the TAR-RNA by virtue
of interactions with arginine or guanidine groups could be shown. In this work the
binding model of two overlaid guanidine structures should be determined. The result-
ing molecule was 1H-pyrazole-3,4,5-triamine. This purified compound compared to
monocationic guanidine analogues of similar dimension proved to be a quite efficient
Tat-TAR-inhibitor, which showed activity against HIV-1 in a cell culture assay. After
the successful synthesis of this small molecule the structural diversity should be en-
hanced. The reduced compounds should be able to form additional hydrogen bonds
with the bases of the RNA to increase affinity. A concept to synthesize methylated as
well as non methylated phenazines was elaborated. This could be done in simple
and convergent synthetic steps with good yields. With the synthesis of the two acety-
lated phenazines 147 and 151 and the methylated compound 98 there could be pre-
sented three molecules which have in the oxidised form ICsy values which are 2-4
times better than the affinity of triaminopyrazole. The synthesised phenazine com-
pound 112 could be reduced with sodium dithionite, but it was reoxidised on air very
fast. We hoped that the reduced form as an easily protonable, not planar, but lipo-

philic analogon of 1H-pyrazole-3,4,5-triamine could be an interesting ligand for the



TAR-RNA. Even compound 98, which was obtained by reductive cyclisation could be
reduced with sodium dithionite. Measurement results showed that this process was
reversible. (redox potential -1.377 V against standard calomel electrode). It is a fact
that the redox potentials of phenazines could be shifted to 0 V by alkylation. Unfortu-
nately the sodium borohydride induced cylisation of compound 93 was infeasible. We
expected from the compounds 93 and 112 that they are in the reduced form stable
when exposed to air, or that they could maybe transfered from a prodrug into an ac-
tive form inside of the cytoplasm were redutive conditions prevail (cp. FAD/FADHy).
Another opportunity to decrease the redox potential was the introduction of acetyl
groups and halogen atoms as electron acceptors. The acetyl compounds 147 and 151
should have the ability to form an additional hydrogen bond to C 39 and stabilise the
complex with TAR. All the synthesised phenazines within this dissertation could be
reduced with sodium dithionite, but it must be pointed out that these compounds
were not stable in the air. Furthermore the reducing agent only could be added up to
a defined quantity until precipitation bothered the assay so that there cannot be
achieved any significant results. In the future phenazines should not be considered
as TAR-ligands.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die weltweite HIV/Aids-Pandemie hat sich von der Entdeckung der Krankheit bis zum
heutigen Tag zu einem der grofdten Gesundheitsprobleme entwickelt (Abbildung 1).
Trotz intensiver weltweiter Forschung zur Bekampfung dieser Infektionskrankheit, die
ohne medikamentdse Behandlung todlich verlauft und bislang auch nicht heilbar ist,
konnte bis heute noch kein Impfstoff gefunden werden. Mit den zurzeit in klinischem
Einsatz befindlichen Medikamenten kann man lediglich die Beschwerden der Betrof-
fenen lindern, den Verlauf der Krankheit verzégern und damit ihre Lebenserwartung
erhdhen. Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) schatzt die Zahl der Menschen,
die im Dezember 2006 mit der Infektionskrankheit leben, auf Gber 42 Millionen. Jahr-

lich sind zwischen fiinf und sieben Millionen Neuinfektionen zu verzeichnen!".

SCHATZUNG DER ERWACHSENEN UND KINDER, DIE 2006 MIT HIV LEBEN

West- & Osteuropa & Zentralasien
Mordamerika Mitteleuropa 1,7 Millionen

1,4 Millionen 740.000 [1,2 = 2.6 Milliarssn] -
(80,000 2,2 Miloren] {550,000 — 670.000] ?ET;'E;
Karibik Naher Ds::; ﬁ'ﬂ"ﬂqrdﬂﬁin [0, OO = 1,2 Meilligren
!%ﬁ;ﬂﬂlﬂggﬂm {20000 = TE000] Sild- & Stid-Oskasien
I ' 7,8 Millionen
i : Afrika [5,2 = 12,0 Milkonen |
L:tf;‘::m:a siidlich der Sahara I
[1,3 - 2,5 Milfiaren] 24,7 Millionen 81.000

- il
(21,8 — 27,7 Millionen] [50.000 — 170.000]

Weltweit: 39,5 Millionen [34,1 - 471 Millanan]

Abbildung 1: Derzeitiger Stand der weltweiten HIV-Pandemie zum Ende des Jahres 2006

Der Krankheitserreger ist ein Virus, das erstmals im Jahre 1983 von den Wissen-
schaftlern Frangoise Barré-Sinoussi und Robert C. Gallo unabhangig voneinander
entdeckt wurde!®. Die beiden Forscher beschrieben das Auftreten des humanen Im-
mundefizienzvirus, kurz HIV-1. Kurze Zeit spater konnten Wissenschaftler um Luc
Montagnier die Existenz des HIV-1 verifizieren. Mit der Entdeckung einer neuen Vi-
rusvariante im Jahre 1986, die unter anderem in ihrem Genomaufbau von dem des
HIV-Typ-1 differierte und nach ihrem Entdecker Clavel humanes Immundefizienzvirus
HIV-Typ-2 benannt wurde, konnten diese beiden Viren als Ausléser der damit ein-
hergehenden Immunschwachekrankheit Aids (acquired immunodeficiency syndrome)
eindeutig identifiziert werden®. Da Viren selbst zu keinen eigenen Stoffwechselvor-

gangen fahig sind, bendtigen sie einen Wirt. Sie sind in der Lage, zellulare Prozesse
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ihrer Wirtszelle umzusteuern, und somit fir einen optimalen Verlauf ihrer Vermeh-
rung zu sorgen. Neben der Erbinformation fir ihre eigenen Komponenten besitzen
Viren auch Gene fur verschiedene regulatorisch aktive Proteine (z.B. Transaktivato-
ren) und fiir Enzyme (z.B. Proteasen und Polymerasen)"’!. Bis 1970 ging man davon
aus, dass der Fluss der Erbinformation immer von der DNA Uber die RNA hin zum
Protein laufen musse. Dies galt als das zentrale Dogma der Molekularbiologie. Als
Forscher 1970 bei Retroviren ein Enzym, die Reverse Transkriptase fanden, welches
in der Lage war, RNA in DNA umzuschreiben, war dies eine wissenschaftliche Sen-
sation. Daraufhin begannen umfangreiche genetische und gentechnische Untersu-
chungen der RNA und der bis dahin bekannten Viren. Lange Zeit war unklar, dass
das Virus im menschlichen Korper hauptsachlich CD4-T-Zellen befallt und damit die
korpereigene Immunabwehr ausschaltet. Mit dem fortschreitenden Wissen uber die
molekularbiologischen Ablaufe innerhalb einer vom HI-Virus befallenen Zelle wurden
neue innovative Ansatze zum Auffinden antiviraler Wirkstoffe gesucht. Die Vorge-
hensweise war dadurch gepragt, dass man versuchte, wenig selektiv wirkende A-
genzien durch chemische Strukturveranderungen zu verbessern. Erste Ergebnisse
konnten durch die Synthese von speziell modifizierten Verbindungen auf der Basis
naturlich vorkommender Nukleoside erzielt werden. Die heute sehr gut etablierten
Methoden zur Sequenzierung der viralen Erbinformation und zur Strukturaufklarung
viruscodierter Enzyme, sowie neue Erkenntnisse der Molekulargenetik erlauben in-
zwischen, die Angriffspunkte antiviraler Substanzen gezielt zu analysieren. Zusam-
men mit dem Wissen Uber die Pathogenese der entsprechenden Virusinfektion ist
somit die Basis flr die zielorientierte Entwicklung optimal angepasster, inhibitorisch
wirkender Antimetabolite und zugleich fur das Design von Virostatika, gelegt. So ist
heute bekannt, dass sich in einer Zelle weitaus mehr RNA als DNA befindet. Auf-
grund ihrer Funktion und ihres Vorkommens innerhalb der Zelle unterscheidet man
mehrere Klassen von RNA. Haufig wird die RNA durch Proteine fixiert, die zur Stabi-
lisierung und zum Transport der RNA dienen. Im Gegensatz zur DNA kann die RNA
durch Faltung sekundare und tertiare Strukturmuster ausbilden. Bei vielen Viren, be-
sonders bei den humanpathogenen Viren, spielen RNA-Protein-Wechselwirkungen
eine entscheidende Rolle bei ihrer Replikation. Durch intensive Studien des HI-Virus
konnte gezeigt werden, dass die Virusreplikation essenziell von Wechselwirkungen
der RNA mit Proteinen abhangt®. Die TAR-RNA (TAR = trans-activation-response)

ist an den 5°-Enden aller viralen mRNA-Strange lokalisiert. Unter einer mRNA ver-
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steht man eine RNA-Kopie eines zu einem Gen gehorigen Teilabschnittes der DNA.
Hier liegen die RNA-Molekdle in einer besonders ausgepragten Sekundarstruktur vor
und bilden beim HIV-1 Uber die ersten 59 Nucleotide eine teilweise doppelstrangige
RNA-Haarnadelschleife aus. Durch die Bindung der TAR-RNA an die Tat-Proteine
(Tat = Transactivator of transcription) wird die Transkription vom LTR-Promotor (LTR
= long terminal repeats) ausgehend aktiviert, und um mehr als das Hundertfache
verstarkt. Die hohe Mutationsrate bei der Virusreplikation und die damit verbundene
Ausbildung von Resistenzen gegen die bestehenden antiviralen Wirkstoffe erfordert
die zielorientierte Suche nach neuen Substanzen, die an einer Stelle im Zyklus die
Neubildung von Viruspartikeln storen oder verhindern. Die TAR-RNA bietet sich als
Target fur neue Wirkstoffe an, da diese Struktur sehr konserviert und explizit unter-
sucht ist. Ein Ansatz zur Bekampfung von HIV/Aids geht von der Inhibierung der Tat-
TAR-Wechselwirkungen aus. So konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass
eine Konformationsanderung der TAR-RNA durch Wechselwirkungen mit Arginin o-
der Guanidin hervorgerufen werden kann®'". Bei der Entwicklung neuer Medika-
mente gegen das Virus wurden in den letzten Jahren sehr grol3e Fortschritte ge-
macht, da mittlerweile der Replikationszyklus des Virus und die molekularen Vorgan-
ge in einer infizierten Zelle sehr gut verstanden sind. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
durch strukturbasiertes Design der Zugang zu einer neuen Substanzklasse potenziel-
ler TAR-RNA-Liganden untersucht werden. Die Liganden sollten eine hohe Affinitat
zur TAR-RNA haben und somit die Wechselwirkungen von Tat-TAR inhibieren. Ba-
sierend auf biochemischen Experimenten und NMR-spektroskopischen Untersu-
chungen war ein erster Ansatz zur Beschreibung der Bindungsverhaltnisse der TAR-
RNA an das Tat-Protein, das ,Arginin-fork-Modell“('?. Bevor die TAR-RNA genauer
untersucht war, ging man davon aus, dass Arginin in der Lage war, gleichzeitig Was-
serstoffbriickenbindungen mit Guanosin-26, und den negativ geladenen Phosphaten
P(22) und P(23) auszubilden (Bild A in Abbildung 2). Kurze Zeit spater konnten Willi-
amson et al.!"® durch NMR-Spektroskopie zeigen, dass eine Konformationsanderung
der RNA durch Wechselwirkung mit Arginin induziert wird. Der Arbeitsgruppe um G.
Varani gelang es, das bisher als gultig angenommene ,Arginin-fork-Modell“ zu
widerlegen™. Demnach ist eine Bindung entweder zu G(26) (Bild B in Abbildung 2)
oder zu den Phosphaten P(22) und P(23) (Bild C in Abbildung 2) moglich. Die TAR-
RNA ist eine sehr konservierte Struktur und bietet kleinen heterozyklischen und
peptidischen Verbindungen ein gutes Angriffsziel. Aufgrund dieser Uberlegungen

wurden in unserer Arbeitsgruppe guanidinanaloge Verbindungen synthetisiert, die
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rer Arbeitsgruppe guanidinanaloge Verbindungen synthetisiert, die durch Uberlage-
rungen von zwei Guanidiniumgruppen kleine heterozyklische Verbindungen, wie bei-
spielsweise Derivate des 3,5-Diamino-1H-pyrazols, ergaben (Bild D in Abbildung 2).
Diese Verbindungen sollten eine hohe Affinitat zur TAR-RNA besitzen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden unterschiedliche Derivate des 3,5-Diamino-1H-pyrazols synthe-

tisiert und als potenzielle RNA-Liganden getestet.
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Abbildung 2: Arginin-Fork-Modell zur Beschreibung der Wechselwirkungen eines Arginins mit G(26),
P(22) und P(23) (A), Abstandsmessungen mittels NMR zeigten, dass eine Bindung nur entweder zu G
(26) (B) oder den Phosphaten P(22) und P(23) mdglich ist (C). Bild D zeigt das Bindungsmodell des

3,5-Diaminopyrazols
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ausarbeitung eines Syntheseweges zur Herstel-
lung von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin. Wie eingangs schon erwahnt, sollte diese Verbin-
dung in der Lage sein, sowohl zu den Phosphaten P (22) und P (23), als auch zu der
Base G 26 Wasserstoffbriicken auszubilden. Nach erfolgter Synthese sollte, je nach
gemessener Bindungsaffinitat versucht werden, das Grundgerust des 1H-Pyrazol-
3,4,5-triamins in grolere, planare Strukturmotive zu integrieren. Dabei sollte der zu
Beginn vorhandene heterozyklische Flnfring sukzessive um einen aromatischen
Ring erweitert werden. Durch die Strukturaufweitung sollte untersucht werden, ob
zusatzlich noch Wasserstoffbrickenbindungen zur Base C 39 ausgebildet werden
konnen, was eine zusatzliche Stabilisierung und Fixierung der entsprechenden Ver-
bindung in der Bindungstasche der RNA und eine damit einhergehende Stabilisie-
rung des negativen Phosphodiesterriickgrates zur Folge haben sollte. Im Nachfol-

genden ist das Bindungsmodell der einzelnen Strukturen nochmals dargestellt.
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Abbildung 3: Postuliertes Bindungsmodell der Verbindung 57 (R = H) an die TAR-RNA
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Abbildung 4: Postuliertes Bindungsmodell fiir die reduzierte Verbindung 76
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3 HIV

3.1 Genereller Aufbau eines HI-Virons

Das HI-Virus weist eine konische Form auf und gehért mit einer GroRe von etwa 100
nm zu den mittelgrof3en Viren. Es gehdrt zur Familie der exogenen Retroviren, es ist
also in der Lage, mithilfe der reversen Transkriptase das virale RNA-Genom in DNA
umzuschreiben, und tragt gleichzeitig in seinem Genom alle Informationen, die fur
den Ablauf eines Infektionszyklus mit erfolgreicher Freisetzung neuer, hochinfektio-
ser Viruspartikel relevant sind. Samtliche bekannten Retroviren lassen sich nochmals
in sieben Unterklassen, namlich in die a-, B-, y-, 6-, e&-Retroviren sowie in die Lentivi-
ren und Spumaviren unterteilen. Die Klassifizierung erfolgte aufgrund morphologi-
scher und genetischer Unterschiede. HIV-1 und HIV-2 gehoren in die Unterklasse der
Lentiviren. Das Kapsid liegt im Inneren des Viruspartikels und umschlief3t zwei identi-
sche, einzelstrangige RNA-Molekile, die weder kovalent, noch durch Basenpaarung
miteinander verbunden sind. Dieses diploide Genom liegt im Komplex mit den Nucle-
okapsidproteinen (p7) vor und weist Charakeristika einer zellularen mRNA auf. Das
HIV-Genom hat eine Grofde von etwa neun Kilobasen (kB) und besteht aus neun
Genen, die alle fur diverse Proteine codieren. Zu den drei Strukturgenen pol, env und
gag, die alle Retroviren enthalten, kommen sechs Regulationsgene, die Informatio-
nen flr regulatorische Proteine enthalten und den Replikationszyklus steuern. Zu-
satzlich enthalt das Kapsid noch drei fur das Virus essenzielle Enzyme, die wichtige
Funktionen in seinem Lebenszyklus Ubernehmen. Es sind dies die Enzyme Reverse
Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR). Gebildet wird das Kapsid,
auch Core genannt, aus Kapsidproteinen (p24). Es ist von einer Hillmembran um-
geben, die sich von der Zytoplasmamembran ableitet. Die Innenseite der Membran
wird von einer Schicht von Matrixproteinen (p17) ausgekleidet. Mit der Hullmembran
assoziiert sind zwei Glykoproteine, von denen eines als transmembranes Protein
(TP) Uber eine etwa 20 hydrophobe Aminosauren grol’e Region verankert ist. Das
andere Protein, auch externes Glykoprotein (EP) genannt, ist nichtkovalent mit dem
aullerhalb der Membran gelegenen Teil des transmembranen Proteins verbunden.
Man bezeichnet den externen auch als aminoterminalen, den transmembranen auch
als carboxyterminalen Anteil. Beide werden als gemeinsame Vorlauferproteine bei

der Virusreplikation gebildet. Sowohl die Bildung, als auch die Spaltung der beiden
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Anteile erfolgt im Laufe der Virusmorphogenese durch eine mit dem endoplasmati-
schen Retikulum und dem Golgiapparat verbundene Protease. Beim HIV-1 haben die
durch diverse Zuckergruppen modifizierten Formen der externen und transmembra-
nen Proteine Molekulargewichte von 120 kD (gp120) beziehungsweise 41 kD (gp41).
In den folgenden Abschnitten soll auf den Aufbau und die Funktion der einzelnen Vi-

rusbestandteile noch genauer eingegangen werden.

t Glykoprotein

e/ gp120
0y

\d

Glykoprotein gpd1
in der Membranhille

FProtein der
Wirtszelle

Lipid-Schicht <%

Nukleckapsid
(Eiweilthdlle der
MNukleinsaure)

Reverse Transkriptase

RMA mit
Proteinhdlle

p24 Antigen
(Eiweilmolekil der Kemhilie)

[16]

Abbildung 7: HIV-1-Partikel im Querschnitt"® und elektronenmikroskopische Aufnahme des Virus

Tabelle 1: Eigenschaften und Funktion der HIV-1-Proteine

Protein Bezeichnung Merkmale/Funktion

Vpu, p14/16 viral protein out Abbau von CD4-Rezeptoren, Foérderung der

Freisetzung von Nachkommenviren

Transport des PIK (PIK = Pre-Integrationskom-
Vpr, p11/15 viral protein rapid plex) in den Zellkern, Beschleunigung der Virus-

replikation durch Infektion von T-Zellen

Infektion von peripheren Blutlymphozyten,
Vif, p23 viral infectivity factor | Steigerung der Infektiositat der Nachkommenvi-

ren

R 19 Regulator of expres- |Bindung an RRE, Transport von ungespleildter
ev,
P sion of virion proteins | oder einfach gesplei3ter mRNA aus dem Kern
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Fortsetzung von Tabelle 1: Eigenschaften und Funktion der HIV-1-Proteine

transcription

Nef, p25/27 negative factor Eingriff in virale Signalkaskaden, in vivo mul-
tilple Funktionen
Tat, p14 Transactivator of Effiziente Bildung von Transkripten durch Bin-

dung an TAR, Aktivierung des 5’'LTR

Gag-Pol, pr160

Group specific antigene

polymerase

Vorlaufer flr gp120 und gp41

Umschreiben viraler RNA in provirale DNA,
RNase-Aktivitat, kann sowohl als RNA-

RT, p51/p66 reverse transcriptase o _
als auch als DNA-abhangige Polymerase wir-
ken

IN, p38 integrase Integration des Virusgenoms in das Wirtsge-
nom

PR, p9 protease Spaltung von Gag/Pol und Gag in die Einzel-
komponenten

Gag, pr55 Group specific antigene | Myristyliert, Bildung virusahnlicher Partikel

MA, p17 matrix Virusstruktur, ist im PIK enthalten

CA, p24 capsid Strukturprotein des konischen Kapsids

NC, p7 Nucleic capsid EiweiRhUlle der Nukleinsaure

LI, p6 link protein Verbindung zwischen Capsid und Membran

3.2 Membranproteine

Das env-Gen des HIV-1 codiert flr die beiden Glycoproteine gp120 und gp41. Dabei

gehen beide Proteine aus einem gemeinsamen Vorlauferprodukt, dem gp160 hervor.

Eine einfach gespleil3te mRNA dbernimmt die Translation, wobei die Sequenzen fur

das externe Protein gp120 in der Nahe der aminoterminalen Domane zu finden sind.

Mittels einer aminoterminalen Signalsequenz erfolgt die Translation des Proteins an

der Membran des endoplasmatischen Retikulums. AnschlieRend erfolgt die Durch-

schleusung der Aminosaurekette in das Lumen. Es gibt Hinweise darauf, dass die

translatierten Proteine als trimere Komplexe vorliegen und durch eine am Golgiappa-

rat assoziierte und HIV spezifische Furinprotease in den externen und den trans-

membranen Teil gespalten werden. Das externe gp120 weist sowohl in seinem Auf-

bau, als auch in seiner Struktur noch einige Besonderheiten auf, die fur die Adsorpti-

on der Viruspartikel an zellullare Oberflachen essenziell sind.
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Besonders auffallig ist die extrem hohe Variabilitdt des gp120 in den Bereichen V1
bis V5. Die V-Regionen alternieren mit strukturell ziemlich hoch konservierten C-
Bereichen (C1 bis C6). Die flexiblen V-Regionen unterscheiden sich zum einen durch
ein unterschiedliches Glykosylierungsmuster der N-glycosidisch gebundenen Zu-
ckergruppen an die Aminosauren, zum anderen aber auch durch eine signifikant un-
terschiedliche Abfolge der einzelnen Aminosauren bei verschiedenen HIV-Isolaten.

Die V3-Domane weist unter den variablen Bereichen des gp120 noch die Beson-
derheit auf, dass sie nicht glykosyliert ist. Sie ist etwa 30 bis 35 Aminosauren lang
und wird von Cysteinresten flankiert, die eine Disulfidbriicke ausbilden und dadurch
die Bildung einer oberflachenexponierten V3-Proteinschleife induzieren. Innerhalb
ihres Zentrums ist eine bei nahezu allen HIV-Isolaten konservierte Aminosaureabfol-
ge aus den Aminosauren Glycin-Prolin-Glycin-Arginin zu finden, die eine stabile [3-
Turn-Struktur bilden. Wozu diese Sequenz genau dient und warum sie so stabil ist,
ist noch unklar. Die Membranproteine des HI-Virus haben wahrend des Infektions-
verlaufs verschiedene Aufgaben, die man bestimmten Doméanen zuordnen kann. Die

einzelnen Aufgaben und Funktionen werden im Replikationszyklus erlautert.

gp160

gp120 gp41

Furin-Protease-

Spaltstelle
\
0 500 856
s | NN B EG[ s [ [ o5 ] — coon
AEEVAVATARVZAN
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Abbildung 8: Membranproteine des Hiv-117]
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3.3 Tat-Proteine

Tat-Proteine konnten als virale Bestandteile bisher nur bei den Lentiviren identifiziert
werden. Beim HIV-1 kdnnen die Proteine aus 86 bis 104 Aminosauren aufgebaut
sein, wobei ihre Molekulargewichte zwischen neun und 14 kD variieren. Wahrend
des viralen Replikationszyklus sind es die Proteine, die sehr frih synthetisiert wer-
den, da sie sowohl fur die Genexpression des Virus, als auch fur seine Replikation
und Pathogenese von entscheidender Bedeutung sind. Die Tat-Proteine werden
beim HIV-1 von zwei Exons codiert, wobei auch hier eine gro3e Variabilitat besteht
und daher Sequenzen auftreten, bei denen eventuell das zweite Exon fehlen kann.
Alternativ dazu findet man tev-Proteine, welche in der Lage sind, durch alternative
Spleifmechanismen das erste Exon von Tat mit verschiedenen Abschnitten der env-
und Rev-Gene zu verknupfen (tev = Tat, env, Rev). Die Tat-Proteine besitzen grofRe
Bedeutung als Transaktivatoren der viralen Replikation. Man vermutet, dass sie am
aminoterminalen Ende des ersten Exons lokalisiert sind, das sich nochmals in flinf
Segmente unterteilen lasst. Dem aminoterminalen Ende, das je nach Virus eine un-
terschiedliche Lange aufweisen kann und eine sehr konservierte Struktur aus sauren
Aminosauren besitzt, folgt eine aus etwa 15 Aminosauren bestehende, cysteinreiche
Domane, die an Zn?*-lonen binden kann. AnschlieRend folgt eine etwa zehn Amino-
sauren umfassende Kernregion. Der nachfolgende Abschnitt zeichnet sich durch ei-
nen hohen Anteil an basischen Aminosauren aus, die sowohl den Transport des Tat-
Proteins in den Kern, als auch die Bindung an die RNA regulatorisch beeinflussen.
Man vermutet, dass die transkriptionsverstarkende Wirkung des Tat-Proteins auch
durch die am carboxyterminalen Ende des ersten Exons lokalisierten Aminosauren
hervorgerufen wird. Die genaue Funktion der im zweiten Exon codierten Aminosau-

ren ist noch unklar.

Exon 1 Exon 2
2 11 22 37 48 57 72
wh [samr] [ cysteinveieh [Kemregion] basisch| |
Transaktivierung Kerntransport Verstar- Proteinwechsel-
RNA-Bindung  kung wirkung

Abbildung 9: Tat-Peptid mit verschiedenen Proteindomanen!"”
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3.4 Replikationszyklus des HIV-1

34.1 Integration des viralen Genoms in das Genom der infizierten Zelle

Zu Beginn des Replikationszyklus des HIV-1 adsorbiert das Viruspartikel mittels des
glykosylierten viralen Oberflachenproteins gp120 an den Zielzellenrezeptor CD4. Die
Bindung des HIV-1 an die Wirtszellen erfolgt wahrscheinlich Uber die strukturell sehr
konservierte Domane C3, die in der Nahe des carboxyterminalen Endes von gp120
lokalisiert ist. CD4 ist ein etwa 55 kD schweres Protein aus der Immunglobulinsuper-
familie. Es besteht aus vier extrazellularen, immunglobulindhnlichen Domanen. Der
aminoterminale Bereich zeigt strukturell sehr groe Ahnlichkeiten mit den comple-
mentarity-determing-regions (CDR) der Immunglobuline. Durch bestimmte konfor-
mationelle Anderungen des gp120 wird eine Bindung an den entsprechenden Che-
mokin-Korezeptor (CXCR4 auf T-Lymphozyten oder CCR5 auf Makrophagen) er-
leichtert und eine Verschmelzung von viraler und zellularer Membran erreicht. Nach
der Membranfusion erfolgt ein sogenannter uncoating-Prozess, bei dem das Kapsid
neben den beiden einzelstrangigen RNA-Genomen auch die Proteine Integrase (IN),
Matrix (MA), Reverse Transkriptase (RT) und einige andere zellulare Proteine, die
zur Stabilisierung des Komplexes dienen, ins Zytoplasma freigesetzt. Auf dem Trans-
portweg vom Zellplasma in den Zellkern, der durch das Vpr-Protein und andere zellu-
lare Faktoren Ubernommen wird, erfolgt durch die Reverse Transkriptase das Um-
schreiben der viralen RNA in doppelstrangige DNA (cDNA), an deren Enden sich
LTR-Regionen (LTR = long terminal repeats) befinden. Das nun in eine doppelstran-
gige DNA uberfuhrte Virusgenom bleibt als Teil eines Pre-Integrationskomplexes
auch auf dem Weg vom Zellplasma in den Zellkern weiterhin mit den viralen Protei-
nen verbunden. Anschlieend Ubernehmen die Integrase (IN) sowie andere Proteine
die Neuorganisation der Virusbestandteile und die Integration des DNA-
Doppelstranges in das Genom der Wirtszelle. Nur wenn das Virusgenom vollstandig

integriert wurde, ist eine erfolgreiche Genexpression maoglich.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der HIV-1-env-vermittelten Membranfusion

3.4.2 Frihe Phase der Replikation und Expression viraler Regulationsgene

Von den LTR-Regionen (LTR = long terminal repeats), die nach der Integration in die
Wirtszelle als eukariotischer Promotor dienen, wird durch die zelluldare RNA-
Polymerase |l die Transkription ermoglicht. Beim HIV-1 spielen die Proteine NFkB
und Sp1 eine wichtige Rolle. Bei ausreichender Konzentration dieser zellularen Fak-
toren, die zusatzlich nach Stimulierung der infizierten T-Lymphozyten durch das Im-
munsystem aktiviert werden, wird eine Transkription initiiert, die jedoch oft nach den
TAR-Sequenzen wieder abbricht. Wahrend dieser frihen Phase der Gen-Expression
bindet das Tat-Protein an das in einer ausgepragten Sekundarstruktur vorliegende
TAR-Element. Dadurch wird eine vollstandige und effiziente Elongation des viralen
Genoms ermoglicht. Das Heterodimer, bestehend aus CDK9 und Cyclin T1, lagert
sich in dieser Replikationsphase an den Tat-TAR-Komplex an. Dies gewahrleistet
eine effiziente und vollstidndige Elongation der viralen Transkripte!'®. Desweiteren
zeichnet sich die Bildung des Tat-TAR-Komplexes durch eine drastische Erhdhung
der viralen Transkriptionsrate aus. Nachfolgend ist die aktivierende Wirkung des Tat-

Peptides schematisch dargestellt (Abbildung 11).



3 __HIV 14

TAK (P-TEFb
( J

yd Y
Pre-Initiation
—

Complex Promoter

Clearance Early Elongation Complex
I F

[19]

TFIIHiI

Abbildung 11: Mechanismus der Transkriptionsaktivierung durch das Tat-Peptid
Durch die Kinase TFIIH wird der virale Promotor vom Pre-Initationskomplex geldst. Durch die mensch-
liche RNA-Polymerase Il wird die virale Transkription eingeleitet. Das Tat-Protein, das an den P-TEFb-
Kinase-Komplex, bestehend aus CDK9 und CycT1, anneliert ist, bindet Gber die CycT1-Komponente
an die TAR-RNA. AnschlielRende Phosphorylierung der einzelnen Transkripte durch CDKS9 fihrt zu
einer effizienten und beschleunigten viralen Transkription. In Abwesenheit des Tat-Proteins findet eine

unvollstdndige und sehr langsame Transkription statt.

Es wird angenommen, dass diese Interaktionen zu einer Konformationsanderung des
Tat-TAR-Komplexes flihren. Nach Aktivierung der Polymerase Il durch Phosphorylie-
rung resultiert daraus eine gesteigerte Transkriptionsrate. In dieser Phase werden
mehrfach gespleite mMRNAs in das Zytoplasma transportiert und bilden dort die Re-
gulationsproteine Nef, Rev und Tat. Das Rev-Protein dient dem Virus als zellularer
Exportfaktor. Sobald im Zellkern eine kritische Konzentration viraler Replikationspro-
dukte erreicht ist, bindet es an das RRE-Element (RRE = Rev response element)
sowohl der einfach, als auch der nicht-gespleilten mMRNA-Spezies und ermdglicht so
den Transport ins Zellplasma, wo sie translatiert oder als RNA-Genome in die ent-
sprechenden Viruspartikel verpackt werden. Durch das verminderte Splei3en wird die
Translationsrate der frihen Genprodukte sehr eingeschrankt. Gleichzeitig fungiert
das Rev-Protein als molekularer Schalter zwischen der frihen und der spaten Phase
der Virusreplikation. Dieses sehr friih exprimierte Protein rev beeinflult die Anteile
und das Gleichgewicht zwischen regulatorischen Proteinen und Strukturproteinen,
indem es die Expression struktureller Gene aktiviert und die Bildung regulatorischer
Proteine hemmt. Somit wird die Ausreifung neuer, infektidser Viruspartikel beguns-
tigt. Es ist fur die Expression der spaten Genprodukte ein essenzieller Bestandteil

des Virus.
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3.4.3 Spate Phase der Replikation und Expression der Strukturproteine mit

anschliel3ender Freisetzung infektioser Partikel

Die HIV-1-Gene gag und pol codieren flur die Vorlauferproteine pr55 (Gag) und pr160
(Gag/Pol), die das Virus zur Synthese der env-Proteine an der Membran des en-
doplasmatischen Retikulums benétigt. Uber die aminoterminale Domane, die als Sig-
nalpeptid wirkt, wird ein Signalerkennungspartikel (signal-recognition-particle) ge-
bunden. Sobald die Ketten eine bestimmte Lange erreichen, werden sie durch die
Membran des endoplasmatischen Retikulums geschleuf3t und dort mittels einer hyd-
rophoben Region im carboxyterminalen Bereich verankert. Nach Glykosylierungs-
reaktionen an Asparaginresten wird das gp160-Vorlauferprotein Uber den Golgiappa-
rat zur Zelloberflache transportiert, wo es durch die Protease Furin in die beiden akti-
ven Spezies gp120 (externer Teil) und gp41 (transmembraner Teil) gespalten wird.
Dabei verhindert die Aktivitat des Vpu-Proteins, welches ebenfalls an der Zellmemb-
ran des endoplasamtischen Retikulums gebunden ist, dass die viralen Glykoproteine
vorzeitig mit den CD4-Rezeptoren wechselwirken. An freien Ribosomen im Zytop-
lasma werden die Ubrigen Virusbestandteile translatiert. Die Gag- und Gag/Pol-
Vorlauferproteine werden wahrend der Synthese am N-terminalen Ende myristyliert
und mithilfe zellularer Transportproteine zur Zellmembran dirigiert, an die sie sich
anlagern. Hier findet die Virusmorphogenese statt. Dabei binden sich RNA-Dimere
Uber das Verpackungssignal y an die Zinkfingerstruktur der Nucleokapsidproteine in
den Gag und Gag/Pol-Vorlauferprodukten. Treten diese RNA-Moleklle mit der
Membranoberflache in Kontakt, stllpen sich diese Membranbereiche an der Oberfla-
che aus und bilden Vesikel, die sich abschnuren. Innerhalb dieser noch unreifen Ve-
sikel findet man eine sehr hohe Konzentration der Gag und Gag/Pol-
Vorlauferproteine, die dann in einem autokatalytischen Schritt herausgelost werden.
Anschlielend werden durch die virale Protease die Gag und Gag/Pol-Vorlaufer in die
Matrix- (MA, p17), Kapsid- (CA, p24), Nucleokapsid- (NC, p7), Link-(LI, p6) Proteine
sowie in die Reverse Transkriptase und die Integrase sezerniert. Nach strukturbe-
dingten Umlagerungen, der Translation einiger akzessorischer Proteine und Ausbil-
dung des konischen Kapsids werden die Viruspartikel infektids. Nachfolgende Abbil-

dung zeigt schematisch den Lebenszyklus des HI-Virus (Abbildung 12).
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3.4.4 Die akzessorischen Proteine

Das Vif-Protein (Vif = viral infectivity factor) wird von einer einfach gespleiliten mRNA
translatiert und besitzt beim HIV-1 eine Lange von 192 Aminosauren und ein Moleku-
largewicht von 23 kD. Das Vif-Protein ist bei den Lentiviren zwischen den pol-und
env-Genen lokalisiert und ein mit der RNA assoziierter Bestandteil des Nucleopro-
teinkomplexes der bereits infektiosen Partikel. Das Vif-Protein beeinflusst die Infekti-
ositat der neu gebildeten Viren. Die genaue Funktion des Vpu-Proteins (Vpu = viral
protein out) ist noch nicht eindeutig geklart. Man nimmt jedoch an, dass es fur eine
effiziente Virusproduktion verantwortlich ist. Die Translation des Vpu-Proteins wird
von einer bicistronischen mRNA Ubernommen, die ebenfalls die Sequenzen fur die
env-Proteine enthalt. Das Vpu-Protein des HIV-1 besitzt ein Molekulargewicht von 16
kD und eine 80 bis 82 Aminosauren lange Kette. Das Vpu-Protein geht wahrend des
Infektionsprozesses eine Bindung mit der zytoplasmatischen Domane des CDA4-
Rezeptors ein und fordert durch eine Ubiquitinylierung seine Zersetzung. Dadurch
kann der Transportfluss von env-Glykoproteinen zur Plasmamembran erhoht werden.
Es gibt Hinweise darauf, dass das Vpu-Protein auch die Funktion eines lonenkanals
fur das Virus Ubernimmt. Welche Auswirkungen sich daraus fur den Infektionszyklus
ergeben ist noch nicht geklart. Das ebenfalls von einer einfach gespleildten mRNA
translatierte Vpr-Protein (Vpr = viral protein rapid) kommt nahezu in allen Lentiviren
vor. Es hat Molekulargewichte zwischen 11 und 15 kD und eine zwischen 78 und 96
Aminosauren lange Kette. Die Hauptaufgabe des Vpr-Proteins besteht vermutlich in
dem Transport des Pre-Integrationskomplexes in den Zellkern und der Beschleuni-
gung der Virusreplikation durch vermehrte Infektion der T-Zellen.

Das Nef-Protein (Nef = negative factor) wird sehr frih wahrend der Infektion gebildet.
Seine Proteinkette besteht aus etwa 206 Aminosauren, und es hat ein Molekular-
gewicht von etwa 25 bis 27 kD beim HIV-1. Das Nef-Protein kann beim Infektions-
zyklus in zellulare Signalkaskaden eingreifen und durch die Expression von NFkB,
AP-1 und NF-AT die virale Replikation erhdhen. Weiterhin ist das Nef-Protein an ei-
ner Herunterregulierung der MHC-Klasse | Proteine und einem Abbau der CDA4-
Rezeptoren beteiligt, wodurch die Virusvermehrung begunstigt wird. Alle akzessori-

schen Proteine besitzen eine wichtige Funktion fur die Virulenz in vivo.
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3.4.5 Antiretrovirale Medikamente und Angriffsziele zur Behandlung von
HIV

In den letzten 25 Jahren wurden in keinem Forschungsgebiet der medizinischen
Chemie so groflle Fortschritte erzielt, wie bei der Entwicklung neuer Medikamente
gegen die Immunschwachekrankheit HIV/Aids. Seit der erstmaligen Markteinfliihrung
von Retrovir® im Jahre 1987 ist die Zahl der Medikamente zur Behandlung von
HIV/Aids auf Uber 20 angewachsen. Nachdem man den Aufbau des Virus und seinen
Replikationszyklus intensiver untersucht hatte, gelang die Entwicklung verschiedener
Medikamente mit unterschiedlichen Angriffspunkten im viralen Replikationsprozess.
Momentan stehen etwa 20 verschiedene Substanzen zur HIV/Aids-Behandlung zur
Verfugung, die entweder einzeln, oder in sogenannten Kombinationstherapien verab-
reicht werden (HAAR-Therapien = Highly Active Anti-Retroviral-Therapy). Bei dieser
1996 eingefuhrten Therapieform werden mindestens drei antiretrovirale Medikamente
verabreicht. Man kann diese Verbindungen in vier Wirkstoffklassen einteilen: Nukleo-
sidanaloga und Nukleotidanaloga (NRTIs) zur Inhibierung der Reversen Transkripta-
se, Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIs), Proteaseinhi-
bitoren (Pls), und der Fusionshemmer T-20. Untersuchungsergebnisse zeigen, dass
die besten Ergebnisse bei der Anwendung von zwei Nukleosidanaloga und einem
Proteasehemmer erzielt werden. Ein grof3es Problem bei der Behandlung der Aids-
Patienten mit den verschiedenen Medikamenten ist zum einen die Resistenzentwick-
lung des Virus gegen einen oder eventuell sogar gegen alle Wirkstoffe, die in der
Therapie eingesetzt werden, zum anderen aber die immer noch sehr massiven Ne-
benwirkungen der Substanzen auf den Organismus des Betroffenen, sodass die Ga-
be der Kombinationspraparate nach relativ kurzer Zeit ineffektiv wird, oder gestoppt
werden muss. Diese Tatsache erfordert dringend die Neuentwicklung von weiteren
Wirkstoffen. Zurzeit wird intensiv an neuen Substanzklassen, als auch an neuen
Wirkorten zur Einbringung der Medikamente in den viralen Replikationszyklus ge-
forscht. Man erhofft sich dadurch, den Lebenszyklus des HI-Virus an mehreren Stel-
len gezielt zu blockieren oder zu unterbrechen. In den nachsten Jahren ist mit der
Zulassung von weiteren Praparaten und neuen Substanzen zu rechnen. Das nach-
folgende Schaubild gibt einen Uberblick tber wichtige Angriffsziele antiretroviraler

Medikamente, die momentan in klinischer Anwendung sind (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Angriffsziele von Medikamenten im Replikationszyklus des HI-Virus’, die bereits Kli-
nisch eingesetzt werden (rote Umrahmung) und Ziele von Medikamenten, die in unterschiedlichen

klinischen Phasen zurzeit noch getestet werden (blauer Rahmen)[zol.
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In der nachfolgenden Tabelle sind die vier Wirkstoffklassen nach ihren Angriffszielen

im viralen Replikationszyklus aufgelistet.

Tabelle 2: Ubersicht Uber die derzeit eingesetzten Medikamente in der HIV-Therapie

Handelsname Abkirzung Substanzname Hersteller

Nukleosidische und Nukleotidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)

Ziagen® ABC GSK
Epivir® 3TC Abacavir GSK
Trizivir® TZV 3TC, Lamivudin GSK
Truvada® AZT +3TC + ABC  Gilead
Kivexa® FTC + TDF GSK
Retrovir® AZT 3TC + ABC GSK
HIVID® DDC AZT, Zidovudin Roche
Videx® DDI DDC, Zalcitabin BMS
Emtriva® FTC DDI, Didanosin Gilead
Viread® TDF Emtricitabin Gilead
Zerit® D4T Tenofovir BMS
Combivir® CcBvV D4T, Stavudin GSK

AZT, 3TC
Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIS)
Viramune® NVP Nevirapin Boehringer-Ingelheim
Sustiva® EFV Efavirenz BMS
Rescriptor® DLV Delaviridin Pfizer
Protease-Inhibitoren (PIs)
Viracept® NFV Nelvinavir Roche/Pfizer
Kaletra® LPV Lipinavir/Ritonavir Abbott
Norvir® RTV Ritonavir Abbott
Invirase 500® sQv Saquinavir Roche
Crixivan® IDV Indinavir MSD
Agenerase® APV Amprenavir GSK
Aptivus® TPV Tipranavir Boehringer-Ingelheim
Reyataz® ATV Atazanavir BMS
Telzir® FPV Fosamprenavir GSK
Prezista® DRV Darunavir Tibotec

Fusionsinhibitoren
Fuzeon® T-20 Enfurvirtide Roche
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3.4.6 Reverse Transkriptase-Inhibtoren (NRTIS)

Die Nukleosidanaloga- oder Nukleotid-analogen Verbindungen, die umgangssprach-
lich auch ,Nukes® genannt werden, greifen an dem Enzym Reverse Transkriptase an.
Sie un-terscheiden sich durch geringfigige Modifikationen von den ,physiologischen
Bau-steinen® und konkurrieren nach einer intrazellularen Phosphorylierung mit ihnen
um den Einbau in die virale DNA-Kette (siehe Abbildung 15). Da bei allen modifizierten
Verbindungen die 3'-OH-Gruppe am Zucker fehlt, induziert deren Einbau einen Ab-
bruch der DNA-Kette. Daher ist die Ausbildung von zusatzlich stabilisierend wirken-
den Phosphodiesterbricken nicht mdglich. Das Umschreiben der genetischen Infor-
mation von RNA in DNA wird dadurch blockiert. Die ,Nukes® haben allerdings den
Nachteil, dass sie gegen bereits inkorporierte Viren nicht wirksam sind. Sie kdnnen
jedoch den Befall und die Infektion weiterer Zellen verhindern. Zurzeit stehen acht
Reinsubstanzen zur Verfigung. Durch Kombination der Wirkstoffe untereinander soll
verhindert werden, dass es zu Resistenzen kommt. Die Medikamentenkombination
aus AZT und 3TC ist unter dem Handelsnamen Combivir® bekannt. Kivexa® und Tri-
zivir® enthalten beide die Wirkstoffe 3TC und ABC. Zusétzlich ist in dem zweitge-
nannten Praparat noch AZT enthalten. Das von Gilead vertriebene Produkt Truvada®
wird aus den Wirkstoffen FTC und TDF aufgebaut. Die einzige nukleotidanaloge Ver-
bindung derzeit ist Tenofovir®, die durch zwei intrazelluldre Phosphorylierungsschritte
aktiviert wird. Ein entscheidender Vorteil dieser Verbindung ist die sehr gute Vertrag-
lichkeit, sowohl in der Einzeltherapie, als auch bei der Kombinationsanwendung mit
anderen Substanzen. Desweiteren zeichnet sich Tenofovir® durch eine in der
phosphorylierten Form sehr geringe Affinitat zu mitochondrialen Polymerasen aus.
Ein Nachteil dieses Wirkstoffs ist jedoch die potenzielle Nephrotoxizitat, die sich in
einer mittelstarken Nierenfunktionsstérung auf3ern kann. Es sind jedoch auch schon
einzelne Falle von Nierenversagen bekannt geworden. So stehen zwolf Medikamen-
te auf der Basis von modifizierten naturlichen Bausteinen zur Inhibierung der Rever-
sen Transkriptase zur Verfigung. Aufgrund der hohen Resistenzbildungen der Viren
gegenuber den bisherigen Wirkstoffen und des doch noch sehr breiten Spektrums an
Nebenwirkungen wird intensiv an der Entwicklung innovativer Substanzen gearbeitet.
Im Folgenden sind die zurzeit in klinischer Anwendung befindlichen NRTIs aufgelistet
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Inhibitoren der Reversen Transkriptase und ihre natlrlichen Stammverbindungen



3 HIV

23

Die Abbildung zeigt exemplarisch den Mechanismus der Hemmwirkung von AZT:
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Abbildung 15: Mechanismus der Hemmwirkung von Azidothymidin (Zidovudin, AZT) 2
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3.4.7 Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIS)

Die im Jahre 1990 erstmals beschriebenen NNRTIs hemmen genau wie ihre nukleo-
sidischen Vertreter das Enzym Reverse Transkriptase. Die NNRTIs weisen jedoch
nicht die bekannten Strukturmotive aus einer Nukleobase und einem Zucker (Aus-
nahme: Tenofovir®) auf, sondern besitzen strukturchemisch gesehen untereinander
sehr wenig Ahnlichkeit. Die Wirkungsweise dieser Substanzen besteht darin, dass
sie sehr nahe an der Substratbindungsstelle fur Nukleotide direkt und nicht kompetitiv
an das Enzym Reverse Transkriptase binden. Der dadurch gebildete Komplex blo-
ckiert die katalytisch aktive Bindungsstelle des Enzyms entscheidend, was sich in
einer sehr verlangsamten DNA-Polymerisation ausdruckt. Eine Aktivierung dieser

Verbindungen durch intrazellulare Phosphorylierung ist nicht notwendig.
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Abbildung 16: Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs), die sich zurzeit in
klinischer Anwendung befinden

3.4.8 Protease Inhibitoren (PIs)

Das Gag/Pol-Vorlauferprotein wird durch das virale Enzym Protease in die funktionel-
len Untereinheiten gespalten. Mit der Hemmung der viralen Protease unterbleiben
auch die proteolytische Aufspaltung und die Ausbildung infektidser Viruspartikel.
Durch Strukturaufklarung der HIV-Protease gelang es, HIV-Proteasehemmer zu de-
signen und so zu modifizieren, dass sie das aktive Zentrum der Protease blockieren.
Mit Ausnahme von Aptivus® 18 weisen alle Proteaseinhibitoren Statinstruktur auf.

Nachfolgend sind alle Pls aufgeflihrt, die momentan auf dem Markt sind.
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Abbildung 17: In der HIV-Therapie eingesetzte Proteaseinhibitoren (PIs).
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Fortsetzung Abbildung 17:

Prezista® 23 Telzir® 24

3.4.9 Entry-Inhibitoren

Um zu verhindern, dass das HI-Virus in die Wirtszelle gelangt, gibt es derzeit drei
therapeutische Ansatze. ,Attachment-Inhibitoren“ sollen die Wechselwirkung des vi-
ralen Hullproteins gp120 mit den CD4 T-Lymphozyten verhindern. Mit den Verbin-
dungen Pro-542 und BMS-488043 sind zwei gut vertragliche und wirksame Verbin-
dungen in der klinischen Anwendung. Der von BMS entwickelte Vorlauferwirkstoff
BMS-806 zeigte in klinischen Studien nur unzureichende Hemmwirkung, sodass die-
ser Stoff nicht als entry-Inhibitor eingesetzt werden konnte. Mit dem Medikament
TNX-355 befindet sich derzeit ein weiteres Praparat in fortgeschrittenen klinischen
Studien. Um in die Wirtszelle zu gelangen, bendétigt das HI-Virus auch zellulare Kore-
zeptoren. Die wichtigsten derzeit bekannten Korezeptoren sind CXCR4 und CCRS.
Einer der wirksamsten CCR5-Antagonisten ist das von der Firma Pfizer entwickelte
Produkt UK427,857 (Maraviroc®). Mit den Medikamenten Pro 140 und SCH-D (Vicri-
viroc®) befinden sich weitere vielversprechende Wirkstoffe in klinischen Phase -
Studien. Desweiteren wird intensiv an der Entwicklung neuer CXCR4-Antagonisten
gearbeitet, von denen sich einige schon in den fortgeschrittenen Stadien der klini-
schen Prifung befinden (AMD-070, AK-602, TAK-652).

Der einzige derzeit verwendete Fusionsinhibitor ist Fuzeon® 25 (T-20, Enfuvirtide,
Abbildung 18). Diese Verbindung wurde 2003 in Europa zugelassen und besteht aus
36 Aminosauren. Charakteristisch fur dieses Medikament ist die Bindung des Peptids
an die Ubergangstruktur des gp41-Proteins wahrend des Fusionsvorgangs des Virus

mit der Zielzelle.
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Abbildung 18: Der Fusionsinhibitor T-20
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4 RNA-Liganden

Die gezielte Suche nach antiviral wirkenden Chemotherapeutika ist seit geraumer
Zeit ein sehr grol3es Forschungsgebiet der medizinischen Chemie. Mit der Erkennt-
nis, dass die Funktionen und Aufgaben der RNA weit Uber die alleinige Transformati-
on von codierten Informationen hinausgehen, kdnnte die RNA zu einem wichtigen
therapeutischen Target zur Behandlung von Krankheiten wie Krebs und HIV/Aids
werden. Ein entscheidendes Kriterium fur die Anwendung von Substanzen zur Be-
handlung von viralen Erkrankungen ist die Selektivitat der eingesetzten Stoffe. Nach
der Entdeckung von viruscodierten Enzymen wie beispielsweise Proteasen, DNA-
Polymerasen oder Thymidinkinasen, wurde anfangs versucht, durch gezielte Empirie
unter vielen wirkungsahnlichen Substanzen eine zu isolieren, die die Virusreplikation
bei einer HIV-Infektion mit hoher Selektivitat und ohne zelltoxische Effekte beeinflus-
sen sollte. Nachdem es gelungen war, DNA-Sequenzen zu analysieren, eroffnete
sich dadurch die Moglichkeit, Enzymmodelle von viruscodierten Enzymen ahnlicher
Funktion und bekannter dreidimensionaler Struktur zu entwickeln. Durch die verbes-
serten Methoden zur chemischen Strukturaufklarung, wie beispielsweise hochauflo-
sende NMR-Spektroskopie oder Kristallstrukturanalyse gelang es, potenzielle aktive
Zentren der Enzyme zu identifizieren und gezielt Substanzen zu entwickeln, die in die
Bindungstasche der Enzyme passen und sie dadurch hemmen sollten.

Erste Erfolge auf dem Forschungsgebiet der antiviralen Chemotherapeutika gelan-
gen Gertrude Elion!"! mit der Entwicklung von Acycloguanosin zur Behandlung der
Herpes-Encephalitis. Mittlerweile haben sich die Wechselwirkungen von RNA mit
Proteinen und Peptiden als ein neues Forschungsgebiet der medizinischen Chemie
etabliert. RNA ist in der Lage, zahlreiche Sekundar- und Tertiarstrukturen auszubil-
den, wodurch die einzelnen Abschnitte durch kleine Molekule (Small Molecules) oder
Peptide adressiert werden kdnnen. In den letzten Jahren wurde die TAR-RNA aus
dem HI-Virus-1 intensiv untersucht. Sowohl durch Screening, als auch durch struk-
turbasiertes Design, konnten einige Substanzen als effektive Tat-TAR-Inhibitoren
identifiziert werden, wobei bislang keine Verbindung in der Therapie eingesetzt wer-
den konnte. Daher ist es sehr wichtig neue Liganden als Tat-TAR-Antagonisten zu

finden.
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4.1 TAR-RNA-Liganden

Einer der Schlusselschritte im Replikationszyklus des HI-Virus ist die Bindung des
TAR-RNA-Elementes an das Tat-Protein. Die molekularen Wechselwirkungen finden
zwischen der argininreichen Region von Tat, dem nicht gepaarten Uridin in Position
23 und Basenpaaren im bulge-Bereich statt. Dabei erkennt das Tat-Peptid eine drei
Nukleotide grof3e, in ungebundener Form sehr flexible Bindungsdomane der TAR-
RNA. Besonders der Argininrest passt sich optimal in eine aus den Basen G26, A22

und U23 bestehende Bindungstasche im bulge-Bereich ein.

|

19.1 19.2
Abbildung 19: Ausbildung eines Basentripletts zwischen U23-A27-U38 in gebundener Form der TAR-
RNA (Abbildung 19.1). Ausgangslage der Basen in gebundener Form (obere Abbildung von 19.1). In

einer molekulardynamischen Simulation ist nach einer Zeit von 270 ps die Ausbildung eines Watson-
Crick-Basenpaares zwischen U38-A27 gezeigt. Wahrend der Simulation nahert sich U23 immer mehr
an das Watson-Crick-Basenpaar an (untere Abbildung von 19.1). Die Ausbildung dieses Basentripletts

ist fir die Bindung an Liganden wichtig. So kdnnen sich Liganden wie Argininamid optimal in eine

Bindungstasche einpassen (Bild 19.2)?".

Die Guanidiniumgruppe induziert dabei konformationelle Anderungen beider Bin-
dungspartner. Eine Stabilisierung des gebildeten Komplexes wird durch die Ausbil-
dung von ionischen Interkalationen zwischen den positiv geladenen, kationischen
Aminosauren im Tat-Protein und den negativ geladenen Phosphaten der TAR-RNA
erreicht. Weiterhin sind zusatzlich ausgebildete Wasserstoffbricken-Bindungen und

Stacking-Wechselwirkungen flr die erhéhte Stabilitat des gebildeten Komplexes ver-
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antwortlich. Nachfolgend ist nochmals eine dreidimensionale Struktur von freier und

gebundener TAR-RNA gezeigt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Links abgebildet sind die Nukleotide 1-59 der TAR-RNA. Man erkennt den drei nt gro-
Ren bulge-Bereich, der fir die Bindung an das Tat-Peptid essenziell ist, sowie den sechs nt groen
loop-Bereich!""). Die mittlere Abbildung zeigt freie TAR-RNA und die fiir die Bindung an Tat essenziel-
len Nukleotide (bunt eingefarbt). Im gebundenen Zustand ist sehr gut die Konformationsanderung der
TAR-RNA zu erkennen (rechte Abbildung)®?.

Mit der Erkenntnis, dass die Inhibierung des Tat-TAR-Komplexes einen entscheiden-
den Einfluss auf die virale Replikation hat, begann die intensive Suche nach neuen
TAR-Liganden. Mittlerweile konnten einige sehr potente Verbindungen mit einer ho-
hen Affinitat an die TAR-RNA synthetisiert werden. Im Nachfolgenden soll etwas ge-
nauer auf die Substanzen, die sich in drei groRe Gruppen unterteilen lassen, einge-

gangen werden.
4.2 Small Molecules
Zu diesen Verbindungen gehoren kleine, nicht-peptidische Strukturen mit einem Mo-

lekulargewicht von bis zu 500 Da. Die ersten Substanzen, die falschlicherweise als

Tat-Antagonisten angesehen wurden, waren Benzodiazepine und Epoxysteroide.
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Kurze Zeit spater konnte in der Arbeitsgruppe um Meil?!

anderer Mechanismus fir die beobachteten ICsp-Werte von 0.1-1.0 uM (R05-3335)

bei 26 verantwortlich war, die Verbindung jedoch nicht als Tat-TAR-Inhibitor fungierte.

gezeigt werden, dass ein

Ein weiteres Benzodiazepinderivat, das Ro24-7429 27, das durch geringflugige Modi-
fikation ausgehend von Verbindung 26 entwickelt wurde, zeigte jedoch erstaunliche
Effekte. So zeichnete es sich durch ein breites Wirkungsspektrum in unterschiedli-
chen Zelllinien und keinerlei zelltoxische Effekte aus. Bislang konnte jedoch nicht
genau geklart werden, ob es sich um einen Tat-Inhibitor oder eine Verbindung han-
delt, die auf anderem Wege die virale Replikation hemmt®®. Auch der genaue Wirk-
mechanismus des Epoxysteroids 29 mit einem ICsp-Wert von 2.6 yM in einem HIV-
Tat-Assay ist bis heute noch unklar. 1996 gelang die Synthese der Verbindung 28,
die strukturell sehr verwandt mit den Verbindungen 26 und 27 ist, jedoch keinen Ben-
zodiazepinring aufweist. Bei dieser Verbindung konnte anti-HIV-Aktivitat nachgewie-
sen werden, wobei der genaue Mechanismus noch unklar ist. Bei Verbindung 30
vermutet man, dass sie auf ahnliche Weise an die TAR-RNA bindet, wie der Arginin-
rest des Tat-Peptides. Mit einer Bindungskonstanten von 50-100 nM soll sie recht

gute Inhibitionseigenschaften zeigen!®*,
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Abbildung 21: Strukturen potenzieller TAR-Liganden®
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Im Jahre 1992 gelang es Frankel und Williamson, einen Komplex, bestehend aus
Argininamid und RNA genauer zu untersuchen!'® 2" 22 21 Basjerend auf NMR-
spektroskopischen Daten wurde eine Bindungshypothese dieser Verbindung an die
virale RNA aufgestellt. Bis heute sind Argininamid 31, als auch Arginin selbst, die
wohl am besten charakterisierten TAR-Liganden. Unterstltzt durch molekulardyna-
mische Berechnungen gelang es wiederum durch hoch aufgeldste 'H-NMR-
Spektroskopie zu zeigen, dass die Anwesenheit eines Arginins oder Argininamids 31
eine konformationelle Anderung der viralen RNA induziert?"!. Daraufhin begann eine
fieberhafte Suche nach neuen Strukturen, die Ligandeigenschaften haben sollten.
1996 konnte in der Gruppe um Bailly?®® 2! eine Verbindung mit der Bezeichnung
.Hoechst 33258" 32 als ein sehr guter TAR-Ligand identifiziert werden. Durch ,high
throughput Screening“ ausgehend von einer Substanzbibliothek mit 150.000 Verbin-
dungen wurden im selben Jahr von Mei und seinen Mitarbeitern zwei Verbindungen
mit sehr guten Bindungseigenschaften an die RNA charakterisiert®’]. Ein gefundenes
Chinoxalinderivat 33 und ein Derivat des Quinozalins 34 zeigten mit ICso-Werten von
1.3 UM beziehungsweise 10 uM hohe Affinitat zur RNA. Den bisher besten Binder
aus der Stoffklasse der Acridine stellt das CGP 40336A 35 mit einem in vitro gemes-
senen ICso-Wert von 22 nM. Auch in vivo blockiert diese Verbindung die Tat-
induzierte virale Transkription und zeigt mit einem ICsp-Wert von 1.2 uM beachtliche
Hemmeffekte. Durch footprinting-Experimente und Untersuchungen des Schmelz-

punktes konnte folgendes Bindungsmuster postuliert werden:

Abbildung 22: Bindungsmodell des Acridinderivates 35 an die TAR-RNA®
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Als weitere gute TAR-Liganden erwiesen sich die Polyamidine TAPP 36 und TAPB
37. Diese Verbindungen konnten in der Arbeitsgruppe um Mischiati et al.*®! als effi-
ziente Inhibitoren des Tat-TAR-Systems identifiziert werden. Durch virtuelles Scree-
ning gelang es James und seinen Mitarbeitern im Jahre 2000, eine aus 153000 Ver-
bindungen bestehende Bibliothek auf 350 potenzielle TAR-Liganden zu reduzie-
ren®. Darunter waren auch Strukturen, die aufgrund ihrer Struktur keine oder nur
unzureichende Affinitat zur RNA zeigen sollten. Zwei dieser Verbindungen, zum ei-
nen das Trisaminderivat 38, zum anderen das Anthrachinonderivat 39 zeigten |1Cso-
Werte von etwa 1 yM. Mit der Entdeckung des Acetylpromazins 40 gelang es dersel-
ben Arbeitsgruppe zwei Jahre spater, eine weitere Verbindung in die Liste der TAR-

Liganden mit nanomolarer Bindungsaffinitat zu integrieren®®
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Abbildung 23: Polyamidine TAPP 36 und TAPB 37 von Mischiati et al.”® mit hoher TAR-Affinitat
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Abbildung 24: Trisaminderivat 38, Anthrachinonderivat 39, die von James et al.® als TAR-Liganden

mit einem 1C5o-Wert von etwa 1 uM identifiziert werden konnten. Derivat 40 zeigt nanomolare Affinitat
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Im Jahre 2003 wurde in der Arbeitsgruppe um G. Palu®®"! von einem antiviralen 6-
Aminoquinolonderivat 41 berichtet, das sich in einem Zellassay als sehr effektiver und

bei einer Konzentration von 5 uM als aktiver Tat-TAR-Inhibitor erwies.

In der nachfolgenden Abbildung sind bekannte TAR-Liganden sowie ihre jeweilige

Bindungsstelle an die RNA nochmals zusammengestellt.

2N
|
N
/
N o c G NH2 NH,
N ! \ HoN
N NF>coom Cryp A SN
H ! 'c” = A
N _O G/ / N NH,
///
/ C 34
O.N ” o] A,,/ /
O NH, 33 o5 26/ av) o
j’ H /U/G/,//CIBQ - ! H
HN7 7Ny N2 24 -~ U‘ H N
NH \ 2 | N !
31 U~ h N
23 Allniu N
HZN/\/\N/\/\/NHZ | |
\L Giliic 32
! I
NH AllllIU
o [ I
N’ c o ! !
N CliiG
35 / |
W\ o A \C
N \G\\\ \U
@[ A
S \
\
40 \
5N\

Abbildung 25: Bindungsstellen einiger bekannter TAR—RNA—Liganden[32]
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4.3 Aminoglykoside

Im Jahre 1995 konnten die Bindungsaffinitaten einiger Verbindungen, die in die
Stoffklasse der Aminoglycoside gehoéren, mithilfe eines ,electrophoretic mobility
shift‘-Assays bestimmt werden. In nachfolgender Abbildung sind die gemessenen
Ergebnisse sowie die Strukturen der Verbindungen abgebildet. Bei der Anwendung
dieser Untersuchungsmethode ist es madglich, die Bindung der entsprechenden
Strukturen an RNA oder DNA iiber die Mobilitat innerhalb eines Gels zu deuten®?!,

In Kontrast zu den klassischen in der Literatur beschriebenen Interkalatoren, die nicht
selektiv an DNA und RNA binden, zeichnen Aminoglykoside sich durch nichtinterka-
lative Bindung aus. Die Bindungseigenschaften der Verbindungen Neomycin 42,
Streptomycin 43 und Gentamicin 44 beruhen auf elektrostatischen Wechselwirkun-
gen. Die gemessenen |Cso-Werte der Verbindungen liegen im niederen mikromolaren
Bereich. Die Werte betragen flir Neomycin 0.92 uM, far Streptomycin 9.5 yM und fur
Gentamicin 45 pM. Aufgrund dieser Daten kann keine Beziehung zwischen Bin-
dungsaffinitat und Anzahl der positiven Ladungen gefunden werden. So zeigt Strep-
tomycin eine etwa um den Faktor finf hohere Bindungsaffinitat zur RNA als Genta-
mycin, obgleich die Anzahl positiver Ladungen beim Gentamycin héher ist. Durch die
Einfuhrung weiterer Guanidiniumgruppen bei den Verbindungen Kanamycin und
Gentamicin an der Position C1 konnte die Affinitat an die TAR-RNA weiter gesteigert
werden. Diese polykationischen Verbindungen zeigten eine bedeutende biologische
Aktivitat in Zellkulturen®* *. Die Bindungsstellen der Aminoglykoside an die TAR-
RNA konnten durch footprinting-Experimente charakterisiert werden. Zusatzlich
konnten Hermann und Westhoff durch computergestitzte Studien die Ergebnisse
untermauern. lhnen gelang es, einen Komplex aus Neomycin und TAR genauer zu
untersuchen®®®. Die Computerstudien zeigten, dass die Bindungsstellen von Tat und
Neomycin unterschiedlich waren, was auch in Einklang mit weiteren durchgefuhrten

biochemischen Experimenten stand und durch NMR-Untersuchungen bewiesen wur-
del23: 371
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Abbildung 26: Strukturen der Aminoglycoside, die an TAR binden

4.4 Peptidische Strukturen

In den letzten Jahren wurden eine Reihe neuer peptidischer Verbindungen syntheti-
siert, von denen man sich erhoffte, dass ihre Bindungsstelle an die RNA im bulge-
Bereich liegen wurde. Diese Peptide sollten dann in der Lage sein, mit dem Tat-
Peptid zu konkurrieren und die virale Replikation zu unterbinden oder wenigstens
extrem zu verlangsamen. Dabei wurde auch versucht, die peptidischen Verbindun-
gen in die bereits beschriebenen aminoglykosidischen Strukturen einzubetten!®®.

Im Jahre 1997 gelang es der Arbeitsgruppe um Hamy durch Dekonvolution einer
kombinatorischen Bibliothek, das Peptid CGP 64222 45 zu identifizieren®. Es stellte
sich heraus, dass das Nonamer die Tat/TAR-Wechselwirkung in einem durchgeflhr-
ten Zell-Assay bei Konzentrationen von 10-30 yM inhibierte. Auch in menschlichen
Lymphozyten konnte die virale Replikation durch CGP 64222 45 blockiert werden.
Zudem konnte durch NMR Studien eindeutig die Bindung an den drei Nukleotide um-

fassenden bulge belegt werden.
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Abbildung 27: Das von Hamy beschriebene Peptid mit hoher TAR-Affinitat und bulge-Selektivitat

Um den Einfluss der Stereochemie der RNA bindenden Peptide zu untersuchen,
wurden in der Arbeitsgruppe um Rana et al.“® *!l kurze Tat-Peptid analoge Verbin-
dungen synthetisiert (Aminosauren 37-72), die sowohl D- als auch L-konfiguriert wa-
ren. Uberraschenderweise zeigten das D-Tat-Peptid mit einer Bindungskonstanten
von 0.13 uM und das L-Tat-Peptid mit einer Bindungskonstanten von 0.22 uM sehr
ahnliche Bindungseigenschaften. Die gleiche Gruppe synthetisierte Peptid-analoge
Verbindungen auf Basis von Carbamat- und Harnstoffderivaten, die die gleiche Se-

quenz wie das Tat-Peptid hatten!** **! (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Strukturen der Verbindungen auf Harnstoff- und Carbamatbasis

Das Oligoharnstoffderivat 46 wies mit einer Bindungskonstanten von 0.11 uM eine
zehnfach héhere Bindungsaffinitat auf als das Oligocarbamatderivat 47 mit einem Kp-
Wert von 1.1 yM und eine etwa siebenfach héhere Affinitdt als das naturliche L-
Peptid (Kp 0.78 uM). In weiteren Assays wurden die hergestellten Peptide sowohl auf
ihre Bestandigkeit gegenuber zellularen Proteasen, als auch auf ihre genregulatori-
schen Eigenschaften im HIV-1 getestet. Um einen intrazellularen Abbau der Verbin-
dungen zu unterdricken, wurden die Strukturen zusatzlich durch Ester-, als auch

Amidgruppen funktionalisiert*¥. Das Ester-Peptoid-Derivat 48 enthielt das Struktur-
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motiv von Tat (47-57) und zeigte mit einem Kp-Wert von 0.068 uM (Fluoreszenz-

Quenching) eine sehr gute Affinitat zur RNA.
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Abbildung 29: Struktur des TAR-bindenden Ester-Peptoids

Abbildung 30: Struktur des TAR-bindenden Amid-Peptoids

Die Bindungskonstante des Amid-Peptoids 49 lag nur wenig dartber. Um herauszu-
finden, ob auch kurzere Peptide, die sich nicht von Tat ableiteten als TAR-Liganden
fungieren konnten, wurde eine kombinatorische Bibliothek aus 24389 hergestellten
Tripeptiden die sowohl D-, als auch L-Aminosauren enthielten, untersucht. Aus dieser
Bibliothek erwiesen sich acht Verbindungen als vielversprechende Kandidaten fur
weitere Tests*’. Die besten Binder wiesen folgendes Strukturmotiv auf: HoN-(L)Lys-
(D)-Lys-(L)-Asn-OH (Kp = 0.42 uM) 50 und H3N-(D)Thr-(D)-Lys-(L-)Asn-OH (Kp =
0.56 uM). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte ein bevorzugtes Strukturmotiv mit der
Sequenz X-Lys-Asn gedeutet werden. Die Ubrigen Peptide waren Diastereomere von
HoN-Lys-Lys-Asn-OH und zeigten deutlich schlechtere Bindungseigenschaften. Ein

weiterer Versuch, die biologische Aktivitat dieser Verbindungen zu verbessern, be-
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stand darin, das Tripeptid 50 in eine zyklische Struktur einzubauen. Dadurch konnten
die Bindungseigenschaften des Pentapeptides 51 im Gegensatz zu der nichzykli-

schen Struktur jedoch nicht entscheidend verbessert werdent?..
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Abbildung 31: Integration des nichtzyklischen Tripeptids in ein zyklisches Pentapeptid
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5 Eigene synthetische Arbeiten

5.1 Versuche zur Herstellung von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin

Ausgehend von 1H-Pyrazol 52 sollte durch dreifache Nitrierung die Trinitroverbindung
53 und durch anschlieliende Reduktion der Nitrogruppen das gewtinschte Produkt 54

erhalten werden.
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Dazu wurden verschiedene Reagenzien und unterschiedliche Bedingungen gewahlt.
In einer in unserer Arbeitsgruppe angefertigten Dissertation von Oliver Boden!*"! wur-
den diese Reaktionsbedingungen bereits diskutiert, wobei keine dieser gewahlten
Reaktionsbedingungen die gewlnschte Zielverbindung 53 ergab. Zur endgultigen
Verifizierung dieser Ergebnisse wurden die fehlgeschlagenen Versuche nochmals
Uberpruft. Nach der Aufarbeitung konnte das gewunschte Produkt nicht isoliert wer-
den. Vielfach zersetzte sich das Edukt schon wahrend der Reaktion. Nachfolgende
Tabelle 3 gibt einen Uberblick (iber die gewahlten Reaktionsbedingungen zur Her-

stellung von 54.

Tabelle 3: Fehlgeschlagene Versuche zur Synthese von 54

Reagenzien Zeit [h] Temperatur [°C] Ausbeute[%]
HNO; (65%) + HSO, (98%) 1:1 3 0-5, dann RT 0
KNO; + H,SO, 3 0-5, dann RT 0
HNO; + Ac,0 2 -10-0, dann RT 0
HNO; (100%) + H,SO4 (98%) 1:1 2 -10-0, dann RT 0
HNO; (100%) + H,SO4 (Oleum) 1:1 1 -10-0, dann RT 0
HNO; (100%) + H,SO4 (Oleum) 1:1 3 Ruckflul® 0

Bei allen Nitrierungsversuchen war das Edukt 1H-Pyrazol 52 zwar nach einiger Reak-
tionszeit verschwunden, jedoch konnten mittels DC-Kontrolle eine Vielzahl von Pro-
dukten nachgewiesen werden, die nicht weiter voneinander getrennt werden konn-
ten. Stokes et al.l*®! berichteten schon 1968 im J. Org. Chem. von einer effizienten

Synthese zur Herstellung von 3,5-Diamino-1H-pyrazol 57 aus dem billigen, kauflichen
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Malonsauredinitril 55. Dabei sollte das gebildete Pinner-Produkt 56 dann mit Hydra-
zinhydrat zyklisiert werden. In der gleichen Publikation beschrieben sie die Synthese
von 4-Brom-1H-pyrazol-3,5-diamin 58 in guten Ausbeuten. Die so erhaltene, in 4-
Position halogenierte Verbindung sollte dann durch Umsetzung mit Ammoniak das
gewulnschte Produkt 54 ergeben. Nachfolgend ist der alternativ erarbeitete Synthe-

seweg nochmals dargestellt (Abbildung 32).

cr- cl-
KIH T\JH b N\
a 2
NC\/CN > M /4)\
89% 71% HoN NH;
/\o o/\
55 56 57
c| 71%
N——NH N——NH

HoN T ~NH, -2 Nk,

NH2 Br
54 58
a) EtOH/HCI(g) b) Na,CO3/H,0, Hydrazin (wasserfrei) c¢) Bro/H,0 d) NH;

Abbildung 32: Versuche zur Herstellung von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin aus Malodinitril

Sowohl durch den Einsatz von fluissigem Ammoniak unter erhéhtem Druck, als auch
bei dem Versuch durch Zugabe von Kupfer/Kupfer-(1)-bromid als Katalysatoren konn-
te die gewunschte Produktumsetzung nicht beobachtet werden. Auch die Nukleophi-
lie anderer Amine, wie Methylamin oder Anilin, reichte nicht zu einer erfolgreichen

Umsetzung aus (Tabelle 4).

Tabelle 4: Versuche zur Umsetzung von Verbindung 58 mit Aminen

Reagenz Temperatur [°C] Zeit [h] Druck [bar] Umsatz [%]
NH; (wassrig, 25%) RT 24 1 0
NH; 40 12 40 0
NH3/Cu (10 mol%) 40 12 40 0

NH;/Cu (30 mol%)
+Cu-(1)-Br( 30 mol%)

60 8 50 0

Anilin 40 6 30 0

Methylamin (30% in H,O) 40 4 20
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Es wurde so zunachst eine Syntheseroute zur Einfihrung von Aminoalkylsubstituen-
ten in 4-Position des derivatisierten 1H-Pyrazols ausgearbeitet. Dabei stellte sich
heraus, dass die Bromierung von 1H-Pyrazol 52 in 4-Position nach einer bekannten
Literaturvorschriftt*® in wassriger Lésung mit sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt
werden konnte (59). AnschlieRend sollte die Verbindung dann in 3,5-Position nitriert
werden. Auch hier gelang die Einfihrung der beiden Nitrogruppen nicht. Ein literatur-
bekanntes Derivat des Pyrazols war das 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 61,
wobei eine zweifache Nitrierung nur nach Substitution des Protons am Ringstickstoff
durch eine Methylgruppe gelang (60). Ausgehend von 1H-Pyrazol 52 war es egal, ob
man zunachst die Bromierung und dann die N-Methylierung durchflihrte 60, oder ob
man die umgekehrte Reihenfolge wahlte (60). Entscheidend fur die Nitrierung war
jedoch wie schon erwahnt, die EinflUhrung einer Methylgruppe am Ringstickstoff in
Position 1 (Abbildung 33).

N——NH

N—NH a b NN c 7_N
/ Yy 90% 7 46% Yz 67% 0N o,

Br Br Br

52 59 60 61

BRI o SN
Q 42% / y 81% 7 65% ON s

Br Br

52 62 60 61

a) Bro/H,0, Riickfluss  b) KOH, TMAB, Mel  ¢) HNO;(100%), H,SO, (98%) 1:1, RiickfluR
1) KOH, TMAB, Mel  2) Bry/H,0, Riickfluss 3) HNO;(100%), H,SO, (98%) 1:1, RiickfluR

Abbildung 33: Syntheseschema fir die Herstellung von 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 61

Verbindung 61 stellte dann im Folgenden eine wichtige Verbindung zur Kupplung von
verschiedenen Aminen dar, die dann zu entsprechenden Phenazinen zyklisiert wer-
den sollten. Auf die Mdglichkeiten zur Synthese der Phenazine soll in einem spateren

Kapitel noch genauer eingegangen werden. Durch verschiedene Substitutionsversu-
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che konnte gezeigt werden, dass beide Nitrogruppen in 3 und 5 Position der Verbin-
dung 61 essentiell flr die weiteren Syntheseschritte waren. So gelang beispielsweise

die Substitution des Halogens in Verbindung 60 gegen Stickstoff nicht.

5.2 Versuche zur Demethylierung von 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-

pyrazol

Nach erfolgreicher Umsetzung von Verbindung 60 mit Nitriersaure, sollte die Methyl-
gruppe am Stickstoff in 1-Position wieder entfernt werden. Dazu war ein Verfahren
beschrieben, wonach das tertidre Amin zunachst in einem Oxidationsschritt, gefolgt
von einer N-Demethylierung und anschlieRender Aufreinigung in guten Ausbeuten in
ein sekundares Amin Uberfilhrt werden sollte®. Leider konnte das Verfahren bei
Verbindung 61 nicht erfolgreich angewendet werden. Auch Versuche zur Entfernung
der Methylgruppe mit Pyridiniumhydrochlorid bei hohen Temperaturen fihrten nicht

zum gewunschten Produkt.

/N—N 7—NH /N—N
a b
O,N F NO, N O,N G NO, \ O,N F NO,
% %
Br Br Br
61 63 61

a) NayCO;31,5 H,O Natrium-4,6-Dichlor-2-phenolat-1,3,5-triazin  b) Pyridiniumhydrochlorid 200-
220°C

Abbildung 34: Versuche zur Demethylierung von 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol
5.3 Versuche zur Synthese von 4-Brom-3,5-dinitro-1H-pyrazol

In einer Publikation von Rudolf Hiittel und Friedrich Biichele®®" war die Synthese von
N-Nitro-pyrazolen beschrieben, bei der durch Umsetzung von 1H-Pyrazol 52 mit Es-
sigsaure/Essigsaureanhydrid und rauchender Salpetersaure das gebildete Nitronium-
ion zunachst den tertiaren Stickstoff des Pyrazolringes angreift (64), da hier eine ho-
here Nukleophilie zu erwarten ist. Anschlieliende Deprotonierung ergab das N-Nitro-

pyrazol 65.
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N——NH N//cj N//o
/ E—— - l\:—NH —_— T \N—N
/ / \ + H*
P ()
52 64 65

Die praparative Bedeutung dieser Synthese lag darin, dass durch direkte Nitrierung
nicht zugangliche C-Nitro-pyrazole durch die schonende N-Nitrierung und anschlie-
Rende thermische Umlagerung erhalten werden konnten. Ein weiterer Synthesean-
satz zur Herstellung von Verbindung 63 ging von der in 4-Position bromierten Verbin-
dung 59 aus. Anschlie3end sollte diese Verbindung selektiv N-nitriert und thermisch
umgelagert werden. Durch erneute Einfuhrung einer Nitrogruppe am Stickstoff in 1-
Position gefolgt von einer Umlagerung sollte dann das 4-Brom-3,5-dinitro-1H-pyrazol
63 liefern. Durch die Verringerung der Elektronendichte in dem aromatischen Pyrazol-
ring sollte dann eine Reaktion mit Ammoniak als Nukleophil leicht moglich sein.

Nachfolgende Abbildung 35 zeigt die geplante Reaktionssequenz.

N——NH N—NH
/ N—N N—N
/
Br
59 66 67 68
\,
d *\
N—NH N——NH
O,N NO, O,N / NO,
Br
69 63

a) AcOH/Ac,0, HNO; (100%ig) b) Benzonitril, Rickflul ¢c) AcOH/Ac,0, HNO3 (100%ig) d) Benzonitril,
Ruckflul® e) NH3

Abbildung 35: Geplante Reaktionssequenz zur Herstellung der methylfreien Verbindung
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Wahrend der Synthese traten bei der letzten Umlagerung nach N-Nitrierung Proble-
me auf. Wahrend die N-Nitrierung von Verbindung 59 noch problemlos und in guten
Ausbeuten das Produkt 66 lieferte, das dann in Verbindung 67 umgelagert werden
konnte, traten bei der thermischen Umlagerung von Verbindung 68 Schwierigkeiten
auf. Das Edukt 68 zersetzte sich schon nach sehr kurzer Reaktionszeit in eine Viel-
zahl von Reaktionsprodukten. Die Separation dieser Produkte erwies sich als schwie-
rig, so dass keine Aussage Uber die erhaltenen Produkte gemacht werden konnte.

Die gewunschte Zielverbindung 63 konnte nicht isoliert werden.

5.4 Synthese von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat durch Aminierung von

3,5-dinitro-1H-pyrazol und anschlieRende Reduktion

R. Schmidt et al.®? berichteten 2001 von einem Reagens zur direkten Aminierung
von aromatischen Verbindungen. Demnach sollte die Einfihrung einer Aminogruppe
in den Pyrazolring in 4-Position mit 1,1,1-Trimethylhydraziniumiodid 174 in DMSO als
Losungsmittel mit guten Ausbeuten moglich sein. Nach Durchfuhrung der Reaktion
konnte das gewulnschte Produkt dann auch erhalten werden, das dann nach Reduk-
tion der beiden verbliebenen Nitrogruppen zu der entsprechenden ,tris-aminierten®
Verbindung umgesetzt werden konnte. Sowohl das 4-Amino-3,5-dinitro-1H-pyrazol,
als auch das 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat konnten in elementaranalysenreiner
Form erhalten und zusatzlich mittels Rontgenstrukturanalyse charakterisiert werden.
Im Folgenden sind das Reaktionsschema, sowie die Bedingungen und die Réntgen-

strukturen der beiden Verbindungen dargestellt.
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NH,
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NO,
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+
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a) AcOH/Ac,0, HNO; (100%ig) b) Benzonitril, RuckfluR c) AcOH/Ac,O, HNO; (100%ig) d) Ben-
zonitril, Rackfluy e) Trimethylhydraziniumiodid (TMHI), KOtBu, DMSO f) H,/Pd/C; H,O/H,SO,

Abbildung 36: Synthese von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat

Verbindung 73 kristallisiert als DMSO-

Monosolvat

Verbindung 74 kristallisiert als Sulfatsalz

Abbildung 37: Kristallstrukturen der beiden Verbindungen 73 und 74. Beide Verbindungen konnten in

analysenreiner Form zum einen als DMSO-Monosolvat (73), zum anderen als Sulfatsalz (74) erhalten

werden.
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5.5 Synthese von 1H-Pyrazolo[3,4-b]pyrazin-3-ylamin

Die literaturbekannte® Synthese dieser bizyklischen Verbindung 75 erfolgte in einem
Reaktionsschritt in Ethanol als Losungsmittel in sehr guten Ausbeuten von 94%. Die-
se Verbindung stellte zugleich die erste Struktur dar, in die das 1H-Pyrazol-3,4,5-
triamin 54 integriert war. Durch die Einflhrung eines Pyrazinringes sollte zum einen
das Molekul strukturell erweitert werden, um die Bindungseigenschaften an die TAR-
RNA eventuell zu verbessern, zum anderen sollte die Moglichkeit fur ,Stacking-

Wechselwirkungen® der aromatischen Grundgeruste erhoht werden.

N CN /N H
= | N\
| LI /
AN N
N cl
NH,

75 76

a) EtOH/Hydrazinhydrat, 94%

Abbildung 38: Einstufige Synthese der bizyklischen Verbindung

5.6 Synthesestrategie zur Herstellung des Phthalimidderivates

Nach erfolgreicher Synthese des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfates 74 und der Her-
stellung der Pyrazinverbindung 76, sollten nun noch zwei weitere Ringe an das
Grundgerust von Verbindung 76 anneliert werden. Der Aufbau der Zielstruktur sollte
ausgehend von einfachen, kauflichen Grundbausteinen durch eine konvergente Syn-
thesestrategie realisiert werden. Ausgehend von 1H-Pyrazol 52 sollte in drei Synthe-
seschritten Verbindung 61 hergestellt werden. Diese Verbindung enthielt in 4-Position
mit einem Bromatom eine gute Abgangsgruppe, so dass eine nukleophile Substituti-
on, erleichtert durch den zusatzlichen Elektronenzug der beiden Nitrogruppen, mittels
eines Stickstoffatoms leicht erfolgen sollte. Der zweite Kupplungspartner 79 sollte
ausgehend von dem kauflichen und sehr billigen Phthalimid ebenfalls in drei Stufen
hergestellt werden. Nachfolgende Kupplung der beiden Bausteine 61 und 79 sollte
eventuell unter dem Einsatz von Kupfer und Kupfer-(l)-salzen in einem aprotischen

Lésungsmittel erfolgen. Als letzter Syntheseschritt war geplant, die Verbindung 78
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durch reduktive Zyklisierung mit NaBH,4 in alkalischer Lésung zur gewlnschten Ziel-

struktur umzusetzen. Die ausgearbeitete Synthesestrategie zeigt folgende Abbildung

(@) O
N / O,N /
X N\ N\
—N N —> —N N
P/ /
" N
O NH, (0]
77 78
o o
O,N / O,N /
2 N N
—N | \N —N + | \N
/ —> /
H NH; Br
o NO, o} NO,
79 61
78
Abbildung 39: Retrosynthetische Ubersicht zum Aufbau der Zielstruktur 77
5.7 Versuche zur Kupplung von 5-Amino-2-methyl-isoindol-1,3-dion mit 4-

Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol

Nach der erfolgreichen Synthese der Verbindungen 61 und 79 sollten diese in DMSO
bei 100 °C unter Ullmann-Bedingungen gekuppelt werden. Samtliche Reaktionsver-
suche schlugen fehl, wobei eine Vielzahl von Versuchen zur Herstellung von Verbin-
dung 78 unternommen wurde. Weder durch die Reaktionen mit verschiedenen Kup-
ferkatalysatoren, noch durch die Variation der Losungsmittel konnte die gewlinschte
Verbindung in ausreichender Menge erhalten werden. In einem einzigen Reaktions-
ansatz gelang die Synthese von Verbindung 78 in wenigen Milligramm, so dass nach
saulenchromatographischer Aufreinigung ein 'H-NMR Spektrum aufgenommen wer-
den konnte, dass die Existenz der Struktur verifizierte. Leider konnte die Synthese zu
keinem spateren Zeitpunkt reproduziert werden. In allen weiteren durchgeflhrten
Reaktionsansatzen konnte kein Reaktionsumsatz beobachtet werden. Nachfolgende

Tabelle zeigt nochmals die verwendeten Katalysatoren, sowie die Losungsmittel und
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Ubrigen Reaktionsbedingungen die zur Herstellung der gewlnschten Verbindung an-

gewandt wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen fir die Reaktion von 5-Amino-2-methyl-isoindol-1,3-dion mit 4-

Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol

Lésungsmittel | Temperatur [°C] Zeit [h] | Katalysator | Base Ausbeute [%]
DMSO 100 3 - - 0
DMSO 100 36 Cu/CuBr - 2
DMSO 100 36 Cu/CuBr KOH 0
DMSO 100 8 Cu/CuBr K2CO3 0

NMP 120 5 - - 0
NMP 100 3 Cu/CuBr - 0
NMP 100 3 Cu/CuBr K.COs3 0
NMP 100 3 Cu/CuBr KOH 0
Toluol Rackflul 12 - KOH 0
Toluol Ruckflufy 8 Cu/CuBr - 0
Toluol Ruackflu® 8 Cu/CuBr KOH 0
Pyridin 100 3 - - 0
Pyridin Ruckflul 3 Cu/CuBr - 0
Pyridin Ruckflul 8 Cu/CuBr KOH 0

Da in keinem Fall der in Tabelle 5 durchgefihrten Reaktionen eine Produktumset-
zung beobachtet werden konnte (mit Ausnahme der zwei Prozent Ausbeute), wurden
die Experimente zur Kupplung dieser beiden Bausteine eingestellt. Auch bei der wei-
teren Literaturrecherche konnten keine aussichtsreichen Reaktionsbedingungen, die
eventuell andere Katalysatoren oder Losungsmittel aufgezeigt hatten, gefunden wer-
den. Es gelang, eine sehr geringe Menge einer intensiv fluoreszierenden Verbindung
chromatographisch aufzureinigen (Eluent AcOEt:n-Hexan 3:1). Die auf diese Weise
erhaltenen 7 mg einer gelblichen Verbindung wurden getrocknet und anschlieRend
NMR-spektroskopisch vermessen. Es konnte gezeigt werden, dass es gelungen war,
das Kupplungsprodukt zu isolieren. Auf der folgenden Seite sind die NMR-Spektren
des gewlnschten Produktes zu sehen (Abbildung 40 a und 40 b). Leider konnte die
Synthese nicht mehr reproduziert werden. Weder unter gleichen, noch unter abge-
wandelten Reaktionsbedingungen (Tabelle 5) konnte die gewunschte Zielstruktur

nochmals hergestellt werden.
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Abbildung 40 b) integrierte Ausschnittsvergrof3erung des aromatischen Bereiches von 78
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Mdgliche Grinde fir das Scheitern der Kupplungsversuche lagen in der sehr herab-
gesetzten Reaktivitat des Phthalimidderivates 79. Durch den starken Elektronenzug
der beiden Carbonylfunktionen wurde die Nukleophilie des Stickstoffs der Ami-
nogruppe so weit herabgesetzt, dass sie nicht mehr ausreichte das Bromatom in 4-
Position der Pyrazolverbindung zu substituieren. Ein neues Synthesekonzept sah
nun vor, das Phthalimidderivat in Form eines 4-Aminobisbenzylalkohols an die Pyra-
zolverbindung 61 zu kuppeln. Durch die Reduktion des Amids zum Alkohol sollte die
Nukleophilie des Stickstoffs der Aminogruppe erhdht und eine Reaktion mit Verbin-
dung 61 ermdglicht werden. Ausgehend von 4-Nitrophthalsaure 80 sollte zunachst die
Reduktion der beiden Carbonsauregruppen erfolgen. Nach Umsetzung der Nitro-
Funktion mit Pd/C unter Wasserstoffgasatmosphare zum freien Amin, sollte dann die
Reaktion des 4-Aminobisbenzylalkohols 82 mit der bromierten Pyrazolverbindung 61
in DMSO bei 100 °C erfolgen. Nach Kupplung sollte das Reaktionsprodukt dann zyk-
lisiert werden. Oxidation der beiden Alkoholfunktionen zur freien Carbonsaure und
Reaktion mit Essigsaureanhydrid sollte dann die Zielverbindung liefern. Der grol3e
Vorteil dieser Reaktionssequenz sollte darin bestehen, dass nun eine Substitution

der Anhydridfunktion mit unterschiedlichsten Aminen moglich gewesen ware.

O,N COOH OaN HaN
2 OH OH
E—— OH ————> OH
COOH

80 81 82
NO,
/ » =
N—N 2 NH
/ OH N /
O,N Vs NO, * o 5* -
NO,
Br OH
OH
61 82 83

Abbildung 41: Gescheiterter Syntheseweg zur Herstellung der Zielverbindung
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Die Herstellung von Verbindung 81 gelang nach einer Synthesevorschrift von A. 1.
Meyers et al.® durch die Reaktion von 4-Nitrophthalsdure mit einer Mischung aus
NaBHs-l> in THF. Die reduzierte Verbindung konnte in Form eines braunlichen Fest-
stoffes isoliert werden. Anschlieiende Reduktionsversuche der Nitrogruppe mit Pd/C
unter Wasserstoffdruck ergaben einen leicht gelblichen Feststoff, der nach Sau-
lenchmatographie und Umkristallisation nicht in elementaranalysenreiner Form erhal-
ten werden konnte. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte, dass die Reduktion der Nitro-
gruppe erfolgreich war und ein Proton einer benzylischen OH-Gruppe unter dem Sig-
nal der Aminogruppe lag. Nach Zugabe von D,O waren die entsprechenden Signale

verschwunden, wie die beiden nachfolgenden 'H-NMR-Spektren deutlich zeigen
(Abbildung 42).
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Abbildung 42: Ausschnittsvergroflerung des 'H-NMR-Spektrums des (5-Amino-2-hydroxymethyl-

phenyl)-methanols (schwarzes Spektrum), sowie nach Zugabe von D,O (rotes Spektrum)

Im nachfolgenden Syntheseschritt sollte nun ein Testansatz zur Reaktion von dem
Aminobisbenzylalkohol 82 mit 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol gemacht wer-
den, um die optimalen Reaktionsbedingungen bezuglich Lésungsmittel, Temperatur

und eventueller Zugabe eines Katalysators, zu finden. Es stellte sich zudem die Fra-
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ge, ob die beiden Hydroxygruppen vor der Reaktion geschiutzt werden mussten. Ein
erster Reaktionsansatz wurde in einem protischen Losungsmittel bei Raumtempera-
tur durchgefuhrt. Jedoch konnte in diesem Fall auch nach 36 Stunden Reaktionszeit
kein Umsatz festgestellt werden. Der nachste Parameter, der nun variiert wurde, war
die Temperatur. Bei Temperaturerhdohung traten jedoch Schwierigkeiten auf, die an-
fangs nicht erklart werden konnten. Es stellte sich heraus, dass sich bei einer Erho-
hung der Temperatur der Aminoalkohol vermutlich unter Ausbildung eines Chinon-
methides zersetzte. Hinweise daflir gab es auch auf dem Dunnschichtchroma-
togramm (Abbildung 43). Waren zu Beginn der Reaktion noch zwei UV-aktive Spots
der Edukte 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 61 (Edukt 1) und (5-Amino-2-
hydroxymethyl-phenyl)-methanol 82 (Edukt 2) auf dem DC zu erkennen, so war nach
sehr kurzer Reaktionszeit bei einer Temperatur von 40-50 °C der Spot fur Edukt 2
verschwunden, ohne dass sich ein neues Produkt gebildet hatte. Auch bei allen wei-
teren Reaktionsansatzen, wobei nochmals Losungsmittel und Temperaturen variiert

wurden, konnte keine Produktumsetzung beobachtet werden.

Losungsmittel | Temperatur | Zeit | Umsatz
[oc] [h] [%] AcErD - neHexan 1%
MeOH RT 36 0 M
TbTSE D
B
MeOH 50 1 0
Toluol RT 12 | 0 b
Toluol 50 1 0
DMSO RT 12 0
DMSO 50 1 0 it o gt
DMF RT 12 0 PUET I
....... .|.......I..-...-..[..-....l.-...-..
DMF 50 ‘l 0 Biluky | Eduks > Sfigchume ol 28 Froduky

Abbildung 43: Dinnschichtchromatogramm der Reaktion von 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol
mit (5-Amino-2-hydroxymethyl-phenyl)-methanol (rechts) Gewahlte Reaktionsbedingungen (links)

Ein moglicher Ansatz zur Erklarung dieser Reaktionsergebnisse besteht darin, dass

sich der Aminoalkohol in der Hitze in einer intramolekularen 1,6-Eliminierung zu ei-

|.[55]

nem para-Chinonmethid umsetzt. In einer Publikation von Stefan Brase et a war

ein ahnliches Reaktionsverhalten im Falle von 2-Aminobenzylalkoholen beschrieben.
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Auch diese Verbindungen bildeten nach Erwarmung unter 1,4-Eliminierung ortho-
Chinonmethide. Dadurch war die Nukleophilie der Aminogruppe so weit herabge-

setzt, dass eine nukleophile Substitution nicht mehr moglich war.
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Die Eliminierung durfte in dem Fall von Verbindung 82 auch dadurch erleichtert wer-
den, dass die Abgangsgruppe senkrecht auf der aromatischen Ringebene stehen
kann. In einem weiteren Experiment wurde Verbindung 82 mit einer katalytischen
Menge p-Toluolsulfonsaure in Toluol zum Ruckflufd erhitzt. Nach kurzer Reaktionszeit
konnte eine neue Verbindung isoliert werden, die keine OH-Gruppen mehr aufwies.
Das 'H-NMR-Spektrum, sowie Elementaranalyse, Schmelzpunkt und IR-Spektrum
bestatigten die Existenz des 1,3-Dihydroisobenzofuran-5-ylamins 85. Eine stereo-
elektronische Voraussetzung fur die Eliminierung zum Chinonmethid ist die senkrech-
te Orientierung der Abgangsgruppe zum T-System des sich entwickelnden Produk-
tes. Durch Saurebehandlung konnte das Diol in den cyclischen Ether Uberfihrt wer-
den. Die beiden C-O-Bindungen liegen in der Molekulebene, wodurch die stereoelekt-
ronische Voraussetzung fur die Chinonmethideliminierung nicht mehr erfillbar ist. In
Einklang mit dieser Erwartung zeigte Verbindung 85 keinerlei Zersetzung mehr, son-
dern reagierte mit dem 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 61 glatt zu dem ge-
wunschten Produkt (86). Nach Zyklisierung der Verbindung mittels Natriumborhydrid
in alkalischer Losung, sollte die Herstellung der Zielverbindung dann durch selektive
Oxidation der Methylengruppen erfolgen. Die NaBH, induzierte, reduktive Zyklisie-
rung der Verbindung 86, die moglicherweise Uber einen Radikal-Anion-Mechanismus

verlauft®®, ergab jedoch nicht das gewiinschte Produkt. Nach Aufreinigung und Cha-
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rakterisierung des Reaktionsproduktes mittels "H-NMR konnten die beiden erhaltenen
Dubletts mit Kopplungskonstanten von jeweils 8.5 Hz dahingehend gedeutet werden,

dass der Ringschluss nicht linear, sondern gewinkelt erfolgt sein musste.

NO, NO,
HoN
\N \ N \N \
| Br + o . | N o
N~_ N~
NO, NO,

61 85 86
o] (0]
o/ . W/
7N Z 2 2 X N
- p
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N HN | N
_—=N
NH, NH,
O,N
87 86 88

Abbildung 44: Syntheseschema zur Herstellung von Verbindung 86. Beim nachfolgenden Ring-

schluss, konnte Verbindung 87 als einziges Reaktionsprodukt erhalten werden
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Abbildung 45: 1H-NMR-Spektrum des Zyklisierungsproduktes 87. Die Dubletts im aromatischen

Bereich zeigen, dass die gewunschte Verbindung nicht erhalten werden konnte
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5.8 Umsetzung verschiedener Amine mit 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-

pyrazol

Die Kupplungsversuche verschiedener Amine mit Verbindung 61 gelangen in DMSO
als Lésungsmittel mit Ausbeuten zwischen 19 und 87 %. Dabei konnte in allen Fallen
(bis auf eine Ausnahme) auf die Zugabe von Kupfer/Kupfer-(1)-bromid, also auf die
Reaktionsfuhrung unter klassischen Ullmann-Bedingungen, verzichtet werden. Leider
gelang die entscheidende Kupplung zur Synthese der Zielverbindung trotz Einsatz
von Katalysatoren (Cu/Cu-(I)-bromid mit nur 2% Ausbeute. Nach Aufreinigung des
Rohproduktes konnte ein "H-NMR-Spektrum aufgenommen werden, das die Existenz
der Verbindung zeigte. Da die Synthese sehr ineffizient und mit extrem schlechten
Ausbeuten verlief, sollte die Verbindung auf einem alternativen Weg hergestellt wer-
den. Nachfolgendes Schema zeigt die synthetisierten Verbindungen, ausgehend von

Verbindung 61, sowie die Reaktionsbedingungen und die Ausbeuten (Tabelle 6).

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen fir die Reaktion von 61 mit verschiedenen Aminen

Edukt AG;:i.n Temperatur [°C] Zeit [h] Losungsmittel Ausbeute[%] Produkt

61 3.0 100 24 DMSO 52 89

61 3.0 100 8 DMSO 68 90 R=H
22 100 36 DMSO 19 91 R=CH;,

61 1.2 100 4 DMSO 49 92

61 1.1 100 5 DMSO 87 86

61 3.0 100 5 DMSO 65 93

61 3.0 50-60,dann RT 3 DMSO 50 94
3.0

61 | +Cu/C 100-130 36 DMSO 2 78
uBr
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5.9 Natriumborhydrid induzierte, reduktive Zyklisierung der Kupplungs-
produkte zu Phenazinderivaten

Nach eindeutiger Charakterisierung aller Kupplungsprodukte sollten nun die beiden
Nitrogruppen reduziert und gleichzeitig eine Zyklisierung durchgefuhrt werden. F. G.
Holliman et al.®”! berichteten in einer schon im Jahre 1970 erschienenen Publikation
Uber die Reaktion von aromatischen 2-Nitro-diphenylaminen mit NaBH, in alkalischer
Lésung. Dabei sollten die entsprechenden Phenazine in Ausbeuten zwischen 32 und
80 Prozent erhalten werden. Das beschriebene Verfahren konnte in leicht abgean-
derter Form, zur Herstellung der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Phenazin-
derivate angewendet werden. Holliman et al. setzten die verschiedenen 2-Nitro-
diphenylamine mit jeweils 2 Equivalenten Natriumborhydrid pro NO»-Gruppe in 5 N
ethanolischer Natriumethanolatlésung zu Phenazinen um. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde als Base in Anlehnung an eine Publikation von G. W. Rewcastle!®® 2 N NaOH
verwendet. Der Mechanismus dieser Umsetzung ist unklar. Ein Uber Nitrene verlau-
fender Weg ist ebenso denkbar, wie der bereits erwahnte Radikal-Anion-

Mechanismus.

5.10 Versuche zur Synthese von 1,9-Dimethyl-4,9-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-

b]-chinoxalin-3-amin

Bei den Zyklisierungsversuchen traten bei Verbindung 93 Schwierigkeiten auf. Der
Syntheseversuch wurde unter genau denselben Reaktionsbedingungen ausgefuhrt,
unter denen auch schon der Ringschluss der anderen Verbindungen gelungen war.
Nachdem die Reaktionspartner in dem entsprechenden stochiometrischen Verhaltnis
zusammen gegeben worden waren, und der Ansatz zum Ruckfluss erwarmt wurde,
konnte das gewunschte Produkt nicht erhalten werden. Auch durch Variation der Re-
aktionsbedingungen gelang der Zyklisierungsversuch nicht. So konnte, nachdem e-
thanolische Natriumethanolatlosung als Base verwendet wurde, das gewunschte
Produkt 95 ebenfalls nicht erhalten werden. Nach kurzer Zeit hatte sich das Edukt
zwar umgesetzt, die dabei gebildeten Reaktionsprodukte konnten jedoch nicht isoliert
und charakterisiert werden. Die Versuche zur Zyklisierung der Verbindung 93 wurden

daraufhin nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 46: Synthese der Phenazinderivate durch NaBH, induzierte Zyklisierung
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5.11 Synthese substituierter Benzofurazan-1-oxide

Im Rahmen dieser Dissertation wurden drei unterschiedliche Methoden zur Herstel-
lung der entsprechenden precursor-Verbindungen fur die Beirut-Reaktion ange-
wandt. Je nach Verfugbarkeit der benétigten Edukte wurde die Abgangsgruppe durch
Reaktion von o-Nitro-chlorverbindungen 100 mit NaN3 in DMSO oder durch Diazotie-
rung von o-Nitroanilinderivaten 103 und Zugabe einer wassrigen Natriumazidlésung
generiert. AnschlieBende Thermolyse in Toluol lieferte nach Aufarbeitung die ge-
wlnschten Benzofurazan-1-oxide 102. Die zwischenzeitlich erhaltenen Azido-
Verbindungen wurden aus Sicherheitsgrinden nicht weiter charakterisiert, sondern
sofort in Toluol geldst. Spuren von Wasser konnten erfolgreich durch mehrmaliges
Trocknen der organischen Phase Uber MgSO, entfernt werden. Eine ebenfalls gan-
gige Methode zur Synthese der Vorlauferprodukte ist die Reaktion der o-
Nitroanilinderivate 103 mit einer wassrigen NaOCI-Lésung in basischer Ethanollo-
sung. Nach Zugabe von Wasser schieden sich die gebildeten Benzofurazan 1-oxide
ab. Es stellte sich heraus, dass zur Synthese sowohl die Reaktionen von o-
Nitrohalogenverbindungen 100 mit NaN3 in DMSO, als auch die Reaktionen der je-
weiligen o-Nitroanilinderivate 103 mit NaOCI-Lésung besser geeignet waren, als die
Diazotierungsreaktionen. Daher kamen zur Herstellung der Benzofurazan 1-oxide
vorwiegend die Methoden A und B zum Einsatz. Methode C sei erwahnt worden,

wurde jedoch nicht weiter verfolgt.

R NO, R NO, R /
N
__ +\
NaN3z;,DMSO Toluol,Riickfluss o)
—_— —_—
— /
R cl R N3 R N
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N 1.KOH/EtOH NO, 3.NaN3/H,0 R N
/+\ 2.NaOCI 4 Toluol,Rickfluss /+\
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N N
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Abbildung 47: Methoden zur Herstellung substituierter Benzofurazan 1-oxide
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5.12 Gleichgewichtsreaktion zwischen Benzofurazan 1l-oxiden und ortho-

Dinitrosoverbindungen

Sowohl Prinzbach, als auch F. B. Mallory et al.® berichteten unabhangig vonein-
ander Uber NMR-Experimente bezlglich unsubstituierter und substituierter Benzofu-
razan-1-oxide. Demnach liegen diese Verbindungen in Lésung nicht ausschlieflich
als eine Verbindung vor, sondern stehen im Gleichgewicht mit einigen anderen va-
lenzisomeren Formen. Die bei einigen unterschiedlichen Temperaturen gemessenen
'H-NMR-Spektren bekréftigten diese Aussagen. Aufgrund der schnellen Gleichge-
wichtsreaktion zwischen den drei fluktuierenden Strukturen, konnte bei der Synthese
der Benzofurazan 1-oxide bei einigen Strukturen nicht zwischen den Protonen in 4

und in 7 Position unterschieden werden.
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Abbildung 48: Mdgliche Gleichgewichtsreaktionen zwischen Benzofurazan 1-oxiden und ortho-

Dinitrosoverbindungen
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5.13 Synthese von 1H-Pyrazolo[3,4-b]Jchinoxalin-3-ylamin

Da es bisher nicht gelungen war, mit Ausnahme von Verbindung 74 eine Struktur zu
prasentieren, die am Pyrazolring-Stickstoff in 1-Position nicht methyliert war, sollte
nun eine Syntheseroute zur Herstellung von methylfreien Spezies erarbeitet werden.
Alle Versuche zur Demethylierung von Verbindung 61 waren erfolglos, so dass dieser
Ansatz nicht weiter verfolgt wurde. Von A. Monge et al. wurde 1994 eine Synthese
zur Darstellung substituierter Chinoxalinderivate publiziert®. In Anlehnung an diese
Synthesevorschrift sollte die Darstellung von 1H-Pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin
112, ausgehend von Benzo[1,2,5]oxadiazol 1-oxid (Benzofurazan-1-oxid) 108 in vier
Syntheseschritten erfolgen. Aufgrund anfanglicher Lieferprobleme des bendtigten
Eduktes, erfolgte die Synthese ausgehend von o-Nitroanilin 107. Dazu wurde o-
Nitroanilin in ethanolischer KOH-LAsung geldst. Nach der Zugabe von Natriumhy-
pochlorit-Lésung konnte das Benzofurazan 1-oxid 108 nach Umkristallisation in Form
gelber Nadeln erhalten werden. Die so entstandene Verbindung wurde dann in DMF
mit Malonsauredinitril in einer Beirut-Reaktion zu 3-Amino-1,4-dioxy-chinoxalin-2-
carbonitril 109 umgesetzt. Nach Reduktion der Verbindung mit Na,;S,0,4 konnten die
Sauerstoffe entfernt werden, so dass Verbindung 110 nach Aufreinigung in Form von
intensiv gelb gefarbten Kristallen erhalten werden konnte. Weiterhin war eine Diazo-
tierungsreaktion vorgesehen, wobei die Aminogruppe in 3-Position durch ein Chlor-
atom substituiert werden sollte. Die Reaktion wurde in einer Mischung aus AcOH und
HCI durchgeflhrt und ergab das gewtinschte Produkt als farblosen Feststoff 111. In
einem weiteren Ansatz wurde das Produkt nun in einer wassrigen Hydrazinhydratlo-
sung suspendiert und zum RUckflul® erhitzt, wobei sich das Phenazinderivat 112 als
intensiv rot gefarbter Feststoff ausschied. Nach Umkristallisation aus wenig MeOH
konnte so die methylfreie Komponente erhalten werden, deren Struktur auch durch
Rontgenstrukturanalyse eindeutig bewiesen werden konnte. In den folgenden Ab-
schnitten soll auf die Synthese und Herstellungsmethoden der substituierten Benzo-
furazan-1-oxide eingegangen werden. Aus diesen Verbindungen wurden dann durch
Beirut-Reaktion als zentralem Schllsselschritt in mehreren Synthesestufen die ent-

sprechenden Phenazinderivate hergestellt.
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a) EtOH/KOH, NaOCl b) DMF/Malonsauredinitril, kat. NEt; ¢) MeOH/H,0, Na,S,0,
d) AcOH/HCI, NaNO,/H,0 d) Hydrazinmonohydratldsung (24-26%)

Abbildung 49: Syntheseweg zur Herstellung des methylfreien Phenazinderivates 112

112 98

Abbildung 50: Nicht-methyliertes Phenazinderivat durch Beirut-Reaktion (linke Abbildung). Phenazi-
derivat mit Methylgruppe durch reduktive Zyklisierung (rechts)

Im Rahmen dieser Arbeit kam der Beirut-Reaktion eine zentrale Rolle beim Aufbau
der weiteren Verbindungen zu. So konnten alle Phenazinderivate, die am Pyrazol-
ring-Stickstoff keine Methylgruppe trugen, in einer sehr effizienten, konvergenten
Synthesestrategie durch Reaktion der entsprechenden Benzofurazan 1-oxide mit
Malonsauredinitril in DMF erhalten werden. Fur die Beirut-Reaktion sind zwei Me-

chanismen denkbar, die nachfolgend diskutiert werden sollen.



5 Eigene synthetische Arbeiten 63

113 114 115 116
HﬁEh ( H;}Eh oH \ TH "
e e ©
K /O NEt; NH | |> g N
. " HCN - e -
A) C Z ) ® =
N % N %
Ng X | N | N
| Y % o
o}
©
117 118 119
OH Te
i
N NH
N.\( /N\H AN 2
. oz . o2
T T
o %
120 121

S/ ;E
o
o‘))
(N
|

o
I\
H 0
/© éZ—O

N\

Y4 I/Q

o—z=
T

<) © NEt,

113 114 122 123
T@
g NH,
7 | 121
\@
I
Og

Abbildung 51: Mdgliche Reaktionsmechanismen der Beirut-Reaktion
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5.14 Synthese weiterer Phenazinderivate durch Beirut-Reaktion

Aufgrund des sehr effizienten Syntheseweges zur Herstellung von 1H-Pyrazolo[3,4-
b]chinoxalin-3-ylamin bestand die Erwartung, dass Verbindungen mit weiteren Sub-
stituenten ebenfalls sehr leicht durch Beirut-Reaktion darstellbar sein sollten. Diese
Substituenten sollten dann so gewahlt werden, dass beispielsweise durch die Einflih-
rung zweier Methylgruppen mehr Informationen bezuglich des Raumanspruches der
Phenazinderivate innerhalb der Bindungstasche der TAR-RNA gewonnen werden
konnten. Auch sollte durch die Einfuhrung von stark elektronenziehenden Substituen-
ten das Redoxpotential der Verbindungen beeinflussbar sein. In Reduktionsversu-
chen, konnte gezeigt werden, dass die Phenazinderivate durch Natriumdithionit re-
duzierbar sind. Dazu wurde zu einer methanolischen Phenazinlésung der 10fache
Uberschul einer wassrigen Na»S,04-Lésung zu gegeben. Dieser reversible Vorgang
konnte anhand einer Entfarbung der anfangs leicht rétlichen Loésungen demonstriert
werden. Nach kurzer Zeit jedoch bildete sich die rétliche Ausgangsfarbe wieder zu-
ruck. Durch die Reduzierbarkeit der Verbindungen erhoffte man, wie in dem Bin-
dungsmodell beschrieben, die weitere Ausbildung einer zusatzlichen Wasserstoffbru-
cke, wodurch die Affinitat zur TAR-RNA deutlich erhdht werden sollte.

i |
R NO, R N/ R N CN
/+\ jiji+\ :
a o b
—_—
\N/ + =
R NH, R R T NH
O_
R=Cl 124 97% R=Cl 126 88% R=ClI 128 38%
R =CHj; 125 R=CH; 127 86% R=CH3129 61%
R N CN R N\ N
R N CN
X d X e \N
P = R N
R N NH, R N cl
NH,
R=ClI 130 72% R=Cl 132 76% R=ClI 134 85%
R =CH; 131 R =CH; 133 80% R=CH; 135 71%

a) 1.EtOH/KOH 2.NaOCl b) DMF, Malonsauredinitril, kat. NEt; ¢) MeOH/H,0, Na,S,0,
d) 1. AcOH/HCI 2. NaNO,/H,O e) Hydrazinhydratlésung (24-26%)

Abbildung 52: Standardverfahren zur Herstellung verschiedener Phenazine
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Alle hergestellten Phenazine wurden auf ihr Redoxverhalten nach der oben be-
schriebenen Art und Weise hin untersucht. Dazu wurden Vorversuche in kleinen
Quarzkuvetten gemacht. Der Vorteil dieser Art der Experimente lag darin, dass die
Klvetten luftdicht verschlieBbar waren, und man auf diese Weise auch UV-
Absorptionsspektren der entsprechenden Verbindungen in Abhangigkeit ihrer jeweili-
gen ,Oxidationsstufe” untersuchen konnte. Dazu wurde jeweils eine 100 uM Stamm-
I6sung der Phenazine hergestellt, zu der man dann bis zur qualitativen (quantitative
Bestimmungen wurden auf diesem Weg nicht untersucht) Entfarbung der Stammlo-
sung wassrige NaS,04-Lésung zugab (1 mM). Das Entfarben der Lésung bzw. die
Ruckoxidation der Lésungen konnte dann durch die Kivetten und anhand der Spekt-
ren beobachtet werden. In der nachfolgenden Abbildung 53 sind zwei unterschiedliche
Phenazine jeweils in ihrer oxidierten und reduzierten Form dargestellt. Nach Zugabe
der Reduktionslosungen blieben die Phenazine einige Zeit in der reduzierten Form
stabil. Nach dem Offnen der Kiivetten konnte man jedoch nach kurzer Zeit die Reo-
xidation der Verbindungen beobachten. Wurden die Kivetten jedoch nicht gedffnet,
dauerte der Oxidationsprozess wesentlich langer, so dass immer in Abstanden eini-
ger Minuten UV-Absorptionsspektren gemessen werden konnten. Diese Kurven wur-
den dann graphisch aufgetragen, so dass der zeitliche Verlauf der Redoxreaktion
beobachtet werden konnte. Zwei UV-Spektren sind nachfolgend gezeigt. Die UV-
Spektren der anderen Verbindungen sind im Anhang beigeflgt.

Abbildung 53: Oxidierte und reduzierte (farblose) Form der Phenazine. Das linke Schaubild zeigt die
Phenazin-Stammverbindung (1H-Pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin) 112 . Das rechte Schaubild zeigt
die Pyrazolring-N-methylierte Spezies 98 (1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amine) jeweils in

der oxidierten (links) und der reduzierten (rechts, farblose Kiivette) Form
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5.15 Synthese der beiden ,, Acetyl-Phenazine" aus 4-Chlor-acetophenon

Ein weiterer wichtiger Aspekt zur Uberpriifung des Bindungsmodells der synthetisier-
ten Liganden bezuglich der TAR-RNA war die Einfuhrung einer Carbonylgruppe. Die-
se sollte in der Lage sein, eine weitere Wasserstoffbrickenbindung zu der Base C 39
auszubilden (siehe Abbildung 6). Es bestand die Erwartung, dass diese Verbindungen
in der reduzierten Form durch die Ausbildung weiterer H-Bricken die Affinitat zur
TAR-RNA weiter erhdohen sollten und daher gute TAR-Liganden sein sollten. Wie in
vorherigen Abschnitten dieser Arbeit schon dargelegt, gelang die Synthese eines
Phthalimidderivates, also potentieller ,Donor einer Carbonylgruppe® nicht. Es sollte
nun eine Synthese zur Einfuhrung einer Carboxylat-, Aldehd- oder Carbonylgruppe
erarbeitet werden. Hierbei bot sich nun der Einsatz eines Acetophenonderivates an.
Das Edukt sollte in ortho-Position zur Nitrogruppe ein Halogenatom tragen, so dass
eine Substitution durch eine Azidgruppe durchgefiuhrt werden konnte. Da das kauf-
lich zu erwerbende 4-Chlor-3-nitroacetophenon 137 sehr teuer war, und abzusehen
war, dass aufgrund des ausgearbeiteten Synthesekonzeptes diese Verbindung in
grollen Mengen bendétigt werden wurde, wurde die Synthese der gewilnschten Ziel-
verbindungen ausgehend von dem sehr billigen 4-Chlor-acetophenon 136 realisiert.
Die Nitrierung in 3-Position gelang mit sehr guten Ausbeuten von 87 %. Das weitere
Konzept sah vor, das Chloratom anschlieRend durch eine Azidgruppe zu ersetzen,
und die Verbindung dann durch thermische Eliminierung von Stickstoff in das ent-
sprechende Acetylbenzofurazan-1-oxid 138 zu Uberfuhren. Schitzung der Acetylfunk-
tion lieferte das Vorlaufermolekil fir die Beirut-Reaktion 139. Bei der Durchfihrung
der Beirut-Reaktion wurden zwei Regioisomere 140 und 141 erwartet und auch erhal-
ten. Die beiden Verbindungen 140 und 141 wurden auf dieser Stufe jedoch nicht ge-
trennt. Der gemessene Schmelzpunkt wurde als ,Mischschmelzpunkt® beider Regioi-
someren bezeichnet. Anhand der spektroskopischen Analytik konnten diese Verbin-
dungen nicht unterschieden werden. Trennversuche mittels HPLC erwiesen sich als
schwierig, sodass beide Verbindungen in der nachsten Stufe eingesetzt wurden.
Diese Stufe sah nun die reduktive Entfernung der Sauerstoffatome an den Ringstick-
stoffatomen mit Na,S,0,4 vor. Problematisch bei diesem Syntheseschritt war der ex-
treme Ausbeuteverlust. Nach saulenchromatographischer Reinigung zur Entfernung
der anorganischen Salze, bot sich auf dieser Synthesestufe aufgrund der nun unter-

schiedlichen Polaritat der Verbindungen die Madglichkeit, die Regioisomeren jetzt
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durch HPLC zu trennen (Eluent:AcOEt/n-Hexan/CH,Cl, 2:1:3). Die beiden ge-
wunschten Verbindungen konnten nun separiert werden und ergaben Ausbeuten von
5 % bei 142 und 12 % bei 143. Bei der anschliefenden Substitution der Aminogruppe
gegen Chlor wurde zusatzlich die Schutzgruppe entfernt. Auch der Versuch die Ami-
nogruppe nach einer von Monge et al.®? beschriebenen Methode mittels tert.-
Butylnitrit und CuCl; in Acetonitril gegen ein Chloratom zu substituieren gelang nur
unter gleichzeitigem Verlust der Ketalschutzgruppe. Nach erneuter Schutzung konn-
ten die beiden Verbindungen 145 und 149 getrennt voneinander jeweils zu den ent-
sprechenden Phenazinderivaten zyklisiert werden und ergaben so die Verbindungen
146 und 150. Durch saurekatalysierte Abspaltung der Schutzgruppen konnten nun die

beiden gewunschten Zielstrukturen 147 und 151 erhalten werden.
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a) H,SO4/HNO; (87%) b) 1. DMSO/NaNj, 2. Toluol, Ruckfluss (91%) c) Toluol, Ethylenglycol, p-
TsOH, Ruckfluss (91%) d) DMF, Malonsauredinitril (83%) e) MeOH, Na,S,;04/H,0 (5% fir 142
und 12% fir 143)

Abbildung 56: Herstellung der beiden Isomeren 142 und 143. Auf dieser Stufe gelang die Trennung
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Die beiden intensiv gelb gefarbten Regioisomere wurden mittels HPLC saulenchro-
matographisch an Normalphase (Eluent: AcOEt:n-Hexan:CHCl,: 2:1:3) voneinander
getrennt. Die weiteren Synthesestufen der einzelnen Verbindungen sind in nachfol-
gendem Schema getrennt voneinander dargestellt. Die eindeutige Charakterisierung

erfolgte durch Réntgenstrukturanalyse der Verbindungen auf der Stufe 142 und 143.
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a) 1. AcOH/HCI 2. NaNO,/H,O b) Toluol, Ethylenglycol, p-TsOH, Rickfluss c¢) Hydrazinhydrat-
I6sung (24-26%ig) d) bei 147 Et,O/HCI bei 151 Aceton/HCI (aq.)

Abbildung 57: Syntheseschema zur Herstellung der beiden Acetylphenazine
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5.16 Versuche zur Synthese von 3-Amino-7-methyl-1H-1,2,4,7,10-pentaaza-
dicyclopenta[b,g]naphthalin-6,8-dion durch Beirut-Reaktion

Nach erfolgreich durchgefuhrter Synthese der oben beschriebenen Phenazinderiva-
te, die keine Methylgruppe am Pyrazolringstickstoff enthielten, bot sich diese Synthe-
sestrategie nun zur Herstellung des methylfreien Phthalimidderivates an. Dazu sollte
5-Chlor-isoindol-1,3-dion in ortho-Position zu dem Chloratom nitriert werden. Leider
war das einfach chlorierte Derivat kauflich nicht zuganglich, so dass es zuerst syn-
thetisiert werden musste. Ausgehend von 2,4-Dichlorbenzoesaure 152 wurde der
Aufbau des Phthalimidderivates durch Reaktion mit CuCN erreicht (153). Anschlie-
Rende Nitrierung der Verbindung mit Nitriersdure, bestehend aus Oleum und
100%iger HNOs lieferte Verbindung 154. Nach Methylierung des Phthalimidstickstoffs
mit Mel in Aceton unter dem Einsatz von Kaliumcarbonat als Base konnte Verbin-
dung 155 in sehr guter Ausbeute erhalten werden. Die Substitution von Chlor gegen
Azid gelang anschlieRend in DMSO. Nach der Reaktion der Verbindung in sieden-
dem Toluol gelang es, Verbindung 156 in 85 % Ausbeute zu isolieren. Nach
Umkristallisation des gelblichen Ruckstandes aus EtOH gelang es sowohl eine Ele-
mentaranalyse, als auch eine Rdntgenstruktur von Verbindung 156 zu erhalten. Bei
den Versuchen, das Vorlauferprodukt der Beirut-Reaktion 156 dann unter den gangi-
gen Reaktionsbedingungen mit Malonsauredinitril in DMF unter Zusatz katalytischer
Mengen NEt; umzusetzen, traten erhebliche Schwierigkeiten auf. Bei der Durchfih-
rung der Beirut-Reaktion verfarbte sich die anfangs gelbliche Losung intensiv rot. Bei
allen vorherigen Reaktionsansatzen war ebenfalls diese rote Farbe der Reaktionsl6-
sung zu beobachten. Der Farbumschlag galt als Indiz fur die Bildung der 3-Amino-
1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril-Derivate.  Bei allen  durchgefihrten  Beirut-
Reaktionen, war zu beobachten, dass das gewlnschte Produkt mit zunehmender
Reaktionszeit (meist Uber Nacht) aus der Losung ausfiel. In diesem Fall konnte auch
nach langerer Reaktionszeit keine Prazipitation der gewlnschten Verbindung beo-
bachtet werden. Daraufhin wurde das Losungsmittel am Kugelrohr entfernt und der
verbliebene rétlichbraune Rulckstand saulenchromatographisch getrennt. In keiner
der erhaltenen Fraktionen konnte das Produkt nachgewiesen werden. Auch massen-
spektroskopische Untersuchungen gaben keinen Hinweis darauf, dass das ge-
wiinschte Produkt in der Probe enthalten war. Sowohl das aufgenommene 'H-NMR-

Spektrum, als auch eine Verbrennungsanalyse lieferten unbefriedigende Ergebnisse.
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Daraufhin wurden diverse Reaktionsparameter variiert, um eventuell Hinweise auf
den Reaktionsablauf erhalten zu kénnen. In keinem der Falle konnte das gewlinschte
Produkt der Beirut-Reaktion 157 erhalten werden. Es konnte nicht geklart werden,

welche Verbindungen bei dieser Reaktion entstanden sind.
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a) CuCN, Pyridin, 130 °C, (61%) b) H,SO, (Oleum, 20% SO5)/HNO; (100%ig), (8:1), 0 °C, dann
RT, (62%) c) Aceton, K,COs, Mel, Riickfluss, (82%) d) DMSO, NaNs, Toluol, Riickfluss, (85%)

Tabelle 7: Versuche zur Beirut-Reaktion von Verbindung 156

Solvens Zeit [h] Temperatur [°C] Base Farbe Ausbeute [%]
DMF 3 RT NEt; rot 0
DMF 12 RT NEt; rot 0
DMF 48 0°C,dann RT NEt; rot 0
DMF 8 RT, dann 60°C NEt; rot 0
DMF 3 RT Hunig-Base rétlich 0

Toluol 5 RT NEt; rotlich-braun 0
Toluol 5 Ruckfluf NEt; rétlich-schwarz 0
Toluol 3 0°C,dann RT Hinig-Base gelblich-rot 0
Pyridin 3 RT kein gelblich-rot 0
Pyridin 12 RT NEt; rétlich 0
Pyridin 4 Ruckflul® NEt; rétlich 0
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6 Charakterisierung der RNA-Liganden bezuglich ihrer Bin-

dungsaffinitat

Die Untersuchung der hier synthetisierten Verbindungen wurde mittels eines in unse-
rer Arbeitsgruppe bereits in der Vergangenheit erfolgreich angewandten und etablier-
ten Assays durchgefihrt. Dazu wurde eine Methode, die im Jahre 2000 von Matsu-

moto et al. bereits in der Literatur zitiert wurde, leicht abgewandelt®®!.
6.1 Physikalisch-Chemischer Hintergrund

Chromophore sind in der Lage, Licht bestimmter Wellenlange zu absorbieren und
dabei in einen angeregten Zustand Uberzugehen. Beim Zurtckfallen in den Grundzu-
stand emittieren sie spontan elektromagnetische Strahlung einer langerwelligen Fre-
quenz. Dieses Phanomen bezeichnet man als Fluoreszenz. Die Fluoreszenzspektro-
skopie macht sich genau diese Eigenschaften zu nutzte. Ein Fluoreszenzmolekdl,
das sich im angeregten Zustand befindet, kann unter bestimmten Bedingungen seine
Energie auch strahlungslos an ein anderes, zweites Molekul abgeben, wobei die Ab-
stande zwischen den Molekiilen bei diesem Vorgang bei 10-100 A liegen. Diese Art
der Wechselwirkung zwischen zwei nicht unmittelbar miteinander verbundenen Fluo-
rophoren, die auf einer Art ,Fernkopplung® beruht, nennt man auch FRET-Effekt. (F
luoreszenz Resonanz Energie Transfer). Die durchschnittliche Lebensdauer des an-
geregten Zustandes ist mit 10° Sekunden sehr kurz, und daher erfolgen Emission
und Absorption in kurzem Abstand. Der Unterschied besteht jedoch darin, dass die
Emission mit einer etwas geringeren Frequenz erfolgt, als mit der, die eingestrahlt
wurde. Die Differenz der resultierenden Wellenlangen kann mit Hilfe des Stokes-
Shiftes® erklart werden, und wird auch als Rotverschiebung bezeichnet. Die Intensi-
tat der beobachteten Wechselwirkung zwischen dem energieabgebenden Molekdl,
dem Donorfluorophor einerseits und dem energieaufnehmenden Molekil, dem Ak-
zeptorfluorophor auf der anderen Seite, kann durch nachfolgende Gleichung be-

schrieben werden.
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I=1im[l, -exp( tjdt =17 (1)
0

T

Iy =Intensitét bei t =0
T =durchschnittliche Lebensdauer der Fluororeszenz

Eine entscheidende KenngroRe zur Beschreibung des FRET-Effektes ist die Effizienz
mit welcher der Energie-Transfer zwischen den beiden Partnern vonstatten geht.
Wird der Donor mit elektromagnetischer Strahlung bestrahlt, so strahlt dieser mit ei-
ner bestimmten Intensitat zurtick. Ist in unmittelbarer Nachbarschaft jetzt aber ein
Akzeptor, so nimmt die Intensitat ab. Gleichermalden ist ein Anstieg der Intensitat der
Emission des Akzeptors zu erkennen, sofern dieser fahig ist, zu fluoreszieren. Die
Transfer-Effizienz erhalt man somit aus dem Verhaltnis der Quanten, die pro Zeitein-
heit vom angeregten Donorzustand auf den Akzeptor Ubertragen werden, zur Ge-
samtzahl der in der gleichen Zeiteinheit vom Donor absorbierten Photonen. Man

kann fur E daher auch schreiben.
E=1--0A (2)

Ipa = normierte Intensitat des Donors bei Anwesenheit eines Akzeptors

Ip = normierte Intensitat des Donors bei Abwesenheit eines Akzeptors

Ergibt sich fur Erger €in Wert von 1, so kann man aus Gleichung (2) erkennen, dass
die gesamte Energie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen wurde. Daraus folgt,
dass beim Donor keinerlei Fluoreszenz mehr zu erkennen ist. Zur Beurteilung des
beobachteten FRET-Effektes werden u.a. die Groke der Uberlappung des Emissi-
onsspektrums des vorhandenen Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzep-
tors, die relative Orientierung der Donor- und Akzeptordipole zueinander, sowie die

Abstande zueinander herangezogen.



6 Charakterisierung der RNA-Liganden beziiglich ihrer Bindungsaffinitat 74

FRET: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

“| ' FRET
Donor _ Donor Akzeptor ;F N Effekt
Absorption Emission Absorption  « ' ©

Intensitat

Wellenlinge &

Abbildung 58: Entstehung eines FRET-Effektes bei optimaler Uberlappung des Emissionsspektrums

und des Absorptionsspektrums
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Abbildung 59: Abhangigkeit der Transfereffizienz vom Abstand r

Berucksichtigt man noch die Abstandsabhangigkeit, so wird Erger durch eine von
Forster beschriebene Gleichung definiert. Nach Forster sollte die Ubertragene Ener-
gie proportional dem Kehrwert des Abstandes der beiden Fluorophore zur sechsten

Potenz sein.
Aus der Korrelation der Strahlungsintensitat bezlglich der Molekullabstande ergibt

sich folgende Gleichung:
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6
To =1+ (&j (4)
I, R

Der Forster Radius gibt also genau den Abstand an, bei dem die Effizienz der Ener-
gieubertragung 50 % betragt, was auch aus obiger Grafik zu ersehen ist. Der gemes-
sene Betrag des Forster-Radius ist auch abhangig von der Wahl der beiden Fluo-
rophore. In den letzten Jahren hat sich die FRET-Technik stark weiterentwickelt und
wird in immer groRerem Umfang zur Bestimmung von Abstanden u.a. in Biomoleku-
len eingesetzt. Die Anzahl der eingesetzten Farbstoffe ist sehr grof3, wobei im Rah-
men dieser Arbeit nur die Farbstoffe Fluorescein und Tetramethylrhodamin Verwen-

dung fanden.
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6.2 Anwendung des FRET-Assays zur Bestimmung der Bindungsaffinita-
ten
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Abbildung 60: Schematischer Aufbau des Verdrangungs-Assays (FRET-Assay)

Alle im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen, die als potentielle RNA-
Liganden in Frage kamen, wurden mittels des in unserem Arbeitskreis etablierten
FRET-Assays auf ihre Bindungseigenschaften hin untersucht. Dazu wurde eine kurze
Sequenz des bekannten Tat-Peptides, bestehend aus 16 Aminosauren verwendet,
das mit zwei Fluorophoren gelabelt war. Am aminoterminalen Ende des Peptides
wurde der Farbstoff Fluorescein gekuppelt, wahrend die Markierung am carboxyter-
minalen Ende mit Tetramethylrhodamin Uber eine Thiolgruppe eines Maleinimidlin-
kers erfolgte. Um unerwinschte Wechselwirkungen der beiden Farbstoffmolekule mit

der RNA zu unterbinden, wurde auf beiden Seiten eine aus jeweils drei Alaninresten
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Abbildung 61: Farbstoffgelabeltes Tat-Peptid (Fluorescein-Tat-Rhodamin, FTatRhd)



6 Charakterisierung der RNA-Liganden beziiglich ihrer Bindungsaffinitat 77

Das mit den beiden Farbstoffen markierte Tat-Peptid liegt in Abwesenheit von RNA in
einer random-coil-Konformation vor, bei der der Abstand der beiden Farbstoffe sehr
gering ist und es zu einem ,intramolekularen Quenchen“ kommt. In diesem Zustand
kann man wenig Fluoreszenzeffekte beobachten. Geht die RNA jedoch mit dem Tat-
Peptid in einen gebundenen Zustand Uber, aullert sich dies in einer etwa 2.6fachen
Verstarkung der Fluoreszenz. Innerhalb dieses Komplexes aus RNA und Peptid
nehmen diese beiden Fluorophore einen gro3eren Abstand zueinander ein, der eine
Abnahme des Quench-Effektes zur Folge hat. Die Anregung von Fluorescein im Wel-
lenlangenbereich von 489 nm ergab eine darauffolgende Emission von Licht bei ei-
ner Wellenlange von 530 nm. Die Energie wurde dann auf das Rhodamin Ubertra-
gen, dessen Absorptionsmaximum bei 540 nm liegt und welches im Wellenlangenbe-
reich von 590 nm ein Emissionsmaximum aufweist. Die fur die FRET-Messungen
bendtigte RNA wurde von der Firma Biospring bezogen. Dabei betrug die letztendlich
fur die FRET-Messungen verwendete Konzentration an RNA 10 nM. Die Bestimmung
der ICso-Werte der synthetisierten Verbindungen erfolgte bei einer 1:1-Stochiometrie
von TAR-RNA und Tat-Peptid. Zur Bestimmung der Affinitdt der potenziellen RNA-
Liganden zur TAR-RNA wurde der auftretende FRET-Effekt in Abhangigkeit der Li-
gandkonzentration untersucht. Das Prinzip dieser Messungen basierte darauf, dass
die zugesetzten Liganden nach dem Massenwirkungsgesetz mit dem Fluorescein
markierten Referenzliganden um die Bindungsstelle der TAR-RNA in Konkurrenz
traten. Durch die Verringerung des Abstandes des Donor-und Akzeptorpaares ver-

ringert sich die Signalintensitat, die experimentell bestimmt werden kann.

6.3 Bestimmung der ICsp-Werte

Die Bestimmung der ICsp-Werte der synthetisierten Verbindungen erfolgte in 96er-
Microtiterplatten die eine ,nicht-bindende“ Oberflache besalten. Die Messungen wur-
den bei einer Temperatur von 37 °C durchgefuhrt. Zur Einstellung des pH-Wertes auf
7.4 wurde in jedes well TK-Puffer (50 mM Tris-HCI, 20 mM KCI, 0.01% Triton-X 100)
gegeben. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte durch graphische Auftragung
der relativen Fluoreszenz gegen die Konzentration an eingesetztem Ligand. Zu Be-
ginn jeder Messung wurde zunachst das farbstoffgelabelte Tat-Peptid, sowie der
Komplex aus dem Tat-Peptid und der TAR-RNA separat vermessen. Aus den auf

diese Weise bestimmten Werten konnte der Verstarkungsfaktor bestimmt werden,
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der mindestens bei 2.5 und maximal bei 2.7 lag. Das arithmetische Mittel der Fluo-
reszenz des freien Tat-Peptides, sowie der Fluoreszenz des Komplexes aus Tat-
Peptid und TAR-RNA am Endpunkt der Titration ergab dann den ICsp-Wert. Um nun
die Konzentration der untersuchten Verbindung zu erhalten, bei der die Hemmkon-
zentration halbmaximal war (eine 50%ige Inhibierung), wurde in drei unterschiedli-
che, sterile Eppendorfgefal’e eine Konzentrationsreihe mit den Konzentrationen 10,
100, sowie 1000 uM mit der Substanz, die getestet werden sollte, angesetzt. Mit die-
sen drei Konzentrationen wurden erste grobe Titrationsversuche unternommen, wo-

durch sich der Bereich, in dem der ICso-Wert erwartet wurde, eingrenzen liel3.
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Abbildung 62: Fluoreszenztitration des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfates

In Abbildung 62 ist die Fluoreszenztitrations-Kurve des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-
sulfates abgebildet, wobei auf der Abszisse die Konzentration ¢ [uM] aufgetragen ist
und auf der Ordinate, die relative Fluoreszenz [RFU]. Die frisch angesetzte Probe
wurde vor der Messung mit einer wassrigen KOH-L6sung zur Deprotonierung des
1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfates versetzt. Durch Zugabe von TK-Puffer wurde der
pH-Wert auf 7.0 eingestellt. Der RFU-Endwert der Titration lag bei etwa 18300. Der
des Komplexes aus Tat-TAR, lag bei 47000. Daraus ergibt sich ein arithmetisches
Mittel von etwa 32700 RFU. Die zugehdérige Hemmkonzentration lag demnach bei
2000-3000 uM. In der nachfolgenden Tabelle sind die weiteren 1Cso-Werte der Ver-

bindungen, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, dargestellt.
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Tabelle 8: ICso-Werte der synthetisierten Pyrazol- und Phenazinderivate

Verbindung Nr | 1Cso [UM] Bemerkung
A
@i P 98 | 400-600
Bei dieser Verbindung konnte kein aussagekraftiger End-
" N/\ Kein End- | wert bestimmt werden. Verbindung 96 zeigte bis zu einer
P 96 wert be- | Konzentration von 2500 uyM keine Hemmwirkung. An-
;N?iN N, stimmbar | schlieRend stérten Prazipitationseffekte die weitere Titrati-
on.
Die Verbindung wurde bis zu einer Konzentration von 200
IIN\ N/\ 99 gemessen | uM vermessen. Von da an nahm die RFU zu, was even-
N;:(N bis 200 tuell auch auf Prazipitationseffekte der Verbindung zu-
N, ruckzufihren ist.
AN n\ Kein End- | Die Verbindung zeigt bis zu einer Konzentration von 2500
[N):(N 76 wert be- | yM keine Hemmwirkung. Bei weiterer Titration storten
Nz stimmbar | Prazipitationseffekte die Endpunktbestimmung.
9 Bessere Ldslichkeit als Verbindung 147, aber auch hier
*@i;\i{\ 151 | 600-700 | war keine genaue Endwertbestimmung moglich, da der
o\ Anteil an DMSO zu grofd war
Ny Unléslich ab ~1mM, ab dieser Konzentration nimmt die
WKQ)V% 147 | 700-800 | RFU zu, was durch die erhthte Konzentration an N,S,0,
° oder Prazipitationseffekte verursacht werden kann.
Diese Verbindung zeigt im frisch angesetzten Zustand
77% einen ICs-Wert von 8 mM. In Losung ,altert* die Probe
Ha N 58 8000 , ,
L schnell. Dabei verbessert sich der ICso-Wert zunehmend.
Dieser Effekt beruht jedoch nicht auf Verbindung 58.
Diese Verbindung zeichnete sich durch ihre extreme
o NG Schwerldslichkeit aus. Eine vollstandige Lésung gelang
j;A//L I(\N 134 gemessen nur in reinem DMSO. Bis zu einer Konzentration von 200
@ - bis 200
e MM zeigte sie keinerlei Hemmwirkung. Danach verhinderte
das Ausfallen der Verbindung eine Endpunktbestimmung.
Bis zu einer Konzetration von 800 pM zeigt diese Verbin-
N n\ 135 gemessen | dung keine Hemmeffekte. Die Zunahme der RFU beruht
;@i ):{“ bis 800 eventuell auf Loslichkeits- oder Prazipitationseffekten.
@iNj:(H\N Keine Diese Verbindung zeigt entgegen den Erwartungen keine
I~ 112 Affinitdt. Weder in der oxidierten, noch in der reduzierten
N Aktivitat

Form.
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7  Reportergen-Assay

7.1 Aufbau des Assays

Nach Untersuchung der synthetisierten Verbindungen im FRET-Assay wurden die
Verbindungen, die in vitro Aktivitat gezeigt hatten, in einem weiteren Assay zur Be-
stimmung ihrer Tat-TAR Hemmwirkung in Zellkulturen untersucht. In Zusammenar-
beit mit Frau Dr. Ursula Dietrich vom Georg-Speyer-Haus in Frankfurt am Main wur-
de die ,Phenazinstammverbindung“ 112, ihr am Pyrazolringstickstoff methyliertes A-
nalogon 98, sowie die Phenazinderivate 147 und 151, das Pyrazolderivat 74 und die
Pyrazinverbindung 76 in einem Zellkultur-Assay mit HeLa P4 Zellen auf ihre Wirk-
samkeit gegen HIV-1 untersucht. Das Zellexperiment beruht darauf, dass neben den
fir eine HIV-Infektion relevanten Rezeptoren CD4, CCR5, und CXCR4 auch ein [3-
Galaktosidase-Gen unter der Kontrolle des Tat/TAR-Systems einkloniert wurde. Wie
in vorherigen Abschnitten dieser Arbeit beschrieben, wird die effiziente Transkription
durch Wechselwirkung der TAR-RNA mit dem Tat-Peptid eingeleitet, wobei in diesem
Fall dann das B-Galaktosidase-Gen transkribiert wird. Die Zunahme des neu transk-
ribierten Tat-Peptids korreliert mit einer Zunahme des p-Galaktosidase-Gens. Die
Enzymaktivitat Iasst sich nun kolorimetrisch bestimmen. Die infizierten Zellen konnen
blau angefarbt werden, wobei durch die Farbung die Zahl der befallenen Zellen
quantifizierbar ist. Bei der Zugabe eines potentiellen Liganden zur Inhibierung des
Tat-TAR-Komplexes, kann man nun durch die Intensitat der Blaufarbung Ruck-

schlisse auf die Inhibitionswirkung der Verbindungen ziehen.

Hela/CD4/CCRS5/CXCR4

s PR

GAs o, REv-TTp NEF
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LTR Pl wPR EM
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. — J

Abbildung 63: Bildliche Darstellung des beschriebenen Reportergen-Assays
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Ein sehr gut untersuchter und bekannter Inhibitor der HIV-Replikation ist ein Tat
10mer. Nachfolgende beiden Abbildungen zeigen deutlich, dass mit zunehmender
Zugabe des Tat 10mers eine signifikante Inhibierung der HIV-1 Produktion einher-
geht. Die Inkubationszeit der HeLa P4 Zellen mit HIV-1.4 betrug 48 Stunden. Der
gemessene ICso-Wert des Tat 10mers betrug 20 uM.

Infektion von HeLa P4/ICCRS/CXCR4 mit HIV-1 Lai
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Abbildung 64:Die Abbildung zeigt in der oberen Zeile, die Infektion der Zellen mit HIV-1 Lai. In dem
unteren Bild kann man erkennen, dass die Infektion mit zunehmender Konzentration von Tat 10mer
inhibiert wird.

7.2 Zellkulturuntersuchungen der Verbindungen

In einem ersten Experiment wurde das 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin auf seine Aktivitat
hin getestet. Dazu wurden zwei unterschiedliche Test durchgefuhrt. Zum einen wur-
den die zu testenden Verbindungen auf ihre Eigenschaften als HIV-1-Inhibitor hin
getestet, zum anderen wurde zusatzlich noch ein Toxizitatstest durchgefihrt, um si-
cher ausschliefen zu konnen, dass eventuelle Hemmeffekte auf toxische Metabolite
zuruckzufihren sind. In den nachfolgenden Graphiken sind die Ergebnisse zusam-

mengestellt. In der Graphik sind auf der Abszisse die jeweils zugesetzten Mengen an
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1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat aufgezeigt, auf der Ordinate ist die konzentrationsab-

hangige Anderung der Blaufarbung zu sehen.

1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat

60000
50000
40000 -
30000 -
20000 -
10000 —

0 | i |

mit Virus  Medium 10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 500 pM 1T mM
ohne
Peptid

HH
HH

HH

H

H

Abbildung 65: Hemmeffekte auf die Reportergen-Aktivitat bedingt durch Verbindung 74

Wie in Abbildung 65 ersichtlich, liegt die halbmaximale Hemmkonzentration von Ver-
bindung 74 bei einer Konzentration zwischen 50 und 500 uM. Bei der Untersuchung
der beiden Acetylphenazine, zeigte sich, dass Verbindung 147 im Zellkulturassay ge-

wisse inhibitorische Eigenschaften aufwies.

1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-bJquinoxalin-6-yl)-ethanon:
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Abbildung 66: Hemmeffekte auf die Reportergen-Aktivitat bedingt durch Verbindung 147
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1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]quinoxalin-6-yl)-ethanon:
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Abbildung 67: Toxizitatstest von Verbindung 147

Der halbmaximale Hemmeffekt der Verbindung 147 lag bei etwa 250-300 uM. Ab ei-
ner Konzentration von 300 uM beginnt die Substanz jedoch toxisch auf die Zellen zu
wirken.

Da die anderen synthetisierten Phenazinderivate leider alle keinerlei Effekte auf die
infizierten Zellen ausuibten, soll an dieser Stelle nicht weiter auf die anderen Messun-
gen eingegangen werden. Die Ubrigen Messergebnisse sind dem Anhang beigefugt.
Aufgrund der enttduschenden Werte wurde bei allen Versuchsdurchfihrungen auf
die Unterscheidung zwischen entry-Inhibitor und post-entry-Inhibitor verzichtet. Daher
kann bei den Zellunteruntersuchungen nicht eindeutig eine Aussage gemacht wer-

den, ob die Verbindungen letzlich als Hemmstoffe des Tat-TAR-Komplexes wirken.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

8.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Bindungsmodell des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamins 74
als Ligand fur die TAR-RNA aus HIV-1 verifiziert und durch Anknipfung von aromati-
schen Ringen sukzessive erweitert werden. Die Bindungshypothese, basierend auf
dem ,Arginin-fork-Model“ wurde bereits von Oliver Boden im Rahmen seiner Disser-
tation in unserem Arbeitskreis untersucht'*’l. Die synthetisierten Liganden sollten
durch Bindung an die TAR-RNA das Tat-Peptid als Bindungspartner verdrangen und
somit den viralen Replikationszyklus stéren. Die Synthese des 1H-Pyrazol-3,4,5-
triamins 74 gelang in guten Ausbeuten, wobei die Identitat der beiden letzten Synthe-
sestufen sowohl durch eine Rontgenstruktur, als auch eine Elementaranalyse ein-

deutig belegt werden konnte.

N—NH N—NH N—

/N—NH ?—NH }‘
> OZN/Q\NOZ —_— OZN/k%\Noz
NHy NHs
72 73 74

Basierend auf den fruhen Messergebnissen von O. Boden fur das 1H-Pyrazol-3,4,5-
triamin 74, der in seiner Arbeit einen ICso-Wert flr diese Verbindung von 30 uM an-
gab, wurde das Strukturmotiv des trisaminierten Pyrazols erweitert, und mit der Syn-
these der Phenazine eine neue Substanzklasse bereitgestellt, die in der reduzierten
Form die bevorzugten Eigenschaften von zusatzlichen Wasserstoffbrickenbindun-
gen, als auch von aromatischen Stacking-Effekten in sich vereinen sollten. Eine der
ersten in meiner Dissertation synthetisierten Phenazinverbindungen, das 1H-
Pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin 112 wurde ebenfalls von O. Boden vermessen. Flr
diese Struktur gab er einen ICso-Wert von 120 uM in der oxidierten und sogar 5 uM in

der reduzierten Form an. Diese Messergebnisse erwiesen sich im Nachhinein leider
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als fehlerhaft. Verbindung 74 konnte in analysenreiner Form erhalten und eindeutig
charakterisiert werden. Die aufgereinigte Verbindung lieferte reproduzierbare 1Cso-
Werte. In einem weiteren Experiment konnte gezeigt werden, dass der sehr gute
ICs0-Wert des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamins, das O. Boden in seiner Arbeit vermessen
hatte, nicht der Verbindung zuzuordnen ist, sondern wahrscheinlich von Verunreini-
gungen oder Zerstzungsprodukten des Pyrazolderivates verursacht wurde. Dazu
wurde die mehrfach aufgereinigte und analysenreine Verbindung in Wasser geldst
und sofort im FRET-Assay vermessen. Das ergab den bereits beschriebenen ICso-
Wert von 2000-3000 uM. Beim Stehen lassen der wassrigen Probe Uber Nacht in
einem verschlossenen Eppendorf-Cap, konnte eine Farbanderung von nahezu farb-
los, nach dunkelbraun beobachtet werden. Nachfolgendes Photo zeigt eine deutliche
Farbanderung der geldsten Verbindung 74 , mit der eine drastische Verbesserung

des ICso-Wertes der Pyrazolverbindung einhergeht.

Abbildung 68: Analysenreine Kristalle des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamins als Sulfatsalz auf einem Objekt-
trager (rechts). Das mittlere Eppendorf-Cap zeigt die in Wasser geldste Pyrazolverbindung unmittelbar
nach dem Auflésen. Die mittlere Verbindung wurde sofort im FRET-Essay vermessen und lieferte
einen 1C5o-Wert von 2000-3000 pM. Das linke, braungefarbte Eppendorf-Cap zeigt die Farbanderung
der Pyrazolverbindung beim Stehen lassen lber Nacht. Hier konnte dann ein 1Cso-Wert von 30 uM

gemessen werden
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Es gelang auch die Synthese von Verbindung 61, die die Basisverbindung fur die

Herstellung der N-methylierten Phenazine darstellte.

N——NH N——NH N—N/ N——N
—_— —_— —_— /
U / P g) OZN/S)\NOZ
52 59 60 61

Nach erfolgreicher Umsetzung der verschiedenen Amine mit Verbindung 61, konnten

diese dann mit Hilfe von NaBH, in alkalischer L6sung reduktiv zyklisiert werden.

R N /

N—N a N—N b AN N
/ ELERG ) )
O,N Z NO, O,N s NO, . N/
2
NH
Br HN R 2
\R 3
wh
61 © 98 Ry,Rz,R3=H
89: R =

NH,
61 96: R1,R2, = H, R3 = NH2
90: R =
|
WV H
NG
61 ©/ 97: Ry,R, = H, Ry = NH-CH,
91: R =
9y
61 99: R1,R2 = CH3, R3 =H
92: R =

a) DMSO, H,NR, 100 °C b) NaBH,4, 2 N NaOH, reflux
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Auf diese Weise waren die am Pyrazolring-Stickstoff methylierten Verbindungen in
Ausbeuten zwischen 21 und 70 % zuganglich. Die Synthese der methylfreien Ver-
bindungen gelang auf sehr effiziente Weise uber die Beirut-Reaktion. Diese Reakti-
onssequenz zeichnete sich durch hohe Flexibilitat und Vielfaltigkeit bezuglich der
entsprechenden Ring-Substituenten aus.

o
P |

", !
T = O — X
Rs \N/ N
L.

102 158 159
108 Ry,R;=H 109 Ry,R;=H 110 Ry,Rz=H
126 R¢,R;=Cl 128 Ry,R;=Cl 130 Ry,R;=Cl
127 R4,R;=CH; 129 R4,R;=CH; 131 R4y,R;=CH;

139 R1=H3CC(OCH2)2,R2=H 140 R1=H3CC(OCH2)2 R2=H 142 R1=H3CC(OCH2)2 R2=H
139 R1=H3CC(OCH2)2,R2=H 141 R1 H Rz— H3CC(OCH2)2 143 R1 H Rz— 3CC OCH2

R N CN R
c X d
Z
Ry N cl R;
160 161

111 R1,R2 =H 112 R1,R2 =H
132 R1,R2 =ClI 134 R1,R2 =ClI
133 R1,R2 = CH3 135 R1,R2 = CH3
144 R4 = Acetyl, R, = H 147 Ry = Acetyl, R, = H
148 R; = Acetyl,R,=H 151 R, = Acetyl,Ry=H

a) DMF, Malodinitril, kat. NEt; b) MeOH (50-60 °C), Na,S,0,4 (agq.) c) 1. AcOH/HCI 2. NaNO; (aq.)
d) Hydrazinhydratlésung (24-26 %ig)

Anmerkung: Da bei allen anderen Phenazinderivaten keine Schutzgruppe nétig war,
ist in dieser Abbildung die erneute Schutzung der Verbindungen 144 und 148, also
nach Durchfihrung der Sandmeyer-Reaktion, und die Abspaltung der Schutzgruppe

unter sauren Bedingungen bei beiden Acetyphenazinen nicht mehr explizit darge-
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stellt. Die Bedingungen sind Abbildung 57 oder dem experimentellen Teil zu entneh-
men. Das 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin lag mit einem gemessenen ICso-Wert von 2000-
3000 pM deutlich unter den Hoffnungen fur diese Verbindung. Wenn man bedenkt,
dass Verbindung 74 bei einem pH-Wert von 7.4 nur teilweise protoniert ist, liegt der
ICs0-Wert im Vergleich mit Argininamid (Dikation, IC50=1500 uM) erstaunlich gut. Die
frGher beobachteten noch glinstigeren Inhibierungswirkungen durften allerdings auf
Zersetzungsprodukte von Verbindung 74 in Losung zuruck gehen. Daher wurden
substituierte Triaminopyrazole als TAR-Liganden nicht weiter verfolgt. Trotz dieses
doch enttduschenden Ergebnisses gelang durch Strukturerweiterung die Synthese
von drei Phenazin-analogen Pyrazolo-chinoxalin-Verbindungen, die durch weitere
Anknupfung von aromatischen Ringen eine hohere Affinitdt zur TAR-RNA zeigten.
Dabei wurde das Grundgerist des Triaminopyrazols in ein heteroaromatisches
Grundgerust eingebunden, wobei nur die reduzierte Form dieser Verbindungen (vgl.
FADH,/FAD) als protonierbare, aktive Spezies in Frage kommen sollte. Im Zytoplas-
ma herrschen reduzierende Bedingungen. Daher erhoffte man sich, dass die Verbin-
dungen erst durch intrazellulare Reduktion in die eigentliche Wirkform Ubergehen
sollten. Die ICso-Werte der Verbindungen 58, 74, 98, 147 und 151 waren in dem bereits
beschriebenen Fluoreszenz-Assay sehr gut bestimmbar, wobei die erhaltenen
Messwerte reproduzierbar waren und auch nach mehrmaligem Umkristallisieren kon-
stant blieben. In der nachfolgenden Tabelle sind die bestimmten ICso-Werte der Ver-

bindungen die Affinitat zur TAR-RNA zeigen nochmals aufgelistet.

Tabelle 9: IC5,-Werte der Verbindungen die gut bestimmbar waren

Verbindung Nr. | ICso-Wert [uM] Verbindung Nr. | ICso-Wert [uM]
o
N H
AN N
\ N
v | 151 600-700 /| 147 700-800
P .
N g NH,
NH,
N / HN——NH 502
X N\ P
ya 98 400-600 HN NH, 74 2000-3000
7
" NH;
N——NH
/
H N T nn, 58 8000
Br
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Die Messung des 6,7-Dichlor-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamins 134, gelang im
FRET-Assay bis zu einer Konzentration von 200 uM. Bis zu dieser Konzentration
konnte keine Affinitat zur TAR-RNA beobachtet werden. Ein Nachteil dieser Verbin-
dung war die extrem schlechte Loslichkeit. Die Verbindung war ausschlieRlich in
DMSO vollstandig I6slich. Bei der Verdinnung mit Wasser oder anderen Solventien
mit denen der Fluoreszenz-Assay ohne Storeffekte durchfihrbar war, traten erhebli-
che Prazipitationseffekte auf, die keine genauere Bestimmung des ICso-Wertes er-
laubten. Das 1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3,5-diamin 97 wurde in MeOH
aufgenommen, wobei die Verbindung vollstandig in Losung ging. Bei der Verdun-
nung mit DEPC-Wasser traten ab einer Konzentration von 2500 yM Prazipitationsef-
fekte auf. Bis zu dieser Konzentration zeigte die Verbindung keine Affinitat zur TAR-
RNA. Im Falle des 6,7-Dimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamins 135, war ab
einer Konzentration von 800 uM eine Zunahme der Fluoreszenz zu beobachten. Die-
ser Effekt war vermutlich auch auf Prazipitation der Verbindung in diesem Konzentra-
tionsbereich zurlickzufiihren. Bis zu einer Konzentration von 800 uM zeigte die Ver-
bindung keine positiven Eigenschaften im Fluoreszenz-Assay. Sowohl das 1H-
Pyrazolo[3,4-b]pyrazin-3-ylamin 76, als auch die Phenazin-Stammverbindung 112
zeigten im FRET-Assay keinerlei Effekte. Der Fluoreszenz-Assay konnte bis zu ei-
nem maximalen DMSO-Gehalt in der Probe von 1% durchgeflhrt werden, ohne dass
storende Effekte zu beobachten waren. Diese beiden Verbindungen hatten leider den
Nachteil, dass sie keine ausreichende Loslichkeit in DEPC-Wasser zeigten. Sie wa-
ren zwar in DMSO sehr gut |8slich, jedoch fielen die Verbindungen beim Verdinnen
fast vollstandig wieder aus. Trotzdem gelang im Rahmen dieser Arbeit die Herstel-
lung einiger Verbindungen, die als TAR-Liganden fungieren konnten. Ausgehend
vom 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin, das nach dem erweiterten ,Arginin-fork-Modell“ ein
sehr guter Ligand sein sollte, konnten durch Strukturerweiterung die Bindungseigen-
schaften einiger Substanzen doch um den Faktor 2-4 verbessert werden. Es konnte
gezeigt werden, dass alle Phenazine mit Na;S,04 reduziert werden konnten. Es be-
stand die Hoffnung, dass die reduzierten Verbindungen luftbestandig und als leicht
protonierbare, nicht planare Spezies, interessante TAR-Liganden hatten sein kon-
nen. Leider zeigten diese Strukturen auch eine Instabilitdt gegenlber Luftsauerstoff
und wurden rasch reoxidiert, so dass die reduzierten Strukturen nicht im FRET-Assay
vermessen werden konnten. Auch ein weiterer Ansatzpunkt zur Verringerung des

Redoxpotentials fihrte nicht zum Erfolg. Zwar gelang es, die beiden Acetylphenazine
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147 und 151, sowie das Dichlorphenazin 134 zu synthetisieren, allerdings liel3 sich
auch bei diesen Verbindungen, obwohl sie Elektronenakzeptoren als Substituenten
trugen, die Lage des Redoxgleichgewichtes nicht begunstigen. An die Phenazinderi-
vate bestanden eigentlich die Erwartungen, dass die ausschliel3lich in der reduzier-
ten Form eine aktive Wirkform darstellen sollten. Das rasche Redoxverhalten dieser
Verbindungen, sowie die schlechte Loslichkeit in Wasser, verbunden mit den da-
durch auftretenden Prazipitationseffekten lasst erkennen, das diese Substanzklasse
nicht weiter als Liganden fur die TAR-RNA in Betracht gezogen werden kann. Daher
wird in zukunftigen Arbeiten die Strukturoptimierung der potentiellen TAR-Liganden

nicht mehr in diese Richtung von heterozyklischen Verbindungen gehen.
8.2 Ausblick

Im Rahmen einer in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Diplomarbeit®! wurden
einige kaufliche Verbindungen mit unterschiedlicher Struktur auf ihre Affinitat zur
TAR-RNA untersucht. Dabei konnten durch dieses ,Ligandscreening“ einige sehr
vielversprechende Strukturen gefunden werden. Es stellte sich heraus, dass die bes-
ten Verbindungen auch ein ausgepragtes aromatisches -Elektronensystem beinhal-
teten und strukturell sehr hohe Ahnlichkeit mit Amidin- oder Guanidinanalogen Ver-
bindungen aufwiesen. Die Strukturklasse der 2-Aminoperimidine zeigte erstaunlich
hohe Affinitat zur TAR-RNA. Sowohl das 2-Aminoperimidin, als auch das einfach und
doppelt methylsubstituierte Derivat zeigten Affinitdten zur TAR-RNA im niederen
pmolaren Bereich. Tabelle 10 stellt nochmals die 2-Aminoperimidinderivate dar, die als

TAR-Liganden identifiziert werden konnten.

Tabelle 10: Aminoperimidinderivate mit sehr guter TAR-Affinitat

)NH\Z \NH \N/
HN+/ NH HN‘F)\NH HN*)\NH
162 163 164

ICso [UM] 40-60 Ca. 50 150
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Eine weitere sehr interessante Stoffklasse von TAR-Liganden wurde mit den Diami-
noquinazolin-Derivaten identifiziert. So zeigte sich, dass durch gezielte Variation der
Aminogruppen eine extreme Erhohung der Affinitat zur RNA erreicht werden konnte.
Das 2,4-Diaminoquinazolinderivat 166 ergab einen ICsp-Wert von 400 uM. Bei der
EinfUhrung einer zusatzlichen Aminogruppe in 6-Position 167 konnte der ICso-Wert
um den Faktor 10 verbessert werden. Nachfolgende Tabelle stellt nochmals die im
Rahmen der Diplomarbeit von M. Zeiger hergestellten Verbindungen, die sehr niedri-

ge 1Cso-Werte und hohe Affinitat zur TAR-RNA zeigen, zusammen.

Tabelle 11: Verbindungen aus der Diplomarbeit von M. Zeiger

HN? NH

NH,
P N
7 \(

N N
H,N
OO " "
165 166 167
ICso [UM] 40-60 400 50

In zukUnftigen Arbeiten wird versucht, durch Derivatisierung der Perimidin- oder Ami-
noquinazolinderivate eine noch hohere und bulge-selektive Bindungsaffinitat zur
TAR-RNA zu erreichen.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Experimentelle Bedingungen

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

NMR-Spektren wurden auf dem Gerat AM 250 (250 MHz) der Firma Bruker
aufgenommen. Chemische Verschiebungen wurden als 3-Werte in ppm ange-
geben und auf das entsprechende Losungsmittel bezogen: 6 = 2.50 (DMSO-dg),
d = 7.26 (CDCls3). Die Kopplungskonstanten J wurden in Hertz (Hz) angegeben.
Die Charakterisierung der Signalaufspaltung erfolgte gemalf} br. = breit, s = Sin-
gulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, t = Triplett, 9 = Quartett, m = Multiplett.

Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR):

Zur Aufnahme der FT-IR-Spektren diente das Gerat 1600 Series der Firma Per-
kin-EImer mit einem Hewlett-Packard Color Plotter und einem Drucker Epson
LQ 850. Die Wellenzahlen wurden auf ganze Zahlen gerundet und in cm™ an-
gegeben. Die Intensitat der Banden wurde mit s = stark, m = mittel und w =

schwach abgekurzt.

Massenspektroskopie (MS):

Die ESI-Spektren (Electron-spray-ionisation) wurden auf einem Elektrospray-
Gerat der Firma Fisons (VG Plattform Il) aufgenommen.
MALDI-Massenspektren (Matrix-assisted-laser-desorption-ionisation-spectros-

copy) wurden auf einem Gerat der Firma Fisons (TOF SPEC) aufgenommen.

Elementaranalysen:

Die Elementaranalysen wurden im Institut fur Organische Chemie und chemi-
sche Biologie der Universitat Frankfurt mit dem Gerat HERAEUS CHN Rapid
durchgefuhrt. Die Angaben erfolgten in Prozent (%).
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Schmelzpunkte:
Die Bestimmung der Schmelzpunkte wurde an einem Heiztischmikroskop nach

Kofler durchgefuhrt. Die gemessenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Dunnschichtchromatographie (DC):

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 beschichtete A-
luminiumfolien mit Fluoreszenzindikator verwendet (Merck Nr. 5554; 0.2 mm
Schichtdicke). Alle R-Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt. Das Lauf-
verhalten der Verbindungen wurde durch Bestrahlen mit einer UV-Lampe der
Firma Konrad Benda (Typ NU-6KL) bei Wellenlangen von 254 Nanometer (nm)
bzw. 366 Nanometer (nm) sichtbar gemacht.

Farbereagenzien fur DC:
Als Farbereagenz wurde Ninhydrin-Losung verwendet. Diese bestand aus 3.75
g Ninhydrin, gel6st in einem Gemisch aus 25 ml n-Butanol und 25 ml Aceton.

Amine farben nach erwarmen in der Regel rot-rotbraun an.

Préparative Saulenchromatographie:
Zur Aufreinigung der Rohprodukte wurde das Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm) der

Firma Merck verwendet.

Wasserfreie (abs.) LOsungsmittel:

Nach Vortrocknen des THF Uber Aluminiumoxid (ICN Aluminia N-Super I) wur-
de von Natrium/Benzophenon abdestilliert.

Dichlormethan, Pyridin, Toluol, Methanol wurden in kauflicher, wasserfreier

Qualitat von Fluka, Ethanol von Roth bezogen.

Lyophilisierung:
Nach dem Trocknen im Olpumpenvakuum wurden die Verbindungen mit dem
Gerat Christ Alpha 2-4 tber Nacht getrocknet.
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Kristallstrukturanalysen:
Die Kristallstrukturanalysen wurden im Institut fir Organische Chemie und
chemische Biologie an einem Siemens Smart Diffraktometer bei Temperaturen

von -118° C gemessen.

Steriles Arbeiten:

Zur Vorbeugung einer Kontamination mit RNasen wurden alle Experimente mit
RNA mit sterilen Einmalgeraten oder autoklavierten Plastikerzeugnissen durch-
gefuhrt. Durch Behandlung von Milipore-Wasser mit 0.1 % (v/v) DEPC Uber
Nacht bei Raumtemperatur und anschlielendes Autoklavieren (30 Minuten bei
121 °C) wurde steriles Wasser generiert. Fur RNA-L6sungen, Reaktionspuffer
und Peptid-Losungen wurde steriles Wasser (DEPC behandelt) verwendet. Bei
der Durchfihrung dieser Experimente wurden Latex-Einmalhandschuhe getra-

gen.

Fluoreszenztitrationen:

Die in vitro Messungen wurden in 96-well Platten der Firma Corning (schwarz,
non-binding surface, Nr.6860), sowie auf dem Gerat Safire? der Firma Tecan
bei 37 °C durchgefuhrt.
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9.2

Die Benennung der Verbindungen erfolgte mit Beilstein-Autonom.

© N O ok~ WD =

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Liste der synthetisierten Verbindungen

4-Brom-1H-pyrazol 59
4-Brom-1-methyl-1H-pyrazol 60
4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 61
Methyl-(2-nitro-phenyl)-amin 169
N-Methyl-benzol-1,2-diamin 170

1-Methyl-4-(2-(methylamino)phenylamino)-3,5-dinitro-1H-pyrazol 91

N®,1-Dimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3,5-diamin 97
1-Methyl-3,5-dinitro-4-phenylamino-1H-pyrazol 89
1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amin 98

4-(2-Aminophenylamino)-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 90

1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3,5-diamin 96

4-(3,4-Dimethylphenylamino)-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 92

1,6,7-Trimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin 99
1,3-Dihydro-5-nitroisobenzofuran 172

1,3-Dihydroisobenzofuran-5-ylamin 85

(1,3-Dihydroisobenzofuran-5-yl)amino-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol 86

7-Methyl-3,7-dihydro-1H-2-0x0-6,7,8,10-tetraaza-dicyclopenta[a,g]naph-

thalin-9-ylamin 87
1H-Pyrazolo[3,4-b]pyrazin-3-ylamin 76
1-Nitro-1H-pyrazol 65

3-Nitro-1H-pyrazol 70

1,3-Dinitro-1H-pyrazol 71
3,5-Dinitro-1H-pyrazol 72
1,1,1-Trimethylhydraziniumiodid 174
3,5-Dinitro-1H-pyrazol-4-ylamin;als DMSO-Monosolvat 73
1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat 74
Benzo[1,2,5]oxadiazol 1-oxid 108
3-Amino-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril 109

3-Amino-chinoxalin-2-carbonitril 110
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29,
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40,
41,
42,
43,
44,
45,
46,
47,

48.

49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

3-Chlor-chinoxalin-2-carbonitril 111
1H-Pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin 112
N-(3,4-Dichlor-phenyl)-acetamid 176
N-(4,5-Dichlor-2-nitrophenyl)-acetamid 177
4,5-Dichlor-2-nitrophenylamin 124
5,6-Dichlor-benzo[1,2,5]oxadiazol 1-oxid 126
3-Amino-6,7-dichlor-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril 128
3-Amino-6,7-dichlor-chinoxalin-2-carbonitril 130
3,6,7-Trichlor-chinoxalin-2-carbonitril 132
6,7-Dichlor-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin 134
5,6-Dimethyl[1,2,5]oxadiazol 1-oxid 127
3-Amino-6,7-dimethyl-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril 129
3-Amino-6,7-dimethyl-chinoxalin-2-carbonitril 131
3-Chlor-6,7-dimethyl-chinoxalin-2-carbonitril 133
6,7-Dimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amin 135
4-Chlor-3-nitro-acetophenon 137
1-(3-Oxy-benzo[1,2,5]oxadiazol-5-yl)-ethanon 138
5-(2-Methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)benzo[1,2,5]oxadiazol 3-oxid 139
3-Amino-6-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril
140; 3-Amino-7-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-1,4-dioxy-chinoxalin-2-
carbonitril 141
3-Amino-6-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 143;
3-Amino-7-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 142
6-Acetyl-3-chlor-chinoxalin-2-carbonitril 148
3-Chlor-6-(2-methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 149
7-(2-Methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amin 150
1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-7-yl)-ethanon 151
7-Acetyl-3-chlor-chinoxalin-2-carbonitril 144
3-Chlor-7-(2-methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 145
6-(2-Methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amin 146
1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-6-yl)-ethanon 147
5-Chlor-isoindol-1,3-dion 153
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58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.

5-Chlor-6-nitroisoindol-1,3-dion 154
5-Chlor-2-methyl-6-nitro-isoindol-1,3-dion 155
6-Methyl-1-oxy-pyrrolo[3°,4°,4,5]benzo[1,2-c][1,2,5]oxadiazol-5,7-dion 156
5-Amino-2-methyl-6-nitro-isoindol-1,3-dion 178
5-Nitro-isoindol-1,3-dion 180
5-Amino-isoindol-1,3-dion 181
2-Methyl-5-nitro-isoindol-1,3-dion 182
5-Amino-2-methyl-isoindol-1,3-dion 79
Malondiimidsaure-diethylester-dihydrochlorid 56
1H-Pyrazol-3,5-diamin 57
4-Brom-1H-pyrazol-3,5-diamin 58
Methyl-(1-methyl)-3,5-dinitro-1H-pyrazol-4-yl)-amin 94
(2-Hydroxymethyl-4-nitro-phenyl)-methanol 81
Bis(pyridin)iodonium(l)tetrafluoroborat 185
Kupferphenylacetylid 187
4-lod-1,3,5-trimethyl-1H-pyrazol 189
1,3,5-Trimethyl-4-phenylethynyl-1H-pyrazol 190
1H-Pyrazol-1-carboxamidin;Salz mit Salzsaure 191

Methyl-(1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol-4-yl)-phenylamin 93
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9.3 Darstellung und Charakterisierung der Einzelverbindungen

9.3.1 Synthese von 4-Brom-1H-pyrazol

(L —
52 59

10.5 g (154.2 mmol) Pyrazol 52 wurden in 50-60 ml Wasser geldst. Zu der Re-
aktionslésung wurden zigig 7.92 ml (1.0 eq., 154.2 mmol, 24.6 g) Brom zuge-
tropft und der Ansatz dann fur 60 Minuten zum Ruckflud erhitzt. Nach dem Er-
kalten tropfte man zu dieser Losung 24.5 ml 6 N Natronlauge. Dabei schied sich
ein farbloser Niederschlag ab. Man lie3 das Reaktionsgemisch auf Raumtem-
peratur abkuhlen und vervollstandigte die beginnende Kristallisation durch Eis-
badkihlung. Die farblosen Kristalle wurden abgesaugt und in wenig Ether ge-
|0st. Die Etherphase wurde Uber MgSO4 getrocknet und der Ether dann im Va-
kuum entfernt. Der Ruckstand wurde aus n-Hexan umkristallisiert. Man erhielt

farblose Kristalle (59).

Ausbeute: 20.32 g (90%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:3; R; = 0.19

Schmelzpunkt: 85-87°C (n-Hexan) Lit.: 76-77° C*°!
IR (KBr): 3155 (w), 3070 (w), 2984 (w), 2938 (w), 2876 (w), 2811 (w), 2756 (w),
2697 (w), 2628 (w), 1646 (w), 1591 (w), 1564 (w), 1493 (w), 1375 (s), 1335 (s),
1278 (w), 1248 (w), 1186 (w), 1141 (s), 1033 (s), 950 (s), 939 (s), 853 (s), 800
(s), 642 (w), 608 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d)

13.09 (s, br,1H, NH, austauschbar mit D,O), 7.98 und 7.57 (jeweils s, H-C(3)

und H-C(5))
Elementaranalyse: (%) fur CsHsBrN; (145.95)
ber.: C 24.52 H 2.06 N 19.06

gef.. C24.78 H 2.09 N 18.81
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9.3.2 Synthese von 4-Brom-1-methyl-1H-pyrazol

/

00—
59 60

In einem 250 ml Kolben wurden 15.4 g (104.8 mmol) 59 mit 8.81 g (1.5 eq.;
157.17 mmol) gemodrsertem Kaliumhydroxid und 2.42 g (10 Gew.%; 15.72
mmol) Tetramethylammoniumbromid (TMAB) zusammengegeben. Die Reakti-
onsmischung wurde mit einem Eisbad auf 0-5° C abgekuhlt. Anschlielend gab
man 6.52 ml (104.8 mmol; 14.9 g) Methyljodid dazu. Der Reaktionsansatz wur-
de Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und das Produkt dann im Wasser-
strahlvakuum Uber eine kurze Vigreux-Kolonne bei einer Siedetemperatur von
90-92° C und einem Druck von 12 mbar fraktioniert destilliert. Man erhielt als
Produkt eine farblose Fliissigkeit 60 (Lit.: 77-79 °C, 18 Torr)®,

Ausbeute: 7.68 g (46 %)

DC: AcOEY/EtOH 8:1; Rf= 0.6

Brechungsindex: 1.5146

IR (KBr): 3191 (w), 3129 (m), 2943 (m), 2802 (w), 2697 (w), 1604 (w), 1521
(m), 1437 (m), 1416 (m), 1379 (s), 1322 (s), 1297 (s), 1284 (s), 1252 (w), 1184
(m), 1116 (m), 1053 (w), 980 (s), 954 (s), 842 (m), 800 (m), 699 (m), 647 (m),
605 (s)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.93 (s, 1H, H-C(3), 7.51 (s, 1H, H-C(5), 3.83 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) fur C4HsBrN, (161.00)

ber.. C 29.84 H3.13 N 17.40

gef.. C29.62 H 3.25 N17.13
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9.3.3 Synthese von 4-Brom-1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol

/ /

N—N N—N

60 61

In einem 250 ml Rundkolben wurden 50.0 ml rauchende Salpetersaure (1.2
mol, 76.0 g; d = 1.52) vorgelegt. Unter Ruhren und Kuhlen im Eisbad gab man
langsam 65 ml konzentrierte Schwefelsaure (1.21 mol, 119.6 g; d = 1.84) dazu.
Man lie® die Nitriersaure noch 10 min. rihren und tropfte dann langsam 7.68 g
(47.70 mmol) 4-Brom-1-methyl-1H-pyrazol 60 zu. Nach beendeter Zugabe ent-
fernte man das Eisbad und erhitzte die gelbe Reaktionslosung flr 2 Stunden
zum Sieden. Nachdem die dunkelgelbe Reaktionsmischung auf RT abgekunhlt
war, gab man den Ansatz vorsichtig auf 500 ml Eiswasser. Nach kurzer Zeit fiel
ein farbloser Niederschlag aus, der abgesaugt und mit Wasser nachgewaschen

wurde. Nach dem Trocknen wurde ein blassgelber Feststoff 61 erhalten.

Ausbeute: 8.06 g (67%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8 R¢ = 0.21

Schmelzpunkt: 108-109 °C Lit.: 111-112 °Cl¢"]
IR (KBr): 2856 (w), 1566 (s), 1535 (m), 1498 (m), 1461 (w), 1424 (s), 1392 (w),
1366 (w), 1329 (s), 1297 (m), 1144 (w), 1080 (w), 1033 (m), 874 (s), 742 (m),
673 (w), 615 (w),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

4.28 (s, 3H, CH3)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

149.60 (C(3)-NOy), 144.50 (C(5)-NOy), 90.53 (C(4)-Br), 43.39 (N-CHj3)
Elementaranalyse: (%) flur C4H3BrN4O4 (251.00)

ber.. C19.14 H 1.20 N 22.32

gef.. C19.38 H1.48 N 22.07
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9.34 Synthese von Methyl-(2-nitro-phenyl)-amin

In einem 50 ml Zweihalsrundkolben wurden 0.75 ml (7.08 mmol; 1.00 g) 2-
Fluornitrobenzol 168 in 3.0 ml Methanol gelést. Man erwarmte das Reaktions-
gemisch auf 50-60 °C und tropfte dann 1.80 ml (3.0 eq., 21.24 mmol; 0.66 Q)
einer 41 prozentigen wassrigen Methylaminldsung dazu. Nach kurzer Zeit ver-
farbte sich die Losung intensiv orange. Man lie® noch 3 Stunden bei dieser
Temperatur ruhren, kihlte dann das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur
ab, und vervollstandigte die beginnende Kristallisation durch Eisbadkuhlung.

Man erhielt einen orangefarbenen Feststoff 169.

Ausbeute: 1.07 g (quantitativ)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Rf= 0.4

Schmelzpunkt: 33-35 °C (EtOH) Lit.: 33-34.5 °Cl®®!
IR (KBr): 3385 (m), 3092 (w), 2935 (w), 1619 (s), 1572 (s), 1515 (s), 1441 (m),
1410 (m), 1352 (s), 1326 (m), 1263 (s), 1232 (s), 1174 (s), 1127 (w), 1080 (w),
1049 (w), 1033 (w), 865 (w), 782 (w), 740 (s), 698 (w), 672 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.15 (s,1H,NH, austauschbar mit D,O), 8.05 (dd, J1 = 8.7 Hz, J, = 1.6 Hz, H-
C(3)), 7.55 (ddd, J1 = 8.5 Hz, J, = 6.9 Hz, J3 = 1.8 Hz, 1H, H-C(5)), 6.98 (dd, J1
= 8.8 Hz, J; = 0.9 Hz, 1H, H-C(6)), 6.68 (ddd, J; = 8.4 Hz, J, = 6.9 Hz, J3=1.2
Hz, 1H, H-C(4)), 2.96 (d, J = 5.0 Hz, 3H, CHs)

Elementaranalyse: % fir C;HgN2O, (152.15)

ber.: C 55.26 H 5.30 N 18.41

gef.. C55.46 H 5.30 N 18.18
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9.35 Synthese von N-Methyl-benzol-1,2-diamin
H H
©i ) E;[N\
NO, NH,
169 170

In einem einseitig verschlossenen Quarzrohr wurden 1.50 g (9.85 mmol) der
Nitroverbindung 169 in 25 ml 1,4-Dioxan gelost. Nach der Zugabe von 150 mg
(10 Gew.%) Pd/C wurde die Reaktionsmischung fur 4 Stunden bei einer Tem-
peratur von 50 °C und einem Wasserstoffdruck von 30 bar in einer verschlos-
senen, zuvor mit Argon gespulten Druckapparatur, geruhrt. Nach beendeter
Reaktion filtrierte man vom Katalysator (iber Celite® ab, wusch mit 1,4-Dioxan
nach, und entfernte das Lésungsmittel dann im Vakuum. Das Rohprodukt wur-
de an 30 g Flashkieselgel (Eluent:AcOEt/n-Hexan 2:1) saulenchroma-
tographisch aufgereinigt. Das Reaktionsprodukt wurde in Form eines dunkel-

braunen Oles 170 erhalten.

Ausbeute: 1.14 g (95%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:3; R; = 0.21

Schmelzpunkt: (Lit.: 17-19 °C)*

IR (KBr): 3350 (m) 3047 (w), 2963 (w), 2880 (w), 2806 (w), 1623 (m), 1597 (m),
1508 (s), 1477 (w), 1445 (w), 1346 (w), 1309 (w), 1267 (s), 1231 (m), 1162 (m),
1126 (w), 1073 (w), 1058 (w), 1037 (w), 911 (w), 854 (w), 744 (s), 587 (w), 560
(w),

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

6.54-6.39 (m, 4H, aromatische H-Atome), 4.53 (s, br, 1H, NH,austauschbar mit
D,0), 4.40 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,O), 2.69 (s, br, 3H, CHs)
Elementaranalyse: % fur C;HioN; (122.17)

ber.: C 68.82 H 8.25 N 22.93

gef.. C68.55 H 8.01 N 22.66
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9.3.6 Synthese von 1-Methyl-4-(2-(methylamino)phenylamino)-3,5-
dinitro-1H-pyrazol

NO,
N—/—N

N \
——
O,N F NO, | NH NH

Br
NO,

61 91

680 mg (2.7 mmol) 61 wurden in 10 ml DMSO geldst. Nach der Zugabe von
0.72 g (2.2 eq., 5.90 mmol) 170 verfarbte sich die anfangs leicht gelbliche L6-
sung tiefbraun. Man erwarmte die Reaktionsmischung nun flr 36 Stunden auf
100 °C, liel auf RT abkihlen und gab den Ansatz dann auf 100 ml Eiswasser.
Die wassrige Phase wurde nun funfmal mit jeweils 100 ml AcOEt extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet und das LO-
sungsmittel dann im Vakuum entfernt. Der verbliebene rotbraune Rickstand
wurde an 300.00 g Flashkieselgel (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:4) saulenchroma-
tographisch aufgereinigt. Das erhaltene Rohprodukt wurde zur weiteren Aufrei-

nigung aus wenig MeOH umkristallisiert. Es wurden 150 mg 91 erhalten.

Ausbeute: 150 mg (19%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:3; Ry = 0.28

Schmelzpunkt: 128-130 °C (MeOH)

IR (KBr): 3386 (m), 3058 (w), 2932 (w), 2817 (w), 1602 (w), 1560 (w), 1518
(m), 1508 (m), 1492 (m), 1435 (m), 1403 (w), 1377 (w), 1356 (w), 1314 (s),
1272 (w), 1225 (w), 1194 (w), 1162 (m), 1126 (w), 1110 (w), 1063 (w), 927 (w),
848 (w), 822 (w), 796 (w), 749 (w), 628 (w), 576 (w),

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.21 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 6.99 (ddd, J, = 8.4 Hz, J, = 6.9 Hz,
Js = 1.5 Hz, 1H, H-C(5)), 6.85 (dd, J; = 7.8 Hz, J, = 1.5 Hz, 1H, H-C(6)), 6.59
(dd, J1 = 8.1 Hz, J» = 1.1 Hz, 1H, H-C(3)), 6.49 (ddd, J1 = 8.9 Hz, J, = 7.6 Hz, J;
=1.3 Hz, 1H, H-C(4)), 5.12 (q, J = 4.9 Hz, 1H, NH-CH3;, austauschbar mit D,0),
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4.22 (s, 3H, CHs-Pyrazolring), 2.67 (d, J = 4.9 Hz, 3H, NH-CHg, wird nach Zu-
gabe von D,0 zu einem Singulettsignal)

Elementaranalyse: % fur C11H12NeO4 (292.25)

ber.. C 45.21 H4.14 N 28.76

gef.. C45.33 H 4.29 N 28.49

9.3.7 Synthese von N°,1-Dimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3,5-

diamin

O,N F NO, X N\
J— . N
o A~
N
~ D N "
N
91 97

500 mg (1.71 mmol) der Verbindung 91 wurden in 20 ml 2 N NaOH suspendiert.
Zu dieser Suspension gab man 0.26 g (4.0 eq., 6.84 mmol) fein gemorsertes
NaBH4 und erhitzte den Reaktionsansatz dann fur drei Stunden zum Ruckflul3.
Dabei war eine Farbanderung von gelb nach Rot zu beobachten. Nach dem
Abklhlen wurde die rote Losung insgesamt funfmal mit jeweils 100 ml AcOEt
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum entfernt. Der verbliebene
Ruckstand wurde an 20 g Flashkieselgel (Eluent:AcOEt/n-Hexan 1:2) saulench-
romatographisch aufgereinigt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde nochmals
aus wenig EtOH umkristallisiert. Das Chinoxalinderivat 97 wurde in Form eines

rotbraunen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 225 mg (58%)
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DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Rf=0.10

Schmelzpunkt: 168-169 °C (EtOH)

IR (KBr): 3407 (w), 3317 (w), 3207 (w), 2915 (w), 2805 (w), 1639 (w), 1589 (s),
1564 (s), 1534 (s), 1499 (w), 1473 (w), 1443 (w), 1403 (m), 1383 (m), 1343 (w),
1313 (m), 1288 (m), 1253 (w), 1197 (m), 1157 (w), 1132 (w), 1107 (w), 1057
(w), 1006 (w), 811 (w), 796 (w), 770 (w), 740 (m), 690 (w),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.59 (t, d = 8.1 Hz, 1H, H-C(7)), 7.10 (dd, J1 = 8.6 Hz, J> = 1.0 Hz, 1H, H-C(8)),
6.62 (g, J = 5.0 Hz, 1H, NH-CHs;, austauschbar mit D;0), 6.46 (d, J = 7.2 Hz,
1H, H-C(6)), 6.04 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,0), 3.81 (s, 3H, CHs-
Gruppe am Pyrazolring, 2.97 (d, J = 5.2 Hz, 3H, NH-CH3, wird nach Zugabe von
D,0 zu einem Singulettsignal)

Elementaranalyse: % fur C;1H12Ng (228.25)

ber.. C57.88 H 5.30 N 36.82

gef.. C57.80 H5.24 N 36.57

9.3.8 Synthese von 1-Methyl-3,5-dinitro-4-phenylamino-1H-pyrazol

NO,
N—/N

N \
——
O,N F NO, | NH
Br
NO,

61 89

In einem 50 ml Zweihalskolben wurden 2.5 g (9.9 mmol) 61 in 10 ml DMSO ge-
|6st. Man erwarmte die hellgelbe Lésung auf 50 °C und tropfte dann 2.72 ml
(3.0 eq.,29.8 mmol, 2.7 g) frisch destilliertes Anilin dazu. Die Losung verfarbte
sich sofort rotlich-braun. Nun wurde der Reaktionsansatz fur 24 h auf 100 °C
erwarmt. Nach dem Erkalten gab man die Mischung auf 200 ml Eiswasser. Ein

Teil des Produktes fiel in Form eines rétlichen Feststoffes aus, der abgesaugt
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und getrocknet wurde. Das Filtrat wurde noch dreimal mit jeweils 50 ml AcOEt
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber MgSO4 getrocknet
und das Losungsmittel dann im Vakuum entfernt. Der verbliebene Ruckstand
wurde zusammen mit der ersten Ausfallung saulenchromatographisch aufgerei-
nigt (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:3). Es wurde ein dunkelgelber Feststoff erhalten,
der aus EtOH umkristallisiert wurde. Das Produkt 89 fiel in Form gelber Nadeln

an.

Ausbeute: 1.36 g (52%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Rf=0.17

Schmelzpunkt: 157-158 °C (EtOH) Lit.: 158-159 °Cl™®!
IR (KBr): 3319 (m), 1586 (s), 1508 (m), 1482 (s), 1456 (w), 1435 (m), 1377 (s),
1356 (s), 1314 (s), 1241 (w), 1199 (w), 1168 (w), 1115 (w), 1079 (w), 1058 (w),
1026 (w), 948 (w), 906 (w), 864 (w), 822 (w), 801 (w), 754 (w), 707 (w), 697 (w),
670 (w), 597 (w),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.92 (s, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 7.25-7.19 (m, 2H, aromatische H-
Atome), 6.98-6.92 (m, 3H, aromatische H-Atome), 4.26 (s, 3H, CHs)
Elementaranalyse: % flr C1oHgNsO4 (263.21)

ber.: C 45.63 H 3.45 N 26.61

gef.. C45.90 H 3.56 N 26.33
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9.3.9 Synthese von 1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-amin

N—N/
W/
OZN/S)\N% N\N
: NH E—— J
89

/

\

NH,

98

1.0 g (3.8 mmol) 89 wurden zusammen mit 0.57 g (4.0 eq.,15.2 mmol) NaBH, in
20 ml einer 2 N NaOH fir 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach kurzer Zeit wur-
de die Reaktionslésung rot. Nach beendeter Reaktion lie3 man die Mischung
erkalten und extrahierte die wassrige Phase viermal mit jeweils 100 ml AcOEt.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und das
Ldsungsmittel dann im Vakuum entfernt. Der verbliebene rotbraune Rickstand
wurde an 20.00 g Flashkieselgel aufgereinigt (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:1). Der
erhaltene rote Feststoff wurde mehrmals aus wenig EtOH umkristallisiert. Das
Produkt 98 wurde in Form roter Kristalle isoliert.

Ausbeute: 450 mg (59%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry= 0.2

Schmelzpunkt: 177-178 °C (EtOH) Lit.: 178 °Cl’"!
IR (KBr): 3378 (s), 3320 (m), 3189 (m), 3061 (w), 2927 (w), 1642 (m), 1622 (m),
1577 (s), 1561 (s), 1490 (s), 1397 (s), 1354 (m), 1324 (w), 1247 (w), 1193 (m),
1112 (m), 1048 (w), 977 (w), 826 (w), 819 (w), 798 (w), 757 (w), 744 (w), 686
(w), 639 (w), 618 (w), 598 (w),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.15 (dd, J; = 8.5 Hz, J; = 1.1 Hz, 1H, H-C(5) oder H-C(8)), 8.02 (dd, J1 = 8.6
Hz, J, = 0.9 Hz, 1H, H-C(8) oder H-C(5)), 7.83 (ddd, J; = 8.5 Hz, J, = 6.8 Hz, J3
= 1.6 Hz, 1H, H-C(6)) oder H-C(7)), 7.66 (ddd, J1 =8.4 Hz, J,=6.8 Hz, J3=1.5
Hz, 1H, H-C(7)) oder H-C(6)), 6.30 (s,br,2H, NH,, austauschbar mit D,0), 3.84
(s, 3H, CH3)
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B3C-NMR: (3[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)
147.66 (C(3)-NH,), 142.53 (C(3a)), 141.35 (C(9a)), 138.27 (C(4a)), 131.07
(C(8a)), 130.70 (C(B)), 129.72 (C(7)), 127.66 (C(8)), 125.98 (C(5)), 32.97

(N(CHs)),

Elementaranalyse: % fur C10HgNs (199.21)
ber.. C60.29 H 4.55 N 35.16
gef.. C60.10 H 4.56 N 34.91

Kristallstruktur der Verbindung 98

Die Kristallisation erfolgte aus Ethanol

Kristallsystem: orthorhombisch; Raumgruppe Pbca; Elementarzelle: a = 23.287
(4) A, b=7.1720 (9) A, ¢ = 33.031 (5) A; a = 90°, B = 90°, y = 90°; V = 5516.6
(13) A% Z = 24, pper = 1.439 Mg/m®; Siemens Smart Diffraktometer; Absorpti-
onskoeffizient : = 0.095 mm™'; Wellenldnge = 071073 A; T = 155 (2) K; Reflexe
gemessen: 46156, davon 6297 unabhangige, (R = 0.2380); Ry = 0.1807;
goodness of fit = 1.067; Theta Bereich flr Datenerfassung: 1.51 bis 28.31 °;
Restelektronendichte: zwischen 0.357 und -0.365 e/A®, Extinktionskoeffizient:
0.0016 (2). Zur Kristallstrukturbestimmung wurde ein roter, nadelférmiger Ein-
kristall, mit folgenden Dimensionen vermessen: 0.03 mm - 0.07 mm - 1.25 mm.
Die Messung erfolgte bei einer Temperatur von -118 °C, mittels eines
SIEMENS SMART Diffraktometers. Es wurde keinerlei Absorptionskorrektur
vorgenommen. Die Werte der wiederholt gemessenen Reflexe blieben stabil.
Gleiche Reflexe wurden gemittelt. R(l) = 0.269. Die Struktur konnte durch direk-
te Methoden mit Hilfe des Programms SHELXS gelost werden. Die Wasser-
stoffatome wurden geometrisch angeordnet und als nicht starre Atome betrach-
tet. Die Strukturverfeinerung erfolgte auch mit F-Werten und mit dem Pro-
gramm SHELXL-97. Die absolute Restelektronendichte lag zwischen -0.32 und
0.44 e/A%. Die R-Werte waren im Vergleich zu vielen schwachen Reflexen ziem-

lich grof3.
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Diskussion der Struktur:

Die asymmetrische Einheit enthalt drei unabhangige Molekule. Die Abmessun-
gen der drei Molekule sind ziemlich ahnlich. Die Bindungslangen in der be-
zeichneten Verbindung ahneln sehr den Bindungslangen, die man in der Kris-
tallstruktur von 3-Phenylpyrazolo[4,5-b)chinoxalin (Mamedov et al., Zh. Org.
Khim., 39, 2003, 141, CSD-Refcode IJIBAE) erhalten hat. Die Bindungslangen
in dem Chinoxalinfragment ahneln sehr den Bindungslangen, die man beim
Naphthalin erhalten hat. Die Pyrazolochinoxalingruppen sind nahezu planar
(gréRte Abweichung von der Planaritat: Molekiil 1: 0.020 A, Molekiil 2: 0.015 A
und Molekil 3: 0.019 A). Die Molekiile bilden ,Stapel“ in der kristallographi-
schen b-Richtung aus, welche auch mit den ,Nadelaxen“ des Kristalls korres-
pondieren. Es sind zwei unterschiedliche ,Stapel“ vorhanden. Der eine ,Stapel”
besteht ausschliel3lich aus symmetriegleichen Molekulen der Nummer 1. Der
Winkel zwischen benachbarten Stapeln in dieser Ebene betragt 6.5 °. Der kur-
zeste intermolekulare C...C-Abstand betragt 3.274 (6) A. Der zweite Stapel be-
steht aus alternierenden Molekulen 2 und 3. Der Winkel zwischen benachbarten
Ebenen in diesem ,Stapel betragt 1.0 °. Die kurzesten intermolekularen C...C-
Abstande betragen hier 3.389 (6) A. Die beiden ,Molekiilstapel sind unterein-
ander Uber N-H....N-Wasserstoffbrickenbindungen zu zweidimensionalen
Strukturen parallel zur [001] Ebene verbunden. Nur 5 von 6 N-H-Bindungen
sind an der Ausbildung von Wasserstoffbricken beteiligt. Die Wasserstoffbri-
cken sind ziemlich schwach (H....N-Abstdnde zwischen 2.11 und 2.43 A). Die
N8-H8B-Bindung, welche keine Wasserstoffbricken ausbildet, zeigt eine
schwache intermolekulare N-H...pi-Wechselwirkung mit zwei Benzol-C-Atomen.

Diese Wechselwirkung verbindet benachbarte Schichten in c-Richtung.

Tabelle 12: Wasserstoffbriicken der Verbindung 98

N-H...N N-H [A] H...N [A] N...N [A] N-H-N [°]
N3-H3A...N12 0.88 2.19 3.073 (5) 176
N3-H3B...N15 0.88 2.38 3.172 (4) 150
N8-H8A...N14 0.88 2.31 3.157 (4) 161
N13-H13A...N2 0.88 2.43 3.307 (5) 172

N13-H13B...N7 0.88 2.1 2.979 (4) 169
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Tabelle 13: Torsionswinkel von Verbindung 98

Atome
C(5)-N(4)-C(2)-C(3)
C(5)-N(4)-C(2)-C(1)
C(3)-N(5)-C(10)-C(9)
C(3)-N(5)-C(10)-C(5)
C(1)-N(2)-N(1)-C(3)
C(1)-N(2)-N(1)-C(4)
C(2)-N(4)-C(5)-C(6)
C(2)-N(4)-C(5)-C(10)
N(5)-C(10)-C(5)-N(4)
C(9)-C(10)-C(5)-N(4)
N(5)-C(10)-C(5)-C(6)
C(9)-C(10)-C(5)-C(6)
N(4)-C(5)-C(6)-C(7)
C(10)-C(5)-C(6)-C(7)
C(10)-N(5)-C(3)-N(1)
C(10)-N(5)-C(3)-C(2)
N(2)-N(1)-C(3)-N(5)
C(4)-N(1)-C(3)-N(5)
N(2)-N(1)-C(3)-C(2)
C(4)-N(1)-C(3)-C(2)
N(13)-C(21)-C(22)-N(14)
N(12)-C(21)-C(22)-C(23)
N(13)-C(21)-C(22)-C(23)
C(21)-N(12)-N(11)-C(23)
( (
( (

)-
)-
)-
1)-

C(21)-N(12)-N(11)-C(24)
C(22)-N(14)-C(25)-C(26)
C(22)-N(14)-C(25)-C(30)
C(20)-N(10)-C(13)-N(6)
C(20)-N(10)-C(13)-C(12)
C(12)-N(9)-C(15)-C(16)
C(12)-N(9)-C(15)-C(20)
C(30)-N(15)-C(23)-N(11)
C(30)-N(15)-C(23)-C(22)
N(12)-N(11)-C(23)-N(15)
C(24)-N(11)-C(23)-N(15)

Torsionswinkel

[]
-0.5 (5)

-179.2 (4)

179.8 (4)
0.4 (5)
1.7 (4)

175.6 (3)

178.1 (4)
0.9 (5)
1.4 (6)

178.7 (4)
177.5 (3)

2.3 (6)
179.6 (4)
-1.4 (6)
178.3 (4)
-1.0 (6)
178.8 (4)
5.3 (7)
1.8 (4)

175.2 (4)

3.7(7)
-0.6 (4)
177.8 (4)
2.3 (4)

-170.0 (3)

179.0 (3)
-1.5 (5)
178.3 (4)
-0.4 (6)
179.5 (3)
0.4 (5)
179.2 (4)
-1.0 (5)

-178.2 (4)

12.1 (7)

Atome
N(4)-C(2)-C(3)-N(5)
C(1)-C(2)-C(3)-N(5)
N(4)-C(2)-C(3)-N(1)
C(1)-C(2)-C(3)-N(1)
N(5)-C(10)-C(9)-C(8)
C(5)-C(10)-C(9)-C(8)
N(1)-N(2)-C(1)-N(3)
N(1)-N(2)-C(1)-C(2)
N(4)-C(2)-C(1)-N(2)
C(3)-C(2)-C(1)-N(2)
N(4)-C(2)-C(1)-N(3)
C(3)-C(2)-C(1)-N(3)
C(5)-C(6)-C(7)-C(8)
C(10)-C(9)-C(8)-C(7)
C(6)-C(7)-C(8)-C(9)
N(11)-N(12)-C(21)-N(13)
N(11)-N(12)-C(21)-C(22)
C(25)-N(14)-C(22)-C(23)
C(25)-N(14)-C(22)-C(21)
N(12)-C(21)-C(22)-N(14)
C(21)-C(22)-C(23)-N(11)
N(10)-C(13)-N(6)-N(7)
C(12)-C(13)-N(6)-N(7)

N(10)-C(13)-N(6)-C(14)
C(12)-C(13)-N(6)-C(14)
C(11)-N(7)-N(6)-C(13)
C(11)-N(7)-N(6)-C(14)
C(15)-N(9)-C(12)-C(13)
C(15)-N(9)-C(12)-C(11)
N(10)-C(13)-C(12)-N(9)
N(6)-C(13)-C(12)-N(9)
N(10)-C(13)-C(12)-C(11)
N(6)-C(13)-C(12)-C(11)
C(23)-N(15)-C(30)-C(29)
C(23)-N(15)-C(30)-C(25)

Torsionswinkel
[°]
1.6 (6)
-179.4 (4)
-177.9 (4)
1.2 (4)
178.8 (4)
-1.1 (6)
178.6 (4)
-0.9 (4)
178.7 (4)
-0.2 (5)
-0.7 (7)
-179.6 (4)
-0.8 (6)
-1.1 (6)
2.1 (6)
-176.8 (4)
1.7 (4)
0.6 (5)
-177.6 (4)
177.9 (4)
-0.9 (4)
-179.3 (4)
-0.4 (4)
6.8 (7)
-174.3 (4)
0.3 (4)
174.8 (4)
-0.7 (5)
-178.8 (4)
0.8 (6)
-178.2 (4)
179.3 (4)
0.4 (4)
-178.1 (3)
0.1 (5)
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Tabelle 14: Bindungslangen [A] von Verbindung 98

Fortsetzung von Tabelle 13

N(12)-N(11)-C(23)-C(22)
C(24)-N(11)-C(23)-C(22)
N(14)-C(22)-C(23)-N(15)
C(21)-C(22)-C(23)-N(15)
N(14)-C(22)-C(23)-N(11)
C(26)-C(25)-C(30)-C(29)
N(14)-C(25)-C(26)-C(27)
C(30)-C(25)-C(26)-C(27)
C(13)-N(10)-C(20)-C(19)
C(13)-N(10)-C(20)-C(15)
N(9)-C(15)-C(20)-N(10)
C(16)-C(15)-C(20)-N(10)
N(9)-C(15)-C(20)-C(19)
C(16)-C(15)-C(20)-C(19)
N(9)-C(15)-C(16)-C(17)
C(20)-C(15)-C(16)-C(17)
N(6)-N(7)-C(11)-N(8)
N(6)-N(7)-C(11)-C(12)

Atome
N(5)-C(3)
N(5)-C(10)
N(4)-C(2)
N(4)-C(3)
C(2)-C(3)
C(2)-C(1)
C(10)-C(9)
C(10)-C(5)
N(2)-C(1)
N(2)-N(1)
N(1)-C(3)
N(1)-C(4)
C(5)-C(6)
C(6)-C(7)
C(9)-C(8)
C(1)-N(3)

2.0 (4)
168.1 (4)
0.7 (6)
179.3 (4)
-179.5 (3)
1.1 (5)
179.7 (4)
0.8 (6)
-178.8 (4)
0.1 (5)
-0.1(6)
-179.2 (4)
178.8 (4)
-0.3 (6)
-178.9 (4)
0.2 (6)
176.0 (4)
0.0 (4)

Bindungslangen [A]

1.320 (5)
1.373 (5)
1.325 (5)
1.371 (5)
1.423 (5)
1.435 (5)
1.413 (5)
1.434 (5)
1.326 (5)
1.411 (4)
1.349 (4)
1.439 (4)
1.417 (5)
1.356 (5)
1.365 (5)
1.357 (5)

C(28)-C(29)-C(30)-N(15)
C(28)-C(29)-C(30)-C(25)
N(14)-C(25)-C(30)-N(15)
C(26)-C(25)-C(30)-N(15)
N(14)-C(25)-C(30)-C(29)
N(9)-C(12)-C(11)-N(7)
C(13)-C(12)-C(11)-N(7)
N(9)-C(12)-C(11)-N(8)
C(13)-C(12)-C(11)-N(8)
C(25)-C(26)-C(27)-C(28)
C(15)-C(16)-C(17)-C(18)
C(16)-C(17)-C(18)-C(19)
C(17)-C(18)-C(19)-C(20)
N(10)-C(20)-C(19)-C(18)
C(15)-C(20)-C(19)-C(18)
C(30)-C(29)-C(28)-C(27)
C(26)-C(27)-C(28)-C(29)

Atome
C(21)-C(22)
N(9)-C(12)
N(9)-C(15)
C(22)-C(23)
N(11)-C(23)
N(11)-C(24)
C(25)-C(26)
C(25)-C(30)
C(13)-N(6)
C(13)-C(12)
C(15)-C(16)
C(15)-C(20)
N(7)-C(11)
N(7)-N(6)
C(29)-C(28)
C(29)-C(30)

179.2 (4)
0.9 (6)
1.2 (6)

-179.3 (4)

179.4 (3)

178.1 (4)
0.2 (5)
2.4 (7)

-175.9 (4)
0.2 (6)
0.0 (6)
-0.1(6)
0.1 (6)

179.1 (4)
0.1 (6)
-0.3 ()
0.0 (6)

Bindungslangen [A]

1.451 (5)
1.319 (4)
1.371 (5)
1.425 (5)
1.351 (5)
1.443 (4)
1.414 (5)
1.434 (5)
1.354 (5)
1.430 (5)
1.427 (5)
1.430 (5)
1.315 (5)
1.398 (4)
1.356 (5)
1.429 (5)
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Fortsetzung von Tabelle 14

Atome Bindungslangen [A] Atome Bindungslangen [A]

C(7)-C(8) 1.414 (5) N(6)-C(14) 1.446 (5)
N(14)-C(22) 1.326 (4) C(12)-C(11) 1.432 (5)
N(14)-C(25) 1.366 (4) C(26)-C(27) 1.360 (5)
N(15)-C(23) 1.321 (4) C(20)-C(19) 1.408 (5)
N(15)-C(30) 1.371 (5) C(16)-C(17) 1.375 (5)
N(10)-C(13) 1.323 (4) C(11)-N(8) 1.377 (5)
N(10)-C(20) 1.370 (5) C(27)-C(28) 1.408 (5)
N(12)-C(21) 1.330 (5) C(17)-C(18) 1.416 (6)
N(12)-N(11) 1.404 (4) C(18)-C(19) 1.366 (6)
N(13)-C(21) 1.355 (4)

Tabelle 15: Bindungswinkel [°] von Verbindung 98

Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungswinkel [°]
C(3)-N(5)-C(10) 112.3 (3) C(23)-C(22)-C(21) 104.6 (3)
C(2)-N(4)-C(5) 113.7 (3) C(23)-N(11)-N(12) 111.1 (3)
N(4)-C(2)-C(3) 122.9 (4) C(23)-N(11)-C(24) 128.4 (3)
N(4)-C(2)-C(1) 131.7 (4) N(12)-N(11)-C(24) 119.1 (3)
C(3)-C(2)-C(1) 105.4 (3) N(14)-C(25)-C(26) 119.7 (3)
N(5)-C(10)-C(9) 118.6 (3) N(14)-C(25)-C(30) 121.9 (3)
N(5)-C(10)-C(5) 122.8 (3) C(26)-C(25)-C(30) 118.4 (3)
C(9)-C(10)-C(5) 118.7 (4) N(10)-C(13)-N(6) 128.2 (4)
C(1)-N(2)-N(1) 106.0 (3) N(10)-C(13)-C(12) 125.3 (3)
C(3)-N(1)-N(2) 111.6 (3) N(6)-C(13)-C(12) 106.5 (3)
C(3)-N(1)-C(4) 127.3 (3) N(9)-C(15)-C(16) 117.4 (4)
N(2)-N(1)-C(4) 120.8 (3) N(9)-C(15)-C(20) 123.3 (3)
N(4)-C(5)-C(6) 118.9 (3) C(16)-C(15)-C(20) 119.3 (4)
N(4)-C(5)-C(10) 122.5 (4) C(11)-N(7)-N(6) 106.8 (3)
C(6)-C(5)-C(10) 118.6 (3) C(28)-C(29)-C(30) 120.7 (4)
C(7)-C(6)-C(5) 121.4 (4) N(15)-C(23)-N(11) 127.7 (3)
N(5)-C(3)-N(1) 127.9 (3) N(15)-C(23)-C(23) 124.9 (3)
N(5)-C(3)-C(2) 125.7 (4) N(11)-C(23)-C(22) 107.3 (3)
N(1)-C(3)-C(2) 106.4 (3) C(13)-N(6)-N(7) 111.1 (3)
C(8)-C(9)-C(10) 120.5 (4) C(13)-N(6)-C(14) 128.8 (3)
N(2)-C(1)-N(3) 123.3 (3) N(7)-N(6)-C(14) 119.8 (3)
N(2)-C(1)-C(2) 110.6 (3) N(9)-C(12)-C(13) 123.5(3)

N(3)-C(1)-C(2) 126.1 (4) N(9)-C(12)-C(11) 131.8 (4)
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Fortsetzung von Tabelle 15

Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungswinkel [°]
C(6)-C(7)-C(8) 119.7 (4) C(13)-C(12)-C(11) 104.7 (3)
C(9)-C(8)-C(7) 121.0 (4) N(15)-C(30)-C(29) 118.3 (3)

C(22)-N(14)-C(25) 114.3 (3) N(15)-C(30)-C(23) 123.1 (3)
C(23)-N(15)-C(30) 112.8 (3) C(29)-C(30)-C(25) 118.6 (3)
C(13)-N(10)-C(20) 112.3 (3) C(27)-C(26)-C(25) 121.2 (4)
C(21)-N(12)-N(11) 106.8 (3) N(10)-C(20)-C(19) 118.6 (4)
N(12)-C(21)-N(13) 122.7 (3) N(10)-C(20)-C(15) 122.7 (4)
N(12)-C(21)-C(22) 110.1 (3) C(19)-C(20)-C(15) 118.7 (4)
N(13)-C(21)-C(22) 127.1 (3) C(17)-C(16)-C(15) 119.8 (4)
C(12)-N(9)-C(15) 113.0 (3) N(7)-C(11)-N(8) 121.0 (3)
N(14)-C(22)-C(23) 123.0 (3) N(7)-C(11)-C(12) 111.0 (3)
N(14)-C(22)-C(21) 1324 (3) N(8)-C(11)-C(12) 127.9 (4)

Abbildung 69: Kristallstruktur der Verbindung 98 (Molekul 1)
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Abbildung 70: Kristallstruktur der Verbindung 98 (Molekiil 2)

Abbildung 71: Kristallstruktur der Verbindung 98 (Molekul 3)
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Abbildung 72: Struktur der Verbindung 98 im Kristallverbund

9.3.10 Synthese von 4-(2-Aminophenylamino)-1-methyl-3,5-dinitro-1H-

pyrazol

N——N
— N\
O,N o, | NH NH,

Br

61 90

In einem 50 ml Zweihalskolben wurden 3.0 g (11.9 mmol) 61 in 5 ml DMSO ge-
|6st. Die gelbe, klare Lésung wurde auf 50- 60 °C erwarmt. Bei dieser Tempe-
ratur tropfte man innerhalb von 5 Minuten eine Losung von 3.87 g (3.0 eq., 35.9
mmol) 1,2-Diaminobenzol in 5 ml DMSO dazu. Die Losung verfarbte sich dabei
rotlich-braun. Nach beendeter Zugabe erwarmte man die Reaktionsmischung
fur 8 Stunden auf 100 °C. Nach dem Erkalten gab man den Ansatz auf 200 ml
Eiswasser. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und aus EtOH

umkristallisiert. Das Produkt 90 wurde als rotes Pulver erhalten.
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Ausbeute: 2.26 g (68%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; Ry= 0.1

Schmelzpunkt: 171-173 °C (EtOH)

IR (KBr): 3435 (w), 3361 (w), 3309 (w), 1623 (w), 1592 (s), 1534 (w), 1503 (m),
1482 (s), 1456 (w), 1429 (w), 1377 (m), 1361 (m), 1340 (m), 1309 (s), 1204 (w),
1157 (w), 1105 (w), 1058 (w), 953 (w), 932 (w), 875 (w), 827 (m), 796 (m), 748
(m), 702 (w), 660 (w), 581 (w),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.30 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 6.88-6.82 (m, 2H, aromatische H-
Atome, 6.71-6.68 (m, 1H, H-Atom des Aromaten), 6.50-6.44 (m, 1H, H-Atom
des Aromaten), 4.90 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,0), 4.22 (s, 3H, CH3)
Elementaranalyse: % fur C10H10N6O4 (278.22)

ber.. C43.17 H 3.62 N 30.21

gef.. C43.17 H 3.47 N 29.98

9.3.11 Synthese von 1-Methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3,5-diamin

N TN
Ni?—NH NH, @iN)i(
o, " NH

90 96

1.5 g (6.4 mmol) 90 wurden zusammen mit 0.81 g (4.0 eq., 21.6 mmol) fein ge-
morsertem NaBH,4 in 30 ml 2 N NaOH suspendiert. Der Reaktionsansatz wurde
nun fur 3 h zum Ruckfluld erhitzt. Die LOosung verfarbte sich dabei dunkelrot-
braun. Nachdem kein Edukt mehr nachzuweisen war, kihlte man die Reakti-
onsmischung auf RT ab und extrahierte die wassrige Phase nun funfmal mit
jeweils 100 ml AcOEt. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iber MgSQO4

getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das verbliebene Roh-
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produkt wurde saulenchromatographisch aufgereinigt. (Eluent: AcOEt/n-Hexan
1:1). Der erhaltene Rickstand wurde nochmals aus EtOH umkristallisiert. Das

Produkt 96 wurde als roter Feststoff erhalten.

Ausbeute: 810 mg (70%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Rf= 0.15

Schmelzpunkt: 216-217 °C (EtOH)

IR (KBr): 3411 (w), 3317 (s), 3286 (s), 3160 (s), 2930 (s), 2814 (w), 1627 (m),
1606 (m), 1575 (s), 1560 (s), 1538 (w), 1517 (w), 1486 (s), 1397 (s), 1350 (s),
1287 (m), 1250 (w), 1198 (m), 1156 (m), 1109 (m), 1020 (w), 821 (m), 769 (M),
737 (s), 695 (w), 622 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.50 (yt, J = 7.6 Hz, 1H, H-C(7)), 7.10 (dd, J1 = 8.5 Hz, J, = 1.2 Hz, 1H, H-
C(6)), 6.71 (dd, J1 = 7.5 Hz, J, = 1.2 Hz, 1H, H-C(8)), 6.13 (wd ,4H, NH,-
Gruppen, austauschbar mit D,0), 3.80 (s, 3H, CH3),

Elementaranalyse: % fur C;0H10Ne (214.23)

ber.. C 56.07 H4.71 N 39.23

gef.. C56.34 H 4.81 N 39.48

9.3.12  Synthese von 4-(3,4-Dimethylphenylamino)-1-methyl-3,5-dinitro-

1H-pyrazol
NO,
/ N="
/N_N ,L / NH

o,N F NO, s

61 92

10.0 g (39.8 mmol) der Verbindung 61 wurden zusammen mit 5.8 g (1.20 eq.;
47.80 mmol) 3,4-Dimethylanilin in 40 ml DMSO gel6st. Die intensiv rot gefarbte
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Ldsung wurde nun fir 4 h auf 100 °C erwarmt. Nach dem Erkalten gab man die
dunkelrote, klare Losung auf 300 ml Eiswasser, wobei sich ein orangefarbener,
amorpher Feststoff abschied. Das Produkt wurde dreimal mit jeweils 200 ml
AcOEt extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO4 ge-
trocknet, das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der zurlickgebliebene rot-
schwarze Feststoff dann aus EtOH umkristallisiert. Beim Erkalten kristallisierten

5.66 g 92 in Form orangefarbener Kristalle aus der Losung aus.

Ausbeute: 5.66 g (49 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; Ri= 0.4

Schmelzpunkt: 140-141 °C (EtOH)

IR (KBr): 3445 (w), 3319 (m), 2911 (w), 2859 (w), 1602 (s), 1566 (w), 1545 (w),
1487 (s), 1429 (m), 1367 (m), 1330 (s), 1309 (s), 1251 (w), 1220 (w), 1105 (w),
1058 (m), 875 (m), 827 (m), 791 (w), 749 (w), 691 (w), 670 (w), 613 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.78 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,O), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-C(5)),
6.79 (s, br, 1H, H-C(2)), 6.68 (dd, J4 = 8.0 Hz, J, = 2.23 Hz, 1H, H-C(6)), 4.24
(s, 3H, N-CHj3), 2.13 (s, 6H, C-CHj3)

Elementaranalyse: (%) fur C12H13Ns04 (291.26)

ber.. C 49.48 H 4.50 N 24.04
gef.. C 49.56 H4.27 N 23.81
9.3.13 Synthese von 1,6,7-Trimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-
ylamin
NO,
= /

T / NH N\ N\
S — P N

NO,

92 99
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250 mg (0.85 mmol) 92 wurden in 40 ml 2 N NaOH suspendiert. Nach Zugabe
von 130 mg (4.0 eq., 3.43 mmol) fein gemoérsertem NaBH; wurde der Reakti-
onsansatz fur 3 h zum Sieden erhitzt. Nach beendeter Reaktion lie3 man auf
RT abkuhlen und extrahierte die dunkelrote L6sung insgesamt viermal mit je-
weils 100 ml AcOEt. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber MgSQO4
getrocknet und das Losungsmittel dann im Vakuum entfernt. Der rotbraune
Ruckstand wurde an 30.00 g Flashkieselgel (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:1) aufge-
reinigt. Durch nochmaliges Umkristallisieren des erhaltenen Feststoffes aus

EtOH konnten so 40 mg elementaranalysenreines Produkt 99 erhalten werden.

Ausbeute: 40 mg (21%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Rf = 0.13

Schmelzpunkt: 222-224 °C (EtOH)

IR (KBr): 3424 (w), 3332 (w), 3298 (w), 3194 (w), 2922 (w), 2859 (w), 1623 (m),
1581 (s), 1555 (s), 1492 (w), 1461 (w), 1408 (m), 1367 (m), 1314 (w), 1225 (w),
1210 (w), 1183 (w), 1157 (w), 1115 (w), 1089 (w), 1021 (w), 822 (w), 791 (m),
655 (m), 618 (w), 587 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.88 (s, br, 1H, H-C(8) oder H-C(5)), 7.80 (s, br, 1H, H-C(5) oder H-C(8)), 6.16
(s, br, 2H, NH2, austauschbar mit D,0O), 3.81 (s, 3H, N-CHjs), 2.46 (br, 6H, CHs-
Gruppen, liegen unter DMSO-Signal).

Elementaranalyse: (%) flr Ci12H13Ns (227.27)

ber.. C 63.42 H5.77 N 30.82

gef.. C63.56 H 5.93 N 30.84
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9.3.14 Synthese von 1,3-Dihydro-5-nitroisobenzofuran
O,N
Co — 0
171 172

5.5 ml (0.05 mol, 6.0 g) Phthalan 171 wurden in 75 ml konz. H,SO4 geldst. Die
gelbe, klare Reaktionslésung wurde auf 0-5 °C abgekuhlt, bevor man langsam
unter Ruhren eine Lésung von 5.10 g KNO3; (0.05 mol) in 25 ml konz. Schwefel-
saure zutropfte. Nach beendeter Zugabe hielt man die Reaktionsmischung noch
eine Stunde bei einer Temperatur von 0-10 °C, entfernte dann das Kaltebad,
ruhrte das Gemisch noch eine Stunde bei RT und gab die Mischung dann auf
500 ml Eiswasser. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert und das
Rohprodukt dann aus EtOH umkristallisiert. Das Produkt 172 wurde als gelb-

brauner, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 5.3 g (64%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry = 0.25

Schmelzpunkt: 91-92 °C (EtOH) Lit.: 90-92 °Cl?!
IR (KBr): 3100 (w), 3047 (w), 2922 (w), 2859 (w), 1613 (w), 1592 (w), 1518 (s),
1471 (m), 1456 (m), 1419 (w), 1346 (s), 1309 (m), 1257 (w), 1220 (w), 1178 (w),
1126 (w), 1068 (w), 1047 (s), 922 (m), 901 (m), 880 (m), 838 (m), 817 (m), 744
(s), 707 (w), 665 (w)

N-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.20-8.15 (m, 2H, H-(4) und H-(6)), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-(7)), 5.08 (s, 4H,
2-CH»-Gruppen)

Elementaranalyse: (%) fur CgH;NO3 (165.15)

ber.. C 58.18 H 4.27 N 8.48

gef.. C58.10 H 4.30 N 8.40
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9.3.15 Synthese von 1,3-Dihydroisobenzofuran-5-ylamin

OzN H,N

172 85

In einem einseitig verschlossenen Quarzrohr wurden 3.0 g (18.0 mmol) der
Verbindung 172 in 50 ml AcOEt gel6ést. Nach Zugabe von 30 mg Pd/C brachte
man das Quarzrohr in eine Druckapparatur ein, spulte mit Argon und rihrte das
Reaktionsgemisch uber Nacht bei einer Temperatur von 40 °C und einem Was-
serstoffgasdruck von 40 bar. Nachdem kein Edukt mehr nachzuweisen war,
filtrierte man die Lésung (iber wenig Zelite® ab, wusch griindlich mit AcOEt
nach, und entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Der zurlckgebliebene
braungelbe Feststoff wurde mehrmals aus EtOH umkristallisiert. Es wurde ein

dunkelgelber Feststoff 85 erhalten.

Ausbeute: 2.23 g (91%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Ry = 0.27

Schmelzpunkt: 104-105 °C (EtOH) Lit.: 104-105 °Cl"?!
IR (KBr): 3372 (m), 3330 (m), 3225 (m), 3026 (w), 2890 (w), 2838 (m), 1916
(w), 1874 (w), 1628 (s), 1613 (s), 1586 (s), 1492 (s), 1471 (m), 1450 (m), 1367
(s), 1325 (m), 1293 (s), 1257 (w), 1210 (w), 1178 (w), 1152 (w), 1126 (w), 1094
(w), 1026 (s), 895 (s), 859 (m), 822 (s), 733 (m), 691 (m), 587 (w), 560 (m)
N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

6.91 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-C(7)), 6.48-6.45 (m, 2H, H-C(4) und H-C(6)), 5.02 (s,
br, 2H , NH,, austauschbar mit D,0), 4.83 (s, 4H, 2-CH,-Gruppen)
Elementaranalyse: (%) fur CgHgNO (135.16)

ber.. C71.09 H6.71 N 10.36

gef.. C70.80 H6.75 N 10.18
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9.3.16 Synthese von 4-(1,3-Dihydroisobenzofuran-5-yl)amino-1-
methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol

NO,

/

N—N N=
/ —_— | / NH
O,N / NO, / N

NO
Br 2

61 86
2.5 g (9.96 mmol) 61 wurden in 10 ml DMSO gel6st. Nach Zugabe einer Losung

von 1.5 g (1.10 eq., 10.95 mmol) 85 in 5 ml DMSO erwarmte man die gelbe Re-
aktionslésung fur 5 Stunden auf 100 °C. Mit zunehmender Reaktionsdauer ver-
farbte sich die Ldésung dunkelbraun-schwarz. Nach beendeter Reaktion liel3
man die Reaktionsmischung auf RT abkihlen und gab sie dann auf 200 mi
Eiswasser. Die wassrige Phase wurde insgesamt funfmal mit jeweils 100 ml
AcOEt extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO4 ge-
trocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der 6lige Rickstand kris-
tallisierte an der Luft langsam aus. Mehrmaliges Umkristallisieren aus wenig

EtOH ergab das Produkt 86 in Form eines intensiv orange gefarbten Pulvers.

Ausbeute: 2.65 g (87%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:3; R = 0.20

Schmelzpunkt: 170-171 °C

IR (KBr): 3456 (w), 3309 (w), 3037 (w), 2848 (w), 1597 (s), 1487 (s), 1435 (s),
1377 (m), 1351 (m), 1309 (s), 1115 (w), 1037 (m), 953 (w), 890 (m), 833 (m),
796 (w), 754 (w), 743 (w), 707 (w), 665 (w), 608 (w), 566 (W)

IN-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.94 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D;0), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-C(7)),
6.92-6.86 (m, 2H, H-C(4) und H-C(6)), 4.92 (2s, 4H, CH,-Gruppen), 4.25 (s, 3H,
N-CHs)
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Elementaranalyse: (%) fir C12H11N505 (305.25)

ber.. C47.22 H 3.63 N 22.94
gef.. C47.03 H 3.81 N 22.90
9.3.17 Synthese von 7-Methyl-3,7-dihydro-1H-2-0xa-6,7,8,10-

tetraaza-dicyclopentala,g]naphthalin-9-ylamin

NO,
s AN N/
N— \, \N
O,N N
NH,

86 88

w ]
X \N
A/
N
NH,
o
87

50 mg (0.16 mmol) 86 wurden in einem 100 ml Rundkolben vorgelegt. Nach
Zugabe von 3 ml 2N NaOH und 0.024 g (4.00 eqg. 0.64 mmol) fein gemorsertem
NaBH4 wurde die orangefarbene Suspension fur 2 Stunden zum Ruckflul} er-
hitzt. Nach dem Erkalten wurde die wassrige Phase insgesamt dreimal mit je-
weils 50 ml AcOEt extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tUber
MgSO,4 getrocknet und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum entfernt.
Das verbliebene Rohprodukt wurde an 15 g Kieselgel saulenchromatographisch
aufgereinigt (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:2). Umkristallisation des Produktes aus
EtOH ergab 15 mg eines dunkelorangefarbenen, amorphen Pulvers. Wie sich
spater anhand des 'H-NMR-Spektrums zeigte, konnte nicht das gewiinschte
Produkt 88, sondern das Produkt 87 erhalten werden. Daher wurde auf eine wei-

tere und ausflhrliche Charakterisierung der Verbindung verzichtet.



9 Experimenteller Teil 124

Ausbeute: 15 mg (39%)

N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.09 (d, J = 8.50 Hz, 1H, H-C(5)), 7.62 (d, J = 8.60 Hz, 1H, H-C(4)), 6.32 (br, s,
2H, NH,, das Signal tauscht nach Zugabe von D,0), 5.50-5.48 (m, 2H, O-CH>),
5.30-5.27 (m, 2H, O-CH, ), 3.81 (s, 3H, CHs)

9.3.18 Synthese von 1H-Pyrazolo[3,4-b]pyrazin-3-ylamin
N cl N N
| X E\ \,
- A~
N CN N
NH,
75 76

1.0 g (7.16 mmol) 75 wurden in 10 ml abs. EtOH gel6st. Nach der Zugabe von
13.9 ml (10.0 eq., 3.58 g, 71.6 mmol) einer wassrigen Hydrazinhydratlésung
(24-26%) wurde die nun gelb-orangefarbene Losung fur 3 h zum Ruckflu® er-
hitz. Nach beendeter Reaktion lie3 man auf RT abkuhlen und entfernte das L6-
sungsmittel dann im Vakuum. Der verbliebene Rickstand wurde aus wenig
EtOH umkristallisiert. Das Produkt 76 konnte in Form eines dunkelbraunen Pul-

vers isoliert werden.

Ausbeute: 900 mg (94%)

DC: MeOH/AcOEt 1:20; R¢ = 0.43

Schmelzpunkt: 245-246 °C (EtOH) Lit.: 244-246 °Cl™!
IR (KBr): 3403 (m), 3310 (m), 3194 (m), 3110 (m), 3068 (w), 3016 (w), 2911
(w), 2859 (w), 2806 (w), 1618 (s), 1592 (w), 1560 (s), 1545 (m), 1492 (w), 1466
(w), 1388 (s), 1335 (m), 1257 (m), 1215 (m), 1126 (s), 1053 (w), 922 (s), 848
(m), 796 (w), 780 (w), 754 (w), 712 (w), 623 (w), 560 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

12.34 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 8.40 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-C(5))
oder H-C(6)), 8.34 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-C(6)) oder H-(C(5)), 5.69 (s, br, 2H,
NH,, austauschbar mit D,0)
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Elementaranalyse: (%) fir CsHsNs (135.13)

ber.. C44.44 H3.73 N 51.83
gef.. C44.67 H 3.80 N 51.57
9.3.19 Synthese von 1-Nitro-1H-pyrazol
NOZ
N——NH N—N/

O — U

10.0 g (147 mmol) Pyrazol 52 wurden in 30 ml Eisessig gelost. Die klare, gelbe
Reaktionslosung wurde auf 0-5 °C abgekuhlt. Zu dieser Lésung tropfte man
innerhalb einer Stunde 6.7 ml (1.10 eq., 162 mmol, 10.18 g) Salpetersaure (d =
1.52). Nach beendeter Zugabe war aus der Losung ein farbloser Feststoff aus-
gefallen. Jetzt tropfte man zu dieser Suspension Uber einen Zeitraum von 2
Stunden 20.7 ml (1.5 eq. 220.3 mmol, 22.5 g) Essigsaureanhydrid. Wahrend
der Zugabe ging der Niederschlag langsam wieder in Losung. Nach beendeter
Zugabe liel3 man die dunkelgelbe Reaktionslésung noch 30 min. bei RT ruhren
und gab den Ansatz dann auf 300 ml Eiswasser, wobei ein farbloser, kristalli-
ner Niederschlag ausfiel, der abgesaugt und aus n-Hexan umkristallisiert wur-

de. Produkt 65 wurde in Form von farblosen Kristallen erhalten.

Ausbeute: 15.46 g (93%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Rf = 0.43

Schmelzpunkt: 90-91 °C (n-Hexan) Lit.: 92-93 °Cl°"!
IR (KBr): 3116 (s), 2884 (w), 1829 (w), 1792 (w), 1613 (s), 1560 (W), 1528 (W),
1481 (w), 1449 (w), 1401 (w), 1370 (m), 1322 (m), 1290 (m), 1259 (m), 1227
(M), 1164 (s), 1063 (s), 1026 (m), 935 (s), 905 (m), 852 (), 820 (m), 778 (s),
735 (m), 630 (M), 561 (M)

IH-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.80 (m, 1H, H-C(3)),oder H-C(5)), 7.89 (m, 1H, H-C(5)) oder H-C(3)), 6.71 (m,
1H, H-C(4))
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Elementaranalyse: (%) fir CsH3N3zO, (113.07)
ber.. C 31.87 H 2.67 N 37.16
gef.: C 32.04 H2.79 N 36.92

9.3.20 Synthese von 3-Nitro-1H-pyrazol

NO,
N—N/ N—NH
/A -
() w L
65 70

2.7 g (23.9 mmol) 65 wurden in 30 ml Benzonitril gelost und die gelbe Reakti-
onslésung dann Uber einen Zeitraum von 3 h zum RuckfluR® erhitzt. Nach dem
Erkalten gab man die Lésung auf 70 ml n-Hexan, wobei ein farbloser, flockiger
Niederschlag ausfiel. Der Feststoff wurde abgesaugt, mit wenig n-Hexan gewa-
schen und schlieBlich aus Wasser umkristallisiert. Das umgelagerte Produkt 70

wurde in Form eines farblosen Feststoffes isoliert.

Ausbeute: 2.06 g (76%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; Rs = 0.41

Schmelzpunkt: 173-174 °C (H20) Lit.: 173-174 °Cl™]
IR (KBr): 1557 (s), 1514 (s), 1484 (m), 1438 (w), 1423 (m), 1382 (s), 1353 (s),
1250 (m), 1210 (s), 1091 (m), 1059 (w), 1048 (s)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

13.94 (s, br, 1H, Pyrazol-NH, austauschbar mit D,0), 8.04 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-
C(5)), 7.04 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-C(4))

Elementaranalyse: (%) flr C3H3N3O, (113.07)

ber.. C 31.87 H 2.67 N 37.16

gef.. C 31.80 H2.70 N 36.93
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9.3.21 Synthese von 1,3-Dinitro-1H-pyrazol
NO,
?—NH ?—N
OzN/Q) OzN/Q)
70 71

19.0 g (168 mmol) der Verbindung 70 wurden in 160 ml Eisessig gelost. Unter
EiskUhlung tropfte man nun langsam 9 ml (1.3 eq., 218 mmol, 13.8 g) Salpeter-
saure (100 %ig, d = 1.52) dazu, wobei ein farbloser, kristalliner Niederschlag
ausfiel. Nach beendeter Zugabe lie® man die Suspension noch eine Stunde
weiterrihren und tropfte dann bei 0 °C 31.5 ml (2.00 eq; 336 mmol, 34.3 g) Es-
sigsaureanhydrid innerhalb von 2 h dazu. Nach beendeter Zugabe entfernte
man das Kaltebad und lie} den Ansatz bei RT ruhren, bis sich eine vollig klare
Ldsung gebildet hatte. Die Reaktionsldsung wurde nun auf 1000 ml Eiswasser
gegeben. Der ausgefallene farblose Niederschlag wurde abgesaugt und aus n-

Hexan umkristallisiert. Man erhielt 71 in Form von farblosen Nadeln.

Ausbeute: 24.87 g (94%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Ry = 0.15

Schmelzpunkt: 65-67 °C (n-Hexan) Lit.: 67 °Cl™
IR (KBr): 3158 (s), 2903 (w), 2629 (w), 2551 (w), 1791 (w), 1640 (w), 1552 (w),
1508 (m), 1473 (w), 1434 (w), 1395 (m), 1351 (m), 1322 (m), 1283 (s), 1238 (s),
1116 (s), 1038 (s), 984 (s), 960 (m), 813 (s), 784 (s), 754 (s)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

9.16 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-C(5)), 7.51 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-C(4))
Elementaranalyse: (%) flur C3H,N4O4 (158.07)

ber.. C22.79 H1.28 N 35.44

gef.. C22.89 H 1.40 N 35.65
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9.3.22 Synthese von 3,5-Dinitro-1H-pyrazol
NO,
N—"N N—NH
Ly — A
ON F ON S no,
71 72

7.0 g (44.3 mmol) der Verbindung 71 wurden in 70 ml Benzonitril geldst und
zum Sieden erhitzt. Innerhalb von 2-3 Stunden lagerte sich das 1,3-Dinitro-1H-
pyrazol in das 3,5-Dinitro-1H-pyrazol um. Wahrend dieser Zeit wurde der Reak-
tionsfortschritt haufig (alle 10-15 min.) mittels DC kontrolliert, da eine zu lange
Reaktionsdauer zu einer Abspaltung und somit einem Verlust der Nitrogruppe
am Stickstoff des Pyrazolringes gefuhrt hatte. Nach beendeter Reaktion wurde
das Benzonitril am Kugelrohr (70-80 °C; 0.05 mbar) entfernt. Als Rickstand
konnte ein hellbraunes Ol erhalten werden, welches in der Kélte langsam kris-
tallisierte. Mehrmaliges Umkristallisieren aus Toluol ergab das 3,5-Dinitro-1H-

pyrazol 72 in Form von schwach gelben Nadeln.

Ausbeute: 6.82 g (97%)

DC: MeOH/AcOEt 1:10; Ry = 0.45

Schmelzpunkt: 172-173 °C (Toluol) Lit.:173-174 °Cl"™
IR (KBr): 3437 (w), 3225 (w), 3152 (w), 2963 (w), 2639 (w), 1686 (w), 1566 (s),
1529 (s), 1482 (m), 1445 (m), 1367 (s), 1340 (s), 1267 (w), 1199 (m), 1084 (m),
1011 (m), 984 (m), 848 (m), 833 (s), 765 (w), 744 (s), 697 (w), 634 (w), 576 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

9.75 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 7.93 (s, 1H, H-C(4))
Elementaranalyse: (%) flur C3H,N4O,4 (158.07)

ber.. C22.79 H1.28 N 35.44

gef.. C22.78 H 1.44 N 35.29
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9.3.23  Synthese von 1,1,1-Trimethylhydraziniumiodid

N——NH, _ = I~ + N——NH,
173 174

In 400 ml trockenem Tetrahydrofuran wurden 20.4 ml (16.0 g; 268 mmol) 1,1-
Dimethylhydrazin 173 unter kraftigem Ruhren gelost. Die farblose Losung wurde
in einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Unter Ruhren tropfte man innerhalb von 20
Minuten 16.5 ml Methyljodid hinzu. Nach kurzer Zeit fiel ein farbloser Feststoff
aus der Losung aus. Nach beendeter Zugabe entfernte man das Eisbad und
lie® den Ansatz Uber Nacht bei RT ruhren. Der Feststoff wurde Uber eine Glas-
fritte abgesaugt und aus 500 ml Ethanol umkristallisiert. Es wurden farblose

Kristalle von 174 erhalten.

Ausbeute: 49.64 g (92%)

DC: AcOEt/MeOH 10:1; R = 0.42 (farbt mit Ninhydrin beim Erwarmen an)
Schmelzpunkt: 234-235 °C (Zersetzung) (EtOH) Lit.: 233-235 °Cl°?
IR (KBr): 3445 (w), 3278 (s), 3141 (s), 3005 (s), 2942 (w), 1602 (m), 1466 (m),
1429 (w), 1393 (w), 1278 (w), 1136 (w), 1053 (s), 943 (s), 895 (s), 738 (W)
'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

6.09 (s, br, 2H, NHz,austauschbar mit D,0), 3.27 (s, 9H, 3-CH3-Gruppen)
Elementaranalyse: (%) fur C3H11IN2 (202.04)

ber.. C17.83 H 5.49 N 13.87

gef.. C17.90 H 5.56 N 14.06
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9.3.24  Synthese von 3,5-Dinitro-1H-pyrazol-4-ylamin;als DMSO-

Monosolvat
N——NH N——NH
/ — /
O,N / NO, O,N / NO,
NH, DMSO
72 73

26.0 g (164 mmol) 72 und 36.55 g (1.1 eq., 181 mmol) Trimethylhydraziniumio-
did 174 (TMHI) wurden unter Eisbadkuhlung in 600 ml trockenem DMSO geldst.
Zu dieser gelben Losung gab man bei 0 °C 55.4 g (3.0 eq; 493.44 mmol) KOtBu
in einer Portion dazu. Die Losung verfarbte sich sofort dunkelrot. Der Reakti-
onsansatz wurde fur 3 h bei 0 °C gerthrt. Man entfernte das Kaltebad, lie® die
Reaktionsmischung auf RT auftauen und gab den Ansatz dann auf 500 ml Eis-
wasser. Nach dem Auftauen des Eises wurde mit konzentrierter Salzsaure ein
pH-Wert von 3 eingestellt. Nach kurzer Zeit schied sich aus der Ldsung ein
gelbbrauner Niederschlag aus. Der entstandene Feststoff wurde abgesaugt, mit
wenig Wasser gewaschen und anschliel3end aus Acetonitril umkristallisiert. Das
Produkt wurde in Form des DMSO-Monosolvates 73 erhalten.

Ausbeute: 37.2 g (90%)

DC: MeOH/AcOEt 1:15; Ry = 0.37

Schmelzpunkt: 157-159 °C (Acetonitril) Lit.: 160-162 °Cl™!
IR (KBr): 3433 (s), 3250 (s), 3200 (s), 3149 (m), 3007 (m), 2916 (w), 2795 (w),
1820 (s), 1638 (s), 1582 (w), 1536 (w), 1511 (s), 1486 (s), 1466 (s), 1415 (w),
1385 (m), 1354 (w), 1314 (s), 1258 (m), 1212 (w), 1136 (m), 1071 (w), 1015 (s),
1000 (m), 949 (m), 929 (m), 868 (w), 827 (m), 756 (m), 716 (m), 676 (M)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

14.44 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,O), 7.05 (s, br, 2H, NH,, austauschbar
mit D,0), 2.50 (s, br, 6H, CH3-Gruppen des DMSO; sind auch bei einer Mes-
sung eines Spektrums in CDCI; zu sehen

Elementaranalyse: (%) fur CsHgNsOsS (251.22)

ber.. C23.90 H 3.61 N 27.88

gef.. C24.13 H 3.57 N 28.01
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Kristallstruktur von Verbindung 73

Die Kristallisation erfolgte aus Acetonitril

Kristallsystem: monoklin; Raumgruppe P 21/c; Elementarzelle: a = 10.745 (3) A,
b=14.157 (5) A, ¢ =6.720 (3) A; a = 90°, B = 95.39 (13)°, y = 90°; V = 1017.8
(6) A% Z = 4, pver = 1.640 Mg / m®; Siemens Smart Diffraktometer; Absorptions-
koeffizient : = 0.336 mm™"; Wellenldnge = 071073 A; T = 164 (2) K; Reflexe
gemessen: 11988, davon 2458 unabhangige, gleiche Reflexe wurden gemittelt
(Rinty = 0.1216); R = 0.0733, Ry = 0.1106; goodness of fit = 1.238; Theta Be-
reich fur Datenerfassung: 1.90 bis 28.95 °; Restelektronendichte: zwischen
0.437 und -0.321 e / A®. Zur Kristallstrukturbestimmung wurde ein gelber, na-
delférmiger Einkristall, mit folgenden Dimensionen vermessen: 0.04 mm - 0.12
mm - 0.60 mm. Die Messung erfolgte bei einer Temperatur von -109 °C, mittels
eines SIEMENS SMART Diffraktometers. Es wurde keinerlei Absorptionskorrek-
tur gemacht. Gleiche Reflexe wurden gemittelt. Die Struktur konnte durch direk-
te Methoden mit Hilfe des Programms SHELXS gelost werden. Die Wasser-
stoffatome der Methylgruppen wurden geometrisch angeordnet. Die Wasser-
stoffatome an Stickstoffen wurden mit einem anderen Programm zugeordnet
und wurden verfeinert. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit anisotropen
Temperaturparametern verfeinert. Die Strukturverfeinerung erfolgte auch mit F2-
Werten und mit dem Programm SHELXL-97. Die absolute Restelektronendichte
war zwischen -0.32 und 0.44 e / A%,

Diskussion der Struktur: (fur die Atombezeichnung siehe Abbildung 73):

Der Nitrogruppen sind nahezu koplanar mit der Pyrazolringebene, der Winkel
zwischen der Pyrazolringebene und der Ebene der Nitrogruppen betragt 3.5
und 1.1 °. Die Molekule sind Uber N-H....O-Wasserstoffbricken zu Ketten in der
kristallographischen b-Richtung verbunden. Die N2—H2-Bindung ,zeigt* direkt
auf das Sauerstoffatom eines DMSO-Molekules. Die N4-H4A und N4-H4B sind
beide involviert in die Ausbildung von Wasserstoffbricken: Eine intramolekulare
N-H ... O (Nitro)-Bindung und eine intermolekulare N-H....O (DMSO)-Bindung.

Die Molekule bilden kleine ,Stapel® entlang der c-Richtung.
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Tabelle 16: Wasserstoffbricken der Verbindung 73

N-H.....0 N-H [A] H....O [A] N......O [A] N-H-O [°]
N2-H2A...05 0.87 (4) 1.79 (4) 2.661 (4) 177 (4)
N4-H4A...04 0.86 (3) 2.45 (3) 2.930 (4) 116 (2)
N4-H4A...05 0.86 (3) 2.06 (3) 2.866 (4) 157 (3)
N4-H4B...02 0.87 (4) 2.31(4) 2.824 (4) 118 (3)
N4-H4B...03 0.87 (4) 2.24 (4) 2.963 (4) 141 (4)

Tabelle 17: Torsionswinkel [°] von Verbindung 73

Atome Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
0O(4)-N(5)-C(3)-N(2) -179.6 (3) N(2)-N(1)-C(1)-C(2) 0.4 (4)
O(3)-N(5)-C(3)-N(2) 0.3 (4) N(2)-N(1)-C(1)-N(3) 179.5 (3)
O(4)-N(5)-C(3)-C(2) -1.3 (5) N(4)-C(2)-C(1)-N(1) 179.4 (3)
N(2)-C(3)-C(2)-N(4) 178.5 (3) C(3)-C(2)-C(1)-N(1) -0.1 (3)
N(2)-C(3)-C(2)-N(4) -179.7 (3) N(4)-C(2)-C(1)-N(3) 0.3 (5)
N(5)-C(3)-C(2)-N(4) 1.9 (6) C(3)-C(2)-C(1)-N(3) -179.1 (3)
N(2)-C(3)-C(2)-C(1) -0.2 (3) O(1)-N(3)-C(1)-N(1) -2.8 (4)
N(5)-C(3)-C(2)-C(1) -178.7 (3) O(2)-N(3)-C(1)-N(1) 176.8 (3)
C(1)-N(1)-N(2)-C(3) -0.5 (3) O(1)-N(3)-C(1)-C(2) 176.2 (3)
C(2)-C(3)-N(2)-N(1) 0.5 (4) 0O(2)-N(3)-C(1)-C(2) -4.1 (4)
N(5)-C(3)-N(2)-N(1) 179.1 (3)

Tabelle 18: Bindungswinkel [°] und Bindungslangen [A] von 73
Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungslangen [A]
O(4)-N(5)-0(3) 124.7 (3) O(4)-N(5) 1.236 (3)
O(4)-N(5)-C(3) 117.1 (3) O(1)-N(3) 1.231 (3)
O(3)-N(5)-C(3) 118.1 (3) N(4)-C(2) 1.340 (4)
N(2)-N(1)-C(1) 104.6 (2) 0O(2)-N(3) 1.243 (3)
N(2)-C(3)-C(2) 109.1 (3) N(5)-O(3) 1.236 (3)
N(2)-C(3)-N(5) 121.2 (3) N(5)-C(3) 1.405 (4)
C(2)-C(3)-N(5) 129.7 (3) N(1)-N(2) 1.322 (4)
N(4)-C(2)-C(3) 130.2 (3) N(1)-C(1) 1.352 (4)
N(4)-C(2)-C(1) 128.9 (3) C(3)-N(2) 1.368 (4)
C(3)-C(2)-C(1) 100.9 (3) C(3)-C(2) 1.399 (4)
N(1)-N(2)-C(3) 111.8 (3) C(2)-C(1) 1.419 (4)
O(1)-N(3)-0(2) 123.9 (3) N(3)-C(1) 1.423 (4)
O(1)-N(3)-C(1) 119.8 (3) S(1)-0(5) 1.530 (2)
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Fortsetzung von Tabelle 18

0(2)-N(3)-C(1) 116.3 (3) S(1)-C(5)
N(1)-C(1)-C(2) 113.6 (3) S(1)-C(4)
N(1)-C(1)-N(3) 119.6 (3)

C(2)-C(1)-N(3) 126.9 (3)

0(5)-S(1)-C(5) 104.54 (16)

0(5)-S(1)-C(4) 105.23 (15)

C(5)-S(1)-C(4) 98.98 (18)

Abbildung 74: Kristallstruktur von Verbindung 73 im Kristallverbund

1.771 (4)
1.780 (4)
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9.3.25  Synthese von 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin-sulfat

N——NH HN——NH

) DMSO /+ SO4*
O,N / NO, - o HoN / NH,
NH, NH3
73 74

In einem einseitig verschlossenen Quarzrohr wurden 4.0 g (23.1 mmol) 73 in 40
ml MeOH suspendiert. Zu dieser gelb-orangefarbenen Suspension wurden un-
ter Argon-Schutzgasatmosphare 300 mg Pd/C gegeben. Das Quarzrohr wurde
in eine Druckapparatur gegeben und verschlossen. Der Reaktionsansatz wurde
nun flr 60 Stunden bei einer Temperatur von 60 °C und einem Wasserstoffgas-
druck von 40 bar geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Reaktionsmi-
schung {ber Celite® in einen Kolben mit 10 ml halbkonzentrierter (5 ml dest.
Wasser; 5 ml konz. H,SO,) abfiltriert. Man wusch mit 200-300 ml MeOH nach,
wobei sich die Losung tribte und ein hellbrauner Niederschlag ausfiel. Die Aus-
fallung wurde durch Zugabe von 300 ml Diethylether und anschlieBendes Ste-
henlassen Uber Nacht bei 4 °C vervollstandigt. Der ausgefallene Feststoff wur-
de abgesaugt und mehrmals aus wenig Wasser umkristallisiert. Das Produkt

wurde in Form des Sulfatsalzes 74 erhalten.

Ausbeute: 4.03 g (82 %)

DC: AcOEYEtOH/H,O/AcOH 20:2:2:1 ; Rf = 0.04 (farbt mit Ninhydrin an)
Schmelzpunkt: 241-243 °C (H20)

IR (KBr): 3340 (w), 3131 (w), 2922 (w), 2838 (w), 2576 (w), 2073 (w), 1681 (s),
1634 (s), 1555 (s), 1482 (m), 1388 (m), 1262 (m), 1189 (w), 1136 (s), 1094 (s),
1058 (s), 969 (m), 786 (m), 723 (w), 665 (w), 613 (M)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.13 (s, br, 9H, alle NH, austauschbar mit D,0)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

149.13 (C(3)-NHz, C(4)-NH2 und C(5)-NH>)
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Elementaranalyse: (%) fur CsHgNs04S (211.2)
ber.. C17.06 H 4.30 N 33.16
gef.. C17.03 H4.43 N 33.40
MS (ESI*): 113.7 (113.12 berechnet fir C3H7Ns)

Kristallstruktur von Verbindung 74

Die Kristallisation erfolgte aus Wasser

Kristallsystem: monoklin; Raumgruppe P 21/n; Elementarzelle: a = 8.5141 (16)
A, b=9.4948 (13) A, ¢ =10.1685 (17) A; a = 90°, B = 96.142 (13)°, y = 90°; V =
817.3 (2) A3 z = 4, Poer = 1.717 Mg / m>; Siemens Smart Diffraktometer; Ab-
sorptionskoeffizient : = 0.392 mm'1; Wellenlange = 071073 A, T =165 (2) K;
Reflexe gemessen: 11164, davon 2509 unabhangige, gleiche Reflexe wurden
gemittelt (Rgnty = 0.0232); R = 0.0284, Ry = 0.0742; goodness of fit = 1.020;
Theta Bereich fur Datenerfassung: 2.94 bis 31.55 °; Restelektronendichte: zwi-
schen 0.383 und -0.483 e/A%. Zur Kristallstrukturbestimmung wurde ein hell-
brauner, nadelférmiger Kristall der Dimension 0.14 - 0.2 - 0.6 mm bei einer
Temperatur von -108 °C vermessen. Eine empirische Absorptionskorrektur mit
dem Programm SADABS ergab einen Korrektionsfaktor zwischen 0.893 und
0.948. Gleiche Reflexe wurden gemittelt. Die Struktur wurde mit direkten Me-
thoden mit Hilfe des Programms SHELXS bestimmt. Die Lage der H-Atome
wurde mit einer Fouriersynthese ermittelt und mit isotropen Temperaturparame-
tern verfeinert.

Diskussion der Struktur: (Bezeichnung der Atome siehe Abbildung 75). Die
Pyrazoliumgruppe zeigt eine signifikante Abweichung von der Planaritat: Der
Ring-Stickstoff N1 weicht um etwa 0.12 A aus der Ebene zwischen
C1/C2/C3/N2 heraus. Diese Abweichung von der planaren Struktur kdnnte e-
ventuell aus Kristallpackungseffekten resultieren. Die Aminogruppen mit der
Bezeichnung N3 und N5 zeigen nur geringe Abweichung von der Planaritat: Die
Summe der drei Valenzwinkel zwischen den Stickstoffen betragt 358.2 bezie-
hungsweise 356.2 °. Die Aminogruppe in 4-Position ist protoniert und besitzt
tetraedrische Struktur. Die Bindung zwischen N4-C2 ist mit 1.450 (1) A um 0.11
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A langer, als die Bindung zwischen N3-C1 und N5-C3. Die Ringatome N1 und
N2 zeigen auch eine geringfligige Abweichung von der Planaritat. Die Summe
der drei Valenzwinkel zwischen N1 und N2 betragt 355.5 beziehungsweise
344.9°. Die Kationen sind mit den Anionen Uber ein dreidimensionales Netz-
werk aus Wasserstoffbricken verbunden. Jedes Kation bildet H-Brucken zu

sechs ,symmetrieverwandten“ Anionen aus.

Tabelle 19: Wasserstoffbriicken von Verbindung 74

D-H..A d (D-H) d (H...A) d (D...A) (DHA)
N(1)-H(1A)...0(1) 0.85 (2) 1.99 (2) 2.824 (1) 166 (2)
N(2)-H(2A)...0(2) 0.89 (2) 1.94 (2) 2.820 (2) 172 (2)
N(3)-H(3A)...0(4) 0.86 (2) 2.15 (2) 2.950 (2) 155 (2)
N(3)-H(3B)...O(1) 0.85 (2) 2.17 (3) 2.946 (2) 153 (2)
N(4)-H(4A)...O(4) 0.94 (2) 1.87 (2) 2.797 (1) 170 (2)
N(4)-H(4B)...O(3) 0.92 (2) 1.82 (2) 2.716 (1) 166 (2)
N(4)-H(4C)...0(1) 0.93 (2) 1.88 (2) 2.804 (1) 177 (2)
N(5)-H(5A)...0(3) 0.86 (2) 2.02 (2) 2.858 (2) 162 (2)
N(5)-H(5B)...0(2) 0.80 (2) 2.16 (2) 2.953 (2) 173 (2)

Tabelle 20: Torsionswinkel [°] von 74

Atome Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
N(3)-C(1)-N(2)-N(1) -173.88 (11) N(2)-C(1)-C(2)-C(3) -0.54 (13)
C(2)-C(1)-N(2)-N(1) 5.54 (13) N(3)-C(1)-C(2)-N(4) -6.7 (2)
C(3)-N(1)-N(2)-C(1) -8.75 (13) N(2)-C(1)-C(2)-N(4) 173.93 (11)
N(2)-N(1)-C(3)-N(5) -171.66 (11) N(5)-C(3)-C(2)-C(1) 175.17 (13)
N(2)-N(1)-C(3)-C(2) 8.35 (13) N(1)-C(3)-C(2)-C(1) -4.85 (13)
N(3)-C(1)-C(2)-C(3) 178.82 (12) N(5)-C(3)-C(2)-N(4) 0.7 (2)
N(1)-C(3)-C(2)-N(4) -179.35 (11)
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Tabelle 21: Bindungswinkel [°] und Bindungsléngen [A] von 74

Atome
0(2)-5(1)-0(4)
0(2)-5(1)-0(3)
0(4)-S(1)-0(3)
0(2)-8(1)-0(1)
0O(4)-S(1)-0(1)
0O(3)-S(1)-0(1)

C(3)-N(5)-H(5A)
C(3)-N(5)-H(5B)

H(5A)-N(5)-H(5B)

C(3)-N(1)-N(2)
C(3)-N(1)-H(1A)
N(2)-N(1)-H(1A)
C(2)-N(4)-H(4A)
C(2)-N(4)-H(4B)
H(4A)-N(4)-(4B)
C(2)-N(4)-H(4C)

H(4A)-N(4)-H(4C)
H(4B)-N(4)-H(4C)

N(3)-C(1)-N(2)
N(3)-C(1)-C(2)
N(2)-C(1)-C(2)
C(1)-N(2)-N(1)
C(1)-N(2)-H(2A)
N(1)-N(2)-H(2A)
N(5)-C(3)-N(1)
N(5)-C(3)-C(2)
N(1)-C(3)-C(2)
C(1)-C(2)-C(3)

Bindungswinkel [°]

110.31 (6)
110.05 (5)
109.12 (5)
109.17 (5)
108.79 (5)
109.37 (5)
115.7 (13)
119.6 (13)
121.5 (18)
109.13 (10)
129.2 (12)
117.2 (12)
108.2 (10)
110.7 (12)
105.6 (15)
111.3 (12)
112.8 (16)
108.0 (15)
121.54 (11)
130.03 (11)
108.43 (10)
107.28 (10)
121.3 (13)
116.3 (13)
122.74 (11)
129.92 (11)
107.34 (10)
107.07 (10)

Atome
S(1)-0(2)
S(1)-0(4)
S(1)- O(3)
S(1)-0(1)
N(5)-C(3)
N(5)-H(5A)
N(5)-H(5B)
N(1)-C(3)
N(1)-N(2)
N(1)-H(1A)
N(4)-C(2)
N(4)-H(4A)
N(4)-H(4B)
N(4)-H(4C)
C(1)-N(@3)
C(1)-N(2)
C(1)-C(2)
N(2)-H(2A)
C(3)-C(2)
N(3)-H(3A)
N(3)-H(3B)

Bindungslangen [A]

1.4754 (9)
1.4776 (9)
1.4786 (9)
1.4888 (9)
1.3373 (16)
0.86 (2)
0.80 (2)
1.3484 (16)
1.3930 (14)
0.853 (19)
1.4502 (14)
0.942 (17)
0.919 (19)
0.931 (19)
1.3415 (15)
1.3610 (15)
1.3905 (16)
0.89 (2)
1.4046 (15)
0.86 (2)
0.84 (2)
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Abbildung 75: Kristallstruktur von 74

Abbildung 76: Struktur von 74 im Kristallverbund
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9.3.26  Synthese von Benzo[1,2,5]oxadiazol 1-oxid

20.0 g (145 mmol) 2-Nitroanilin 107 wurden in 250 ml EtOH geldst. Nach der
Zugabe von 5 g (89.1 mmol) KOH verfarbte sich die Losung rétlich-orange. Man
lie3 den Reaktionsansatz 30 min. bei RT Ruhren und tropfte dann innerhalb
einer Stunde 250 ml einer wassrigen NaOCI-Losung (12 % freies Chlor) dazu.
Die Losung wurde nun intensiv rot. Wahrend der Zugabe schied sich aus der
Ldsung langsam ein Feststoff aus. Die Reaktionsmischung wurde noch 30 min
geruhrt und anschlie3end auf 1 | Eiswasser gegeben. Der ausgefallene gelbli-
che Niederschlag wurde abgesaugt und aus EtOH unkristallisiert. Beim lang-
samen Erkalten der dunkelgelben Losung schieden sich insgesamt 9.21 g des

Produktes 108 in Form gelber, nadelformiger Kristalle ab.

Ausbeute: 9.21 g (47 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; R = 0.34

Schmelzpunkt: 69-70 °C (EtOH) Lit.: 72 °Cl’®]
IR (KBr): 3110 (w), 3068 (w), 1969 (w), 1791 (w), 1723 (w), 1613 (s), 1581 (s),
1529 (s), 1477 (s), 1440 (w), 1414 (w), 1346 (w), 1278 (w), 1194 (m), 1147 (m),
1121 (m), 1042 (w), 1011 (s), 974 (w), 890 (s), 827 (s), 744 (s), 670 (m), 576
(m), 560 (m)

IN-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.68 (s, br, 2H, aromatische H-Atome), 7.46 (s, br, 2H, aromatische H-Atome)
Elementaranalyse: (%) fur CsH4N20, (136.11)

ber.: C 52.95 H 2.96 N 20.58

gef.. C52.75 H 3.05 N 20.74
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9.3.27  Synthese von 3-Amino-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril

N/ \ CN

= +
~/ PN
| 2

O-

(@]
z—oO

108 109
In einem 100 ml Zweihalskolben wurden 2.72 g (20.0 mmol) 108 und 1.4 g (21.2

mmol) Malonsauredinitril in 8 ml DMF gel6st. Die Reaktionslésung farbte sich
gelb. Man kuhlte die Mischung auf 0-4 °C ab und tropfte dann innerhalb einer
Stunde eine Losung von 0,5 ml Triethylamin in 3 ml DMF dazu. Mit zunehmen-
der Reaktionsdauer farbte sich die Losung intensiv rot. Man lie® den Ansatz 5 h
Ruhren, saugte den ausgefallenen Niederschlag ab, wusch mit wenig Ether und
dann mit MeOH nach und trocknete den Feststoff im Olpumpenvakuum. Das

Produkt wurde in Form eines orangefarbenen Feststoffes 109 erhalten.

Ausbeute: 3.43 g (85%)

DC: AcOEt/MeOH 20:1; R; = 0.45

Schmelzpunkt: 190-191 °C (Dioxan) Lit.: 190 °Cle™
IR (KBr): 3351 (s), 3257 (s), 3110 (w), 2231 (m), 1623 (s), 1602 (s), 1588 (s),
1524 (m), 1482 (m), 1445 (w), 1372 (s), 1346 (s), 1293 (m), 1231 (s), 1204 (w),
1178 (w), 1152 (w), 1110 (s), 1100 (s), 1037 (m), 1016 (w), 974 (w), 922 (w),
848 (m), 770 (s), 733 (w), 665 (w), 639 (w), 608 (w), 560 (m)

N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.30-8.25 (m, 2H, H-C(5) und H-C(8)), 8.06 (s,br,2H,NH,, austauschbar mit
D,0), 7.92 (ddd, J1 = 8.4 Hz, Jo = 7.1 Hz, J3 = 1.3 Hz, 1H, H-C(6) oder H-C(7)),
7.65 (ddd, J1 = 8.4 Hz, J, = 7.2 Hz, J3 = 1.2 Hz, 1H, H-C(7) oder H-C(6))
13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

145.82 (C(3)-NH,), 136.73 (C(4a), 134.07 (C(8a), 131.58 (C(6)), 127.39 (C(5)),
119.62 (C()), 117.87 (C()), 110.51 (C()), 108.62 (C())
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Elementaranalyse: (%) fur CoHgN4O, (202.17)
ber.. C 53.47 H 2.99 N 27.71
gef.. C 53.40 H 3.09 N 27.43

9.3.28 Synthese von 3-Amino-chinoxalin-2-carbonitril

(X

+
T
o

109 110

o

IL CN N CN
+\ \
/ /
NH, N NH,

2.0 g (9.9 mmol) 109 wurden in 18 ml MeOH suspendiert. Man erwarmte die
Reaktionsmischung fir 2 h auf 50-60 °C. AnschlieRend tropfte man eine Lésung
von 5.6 g (2.8 eq; 32.1 mmol) Natriumdithionit (Na;S,04, tech. ca. 85 % ) in 18
ml Wasser dazu. Wahrend der Zugabe des Reduktionsmittels verfarbte sich die
anfangs rote Suspension zuerst orange, dann wurde sie intensiv gelb. Nach
beendeter Zugabe lie3 man das Reaktionsgemisch noch 3 h bei der oben ge-
nannten Temperatur Ruhren, kiihite dann auf RT ab und suspendierte dann den
gelben Reaktionsansatz in 200 ml Wasser. Der Niederschlag wurde abgesaugt,
grundlich mit Wasser gewaschen und aus EtOH umkristallisiert. Beim Abkuhlen

kristallisierte das Produkt 110 in Form gelber Nadeln.

Ausbeute: 1.34 g (80%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry=0.15

Schmelzpunkt: 203-204 °C (EtOH) Literatur.: 201 °C!®"!
IR (KBr): 3403 (s), 3319 (w), 3131 (m), 2744 (w), 2231 (m), 1660 (s), 1607 (m),
1555 (s), 1487 (m), 1435 (m), 1393 (w), 1361 (m), 1325 (w), 1283 (w), 1251 (w),
1220 (m), 1173 (w), 1142 (m), 1094 (w), 1005 (w), 954 (w), 916 (w), 864 (w),
759 (s), 697 (w), 660 (w), 613 (w)
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'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.84 (dd, J1 = 8.4 Hz, J; = 0.9 Hz, 1H, H-C(8)), 7.74 (ddd, J1 =8.5Hz, J, =7.0
Hz, J; = 1,5 Hz, 1H, H-C(6)), 7.59 (dd, J1 = 8.5 Hz, J, = 1.0 Hz, 1H, H-C(5)),
7.47 (ddd, J1 = 8.4 Hz, J, = 6.9 Hz, J3 = 1.5 Hz, 1H, H-C(7)), 7.42 (s,br,2H,NH>,
austauschbar mit D,0)

BC-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

152.90 (C(3)-NH.), 142.81 (C(4a)), 135.86 (C(8a)), 133.35 (C(6)), 128.93
(C(8)), 125.67 (C(7)), 125.43 (C(5)), 119.30 (C(2)), 115.14 (C(CN),
Elementaranalyse: (%) fur CoHgN,4 (170.17)

ber.: C 63.52 H 3.55 N 32.92

gef.. C63.37 H 3.57 N 32.69

9.3.29 Synthese von 3-Chlor-chinoxalin-2-carbonitril
N CN N CN
G =
N NH, N Cl
110 111

Eine Mischung aus 1.0 g (5.87 mmol) 110, 14 ml konz. HCI und 12 ml Eisessig
wurden fur 20 min. bei 0-5 °C geruhrt. Zu dieser Mischung tropfte man nun eine
Ldsung von 1.21 g (3.0 eq., 17.6 mmol) NaNO; in 10 ml H,O und liel3 den An-
satz Uber Nacht bei RT stehen. Der ausgefallene Niederschlag wurde abge-
saugt und aus MeOH/H,O umkristallisiert. Das Produkt 111 konnte in Form ei-

nes farblosen Feststoffes erhalten werden.

Ausbeute: 160 mg (14 %)*
DC: AcOEt/n-Hexan 1:15; Rf = 0.23
Schmelzpunkt: 198-199 °C (MeOH/H,0) Literatur.: 200 °C!®"!
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IR (KBr): 3037 (m), 2932 (w), 2848 (w), 2241 (w), 1990 (w), 1869 (w), 1670 (w),
1607 (w), 1555 (s), 1524 (m), 1482 (m), 1456 (m), 1346 (m), 1314 (w), 1283 (s),
1262 (m), 1248 (w), 1210 (s), 1189 (w), 1131 (m), 1047 (s), 979 (w), 901 (w),
780 (s), 676 (W), 618 (W), 587 (W)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.25 (dd, J1 = 7.5 Hz, J2 = 1.25 Hz, 1H, H-C(8)), 8.18-8.01 (m, 3H, H-C(7), H-
C(6) und H-C(5))

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

145.97 (C(3)-Cl), 141.31 (C(4a)), 139.47 (C(8a)), 134.76 (C(6)), 132.15 (C(7)),
129.62 (C(2)), 129.24 (C(8)), 128.12 (C(5)), 114.66 (CN)

Elementaranalyse: (%) fur CoH4CIN3 (189.60)

ber.: C 57.01 H213 N 22.16

gef.: C56.75 H2.19 N 21.91

*Anmerkung: Durch kirzere Reaktionszeiten kann eine deutlich héhere Ausbeute erzielt wer-
den. Meist ist die Reaktion nach 3-4 Stunden komplett beendet. Wenn das Produkt dann abge-
trennt wird, kdnnen Ausbeuten von 60-70% erhalten werden. Die 14 % Ausbeute und der analy-

tische Datensatz beziehen sich auf die Ausbeute nach einmaliger Durchfliihrung der Reaktion.
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9.3.30 Synthese von 1H-Pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin
NjiCN : :N\ H\
—_— N
N/ Cl NI{
NH,
111 112
150 mg (0.9 mmol) 111 wurden in 6.8 ml (39.5 eq., 1.74 g, 35 mmol) Hydrazin-
monohydrat-Lésung (24-26 %ige Loésung, d 1.027) suspendiert. Die anfangs
gelbe Suspension wurde fur 1,5 h zum Sieden erhitzt. Wahrend dem Sieden
verfarbte sich die Losung intensiv rot. Nach beendeter Reaktion wurde das Re-
aktionsgemisch auf RT abgekuhlt, wobei sich ein roter, kristalliner Niederschlag
abschied. Zur Vervollstandigung der Kristallisation wurde der Ansatz tber Nacht
in den Kuhlschrank gestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt

und aus MeOH umkristallisiert. Das Produkt 112 wurde in Form roter Kristalle

erhalten.

Ausbeute: 90 mg (55 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 2:1; Ry = 0.53

Schmelzpunkt: 280-281 °C (MeOH) Literatur.:285 °C[®"!
IR (KBr): 3382 (m), 3319 (m), 3183 (s), 3047 (w), 2922 (w), 2827 (w), 1644 (s),
1623 (m), 1586 (m), 1560 (s), 1508 (w), 1477 (m), 1398 (m), 1367 (w), 1346
(w), 1314 (w), 1251 (w), 1204 (m), 1152 (m), 1115 (w), 1100 (s), 1021 (w), 948
(w), 916 (w), 859 (w), 817 (w), 801 (w), 744 (s), 691 (m), 602 (m)

N-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

12.22 (s, br, 1H, NH-Pyrazol-Ring H, austauschbar mit D,O), 8.15 (dd, J; = 8.5
Hz, J, = 1 Hz, 1H, H-C(8)), 7.99 (dd, J1 = 8.5 Hz, J, = 1 Hz, 1H, H-C(5)), 7.81
(ddd, J1 = 8.5 Hz, J, = 6.9 Hz, J3 = 1.6 Hz, 1H, H-C(6)), 7.67 (ddd, J1 = 8.3 Hz,
J2 = 6.8 Hz, J3 = 1.4 Hz, 1H, H-C(7)), 6.14 (s, br, 2H, NH,, tauscht mit D,O aus)
13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

148.37 (C(3)-NH;), 143.96 (C(3a)), 141.33 (C(9a)), 138.53 (C(4a)), 130.64
(C(8a)), 130.39 (C(6)), 129.66 (C(7)), 127.83 (C(8)), 126.12 (C(5))
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Elementaranalyse: (%) fir C9H7Ns (185.19)
ber.. C 58.37 H 3.81 N 37.82
gef.: C 58.60 H 3.83 N 37.69

Kristallstruktur von Verbindung 112

Die Kristallisation erfolgte aus Methanol

Kristallsystem: orthorhombisch; Raumgruppe P 212121; Elementarzelle: a =
3.8064 (12) A, b = 5.8607 (18) A, ¢ = 35.278 (12) A; a = 90°, B = 90°, y = 90°; V
= 787.0 (4) A% Z = 4, pper = 1.563 Mg/m®; Siemens Smart Diffraktometer; Ab-
sorptionskoeffizient p = 0.105 mm™; Wellenldnge = 0.71073 A; T = 155 (2) K;
Reflexe gemessen: 6301, davon 1117 unabhangige, keine Absorptionskorrek-
tur; (Reny = 0.4155); R = 0.2257, Ry = 0.3398; goodness of fit = 1.193; Theta
Bereich fur Datenerfassung: 2.31 bis 28.11 °; Restelektronendichte: zwischen
0.576 und -0.533 e/A3. Zur Kristallstrukturbestimmung wurde ein orangefarbe-
ner, nadelférmiger Kristall der Dimension 0.02 - 0.10 - 2.0 mm bei einer Tempe-
ratur von -118 °C vermessen. Es wurde keine Absorptionskorrektur vorge-
nommen. Gleiche Reflexe wurden gemittelt. R(l) intern = 0.415. Die Struktur
wurde mit direkten Methoden mit Hilfe des Programms SHELXS bestimmt. Die
Strukturverfeinerung wurde mittels des Programms SHELXL-97 durchgefuhrt.
Diskussion der Struktur: (Atombezeichnung siehe Abbildung 77)

Die Bindungslangen in dieser Struktur sind sehr ahnlich zu den Bindungslan-
gen, die in der Struktur mit einer Methylgruppe am Ringstickstoff N1 des
Pyrazolrings gefunden wurden. Die Pyrazolchinoxalingruppen sind nahezu
planar (groRte Abweichung von der Planaritat 0.019 A). Die Molekiile stapeln
sich kristallographisch gesehen in a-Richtung, was auch durch die
,Nadelachsen“ des Kristalls verursacht wird. Der kirzeste, intermolekulare C-C
und C-N-Kontakt in dem Stapel betragt 3.37 (2) und 3.36 (2) A. Die Stapel sind
untereinander durch N-H-N-Wasserstoffbricken in zwei Ebenen parallel zur
[001] Ebene verbunden. Die Wasserstoffbricken sind ziemlich schwach. (H-N-
Abstande sind zwischen 2.1 und 2.28 A). Der kiirzeste Kontakt zwischen
benachbarten Schichten wird durch sehr schwache intermolekulare C -H-C-

Wechselwirkungen erzeugt. Der Abstand zwischen H-C betragt hier 3.07 A.
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Tabelle 22: Wasserstoffbriicken von Verbindung 112

N-H......N N-H [A] H...N[A] N...N[A] N-H-N [deg]
N1-H1...N2 0.88 2.10 2.95(1) 161
N3-H3A...N2 0.88 2.27 3.13(2) 166
N3-H3B...N5 0.88 2.28 3.06(1) 148

Tabelle 23: Torsionswinkel [°] von 112

Atome Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel[°]
N(1)-C(3)-N(5)-C(9) 179.0 (12) C(7)-C(8)-C(9)-C(4) -0.8 (17)
C(2)-C(3)-N(5)-C(9) 29 (17) N(4)-C(4)-C(9)-N(5) -2.9 (15)
C(2)-N(4)-C(4)-C(5) 178.7 (11) C(5)-C(4)-C(9)-N(5) 179.2 (11)
C(2)-N(4)-C(4)-C(9) 0.9 (15) N(4)-C(4)-C(9)-C(8) 178.6 (10)
C(4)-N(4)-C(2)-C(1) 178.4 (11) C(5)-C(4)-C(9)-C(8) 0.6 (15)
C(4)-N(4)-C(2)-C(3) 2.8 (15) C(9)-C(8)-C(7)-C(6) -0.5(18)
N(5)-C(3)-C(2)-N(4) -5.1 (17) C(5)-C(6)-C(7)-C(8) 1.9 (17)
N(1)-C(3)-C(2)-N(4) 178.0 (10) N(1)-N(2)-C(1)-N(3) -179.7 (10)
N(5)-C(3)-C(2)-C(1) 178.2 (11) N(1)-N(2)-C(1)-C(2) 2.0 (13)
N(1)-C(3)-C(2)-C(1) 1.2 (12) N(4)-C(2)-C(1)-N(2) -178.4 (12)
N(4)-C(4)-C(5)-C(6) -177.0 (11) C(3)-C(2)-C(1)-N(2) -2.1 (13)
C(9)-C(4)-C(5)-C(6) 0.9 (18) N(4)-C(2)-C(1)-N(3) 3(2)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7) -2.1 (18) C(3)-C(2)-C(1)-N(3) 179.7 (11)
C(3)-N(5)-C(9)-C(8) 179.2 (11) N(5)-C(3)-N(1)-N(2) -176.6 (12)
C(3)-N(5)-C(9)-C(4) 0.7 (15) C(2)-C(3)-N(1)-N(2) -0.1 (12)
C(7)-C(8)-C(9)-N(5) -179.3 (12) C(1)-N(2)-N(1)-C(3) -1.2 (13)

Tabelle 24: Bindungslangen [A] und Bindungswinkel [°] von 112
Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungslangen [A]
C(2)-N(4)-C(4) 116.9 (9) N(4)-C(2 1.306 (13
N(5)-C(3)-N(1) 131.3 (11) N(4)-C(4 1.336 (13
N(5)-C(3)-C(2) 123.0 (10) C(3)-N(5 1.315 (14
N(1)-C(3)-C(2) 105.7 (10) C(3)-N(1 1.327 (14
N(4)-C(4)-C(5) 123.3 (10) N(5)-C(9 1.352 (15

) ( ) )
) ( ) )
) ( ) )
)- ( ) )
C(3)-N(5)-C(9) 115.9 (10) C(3)-N(2) 1.452 (14)
) ( ) )
N(4)-C(4)-C(9) 121.2 (11) C(4)-C(5) 1.383 (16)
C(5)-C(4)-C(9) 115.5 (9) C(4)-C(9) 1.492 (14)
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Fortsetzung von Tabelle Tabelle 24

Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungslangen [A]
C(7)-C(8)-C(9) 125.5 (10) C(8)-C(7) .328 (16)
N(4)-C(2)-C(1) 133.3 (9) C(8)-C(9) 1.378 (15)
N(4)-C(2)-C(3) 122.6 (9) C(2)-C(1) 1.425 (15)
C(1)-C(2)-C(3) 104.1 (9) C(5)-C(6) 1.366 (15)
C(6)-C(5)-C(4) 125.8 (10) C(6)-C(7) 1.458 (15)
C(5)-C(6)-C(7) 117.1 (11) N(2)-C(1) 1.311 (15)
C(5)-C(9)-C(8) 122.1 (10) N(2)-N(1) 1.410 (12)
N(5)-C(9)-C(4) 120.6 (10) N(3)-C(1) 1.349 (15)
C(8)-C(9)-C(4) 117.3 (11)

C(1)-N(2)-N(1) 105.0 (9)
C(8)-C(7)-C(6) 118.7 (10)
N(2)-C(1)-N(3) 121.5 (11)
N(2)-C(1)-C(2) 112.2 (10)
N(3)-C(1)-C(2) 126.2 (11)
C(3)-N(1)-N(2) 113.0 (10)

Abbildung 77: Kristallstruktur von 112
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Abbildung 78: Schichtstruktur von 112 im Kristallverbund

9.3.31 Synthese von N-(3,4-Dichlor-phenyl)-acetamid

H
cl NH, cl N o)
j@ — ]@ T
cl cl
175 176

In einem 250 ml Dreihalsrundkolben mit Ruckflusskuhler wurden 30.0 g (185.1
mmol) 3,4-Dichloranilin 175 in einer Mischung aus 50 ml Eisessig und 50 ml Es-
sigsaureanhydrid geldst. Die hellbraune Reaktionslésung wurde flr 2 h zum
Ruckflufd erhitzt. Nach dem Erkalten gab man den Ansatz auf 200 ml Eiswas-
ser. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und aus EtOH umkristalli-

siert. Es wurde ein farbloser Feststoff 176 erhalten.

Ausbeute: 41.49 g (quantitativ)
DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Ry = 0.36
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Schmelzpunkt: 121-122 °C (EtOH) Lit.:122-123 °Cl’”!
IR (KBr): 3306 (s), 3263 (m), 3188 (w), 3113 (w), 3049 (w), 1739 (w), 1664 (s),
1606 (m), 1584 (s), 1526 (s), 1472 (s), 1440 (m), 1387 (s), 1365 (m), 1301 (m),
1258 (m), 1221 (w), 1157 (w), 1125 (w), 1039 (w), 1018 (w), 970 (w), 911 (w),
874 (m), 810 (m), 746 (w), 724 (w), 676 (W), 612 (w), 569 (W)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

10.22 (s,1H,NH, austauschbar mit D;0), 7.97 (d, J = 2.25 Hz,1H, H-C(2), 7.54
(d, J = 9 Hz, 1H, H-C(5), 7.45 (dd, J1 = 8.75, J, = 2.5, 1H, H-C(6)), 2.05 (s, 3H,
CHs)

3C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

168.67 (C(C=0)), 139.25 (C(1)), 130.80 (C(3)), 130.46 (C(4)), 124.24 (C(5)),
119.96 (C(2)), 118.80 (C(6)), 23.91 (C(CHa)

Elementaranalyse: (%) fur CgH;CI,NO (204.05)

ber.: C 47.09 H 3.46 N 6.86

gef.. C47.24 H 3.48 N 6.68

9.3.32  Synthese von N-(4,5-Dichlor-2-nitrophenyl)-acetamid

cl N o cl N o
j@ T — j@[ T
cl cl NO,

176 177

Zu einer auf 0-5 °C gekuhlten Mischung aus 100 ml konz. H,SO4 und 100 ml
HNO; (65%ig) wurden uber einen Zeitraum von 20 Minuten 20.00 g (98.01
mmol) 176 zugegeben. Nach beendeter Zugabe lie3 man den Reaktionsansatz
noch 15 Minuten bei Eisbadkuhlung rihren, entfernte dann das Kaltebad und
lie® noch 1 h bei RT weiterrihren. Nach beendeter Reaktion gab man die gelbe
Reaktionslosung auf 1 | Eiswasser. Der ausgefallene gelbe Niederschlag wurde
abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert. Das Produkt 177 wurde in Form blass-

gelber Plattchen isoliert.
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Ausbeute: 12.11 g (50%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Rf = 0.26

Schmelzpunkt: 124-125 °C Lit.:122-124 °Cl"®
IR (KBr): 3476 (w), 3284 (w), 3209 (w); 3156 (w); 3113 (w); 3059 (w); 1675 (s),
1606 (w), 1574 (s), 1542 (m), 1494 (s); 1467 (m); 1376 (s); 1333 (s); 1301 (w);
1269 (s); 1253 (s); 1141 (m); 1098 (w); 1034 (w); 1018 (w); 970 (w); 938 (w);
885 (m); 863 (w); 842 (w); 804 (w); 772 (w); 746 (w); 719 (w); 687 (w); 650 (w)
591 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

10.45 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,O), 8.29 (s, 1H, H-C(3), 7.99 (s, 1H,
H-C(6), 2.10 (s, 3H, CH3)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

168.71 (C(C=0)), 140.53 (C(2)), 136.21 (C(5)), 131.14 (C(1)), 126.51 (C(4)),
126.45 (C(3)), 125.79 (C(6)), 23.41 (C(CHy))

Elementaranalyse: % flirCgHgCI2N2O3 (249.05)

ber.. C 38.58 H 243 N 11.25

gef.. C38.70 H 2.63 N 11.05
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9.3.33  Synthese von 4,5-Dichlor-2-nitrophenylamin

H
Cl N o} Cl NH>
cl NO, Cl NO,

177 124

21.8 g (105.2 mmol) 177 wurden portionsweise in 50 ml konz. H,SO4 eingetra-
gen. Nach beendeter Zugabe erwarmte man die gelbe Losung fur 1 h auf 100
°C. Nach dem Erkalten gab man die dunkelgelbe, klare Lésung auf 300 ml Eis-
wasser. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt, getrocknet und aus
Essigsaure (100%) umkristallisiert. Das Produkt 124 konnte in Form orangefar-

bener Nadeln erhalten werden.

Ausbeute: 18.63 g (97%)

DC: AcOEt/Hexan 1:15 R¢ = 0.19

Schmelzpunkt: 179-180 °C (Eisessig) Lit.: 176°Cl"™
IR (KBr): 3476 (s), 3348 (s), 3103 (w), 1622 (s), 1574 (w), 1547 (s), 1483 (s),
1456 (m), 1403 (m), 1365 (m), 1312 (s), 1242 (s), 1146 (s), 1098 (w), 959 (m),
890 (m), 858 (w), 836 (w), 804 (w), 762 (m), 730 (m), 671 (m), 623 (w),
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.15 (s, 1H, H-C(3), 7.66 (s, br, 2H, NH3, austauschbar mit D,0), 7.29 (s, 1H, H-
C(6)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

145.10 (C(1)-NHy), 138.15 (C(5)-Cl), 129.18 (C(2)-NO,), 126.44 (C(3)), 119.71
(C(4)-Cl), 116.24 (C(6))

Elementaranalyse: (%) fur CsH4CI;N2O- (207.01)

ber.: C 34.81 H1.95 N 13.53

gef.. C34.82 H2.14 N 13.32
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9.3.34 Synthese von 5,6-Dichlor-benzo[1,2,5]oxadiazol-1-oxid
Cl NH, Cl /N
- \O
~/
) Cl
Cl NO. \
O_
124 126

18.0 g (87 mmol) 124 wurden in 250 ml EtOH suspendiert. Nach Zugabe von 5 g
(89.11 mmol) KOH verfarbte sich die Lésung dunkelgelb-rétlich. Nun tropfte
man Uber einen Zeitraum von 1 h 500 ml einer NaOCI-Losung (12 % freies
Chlor) dazu. Nach beendeter Zugabe hatte die Losung eine braunrote Farbe
angenommen. Der Ansatz wurde noch 1 h bei RT geruhrt und anschlielend auf
1 | Wasser gegeben. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und aus MeOH/H,O umkristallisiert. Es konnte ein hell-

brauner Feststoff 126 isoliert werden.

Ausbeute: 29.6 g (88%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:100; R = 0.42

Schmelzpunkt: 96-98 °C (MeOH/Wasser) Lit.: 97-98 °CI®¥
IR (KBr): 3476 (w), 3070 (w), 2996 (w), 1723 (w), 1611 (s), 1568 (w), 1526 (s),
1461 (s), 1445 (s), 1376 (m), 1285 (m), 1178 (w), 1082 (s), 1023 (s), 970 (w),
869 (w), 799 (m), 703 (m), 660 (w), 639 (M)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.30 (s, 2H, br,H-C(4) und H-C(7))

Elementaranalyse: (%) fur CsH.Cl,N,O, (205.00)

ber.. C35.15 H 0.98 N 13.67

gef.. C 35.32 H 1.05 N 13.88
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9.3.35 Synthese von 3-Amino-6,7-dichlor-1,4-dioxy-chinoxalin-2-
carbonitril
(0]
Cl N Cl IL CN
=\ RN
O —_—
~/ o
cl N cl N NH,
\ |
- O_
126 128

126 (3.9 g, 19.26 mmol) und 1.3 g (1.06 eq., 20.4 mmol) Malonsauredinitril wur-
den bei einer Temperatur von 0-4 °C in 30 ml DMF geldst. Zu dieser dunkelgel-
ben Lésung gab man tropfenweise 0.5 ml NEt;. Die Losung verfarbte sich nach
kurzer Zeit tiefrot. Der Ansatz wurde noch fur 30 min. bei Eisbadkihlung ge-
ruhrt, anschlielend entfernte man das Kaltebad und lie3 Uber Nacht bei RT
stehen. Dabei schied sich aus der Losung ein orangefarbener Niederschlag ab.
Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit wenig MeOH gewaschen und aus 1,4-
Dioxan umkristallisiert. Das Produkt 128 konnte in Form eines orangefarbenen

Pulvers erhalten werden.

Ausbeute: 1.98 g (38 %)

DC: AcOEt +1% AcOH; R; = 0.56

Schmelzpunkt: 265-267°C (Dioxan) Lit.: 265°C!®"!
IR (KBr): 3361 (m), 3278 (s), 3100 (w), 2241 (w), 1623 (s), 1597 (m), 1581 (w),
1560 (w), 1529 (w), 1508 (w), 1450 (m), 1408 (m), 1367 (s), 1330 (s), 1220 (m),
1194 (m), 1168 (m), 1126 (m), 1094 (m), 1053 (m), 969 (m), 890 (m), 754 (m),
681 (m), 665 (m), 623 (m)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.47 (s, 1H, H-C(5)), 8.44 (s, 1H, H-C(8)), 8.35 (s, br, 2H, NH,, tauscht mit D,O)
Elementaranalyse: (%) fur CoH4Cl,N4O, (271.06)

ber.:. C 39.88 H 1.49 N 20.67

gef.. C39.99 H1.74 N 20.43
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9.3.36 Synthese von 3-Amino-6,7-dichlor-chinoxalin-2-carbonitril

.

cl rL CN cl N CN
RN X
+ F

cl N NH, cl N NH,
s

128 130

15.9 g (568.6 mmol) 128 wurden in 150 ml MeOH suspendiert. Die tiefrote Sus-
pension wurde fir 2 h auf 50-60 °C erwarmt und geruhrt. Bei dieser Temperatur
tropfte man eine Losung von 28.57 g (2.8 eq., 164 mmol) Na;S,04 in 250 ml
Wasser hinzu. Mit zunehmender Reaktionszeit verfarbte sich der Reaktionsan-
satz intensiv gelb. Man liel3 die Suspension noch eine Stunde bei 50-60 °C ruh-
ren und gab die gelbe Reaktionsmischung dann nach dem Erkalten auf 1 |
Wasser. Der gelbe Niederschlag wurde abgesaugt und aus DMF umkristalli-

siert. Das Produkt wurde in Form von gelben Kristallen 130 isoliert.

Ausbeute: 10.11 g (72%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; Rf= 0.4

Schmelzpunkt: Zersetzung der Verbindung ab 260°C (DMF)

IR (KBr): 3403 (s), 3319 (w), 3141 (m), 2932 (w), 2231 (m), 1660 (s), 1597 (w),
1555 (s), 1545 (m), 1503 (w), 1450 (s), 1419 (m), 1382 (w), 1351 (m), 1288 (w),
1262 (w), 1189 (s), 1168 (m), 1110 (m), 984 (w), 880 (m), 765 (w), 655 (w), 592
(W)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.17 (s, 1H, H-C(5)), 7.84 (s, 1H, H-C(8)), 7.73 (s, br, 2H, NH,, austauschbar

mit D,0)
Elementaranalyse: (%) fur CsH4Cl2N4 (239.06)
ber.. C45.22 H 1.69 N 23.44

gef.. C 45.31 H1.75 N 23.31
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9.3.37 Synthese von 3,6,7-Trichlorchinoxalin-2-carbonitril
Cl N CN Cl N CN
X X
= =
Cl N NH, Cl N Cl
130 132

In einem 250 ml Rundkolben wurden 10.00 g (41.8 mmol) 130 mit einer auf 0-5
°C geklhlten Mischung aus 50 ml AcOH und 40 ml HCI versetzt. Zu diesem
Gemisch tropfte man Uber einen Zeitraum von 1 Stunde eine Losung von 8.60 g
(3.00 eq., 125.49 mmol) NaNO; in 15 ml H,O dazu. Nach kurzer Zeit war eine
Gasentwicklung zu beobachten. Nach beendeter Zugabe entfernte man das
Eisbad und liel® den Reaktionsansatz Uiber Nacht bei RT stehen. Der ausgefal-
lene Niederschlag wurde abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und aus
MeOH umkristallisiert. Es wurden 8.26 g 132 in Form eines grauen Feststoffes

erhalten.

Ausbeute: 8.26 g (76%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:15; Ry = 0.45

Schmelzpunkt: 194-195°C (MeOH)

IR (KBr): 3444 (w), 3070 (w), 2932 (w), 2237 (w), 1777 (w), 1590 (w), 1526 (m),
1451 (s), 1408 (m), 1381 (w), 1344 (w), 1285 (s), 1242 (w), 1168 (s), 1104 (m),
1061 (s), 1034 (w), 981 (m), 895 (s), 836 (w), 724 (w), 628 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.69 (s, 1H, H-C(5)); 8.59 (s, 1H, H-C(8))

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

147.36 (C(3)-Cl), 140.19 (C(4a)), 138.41 (C(6)-Cl), 137.55 (C(7)-Cl), 135.05
(C(8a)), 130.95 (C(2)-CN)), 129.96 (C(8)), 129.08 (C(5)), 114.33 (C(CN)
Elementaranalyse: (%) fur CoH,ClI3N3 (258.49)

ber.:. C41.82 H0.78 N 16.16

gef.. C41.90 H 0.95 N 16.23
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9.3.38  Synthese von 6,7-Dichlor-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-ylamin
cl N\ CN cl N y
. N\
G = Y
Cl N Cl Cl N
NH,
132 134

132 (5.00 g; 19.34 mmol) wurden in 50 ml einer wassrigen Hydrazinhydratlo-
sung (24-26 %) fur 2 h zum Ruckfluss erhitzt. Dabei farbte sich die anfangs gel-
be Reaktionsmischung intensiv rot. Nach beendeter Reaktion lie man das Re-
aktionsgemisch auf RT abkuhlen und filtrierte den dunkelroten Feststoff ab.
Dieser wurde mit wenig Essigsaureethylester gewaschen und anschlieRend
eine kleine Menge aus viel Toluol umkristallisiert. Es konnten so 4.23 g eines

roten Feststoffes 134 gewonnen werden.

Ausbeute: 4.23 g (85%)

DC: AcOEt +1% AcOH; R¢ = 0.56

Schmelzpunkt: ab 315 °C Zersetzung (Toluol)

IR (KBr): 3393 (m), 3310 (m), 3236 (m), 3194 (m), 3079 (w), 3049 (w), 2922
(w), 2827 (w), 1754 (w), 1712 (w), 1686 (w), 1680 (w), 1639 (s), 1613 (m), 1560
(s), 1508 (w), 1492 (w), 1445 (s), 1419 (w), 1408 (w), 1377 (m), 1330 (s), 1288
(w), 1257 (w), 1220 (w), 1178 (s), 1115 (s), 1021 (w), 979 (m), 880 (s), 812 (m),
738 (m), 660 (w), 644 (w), 571 (w),

IN-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

12.46 (s, 1H, NH, austauschbar mit D,O); 8.39 (s, 1H, H-C(5)); 8.30 (s,1H,H-
C(8)); 6.25 (s, 2H, NH,, austauschbar mit D,0)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

148.59 (C(3)-NHy), 143.83, 140.38, 137.21, 133.05, 128.56, 128.38
Elementaranalyse: (%) flr CoHsNsCl, (254.08)

ber.. C 4254 H 1.98 N 27.56

gef.. C42.33 H212 N 27.76
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9.3.39 Synthese von 5,6-Dimethylbenzo[c][1,2,5]oxadiazol-1-oxid

NO, /O_

N

» =+
IX @
NH, S /

N

125 127

l.

In einem 1 | Rundkolben wurden 20.0 g (120.3 mmol) 125 in 300 ml EtOH ge-
|6st. Nach Zugabe von 8.6 g (1.3 eq., 154 mmol) KOH verfarbte sich die an-
fangs orangefarbene Losung dunkelrot. Man liel3 den Ansatz noch 30 Minuten
Ruhren und tropfte dann innerhalb einer Stunde 250 ml einer wassrigen NaOCI-
Lésung (12 % freies Chlor) dazu. Wahrend der Zugabe schied sich aus der L6-
sung ein Niederschlag aus. Nach beendeter Reaktion gab man den Ansatz auf
500 ml Wasser, wobei noch mehr Produkt in Form eines schwach gelben, vo-
lumindsen Feststoffes ausfiel. Der Feststoff wurde abgesaugt und aus EtOH
umkristallisiert. Das Produkt wurde in Form eines hellbraunen Pulvers 127 erhal-

ten.

Ausbeute: 17.00 g (86%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Rf=0.42

Schmelzpunkt: 140-142 °C (EtOH) Lit.: 139.4-139.7 °C[®®
IR (KBr): 3442 (m), 3100 (w), 3037 (w), 2974 (w), 1623 (s), 1586 (s), 1524 (s),
1477 (s), 1450 (m), 1388 (m), 1314 (w), 1257 (w), 1215 (w), 1157 (w), 1100 (w),
1026 (m), 990 (m), 843 (m), 738 (m), 665 (w)

IN-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

7.44 (s, br, 2H, H-C(4) und H-C(7)), 2.31 (s, 6H, 2-CH3-Gruppen)
Elementaranalyse: (%) flr CgHgN2O, (164.16)

ber.: C 58.53 H 4.91 N 17.06

gef.. C58.27 H 4.83 N 16.84
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.

In einem 1 | Rundkolben wurden 20.0 g (120.3 mmol) fein gemorsertes 4,5-
Dimethyl-2-nitro-anilin in 400 ml einer Losung aus 200 ml konzentrierter HCI
und 200 ml Wasser suspendiert. Zu dieser orangefarbenen Suspension gab
man unter kraftigem Rudhren und Kihlung mittels eines Eis/NaCl-Kaltebades
innerhalb von 2 Stunden eine Lésung von 16.6 g (2.0 eq. 240.7 mmol) NaNO,
in 100 ml Wasser hinzu. (Vorsicht ! Ansatz schaumt bei zu schneller Zugabe
sehr heftig auf!). Nach beendeter Zugabe liel3 man die helle Suspension noch
eine Stunde bei RT Ruhren und filtrierte dann von ungeldstem Feststoff ab. Das
klare, orangefarbene Filtrat wurde dann sehr langsam, tropfenweise in eine
Losung aus 15.6 g (2.0 eq. 240.7 mmol) NaNs in 200 ml Wasser eingetragen.
Dabei schied sich ein farbloser, volumindser Feststoff aus der Losung aus. Der
Feststoff wurde abgesaugt, grindlich mit Wasser nachgewaschen und ohne
weitere Analytik sofort in Toluol aufgenommen. Die vereinigten Toluolphasen
wurden zur Entfernung des Wassers mehrmals uber MgSO, getrocknet und
anschlie3end Uber einen Zeitraum von 2 Stunden zum Ruckfluld erhitzt. Nach
beendeter Reaktion (DC Kontrolle!!!') wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Das ausgeschiedene gelbliche Rohprodukt wurde aus EtOH umkristal-
lisiert. Nach dem Erkalten schieden sich 14.25 g des gewunschten Benzofura-
zan 1-oxides in Form eines hellbraunen Feststoffes ab. Der analytische Daten-
satz war identisch mit der nach Methode |. hergestellten Verbindung. Das Reak-
tionsprodukt wurde anschlief’end in die nachste Stufe eingesetzt. Da die Aus-
beute bei dieser Reaktion schlechter war, wurden die Benzofurazan 1-oxide

nicht mehr auf diesem Weg synthetisiert.

Ausbeute: 14.25 g (72%)
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9.3.40 Synthese von 3-Amino-6,7-dimethyl-1,4-dioxy-chinoxalin-2-

carbonitril
T_
N N CN
— \ +\
@] —_—
\+/ "’/
N\ T NH,
o o
127 129

10.0 g (61 mmol) 127 wurden unter Rihren in 20 ml DMF gelést. Nach Zugabe
von 4.2 g (1.06 eq., 65 mmol) Malodinitril liel¥ man die dunkelgelbe Reaktions-
mischung noch 15 Minuten bei RT Ruhren und tropfte dann uber einen Zeit-
raum von 1 Stunde eine Losung von 0.5 ml NEt3 in 5 ml DMF dazu. Nach kur-
zer Reaktionszeit verfarbte sich die Losung intensiv rot und tribte sich, wobei
sich ein rot-orangefarbener Feststoff ausschied. Der Ansatz wurde noch Uber
Nacht bei RT geruhrt, der ausgefallene Feststoff abgesaugt und aus wenig

DMF umkristallisiert. Es wurde ein orangefarbenes Pulver 129 erhalten.

Ausbeute: 8.50 g (61%)

DC: MeOH/AcOEt 1:15; Ry = 0.28

Schmelzpunkt : 252-253 °C (DMF) Lit.: 253 °C!®?
IR (KBr): 3361 (s), 3267 (s), 3131 (w), 2932 (w), 2241 (w), 1618 (s), 1581 (m),
1524 (m), 1497 (w), 1471 (w), 1445 (w), 1377 (w), 1351 (w), 1330 (s), 1220 (s),
1173 (w), 1115 (s), 1021 (w), 911 (w), 880 (w), 780 (w), 681 (w), 670 (w), 655
(W)

N-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.07 (s, 1H, H-C(5)), oder H-C(8)), 8.04 (s, 1H, H-C(8)), oder H-C(5)), 7.91 (s,
2H, NHy, austauschbar mit D,0), 2.46 (s, 3H, CH3; an C(6), oder C(7), 2.41 (s,
3H, CH3; an C(7) oder C(6)

Elementaranalyse: (%) flr C11H10N4O> (230.22)

ber.. C57.39 H 4.38 N 24.34

gef.. C57.26 H 4.41 N 24.34
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9.3.41  Synthese von 3-Amino-6,7-dimethyl-chinoxalin-2-carbonitril

T -
N CN N CN
+ X
—_—

+ 2 =

T NH, N NH,
Oo-

129 131

5.0 g (21.7 mmol) 129 wurden in 50 ml MeOH suspendiert. Zu dieser orangefar-
benen Suspension tropfte man langsam eine Lésung von 10.6 g (2.8 eq., 60.9
mmol) Na,S,04 in 20 ml Wasser. Nach beendeter Zugabe war eine gelbe, noch
leicht orangefarbene Suspension entstanden. Der ausgefallene Feststoff wurde
abgesaugt, grundlich mit Wasser gewaschen und anschlieend in Wasser sus-
pendiert. Man filtrierte erneut und kristallisierte den Ruckstand aus wenig DMF
um. Das Produkt wurde in Form eines orangefarbenen Feststoffes 131 isoliert.
Anmerkung: Aufgrund der Schwerloslichkeit der Verbindung konnte keine ana-
lysenreine Probe erhalten werden. Auch durch Umkristallisation konnte die Ver-
bindung nicht aufgereinigt werden. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte, dass die
Verbindung erhalten wurde, jedoch dass sie noch verunreinigt war. Daher wur-
de die Substanz in die nachste Stufe eingesetzt und dann vollstandig charakte-
risiert. Hier wurde auf die Bestimmung der Ausbeute, des Dinnschichtchroma-
togramms, des Schmelzpunktes, sowie des IR-Spektrums und der Elementar-
analyse verzichtet.

Ausbeute: nicht bestimmt (wurde auf der Folgestufe bestimmt).

DC: nicht bestimmt

Schmelzpunkt: nicht bestimmt

IR (KBr): nicht bestimmt

IN-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.59 (br, s, 1H, H-C(5) oder H-C(8)), 7.39 (br, s, 1H, H-C(8) oder H-C(5)), 7,22
(br, s, 2H, NH,, austauschbar mit D,0), 2.37 (s, 6H, 2-CHs)

Elementaranalyse: (%) flr C11H10N4 (198.22)

ber.: C 66.65 H 5.08 N 28.26 es wurde keine Analyse erhalten!
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9.3.42  Synthese von 3-Chlor-6,7-dimethyl-chinoxalin-2-carbonitril
N CN N CN
 a  a
N NH, N Cl

131 133

Man Uberschichtete 4.5 g (22.7 mmol) 131 mit einer eisgekihlten Mischung aus
30 ml AcOH und 20 ml HCI (37%ige wassrige Losung). Unter leichtem Ruhren
tropfte man zu dieser gelben Suspension eine Losung von 4.69 g (3.0 eq., 68.1
mmol) NaNO; in 5 ml Wasser. Wahrend der Zugabe war eine Gasentwicklung
erkennbar. Nach beendeter Zugabe liel3 man die blassgelbe Suspension noch 6
Stunden bei RT stehen. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, grundlich
mit Wasser gewaschen und mehrmals aus wenig Ethanol umkristallisiert. Es

wurden 3.80 g 133 in Form eines farblosen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 3.80 g (80%, bezogen auf 129)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Ry = 0.39

Schmelzpunkt: 167-168 °C (EtOH)

IR (KBr): 3422 (s), 2930 (m), 2375 (w), 2344 (w), 1774 (w), 1748 (w), 1716 (w),
1685 (w), 1680 (w), 1653 (w), 1617 (w), 1596 (w), 1544 (w), 1517 (w), 1481 (s),
1459 (m), 1434 (w), 1413 (w), 1381 (w), 1355 (m), 1292 (s), 1277 (w), 1245 (w),
1209 (m), 1161 (m), 1114 (m), 1088 (w), 1051 (s), 884 (m)

N-NMR: (§[ppm], 250 MHz, CDCls-d)

7.90 (s, 1H, H-C(5)), oder H-C(8)), 7.82 (s, 1H, H-C(8)), oder H-C(5)), 2.55-2.53
(Ws, 6H, 2-CHj3)

Elementaranalyse: (%) fir C11HsCIN3 (217.65)

ber.: C60.70 H 3.70 N 19.31

gef.. C60.69 H 3.68 N 19.27
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9.3.43  Synthese von 6,7-Dimethyl-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-3-

ylamin
N CN N §
L, — 5
N/ cl N/ %
NH,
133 135

In einem 500 ml Dreihalskolben mit Ruckflusskihler wurden 2.50 g (11.5 mmol)
133 mit 50 ml (22.3 eq.,12.8 g; 256.4 mmol) einer Hydrazinhydratlésung (24-26
%) fur 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen filtrierte man von
dem ausgefallenen Feststoff ab und wusch mit Wasser nach. Das Rohprodukt
wurde durch Saulenchromatographie an 40 g Flashkieselgel (Eluent:n-
Hexan/AcOEt 1:1) aufgereinigt. Anschlieliende Umkristallisation aus AcOEt/n-

Hexan ergab das Produkt 135 in Form roter Kristalle.

Ausbeute: 1.75 g (71%)

DC: AcOEt/n-Hexan 2:1; R = 0.44

Schmelzpunkt: 298-299 °C (AcOEt:n-Hexan) Lit.: 297 °C!®!
IR (KBr): 3326 (m), 3175 (s), 3054 (w), 2933 (w), 2843 (w), 2752 (w), 1646 (s),
1596 (m), 1556 (s), 1490 (m), 1470 (m), 1445 (w), 1415 (w), 1385 (w), 1370 (w),
1334 (s), 1269 (w), 1254 (w), 1214 (m), 1173 (w), 1153 (w), 1108 (s), 1022 (m),
1002 (m), 861 (s), 831 (s), 751 (m), 725 (w), 665 (w),

N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

12.05 (s, 1H, NH-Pyrazol, austauschbar mit D,0O), 7.88 (s, 1H, H-C(5)), oder H-
C(8)), 7.75 (s, 1H, H-C(8)), oder H-C(5)), 5.99 (s, br, 2H, NH, austauschbar mit
D,0), 2.47-2.46 (Ws, 6H, 2-CH5)

Elementaranalyse: (%) flr C11H11N5 (213.24)

ber.. C61.96 H 5.20 N 32.84

gef.. C61.73 H 5.40 N 33.11
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9.3.44 Synthese von 4-Chlor-3-nitro-acetophenon
O, O,
NO,
Cl Cl
136 137

3.0 g (19.4 mmol, 2.5 ml) 136 wurden in 50 ml konz. H,SO4 vorgelegt. Die gelbe,
klare Losung wurde mit Hilfe eines Eis/NaCl-Kaltebades auf -4-0 °C abgekuhilt.
Der Ansatz wurde fur 10 min. gerthrt. AnschlieBend tropfte man Uber einen
Zeitraum von 1 h eine Mischung aus 20 ml konz. H,SO4 und 20 ml Salpetersau-
re (65%ig) dazu. Der vorher intensiv gelb gefarbte Reaktionsansatz wurde im
Laufe der Reaktion schwach orange. Nach beendeter Reaktion wurde der An-
satz vorsichtig auf 200 ml Eiswasser gegeben. Der ausgefallene blassgelbe
Niederschlag wurde abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert. Das Produkt 137

wurde in Form eines farblosen Pulvers erhalten.

Ausbeute: 3.36 g (87%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; R = 0.23

Schmelzpunkt: 96-97 °C (EtOH) Lit.: 98-100 °Cl®4
IR (KBr): 3364 (w), 3095 (w), 3032 (w), 2981 (w), 2866 (w), 1962 (w), 1687 (s),
1594 (s), 1573 (m), 1557 (m), 1526 (s),1474 (m), 1453 (w), 1432 (w), 1386 (w),
1360 (m), 1344 (s), 1298 (m), 1277 (m), 1241 (s), 1148 (w), 1117 (w), 1086 (m),
1044 (s), 1023 (w), 961 (m), 889 (s), 837 (s), 780 (s), 754 (s), 702 (m), 666 (M),
640 (w), 614 (s), 572 (s)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.54 (d, J = 2 Hz, 1H, H-C(2)); 8.21 (dd, J1 = 8.25 Hz, J; = 2 Hz, 1H, H-C(6)),
7.94 (d, J = 8.25 Hz, 1H, H-C(5)); 2.64 (s, 3H, CH3)

Elementaranalyse: (%) fur CgHgCINO3 (199.59)

ber.: C48.14 H 3.03 N 7.02

gef.. C47.97 H 3.09 N 6.85
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9.3.45 Synthese von 1-(3-Oxy-benzo[1,2,5]oxadiazol-5-yl)-ethanon

o} le} -
0

/
/+ \

o]
\/
cl N

137 138

In einem 500 ml Rundkolben wurden 50.0 g (250 mmol) 137 in 300 ml DMSO
gelost. Nach der Zugabe von 16.3 g (1eq. 250 mmol) NaN; verfarbte sich die
Lésung orange-rotlich. Man lie3 den Ansatz Uber Nacht bei RT ruhren und gab
die dunkelgelbe Lésung anschliefend auf 500 ml Eiswasser. Der ausgefallene
Niederschlag wurde abgesaugt und in Toluol geldst. Das Filtrat wurde noch
zweimal mit jeweils 100 ml Toluol extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden Uber MgSO, getrocknet und anschlieRend fur 5 h zum Ruckfluf3
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
der verbliebene gelbe Rickstand aus MeOH umkristallisiert. Produkt 138 kristal-

lisierte in Form gelber Nadeln aus der Losung aus.

Ausbeute: 40.61 g (91 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; R = 0.38

Schmelzpunkt: 91-92° C (MeOH) Lit.:90-91°C[®]
IR (KBr): 3327 (w), 3083 (w), 2745 (w), 1976 (w), 1812 (w), 1754 (w), 1675 (s),
1611 (s), 1585 (s), 1532 (s), 1479 (s), 1458 (w), 1415 (m), 1394 (m), 1352 (s),
1273 (s), 1241 (s), 1220 (w), 1178 (w), 1156 (m), 1135 (m), 1045 (w), 1014 (s),
950 (m), 924 (w), 881 (m), 850 (w), 829 (s), 770 (w), 744 (m), 696 (m), 659 (m),
633 (m), 595 (s)

N-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.35 (s, br, 1H, H-C(4), 7.79 (s, br, 2H, H-C(6) und H-C(7), 2.64 (s, 3H,CHs)
Elementaranalyse: (%) flr CgHgN2O3 (178.14)

ber.. C53.94 H 3.39 N 15.73

gef.: C 53.97 H 3.48 N 15.81
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9.3.46 Synthese von 5-(2-Methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)benzo[1,2,5]oxa-

diazol-3oxid

; - DA

{ ° /

/+\ _— /T\

0 ¢]

\N/ \N/

138 139

30.0 g (168 mmol) 138 wurden in 300 ml Toluol gelost. Nach Zugabe von 18.8
ml (2.0 eq., 20.9 g, 337 mmol) 1,2-Ethandiol und 200 mg (1.2 mmol) p-
Toluolsulfonsaure wurde das hellgelbe Reaktionsgemisch fur 3 h am Wasser-
abscheider zum Sieden erhitzt. Nach beendeter Reaktion trennte man die Pha-
sen, trocknete die organische Phase Uber MgSO,4 und entfernte das Lésungs-
mittel im Vakuum. Der verbliebene Ruckstand wurde aus EtOH umkristallisiert.

Es wurden gelbe Kristalle von 139 erhalten.

Ausbeute: 34.13 g (91%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:4; Ry = 0.36

Schmelzpunkt: 79-80 °C (EtOH) Lit.: 80-81 °C®°!
IR (KBr): 3079 (m), 3026 (w), 2074 (m), 2901 (m), 2702 (w), 2042 (w), 1953
(w), 1906 (w), 1848 (w), 1791 (w), 1765 (w), 1691 (w), 1618 (s), 1592 (s), 1529
(s), 1482 (s), 1440 (m), 1377 (m), 1351 (w), 1304 (w), 1272 (w), 1199 (s), 1147
(m), 1115 (m), 1053 (m), 1026 (s), 1011 (s), 979 (w), 953 (m), 932 (w), 875 (s),
838 (w), 817 (s), 775 (m), 744 (w), 681 (w), 660 (w), 628 (s), 566 (s)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, CDCls-d)

7.56-7.38 (m, 3H, aromatische H-Atome, H-C(4); H-C(6) und H-C(7)); 4.14-4.01
(m, 2H, CHy) und 3.87-3.74 (m, 2H, CHy); 1.63 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) flr C1oH10N204 (222.2)

ber.. C 54.05 H 4.54 N 12.61

gef.. C54.25 H 4.65 N 12.66



9 Experimenteller Teil 166

9.3.47 Synthese von 3-Amino-7-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-1,4-dioxy-
chinoxalin-2-carbonitril, und 3-Amino-6-(2-methyl-[1,3]dioxolan-

2-yl)-1,4-dioxy-chinoxalin-2-carbonitril

> >

. o) o)
© / © rL CN © rll NH
N A\ 2
/+\O +\ . \
~ 7/ v = vz
N T NH, T CN
o_ o
139 140 141

40.0 g (180 mmol) 139 wurden unter leichtem Erwarmen in 50 ml DMF gelost.
Nach dem Erkalten auf RT gab man 12.60 g (1.06 eq., 191 mmol) Malodinitril
dazu und liel3 die dunkelgelbe Reaktionsmischung noch 10 Minuten ruhren,
bevor man uber einen Zeitraum von 1 h eine Losung von 1.0 ml NEt; in 5 ml
DMF dazutropfte. Nach kurzer Zeit verfarbte sich die Losung intensiv rot. Nach
etwa einer Stunde Reaktionszeit begann sich die Losung zu triben, und ein rot-
orangefarbener Feststoff schied sich aus der Lésung aus. Der Reaktionsansatz
wurde Uber Nacht bei RT geruhrt, anschliefiend saugte man den ausgefallenen
Niederschlag ab, engte die Mutterlauge auf die Halfte des Volumens ein und
lie® erneut stehen. Aus der Mutterlauge kristallisierten Uber Nacht im Kuahl-
schrank nochmals 5.21 g der beiden Regioisomeren 140 und 141 in Form roter
Kristalle aus. Die Regioisomere wurden auf dieser Stufe nicht voneinander ge-

trennt.

Ausbeute: 43.24 g (83%)

DC: MeOH/AcOEt 1:20; Ry=0.18

Schmelzpunkt: (von beiden Isomeren, Mischschmelzpunkt): 253-255 °C

IR (KBr): 3327 (s), 3274 (w), 3168 (w), 3105 (w), 2988 (w), 2893 (w), 2227 (m),
1638 (s), 1611 (s), 1585 (m), 1537 (m), 1511 (w), 1490 (w), 1458 (w), 1410 (m),
1373 (s), 1331 (s), 1273 (w), 1230 (s), 1204 (s), 1146 (s), 1109 (s), 1067 (m),
1030 (s), 950 (w), 876 (w), 860 (w), 837 (w), 737 (w), 679 (w), 636 (w), 615 (w),
568 (w)
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'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.29 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-C(5)), und H-C(8)), 8.23 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-C(8)),
und H-C(5)), 8.09 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,0), 7.94 (dd, J1 = 8.9 Hz,
J2 = 1.8 Hz, 1H, H-C(6)) und H-C(7)), 4.12-3.98 (m, 2H, CH,), 3.79-3.66 (m, 2H,
CHy), 1.62 (s, 3H, CH3)

Elementaranalyse: (%) flr C13H12N4O4 (288.26)

ber.. C54.17 H 4.20 N 19.44

gef.. C53.97 H 4.26 N 19.51

9.3.48 Synthese von 3-Amino-7-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)chinoxalin-
2-carbonitril und 3-Amino-6-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-

chinoxalin-2-carbonitril

o/> o o/o> cly'

© nll CN N NH O/> O/>
o o)
N N 2 N CN
+ AN N\ NH,
+ + +
N NH, N CN — P
c|> | N NH, N CN

o

140 141 142 143

30.0 g (104 mmol) der beiden Regioisomeren 140 und 141 wurden in 500 ml
MeOH suspendiert. Die orangefarbene Suspension wurde fur 30 Minuten bei
RT geruhrt. Innerhalb von 2 Stunden tropfte man eine Losung von 59.7 g (2.8
eq., 291 mmol) Nax;S204 (85 %ig) in 100 ml Wasser dazu. Nach beendeter Zu-
gabe liel3 man die intensiv gelb gefarbte Suspension noch 2 Stunden bei RT
Ruhren, filtrierte den ausgefallenen Feststoff ab und suspendierte das Rohpro-
dukt dann in 500 ml Wasser. Es wurde erneut abgesaugt und das Produktge-
misch an 200 g Flashkieselgel (Eluent: AcOEt/n-Hexan 2:1) saulenchroma-
tographisch aufgereinigt. Nach dem Chromatographieren wurden 14.04 g noch
leicht verunreinigtes Gemisch 142 und 143 erhalten. 6.50 g der beiden
Regioisomeren konnten mittels HPLC (an Normalphase, Eluent: AcOEt/n-
Hexan/CH.Cl, 2:1:3) voneinander getrennt werden. Es wurden so 1.32 g von
Verbindung 142 und 3.24 g von Verbindung 143 erhalten. Beide Verbindungen

wurden als intensiv gelb gefarbte Kristalle gewonnen.
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Charakterisierung der Verbindungen 142 und 143

3-Amino-7-(2-methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 142

Ausbeute: 1.32 g (5 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; R; = 0.21

Schmelzpunkt: 221-222 °C (EtOH)

IR (KBr): 3393 (s), 3330 (w), 3152 (w), 2984 (w), 2890 (w), 2744 (w), 2231 (m),
1665 (s), 1639 (w), 1618 (w), 1555 (s), 1497 (w), 1466 (w), 1424 (w), 1377 (m),
1356 (m), 1309 (w), 1236 (w), 1204 (s), 1183 (s), 1162 (s), 1136 (w), 1100
(w),1032 (s), 943 (w), 901 (w), 875 (w), 859 (w), 838 (s), 754 (w), 717 (w), 655
(w), 634 (w), 618 (w), 581 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

7.80 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-C(8)), 7.76 (dd, J4 = 8.7, J» = 2.0 Hz, 1H, H-C(6)),
7.59 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-C(5)), 7.44 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,0),
4.09-3.95 (m, 2H, CH,), 3.81-3.68 (m, 2H, CH>), 1.62 (s, 3H, CH3)
Elementaranalyse: (%) flr C13H12N4O, (256.26)

ber.. C60.93 H4.72 N 21.86

gef.. C60.80 H4.77 N 22.11
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3-Amino-6-(2-methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-chinoxalin-2-carbonitril 143

Ausbeute: 3.24 g (12%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Ry = 0.20

Schmelzpunkt: 223-225 °C (EtOH)

IR (KBr): 3393 (s), 3330 (m), 3141 (s), 2981 (w), 2890 (w), 2754 (w), 2241 (m),
1686 (w), 1654 (s), 1613 (m), 1560 (s), 1497 (w), 1429 (s), 1361 (s), 1299 (w),
1251 (w), 1199 (s), 1173 (w), 1147 (w), 1130 (w), 1105 (w), 1063 (w), 1037 (s),
948 (m), 875 (m), 827 (m), 786 (w), 738 (w), 686 (w), 665 (w), 634 (w), 618 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

7.84 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-C(8)), 7.56 (d, J = 1.8, H-C(5)), 7.50 dd, J; = 8.7 Hz,
J2 = 1.8 Hz, 1H, H-C(7)), 7.45 (s, br, 2H, NH;, tauscht mit DO aus), 4.10-3.96
(m, 2H, CHy), 3.80-3.67 (m, 2H, CH>), 1.62 (s, 3H, CH3)

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)

153.62 (C(3))-NH,, 148.45 (C(4a)), 142.60 (C(6)), 135.48 (C(8a)), 129.19
(C(7)), 123.17 (C(8)), 121.45 (C(5)), 119.38 (C(2))-CN, 115.15 (CN) 107.67
(quartares Ketal-C-Atom), 64.27 (CH,-CH,, fallen im Spektrum zusammen),

26.80 (CHs),
Elementaranalyse: (%) flr C13H12N4O- (256.26)
ber.. C60.93 H4.72 N 21.86

gef.. C60.73 H4.79 N 22.13
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9.3.49 Synthese von 6-Acetyl-3-chlor-chinoxalin-2-carbonitril

(o]
N NH, N cl
X X
= =
N CN N CN
143 148

500 mg (1.9 mmol) der Verbindung 143 wurden mit einer eisgekuhlten Mischung
aus 3 ml Eisessig und 2.0 ml konz. HCI Uberschichtet. Unter Rihren tropfte
man langsam eine Losung von 0.40 g NaNO; (3.0 eq., 5.9 mmol) in 3.0 ml
Wasser dazu. Nach beendeter Zugabe lieR man die gelbe Reaktionsmischung
noch 3 Stunden bei RT stehen und filtrierte den ausgefallenen Feststoff ab. Es
wurde grindlich mit Wasser gewaschen und das Rohprodukt dann aus wenig
EtOH umkristallisiert. Es konnten so 380 mg eines farblosen Feststoffes 148

erhalten werden.

Ausbeute: 380 mg (84%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; Rf=0.15

Schmelzpunkt: 177-178 °C

IR (KBr): 3064 (w), 2249 (w), 2018 (w), 1682 (s), 1616 (w), 1556 (w), 1521 (w),
1420 (w), 1365 (m), 1344 (m), 1284 (m), 1268 (m), 1259 (w), 1234 (m), 1168
(s), 1128 (m), 1073 (w), 1048 (s), 957 (w), 937 (w), 917 (w), 856 (s), 811 (w),
720 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.86 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-C(5)), 8.47 (dd, J; = 8.8 Hz, J, = 1.9 Hz, 1H, H-C(7)),
8.24 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-C(8)), 2.79 (s, 3H, CH3)

Elementaranalyse: (%) fur C11HsCIN3O (231.64)

ber.. C57.04 H 2.61 N 18.14

gef.. C57.06 H2.79 N 18.29
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Kristallstruktur von 6-Acetyl-3-chlor-chinoxalin-2-carbonitril 148

Die Kristallisation erfolgte aus Ethanol

Kristallsystem: monoklin; Raumgruppe P 21/c; Elementarzelle: a = 3.906 (3) A,
b =12.139 (9) A, ¢ = 21.698 (12) A; a = 90°, B = 90.354 (17)°, y = 90°; V =
1028.8 (13) A% Z = 4, pper = 1.496 Mg/m®; Siemens Smart Diffraktometer; Ab-
sorptionskoeffizient p = 0.350 mm™; Wellenldnge = 0.71073 A; T = 162 (2) K;
Reflexe gemessen: 5313, davon 1423 unabhangige, keine Absorptionskorrek-
tur; (Rgny = 0.268); R = 0.1807, Ry = 0.2048; goodness of fit = 1.107; Theta Be-
reich fur Datenerfassung: 1.88 bis 22.99 °; Restelektronendichte: zwischen
-0.37 und + 0.43 e / A3. Zur Strukturkldrung wurde ein farbloser, nadelférmiger
Kristall der Dimension 0.02 mm - 0.10 mm - 1.6 mm bei einer Temperatur von
-111 °C vermessen. Es wurde keine Absorptionskorrektur vorgenommen. Glei-
che Reflexe wurden gemittelt. R(l) intern = 0.268. Die Struktur wurde mit direk-
ten Methoden mit Hilfe des Programms SHELXS bestimmt. Die genau definierte
Anzahl der Wasserstoffatome wurde in geometrischer Weise angeordnet. Die
,Nicht-Wasserstoffatome® wurden mit anisotropen Temperaturparametern ver-
feinert. Zur Strukturklarung wurde das Programm SHELXL-97 verwendet.
Diskussion der Struktur:

Die Chinoxalingruppe ist nahezu vollig planar. (maximale Abweichung aus der
Ebene: 0.007 A. Der Winkel zwischen den Ebenen der Chinoxalingruppe und
der Ketogruppe betragt 5.1°. Die ,Chinoxalingruppen® sind entlang der a-
Richtung gestapelt. Die kirzesten C (pi)....C (pi) Abstande innerhalb des Sta-
pels betragen 3.49, 3.49 und 3.56 A. Die Kristallpackung weist sowohl zwei
intermolekulare C-H...N (Nitril), als auch zwei intermolekulare C-H...Cl-

Wechselwirkungen auf.
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Tabelle 25: Torsionswinkel [°] von Verbindung 148

Atome Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
C(8)-C(7)-C(6)-C(5) 0.8 (9) C(10)-C(6)-C(5)-C(4) 177.3 (6)
C(8)-C(7)-C(6)-C(10) -177.4 (5) C(8)-N(1)-C(1)-C(2) -1.3(9)
C(1)-N(1)-C(8)-C(7) -179.9 (6) C(8)-N(1)-C(1)-Cl(1) 178.0 (4)
C(1)-N(1)-C(8)-C(3) 1.6 (8) C(7)-C(6)-C(10)-O(1) 174.4 (6)
C(6)-C(7)-C(8)-N(1) -179.0 (6) C(5)-C(6)-C(10)-O(1) -3.8 (9)
C(6)-C(7)-C(8)-C(3) -0.5 (8) C(7)-C(6)-C(10)-C(11) -6.7 (9)
C(2)-N(2)-C(3)-C(8) 2.0(8) C(5)-C(6)-C(10)-C(11) 175.1 (6)
C(2)-N(2)-C(3)-C(4) -178.9 (6) C(3)-N(2)-C(2)-C(9) 179.1 (6)
N(1)-C(8)-C(3)-N(2) -2.1(9) C(3)-N(2)-C(2)-C(1) -1.7.(9)
C(7)-C(8)-C(3)-N(2) 179.4 (5) N(3)-C(9)-C(2)-N(2) -157 (16)
N(1)-C(8)-C(3)-C(4) 178.9 (5) N(3)-C(9)-C(2)-C(1) 23 (16)
C(7)-C(8)-C(3)-C(4) 0.4 (8) N(1)-C(1)-C(2)-N(2) 1.5(10)
N(2)-C(3)-C(4)-C(5) -179.6 (6) CI(1)-C(1)-C(2)-N(2) -177.9 (5)
C(8)-C(3)-C(4)-C(5) -0.6 (9) N(1)-C(1)-C(2)-C(9) -179.4 (6)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6) 0.9 (9) CI(1)-C(1)-C(2)-C(9) 1.3 (8)
C(7)-C(6)-C(5)-C(4) -1.0 (9)

Tabelle 26: Bindungsléngen [A] der Verbindung 148

Atome Bindungslangen [A] Atome Bindungslangen [A]
CI(1)-C(1) 1.751 (7) C(8)-C(3) 1.442 (9)
N(1)-C(1) 1.299 (8) 0(1)-C(10) 1.202 (7)
N(1)-C(8) 1.373 (8) C(9)-N(3) 1.149 (8)
N(2)-C(2) 1.301 (8) C(9)-C(2) 1.440 (10)
N(2)-C(3) 1.373 (8) C(3)-C(4) 1.445 (9)
C(7)-C(6) 1.395 (8) C(4)-C(5) 1.369 (9)
C(7)-C(8) 1.416 (9) C(1)-C(2) 1.446 (10)
C(6)-C(5) 1.412 (9) C(10)-C(11) 1.525 (10)

C(6)-C(10) 1.517 (9)



9 Experimenteller Teil 173

Tabelle 27: Bindungswinkel [°] von Verbindung 148

Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungswinkel [°]
C(1)-N(1)-C(8) 116.5 (6) C(8)-C(3)-C(4) 118.7 (6)
C(2)-N(2)-C(3) 116.3 (5) C(5)-C(4)C(3) 119.5 (6)
C(6)-C(7)-C(8) 119.9 (6) C(4)-C(5)-C(B) 122.0 (6)
C(7)-C(6)-C(5) 120.1 (6) N(1)-C(1)-C(2) 123.4 (6)
C(7)-C(6)-C(10) 122.4 (6) N(1)-C(1)-CI(1) 118.7 (5)
C(5)-C(6)-C(10) 117.5 (6) C(2)-C(1)-CI(1) 117.9 (6)
N(1)-C(8)-C(7) 120.1 (6) 0O(1)-C(10)-C(6) 120.8 (6)
N(1)-C(8)-C(3) 120.1 (6) O(1)-C(10)-C(11) 120.3 (6)
C(7)-C(8)-C(3) 119.8 (6) C(6)-C(10)-C(11) 118.9 (6)
N(3)-C(9)-C(2) 177.4 (8) N(2)-C(2)-C(9) 118.1 (6)
N(2)-C(3)-C(8) 121.6 (6) N(2)-C(2)-C(1) 122.0 (6)
N(2)-C(3)-C(4) 119.7 (6) C(9)-C(2)-C(1) 119.9 (6)

Abbildung 80: Elementarzelle von 148 mitZ =4
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Abbildung 81: Verbindung 148 in der Ebene

Abbildung 82: Stapelanordnung von 148 in a-Richtung
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9.3.50 Synthese von 3-Chlor-6-(2-methyl-[1,3]-dioxolan-2-yl)-chinoxalin-

<

o)
o
N\ Cl N\ Cl
P =
N CN N CN
148

149
1.0 g (4.3 mmol) 148 wurden in 50 ml Toluol vorgelgt. Nach der Zugabe von 2.4

2-carbonitril

ml (10.0 eq., 2.7 g, 43.2 mmol) Ethylenglycol und einer katalytischen Menge p-
Toluolsulfonsaure erhitzte man die leicht gelbliche Reaktionsldsung fur 5 Stun-
den am Wasserabscheider zum Sieden. Nach beendeter Reaktion liel man den
Ansatz auf RT abklhlen, Uberfihrte das zweiphasige Reaktionsgemisch dann
in einen Scheidetrichter und trennte die Toluolphase ab. Die Glycol-Phase wur-
de dreimal mit jeweils 50 ml Toluol extrahiert. Die vereinigten Toluolphasen
wurden zweimal mit wenig Wasser gewaschen und dann Uber MgSO4 getrock-
net. Nach dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum verblieb ein leicht gel-
ber Ruckstand, der zur weiteren Aufreinigung dann aus EtOH umkristallisiert

wurde. Es konnten so 1.15 g 149 isoliert werden.

Ausbeute: 1.15 g (92 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:10; R¢= 0.10

Schmelzpunkt: 105-106 °C

IR (KBr): 2981 (w), 2887 (w), 1718 (w), 1656 (w), 1619 (w), 1552 (w), 1521 (w),
1490 (w), 1474 (w),1422 (m), 1371 (m), 1350 (m), 1283 (w), 1267 (m), 1220
(m), 1200 (s), 1169 (s), 1132 (m), 1111 (w), 1044 (s), 1023 (s), 940 (m), 909
(m), 873 (s), 837 (m), 801 (w), 754 (w), 718 (w), 671 (w), 645 (w), 614 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.19-8.15 (m, 2H, H-C(5) und H-C(8)), 8.12 (dd, J1 = 8.7 Hz, J,=1,8 H-C(7)),
4.15-4.01 (m, 2H, CH;) 3.84-3.71 (m, 2H, CHy), 1.69 (s, 3H, CH3)
Elementaranalyse: (%) fur Ci13H10CIN3O- (275.69)

ber.: C 56.64 H 3.66 N 15.24

gef.. C 56.69 H3.78 N 15.44
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9.3.51  Synthese 7-(2-Methyl-(1,3)-dioxolan-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-b]quin-

oxalin-3-amin

< >

o o
N cl N
X X \
- N
= P Y
N CN N
NH,
149 150

500 mg (1.81 mmol) von 149 wurden in 5.0 ml (14.0 eq., 25.6 mmol, 1.3 g) einer
wassrigen Hydrazinhydratldsung (24-26%ig) zum Sieden erhitzt. Dabei schied
sich aus der Losung ein roter Feststoff aus. Man lie} auf RT abkuhlen und filt-
rierte das ausgefallene Produkt ab. Es wurde zunachst mit Wasser, anschlie-
Rend mit wenig AcOEt nachgewaschen. Das Produkt wurde aus wenig AcOEt/
n-Hexan umkristallisiert. Es konnten so 360 mg eines intensiv rot gefarbten

Feststoffes 150 erhalten werden.

Ausbeute: 360 mg (71%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Rf = 0.11

Schmelzpunkt: 243-245 °C (AcOEt:n-Hexan)

IR (KBr): 3410 (m), 3329 (m), 3197 (m), 3054 (w), 2983 (w), 2881 (w), 1632 (s),
1591 (m), 1561 (s), 1505 (w), 1474 (w), 1444 (m), 1398 (w), 1368 (w), 1327 (m),
1261 (w), 1225 (w), 1190 (s), 1164 (m), 1113 (s), 1032 (s), 945 (w), 874 (w),
859 (w), 828 (s), 803 (w), 737 (w), 696 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

12.23 (s, br, 1H, NH,austauschbar mit D»0), 8.12 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-C(8)),
7.99 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-C(5)), 7.83 (dd, J1 = 8.9 Hz, J> = 1.9 Hz, 1H, H-C(6)),
6.12 (s, br, 2H, NHy,austauschbar mit D;0), 4.13-3.99 (m, 2H, CH>),3.85-3.72
(m, 2H, CHy), 1.69 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) fur Ci3H13Ns0, (271.27)

ber.: C 57.56 H 4.83 N 25.82

gef.. C57.33 H 4.92 N 25.97
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9.3.52  Synthese von 1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-7-yl)-
(0]
N N N N
\ \N —_— \ \N
I~ Y
N N
NH, NH,
150 151

200 mg (0.73 mmol) der geschutzten Verbindung 150 wurden in 30 ml Aceton

ethanon

<

(o]

geldst. Nach der Zugabe von 0.5 ml konz. HCI verfarbte sich die anfangs rote
Ldsung braunlich. Man erhitzte das Gemisch daraufhin eine Stunde zum
Ruckflufd. Nach dem Erkalten entfernte man das Losungsmittel im Vakuum und
reinigte das Produkt 151 durch Chromatographie (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:1).

Ausbeute: 120 mg (72%)

DC: AcOEt/n-Hexan 3:1; R = 0.47

Schmelzpunkt: Zersetzung ab 310 °C

IR (KBr): 3382 (s), 3319 (s), 3236 (s), 3183 (s), 2932 (w), 1681 (s), 1649 (s),
1623 (s), 1586 (s), 1565 (s), 1508 (w), 1445 (w), 1424 (w), 1403 (w), 1361 (w),
1330 (m), 1304 (w), 1246 (m), 1189 (m), 1152 (m), 1115 (s), 1058 (w), 833 (m),
613 (w), 597 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d)

12.48 (s, br, 1H, Pyrazol-Ring-NH, austauschbar mit D,0), 8.76 (d, J = 1.9 Hz,
1H, H-C(8)), 8.24 (dd, J1 = 9.0 Hz, J, = 2.0 Hz, 1H, H-C(6)), 8.03 (d, J = 9 Hz,
1H, H-C(5)), 6.30 (s, br, NH,, austauschbar mit D,0), 2.75 (s, 3H, CH3)
Elementaranalyse: (%) fur C11HgNsO (227.22)

ber.: C 58.14 H 3.99 N 30.82

gef.. C56.24 H 4.04 N 30.27

MS (ESIY): 227.9 (M+H") (227.08 berechnet)
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9.3.53  Synthese von 7-Acetyl-3-chlor-chinoxalin-2-carbonitril

142 144

1.0 g (3.9 mmol) 142 wurden unter Eisbadkihlung in einem 100 ml Rundkolben
mit einer eisgekuhlten Mischung aus 5.0 ml Eisessig und 5.0 ml konz. Salzsau-
re Uberschichtet. Unter Ruhren tropfte man nun langsam eine L6sung von 0.80
g (3.0 eq., 11.7 mmol) NaNO; in 3.0 ml Wasser dazu. Nach beendeter Zugabe
lie® man die Mischung noch eine Stunde im Eisbad Ruhren, entfernte dann das
Kaltebad und lieR® die hellgelbe Reaktionslésung Uber einen Zeitraum von 4
Stunden auf RT auftauen. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert,
grundlich mit Wasser gewaschen und aus wenig EtOH umkristallisiert. Es wur-

den 730 mg eines schwach gelben Feststoffes 144 erhalten.

Ausbeute: 730 mg (81%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry = 0.33

Schmelzpunkt: 185-186 °C (EtOH)

IR (KBr): 3068 (w), 2922 (w), 2818 (w), 2241 (w), 1992 (w), 1681 (s), 1652 (w),
1613 (w), 1560 (w), 1518 (w), 1421 (w), 1361 (m), 1346 (m), 1283 (m), 1267
(m), 1236 (m), 1168 (s), 1131 (w), 1068 (w), 1047 (s), 913 (w), 906 (w), 864
(m), 812 (w), 775 (w), 712 (w), 681 (w), 639 (w), 613 (w), 587 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.86 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-C(8)), 8.47 (dd, J; = 8.8 Hz, J, = 1.9 Hz, 1H, H-C(6)),
8.24 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-C(5)), 2.79 (s, 3H, CH3)

Elementaranalyse: (%) fur C11HsCIN3O (231.64)

ber.: C 57.04 H 2.61 N 18.14

gef.. C56.78 H2.79 N 18.16
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9.3.54 Synthese von 3-Chlor-7-(2-methyl-[1,3]dioxolan-2-yl)-chinoxalin-

' >
(0]
N CN N CN
X X
= s
N Cl N Cl
144

145

2-carbonitril

1.0 g (4.3 mmol) 144 wurden in 50 ml Toluol suspendiert. Nach Zugabe von 2.4
ml (10.0 eq., 2.7 g, 43.2 mmol) Ethylenglycol und wenig p-TsOH, erhitzte man
das Reaktionsgemisch fur 5 Stunden am Wasserabscheider zum Ruckfluf3.
Nach beendeter Reaktion lieR man das zweiphasige Reaktionsgemisch auf RT
abkuhlen, Uberfuhrte es dann in einen Scheidetrichter und trennte die Toluol-
phase ab. Die organische Phase wurde mehrmals mit wenig Wasser gewa-
schen und Uber MgSO, getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum verblieb das Rohprodukt 145 in Form eines leicht gelblichen Feststof-
fes. Zur Aufreinigung wurde 145 aus wenig EtOH umkristallisiert. Es wurde ein
schwach gelbes, kristallines Pulver erhalten.

Ausbeute: 848 mg (71%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Rf= 0.4

Schmelzpunkt: 107-108 °C (EtOH)

IR (KBr): 2981 (m), 2898 (m), 2224 (w), 1811 (w), 1718 (w), 1682 (w), 1656
(w), 1619 (w), 1562 (w), 1521 (w), 1490 (w), 1474 (w), 1428 (m), 1376 (m),
1345 (m), 1283 (m), 1267 (m), 1220 (s), 1205 (s), 1169 (s), 1137 (s), 1106 (w),
1044 (s), 1023 (s), 946 (m), 909 (m), 873 (s), 837 (s), 801 (w), 754 (w), 718 (w),
666 (w), 645 (w), 609 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.17-8.10 (m, 3H, aromatische H-Atome), 4.14-4.01 (m, 2H, CH), 3.84-3.71 (m,
2H, CH3), 1.69 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) fur C13H10CIN3O, (275.69)

ber.: C 56.64 H 3.66 N 15.24

gef.. C 56.62 H 3.76 N 15.48
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Kristallstruktur von Verbindung 145

Die Kristallisation erfolgte aus Ethanol

Kristallsystem: monoklin; Raumgruppe P 21/n; Elementarzelle: a = 11.714 (3)
A, b =7.2305 (13) A, ¢ = 30.164 (7) A; a = 90°, B = 100.199°, y = 90°; V =
2512.9 (10) A% Z = 8, pper = 1.457 Mg / m®; Siemens Smart Diffraktometer; Ab-
sorptionskoeffizient p = 0.305 mm™; Wellenldnge = 0.71073 A; T = 161 (2) K;
Reflexe gemessen: 39663, davon 6893 unabhangige, empirische Absorptions-
korrektur; (Rgny = 0.176); R = 0.2067, Ry = 0.2815; goodness of fit = 1.156; The-
ta Bereich fur Datenerfassung: 1.37 bis 30.11 °; Restelektronendichte: zwischen
-0.79 und + 1.24 e / A3. Zur Kristallstrukturbestimmung wurde ein blassgelber,
nadelformiger Kristall mit Abomessungen von 0.08 mm - 0.16 mm - 1.08 mm bei
einer Temperatur von =112 °C auf einem Siemens Smart Diffraktometer ver-
messen. Wiederholt gemessene Reflexe blieben konstant. Eine empirische Ab-
sorptionskorrektur mit dem Programm SADABS ergab einen Korrekturfaktor
zwischen 0.709 und 1.000. Gleiche Reflexe, inklusive der ,Friedel Gegensatze*
wurden gemittelt. R(l) intern = 0.176. Die Struktur wurde mit direkten Methoden
mit Hilfe des Programms SHELXS bestimmt. Die definierte Anzahl der Wasser-
stoffatome wurde in geometrischer Weise angeordnet. Die Nicht-
Wasserstoffatome wurden mit anisotropen Temperaturparametern verfeinert.
Der Kristall wies ,Zwillingsstruktur® auf, wobei galt: h” = h, k" = -k und |I" =
-0.92h-I. Die Verfeinerung der Struktur erfolgte mit dem Programm SHELXL-97.
Doppelte Reflexe wurden gemittelt zu 0.232 (2). Die Restelektronendichte lag
zwischen -0.79 und + 1.24 e / A>. Die relativ groRen R-Werte sind das Resultat
der ,Zwillingsstruktur® und vieler schwacher Reflexe in dem Datensatz.
Diskussion der Struktur:

Die Struktur enthalt zwei unabhangige Molekile. Die Abmessungen von beiden
Verbindungen sind sehr ahnlich. Die Chinoxalingruppe ist im Grunde planar.
(die groRte Abweichung der Atome aus der Ebene betragt bei dem ersten Mo-
lekiil 0.014 A und bei dem zweiten Molekiil 0.017 A. Der fiinfgliedrige Dioxolan-
ring liegt bei beiden Molekillen bevorzugt in einer ,Briefumschlagskonformation®
vor. Die Kiristallpackung zeigt zwei intermolekulare C (Benzol)-H...pi (Benzol)-

Wechselwirkungen und vier intermolekulare C-H...Cl-Wechselwirkungen.
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Tabelle 28: Torsionswinkel [°] von Verbindung 145

Atome
N(5)-C(20)-C(15)-N(4)
C(19)-C(20)-C(15)-N(4)
N(5)-C(20)-C(15)-C(16)
C(19)-C(20)-C(15)-C(16)
N(5)-C(21)-C(22)-N(6)
C(14)-C(21)-C(22)-N(6)
C(19)-C(18)-C(23)-O(4)
C(17)-C(18)-C(23)-0O(4)
C(19)-C(18)-C(23)-0(3)
C(17)-C(18)-C(23)-0(3)
C(19)-C(18)-C(23)-C(24)
C(17)-C(18)-C(23)-C(24)
C(17)-C(18)-C(19)-C(20)
C(23)-C(18)-C(19)-C(20)
N(5)-C(20)-C(19)-C(18)
C(15)-C(20)-C(19)-C(18)
C(16)-C(15)-N(4)-C(14)
C(20)-C(15)-N(4)-C(14)
0(3)-C(23)-0(4)-C(26)
C(24)-C(23)-0O(4)-C(26)
C(18)-C(23)-0O(4)-C(26)
N(4)-C(15)-C(16)-C(17)
C(20)-C(15)-C(16)-C(17)
C(15)-C(16)-C(17)-C(18)
C(19)-C(18)-C(17)-C(16)
C(23)-C(18)-C(17)-C(16)
C(14)-C(21)-N(5)-C(20)
C(22)-C(21)-N(5)-C(20)
C(19)-C(20)-N(5)-C(21)
C(15)-C(20)-N(5)-C(21)
0(4)-C(23)-0(3)C(25)
C(24)-C(23)-0(3)-C(25)
C(18)-C(23)-0(3)-C(25)
C(23)-0(4)-C(26)-C(25)
C(23)-0(3)-C(25)-C(26)

Torsionswinkel

(]
-1.7 (10)
178.8 (6)
179.9 (6)

0.4 (9)
172 (17)
-5 (18)
29.9 (9)

-153.7 (6)

145.8 (6)
-37.8 (8)
-94.1 (8)
82.4 (8)
2.9 (10)
179.5 (6)
178.2 (6)
-2.3 (10)
179.0 (6)
0.6 (9)
-38.1 (6)

-153.5 (6)

81.3 (7)

-177.6 (6)

0.8 (10)
-0.2 (10)
1.7 (10)

-178.2 (6)

2.7 (10)

-179.5 (6)
-177.9 (6)

2.7 (9)
40.1 (7)
156.6 (6)
-81.0 (7)
20.1(7)
-27.1 (8)

Atome
C(1)-N(1)-C(2)-C(3)
C(1)-N(1)-C(2)-C(7)
N(1)-C(2)-C(7)-N(2)
C(3)-C(2)-C(7)-N(2)
N(1)-C(2)-C(7)-C(6)
C(3)-C(2)-C(7)-C(6)
N(2)-C(7)-C(6)-C(5)
C(2)-C(7)-C(6)-C(5)
C(7)-C(6)-C(5)-C(4)

C(7)-C(6)-C(5)-C(10)
C(6)-C(7)-N(2)-C(8)
C(2)-C(7)-N(2)-C(8)
C(6)-C(5)-C(4)-C(3)

C(10)-C(5)-C(4)-C(3)
C(2)-N(1)-C(1)-C(8)
C(2)-N(1)-C(1)-ClI(1)
C(5)-C(4)-C(3)-C(2)
N(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(7)-C(2)-C(3)-C(4)

C(13)-0(2)-C(10)-O(1)
C(13)-0(2)-C(10)-C(11)
C(13)-0(2)-C(10)-C(5)
C(12)-0(1)-C(10)-0(2)
C(12)-0O(1)-C(10)-C(11)
C(12)-0(1)-C(10)-C(5)

C(6)-C(5)-C(10)-0(2)

C(4)-C(5)-C(10)-0(2)

C(6)-C(5)-C(10)-O(1)

C(4)-C(5)-C(10)-O(1)

C(6)-C(5)-C(10)-C(11)
C(4)-C(5)-C(10)-C(11)
C(10)-0(2)-C(13)-C(12)
C(10)-O(1)-C(12)-C(13)
0(2)-C(13)-C(12)-0(1)
C(7)-N(2)-C(8)-C(1)

Torsionswinkel

(]
179.9 (6)
-3.7 (9)
4.8 (10)
-178.7 (6)
-177.9 (6)
-1.5 (10)
179.5 (6)
2.1 (10)
-1.6 (10)
-178.7 (6)
178.2 (6)
4.5 (9)
0.4 (10)
177.6 (6)
2.8 (10)
-179.2 (5)
0.2 (10)
176.9 (6)
0.3 (10)
36.4 (6)
153.6 (5)
-82.6 (6)
-39.7 (6)
-156.7 (5)
80.2 (6)
-27.9(9)
155.1 (6)
-144.0 (6)
38.9 (8)
94.4 (7)
-82.7 (7)
-18.6 (6)
26.9 (6)
5.4 (7)
3.5(9)
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Fortsetzung von Tabelle 28

Atome

O(4)-C(26)-C(25)-0(3)
C(15)-N(4)-C(14)-C(21)
C(15)-N(4)-C(14)-CI(2)
N(5)-C(21)-C(14)-N(4)
C(22)-C(21)-C(14)-N(4)
N(5)-C(21)-C(14)-CI(2)
C(22)-C(21)-C(14)-CI(2)

Torsionswinkel [°]

4.8 (8)

-0.7 (10)
-179.3 (5)

1.8 (11)
178.5 (6)
-179.5 (5)

-2.9 (9)

Tabelle 29: Bindungslangen [A] von 145

Atome
Cl(2)-C(14)
C(20)-N(5)

C(20)-C(19)
C(20)-C(15)
C(15)-N(4)
C(15)-C(16)
C(21)-N(5)
C(21)-C(14)
C(21)-C(22)
C(22)-N(6)
C(18)-C(19)
C(18)-C(17)
C(18)-C(23)
C(23)-0(4)
C(23)-0(3)
C(23)-C(24)
N(4)-C(14)
0(4)-C(26)
C(16)-C(17)
0(3)-C(25)
C(26)-C(25)

Bindungslangen [A]

1.729 (6)
1.381 (8)
1.400 (8)
1.437 (8)
1.366 (8)
1.405 (8)
1.359 (8)
1.429 (9)
1.445 (9)
1.130 (8)
1.384 (8)
1.411 (8)
1.510 (9)
1.402 (7)
1.424 (8)
1.506 (10)
1.290 (8)
1.413 (9)
1.370 (8)
1.411 (10)
1.540 (12)

Atome

C(7)-N(2)-C(8)-C(9)
N(1)-C(1)-C(8)-N(2)
CI(1)-C(1)-C(8)-N(2)
N(1)-C(1)-C(8)-C(9)
CI(1)-C(1)-C(8)-C(9)
N(3)-C(9)-C(8)-N(2)
N(3)-C(9)-C(8)-C(1)

Atome
CI(1)-C(1)
0(2)-C(10)
0(2)-C(13)
N(1)-C(1)
N(1)-C(2)
C(2)-C(3)
C(2)-C(7)
C(7)-N(2)

C(7)-C(6)
C(6)-C(5)
C(5)-C(4)
C(5)-C(10)
O(1)-C(10)
O(1)-C(12)
N(2)-C(8)
C(4)-C(3)
C(9)-N(3)
C(9)-C(8)
C(1)-C(8)
C(10)-C(11)
C(13)-C(12)

Torsionswinkel [°]
179.4 (6)
-2.9 (11)
179.0 (5)
-178.7 (6)
3.2(9)
-146 (20)
30 (21)

Bindungslange [A]

1.733 (6)
1.410 (7)
1.440 (8)
1.313 (8)
1.378 (8)
1.421 (9)
1.427 (9)
1.397 (8)
1.406 (8)
1.355 (8)
1.424 (8)
1.522 (8)
1.432 (7)
1.449 (8)
1.332 (8)
1.360 (8)
1.441 (8)
1.446 (9)
1.425 (9)
1.505 (9)
1.521 (10)
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Atome
N(5)-C(20)-C(19)
N(5)-C(20)-C(15)

C(19)-C(20)-C(15)
N(4)-C(15)-C(16)
N(4)-C(15)-C(20)

C(16)-C(15)-C(20)
N/5)-C(21)-C(14)
N(5)-C(21)-C(22)

C(14)-C(21)-C(22)
N(6)-C(22)-C(21)

C(19)-C(18)-C(17)

C(19)-C(18)-C(23)

C(17)-C(18)-C(23)
0O(4)-C(23)-0(3)
0(4)-C(23)-C(24)
0O(3)-C(23)-C(24)
0(4)-C(23)-C(18)
0O(3)-C(23)-C(18)

C(24)-C(23)-C(18)

C(18)-C(19)-C(20)
C(14)-N(4)-C(15)
C(23)-0(4)-C(26)

C(17)-C(16)-C(15)

C(16)-C(17)-C(18)
C(21)-N(5)-C(20)
C(25)-0(3)-C(23)
0O(4)-C(26)-C(25)
0O(3)-C(25)-C(26)
N(4)-C(14)-C(21)
N(4)-C(14)-Cl(2)
C(21)-C(14)-CI(2)

Tabelle 30: Bindungswinkel [°] von 145

Bindungswinkel [°]
119.0 (5)
121.6 (6)
119.4 (6)
121.7 (6)

120.6 (6)

117.7 (6)

121.1 (6)

117.2 (6)

121.6 (6)

177.3 (8)

118.2 (6)

120.4 (6)

121.3 (6)

104.2 (5)

109.6 (6)

108.0 (6)

112.6 (5)

110.2 (6)

111.8 (6)

121.9 (6)

117.2 (5)

107.8 (6)

Atome
C(10)-0(2)-C(13)
C(1)-N(1)-C(2)
N(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(2)-C(7)
C(3)-C(2)-C(7)
N(2)-C(7)-C(6)
N(2)-C(7)-C(2)
C(6)-C(7)-C(2)
C(5)-C(6)-C(7)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-C(10)
C(4)-C(5)-C(10)
C(10)-0O(1)-C(12)
C(8)-N(2)-C(7)
C(3)-C(4)-C(5)
N(3)-C(9)-C(8)
N(1)-C(1)-C(8)
N(1)-C(1)-CI(1)
C(8)-C(1)-ClI(1)
C(4)-C(3)-C(2)
0(2)-C(10)-0(1)
0(2)-C(10)-C(11)
O(1)-C(10)-C(11)
0(2)-C(10)-C(5)
O(1)-C(10)-C(5)
C(11)-C(10)-C(5)
0(2)-C(13)-C(12)
0(1)-C(12)-C(13)
N(2)-C(8)-C(1)
N(2)-C(8)-C(9)
C(1)-C(8)-C(9)

Bindungswinkel [°]
105.9 (5)
114.4 (5)
119.8 (6)
122.0 (6)
118.1 (6)
118.9 (6)
121.4 (5)
119.7 (6)
121.2 (6)
119.3 (6)
120.9 (5)
119.8 (5)
104.1 (5
115.0 (6
121.4 (6
177.9 (7
125.2 (6
116.6 (5
118.2 (5)
120.2 (6)
105.2 (5)
109.1 (6)
109.3 (5)
111.2 (5)
110.0 (5)
111.9 (5)
105.1 (5)
104.3 (6)

121.9 (6)

)
)

— ~— ~— ~— ~—~ ~—~

117.8 (6
120.2 (6
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Abbildung 84: Kristallstruktur von Verbindung 145 (Molekil 2)

Abbildung 85: Kristallstruktur von 145 in der Ebene
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Abbildung 86: Kristallstruktur von 145 im Kristallverband.
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9.3.55 Synthese von 6-(2-Methyl-(1,3)-dioxolan-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-
b]chinoxalin-3-ylamin

(e} (0)
N\ CN N\
—— \ N
= A~
N Cl N
145 146

300 mg (1.1 mmol) von Verbindung 145 wurden in einem 100 ml Dreihalskolben
in 5.0 ml (14.0 eq., 25.6 mmol, 1.3 g) einer 24-26%igen wassrigen Hydrazin-
hydratlosung suspendiert. Die Mischung wurde fur 3 Stunden zum RuckfluR
erhitzt. Dabei schied sich aus der anfangs klaren Losung ein roter Feststoff aus.
Nach beendeter Reaktion lie3 man auf RT abkuhlen, filtrierte das Rohprodukt
ab, wusch zunachst mit wenig Wasser, dann mit AcOEt nach. Das Produkt 146

wurde zur weiteren Aufreinigung aus AcOEt/n-Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 190 mg (64%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Ri= 0.13

Schmelzpunkt: 295-297 °C

IR (KBr): 3414 (s), 3330 (m), 3215 (m), 3058 (w), 2974 (w), 2890 (w), 1628 (s),
1592 (m), 1560 (m), 1503 (w), 1477 (w), 1445 (m), 1398 (w), 1372 (w), 1330
(m), 1257 (w), 1231 (w), 1194 (s), 1162 (m), 1115 (s), 1032 (s), 943 (w), 869
(w), 833 (s), 806 (w), 697 (w), 676 (w), 608 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

12.23 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 8.12 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-C(5)),
7.99 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-C(8)), 7.83 (dd, J1 = 8.9 Hz, J> = 2 Hz, 1H, H-C(7)),
6.12 (s, br, 2H, NH,, Signal austauschbar mit D,0), 4.13-3.99 (m, 2H, CH,),
3.85-3.72 (m, 2H, CHy), 1.69 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) flr C13H13Ns50, (271.27)

ber.: C 57.56 H 4.83 N 25.82

gef.. C57.71 H 5.04 N 26.03
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9.3.56  Synthese 1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]chinoxalin-6-yl)-ethanon

O/> NH, 1 NH,
(0]
N N
/ /
N N
146 147

400 mg (1.47 mmol) der geschutzten Verbindung 146 wurden in einer Mischung

aus 10 ml salzsaurem Ether fir 1 Stunde bei RT gerlhrt. Anschlielend liefl3

man das violettgefarbte Reaktionsgemisch noch 1 Stunde stehen und entfernte

dann das Losungsmittel im Vakuum. Das Rohprodukt wurde durch Chroma-

tographie weiter aufgereinigt. (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:1). Als Produkt wurde

ein rotes Pulver 147 erhalten.

Ausbeute: 210 mg (63%)
DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Ry = 0.20
Schmelzpunkt: Zersetzung ab 295 °C

IR (KBr): 3435 (w), 3298 (w), 3183 (w), 2995 (w), 2932 (w), 2880 (w), 2827 (w),
1681 (w), 1628 (s), 1586 (s), 1566 (s), 1503 (w), 1440 (m), 1419 (w), 1393 (w),
1367 (w), 1330 (s), 1257 (m), 1236 (w), 1183 (s), 1147 (w), 1105 (s), 1073 (s),
1032 (s), 943 (w), 875 (w), 833 (w), 796 (w), 733 (w), 712 (w), 670 (w), 613 (w),

581 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

12.48 (s, 1H, NH, austauschbar mit D-O), 8.76 (d, J = 1.80 Hz, 1H, H-C(5)),
8.25 (dd, J; = 9.0 Hz, J, = 2 Hz, 1H, H-C(7)), 8.04 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-C(8)),

6.29 (s, br, 2H, NHz,austauschbar mit D,0), 2.76 (s, 3H, CHj5)
Elementaranalyse: (%) fur C11HoNsO (227.22)

ber.. C 58.14 H 3.99 N 30.82

gef.. C 55.81 H 4.20 N 28.82

MS (ESI): 225.7 (M-H") (227.08 berechnet)
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9.3.57 Synthese von 5-Chlor-isoindol-1,3-dion

COOH
/@ - o
Cl Cl Cl

152 153
In einem 2 Liter Dreihalsrundkolben wurden 50,0 g (261.8 mmol) 152 mit 28.1 g

(1.2 eq., 314 mmol) CuCN vorgelegt. Man gab nun 28.0 ml (1.3 eq., 27.3 g, 346
mmol) Pyridin dazu und erwarmte den Reaktionsansatz dann langsam auf etwa
130 °C. Mit zunehmender Reaktionsdauer verfarbte sich der Ansatz dunkelblau.
Der Ansatz wurde noch etwa eine halbe Stunde bei 130 °C geruhrt, bis die
Temperatur plétzlich auf etwa 180-200 °C anstieg. Man entfernte die Heizquelle
und lie3 die Reaktionsmischung langsam auf RT abkuhlen. Der feste, grun-
blaue Ruckstand wurde nun mehrmals aus Essigsaure umkristallisiert. Das

Produkt 153 konnte in Form von rosafarbenen Kristallen erhalten werden.

Ausbeute: 29.3 g (61%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry = 0.29

Schmelzpunkt: 211-213 °C (Essigsaure) Lit.: 210 °C!®
IR (KBr): 3198 (m), 3070 (m), 2745 (w), 1969 (w), 1905 (w), 1777 (m), 1723 (s),
1704 (s), 1600 (m), 1546 (w), 1458 (m), 1428 (m), 1349 (s), 1295 (m), 1251 (w),
1212 (w), 1177 (w), 1157 (w), 1113 (s), 1074 (s), 1044 (s), 980 (w), 897 (w),
867 (m), 803 (w), 749 (s)

N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

11.50 (s, br, 1H, NH,austauschbar mit D,0), 7.92-7.81 (m, 3H, H-C(4)), H-C(6)),
und H-C(7))

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

168.29 (C(1)) oder (C(3)), 167.90 (C(3)) oder C(1)), 139.20 (C(5))-Cl, 134.64
(C(3a)), 134.21 (C(6)), 131.18 (C(7a)), 124.84 (C(7)), 123.11 (C(4))
Elementaranalyse: (%) fur CgH4CINO, (181.58)

ber.. C52.92 H2.22 N 7.71

gef.. C52.98 H 2.39 N7.78
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9.3.58 Synthese von 5-Chlor-6-nitroisoindol-1,3-dion

NH —_— NH

Cl Cl

153 154

In eine Mischung aus 40 ml HSO4 (20 % SO3, Oleum) und 5 ml HNO; (100
%ig, d = 1.52) wurden unter Eiskuhlung 5.9 g (32.5 mmol) 153 langsam unter
Ruhren eingetragen. Nach beendeter Zugabe liel3 man den dunkelgelben Reak-
tionsansatz noch 1 Stunde bei 0 °C weiterrihren, entfernte dann das Kaltebad,
ruhrte noch 30 Minuten bei RT und gab dann die Mischung auf 200 ml Eiswas-
ser. Der ausgefallene blassgelbe Niederschlag wurde abgesaugt und aus wenig
EtOH umkristallisiert. Das Produkt 154 konnte in Form eines farblosen Pulvers

isoliert werden.

Ausbeute: 4.57 g (62 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry=0.15

Schmelzpunkt: 178-180 °C (EtOH) Lit.: 201-202[7
IR (KBr): 3208 (s), 3090 (s), 3040 (s), 2745 (w), 1787 (s), 1713 (s), 1610 (s),
1551 (s), 1458 (w), 1413 (m), 1344 (s), 1290 (s), 1172 (m), 1148 (s), 1103 (m),
1074 (s), 946 (m), 916 (m), 818 (s), 798 (w), 744 (s),

N-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

11.86 (s, br, 1H, NH, tauscht mit D,O aus), 8.50 (s, 1H, H-C(7)), 8.26 (s, 1H, H-
C(4))

13C-NMR: (8[ppm], 62.90 MHz, DMSO-d5)

166.75 (C(1)) oder (C(3)), 166.71 (C(3)) oder (C(1)), 151.44 (C(6))-NO,, 136.11
(C(3a)), 132.52 (C(5))-Cl, 130.72 (C(7a)), 126.29 (C(4)), 119.89 (C(7))
Elementaranalyse: (%) fur CgH3CIN2O4 (226.57)

ber.. C42.41 H1.33 N 12.36

gef.. C42.67 H 1.62 N 12.40
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9.3.59 Synthese von 5-Chlor-2-methyl-6-nitro-isoindol-1,3-dion
O
Cl Cl
NH —_— N——
OoN O.N
o o
154 155

In einem 250 ml Dreihalskolben mit Rickflusskihler wurden 4.50 g (19.9 mmol)
154 in 40 ml Aceton geldst. Zu dieser gelben Losung gab man 3.30 g (1.20 eq.,
24 mmol) fein gepulvertes K,CO3 und 1.48 ml (3.4 g, 1.20 eq., 24 mmol) CHsl.
Der Reaktionsansatz verfarbte sich nach Zugabe des Alkylierungsmittels rot.
Nun erhitze man fir 3 Stunden zum Ruckflul3. Nach beendeter Reaktion wurde
heil3 filtriert und das gelb-orangefarbene Filtrat auf etwa ein funftel seines Vo-
lumens eingeengt. Beim Erkalten auf RT kristallisierten aus der Mutterlauge
3.32 g der N-methylierten Verbindung 155 aus. Diese wurden abgesaugt und
getrocknet. Der Filterkuchen wurde noch zweimal in jeweils 50 ml Aceton sus-
pendiert, zum Sieden erhitzt und heil filtriert. Die organischen Phasen wurden
mit der Mutterlauge aus der ersten Fallung vereinigt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der verbliebene Rickstand zusammen mit der ersten
Fallung aus wenig MeOH umkristallisiert. So konnten insgesamt 3.91 g einer

schwach gelben, kristallinen Verbindung 155 erhalten werden.

Ausbeute: 3.91 g (82 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:8; R = 0.34

Schmelzpunkt: 173-174 °C (MeOH) Lit.:171-172 °C®"!
IR (KBr): 3089 (w), 3037 (w), 2942 (w), 1859 (w), 1785 (w), 1702 (s), 1618 (w),
1545 (s), 1429 (s), 1403 (w), 1377 (s), 1361 (s), 1320 (m), 1257 (m), 1241 (w),
1199 (w), 1142 (m), 1115 (m), 1026 (s), 979 (w), 953 (s), 943 (m), 911 (w), 827
(m), 801 (w), 765 (w), 733 (s), 691 (w), 623 (m), 602 (m), 566 (M)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.54 (s, 1H, H-C(7)), 8.32 (s, 1H, H-C(4)), 3.07 (s, 3H, CHs)



9 Experimenteller Teil 191

B3C-NMR: (3[ppm], 62.90 MHz, DMSO-ds)
165.51 (C(1)) oder (C(3)), 165.48 (C(3)) oder C(1)), 151.16 (C(6))-NO,, 135.19
(C(3a)), 131.61 (C(5))-Cl, 130.36 (C(7a)), 125.94 (C(4)), 119.51 (C(7)), 24.23

(C(CHs)
Elementaranalyse: (%) fur CoHsCIN,O,4 (240.6)
ber.. C 44.93 H 2.09 N 11.64
gef.: C 44.81 H 2.35 N 11.62
9.3.60 Synthese von 6-Methyl-1-oxy-pyrrol[3,4 ,4,5]benzo[1,2-
c][1,2,5]oxadiazol-5,7-dion
O O
Cl N
IS
O< N——
O,N N==
/
(e] o
155 156

2.0 g (8.3 mmol) 155 wurden zusammen mit 0.54 g (1.0 eq., 8.3 mmol) NaNs in
20 ml DMSO suspendiert. Die dunkelgelbe Suspension wurde Gber Nacht bei
RT geruhrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle!) gab man den Ansatz auf
50 ml Wasser und ruhrte. Nach kurzer Zeit schied sich ein gelbbrauner Feststoff
aus. Der Feststoff wurde abfiltriert und noch feucht in Toluol aufgenommen. Die
organische Phase wurde grindlich Gber MgSO,4 getrocknet und anschliel3end
fur 5 Stunden zum RuckfluR® erhitzt. Nachdem sich kein Azid mehr nachweisen
lied (DC-Kontrolle) lie® man die gelbe, klare Losung auf RT abkuhlen und ent-
fernte dann das Ldsungsmittel im Vakuum. Der auskristallisierte braungelbe
Ruckstand wurde mehrmals aus EtOH umkristallisiert. Das Produkt 156 konnte

in Form gelber Kristalle erhalten werden.

Ausbeute: 1.55 g (85%)
DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry=0.16
Schmelzpunkt: 208-209 °C (EtOH)
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IR (KBr): 3445 (w), 3058 (w), 3026 (w), 2942 (w), 2105 (w), 1827 (w), 1770 (m),
1702 (s), 1607 (s), 1560 (s), 1487 (m), 1441 (m), 1429 (m), 1372 (m), 1314 (w),
1262 (m), 1194 (m), 1142 (m), 1110 (w), 1021 (w), 995 (m), 979 (m), 922 (w),
854 (w), 806 (m), 770 (w), 738 (m), 702 (w), 675 (w), 608 (w), 576 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.47 (s, br, 1H, H-C(4)), oder H-C(8)), 8.20 (s, br, 1H, H-C(8)), oder H-C(4)),
3.09 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) flur CoHsN3O4 (219.15)

ber.: C49.32 H 2.30 N 19.17

gef.. C49.48 H2.44 N 19.28

Kristallstruktur von Verbindung 156

Die Kristallisation erfolgte aus Ethanol

Kristallsystem: triklin; Raumgruppe P-1; Elementarzelle: a = 6.3436 (18) A, b =
8.121 (3) A, ¢ =9.547 (2) A; a = 94.163 (19)°, B = 109.16 (3)°, y = 98.82 (3)°; V
= 4551 (2) A% Z = 2, prer = 1.599 Mg / m*; Siemens Smart Diffraktometer; Ab-
sorptionskoeffizient : = 0.130 mm™"; Wellenldnge = 071073 A; T = 159 (2) K;
Reflexe gemessen: 6182, davon 2481 unabhangige, gleiche Reflexe wurden
gemittelt (R = 0.115); R = 0.0710, Ry = 0.1521; goodness of fit = 1.172; The-
ta Bereich fur Datenerfassung: 2.28 bis 30.82 °; Restelektronendichte: zwischen
-0.29 und + 0.3 e / A3. Zur Strukturbestimmung wurde ein Einkristall mit den
Dimensionen 0.06 mm - 0.38 mm - 0.44 mm bei einer Temperatur von -114 °C
auf einem Siemens Smart Diffraktometer vermessen. Die gemessenen Reflexe
blieben konstant. Es wurde keine Absorptionskorrektur vorgenommen. Gleiche
Reflexe wurden gemittelt (Ri. = 0.115). Die Strukturlosung erfolgte mit direkten
Methoden mit Hilfe des Programms SHELXS. Die Anordnung der H-Atome er-
folgte geometrisch. Es wurden zwei mdgliche Positionen fur die Anordnung der
mit den Stickstoffen verbundenen Sauerstoffatome gefunden. Die Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit von O3 an N2 betragt 0.775 (5); die von O2 an N1 betragt
0.225 (5). Die Strukturverfeinerung erfolgte mit dem Programm SHELXS-97.

Die bestimmte Restelektronendichte lag zwischen -0.29 und + 0.30 e/A>.
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Diskussion der Struktur:

Das Molekdil ist nahezu planar. Die grote Abweichung der C-, N-, und O-
Atome aus der Ebene heraus, betragt 0.029 A. Der Unterschied zwischen den
Bindungslangen von N1 zu O2 und von N2 zu O2 ist etwas kleiner, als bei Ver-
bindungen vom Typ der Benzofurazan-N-oxide angenommen. Dies kdnnte dar-
an liegen, dass die N-Oxid-Gruppe keine genau definierte Struktur besitzt.

Die Molekule sind in der kristallographischen [2,1,1] Richtung durch intermole-
kulare C-H...O Kontakte mit H...O Abstanden von 2.29 A und 2.34 A verbunden.

Tabelle 31: Torsionswinkel [°] der Verbindung 156

Atome Torsionswinkel [°] Atome Torsionswinkel [°]
C(1)-N(3)-C(8)-O(4) -179.8 (2) O(3°)-N(1)-C(4)-C(3) -1.4 (9)
C(9)-N(3)-C(8)-O(4) -1.6 (3) 0O(2)-N(1)-C(4)-C(3) -178.5 (2)
C(1)-N(3)-C(8)-C(7) 0.3 (2) N(2)-C(5)-C(4)-N(1) -0.1 (3)
C(9)-N(3)-C(8)-C(7) 178.45 (19) C(6)-C(5)-C(4)-N(1) -178.1 (2)
0O(3)-N(2)-C(5)-C(6) 0.2 (5) N(2)-C(5)-C(4)-C(3) 178.5 (2)
0(2)-N(2)-C(5)-C(6) 178.1 (2) C(6)-C(5)-C(4)-C(3) 0.4 (3)
0O(3)-N(2)-C(5)-C(4) -177.7 (3) C(2)-C(3)-C(4)-N(1) 176.9 (2)
0(2)-N(2)-C(5)-C(4) 0.1 (2) C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -1.4 (3)
C(7)-C(6)-C(5)-N(2) -176.4 (2) C(4)-C(3)-C(2)-C(7) 0.9 (3)
C(7)-C(6)-C(5)-C(4) 1.2 (3) C(4)-C(3)-C(2)-C(1) 178.5 (2)
C(5)-C(6)-C(7)-C(2) -1.8 (3) C(6)-C(7)-C(2)-C(3) 0.8 (4)
C(5)-C(6)-C(7)-C(8) 177.7 (2) C(8)-C(7)-C(2)-C(3) -178.8 (2)
0(4)-C(8)-C(7)-C(6) -0.1 (4) C(6)-C(7)-C(2)-C(1) -179.7 (2)
N(3)-C(8)-C(7)-C(6) 179.8 (2) C(8)-C(7)-C(2)-C(1) 0.7 (2)
0(4)-C(8)-C(7)-C(2) 179.5 (2) O(1)-C(1)-C(2)-C(3) -1.4 (4)
N(3)-C(8)-C(7)-C(2) -0.6 (2) N(3)-C(1)-C(2)-C(3) 179.0 (2)
C(8)-N(3)-C(1)-O(1) -179.6 (2) 0O(1)-C(1)-C(2)-C(7) 179.2 (2)
C(9)-N(3)-C(1)-O(1) 2.3 (4) N(3)-C(1)-C(2)-C(7) -0.5(2)
C(8)-N(3)-C(1)-C(2) 0.1(2) 0O(37)-N(1)-O(2)-N(2) -177.9 (5)
C(9)-N(3)-C(1)-C(2) -178.0 (2) C(4)-N(1)-0(2)-N(2) 0.1(2)
O(37)-N(1)-C(4)-C(5) 177.1 (8) O(3)-N(2)-0(2)-N(1) 178.2 (2)

0(2)-N(1)-C(4)-C(5) 0.0 (3) C(5)-N(2)-0(2)-N(1) 0.2 (2)
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Tabelle 32: Bindungswinkel [°] und Bindungslangen [A] von Verbindung 156

Atome Bindungswinkel [°] Atome Bindungslangen [A]
C(1)-N(3)-C(8) 112.96 (19) O(1)-C(1) 1.218 (3)
C(1)-N(3)-C(9) 124.45 (19) N(3)-C(1) 1.385 (3)
C(8)-N(3)-C(9) 122.6 (2) N(3)-C(8) 1.404 (3)
O(3)-N(2)-C(5) 136.9 (3) N(3)-C(9) 1.458 (3)
0O(3)-N(2)-0(2) 116.4 (2) N(2)-O(3) 1.223 (3)
C(5)-N(2)-0(2) 106.7 (2) N(2)-C(5) 1.341 (3)
O(4)-C(8)-N(3) 124.5 (2) N(2)-0(2) 1.430 (3)
0O(4)-C(8)-C(7) 129.4 (2) C(8)-0O(4) 1.214 (3)
N(3)-C(8)-C(7) 106.1 (2) C(8)-C(7) 1.481 (3)
C(2)-C(3)-C(4) 114.7 (2) C(3)-C(2) 1.346 (3)
C(7)-C(6)-C(5) 113.9 (2) C(3)-C(4) 1.433 (3)
O(3")-N(1)-C(4) 141.4 (5) C(6)-C(7) 1.361 (3)
O(37)-N(1)-0(2) 112.7 (5) C(6)-C(5) 1.414 (3)
C(4)-N(1)-0(2) 105.8 (2) N(1)-O(3") 1.097 (10)
N(2)-C(5)-C(6) 129.2 (2) N(1)-C(4) 1.325 (3)
N(2)-C(5)-C(4) 107.0 (2) N(1)-O(2) 1.391 (3)
C(6)-C(5)-C(4) 123.7 (2) C(5)-C(4) 1.418 (4)
C(6)-C(7)-C(2) 123.0 (2) C(7)-C(2) 1.451 (3)
C(6)-C(7)-C(8) 129.5 (2) C(1)-C(2) 1.490 (3)
C(2)-C(7)-C(8) 107.46 (19)

O(1)-C(1)-N(3) 124.7 (2)
0O(1)-C(1)-C(2) 128.6 (2)
N(3)-C(1)-C(2) 106.65 (18)
N(1)-C(4)-C(5) 111.5 (2)
N(1)-C(4)-C(3) 127.6 (2)
C(5)-C(4)-C(3) 121.0(2)
C(3)-C(2)-C(7) 123.7 (2)
C(3)-C(2)-C(1) 129.5 (2)
C(7)-C(2)-C(1) 106.8 (2)

N(1)-0(2)-N(2) 108.97 (18)
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Abbildung 87: Kristallstruktur von Verbindung 156

Abbildung 88: Verbindung 156 in der Ebene

Abbildung 3: Struktur 156 im Kristallverbund
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9.3.61 Synthese von 5-Amino-2-methyl-6-nitro-isoindol-1,3-dion
O
O,N O,N
f— N_
Cl HoN
e} 0]
155 178

In einem 100 ml Dreihalskolben mit Ruckflusskiihler, Rihrkern und Gaseinlei-
tungsrohr wurden 4.0 g (16.6 mmol) 155 in 100 ml Diphenylether suspendiert.
Nach Zugabe von 3.0 g (47.2 mmol) Cu-Pulver wurde der Reaktionsansatz
langsam auf eine Temperatur von 130-150 °C erwarmt, wobei sich der Feststoff
|6ste. Nun wurde Uber einen Zeitraum von 4 Stunden ein schwacher NHs-
Gasstrom eingeleitet. Nachdem kein Edukt mehr nachweisbar war, filtrierte man
die Mischung heifld und lie dann auf RT abkuhlen. Das ausgefallene Produkt
wurde abgesaugt und das Loésungsmittel dann durch Vakuumdestillation ent-
fernt. Die beiden Produktfraktionen wurden vereinigt und mehrmals aus EtOH
umkristallisiert. Das Produkt schied sich in Form gelber, nadelférmiger Kristalle

178 aus der Losung aus.

Ausbeute: 1.25g (34 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Rf= 0.45

Schmelzpunkt: 257-260 °C (EtOH) Lit.: 255-262 °Cl®"]
IR (KBr): 3424 (m), 3309 (m), 3194 (w), 1759 (m), 1702 (s), 1639 (s), 1602 (w),
1524 (s), 1440 (m), 1382 (m), 1336 (m), 1278 (m), 1251 (w), 1157 (w), 1063
(w), 1047 (w), 1005 (w), 985 (w), 916 (w), 895 (w), 833 (w), 801 (w), 770 (w),
744 (m), 723 (w), 697 (w), 670 (w), 634 (w), 602 (w), 567 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.37 (s, br, 2H, NH, austauschbar mit D,0), 8.29 (s, 1H, H-C(7)), 7.43 (s, 1H,
H-C(4)), 3.00 (s, 3H, CHs)

Elementaranalyse: (%) fur CogH7N3O04 (221.17)

ber.: C 48.87 H3.19 N 19.00

gef.. C 48.81 H 3.35 N 18.87
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9.3.62 Synthese von 5-Nitro-isoindol-1,3-dion

0 O
O,N

N ——— NH

179 180

Zu einer auf 0-5 °C gekuhlten Mischung aus 200 ml konz. H>SO4 und 50 ml
HNO3 (100%, d = 1.52) wurden unter Ruhren uber einen Zeitraum von 60 Minu-
ten 20.0 g (135.9 mmol) 179 in kleinen Portionen eingetragen. Dabei war zu be-
achten, dass die Temperatur nicht Uber 30 °C anstieg. Nach beendeter Reakti-
on entfernte man das Eisbad und lie3 die nun dunkelgelbe Reaktionsmischung
noch eine Stunde bei RT ruhren. AnschlieRend gab man die klare Losung vor-
sichtig auf etwa 1000 ml Eiswasser. Der dabei ausgefallene schwachgelbe
Feststoff wurde abgesaugt, mehrmals grindlich mit Wasser gewaschen und
zweimal aus EtOH umkristallisiert. Das nitrierte Produkt 180 konnte in Form

farbloser Plattchen erhalten werden.

Ausbeute: 15.63 g (60 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Ry = 0.43

Schmelzpunkt: 194-195 °C (EtOH) Lit.:194.5-195 °C[®]
IR (KBr): 3327 (m), 3104 (w), 3012 (w), 2720 (w), 1958 (w), 1867 (w), 1791
(m), 1734 (s), 1705 (s), 1621 (m), 1545 (s), 1466 (w), 1431 (w), 1412 (w), 1375
(w), 1348 (s), 1307 (s), 1257 (w), 1172 (w), 1138 (w), 1110 (m), 1075 (m), 1030
(m), 937 (w), 900 (w), 865 (w), 800 (w), 762 (w), 755 (w), 720 (s), 688 (w), 665
(w), 651 (w), 606 (w), 556 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

11.83 (s, br, 1H, NH, austauscbar mit D,0), 8.60 (dd, J1 = 8.1 Hz, J, = 2.0 Hz,
1H, H-C(6)), 8.43 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-C(4)), 8.10 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-C(7))
Elementaranalyse: (%) fur CgHsN204 (192.13)

ber.: C 50.01 H2.10 N 14.58

gef.. C49.74 H2.15 N 14.31
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9.3.63 Synthese von 5-Amino-isoindol-1,3-dion
O O

OzN H,N

180 181
In einem einseitig verschlossenen Quarzglasrohr wurden 2.0 g (10.4 mmol) der
Verbindung 180 in 30 ml AcOEt suspendiert. Nach Zugabe von 30 mg Pd/C G-
berfuhrte man die Hulse in eine zuvor mit Argon gesplulte Druckapparatur. Der
Ansatz wurde nun Uber Nacht bei einem Wasserstoffgasdruck von 40 bar und
einer Temperatur von 40 °C geruhrt. Nachdem sich kein Edukt mehr nachwei-
sen liel3, entfernte man das Losungsmittel im Vakuum und reinigte das Rohpro-
dukt an 30 g Flashkieselgel (Eluent: AcOEt) auf. Der erhaltene gelbe Feststoff
wurde aus EtOH umkristallisiert. Das Produkt 181 wurde in Form eines gelben

Pulvers erhalten.

Ausbeute: 1.32 g (77 %)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Rf=0.10

Schmelzpunkt: 277-278 °C (EtOH) Lit.: 278 °C!®
IR (KBr): 3445 (m), 3351 (m), 3236 (m), 3058 (w), 2932 (w), 2848 (w), 2702
(w), 1759 (m), 1712 (s), 1644 (m), 1612 (m), 1581 (m), 1503 (m), 1477 (w),
1382 (m), 1346 (m), 1320 (m), 1257 (w), 1183 (w), 1142 (w), 1110 (w), 1068
(w), 1037 (m), 916 (w), 854 (w), 838 (w), 749 (m), 655 (w), 566 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

10.71 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 7.42 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-C(7)),
6.85 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-C(4)), 6.78 (dd, J; = 8.20 Hz, J, = 2.0 Hz, 1H, H-
C(6)), 6.38 (s, br, 2H, NH,, austauschbar mit D,0)

Elementaranalyse: (%) fir CgHgN,O, (162.15)

ber.: C 59.26 H3.73 N 17.28

gef.. C 59.51 H 3.88 N 17.01
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9.3.64 Synthese von 2-Methyl-5-nitro-isoindol-1,3-dion
O

O,N O,N

180 182

In einem 250 ml Rundkolben wurden 2.0 g (10.4 mmol) 180 und 0.90 g (6.5
mmol) wasserfreies K,CO3 in 20 ml DMF suspendiert. Nach der Zugabe von 3
ml (4.6 eq., 48.2 mmol, 6.8 g) Mel verfarbte sich die Mischung dunkelrot. Nun
erwarmte man fur 2 Stunden auf 135-135 °C. Nach dem Erkalten gab man die
Mischung auf 100 ml Eiswasser. Der ausgefallene blassgelbe Feststoff 182

wurde abfiltriert und zur Aufreinigung aus EtOH/H,O umkristallisiert.

Ausbeute: 1.91 g (89%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; R = 0.2

Schmelzpunkt: 178-179 °C (EtOH/H.0) Lit.: 177-178 °C[
IR (KBr): 3456 (w), 3100 (w), 3058 (w), 2942 (w), 2869 (w), 1979 (w), 1885 (w),
1770 (w), 1707 (s), 1618 (w), 1529 (s), 1440 (m), 1388 (m), 1340 (m), 1267 (m),
1246 (w), 1194 (w), 1168 (w), 1105 (w), 1063 (m), 1011 (s), 974 (w), 948 (w),
906 (w), 875 (w), 827 (m), 759 (w), 723 (s), 613 (w), 592 (w)

'H-NMR: (§[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.61 (dd, J1 = 8.1 Hz, J> = 2.0 Hz, 1H, H-C(6)), 8.47 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-C(4)),
8.10 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-C(7)), 3.08 (s, 3H, CH,)

Elementaranalyse: (%) flur CoHgN2O4 (206.15)

ber.. C52.43 H2.93 N 13.59

gef.. C52.36 H2.98 N 13.42
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9.3.65 Synthese von 5-Amino-2-methyl-isoindol-1,3-dion
O

O2N H,N

182 79

1.65 g (8.0 mmol) 182 wurden in einer Mischung aus 20 ml AcOEt und 30 ml
MeOH suspendiert und in ein einseitig verschlossenes Quarzrohr Uberfuhrt.
Nach Zugabe von 20 mg Pd/C Uberfihrte man den Reaktionsansatz in eine
Druckapparatur und rahrte die Mischung Uber Nacht bei einer Temperatur von
40 °C und einem Wasserstoffgasdruck von 20 bar. Die gelbe Lésung wurde
(iber Celite® abfiltriert, der Filterkuchen griindlich mit AcOEt nachgewaschen
und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Umkristallisation des leicht braunli-

chen Ruckstandes aus THF ergab das Produkt 79 in Form gelber Kristalle.

Ausbeute: 1.15 g (82%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Rf= 0.23

Schmelzpunkt: 240-242 °C (THF) Lit.: 247 °CP®"
IR (KBr): 3466 (s), 3361 (s), 3204 (w), 3058 (w), 2953 (w), 1916 (w), 1754 (s),
1686 (s), 1613 (s), 1497 (m), 1471 (w), 1429 (s), 1382 (s), 1325 (s), 1267 (m),
1246 (m), 1157 (w), 1105 (w), 1073 (w), 1011 (s), 984 (m), 890 (w), 838 (m),
796 (m), 738 (s), 717 (w), 686 (w), 655 (w), 608 (w), 550 (W)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.46 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-C(7)), 6.90 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-C(4)), 6.79-6.74 (m,
1H, H-C(6)), 6.42 (s, br, 2H, NH,austauchbar mit D,0), 2.94 (s, 3H, CHjs)
Elementaranalyse: (%) flr CoHgN2O, (176.17)

ber.. C61.36 H 4.58 N 15.90

gef.. C61.13 H 4.58 N 15.80
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9.3.66 Synthese von Malondiimidséaure-diethylester-dihydrochlorid

Cl Cl
+ +
NH, NH,

N — /\o O/\

55 56

NC

In einem 2 | Dreihalskolben legte man 800 ml Dioxan und 38.4 ml abs. EtOH
(2.2 eq.; 660 mmol, 30.4 g) vor. Unter Eisbadkuhlung und einem konstanten
Gasstrom an HCI tropfte man Uber einen Zeitraum von zwolf Stunden eine Lo6-
sung von 19.8 g (1.0 eq., 300 mmol) 55 in 800 ml Dioxan dazu. Wahrend der
Reaktion fiel aus der Losung ein farbloser Niederschlag aus. Nach beendeter
Zugabe wurde noch eine Stunde HCI-Gas eingeleitet, anschlieRend filtrierte
man den farblosen, kristallinen Niederschlag ab, wusch mit wenig Dioxan nach

und trocknete den Niederschlag 56 dann im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 61.76 g (89%)

DC: AcOEt/MeOH 3:1; Rf = 0.22 (farbt mit Ninhydrin beim Erwarmen rétlich an)
Schmelzpunkt: 125-126 °C Lit.:122 °Cl?!
IR (KBr): 2830 (s), 2512 (w), 2280 (w), 2227 (w), 2110 (w), 2026 (w), 1955 (w),
1897 (w), 1743 (w), 1669 (s), 1574 (s), 1463 (s), 1442 (s), 1389 (s), 1357 (s),
1294 (m), 1204 (m), 1140 (s), 1093 (s), 1003 (s), 945 (s), 903 (s), 850 (w), 823
(s), 728 (w), 633 (s),

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

8.34 (s, br, 4H, NH,, austauschbar mit D;O), 4.46 (s, br, 2H, -(EtO)C-CH,-
C(OEt)-), 4.21 (q, d = 6.8 Hz, 4H, O-CH), 1.30 (t, J = 7.0 Hz, 6H, O-CH,CHy3)
Elementaranalyse: (%) fur C;H16CIoN20O, (231.12)

ber.. C 36.38 H 6.98 N12.12

gef.. C 36.55 H 6.92 N 12.31



9 Experimenteller Teil 202

9.3.67  Synthese von 1H-Pyrazol-3,5-diamin

_ 4+ + o

Cl NHy NH, N——NH
J N A
/\o o/\ HoN F NH,
56 57

23.0 g (99.5 mmol) 56 wurden in 400 ml eiskaltem Diethylether suspendiert. Zu
dieser Suspension gab man langsam so lange wassrige, gesattigte Na,COs-
Losung hinzu, bis keine Gasentwicklung mehr zu erkennen war und sich zwei
klare Phasen gebildet hatten. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase noch dreimal mit jeweils 50 ml kaltem Diethylether ausgeschut-
telt. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel dann im Vakuum entfernt. Es verblieben 11.52 g eines leicht
gelben Oles. Dieses Ol wurde nun langsam zu einer Mischung aus 50 ml abs.
EtOH und 2.3 ml Hydrazin (wasserfrei) zugetropft, so dass die Mischung bei RT
gelinde siedete. Nach beendeter Zugabe kuhlte man den Ansatz in einem
Eis/Kochsalz-Bad ab, wobei sich aus der Losung ein Feststoff ausschied. Zur
Vervollstandigung der Kristallisation liel¥ man noch eine Stunde im Kaltebad,
filtrierte den Feststoff dann ab und kristallisierte aus Isopropanol um. Das Pro-

dukt 57 wurde in Form braunlicher Kristalle erhalten.

Ausbeute: 5.14 g (71%)

DC: AcOEY/EtOH:H,0:AcOH 15:5:4:1, Rf = 0.15

Schmelzpunkt: 109-110°C (Isopropanol) Lit.: 110 °Ct*®
IR (KBr): 3361 (w), 2932 (w), 2775 (w), 2440 (w), 1806 (w), 1586 (s), 1529 (s),
1497 (s), 1429 (s), 1367 (s), 1189 (m), 1068 (s), 995 (s), 801 (w), 738 (m), 691
(w), 613 (w), 586 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-de)

9.90 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,O), 4.56 (s, 1H, H-C(4)), 4.41 (s, br,
4H, NH2-Gruppen, tauschen nach Zugabe von D,0 aus)

Elementaranalyse: (%) fur CsHgN4 (98.11)

ber.: C 36.73 H6.16 N 57.11

gef.. C 36.86 H 6.22 N 57.16
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9.3.68  Synthese von 4-Brom-1H-pyrazol-3,5-diamin

N—NH N—NH

HZN/Q)\NHZ HoN T NH,
Br
57 58

0.98 g (9.98 mmol) 57 wurden in 50 ml Wasser geldst. Unter intensivem Ruhren
tropfte man nun langsam eine Lésung von 0.5 ml (1.0 eq., 1.6 g, 10.0 mmol)
Brom in 150 ml Wasser dazu. Nach beendeter Zugabe erwarmte man die
schwarzbraune Losung fur drei Stunden auf 80 °C. Nach dem Erkalten gab man
eine Spatelspitze Aktivkohle dazu und rihrte den Ansatz 10 Minuten bei RT,
bevor man Uber Celite® abfiltrierte. Man wusch mit Wasser nach und neutrali-
sierte das dunkelgelbe Filtrat anschlieRend mit gesattigter Na,CO3-Ldsung. Die
Reaktionsmischung wurde nun zur Trockne eingeengt und der verbliebene,
gelbliche Ruckstand dann mehrmals in Ethanol aufgekocht und heif filtriert. Die
Ethanolauszige wurden vereinigt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wurde dreimal aus Ethanol umkristallisiert. Man erhielt 58 in

Form von gelben Kristallen.

Ausbeute: 1.25 g (71%)

DC: AcOEY/EtOH/H,O/AcOH 20:2:2:1; R¢= 0.15 (farbt mit Ninhydrin rétlich an)
Schmelzpunkt: 133-134 °C (EtOH) Lit.: 133-134 °Cl*]
IR (KBr): 3414 (w), 3372 (w), 3288 (w), 3162 (w), 2942 (w), 2869 (w), 2785 (w),
1618 (s), 1592 (w), 1508 (s), 1450 (w), 1356 (w), 1142 (w), 1037 (s), 792 (w),
697 (m), 623 (m)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

10.44 (s, br, 1H, NH, tauscht mit D,O aus), 4.60 (s, br, 4H, NH;, tauscht mit
D,0 aus)

Elementaranalyse: (%) fur C3HsBrN4 (177.00)

ber.. C 20.36 H 2.85 N 31.65

gef.. C20.34 H 2.96 N 31.45
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9.3.69  Synthese von Methyl-(1-methyl)-3,5-dinitro-1H-pyrazol-4-yl)-amin

N—N /N—N
/ .
O,N G NO, O,N F NO,
Br HN\
61 94

200 mg (0.79 mmol) der bromierten Verbindung 61 wurden in 5 ml DMSO ge-
|6st. Man erwarmte diese Losung auf 50-60°C und gab dann 0.2 ml (3.0 eq., 2.4
mmol, 0.074 g) einer 41%igen wassrigen Methylaminlésung dazu. Dabei ver-
farbte sich die Losung intensiv gelb. Die klare, gelbe Lésung wurde nun 3 Stun-
den bei RT geruhrt und gab den Ansatz dann auf 100 ml Eiswasser. Der ausge-
fallene gelbe Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen und
aus wenig EtOH umkristallisiert. Das Produkt 94 wurde in Form von gelben Kris-

tallen erhalten.

Ausbeute: 80 mg (50%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry = 0.42

Schmelzpunkt: 114-115 °C (EtOH)

IR (KBr): 3361 (m), 3319 (m), 2942 (w), 1613 (s), 1524 (m), 1477 (m), 1440
(m), 1403 (w), 1361 (w), 1330 (w), 1304 (s), 1220 (w), 1162 (w), 1136 (w), 1068
(w), 1026 (m), 890 (m), 827 (w), 775 (m), 749 (m), 660 (w), 618 (w), 597 (w)
'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

7.25 (s, br, 1H, NH, austauschbar mit D,0), 4.16 (s, 3H, N-CH3), 2.94 (d, J =
4.14 Hz, 3H, NH-CHj3)

Elementaranalyse: (%) flur CsH7Ns504(201.14)

ber.: C 29.86 H 3.51 N 34.82

gef.. C29.90 H 3.52 N 34.59
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9.3.70  Synthese von (2-Hydroxymethyl-4-nitro-phenyl)-methanol

O,N COOH ON
OH
—
L O @
COOH
80 81

Zu einer Suspension von 1.43 g (37.9 mmol, 4.0 eq.) NaBH, in 30 ml THF tropf-
te man bei RT eine Losung von 2.0 g (9.5 mmol) 80 in 40 ml THF innerhalb ei-
ner Stunde zu. Nach beendeter Gasentwicklung gab man eine Lésung von 2.4
g (9.5 mmol) lod in 30 ml THF langsam zu. Nach beendeter Zugabe verfarbte
sich die Losung dunkelgelb. Der Reaktionsansatz wurde uber Nacht bei RT ge-
ruhrt. Nach Zugabe von 15 ml 3N HCI uberfuhrte man das Reaktionsgemisch in
einen Scheidetrichter und trennte die Phasen. Die wassrige Phase wurde drei-
mal mit jeweils 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen
wurden nun dreimal mit jeweils 50 ml 3N NaOH gewaschen, uber MgSO, ge-
trocknet, mit der THF-Phase vereinigt und das Losungsmittel dann im Vakuum
entfernt. Es wurde ein schwach gelber Feststoff erhalten, der zur Aufreinigung
chromatographiert wird. (Eluent: AcOEt/n-Hexan 3:1). AnschlieRendes Umkris-
tallisieren aus Chloroform ergab das Produkt in Form eines braunlichen Fest-
stoffes 81.

Ausbeute: 550 mg (32%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; Rf=0.16

Schmelzpunkt: 86-87 °C (CHCI3) Lit.:88 °C!**
IR (KBr): 3257 (s), 2932 (w), 2859 (w), 2649 (w), 1613 (w), 1586 (w), 1524 (s),
1456 (w), 1424 (w), 1340 (s), 1257 (w), 1215 (w), 1173 (m), 1126 (w), 1084 (m),
1032 (s), 990 (w), 958 (w), 927 (w), 895 (m), 838 (m), 812 (m), 738 (s), 697 (W),
655 (W), 618 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.25 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-C(3)), 8.12 (dd, J1 = 8.4 Hz, J, = 2.5 Hz, 1H, H-C(5)),
7.69 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-C(6)), 5.47 (m, 2H, OH, austauschbar mit D;0), 4.59
(s, br, 4H, CHy)
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Elementaranalyse: (%) fir CgHgNO,4(183.16)
ber.. C 52.46 H 4.95 N 7.65
gef.. C52.39 H 4.91 N 7.51

9.3.71  Synthese von Bis(pyridin)iodonium(Dtetrafluoroborat
a) Herstellung des Quecksilber(ll)oxid-HBF;-Kieselgel-Komplexes

HBF, ——»  HgO-HBF,-SiO,

183 184

Zu 3.9 ml (5.0 g; 20.0 mmol,) einer 32 %igen Borfluorwasserstoffsaure-Losung
183 gab man 2.16 g (10.0 mmol) Quecksilber(ll)-oxid. Diese gelbe Ldsung wur-
de an 2.16 g Kieslegel 60 (Merck) adsorbiert. Der so entstandene gelbe Fest-
stoff 184 wurde im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

b) Synthese von Bis(pyridin)iodonium(tetrafluorborat

ole
/N\/N P
®

185
Zu einer Mischung aus 30 ml Methylenchlorid, 3.2 ml (40.00 mmol) Pyridin und
6.10 g (20 mmol) 184 gab man innerhalb einer Stunde 5.10 g (20 mmol) Jod.
Man liel3 die dunkelbraune Losung eine Stunde Ruhren, filtrierte dann von dem
ausgefallenen Feststoff ab und wusch den Filterkuchen jeweils 3 Mal mit 50 ml
Methylenchlorid. Das Filtrat wurde bis zur Halfte des Volumens eingeengt und
das Produkt dann durch Zugabe von Diethylether zur Kristallisation gebracht.
Das Rohprodukt wurde abfiltriert, erneut in CH,Cl, gelést und mit Diethylether
gefallt. Diesen Vorgang wiederholte man so oft, bis der Test auf Hg?*-lonen ne-
gativ war. Der farblose Feststoff 185 wurde im Olpumpenvakuum in Dunkelheit

getrocknet.
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Ausbeute: 5.30 g (71%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:1; R = 0.21

Schmelzpunkt: 150-151 °C (CHCl,) Lit.:149-151 °C!®!
IR (KBr): 3414 (w), 3079 (w), 2911 (w), 1649 (w), 1597 (m), 1456 (m), 1440
(w), 1351 (w), 1293 (w), 1251 (w), 1204 (w), 1162 (w), 1058 (s), 1011 (m), 953
(w), 759 (m), 744 (m), 707 (m), 686 (m), 634 (M)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

8.88-8.78 (m,4H,H-C(1),H-C(5) und H-C(17), H-C(5")), 8.26 (t, J = 7.7 Hz, 2H,H-
C(3) und H-C(3")), 7.69 (t, J = 6.8 Hz, 4H-Atome, H-C(2), H-C(4) und H-C(2"),
H-C(4"))

Elementaranalyse: (%) fir C10H10BF4IN2 (371.91)

ber.: C 32.29 H2.71 N 7.53

gef.. C32.27 H 2.84 N 7.44

9.3.72 Synthese von Kupferphenylacetylid®

186 187

In eine Losung aus 25 ml EtOH und 0.50 ml 186 (0.5 g, 4.5 mmol) gab man un-
ter Ruhren eine wassrige, ammoniakalische Losung von 0.9 g (4.5 mmol, 1.00
eq.) Kupfer-(1)-iodid. Dabei bildete sich ein volumindser, flockiger, grungelber
Niederschlag. Der Reaktionsansatz wurde noch 30 Minuten bei RT geruhrt,
dann lie man 15 Minuten stehen und filtrierte den Feststoff ab. Das Produkt
wurde daraufhin dann nacheinander funfmal mit jeweils 25 ml destilliertem
Wasser, EtOH und Ether gewaschen. Der verbliebene intensiv gelbe Ruckstand
187 wurde dann an der Luft getrocknet und ohne Analytik zur weiteren Synthese

eingesetzt.

Ausbeute: 0.28 g (37%)
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9.3.73  Synthese von 4-lod-1,3,5-trimethyl-1H-pyrazol

N—N/ N—N
188 189

250 mg (2.3 mmol) des trismethylierten Pyrazols 188 wurden in 5 ml DMSO ge-
|6st. Zu dieser schwach gelben Losung gab man unter Rihren 0.93 g (1.1 eq.,
2.5 mmol) 185. Die Losung verfarbte sich rotlich-braun. Die Mischung wurde flr
2 Stunden bei RT geruhrt. AnschlieRend entfernte man das Losungsmittel im
Vakuum am Kugelrohr. Der verbliebene braune Rickstand wurde chroma-
tographisch (Eluent: AcOEt/n-Hexan 1:2) aufgereinigt. Das so erhaltene noch
leicht verunreinigte Rohprodukt wurde zur vollstandigen Reinigung aus EtOH
umkristallisiert. So konnten 360 mg des Produktes 189 in Form eines hellgelben

Pulvers erhalten werden.

Ausbeute: 360 mg (67%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Ry = 0.27

Schmelzpunkt: 70-71 °C (EtOH) Lit.: 71-72 °Cl®®
IR (KBr): 3424 (w), 2922 (m), 1644 (w), 1529 (s), 1482 (w), 1456 (m), 1408 (m),
1375 (s), 1356 (m), 1278 (s), 1173 (m), 1063 (s), 1032 (m), 1005 (w), 979 (m),
889 (w), 820 (s), 800 (w), 658 (s), 590 (m)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

3.71 (s, 3H, N-CHs), 2.20 (s, 3H, CH3; an C(3) oder C(5)), 2.05 (s, 3H, CH3 an

C(5) oder C(3))
Elementaranalyse: (%) fur CgHolN (236.05)
ber.. C 30.53 H 3.84 N 11.87

gef.. C 30.62 H 3.86 N 11.92
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9.3.74  Synthese von 1,3,5-Trimethyl-4-phenylethynyl-1H-pyrazol

e ~
F N
189 190

In einem 100 ml Dreihalskolben wurden 236 mg (1.0 mmol) 189 mit 181.1 mg
(1.10 eq., 1.10 mmol) 187 in 10 ml Pyridin suspendiert. Die gringelbe Suspen-
sion wurde nun unter Argon-Atmosphare Uber einen Zeitraum von 8 Stunden
zum RuUckfluld erhitzt. Nach dem Erkalten gab man 50 ml dest. Wasser dazu
und filtrierte den ausgefallenen Niederschlag ab. Der Rickstand wurde sau-
lenchromatographisch aufgereinigt. (Eluent: Toluol). Das erhaltene Rohprodukt
wurde aus wenig n-Hexan umkristallisiert. Es konnten 94 mg des Produktes 190

als gelblicher, kristalliner Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 94 mg (41%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:2; Ry = 0.45

Schmelzpunkt: 45- 47 °C (n-Hexan) Lit.: 53-54 °Cl®"!
IR (KBr): 2922 (m), 2210 (s), 1958 (w), 1890 (w), 1764 (w), 1597 (w), 1550 (s),
1492 (s), 1440 (m), 1382 (m), 1367 (w), 1309 (m), 1262 (w), 1173 (w), 1131 (w),
1105 (w), 1068 (w), 1026 (w), 995 (w), 916 (w), 859 (w), 801 (w), 759 (s), 691
(s), 634 (w), 587 (w), 555 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

7.50-7.45 (m, 2H, Aromaten-H-Atome), 7.36-7.27 (m, 3H, Aromaten-H-Atome),
3.72 (s, 3H, N-CH3), 2.34 (s, 3H, CHs an C(5)), 2.31 (s, 3H, CH3z an C(3))
Elementaranalyse: (%) fur C14H14N2 (210.27)

ber.. C79.97 H6.71 N 13.32

gef.. C 80.00 H 6.82 N 13.32

(
(
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9.3.75  Synthese von 1H-Pyrazol-1-carboxamidin, Salz mit Salzsaure

HoN cr-

+
NH,

N——NH N—N

O — O
52 191

4.0 g (59 mmol) Pyrazol 52 und 2.46 g (1.0 eq., 59 mmol) Cyanamid wurden in
50 ml 1,4-Dioxan geldst. Nach Zugabe von 5.8 ml (1.0 eq., 59 mmol, 2.14 g)
konz. HCI wurde die nun tribe Lésung fiur 3 Stunden unter Argonatmosphare
auf 60-70 °C erwarmt. Man lie® auf RT abkuhlen und engte den Ansatz auf et-
wa die Halfte des Volumens ein. Dabei kristallisierte das Produkt langsam aus.
Zur Vervollstandigung der Kristallisation wurde der Ansatz Uber Nacht kalt ge-
stellt. Der farblose Feststoff 191 wurde abgesaugt, mehrmals griindlich mit was-

serfreiem Ether gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 6.90 g (80%)

DC: AcOEt/MeOH 1:1; R¢= 0.45

Schmelzpunkt: 166-168 °C (1,4-Dioxan/Ether) Lit.:167-168 °CI*®
IR (KBr): 3322 (s), 3071 (w), 2767 (w), 1844 (w), 1803 (w), 1698 (s), 1666 (s),
1556 (s), 1410 (m), 1305 (m), 1216 (s), 1122 (m), 1101 (w), 1049 (m), 949 (s),
907 (m), 776 (s), 735 (w), 677 (w), 658 (s), 635 (s)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-ds)

9.63 (s, br, 4H, NH,austauschbar mit D;0O), 8.93 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H-C(5)),
8.10 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-C(3)), 6.80 (dd, J1 = 3 Hz, J, = 1.7 Hz, 1H, H-C(4))
Elementaranalyse: (%) fir C4H7CIN, (146.58)

ber.. C32.78 H 4.81 N 38.22

gef.. C 32.50 H 4.68 N38.06
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9.3.76  Synthese von Methyl-(1-methyl-3,5-dinitro-1H-pyrazol-4-yl)-

phenylamin
NO,
e .,
/ S
O,N  ~no, N> \
Br NO,
61 93

4.0 g (16 mmol) 61 wurden in 5 ml DMSO geldst. Das Reaktionsgemisch wurde
auf 50-60 °C erwarmt. Bei dieser Temperatur tropfte man 5.1 ml (3.0 eq., 5.0 g
48.8 mmol) N-Methylanilin dazu. Die Reaktionsldésung verfarbte sich dunkelrot-
braunlich. Nun erwarmte man den Ansatz fur 5 Stunden auf 100 °C. Nach be-
endeter Reaktion entfernte man das Losungsmittel im Vakuum am Kugelrohr
und kristallisierte den Ruckstand mehrmals aus EtOH um. Als Produkt konnten

rote Kristalle von 93 gewonnen werden.

Ausbeute: 2.86 g (65%)

DC: AcOEt/n-Hexan 1:5; Rf= 0.25

Schmelzpunkt: 158-160 °C (EtOH)

IR (KBr): 3023 (w), 2960 (w), 2908 (w), 2751 (w), 1580 (w), 1532 (w), 1511 (m),
1491 (s), 1443 (m), 1422 (m), 1375 (m), 1318 (s), 1292 (m), 1234 (w), 1182 (w),
1140 (m), 1108 (m), 1093 (w), 1067 (w), 1046 (w), 1025 (w), 993 (w), 899 (s),
852 (s), 815 (w), 698 (m), 677 (w)

'H-NMR: (8[ppm], 250 MHz, DMSO-d5)

7.21-7.15 (m, 2H, aromatische H-Atome, H-C(3) und H-C(5)), 6.83-6.76 (m, 3H,
aromatische H-Atome, H-C(2), H-C(4) und H-C(6)), 4.28 (s, 3H, N-CH3; (Pyra-
zolring), 3.23 (s, 3H, N-CHs)

Elementaranalyse: (%) fur C11H11NsO4 (277.24)

ber.. C 47.66 H 4.00 N 25.26

gef.. C47.70 H 3.95 N 24.99
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10  Anhang

10.1 Abkurzungsverzeichnis

AcOEt Essigsaureethylester

AIDS Aquired immune deficiency syndrome
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EP externes Glycoprotein

eq. Aquivalente

ESI-MS Elektronensprayionisations-Massenspektrometrie
FRET Fluoreszenz-Resonanz Energie Transfer
FT-IR Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
ap Glycoprotein

HAART High active antiretrovirale therapy

HIV Human Immunodeficiency Virus

ICso half inhibition concentration

IN Integrase

IR Infrarot

LTR long terminal repeats

MA matrix

min. mindestens

max. maximal

NMR nuklear magnetic resonance

nm Nanometer

Nef negative factor

PR Protease

RFU relative fluorescence units

RNA Ribonukleinsaure

RRE Rev responsive element

Rev regulator of virion gene expression

Rs¢ Ratio of front
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RT

TAR
THF

TP
Triton-X
uv

Reverse Transkriptase, Raumtemperatur
Trans-Activation Responsive
Tetrahydrofuran

transmembranes Protein
Alkylphenylpolyethylenglycol

Ultraviolett
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10.2 FRET-Messungen
10.2.1 Experimentelle Bedingungen

Gerat: Tecan-Safire? (Microplate Reader)

Mikrotiterplatte: Corning 6860, black, non binding surface, 96-well,
Temperatur: 37°C

Puffer: TK Puffer (60 mM Tris-HCI, 20 mM KCI, 0.01% Triton-X 100)

pH: 7.4

Verstarkungsfaktor: 2.5 (min.) bis 2.7 (max.)

Gesamtvolumen im well: 100 pl

Absorptionswellenlange: 489 nm

Emissionswellenlange: 490 nm

Material: es wurde Nuklease-freies Material beim Umgang mit RNA verwendet
TAR-RNA: Firma Biospring, Frankfurt, Germany

Tat49-57-Peptid, dye-labelled: Firma Thermo Electron Corporation, Ulm, Ger-
many

(Sequenz: Fluorescein-AAARKKRRQRRRAAAC-Rhodamin)

Schutteln: automatisch vor jeder Messung

Der Ruckgang der Fluoreszenz, der mit dem Ersatz des Tat-Peptides durch ei-

nen Liganden einhergeht, wurde folgendermalden bestimmt:

FluoreszenZPot.lnhibitor - FluoreszenZTatfPemid

FluoreszenzTat—TARfcomplex - F/uoreszenzTBFPepﬁd
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10.2.2 Graphiken der vermessenen Verbindungen

Endwert der Titration: 16931
Tat-TAR: 40698

RFU: (40698+16931)/2 = 28815
ICs: ca. 400-600 uM

45000
40000
35000 +
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 +

5000 +

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
¢ [uM]

Abbildung 89: Fluoreszenztitration von Verbindung 98

Endwert der Titration: 20403
Tat-TAR: 40787

RFU: (40787+20403)/2 = 30595
ICs0: 8000 uM

45000
40000 *
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 +
10000 -

5000 +

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
¢ [uM]

Abbildung 90: Fluoreszenztitration von Verbindung 58
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Endwert der Titration: 26993
Tat-TAR: 42069

RFU: (42069+26993)/2 = 34531
ICso: 600-700 pM

45000 -
40000 3
35000 -
30000 -

S 25000 -

¥ 20000
15000
10000 |

5000 -

L 4
L 4
<

0 500 1000 1500 2000 2500
¢ [uM]

Abbildung 91: Fluoreszenztitration von Verbindung 151

Endwert der Titration: 31984
Tat-TAR: 44300

RFU: (44300+31984)/2 = 38142
ICso: 700-800 puM (extrapoliert)

50000 ~
45000 -
40000 -
35000 - * —

5 30000 -
L 25000 -
20000 -
15000 -
10000 -
5000 +

0 ‘ ‘

0 500 1000 1500 2000 2500

¢ [uM]

Abbildung 92: Fluoreszenztitration von Verbindung 147
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10.3

UV-Spektren des Reoxidationsprozesses der Phenazine

Jede Reihe in der jeweils abgebildeten Legende rechts zeigt das Reoxiadati-

onsverhalten der reduzierten Phenazine. Dabei wurde flr das jeweils durchge-

fuhrte Experiment ein Zeitfenster von bis zu 180 Minuten betrachtet. Die

Messkuvetten waren luftdicht verschlossen.

Absorption
A N e N T N
—_ N w SN (é)] ()]
L L L L L |

o

350 400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]
Abbildung 93: Gemessenes UV-Spektrum von Verbindung 96
0,6 -
0,5 1
c 0,4+
h=
S 03 - —
3
< 0,2-
0,1 -
0 T T T
350 400 450 500 550 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 94: gemessenes UV-Spektrum von Verbindung 134
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Reihe9
Reihe10

Reihe1
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Reihe3
Reiheb
Reihe6
Reihe8
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0,5 -
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EIE 0,2 - Reihe6
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350 400 450 500 550 600
-0,1 -
Wellenlange [nm]
Abbildung 95: gemessenes UV-Spektrum von Verbindung 135
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g 016 ] Reihe4
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@ i Reihe6
2 0.4 Reihe7
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350 400 450 500 550 600
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Abbildung 96: gemessenes UV-Spektrum von Verbindung 147
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Abbildung 97: gemessenes UV-Spektrum von 151
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Abbildung 98: gemessenes UV-Spektrum von 99
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10.4  Zellkulturuntersuchungen

1-(3-Amino-1H-pyrazolo[3,4-b]quinoxalin-7-yl)-ethanone:

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

mit Virus Medium 10 uM 20 uM 50 uM 100 yM 500 uM 1 mM
ohne
Peptid

Abbildung 99: Hemmeffekte bedingt durch Verbindung 151

1H-pyrazolo[3,4-b]pyrazin-3-amine:

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

mit Virus  Medium 10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 500 pM 1 mM
ohne
Peptid

Abbildung 100: Hemmeffekte bedingt durch Verbindung 76
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1H-Pyrazolo[3,4-b]quinoxalin-3-ylamin

250000
200000
150000
100000
50000
0
mit Virus  Medium 10 uM 50 uM 100 M 500 uM 1 mM
ohne
Peptid

Abbildung 101: Hemmeffekte bedingt durch Verbindung 112

250000
200000
150000
100000
50000
0
mit Virus  Medium 10 uM 50 uM 100 uM 500 uM 1 mM
ohne
Peptid

Abbildung 102: Hemmeffekte bedingt durch Verbindung 98
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