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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

1.1. Adenosin

Das Nukleosid Adenosin besteht aus der Purinbase Adenin sowie dem Zucker B-D-Ribose. Im Korper ist

Adenosin ubiquitér vorhanden.
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Abb.1: Adenosin

In allen Zellen und Korperfliissigkeiten ist es Baustein von Nukleotiden, welche zur Nukleinséuresynthese
sowie als Energiequelle in Form von Adenosinmono-, -di- und -triphosphat dienen. Adenosin ist eng mit dem
Energichaushalt der Zellen verbunden. Unter physiologischen Bedingungen liegt die extrazelluldre
Adenosinkonzentration bei 30 bis 300 nM. [1,6] Kommt es zu einem gesteigertem Energieverbrauch der
Zelle, wird vermehrt ATP via ADP und AMP zu Adenosin abgebaut. Dieses wird dem
Konzentrationsgradienten folgend durch bidirektionale Transporter aus der Zelle geschleust und kann den
extrazelluldren Spiegel auf bis zu 10 uM und hdher anheben. [1] Diese Akkumulation von Adenosin im
Extrazellularraum ist Folge von metabolischem Stress und zellulirem Schaden, was zum Beispiel durch
Ischdmie, Hypoxie, Entziindung und Trauma verursacht werden kann. [2,5] Eine weitere Quelle von
extrazellulirem Adenosin besteht neben dem intrazelluldirem im extrazelluldiren Abbau von ATP, welches als
Botenstoff von vielen Synapsen zusammen mit anderen Neurotransmittern freigesetzt wird. Die Spaltung
erfolgt durch sogenannte Ekto-ATP/ADPasen (inkl. CD39) und Ekto-5'-Nukleosidasen (inkl. CD73). [5]
Weiterer Ursprung von intrazelluldrem Adenosin ist die Hydrolyse von S-Adenosylhomocystein. Adenosin
unterliegt dem Abbau durch Phosphorylierung (Adenosinkinase, nur intrazelluldir) zu AMP und
Deaminierung (Adenosindeaminase) zu Inosin. AMP und Inosin sind an den Adenosinrezeptoren weniger

aktiv als Adenosin. [1,3,4]
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Abb. 2: Regulation des extra- und intrazelluldren Adenosinspiegels [1]

1.2. Adenosin-Rezeptoren und deren Signalwege

Zellschadigende Stimuli wie Hypoxie, Ischdmie und Entziindung fithren zu einer Steigerung der
Adenosinproduktion. [2,5] Dieses extrazelluldre Adenosin wirkt im Korper allgemein zytoprotektiv. Der
Effekt kann zusammengefasst werden in: Anhebung der Sauerstoffversorgung, Schutz vor ischdmischen
Zellschiaden durch Zellanpassung, anti-entziindliche Wirkung und Forderung der Angiogenese. [4]

Die physiologischen Effekte von Adenosin werden iiber vier pharmakologisch verschiedenartige
Rezeptortypen vermittelt: die A;, Aja, Ay und A; Adenosinrezeptoren.[1,2,3] Dies sind
Transmembranrezeptoren und sie gehoren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren. A; und A;
Rezeptoren sind an inhibitorische G-Proteine der Gj, Familie gebunden, es kommt zur Hemmung der
Adenylatcyclase. A;a sowie Ayg Rezeptoren hingegen koppeln an stimulatorische G, Proteine, welche zur
Aktivierung der Adenylatcylase fiihren. [1,2,3]

Die urspriingliche Einteilung erfolgte hinsichtlich der gegensétzlichen Effekte auf die intrazellulire cAMP
Produktion in A; (inhibierend)- und A, Rezeptoren (stimulierend). Erst spédter wurden der niedrigaffine A,p
Rezeptor und der koffeinunempfindliche A; Rezeptor [9] charakterisiert.

A; und A,, Rezeptoren werden durch nanomolare Konzentrationen von Adenosin aktiviert, Ayg und Aj
Rezeptoren hingegen erst bei erhohten Adenosinkonzentrationen im mikromolaren Bereich. [17]

Die Aktivierung von A; und A; Rezeptoren fiihrt liber Aktivierung des Pertussinsensitiven G; Proteins zur
Inhibition der Adenylatcyclase und somit zu verminderter intrazellulirer cAMP Produktion sowie zu
verminderter Proteinkinase A (PKA) Aktivitit. Weiters kommt es iiber die Gg,-Untereinheit zur Aktivierung
der Phospholipase C (PLC), welche zur Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration fiihrt. [3,4,5,6]
Durch A; AR Aktivierung kommt es im Myokard und in Neuronen zusitzlich zu einer direkten Offnung von

Kaliumkanélen. Dies erklédrt den bradykarden Effekt von Adenosin auf das Herz. [4,5] Zusitzlich fiihrt A, -



AR Aktivierung zur Inhibierung von Q-, P-, und N-Typ Kalziumkanélen. [6] A; AR Stimulierung fiihrt iiber
den RhoA, Phospholipase D — Signalweg zu antiischdmischen Effekten. [4]
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Abb.3: Signaliibertragungsweg von Adenosin [4]
CREB: cAMP response element binding protein, DAG: Diacylglycerol, IP;: Inositol-1,4,5-trisphosphat, PIP;:
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PI;K: Phosphatidylinositol-3-kinase, PK: Proteinkinase, PLD: Phospholipase D,
NF-«B: Nukleérer Faktor-xB

Obwohl die vier Rezeptortypen iiber teilweise antagonistisch wirkende G-Proteine gekoppelt sind, konnen
sie alle die Familie der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) aktivieren und somit mitogene Signale
vermitteln. Dies erklart den Einfluss von Adenosin auf die Regulation von Proliferation und Differenzierung
und somit auf Wachstum, Uberleben und Tod verschiedener Zelltypen. [1] Die Stimulierung von A, und A;
Adenosin-Rezeptoren bewirkt die Aktivierung der extrazelluldr regulierten Kinase (besonders ERK1/2) iiber
die B,y-Untereinheiten der G-Proteine. Im Vergleich dazu wirken A, und A,g Rezeptoren stimulierend auf
MAPK via cAMP-ras-MEK1 Signalweg. [3] Es konnte gezeigt werden, dass ein A; Adenosinrezeptor

Agonist die Proliferation von humanen Melanomzellen via ERK1/2 hemmt. [4]
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Abb. 4: Aktivierung der MAPK durch Adenosinrezeptoren [1]

Es ist anzunehmen, dass diese klassischen Signalwege eher einem Netzwerk aus
Kommunikationsmdglichkeiten als linearen Wegen gleichen. Deswegen hingt der physiologische Effekt von
Adenosin nicht nur von dessen Konzentration ab, sondern auch von der Dichte der einzelnen

Rezeptorsubtypen im betrachteten Gewebe und deren Affinititen zum Liganden. [1]

Uber die Verteilung von A; und A, Adenosinrezeptoren liegt viel Information vor. A; AR sind in hoher
Konzentration im Zentralnervensystem (GroBhirnrinde, Kleinhirn, Hippocampus, dorsales Horn des
Riickenmarks) sowie im Auge, in der Nebenniere und in den Vorhéfen des Herzen zu finden. Hohe Level von
Asa AR liegen in Milz, Schilddriise, Leukozyten, Thrombozyten, Endothelzellen, GefaBmuskulatur und in
GABAergen Neuronen vor. [6] Uber das Vorkommen der A,z und A; Rezeptoren gibt es hingegen nur
weniger eindeutige Daten. Hier ist vor allem die entsprechende mRNA Verteilung und weniger die absolute
Konzentration des Rezeptorproteins herangezogen worden. A,g Rezeptoren findet man im Colon und in der
Blase.[3] Humane Aj; Adenosinrezeptoren werden in hohen Konzentrationen in der Lunge und Leber
vermutet. Weiters sind sie in verschiedenen Geweben wie Testis, Niere, Plazenta, Herz, Gehirn, Leber,
Uterus, Blase, Jejunum, Aorta, proximaler Colon und Augen verbreitet. [4] Besonders hohe Expressionsraten

wurden in Mastzellen und Testis von Ratten belegt. [3]



1.3. Physiologische Bedeutung und Therapeutisches Potential

1.3.1. A; Adenosinrezeptoren

Agonisten

A Adenosinrezeptoren sind an der Empfindung von Angst und Schmerz beteiligt. So kann postoperativer
Schmerz beim Menschen durch Adenosinapplikation ins Riickenmark reduziert werden. [4] Weiters wird
eine mogliche Anwendung von A; AR Agonisten zur Behandlung von Migriane und Cluster Kopfschmerzen
sowie neuropathischen Schmerzen in Erwdgung gezogen. [4] Zusitzlich werden die antikonvulsive und die
sedative Eigenschaft von Adenosin auch iiber diesen Rezeptorsubtyp vermittelt. [6] Die Stimulierung dieses
Rezeptorsubtyps schiitzt das Herz und andere Gewebe vor ischimischen Schiden. Aufgrund der negativ
inotropen und chronotropen Wirkung wird Adenosin in der Notfallmedizin bei paroxysmal
supraventrikuldrer Tachykardie verabreicht um die Herzfrequenz zu normalisieren. [3] Dabei kommt es zur
Hemmung der Noradrenalinfreisetzung aus sympathomimetischen Nervenendigungen. [6] Neben den negativ
dromotropen, chronotropen und inotropen Effekten kommt es zu einer Vasodilatation welche zu
Blutdrucksenkung fiihrt. [3,4,6]

Im Ubrigen haben A;, AR auf Adipozyten eine physiologische Bedeutung in der Entstehung der
Insulinresistenz. Im Tierversuch entwickelten transgene Miuse mit A;, AR Uberexpression im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine Insulinresistenz. Somit stellen A;» AR Agonisten eine Therapiemdglichkeit des

Adipositas assoziierten, insulinresistenen Diabetes mellitus Typ 2 dar. [26]

Antagonisten

In der Niere bewirken A; AR Antagonisten einen diuretischen und natriuretischen Effekt, der grofer ist als
der der Thiaziddiuretika. Weitere Vorteile bestehen darin, dass es im Vergleich zu den Thiaziden zu keinem
signifikanten Kaliumverlust kommt, zudem werden der renale Blutfluss und die glomerulére Filtrationsrate
nicht reduziert. Somit stellt diese Substanzklasse eine neue Therapiemdglichkeit bei Hypertonie und Odemen
dar. [6]

Eine weitere mogliche Indikation von A; AR Antagonisten ist die Behandlung der akuten Niereninsuffizienz

als Folge von Herzinsuffizienz. [3,4]



1.3.2. A;» Adenosinrezeptoren

Agonisten

Der am besten untersuchte Adenosinrezeptor ist der Ay AR Subtyp.
Allgemein kann zusammengefasst werden, dass die Aktivierung von A,5 AR zu einer anti-entziindlichen,

immunsupprimierenden Antwort fiihrt. [5]

Platelet

:
Azg Az

PNt endothelium
NO - Ca?* cAMP ——— | adhesion

¥ histamine / ATP \
TNFu - TNFa \ Ca2+

P2X

cAMP—I
TNFa

Macrophage

Abb.5: Regulation von Entziindung iiber Adenosinrezeptoren [5]
Von aktivierten Thrombozyten freigesetztes ADP hat Pléattchenaggregation iiber P,Y-Rezeptoren zur Folge. Der Abbau
tiber die Ektonukleosidasen CD39 und CD73 zu Adenosin (Ado) ermdglicht die anti-aggregatorischen Effekte tiber die
Stimulierung von A, AR. Erhohte cAMP Spiegel hemmen die Expression von Adhdsionsmolekiilen auf dem Endothel.

Zudem wird iiber Aktivierung von A, AR die Freisetzung von Zytokinen und Histamin aus Mastzellen gehemmt.

Dieser Rezeptorsubtyp spielt eine bedeutende Rolle in der Thrombozytenaggregation, Blutdruckregulation
und Schmerzweiterleitung. [3] Der Blutdruck senkende Effekt kommt durch Stimulierung der A,5 AR der
glatten GefdBmuskulatur zustande und fiihrt zu Vasodilatation. [5]

Asa AR Agonisten hemmen die Thrombozytenaggregation, wodurch ein neuer Ansatz der antithrombotischen

Therpie denkbar ist. [4]



Antagonisten

Adenosin scheint ein wichtiger endogener Promoter der Schlafinduktion zu sein. Koffein, das weltweit meist
konsumierte Psychostimulans wirkt als Antagonist an A; und an A,, Rezeptoren. Urspriinglich wurde
angenommen, dass der zentral stimulierende Effekt auf die Hemmung der Adenosinwirkung auf den A; AR
zuriickzufiihren ist. Neue Studien mit knock-out Méusen zeigte jedoch, dass nicht die A; AR sondern die Aja
AR fiir den anregenden Effekt von Koffein verantwortlich sind. Somit spielt der A, AR eine wichtige Rolle
im Schlaf-Wachrhythmus. [3,4,23]

Asa AR Antagonisten zeigen in Tierversuchen eine synergistische Wirkung mit Dopaminrezeptor Agonisten,
weswegen sie moglicherweise als Adjuvantien in der Therapie von Morbus Parkinson eingesetzt werden
konnen. Dieser Wirkmechanismus ermoglicht vermutlich eine nicht dopaminerge Therapie, welche zum
einen Symptomverbesserung und moglicherweise auch eine Verbesserung der Prognose der Erkrankung
bewirkt. [3,4,6,24] Zudem konnte ein inverser Zusammenhang zwischen Koffeinkonsum und dem Risiko an

Morbus Parkinson zu erkranken nachgewiesen werden. [25]

1.3.3. A,5 Adenosinrezeptoren

Agonisten

Die Aktivierung von A,g AR des Endothels fiihrt zu der calciumabhingigen Aktiverung der NO-Synthetase
und ist somit beteiligt an der Stickstoffmonoxid- vermittelten Vasodilatation der GefaBBmuskulatur. [5]
Zusitzlich kommt es durch A,g AR Aktivierung zu verstirkter Angiogenese durch gesteigerte Freisetzung

von angiogenesefordernden Faktoren. [4]

Antagonisten

Ass und A; AR spielen eine Rolle bei der Mastzelldegranulation und Freisetzung von allergischen
Mediatoren. [3,5] In der Pharmakotherapie von Asthma wird Theophyllin als Reservemedikament schon
lange Zeit verwendet. Theophyllin ist ein unselektiver Adenosinrezeptorantagonist, mit einer geringen
Affinitdit zu A; und A, AR. Somit sind die A, und A; AR Antagonisten ins Zentrum der
entziindungshemmenden, antiasthmatischen und bronchodilatierenden Arzneimittelforschung geriickt.[3,5,6]
Momentan sind die Ergebnisse beziiglich der Wirkungen As/A,p Adenosinrezeptoren auf inflammatorische
Prozesse teilweise noch kontrovers und ungeklért, was eventuell mit Rezeptorunterschieden zwischen den

Spezies zusammen hangt. [5]
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Abb. 6: Vergleich Theophyllin - Adenosin

1.3.4. A; Adenosinrezeptoren

Agonisten

Die Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps fiihrt zu kardioprotektiven Effekten. Da in den Kardiomyozyten
aber nur relativ wenige A; AR zu finden sind, kann diese Wirkung eventuell indirekt durch Modulation der
Funktion von Mastzellen und Neutrophilen Granulozyten erklirt werden, welche eine hohe A; AR Dichte
vorweisen. Der durch diese Zelltypen vermittlete proinflammatorische Effekt schadigt die Herzmuskelzellen.
[4,5] Im Vergleich zu den A; AR Agonisten kommt es bei der Stimulierung der A; AR zu keinem
Blutdruckabfall, was den therapeutischen Einsatz zur Kardioprotektion deutlich verbessern wiirde.[4]

Auf Grund der Wirkung auf den Zellzyklus via MAPK, zeigt die Aktivierung von A; AR eine Hemmung des
Wachstums von Krebszellen, was die Anwendung von selektiven A; AR Agonisten in der Antitumortherapie
denkbar macht. [4]

Die Tatsache, dass in quergestreifter Muskulatur Tumore nur sehr selten vorkommen, flihrte zu
Untersuchungen, welche Adenosin als einen der wirksamen Bestandteile identifizierte, welcher von den
Muskelzellen bei korperlicher Aktivitdt produziert werden. Es wurde gezeigt, dass Tumorzellinien von
Melanomen, Leukédmie und Lymphomen in der G¢/G;-Phase des Zellzyklus angehalten werden konnten. Die
Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass physische Aktivitit mit einem vermidertem Krebsrisiko
zusammenhéngt. [12]

Aktivierung von A; AR durch den selektiven Agonist IB-MECA reduziert die durch UV-Strahlung induzierte
Apoptose von Mastzellen der Ratte um {iber 50 Prozent. Der anti- apoptotischer Effekt kann durch selektive
A; AR Antagonisten gehemmt werden. Dieser Mechanismus erleichtert Mastzellen und moglicherweise
anderen Zelltypen, welche Aj; AR exprimieren das Uberleben und die Akkumulation in entziindlichen

Geweben. [27]



Antagonisten

Bei der Aktivierung von T-Lymphozyten kommt es zur Up-Regulation der A; AR auf deren Oberfliche, was
die Adenosin- vermittelten inflammatorische Effekte verstarkt. [11]

Die Hemmung der A; AR bewirkt eine verminderte Freisetzung von entziindlichen Mediatoren aus
Mastzellen. Das macht den Einsatz von selektiven Antagonisten in der Therapie von entziindlichen und
allergischen Erkrankungen wie zum Beispiel Asthma bronchiale wahrscheinlich. [5,6] Zudem gibt es
Hinweise, welche den Einsatz dieser Substanzklasse in der Antitumor Therapie vorschlagen. [6] Denn es
wurde festgestellt, dass im krankhaft verdnderten Gewebe von Kolonkarzinomen die A; AR iiberexprimiert
vorliegen. Im Vergleich zu gesundem Darmmukosagewebe der jeweils selben Patienten konnte eine iiber
doppelt erhéhte A; AR Dichte nachgewiesen werden. Diese Uberexpression kann auch in peripheren
Blutzellen wie Lymphozyten wiedergefunden werden. Hier liegen die A; AR mehr als dreifach
tiberexprimiert vor im Vergleich zu gesunden Personen. Dies legt den Einsatz A; AR Dichte als potentiellen
Tumormarker zur Detektion von Kolonkarzinomen nah. Die Studie an 73 Probanden zeigte zudem, dass sich

nach Tumorresektion die A; AR Dichte der Lymphozyten wieder normalisierte. [6,7]

Adenosin fordert liber A; AR die Expression von HIF-1a und die Akkumulation von VEGF in Tumorzellen,
was diesem Rezeptorsubtyp eine wichtige Rolle in der Regulation der Angiogenese gibt. [6,14] Aj
Antagonisten hemmen die HIF-1a sowie die VEGF Akkumulation in hypoxen Zellen, es kommt somit zur
Hemmung der Angiogenese. Neue Untersuchungen weisen darauf hin, dass A; AR Antagonisten potenziell
zur Therapie von Glioblastoma multiforme, einer tumordsen Gehirnerkrankung mit extrem schlechter
Prognose eingesetzt werden konnen.

Die durch Uberexpression von HIF-1a resultierende Vaskularisation des Tumors ist oft abnormal und fiihrt
wieder zu hypoxen Zustinden im Gewebe, was wiederum zur gesteigerten Expression von HIF-1a fiihrt.
Dieser Teufelskreis kann durch Hemmung der HIF-la Bildung mittels A; Antagonisten durchbrochen
werden. [14]

Studien zeigen aulerdem eine generell nierenschiitzende Wirkung von A; AR Antagonisten. [4]

In Tierversuchen wiesen Aj; AR knocked-out Méuse einen signifikant niedrigeren intraokularen Druck als
normale Méduse auf. Es wurde gezeigt, dass A; AR Antagonisten die Aktivitét eines Chlorid-lonenkanals des
nicht pigmentierten Ziliarepithels hemmen und somit den Augeninnendruck erniedrigen. Dies konnte
bedeuten, dass die Hemmung dieses Rezeptorsubtyps in der Behandlung von Glaukomen eine zukiinftige

Rolle spielen kann. [6,8]



Allgemein muss bei diesem Rezeptortyp beachtet werden, dass die meisten Daten aus murinen
Untersuchungen stammen. Da beim Az AR jedoch erhebliche strukturelle und funktionelle Abweichungen
zwischen den Spezies vorliegen, ist es ratsam die gewonnenen Informationen vorsichtig zu interpretieren. So
besitzt der A; AR des Menschen und der der Ratte nur eine 72% ige Ubereinstimmung der Primérstruktur.

[4.8]

Antagonists Agonists

| A \AR—sleep disorder
A AR — stroke, epilepsy, migraine
L A AR— stroke

A AR — cognitive disease
A, AR — neurodegeneration,
Parkinson’s disease, Huntington's

disease, migraine
A AR —glaucoma

A AR— pain

A AR and A AR — asthma [" A, AR— respiratory disorders

L A AR— lung injury
I A AR — cardiac ischaemia, arrhythmia
A,,AR — diagnostic, reperfusion injury,
thrombasis, hypertension
| A AR— cardiac ischaemia

A AR —diabetes
A AR —oedema :|
A AR — renal failure

A AR —diarrhoea

A, AR — kidney ischaemia

- A AR — cancer

A, AR and A AR — rheumatoid arthritis

A, AR — inflammation

A, AR — wound healing, sepsis, sepsis syndrome

Abb. 7: Therapeutische Ansatzpunkte fiir selektive Adenosinrezeptor Liganden [4]
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1.4. Synthese von A; Adenosinrezeptor Antagonisten

Als Ausgangspunkt fiir die Synthese von weiteren Adenosinrezeptor Agonisten wurde der endogene Ligand
Adenosin chemisch verindert. Dabei stellte sich die Modifizierung der N°- und 2-Position des Adenins sowie

die Modifizierung 3'-, 4'- und 5'-Position der Ribose als am effektivsten heraus. [4]

HO OH
Abb. 8: IB-MECA: ein selektiver A; AR Agonist

Fiir die Entwicklung von Adenosinrezeptor Antagonisten wurde zuerst von den natiirlich vorkommenden
Antagonisten, den Xanthinen wie Koffein und Theophyllin fiir Strukturverdnderungen ausgegangen. Im Falle
des Aj; Adenosinrezeptors, welcher relativ xanthinunempfinlich ist, wurde zu anderen heterozyklichen
Grundstrukturen gewechselt. Dabei stellten sich folgende fiinf Systeme als besonders affin heraus:

a) Flavonoide,

b) 1,4-Dihydropyridine und Pyridin Derivate,

c) Triazoloquinazoline Derivate,

d) Isochinoline und Chinazolin Derivate und

e) Diverse heterozyklische Strukturen wie Triazolonaphthyridin-. Thiazolopyrimidin- und

Pyrazolotriazolo-pyrimidin Derivate. [4,10]
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Colotta et al. untersuchten 2-Arylpyrazolo[3,4-C]chinolin Derivate als potentielle Adenosinrezeptor
Antagonisten. Dabei wurde gezeigt, dass fiir die A; Rezeptor Affinitit eine Carbonylfunktion in Position 4
wichtig ist. Weiters steigt die A; Rezeptor Affinitit durch 2-Substitution mit einem Phenylring, welcher in
para-Stellung mit einer sterisch kleinen Gruppe substituiert ist. Es stellte sich heraus, dass hierbei sowohl
Elektronen-liefernde Gruppen (Methyl- und Methoxy-) als auch Elektronen-ziehende Substituenten (Chlor-)
die A;-Affinitdt erhohen. [13]

Abb.9: 2-Arylpyrazolo[3.,4-C]chinoline [13]

Die Synthese und Untersuchung der Strukturisomere dieser Verbindung erfolgte durch Baraldi et al. Auch
hier war eine para-Substitution des 2-Phenylrings (mit Methyl-, Methoxy-, Chlor- oder Fluor-) optimal fiir
die Steigerung der A; Affinitdt. Im Vergleich dazu fiihrt eine Substitution mit Chlor in meta-Stellung zu
vollstindigem Affinititsverlust. Eine Vergroferung des Restes am Phenylring fiihrt zudem zu
Affinitdtsabnahme. Auch in diesen Untersuchungen zeigte die Amidfunktion eine wichtige Rolle fiir A;

Rezeptor Affinitit.[16]

N—N
[
N~ o
H

Abb.10: 2-Arylpyrazolo[3,4-C]chinoline [16]
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Weitere Grundstrukturen fiir die Synthese von selektiven und potenten A; Antagnoisten sind Pyrido[2,3-e]-
1,2,4-triazolo[4,3-a]pyrazin-1-one welche in Position 4 entweder eine Oxo-Gruppe oder eine Amino-Gruppe
vorweisen. Auch hier zeigte ein para-Methoxy-substituierter Phenylring in 2 einen A; Affinitdt erh6henden

Effekt. [15]

O]
) "
\N
X 904
. Y
N N O ~
H
Abb.11: 4-Oxo- und 4-Amino-substituierte 2-Arylpyrido[2,3-e]-1,2,4-triazolo[4,3-a] pyrazin-1-one [15]

Ebenfalls potente und selektive A; Antagonisten liefert die Grundstruktur der 2-Arylpyrazolo-tiazolo-
pyrimidine. [18]

R2

[N
= N~
R-N //k
N N II\IH
R1

Abb.12: 2-Arylpyrazolo-tiazolo-pyrimidine [18]
Diese Beispiele zeigen deutlich Gemeinsamkeiten der neuen Strukturen. Bei allen Verbindungen handelt es

sich um trizyklische Ringsysteme mit einer planaren Gestalt und pseudoaromatischem Charakter auf Grund

der delokalisierten Elektronen. [18]
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Weitere planare Ringsysteme mit Aj; antagonistischer Wirkung sind Isochinoline und Chinazoline, welche
iiber eine Ureabriicke mit einem Aromaten verbunden sind. Substitution der 3- Position des Isochinolins bzw.
der 2- Position des Chinazolin mit einer Arylfunktion steigert die A; Affinitét signifikant. Para- und meta-
Substitution der Phenylfunktion am Harnstoff vermindert die A; Rezeptoraffinitdt, ortho- Substitution mit

einem Elektronen-liefernden Rest (Methyl-, Methoxy-) steigert sie hingegen. [19]

HN R1

R2
Abb.13: Substituierte Chinazolin-4-yl- und Isochinolin-1-yl-urea Derivate [19]
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1.5. Problemstellung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden anhand der Literatur [16] neue Strukturen mit potentieller Aj
Rezeptoraffinitit synthetisiert. Abbildung 14 zeigt die hergestellten Zielstrukturen mit 1-Methyl-6-phenyl-
1,6-dihydrodipyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4-on Grundstruktur. Der Vergleich mit Abbildung 10 zeigt eine
groBBe Strukturverwandtschaft. Anstatt des am Pyridin annelierten Benzolrings, weisen die neuen

Verbindungen eine 1-Phenyl-1H-pyrazolo-[3,4-b] Teilstruktur vor.

H,C. H,C, H,C
N—N N—N N=N
\ \ \
Nl NG| Nl
\N ~ \N — \ —
N oH N (@] N N e)
N _CH H
H,C”™ “CH, NT N
7a 7b CH, 7c O
H,C_ H,C.
N—N N—N
\
AN 7 AN
Nl P NSl P
N N oH N N OH
N N
o}

Abb. 14: Zielstrukturen
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2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1. Syntheseweg

Schema 1 zeigt den Syntheseweg zur Herstellung der trizyklischen Zielverbindungen 7a—e. Die
Schliisselverbindung dafiir ist 1-Methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4(1H)-on (6)

und die kommerziell erhiltlichen Hydrochloride der Aminkomponenten.
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Schema 1

SR

2.2. Syntheseschritte zur Darstellung von 1-Methyl-6-phenyl-5.6-dihyvdropvrazolo [3.4-b:3'.4'-
dlpyridin-4(1H)-on (6)

2.2.1. 5-Amino-1-phenylpyrazol-4-carbonsiureethylester (1)

Ethoxymethylencyanessigsidureethylester wird mit Phenylhydrazin laut Literatur umgesetzt [20]. Dabei
kommt es zum Aufbau des Pyrazolrings unter Bildung von Verbindung 1 (Schema 2). Letztere ist ein ortho-
difunktionales Pyrazol-Derivat, welches als Precursor fiir die Anellierung eines weiteren N-hiltigen Ringes

an das Pyrazolsystem fungieren kann.

O,

/—CH3
o
o NH, !
HN EtOH N
Hsc/\oN)Lo/\CH3 + SN NH,
CN i
1

Schema 2

17



2.2.2. 4-Hydroxy-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonséiure-ethylester (2)

Im stark basischen Milieu (in situ Herstellung von Natriumethanolat durch Losen von metallischem Natrium
in absolutem Alkohol) wird durch Reaktion des 5-Aminopyrazolcarbonséureethylester 1 mit
Malonséurediethylester der Pyridinring von Verbindung 2 aufgebaut (Schema 3). Der Hydroxyester 2 kann
prinzipiell in verschiedenen tautomeren Formen vorliegen. NMR spektroskopische Untersuchungen weisen

jedoch eindeutig auf das Vorliegen einer Hydroxyfunktion am C-Atom 4 hin.

Q  /—CH, OH O
o}
S~ XY Yo7 ch,
N NaOEt N
SN NH, _ N7 SN Y
CH,(COOEt), H
1 2
Schema 3

2.2.3. 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonséiure-ethylester(3)

Der 4-Hydroxyester 2 wird durch Reaktion mit vier Aquivalenten POCl; in siedendem Acetonitril zum
entsprechenden  4-Chlor-Derivat 3  umgesetzt (Schema 4). Bei der Reaktion dient
Benzyltriethylammoniumchlorid als Losungsvermittler und Phasentransferkatalysator. Unter diesen
Reaktionsbedingungen wurde keine Chlorierung an der Laktam C=0O Funktion beobachtet. Das gewonnene

Reaktionsprodukt kann ohne Aufreinigung fiir weitere Syntheseschritte verwendet werden.

OH O cl o
PN

N Xy Yo7 cH, TN 0 en,
\ POCI, .
N~ >N o S R N™ >N7 o

H H

2 3

Schema 4
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Als néchster Schritt soll die Ethylester Funktionalitit von Verbindung 3 in eine Aldehyd Funktion

umgewandelt werden.

Zur Transformation von Estern in die korrespondierenden Aldehyde sind prinzipiell zwei Moglichkeiten in

Betracht zu ziehen:

a.

Die direkte Reduktion des Esters zum Aldehyd:

Diese Reaktion erfordert Reagentien mit genau dosierter Reduktionskraft um die Weiterreduktion des
gebildeten Aldehyds zum entsprechenden Alkohol zu verhindern. Dazu werden zumeist komplexe
Aluminiumhydride verwendet. Beispiele dafiir sind Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H), Lithium-
tri-tert-butoxyaluminiumhydride (LTBA), Lithium-diisobutyl-tert-butoxyaluminiumhydrid (LDBBA)
und Lithium-diisobutylpiperidinohydroaluminate (LDBPA). [30, 31, 32] Die sterisch anspruchsvollen
Seitenketten dieser Reagentien fithren zu einer gewissen Abschirmung und somit zu einer
Abschwichung der Reduktionskraft im Vergleich zum ,Standardreagens’ LiAlH4. Der Nachteil dieser
Reagentien liegt darin, dass in manchen Féllen partielle Weiterreduktion zum Alkohol erfolgen kann.
Weiters sind nicht alle kommerziell erhdltlich und miissen selbst in situ hergestellt werden. Aus diesen

Griinden wurde das unten angefiihrte, alternative Syntheseverfahren verwendet.

Reduktion zum Alkohol und anschlieBende Oxidation zum Aldehyd:

In einer ersten Reaktion wird der Ester zur Alkoholfunktion reduziert. Das Standard-Reagens hierfiir ist
LiAlH,, welches fiir die meisten Ester und auch Laktone zur Reduktion geeignet ist. Eine weitere
Moglichkeit zur Reduktion der Esterfunktion sind Kupferchromit Katalysatoren, welche jedoch
Reaktionsbedingungen wie hohe Driicke und hohe Temperaturen verlangen. NaBH, ist zur Reduktion
von Estern nicht geeignet, da die Reaktion zu langsam ablauft.

Als zweiter Schritt erfolgt die gezielte Re-Oxidation des Alkohols zum Aldehyd. Zur Oxidation von
Alkoholfunktionalititen zu Aldehyden gibt es die Moglichkeit, Reagentien wie KMnQO,,
Rutheniumtetroxid oder das Jones Reagens (Chromséure in Schwefelsdure) zu verwenden. Dabei handelt
es sich jedoch um starke Oxidationsmittel, welche zu einer Uberoxidation bis hin zur Carbonsiure fiihren
konnen. Um dies zu verhindern, kann der gebildete Aldehyd laufend aus dem Reaktionsgemisch
abdestilliert werden. Dies ist wiederum mit einem Mehraufwand verbunden. Zur selektiven Oxidation zu
Aldehyden werden daher oft Chrom(VI)-Reagentien angewandt, wie das Collins' Reagens (Dipyridine-
chrom(VI)-oxid), Pyridiniumchlorochromat (PCC) oder Pyridiniumdichromat (PDC). Chromreagentien
haben den Nachteil, dass sie toxisch sind und die Umwelt belasten. Eine Alternative stellt die Oppenauer
Oxidation dar. Hierbei wird der Alkohol durch ein Keton (in der Praxis meist Aceton, Butanon oder
Cyclohexanon) in Gegenwart eines Aluminiumkatalysators zur Aldehydfunktion oxidiert. Eine weitere,
praktische Moglichkeit zur gezielten Oxidation zum Aldehyd besteht in der Swern Oxidation

(Oxalylchlroid in DMSO). Auch hier findet keine Oxidation zur Carbonséure statt. Desweiteren fiihren
19



hypervalente lodreagentien zur gezielten Oxidation zum Aldehyd. Ein Beispiel dafiir ist das Dess-Martin
Reagens, welches jedoch die Gefahr der Explosion bei zu langer Lagerung mit sich bringt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher 2-lodoxybenzoesdure als Oxidationsmittel verwendet, da dieses einfach und

kostengiinstig selbst hergestellt werden konnte. [33]

AcO  OAc O oH
\ \
I—OAc I
\ \
0 0
0 0]
Dess Martin Reagens IBX

Schema 4a: hypervalente lodreagentien zur Oxidation von Estern zu Aldehyden

2.2.4. 4-Chloro-5-(hydroxymethyl)-1-phenyl-1,7-dihydro-6H-pyrazolo[3,4-b| pyridin-6-on (4)

Der 4-Chlorethylester 3 wird mit Hilfe von LiAlH, zur Hydroxymethylverbindung 4 reduziert (Schema 5).
Die Reaktion erfolgt unter inerten Bedingungen bei —10 bis =5 °C und wird durch Wasserzugabe beendet.
Dabei fillt ein feiner Niederschlag aus, welcher vollstindig durch mehrmaliges Filtrieren abgetrennt werden
muss. Durch schwaches Anséduern der klaren Losung wird das gewlinschte Reaktionsprodukt ausgefllt. Eine

Reduktion der Laktamfunktion wurde hierbei nicht beobachtet.

Cl O Cl
X Yo7 cH /7 Y TOoH
N 3 LiAIH N
\ 4 \N
N - N o
N © H
3 4
Schema 5

2.2.5. 4-Chloro-6-hydroxy-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbaldehyd (5)

Zur Herstellung der Verbindung 5 wird die primére Alkoholfunktion von Verbindung 4 gezielt zum Aldehyd
oxidiert. Dies geschicht mit dem milden Oxidationsmittel 2-lodoxybenzoesdure (IBX) in DMSO (Schema 6).
IBX ist ein chemoselektives Oxidationsmittel, welches einen primiren Alkohol zum entsprechenden Aldehyd
und nicht weiter zur Carbonséure oxidiert. IBX ist einfach und giinstig herzustellen. [28] Zudem ist IBX in
DMSO ausreichend 16slich und stabil. [21] Der Carbaldehyd 5 ist im Vergleich zum Alkohol 4 gut in CH,Cl,

16slich und kann dadurch leicht aus dem Reaktionsgemisch extrahiert werden. Zum Entfernen von DMSO
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Resten in der organischen Phase wird diese wiederholt mit Wasser und gesittigter NaCl- Losung
ausgeschiittelt. Das Produkt kann ohne weitere Aufreinigung fiir den folgenden Reaktionsschritt verwendet

werden.

\\_OH
cl IT cl O
o}

2 = OH X H
N LN
N N o IBX N o)

H H

4 5

Schema 6

2.2.6. 1-Methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4(1H)-on (6)

Verbindung 5 wird in Dimethylglykolether (Dimethoxyethan) geldst und mit einem dreifachen Uberschuss
an Methylhydrazin versetzt. Dabei kommt es zum Pyrazolringschluss und der Tricyclus 6 — die
Schliisselverbindung fiir die Synthese der Zielverbindungen vom Typ 7 - fallt als feiner Niederschlag aus
(Schema 7).

HBC\
—N
Cl O H N \
/N\ NN
7 AN H H3C NH2 7
N N
\ \
NT >SN 0o N™ “N” o
H H
5 6
Schema 7

Bei dieser Reaktion wird ausschlieBlich die Verbindung 6 erhalten. Die Bildung des Strukturisomers X
(Schema 7a), dessen Entstehung im Verlauf dieser Reaktion prinzipiell ebenfalls moglich ist, wurde nicht
beobachtet. Die Struktur des entstandenen Tricyclus (und damit die Position der N-Methylgruppe) folgt
eindeutig aus dem Auftreten eines kriftigen NOE zwischen Methylgruppe und dem Pyrazol H-Atom des N-
Phenylpyrazol-Systems (Schema 7a links) in einem NOESY Experiment. Beim Strukturisomer X kann ein
solcher NOE wegen der zu grof3en raumlichen Entfernung der involvierten Protonen nicht auftreten (Schema
7a, rechts), dafiir sollte ein NOE zum Pyrazol-H des N-Methylpyrazol-Systems erfolgen. AuBlerdem zeigt
sich im 'H-gekoppelten *C NMR Spektrum (gated decoupling) fiir das C3-Signal ein Dublett und nicht ein
21



quartettisch aufgespaltenes Dublett, wie es fiir das Isomer X zu erwarten wire.

kein
NOE

Schema 7a

2.3. Svnthese der Zielverbindungen (7a—e)

Die Herstellung der Verbindungen 7a—e erfolgt durch Umsetzung der Verbindung 6 mit den Hydrochloriden
der entsprechenden Alkylamine in DMF. Unter inerten und trockenen Bedingungen (bei —10 bis —5 °C) wird
mittels NaH ein mesomeriestabilisiertes Anion gebildet welches alkyliert werden kann. Die Reaktion wird

durch Wasserzugabe beendet, das Reaktionsprodukt mit EA extrahiert, iber Na,SO, getrocknet und

eingedampft. Die Aufreinigung der Produkte erfolgt sdulenchromatographisch.

Ch~ - CHs
|
CH

HCI

3
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Schema 8

Die Alkylierung erfolgt unter diesen Reaktionsbedingungen ausschlieBlich am Sauerstoff, der die "hértere"
Stelle des mesomeriestabilisierten Anions darstellt. Das Vorliegen einer O-Substitution ist erkenntlich an den
Resultaten des HMBC Experimentes (Schema 8a), welches eine Kopplung iiber drei Bindungen der
Methylen-Wasserstoffe der Seitenkette mit nur einem Kohlenstoff (Position 4) und nicht zusétzlich mit dem
Kohlenstoff an Position 5a zeigt, wie es bei N-Alkylierung zu erwarten wire. Zudem wiirde der sp’
hybridisierte Dihydropyridin-Stickstoff in einem moglichen N-Alkyl Produkt im "N NMR Spektrum eine
andere chemische Verschiebung liefern als der korrespondierende sp” hybridisierte Pyridinstickstoff im O-

Alkyl Produkt.

Schema 8a
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Zusammenfassend ist zu bemerken, dass nach der in Schema 1 angefilhrten Synthesesequenz die
Zielverbindungen 7a-e in akzeptablen bis guten Ausbeuten erhalten werden konnten. Thre Struktur (und jene
der Zwischenverbindungen) wurde mittels spektroskopischer Daten (‘H-NMR, *C-NMR, '"N-NMR, MS,
HRMS) sowie durch Mikroelementaranalyse bestétigt.
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1. Geritedaten

Aufnahme der Spektren:

Massenspektren:
Shimadzu QP 5000 (EI, 70eV), Direkteinlass

Finnigan LCQ Deca mit HPLC-Pumpe Shimadzu LC-10AT (Flussrate 0.05 ml/min)

HochaufgelGste Massenspektren:

Finningan MAT 8230 (EI, 70eV)

'H-NMR und *C-NMR Spektren:

Varian UnityPlus 300 (299.95 MHz fiir 'H, 75.43 MHz fiir °C), bei 28 °C. Bruker Avance 500

(500.13 MHz fiir 'H, 125.77 MHz fiir °C), bei 28 °C. Die Losungsmittelsignale wurden als interner Standard
verwendet, welcher mit & 7.26 ppm (‘H, CDCl;) bzw. & 2.49 ppm (‘H, DMSO-d6) und & 77.0 ppm ("°C,
CDCl3) bzw. & 39.5 ppm ("*C, DMSO-d6) auf TMS bezogen wurde. Die chemische Verschiebung wird durch

die o-Werte angegeben.

'>N-NMR Spektren:
Bruker Avance 500 (50.69 MHz fiir 15 N), Referenz: externes Nitromethan.

Chromatographische Trennungen:

Diinnschichtchromatographie:

Merck DC-Metallfolien, Kieselgel 60 Fys4, Schichtdicke 0.2 mm

Saulenchromatographie:

Merck Kieselgel 60 Fsy
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Sonstiges:

Schmelzpunkte:
Reichert-Kofler Heiztischmikroskop (unkorrigiert)

CHN-Analysen:

Mikroanalytisches Laboratorium Universitdt Wien

Es fand keine Optimierung der Ausbeuten der durchgefiihrten Synthesen statt.
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3.2. Synthese von 5-Amino-1-phenvlpyrazol-4-carbonsiureethylester (1)

/—CH3
O
/NHZ
O HN EtOH f \
(46.07) N_
HSC/\O/\HkO/\CHS + N NH2
CN
(169.18) (108.14)
1
(231.26)

In einem 21 Rundkolben werden 100.00 g (710 mmol) Ethoxymethylencyanessigsdureethylester in 500 ml
EtOH gelost und anschlieBend 70.5 ml bzw. 76.80 g (710 mmol) Phenylhydrazin zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fiir 12 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das
Reaktionsgemisch unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird aus zirka 300
ml Et,O umkristallisiert. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur werden die Kristalle abgesaugt und
getrocknet.

Ausbeute: 124.55 g (76 %) farblose Kristalle (75 % der Literatur)

Schmelzpunkt: 99 °C (Lit. [22] Schmelzpunkt: 98—100 °C)
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3.3. Synthese von 4-Hydroxy-6-0x0-1-phenyl-6.7-dihydro-1H-pyrazolo[3.4-b]pyridin-5-

carbonsiaureethylester (2)

@] /—CH, OH O
o
o 0] NaOEt 7 AN o/\CH3
N/ \ PN /U\)L PN (68.05) "
>N~ NH, + HCT O 0~ “CH, N N0
(160.17)
1 2
(231.25) (299.29)

400 ml absoluter EtOH werden unter Feuchtigkeitsausschluss (Trockenrohr), Abzug (Woulf'sche Flasche)
und Riihren portionsweise zu 25.40g (1.10 mmol) metallischem Natrium gegeben. Zur Losung des
Natriumethanolats wird 68.45 g (296 mmol) Aminopyrazol 1 hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wird
erwdrmt. Wéhrenddessen wird eine Losung von 160 ml (1.04 mmol) Malonsdurediethylester in 150 ml
absolutem EtOH {iiber 30 min hinzu getropft. Danach wird fiir weitere 72 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch durch Zugabe von 500 ml H,O verdiinnt. Die
Reaktionslosung wird in einem Becherglas geriihrt und durch Zutropfen von halbkonzentrierter HCI auf
einen pH-Wert von 2-3 eingestellt, wobei das gewiinschte Produkt 2 ausféllt. Der Niederschlag wird
abgesaugt, mit H,O gewaschen und iiber Nacht im Hochvakuum (Vakuumline) getrocknet. Umkristallisiert

wird aus EA.

Ausbeute: 35.23 g (51 %) hellbeige Kristalle

Schmelzpunkt: 137.5 °C (Lit. [29] Schmelzpunkt: 137-138 °C)
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3.4. Synthese von 4-Chlor-6-0x0-1-phenyl-6.7-dihydro-1H-pvyrazolo[3.4-b]pyridin-5-

carbonsiaureethylester (3)

OH O cl o
7 A O/\CH3 POCI, ; X O/\CH3
N (153.33) N
N~ >SN o N™ >N~ o
H CH3 - H
( Cl
NN\
2 < CH, 3
(299.29) CH, (317.73)
(227.77)

50.50 g (168.8 mmol) der Ausgangsverbindung 2 und 161.60 g (676 mmol) BTEAM werden in einem
Rundkolben unter Riithren mit 660 ml ACN versetzt. Darauthin werden 140.8 ml POCI; hinzugefiigt und 3 h
zum Riickfluss erhitzt. Die gesamte Reaktion findet unter Feuchtigkeitsausschluss statt (Trockenrohr). Die
abgekiihlte Losung wird unter dem Abzug (Gasentwicklung) vorsichtig auf 1.4 1 Eiswasser gegossen und
tiber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Dabei ausgefallener Niederschlag wird abgesaugt und im

Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Ausbeute: 52.04 g (99%) farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 147 °C (Lit. [29] Schmelzpunkt: 148 °C)

3.5. 4-Chloro-5-(hydroxymethyl)-1-phenyl-1.7-dihydro-6H-pvyrazolo|3.4-b]pyridin-6-on (4)

Cl 0]
; N O/\ CH, LiAIH,
N | (37.95)
—_—
N 0]
H THF
(72.11)
3 4
(317.73) (275.69)

Unter Inertgasbedingungen wird 15.88 g (50 mmol) der Ausgangsverbindung 3 unter Riihren in 150 ml THF
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gelost. Das Reaktionsgemisch wird mit Hilfe eines Eisbades auf —10 °C gekiihlt. 55 ml (50 mmol) LiAlIH,4
werden iiber eine Spritze portionsweise vorsichtig zugetropft, wobei die Temperatur der Losung maximal 0
°C erreichen soll. Daraufhin wird das Reaktionsgemisch 1 h weiter im Eisbad geriihrt. Die Reaktion wird
durch behutsames Zutropfen von H,O {iber eine Spritze beendet. Die Losung wird in ein Becherglas
tiberfiihrt und mit weiteren 500 ml H,O versetzt, dabei fallen Verunreinigungen aus. Diese werden durch
Filtrieren abgetrennt. Das klare Filtrat wird mit 2N HCI auf pH 4 eingestellt. Dabei ausgefallener
Niederschlag wird abgesaugt und bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet.

Ausbeute: 7.66 g (48%) farblose Kristalle

Schmelzpunk: 203 °C (Lit. [29] Schmelzpunkt: 204—205 °C)

3.6. Synthese von 4-Chlor-6-0x0-1-phenyl-6.7-dihydro-1H-pvyrazolo[3.4-b]pyridin-5-
carbaldehyd (5)

cl cl 0
IBX
N OH ~N
N\/ | (279.92) N\/ H
N~ SO0 —_— N N}
H DMSO H
(78.13)
4 5
(275.69) (273.68)

Man 16st unter Rithren 6.90 g (25 mmol) des Alkohols 4 in 125 ml DMSO und gibt anschlieBend 10.28 g
(37.5 mmol) IBX hinzu. Das Reaktionsgemisch wird 3.5 h geriihrt. Eine DC-Kontrolle (FM: DCM) zeigte,
dass sich die Ausgangsverbindung schon beinahe vollstindig umgesetzt hat. Die Losung wird in einem
groflen Becherglas mit 500 ml H,O verdiinnt. Der dabei ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt und
mehrmals griindlich mit DCM gewaschen. Nach der Trennung der Phasen im Scheidetrichter extrahiert man
die organische Phase 3 x mit je 150 ml DCM. Zur Abtrennung von DMSO werden die gesammelten
organischen Phasen erst 3 x mit je 150 ml Wasser, darauthin 3 x mit je 150 ml geséttigter NaCl-Losung und
dann wieder 3 x mit je 150 ml Wasser gewaschen. Man trocknet die organische Phase mit Na,SO,, filtriert

und dampft die Losung unter vermindertem Druck ein.
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Ausbeute: 5.16 g (75%)

Schmelzpunkt: 146 °C (Lit. [29] Schmelzpunkt 144—145 °C)

3.7. Umsetzung des Aldehyds mit Methylhydrazin (6)

H3C\
o/ o) N—
DME )
NG | N H H (90.12) N |
\ + H,C TNH \
e 3 2 N™ °N" ~o
H (46.07) H
5 6
(273.68) (265.27)

1.37 g (5 mmol) Aldehyd 5 werden unter Riihren in 50 ml DME gelost. Die hellgelbe Losung verfarbt sich
nach Zugabe von 0.8 ml (15 mmol) Methylhydrazin milchig-weifl. Das Reaktionsgemisch wird iiber Nacht
unter Riickfluss gekocht. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur kann das dabei ausgefallene Produkt 6

abgesaugt werden. Die Trocknung erfolgt im Exsiccator.

Ausbeute: 1.38 g (99 %)

Schmelzpunkt: 305 °C (Lit. [29] Schmelzpunkt 307°C)
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3.8. O-Alkylierung von 1-Methyl-6-phenyl-5.6-dihydropyrazolo[3.4-b:3'.4'-d]pyridin-4(1H)-on

— Allgemeine Arbeitsvorschrift

434 mg (1.64 mmol) der Ausgangsverbindung 6 werden in 20 ml trockenem DMF aufgenommen und bei
einer Temperatur von —5 °C bis —10 °C zu einer Losung von 240 mg (5.7 mmol) NaH in 12 ml trockenem
DMF hinzugefiigt. Diese Losung wird 30 min geriihrt. Darauthin gibt man eine Losung von 3.4 mmol des
Alkylierungsreagenzes in 10 ml trockenem DMF hinzu. Das Reaktionsgemisch wird {iber Nacht auf 69 °C
erwiarmt. Alle Losungsschritte und die Reaktion erfolgen unter Inertgasbedingungen. Durch Zugabe von 100
ml H,O wird die Reaktion beendet. Die wissrige Phase wird dreimal mit je 60 ml EA im Scheidetrichter
extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und unter

vermindertem Druck eingedampft. Die Aufreinigung des Riickstandes erfolgt sdulenchromatographisch.

3.8.1. Synthese von N,N-dimethyl-2-[(1-methyl-6-phenyl-1,6-dihydrodipyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4-
ylDoxy]ethanamin (7a)

H,C. _CH NaH
TUNT T ? (23.99)

—_— >

DMF

HCI

(144.04)

6
(265.27) (336.39)

Die Verbindung wird wie oben beschrieben aus 434 mg (1.64 mmol) der Ausgangsverbindung 6 und 490 mg
(3.4 mmol) 2-Chlor-N,N-dimethylethylamin-HCI hergestellt. Das Produkt wird sdulenchromatographisch
(Kieselgel) aufgereinigt. Dabei wird zuerst die nicht umgesetzte Ausgangsverbindung mit EA eluiert, dann
das gewiinschte Produkt mit einem Gemisch von EA/MeOH (10:1). Das Produkt 16st man in DCM und
filtriert es durch einen doppelten Faltenfilter. Zu analytischen Zwecken wurden 50 mg aus PE

umkristallisiert.

Ausbeute: 124 mg (29 %) farblose Kristalle
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Schmelzpunkt: 118 °C

"H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7a.1): & (ppm) 8.60 (s, 1H, H-8), 8.22 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.12 (s,
1H, H-3), 7.55 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.59 (t, 6.0 Hz, 2H, OCH,), 4.21 (s, 3H, N1-CHj3),
2.72 (t, 6.0 Hz, 2H, NCH,), 2.23 (s, 6H, NCHs).

BC-NMR: (75 MHz, DMSO-ds) (Tafel 7a.2): & (ppm) 157.4 (C-4, *J(C-4,0CH,) = 3.2 Hz), 147.0 (C-5a,
3J(C-5a,H-8) = 4.4 Hz), 139.3 (Ph C-1), 138.7 (C-8b), 133.3 (C-3, 'J(C-3,H-3) = 192.3 Hz), 131.8 (C-8,
'J(C-8,H-8) = 192.9 Hz), 129.1 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 105.8 (C-3a, 2J(C-3a,H-3) =
10.2 Hz), 98.4 (C-8a, *J(C-8a,H-8) = 10.8 Hz), 64.4 (OCH,), 57.2 (NCH,), 45.6 (NCH3), 37.5 (N1-CH,
'J(N1-CH3) = 140.7 Hz).

N-NMR: (50 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7a.3): & (ppm) —360.2 (N-CH3), —195.7 (N-1), —181.9 (N-6), —80.0
(N-7), —64.2 (N-2), N-5 nicht gefunden.

MS nv/z (%) (Tafel 7a.4): 337 (M'+1, 100), 315 (9), 292 (6), 257 (8).
CHN-Analyse: berechnet fiir C;sH,(N¢O (336.391): C,64.27; H, 5.99; N, 24.98. Gefunden: C, 64.24; H,

5.83; N, 24.78.

3.8.2. Synthese von N,N-dimethyl-3-[(1-methyl-6-phenyl-1,6-dihydropyrazolo[3,4-b:3',4'd]pyridin-4-
yDoxy]-1-propanamin (7b)

~ N C H3 NaH
(23.99)
CiH DMF
Cl
(158.07) N
6 7b CH
(265.27) (250.42)

Die Verbindung wird wie oben beschrieben aus 434 mg (1.64 mmol) der Ausgangsverbindung und 538 mg
(3.4 mmol) 3-Dimethylamino-1-propylchlorid-HCI hergestellt. Das Produkt wird sdulenchromatographisch
(Kieselgel) aufgereinigt. Dabei wird zuerst die nicht umgesetzte Ausgangsverbindung mit EA eluiert, dann

das gewlinschte Produkt mit einem Gemisch von EA/MeOH (5:1) +1 % TEA. Das Produkt 16st man in DCM
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und filtriert es durch einen doppelten Faltenfilter. Zu analytischen Zwecken wurde aus DPE umkristallisiert.

Ausbeute: 140 mg (32 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 95 °C
"H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7b.1): & (ppm) 8.62 (s, 1H, H-8), 8.23 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.16 (s,

1H, H-3), 7.55 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.55 (t, 6.6 Hz, 2H, OCH,), 4.23 (s, 3H, N;-CHs),
2.39 (t, 7.0 Hz, 2H, NCH,), 2.13 (s, 6H, N-CH3), 1.96 (m, 2H, CHy,).

BC-NMR: (125 MHz, DMSO-ds) (Tafel 7b.2): 5 (ppm) 157.6 (C-4, *J(C-4,0CH,) = 3.0 Hz), 147.1 (C-5a,
3)(C-5aH-8) = 4.2 Hz), 139.3 (Ph C-1), 138.7 (C-8b), 133.3 (C-3, 'J(C-3,H-3) = 192.3 Hz), 131.8 (C-8, 'J(C-
8,H-8) = 192.9 Hz), 129.1 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 105.9 (C-3a, 2J(C-3a,H-3) = 10.2
Hz), 98.4 (C-8a, 2J(C-8a,H-8) = 10.8 Hz), 64.9 (OCH,), 55.7 (NCH.,), 45.2 (N-CH3), 37.5 (N1-CHs, 'J(N1-
CH;) = 140.8 Hz), 26.5 (CH.).

N-NMR: (50 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7b.3): & (ppm) —357.7 (N-CH3), —195.8 (N-1), —181.9 (N-6), —=80.0
(N-7), —64.2 (N-2), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%) (Tafel 7b.4): 351.20 (M'+1, 100), 312.53 (7), 257.33 (4).

HRMS: berechnet fiir C;oH»;NgO (M++H): 351.1928. Gefunden: 351.1940 (M'+H).
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3.8.3. Synthese von 1-Methyl-6-phenyl-4-[2-(piperidinyl)ethoxy]-1,6-dihydrodipyrazolo[3,4-b:3',4'-
d]pyridin (7¢)

cl NaH
(23.99)
CIH
\O + H
@ DMF
(184.11)
6 7c
(265.27) (376.45)

Die Verbindung wird wie oben beschrieben aus 434 mg (1.64 mmol) der Ausgangsverbindung und 626 mg
(3.4 mmol) N-(2-Chlorethyl)-piperidin-HCI hergestellt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wurde
EA als FlieBmittel verwendet. Das erhaltene Produkt 16st man in DCM, filtriert es durch einen doppelten

Faltenfilter und kristallisiert es zu analytischen Zwecken aus EtOH um.

Ausbeute: 343 mg (79 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 297 °C

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7c.1): & (ppm) 8.61 (s, 1H, H-8), 8.22 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.13 (s,
1H, H-3), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.61 (t, 6.3 Hz, 2H, OCH,), 4.22 (s, 3H, N1-CH),
2.74 (t, 6.3 Hz, 2H, NCH,), 2.44 (m, 4H, Pip H-2,6), 1.45 (m, 4H, Pip H-3,5), 1.34 (m, 2H, Pip H-4).

BC-NMR: (125 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7c.2): & (ppm) 157.4 (C-4, *J(C-4,0CH,) = 3.5 Hz), 147.0 (C-5a,
3J(C-5a,H-8) = 4.4 Hz), 139.3 (Ph C-1), 138.7 (C-8b), 133.3 (C-3, 'J(C-3,H-3) = 192.3 Hz), 131.8 (C-8,
'J(C-8,H-8) = 192.9 Hz), 129.0 (Ph C-3,5), 126.2 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 105.8 (C-3a, *J(C-3a,H-3) =
10.2 Hz), 98.4 (C-8a, *J(C-8a,H-8) = 10.8 Hz), 64.1 (OCH,), 56.8 (NCH,), 54.4 (Pip C-2.6), 37.5 (N1-CHs,
'J(N1-CH3) = 140.7 Hz), 25.6 (Pip C-3,5), 23.9 (Pip C-4).

N-NMR: (50 MHz, DMSO-ds) (Tafel 7c.3): & (ppm) —336.2 (Pip N), —195.6 (N-1), —181.9 (N-6), —79.9
(N-7), —64.2 (N-2), N-5 nicht gefunden.
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HRMS: berechnet fiir C;;HsNgO (M™+H): 377.2084. Gefunden: 377.2093 (M'+H).

3.8.4. Synthese von 1-Methyl-4-[2-(4-morpholinyl)ethoxy|-6-phenyl-1,6-dihydrodipyrazolo[3,4-b:3',4'-
d]pyridin (7d)

Cl NaH
(23.99)

pd

CIH \
N

¥ [Nj oVF @ OHN
()

O

6 7d
(265.27) (378.43)

Die Verbindung wird wie oben beschrieben aus 434 mg (1.68 mmol) der Ausgangsverbindung und 624 mg
(3.4 mmol) N-(2-Chlorethyl)morpholin-HCI hergestellt. Um das gewiinschte Produkt von der nicht
umgesetzten Ausgangsverbindung auf der Sdule zu trennen, wird mit EA eluiert. Das Produkt wird in DCM

gelost und durch einen doppelten Faltenfilter filtriert.

Ausbeute: 229 mg (53 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 139 °C

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7d.1): & (ppm) 8.59 (s, 1H, H-8), 8.20 (m, 2H, Ph H-2.6), 8.13 (s,
1H, H-3), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.62 (t, 6.0 Hz, 2H, OCH,), 4.21 (s, 3H, N1-CHs),
3.53 (m, 4H, Morph H-2,6), 2.77 (t, 6.0 Hz, 2H, NCH,), 2.49 (m, 4H, Morph H-3,5).

BC-NMR: (125 MHz, DMSO-d) (Tafel 7d.2): & (ppm) 157.4 (C-4, *J(C-4,0CH,) = 3.3 Hz), 147.0 (C-5a,
3)(C-5a,H-8) = 4.3 Hz), 139.2 (Ph C-1), 138.7 (C-8b), 133.3 (C-3, 'J(C-3,H-3) = 192.0 Hz), 131.8 (C-8,
1J(C-8,H-8) = 192.9 Hz), 129.1 (Ph C-3,5), 126.2 (Ph C-4), 121.1 (Ph C-2,6), 105.8 (C-3a, 2J(C-3a,H-3) =
10.2 Hz), 98.4 (C-8a, *J(C-8a,H-8) = 10.8 Hz), 66.2 (Morph C-3,5), 63.9 (OCH,), 56.5 (NCH.), 53.6 (Morph
C-2,6), 37.5 (N1-CHs, 'J(N1-CH;) = 140.7 Hz).
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N-NMR: (50 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7d.3): & (ppm) —195.8 (N-1), =181, 9 (N-6), =79.9 (N-7), —64.3 (N-
2), 41.3 (Morph N-1), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%) (Tafel 7d.4): 379.20 (M*+1, 100), 355.20 (5), 351.27 (9), 337.20 (10), 315.13 (31), 312.53 (35),
287.33 (8), 284.53 (14), 257.20 (18).

HRMS: berechnet fiir C,0H23N¢O, (M +H): 379.1877. Gefunden: 379.1887 (M'+H).

3.8.5. Synthese von 1-Methyl-6-phenyl-4-[2-(1-pyrrolidinyl)ethoxy]-1,6-dihydrodipyrazolo[3,4-b:3',4'-
d]pyridin (7e)

NaH y
Cl 23.99) N
Sy + CH H e N
DMF
O
(170.08)
6 7e
(265.27) (362.43)

Die Verbindung wird wie oben beschrieben aus 434 mg (1.64 mmol) der Ausgangsverbindung und 578 mg
(3.4 mmol) N-(2-Chlorethyl)pyrrolidin-HCI hergestellt. Zur sdulenchromatographischen Reinigung wurde
eine Mischung von EA/MeOH (10:2) als FlieBmittel verwendet. Das Produkt wird in DCM aufgenommen,
durch einen doppelten Faltenfilter filtriert und zu analytischen Zwecken in DPE umkristallisiert.

Ausbeute: 225 mg (52 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 101 °C

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7d.1): & (ppm) 8.60 (s, 1H, H-8), 8.22 (m, 2H, Ph H-2.6), 8.13 (s,
1H, H-3), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.61 (t, 6.1 Hz, 2H, OCH,), 4.21 (s, 3H, N1-CHs),
2.89 (t, 6.1 Hz, 2H, NCH,), 2.54 (m, 4H, Pyrr H-2,5), 1.66 (m, 4H, Pyrr H-3,4).

BC-NMR: (75 MHz, DMSO-ds) (Tafel 7d.2): & (ppm) 157.4 (C-4, *J(C-4,0CH.) = 3.2 Hz), 147.0 (C-5a,
33(C-5a,H-8) = 4.3 Hz), 139.3 (Ph C-1), 138.7 (C-8b), 133.3 (C-3, 'J(C-3,H-3) = 192.2 Hz), 131.8 (C-8,
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'J(C-8,H-8) = 192.9 Hz), 129.1 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 105.8 (C-3a, 2J(C-3a,H-3) =
10.2 Hz), 98.4 (C-8a, *J(C-8a,H-8) = 10.8 Hz), 65.4 (OCH,), 54.1 (Pyrr C-2,5), 53.8 (NCH,), 37.5 (N1-CHj,
'J(N1-CH3) = 140.7 Hz), 23.2 (Pyrr C-3,4).

N-NMR: (50 MHz, DMSO-dg) (Tafel 7d.3): & (ppm) —331.1 (Pyrr N-1), =195.7 (N-1), —181.9 (N-6), —=79.9
(N-7), —64.1 (N-2), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%) (Tafel 7e.4): 363.20 (M'+1, 100), 312.47 (4), 292.33 (10).

HRMS: berechnet fiir C,0H»;3NgO (M++H): 363.1928. Gefunden: 363.1935 (M'+H).
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S. ANHANG

5.1. Abkiirzungsverzeichnis

Ac
ACN
AMP
ADP
ATP
AR
BTEAM
cAMP
CH,Cl,
CH,(COOEY),
DC
DCM
DME
DMF
DMSO
DMSO-d6
DPE
EA

EI
EtOH
Et,0O
ERK
FM

FP
GABA
HC1
‘HCl
HIF
HRMS
H,O
IBX
LiAlH,4
MAPK

Acetyl

Acetonitril
Adenosinmonophosphat
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat
Adenosinrezeptor
Benzyltriethylammoniumchlorid
zyklisches Adenosinmonophosphat
Dichlormethan
Malonsdurediethylester
Diinnschichtchromatographie
Dichlormethan
Ethylenglykoldimethylether
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Deuterodimethylsulfoxid
Diisopropylether

Ethylacetat
Elektronenstoflionisation
Ethanol

Diethylether

extrazellulér signalreguierte Kinase
FlieBmittel

Schmelzpunkt
Gammaaminobuttersdure
Salzsédure

Hydrochlorid

Hypoxie induzierter Faktor
Hochaufgeldstes Massenspektrum
Wasser

2-lodoxybenzoesiure
Lithiumaluminiumhydrid

mitogen-aktivierte Proteinkinasen
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Me Methyl

MeOH Methanol

Morph Morpholin

mRNA Boten-RNA

MS Massenspektrum

m/z Masse-Ladungs-Verhiltnis

NaCl Natriumchlorid

NaH Natriumhydrid

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
NaOEt Natriumethanolat

Na,SO, Natriumsulfat

NO Stickstoffmonoxid

PE Petrolether

Ph Phenyl

Pip Piperidin

POCI; Phosphoroxychlorid

Pyrr Pyrrolidin

TEA Triethylamin

THF Tetrahydrofuran

VEGF vascular endothelial growth factor
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5.2. Spektren
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5.3. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden potentielle A; Adenosinrezeptorantagonisten synthetisiert. Allen
Verbindungen liegt die 5,6-Dihydro-dipyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4(1H)-on Partialstruktur zu Grunde.
Als Ausgangsverbindung wurde zuerst 1-Methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-4(1H)-

one (6) synthetisiert, welches durch Umsetzung mit

a) 2-Chlor-N,N-dimethylethylamin-HCI,
b) 3-Dimethylamino-1-propylchlorid-HCIL,
c¢) N-(2-Chlorethyl)-piperidin-HCI,

d) N-(2-Chlorethyl)morpholin-HCI und

) N-(2-Chlorethyl)pyrrolidine-HCI

zu den alkylierten trizyklischen Zielverbindungen (7a—e) umgesetzt wurde.

Die neuen Verbindungen wurden alle mittels spektroskopischen bzw. mikroanalytischen Methoden (‘H-

NMR, “C-NMR, "N-NMR, MS, HRMS, CHN-Analyse) charakterisiert.
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