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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG:

1.1 Adenosin

Adenosin ist ein Nukleosid, das aus der Nukleinbase Adenin und dem Zucker B-D-Ribose aufgebaut ist.
' Im Korper ist Adenosin ubiquitir vorhanden. Adenosin stellt den Grundkorper der energieliefernden
Verbindungen wie ATP, ADP, und AMP dar, die eine wichtige Rolle in der Regulation des
Energiehaushaltes spielen. Adenosin ist auch ein Bestandteil von Ribonukleinsduren (RNA) und kommt

als Coenzymen (NADPH, NADH) vor.

Abb. 1 Adenosin

Unter physiologischen Bedingungen liegt die extrazellulire Adenosinkonzentration bei 30-300 nM.™*®

Die extrazellulire Konzentration von Adenosin steigt beim extrazelluliren Abbau von ATP durch
Ektonukleotidasen oder durch das Ungleichgewicht zwischen ATP-Produktion und Verbrauch. Die
Ursache einer erhohten Akkumulation von Adenosin im  Extrazelluldrraum sind zum Beispiel
Sauerstoffmangel, Ischimie, Hypoxie, Entziindung oder Trauma.””' Eine andere Moglichkeit der
intrazelluldren Adenosinentstehung ist die Hydrolyse von S-Adenosylhomocystein. Der schnelle Abbau
von Adenosin kann durch Phosphorylierung (Adenosinkinase) zu AMP oder Desaminierung
(Adenosindeaminase) zu Inosin erfolgen. Inosin und AMP sind an den Adenosinrezeptoren weniger aktiv

als Adenosin.>"®

Eine erhohte endogene Freisetzung von Adenosin kann zur Blutdrucksenkung (Vasodilatation),
Thrombozytenaggregationshemmung, Verzogerung der Erregungsfortleitung am Herzen und zu
Bronchokonstriktion fithren. Weiters fiithrt Adenosin im zentralen Nervensystem zur Analgesie,
verminderter Mobilitdt, Ddmpfung des Atemzentrums und Schlifrigkeit. Durch die Bindung an A;AR
hemmt Adenosin die Freisetzung von Neurotransmittern wie Acetylcholin, Noradrenalin und Dopamin.

AuBerdem spielt Adenosin eine Rolle im Magen-Darm Trakt, Zellzyklus und im Immunsystem.
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Abb. 2: Die Regulation von intra- und extrazelluldren Adenosinkonzentration'”
1.2. Adenosinrezeptoren

Zu den Adenosinrezeptoren gehdoren A;, Ajs, Az und A Die Adenosinrezeptoren sind
Transmembranrezeptoren und gehoren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren. Die Aja, Azg
Rezeptoren binden an stimulatorische Gs-Proteine, die zur Aktivierung der Adenylatcyclase fithren. A;-
und Aj-Rezeptoren sind hingegen inhibitorische G-Proteine der Gi/o. Alle vier Rezeptortypen
beeinflussen daher die davon abhingige cAMP Produktion und die damit verbundene Proteinkinase A

(PKA).*?!

AuBerdem aktivieren Gi/o Rezeptoren die PLC (Phospholipase C), die zu einer Erhohung der
intrazelluldren Calciumkonzentration zur Folge hat. Trotz ihrer unterschiedlichen Signalwege kénnen die
vier Adenorezeptoren die Familie der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) aktivieren und somit
die  Regulierung des Zellzyklus beeinflussen.”’ Dadurch beeinflussen sie auch die Regulation,
Differenzierung und Proliferation und somit das Wachstum, Uberleben und Tod verschiedener
Zelltypen.m Die Stimulierung von A, und A,g Rezeptoren wirkt stimulierend auf MAPK {iiber den
cAMP-ras-MEK1 Signalweg."”' Im Vergleich dazu bewirken die Adenosin-Rezeptoren A, und A; die
Aktivierung der extrazellulidr regulierten Kinase (besonders ERK1/2) iiber die B,y-Untereinheiten der G-
Proteine.”®’ A;-Adenosinrezeptoragonisten hemmen die Proliferation von humanen Melanomzellen via

ERK1/2.¥
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Physiologische Bedeutung?

Abb.3: Aktivierte MAPK durch Adenosinrezeptoren.'”

Der physiologische Effekt von Adenosin hingt im betrachteten Gewebe von seiner Konzentration, der

Dichte der einzelnen Rezeptorsubtypen und deren Affinitdt zum Liganden ab. Das Vorkommen der A;AR

und A, AR ist sehr gut untersucht (Tab.1). Uber A,zAR und A;AR gibt es hingegen nur wenige Daten zu

ihrem Vorkommen in Korper."”

iii. Nebenniere

iv. Vorhofen des Herzen zu finden vi. GefiaBmuskulatur

A;AR Az AR A;3AR AAR
i. in hoher Konzentration im | i. Schilddriise Colon i. Lunge
Zentralnervensystem

. L. ii. Leukozyten ii. Leber
(Hippocampus, GroBhirnrinde,
Kleinhirn) iii. Milz
ii. Auge iv. Thrombozyten

v. Endothelezellen

vii. GABAerge Neuronen

Tab.1: Adenosin Rezeptoren und Gewebe.!"”’




Im Jahr 1929 entdeckten Alan Drury und Albert von Szent, dass Adenosin verschiedene
Korperfunktionen beeinflussen kann.” Urspriinglich wurden diese Effekte auf Transportproteine und
intrazellulidre Vorginge zuriickgefiihrt. Erst spiter — im Jahr 1974 — stellte Bruce Cobbin fest, dass es sich
um spezifische Rezeptoren handelt."” Ende der 1970er wurde die Bindung von Adenosin an mehrere

Isoformen der Rezeptoren beschrieben, die mit A; und A, bezeichnet wurden.!'"1?!

1.3. Physiologische Bedeutung und therapeutisches Potential von

Adenosinrezeptormodulatoren

1.3.1 Agonisten der A;-Adenosinrezeptoren

Die Stimulierung von A;-Rezeptoren hat verschiedene Wirkungen auf den menschlichen Korper. Die
Stimulierung von A; wird in der Notfallmedizin bei paroxysmal supraventrikuldrer Tachykardie,
postoperativen Schmerzen, zur Behandlung von Migrine und Cluster Kopfschmerzen beniitzt.*! Weiters
werden auch die antikonvulsiven und die sedativen Eigenschaften von Adenosin iiber diesen Rezeptortyp
vermittelt. Zusidtzlich fiihrt die Stimulierung dieses Rezeptortyps zur Hemmung der
Noradrenalinfreisetzung aus sympathomimetischen Nervenendigungen. Aulerdem wirken Agonisten der
Aj-Adenosinrezeptoren negativ dromotrop, chronotrop und inotrop, was zu einer Vasodilatation und in

Folge dessen zur Blutdrucksenkung fithrt.[+5)

1.3.2 Antagonisten der A;-Adenosinrezeptoren

Antagonisten der A;-Adenosinrezeptoren werden als Diuretika therapeutisch eingesetzt, und bieten somit
eine Therapiemoglichkeit bei Hypertonie, Odemen und akuter Niereninsuffizienz. Der Einfluss von
Adenosin A;-Rezeptorantagonisten auf den proximalen Tubulus fiihrt zu einer verminderten Reabsorbtion
von Wasser, Natrium, Phosphat und Bicarbonat. Dieser Effekt ist groer als jener der Thiaziddiuretika
und es kommt bei den A;-Rezeptorantagonisten zu keinem Kaliumverlust und in weiterer Folge nicht zur

Abnahme des renalen Blutflusses bzw. der glomeruliren Filtrationsrate.*!

1.3.3. Agonisten der A,,-Adenosinrezeptoren

Die antiinflammatorische und immunsupprimierende Wirkung von Adenosin wird in erster Linie auf eine
Aktivierung des A,,AR zuriickgefiihrt.”’ Immunzellen wie neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Thrombozyten besitzen eine hohere Dichte an A, AR.""*' Die Aktivierung des Rezeptors
bewirkt eine verminderte Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen durch Monozyten,

Makrophagen und Lymphoyten, sowie eine erhohte Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10



durch Monozyten. Weiters wird eine reduzierte Thrombozytenaggregation beobachtet, und somit kann

AAAR zur antithrombotischen Therapie eingesetzt werden."!

Eine weitere mogliche Indikation dieses Rezeptorsubtyps spielt eine bedeutende Rolle in der

(8]

Blutdruckregulation und Schmerzweiterleitung.” Die Blutdrucksenkung durch Modulation dieses

Rezeptors fiihrt zu Vasodilatation der glatten GefaBmuskulatur.
1.3.4. Antagonisten der A,,-Adenosinrezeptoren

Morbus Parkinson tritt vor allem im Corpus Striatum auf, einem Gebiet des GroBhirns, in welchem es
eine erhohte Zahl an A,,AR gibt. Diese sind mit Dopamin-Rezeptoren verbunden. Bei der Hemmung des
Adenosin A,a-Rezeptors kommt es in Folge eines positiven Feedbacks zu einer verstdarkten Dopamin
Ausschiittung und damit zu einer gesteigerten motorischen Aktivitit und daher wird angenommen, dass

.. . . . . : 4,8,13,15
man sie in der Therapie von Morbus Parkinson einsetzen konnen wird.!*%">"!

Es gibt zur Zeit auch Uberlegungen, dass die Antagonisten von A;,AR, neben der Behandlung von
Morbus Parkinson, ebenfalls in der Therapie von Depression und zur Schlafinduktion eingesetzt werden

kénnen. ™

1.3.5. Agonisten der A,z-Adenosinrezeptoren

Bei der Aktivierung von A,gAR kommt es zur Verstirkung der Angiogenese durch erhohte Freisetzung
von angiogeneseférdernden Faktoren.'”! Weiters fiihrt die Aktivierung von A,AR des Endothels zur

Aktivierung der NO-Synthetase und es kommt zur Vasodilatation der GefiBmuskulatur.”’
1.3.6. Antagonisten der A,z-Adenosinrezeptoren

Theophyllin wirkt antagonistisch an A;- und A,g-Adenosinrezeptoren. Auf diese Weise kann Theophyllin
die Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie Histamin und Leukotrienen hemmen, aber
andererseits kann es die Konzentration von cAMP in den Zellen erh6hen. Beim Anstieg von cAMP

kommt es zu einer Erschlaffung der glatten Muskulatur.”®!

Theophyllin ist ein unselektiver Adenosinrezeptorantagonist, der eine geringe Affinitdt zu A;AR und

A 2AR im Vergleich zu A,gAR besitzt (Abb. 4). Da Theophyllin eine Mastzelldegranulation verhindert,

wird es zur Zeit als Reservemedikament bei Asthma verwendet.!*!
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Abb. 4 : Bronchodilatierende Wirkung von Theophyllin durch Hemmung der Adenosinrezeptoren"”

Zur Zeit sind die Ergebnisse beziiglich der Effekte von As;- und Ajg-Adenosinrezeptoren auf
inflammatorische Prozesse teilweise noch ungeklirt, da die Wirkung bislang nur an Miusen bewiesen

wurde. Man geht nimlich davon aus, dass diese Rezeptoren speziesspezifisch sind."”’
1.3.7. Agonisten der A;-Adenosinrezeptoren

Der Aj-Rezeptor spielt eine groB3e Rolle bei der Aktivierung von kardioprotektiven Effekten oder der
Hemmung des Wachstums von Krebszellen.”' Die Mastzellen weisen eine hohe Dichte an A;AR auf,
welche fiir die Modulation von Mastzellen von Bedeutung ist.*”' Thre Aktivierung erfolgt durch den
selektiven Agonisten IB-MECA, die dann die durch UV-Strahlung induzierte Apoptose von Mastzellen

reduziert. '
1.3.8. Antagonisten der A;-Adenosinrezeptoren

Nach klinischen, priklinischen und bereits getesteten Methoden, spielt der Aj-Adenosinrezeptor eine
grole Rolle bei der Hemmung der Angiogenese, der Erniedrigung von intraokularem Druck, der
Regulation der Freisetzung entziindlicher Mediatoren, in der Antitumor-Therapie von Kolonkarzinomen
und zur Therapie von Glioblastoma multiforme."”’ Weiters wurde in Studien eine starke nierenprotektive

Wirkung von As-Antagonisten beschrieben!

Es wurde festgestellt, dass ein krankhaft verdndertes Mukosagewebe des Kolons eine erhohte A;AR-
Dichte zur Folge hat. Diese Uberexpression an A;AR kann auch in den Lymphozyten nachgewiesen
werden."” Durch Normalisierung der Dichte der A;AR in Lymphozyten und Kolon kénnen sie daher

auch in der Antitumor-Therapie verwendet werden.



Weiters spielt die Hemmung von Aj;-Adenosinrezeptoren in Tumorzellen eine Rolle bei der Regulation
der Angiogenese, da Adenosin iiber A;AR die Akkumulation von VEGF und die Expression HIF-1 o
fordert.">'" Die Hemmung der im Zusammenhang mit Sauerstoffmangel entstehenden Erhéhung von
HIF-1 a, und Akkumulation von VEGF und Angiopoietin 2 durch Blockade dieses Rezeptortyps wiirde

eine neue Moglichkeit in der Therapie von Tumoren darstellen."”

Die Freisetzung von entziindlichen Mediatoren wie Histamin aus den Mastzellen wird durch Antagonisten
der A;AR gehemmt. Aufgrund dieser Tatsache werden Antagonisten der A;AR in der Therapie von

entziindlichen und allergischen Erkrankungen eingesetzt.”"”!

Weiters wurde an Méausen gezeigt, dass Antagonisten an A;AR die Aktivitit im Ziliarepthel eines

Chlorid-Tonenkanals hemmen, als Folge davon kommt es zur Erniedrigung des Augeninnendrucks."*""!

1.4. Synthese von Aj;-Adenosinrezeptorantagonisten

Fiir die Entwicklung und Synthese von neuen Adenosinrezeptoragonisten wurde der endogene Ligand
Adenosin als Ausgangspunkt chemisch modifiziert und geidndert. Am effektivsten stellt sich die
Modifizierung von Ribose an der 3'-, 4'- und 5'- Position sowie die Modifizierung der 2- und 6 Position

des Adenins heraus.
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Abb. 5: IB-MECA ein selektiver A;AR-Agonist

Als Ausgangspunkt fiir die Synthese von Adenosinrezeptorantagonisten wurden natiirlich vorkommende
Rezeptorantagonisten wie Koffein und Theophyllin chemisch modifiziert, um zu potentiellen
Adensosinrezeptorantagonisten zu gelangen. Beim Aj-Adenosinrezeptor wurde zu anderen
heterocyclischen Grundstrukturen gewechselt da er relativ Xanthinempfindlich ist. Dabei stellten sich

folgende fiinf Systeme als besonders affin heraus:



i.  1,4-Dihydropyridine und Pyridin-Derivate,
1. Triazoloquinazoline-Derivate,
1ii. Isochinoline und Chinazolin-Derivate,
iv.  Diverse heterocyclische Strukturen wie Triazolonaphthyridin-, Thiazolopyrimidin- und
Pyrazolotriazolopyrimidin-Derivate und

V. Flavonoide.™*®

Fir die Entwicklung von neuen Antagonisten untersuchten Colotta et al. am Ajs-Adenosinrezeptor
Modellsubstanzen mit einer 2-Arylpyrazolo[3,4-c]chinolin-Grundstruktur. Der Vorteil dieser Substanzen
ist, dass sie eine hohe Selektivitit an A;AR, aber keine Affinitit an A;- und A,-Adenosinrezeptoren
zeigen.”” Hinsichtlich der Affinitit zum A;-Rezeptor wurde nachgewiesen, dass eine Carbonylfunktion in
Position 4 sowie die Substitution an Position 2 mit einem Phenylring, welcher in para-Stellung mit
,kleinen‘, sterisch nicht behindernden Gruppen versehen ist, offenbar ist eine grole Rolle spielt (Abb.
6).[21’22]

Weiters wurde festgestellt, dass die Affinitdit am A;AR durch elektronenliefernde Gruppen wie z.B.
Methyl- und Methoxygruppen sowie Elektronen-ziehende Substituenten wie z.B. Halogenide in para-
Stellung am 2- Phenylring erhoht wird.”” Zum vollstindigen Aktivititsverlust hingegen kann es durch
eine Substitution mit einem Chlor-Atom in meta-Stellung oder durch eine Vergroferung des Restes am

Phenylring kommen.""!
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Abb. 6: 2-Arylpyrazolo[3,4-c]chinoline "

Als ebenfalls potente und selektive A; Antagonisten erwiesen sich Pyrido[2,3-e]-1,2,4-triazolo[4,3-
alpyrazin-1-one, die eine Substitution in Position 4 durch eine Amino-Gruppe oder eine Oxo-Gruppe
vorweisen (Abb. 7). Auch bei dieser Grundstruktur fiihrte ein para-Methoxy-substituierter Phenylring in 2

Position zu einem die A;-Affinitit erhdhenden Effekt.>”
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Abb. 7: 4-Oxo- und 4-Amino-substituierte 2-Arylpyrido[2,3-e]-1,2,4-triazolo[4,3-a] pyrazin-1-one!"”’

Bei 2-Arylpyrazolo-triazolo-pyrimidin Derivaten wurde ebenfalls selektiver Aj;-Antagonismus
nachgewiesen. Bei allen diesen Verbindungen zeigen sich deutlich Gemeinsamkeiten, ndmlich das
Vorliegen eines planaren, trizyklischen Ringsystems und eines aromatischen bzw. ,pseudoaromatischen’

Charakters auf Grund der delokalisierten Elektronen.™
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Abb. 8: 2-Arylpyrazolo-triazolo-pyrimidine.""”’



1.5. Problemstellung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten — inspiriert durch die in Literatur *" vorgestellten Verbindungen -
neue Strukturen mit potentieller antagonistischer Wirkung am A;AR-Adenosinrezeptor synthetisiert
werden, denen ein 6-Phenyl-5,6-dihydro-dipyrazolo[3,4-b:3’,4¢-d]pyridin-3(1 H)-ol-Geriist zugrunde liegt.
Die anvisierten Verbindungen zeigen strukturelle Ahnlichkeit zu den in Abb. 5 dargestellten 2-
Arylpyrazolo[3,4-c]chinolinen. Hier liegt ndmlich anstelle des am Pyridin annellierten Benzolringes eine

1-Phenyl-1H-pyrazolo-[3,4-b] Teilstruktur vor.
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Abb. 10: Zielstrukturen
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2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1 Syntheseweg

In Schema 1 ist der Syntheseweg zur Herstellung der trizyklischen Schliisselverbindungen 3 und 4
abgebildet. Als Ausgangsverbindung fungierte dabei der 5-Aminopyrazol-4-carbonsiureester 1, welcher
durch Kondensation mit Malonester in den Bicyclus 2 iibergefiihrt wurde. Austausch der 4-OH Funktion

durch Chlor lieferte den Chlorester 3, welcher durch Pyrazolringschluss mit Methylhydrazin schlieBlich

Tricyclus 4 ergab.
/‘CH cl O
/\
_ NaOEt CH, POCl, N//ffj\o/\w
H, COOEt NS
H
1 3
HSC\ 2
"N
; X~ ~OH
HN/NHZ N\ |
| N™ >N o
CH, H
4

Schema 1

In Schema 2 ist die Synthese der Zielprodukte vom Typ 5 abgebildet — hier erfolgt die Reaktion von 3 mit
den entsprechend substituierten Alkylhydrazinen. In Schema 3 wird die Herstellung der Verbindungen
7a—d durch Umsetzung von Verbindungen des Typs 6 mit den Hydrochloriden der entsprechenden

Alkylamine dargestellt.
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2.2 Synthese von 3-Hydroxy-1-methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b]pyridin-
4-(1H)-on (4)

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

Laut Literatur werden Ethoxymethylencyanessigsiureethylester und Phenylhydrazin umgesetzt.”! Dabei
wird der Pyrazolring unter Bildung von Verbindung 1 aufgebaut (Schema 4). Das erhaltene ortho-
difunktionale Pyrazol-Derivat 1 fungiert in weiterer Folge als Précursor fiir die Synthese des bizyklischen

Pyrazolo[3,4-b]pyridin-Ringsystems.

Schema 4

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

Ausgehend von 5-Aminopyrazolcarbonsédureethylester 1 und Malonsédurediethylester wird in Gegenwart
von Natriumethanolat im stark basischen Milieu das bizyklische Pyrazolo[3,4-b]pyridin-Ringsystem 2
aufgebaut (Schema 5). Das gewiinschte Produkt 2 wird durch Ansduern mit verdiinnter Salzsdure

ausgefillt und nach der Reinigung mittels Umkristallisation fiir den nidchsten Syntheseschritt verwendet.
291

Q OﬁCHg OH O
i \ 7 N O/\CH3
N NaOEt N,
N NH, ———— N N [0)
CH,(COOEH), H
1 2
Schema 5
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2.2.3. 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsiureethylester (3)

Die selektive Chlorierung des o-Hydroxyethylesters 2 in Position 4 erfolgt durch Reaktion mit
iberschiissigem POCIl; (Schema 6). Zugesetztes Benzyltriethylammoniumcholrid dient als
Losungsmittelvermittler und Phasentransferkatalysator. Das gewonnene Syntheseprodukt 3 konnte ohne

weitere Aufreinigung fiir die nichsten Syntheseschritte verwendet werden.

OH O c 0
POCI

/~ Xy 07 CH, 3 S~ X" Y07 CH,
N N,
N™ N7 o CH, N™ >N" o

H ( "o

SRN
CH,
2 3

Schema 6

2.2.4. 3-Hydroxy-1-methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b |pyridin-4(1H)-on (4)

Die Verbindung 3 wird in EtOH gel6st und mit Methylhydrazin versetzt. Dabei kommt es beim Erhitzen
auf Riickflusstemperatur zum Pyrazolringschluss und der Tricyclus 4 — die ,Modellverbindung® fiir
Verbindungen des Typs 5 bzw. das Edukt fiir die Synthese der Zielverbindungen vom Typ 7 — fillt als
Niederschlag aus (Schema 7).

HSC\
cl O _NH N—N
P H'I\l i \\ OH

2 N O~ "CH
N, 3 CH, N\/ |
N™ >N" o N™ N7 o

H H

3 4

Schema 7

Bei dieser Synthese wird selektiv nur die Verbindung 4 erhalten (Schema 7a). Prinzipiell konnte hier auch
noch das Strukturisomer 4x entstehen (Schema 7a), dessen Bildung wurde jedoch nicht beobachtet. Die
Struktur von Verbindung 4 (und damit die Position der N-Methylgruppe) wurde eindeutig mit Hilfe eines
NOE-Differenz Experiments (bzw. NOESY Spektrums) nachgewiesen. Das Auftreten eines kriftigen
NOEs zwischen H-8 und den Protonen der N-Methylgruppe (Schema 7a links) weist auf die rdumliche

Nihe der involvierten Protonen und damit auf Struktur 4 hin. Wegen der zu groflen rdaumlichen Distanz
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zwischen den entsprechenden Protonen H-8 und NCH; ist ein solcher NOE beim Strukturisomer 4x nicht

moglich (Schema 7a, rechts), wodurch das Vorliegen von 4x ausgeschlossen werden kann.

Kein NOE
NOE
mso\ 1 N2 }/1_2;/CH3
—_— N.—-
H\s 8b \\ 3 H\ 8o [/ 3
; 8a A\ OH /8 sa A\ —OH
3a 3a
7N\/J[ 5 4 7N\6 4
N7 sa 7 S0 N sa "~
H H
4 4x

Schema 7a

2.3. Synthese der tricyclischen Zielverbindungen 5a und Sb

Die N-alkylierten Zielverbindungen Sa und Sb wurden analog zur Modellstruktur 4 aus 4-Chlor-6-oxo-1-
phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsiureethylester 3 und den entsprechenden
Alkylhydrazinen a und b hergestellt.

HzN\N/\/N \ /
H 5b
3 b
CH,
N
\
~ on,
Sa
Schema 8
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2.4. Synthese der tricyclischen Zielverbindungen 7a—d via Zwischenstufen 6a—d

Die Herstellung der intermedidren Verbindungen 6a—d durch O-Alkylierung in Position 6 von 4-Chlor-6-
oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsiureethylester 3 erfolgt unter
Intergasbedingungen bei —10 bis =5 °C. Durch Zusatz von NaH (60%ig in Mineral6l) wird ein
mesomeriestabilisiertes Anion gebildet, welches mit den Chloralkanen a—d alkyliert wird. Zum Schluss
wird die Reaktion durch Wasserzugabe beendet, aufgearbeitet und die Produkte sdulenchromatographisch
gereinigt. Dieser Zwischenschritt ist notwendig, weil bei der Alkylierung von Verbindung 4 prinzipiell
drei mogliche Produkte entstehen konnen, von denen zwei als Verunreinigung abgetrennt werden

miissten. (Schema 9).

H,C H,C
HSC\ HSC\ : \N H3C\ ¢ \N
—N N—N ~CH N—N ~CH
N \ o \ O/\/ 3 \ O/\/ 3
Nl h N | N N | A
N — N / N P
NT SN oH N™ N7 “oH NT SN oH
H,C~ “CH, H,C~ "CH,
Schema 9

Um diese moglichen Trennprobleme zu umgehen wird zuerst am Chlorester 3 die Position 6 mit den
gewiinschten Seitenketten versehen (6a—d) und danach erst der Ringschluss mit Methylhydrazin

durchgefiihrt.
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Zur Darstellung der trizyklischen Zielverbindungen 7a—d werden die Verbindungen 6a—d in EtOH

gelost, mit Methylhydrazin versetzt und erhitzt. (Schema 10) .

cl O
2 N 07 > cH,
NSl B
N N~ TOR

6a

H,C

‘N=N
: Mon
7 ~N \
H,C NH, N/ |
\ —
N OR
7
Schema 10
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1. Geriatedaten

Aufnahme der Spektren:

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

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

Hochaufgeloste Massenspektren:

Finningan MAT 8230 (EIL, 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 13C), bei 28 °C. Die Losungsmittelsignale wurden als interner
Standard verwendet, der mit & 7.26 ppm ('H, CDCl3) bzw. & 2.49 ppm (‘H, DMSO-d6) und 8 77.0 ppm
(°C, CDCl3) bzw. & 39.5 ppm (°C, DMSO-d6) auf TMS bezogen wurde. Die chemische Verschiebung
wird durch die 5-Werte angegeben.

SN-NMR Spektren:
Bruker Avance 500 (50.69 MHz fiir ’N), Referenz: externes Nitromethan.

Chromatographische Trennungen:

Diinnschichtchromatographie:

Merck DC-Metallfolien, Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0.2 mm

Saulenchromatographie:

Merck Kieselgel 60 F,s4
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Sonstiges:

Schmelzpunkte:
Reichert-Kofler Heiztischmikroskop (unkorrigiert)

CHN-Analysen:

Mikroanalytisches Laboratorium, Universitit Wien

Es fand keine Optimierung der Ausbeuten der durchgefiihrten Synthesen statt.
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3.2. Synthese von 5-Amino-1-phenylpyrazol-3-carbonsiureethylester (1)

@)

/—CH,
0
0 N 7
N
Hac/\o/\(lko/\CHs + > SN ONH,
CN
]
169.18 108.14 231.26

80 g (568 mmol) Ethoxymethylencyanessigsdureethylester werden in einem 21 Rundkolben in 400 ml
EtOH gelost. AnschlieBend werden 61.44 g (568 mmol, 56.4 ml) Phenylhydrazin hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fiir 12 h zum Riickfluss erhitzt und nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur
unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Der verbleibende feste Riickstand wird aus

Diethylether Ethanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 77.30 g (60 %) farblose Kristalle (61 % der Literaturausbeute), Fp 99 °C (Lit. *® 98—100 °C).
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3.3. Synthese von 4-Hydroxy-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-
b]pyridin-5-carbonsiaureethylester (2)

0]

/—CH, OH O
0
7 o o NaOEt 7 X Q/\CH3
N \ M 68.05 N |
NH + —_—
N 2 HG™ O 0" cH, N ©
1 2
231.26 160.17 299.29

46.97 g (2.03 mol) metallisches Natrium werden unter Feuchtigkeitsauschluss (Trockenrohr), Riihren,
und leichtem Erwédrmen in 725 ml absolutem EtOH gel6st. Danach werden 124 g (0.54 mol) 5-Amino-1-
phenylpyrazol-4-carbonsdureethylester (1) zum entstandenen Natriumethanolat gegeben und das
Reaktionsgemisch wird 30 min lang geriihrt. Danach wird iiber einen Zeitraum von 30 min eine Losung
von 290 ml (1.89 mol) Malonsidurediethylester in 270 ml absolutem EtOH langsam zugetropft. Daraufhin
wird das Reaktionsgemisch auf Riickflusstemperatur erhitzt und 72 h lang gekocht. Nach dem Abkiihlen
auf Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch mit 950 ml H,O verdiinnt und durch tropfenweise
Zugabe von 6N HCI auf einen pH-Wert von ~2 angesduert. Das ausgefallene Produkt 2 wird abgesaugt,

griindlich mit H,O gewaschen und aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute: 73.30 g (46 %) hellgelbe Kristalle, Fp 137-138 °C (Lit. **! 137-138 °C).
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3.4. Synthese von 4-Chlor-6-0xo0-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-

carbonsiureethylester (3)

OH O cl 0
POCI
S~ X" 07 cH, 3 7~ X" 07 CH,
N\ N\
N >N" o CH, Nge)
H ( "«

(2) (3)

In einem Rundkolben werden 12.63 g (42.2 mmol) 4-Hydroxy-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsiureethylester (2) in 165 ml Acetonitril geldst. Daraufhin werden
zunichst 40.40 g (169 mmol) Benzyltriethylammoniumchlorid und im Anschluss 35.2 ml (380 mmol)
POCI; zugegeben. Unter Feuchtigkeitsausschluss (Trockenrohr) wird das Reaktionsgemisch 0.5 h lang auf
40 °C erwdarmt und danach 2.5 h auf Riickflusstemperatur erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch auf 300 ml Eiswasser gegossen (VORSICHT: exotherme
Reaktion!) und iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Der ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt, mit

H,0O gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 9.16 g (68 %) hellbeige Kristalle, Fp 147 °C (Lit. *° 148 °C).
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3.5. Synthese von 3-Hydroxy-1-methyl-6-phenyl-5,6-dihydropyrazolo[3,4-b]pyridin-
4(1H)-on (4)

H.C
cl 0 ° N/h{
7 X O/\CH NN OH
N | 3 _NH, 2
‘N N HITI N, |
% N O CH, N™ N7 o
3 4
317.73 46.07 281.28

953 mg (3 mmol) 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsiureethyl-
ester (3) werden in einem Rundkolben in 30ml EtOH geldst und mit 140 mg (3 mmol) Methylhydrazin
versetzt. Das entstandene Reaktionsgemisch wird 12 h lang zum Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen

auf Raumtemperatur wird der gebildete Niederschlag abgesaugt und aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute: 400 mg (47 %) farblose Kristalle, Fp > 325 °C. (Lit. 261 5 325 °C).
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3.6. Synthese der tricyclischen Zielstrukturen Sa und 5b via Umsetzung von 3 mit

Alkylhydrazinen - Allgemeine Arbeitsvorschrift

In einem Rundkolben werden 318 mg (1 mmol) 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-
b]pyridin-5-carbonsdureethylester (3) in 20 ml EtOH gel6st und mit 3 mmol Alkylhydrazin versetzt. Das
Reaktionsgemisch wird auf Riickflusstemperatur 12 h gekocht. Nach dem Abkiihlen der Lésung auf
Raumtemperatur wird der gebildete Niederschlag abgesaugt, aus Ethylacetat umkristallisiert und im

Exsikkator getrocknet.

3.6.1. synthese von 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-hydroxy-6-phenyl-5,6-dihydrodipyrazolo[3,4-
b:3,4-d]pyridine-4-(1H)on (5a)

"N—CH;,
Cl 0] N——l\\l
J AN O/\CH3 (IJH3 H / NN OH
N\ /N\/\/N\ N\ |
N N 0 + HC NH, —— N N e
H H
3 5a
317.73 117.20 352.40

Die Verbindung 5a wird wie oben beschrieben aus 318 mg (1 mmol) 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-
dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsdureethylester (3) und 352 mg (3 mmol) 3-Hydrazin-N,N-

dimethylpropan-1-amin hergestellt.
Ausbeute: 22 mg (6 %) farblose Kristalle, Fp 165-167 °C.
"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 10.85 (breit, 1H, NH), 10.85 (breit, 1H, OH), 8.47 (s, 1H, H-8),

7.72 (m, 2H, Ph H-2,6), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.43 (m, 1H, Ph H-4), 4.35 (t, 2H, CH,-1, 6.5 Hz), 3.13
(m, 2H, CH,-3), 2.71 (s, 6H, CH3), 2.23 (m, 2H, CH,-2).
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BC-NMR (100 MHz, DMSO-d,): & (ppm) 158.37 (C-4, nicht eindeutig zuordenbar), 158.25 (C-3, nicht
eindeutig zuordenbar), 142.8 (breit, C-5a), 138.5 (C-8b), 137.8 (Ph C-1), 133.0 (C-8), 129.3 (Ph C-3,5),
127.7 (Ph C-4), 123.7 (Ph C-2,6), 95.3 (C-8a), 94.0 (C-3a), 54.0 (CH,-3), 27.0 (CH,-1), 42.0 (N-CH3),
24.2 (CH,-2).

BN-NMR (40 MHz, DMSO-dy): & (ppm) -340.9 (N-CHj3), —211.9 (N-1), —-187.7 (N-6), —116.2 (N-2), —
83.2 (N-7), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%): (Tafel 5a.5)353 (M*+1, 100), 308 (33), 280 (19), 214 (11).

HRMS: Berechnet fiir C,;sH,oN¢O,: 352.164774. Gefunden: 353.1719

3.6.2. Synthese von 3-Hydroxy-1-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-6-phenyl-5,6-dihydrodipyrazolo[3,4-

b:3,4-d]pyridine-4(1H)-on (5b)
(@]
QNZ
|

Cl (0] N—l\\l
/S~y Y07 CH, H S~/ TOH
: K\N/\/N\NH - . \
N N 0 + 2 N N 0
H o\) H
3 5b
317.73 144.21 380.41

Die Verbindung Sb wird wie oben beschrieben aus 318 mg (I mmol) 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-
dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsdureethylester (3) und 433 mg (3 mmol) 4-(2-
Hydrazinoethyl)morpholin hergestellt.

Ausbeute: 119 mg (31 %) farblose Kristalle, Fp 240-241 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm) 11.15 (breit, 1H, NH), 11.15 (breit, 1H, OH), 8.32 (s, 1H, H-8),
7.73 (m, 2H, Ph H-2,6), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.42 (m, 1H, Ph H-4), 4.32 (t, 2H, CH,-1, 6.4 Hz), 3.46,
(m, 4H, morph H-3,5), 2.75 (t, 2H, CH,-2, 6.4 Hz), 2.42 (m, 4H, morph H-2,6);
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BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 158.26 (C-3, nicht eindeutig zuordenbar), 158.21 (C-5, nicht
eindeutig zuordenbar), 142.8 (C-5a), 138.7 (C-8b), 137.9 (Ph C-1), 132.9 (C-8), 129.3 (Ph C-3,5), 127.6
(Ph C-4), 123.6 (Ph C-2,6), 95.5 (C-8a), 93.9 (C-3a), 66.1 (morph C-3,5), 57.0 (CH,-2), 53.3 (morph C-
2,6), 47.6 (CH,-1);

N-NMR (40 MHz, DMSO-dy): & (ppm) —340.6 (morph N-1), —-211.9 (N-1), —188.0 (N-6), —115.8 (N-2),
—83.5 (N-7), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%): (Tafel 5b.5) 379.20 (M*+1, 100), 308.40 (32), 282,33 (7), 280.33 (3), 181.27 (1).

HRMS: Berechnet fiir C;oH,oN¢O;: 380.159689. Gefunden: 381.1663.

3.7. O-Alkylierung von 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-

b]pyridin-5-carbonsiaureethylester (3) — Allgemeine Arbeitsvorschrift

Unter Inertgasbedingungen werden bei einer Temperatur von —5 °C bis —10 °C (externe Kiihlung mittels
Eis-Kochsalz-Bad) 120 mg (2.4 mmol) NaH in 15 ml trockenem DMF suspendiert. Danach werden bei
dieser Temperatur 261 mg (0.82 mmol) 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-
5-carbonséureethylester (3) — aufgenommen in 10 ml trockenem DMF — zugetropft. Die Reaktionslosung
wird 30 min lang geriihrt. In weiterer Folge werden 2.14 mmol Alkylierungsreagenz hinzugegeben. Das
entstandene Reaktionsgemisch wird 4 h lang auf 70 °C erwidrmt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird die Reaktion durch Zugabe von 100 ml H,O beendet. Die wissrige
Reaktionslosung wird 3 x mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen
werden mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen (1 x 50 ml), tiber Na,SO, getrocknet und filtriert. Das

Filtrat wird unter verminderten Druck eingedampft und sdulenchromatographisch aufgereinigt.
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3.7.1. Synthese von 4-Chlor-6-[2-(dimethylamino)ethoxy]-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-

carbonsiure-ethylester (6a)

c o o0
PN
N% | N 0~ “CH, NaH / X 07 CH,
A A | Moo 23.99 N |N/ )
H CH, HC DMF ( H
NL
H,C™ CH,
3 6a
317.73 144.04 388.86

Die Verbindung 6a wird wie oben beschrieben aus 261 mg (0.82 mmol) der Ausgangsverbindung 3 und
308 mg (2.14 mmol) 2-Chlor-N,N-dimethylethylamin-HCI] hergestellt. Das erhaltene Rohprodukt wird
mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel) aufgereinigt. Laufmittel: EA/MeOH (10:1).

Ausbeute: 60 mg (19 %) gelbes OL.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § (ppm) 8.12 (m, 2H, Ph H-2.6), 8.06 (s, 1H, H-3), 7.42 (m, 2H, Ph H-3,5),
7.24 (m, 1H, Ph H-4), 4.53 (t, 2H, CH,-1, 6.0 Hz), 4.41 (q, 2H, OCH,, 7.1 Hz), 2.73 (t, 2H, CH,-2, 6.0
Hz), 2.29 (s, 6H, N-CHs), 1.37 (t, 3H, CHj3, 7.1 Hz).

BC-NMR (100 MHz, CDCL): § (ppm) 164.0 (C=0), 160.3 (C-6), 147.4 (C-7a), 138.3 (Ph C-1), 136.3
(C-4), 133.0 (C-3), 128.8 (Ph C-3.5), 126.1 (Ph C-4), 120.5 (Ph C-2,6), 113.7 (C-5), 111.4 (C-3a), 66.1

(CH-1), 61.9 (OCH,), 57.2 (CH,-2), 45.8 (N-CH,), 14.0 (CHs3).

N-NMR (40 MHz, CDCl;): § (ppm) —358.7 (N-CH3), —183.5 (N-1), —162.7 (N-7), =71.6 (N-2, *J(N-
2,H-3) = 13.1 Hz).

MS m/z (%): (Tafel 6a.5) 389.20 (M*+1, 100), 344.33 (20), 326.20 (47), 316.33 (19), 272.40 (6), 184.33
®)

HRMS: Berechnet fiir C;oH,;CIN,O5: 388.130218. Gefunden: 389.1375
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3.7.2. Synthese von 4-Chlor-6-[2-(dimethylamino)propoxy]-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-

carbon-sdureethylester (6b)

cl 0
T~ N 07 cH, CH, NaH oG
N | no O 299 N\
N N o) + 3 N
H HCI ( KL
3
317.73 158.07 402.88

Die Verbindung 6b wird wie oben beschrieben aus 261 mg (0.82 mmol) der Ausgangsverbindung 3 und
338 mg (2.14 mmol) 3-Dimethylamino-1-propylchlorid- HCI hergestellt. Das erhaltene Rohprodukt wird
mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel) aufgereinigt. Laufmittel: EA/MeOH (10:1).

Ausbeute: 128 mg (39 %) gelbes Ol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) 8.17 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.13 (s, 1H, H-3), 7.49 (m, 2H, Ph H-3,5),
7.31 (m, 1H, Ph H-4), 4.50 (t, 2H, CH,-1, 6.3 Hz), 4.45 (q, 2H, OCH,, 7.1 Hz), 2.45 (t, 2H, CH,-3, 7.4
Hz), 2.25 (s, 6H, N-CH3), 1.99 (m, 2H, CH,-2), 1.41 (t, 3H, CH3;, 7.1 Hz).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & (ppm) 164.3 (C=0), 160.7 (C-6), 147.7 (C-7a), 139.9 (Ph C-1), 136.5
(C-4), 133.2 (C-3), 129.0 (Ph C-3,5), 126.3 (Ph C-4), 120.9 (Ph C-2,6), 113.9 (C-5), 111.5 (C-3a), 66.1
(CH,-1), 62.0 (OCH,), 56.2 (CH,-3), 45.4 (N-CH3;), 26.8 (CH,-2), 14.2 (CHj;).

5N-NMR (40 MHz, CDCl;): & (ppm) —356.2 (N-CH3;), —183.3 (N-1), —=162.6 (N-7), —=72.2 (N-2).

MS m/z (%): (Tafel 6b.5) 403 (M++1, 100), 358 (9), 272.33 (8), 258 (4), 194 (1).

HRMS: Berechnet fiir C,yH,3CIN,O5: 402.145868. Gefunden: 403.1531.
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3.7.3. Synthese von 4-Chloro-6-[4-Morpholinyl)ethoxy]-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-

carbonséure-ethylester (6¢)

S~ X" 0" cH NaH o ¢
N s H,
\ ~_-Cl 23 99
N + K\N N
o J o

H
: @ . )

317.73 186.08 430.89

Die Verbindung 6¢ wird wie oben beschrieben aus 261 mg (0.82 mmol) der Ausgangsverbindung 3 und
398 mg (2.14 mmol) N-(2-Chlorethyl)morpholin- HCI hergestellt. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel) aufgereinigt. Laufmittel: EA/MeOH (10:1).

Ausbeute: 230 mg (31 %) gelbes Ol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & (ppm) 8.14 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.12 (s, 1H, H-3), 7.47 (m, 2H, Ph H-3,5),
7.30 (m, 1H, Ph H-4), 4.59 (t, 2H, CH,-1, 5.7 Hz), 4.43 (q, 2H, OCH,, 7.1 Hz), 3.67 (m, 4H, morph H-
2,6), 2.80 (t, 2H, CH,-2, 5.7 Hz), 2.54 (m, 4H, morph H-3,5), 1.40 (t, 3H, CH,, 7.1 Hz).

13C.NMR (40 MHz, CDCL):  (ppm) 164.1 (C=0), 160.4 (C-6), 147.5 (C-7a), 138.9 (Ph C-1), 136.5 (C-
4), 133.2 (C-3), 128.9 (Ph C-3,5), 126.3 (Ph C-4), 120.9 (Ph C-2,6), 113.9 (C-5), 111.6 (C3a), 66.9
(morph C-2,6), 65.8 (CH,-1), 62.0 (OCH,), 56.7 (CH,-2), 53.9 (morph C-3,5), 14.1 (CH,).

B5N-NMR (40 MHz, CDCl;): 6 —338.9 (morph N), —183.2 (N-1), —162.8 (N-7), =71.6 (N-2).

MS m/z (%): (Tafel 6¢.5): 431 (M*+1, 100), 414 (3), 344 (11), 325 (40), 316 (8), 301 (5).

HRMS: Berechnet fiir C,;H,3CIN,O,: 430.140783. Gefunden: 430.1481.
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3.7.4. Synthese von 4-Chlor-1-phenyl-6-[2-(1-pyrrolidinyl)ethoxy]-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-

carbonsiure-ethylester (6d)

cl o
/~ Xy 07 CH, NaH 0 ¢
N NSO 2389 N\
N (0] + N
H HCI ( H
3
317.73 170.08 414.90

Die Verbindung 6d wird wie oben beschrieben aus 261 mg (0.82 mmol) der Ausgangsverbindung 3 und
370 mg (2.14 mmol) N-(2-Chlorethyl)pyrrolidin- HCI hergestellt. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel) aufgereinigt. Laufmittel: EA/MeOH (10:1).

Ausbeute: 183 mg (53 %) gelbes Ol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § (ppm) 8.14 (m, 2H, Ph H-2,6), 8.08 (s, 1H, H-3), 7.44 (m, 2H, Ph H-3,5),
7.26 (m, 1H, Ph H-4), 4.58 (t, 2H, CH,-1, 6.0 Hz), 4.40 (q, 2H, OCH,, 7.1 Hz), 2.90 (t, 2H, CH,-2, 6.0
Hz), 2.60 (m, 4H, pyrr H-2,5), 1.75 (m, 4H, pyrr H-3,4), 1.37 (t, 3H, CH3, 7.1 Hz);

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): § (ppm) 164.1 (C=0), 160.3 (C-6), 147.4 (C-7a), 138.8 (Ph C-1), 136.4
(C-4), 133.1 (C-3), 128.8 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 120.7 (Ph C-2,6), 113.8 (C-5), 111.5 (C-3a), 67.1
(CH»-1), 61.9 (OCH,), 54.6 (pyrr C-2,5), 53.9 (CH;-2), 23.4 (pyrr C-3,4), 14.0 CH5);

N-NMR (40 MHz, CDCl5): & (ppm) —329.5 (pyrr N), —-183.4 (N-1), —=162.6 (N-7), —71.8 (N-2);

MS m/z (%): (Tafel 6d.5) 415 (M++1, 100), 316 (11), 282 (10), 282 (9), 228 (4).

HRMS: Berechnet fiir C,;H,3CIN,Os: 414.145868. Gefunden: 415.1540.
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3.8. Synthese der Tricyclen vom Typ 7 — Allgemeine Arbeitsvorschrift

1 mmol der Ausgangsverbindung (6a—d) wird in einem Rundkolben in 10ml EtOH gelost und mit 140 mg
(3 mmol) Methylhydrazin versetzt. Das entstandene Reaktionsgemisch wird 12 h lang zum Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird der gebildete Niederschlag abgesaugt und aus
Ethylacetat—-Methanol (10:1) umkristallisiert.

3.8.1. 4-[3-(dimethyl(amino)ethoxy]-1-methyl-6-phenyl-1,6-dihydrodiprazolo[3,4-b:3',4'-d]pyridin-
3-0l (7a)

HSC\
Cl O N——l\{
/ AN O/\CH3 ; S OH
Nl N
N/ @] H ) N/ 0]
H . HCTUNH, —— H
N N
H,C™ “CH, H,C”~ “CH,
6a 7a
388.86 46.07 352.40

Die Verbindung 7a wird wie oben beschrieben aus 389 mg (1 mmol) der Ausgangsverbindung 6a und

140 mg (3 mmol) Methylhydrazin hergestellt.

Ausbeute: 103 mg (29 %) farblose Kristalle, Fp 260-262 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & (ppm) 8.52 (s, 1H, H-8), 8.23 (m, 2H, Ph H-2,6), 7.54 (m, 2H, Ph H-
3,5), 7.33 (m, 1H, Ph H-4), 4.57 (t, 2H, CH,-1), 3.96 (s, 3H, N1-CH,), 2.73 (t, 2H, CH,-2), 2.25 (s, 6H,
N-CHz).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 158.2 (C-4), 155.8 (C-3), 147.7 (C-5a), 139.6 (C-8b), 139.4

(Ph C-1), 131.9 (C-8), 129.1 (Ph C-3,5), 126.0 (Ph C-4), 120.9 (Ph C-2,6), 98.4 (C-8a), 93.1 (C-3a), 64.3
(CH,-1), 57.1 (CH,-2), 45.6 (N-CHs;).
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N-NMR (40 MHz, DMSO-dj): & (ppm) —-359.1 (N-CHj3), —222.9 (N-1), —182.1 (N-6), —111.0 (N-2), —
81.2 (N-7), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%): (Tafel 7a.5) 353 (M"+1, 100), 344. (11), 325 (5), 322 (29), 318 (15), 308 (11), 294 (6), 282
(57),280 (15), 239 (21).

HRMS: Gefunden fiir C;oH»,NgO,: 352.164774. Gefunden: 353.1712

3.8.2. Synthese von 4-[3-(Dimethyl(amino)propoxy]-1-methyl-6-phenyl-1,6-dihydrodiprazolo[3,4-
b:3',4'-d]pyridin-3-ol (7b)

o 0
ath 07" cH,
\ — H
N~ o _No
, HC UNH, ——
N CHs \CHa
I |
H
6b CH, 7b CH,
402.88 46.07 366.42

Die Verbindung 7b wird wie oben beschrieben aus 403 mg (1 mmol) der Ausgangsverbindung 6b und
140 mg (3 mmol) Methylhydrazin hergestellt.

Ausbeute: 73 mg (20 %) farblose Kristalle , Fp 165-167 °C.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dy): 6 (ppm) 9.5-12.0 (sehr breit, 1H, OH), 8.55 (s, 1H, H-8), 8.22 (m, 2H,
Ph H-2,6), 7.56 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.34 (m, 1H, Ph H-4), 4.55 (t, 2H, CH,-2, 6.2 Hz), 3.98 (s, 3H, N1-
CH,), 3.22 (m, 2H, CH,-3), 2.75 (s, 6H, CHj3), 2.25 (m, 2H, CH,-2);

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 158.0 (C-4), 155.7 (C-3), 147.7 (C-5a), 139.6 (C-8b), 139.3

(Ph C-1), 132.0 (C-8), 129.1 (Ph C-3,5), 126.0 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 98.5 (C-8a), 93.1 (C-3a), 63.6
(CH»-1), 54.3 (CH,-3), 42.2 (N-CH3), 36.9 (N1-CH,), 23.4 (CH;-2);
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N-NMR (50 MHz, DMSO-d;): & (ppm) —-341.3 (N-CHj3), —222.9 (N-1), -182.0 (N-6), —111.2 (N-2), -
80.7 (N-7), N-5 nicht gefunden;

MS m/z (%): (Tafel 7b.5) 367 (M"+1, 100), 322 (6), 282.47 (5), 180 (1).

HRMS: Berechnet fiir C;oH,,N¢O,: 366.180424. Gefunden: 367.1978.

3.8.3. Synthese von 1-Methyl-4-[2-(4-morpholinyl)ethoxy]-6-phenyl-1,6-dihydrodiprazolo[3,4-
b:3' 4'-d]pyridin-3-ol (7c)

H3C\
Cl 0] N—l\\l
O N N0 eH, N OH
\ _— H N\N | _

N (0] N N @)

H . HC  ONH,  ———

) )

6c O 7c 0

430.89 46.07 394.44

Die Verbindung 7c¢ wird wie oben beschrieben aus 431 mg (1 mmol) der Ausgangsverbindung 6c und 140

mg (3 mmol) Methylhydrazin hergestellt.

Ausbeute: 351 mg (89 %) farblose Kristalle, Fp 274-277 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm) 10.5-11.5 (breit, 1H, OH), 8.54 (s, 1H, H-8), 8.21 (m, 2H, Ph
H-2,6), 7.54 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.34 (m, 1H, Ph H-4), 4.61 (t, 2H, CH,-1, 6.0 Hz), 3.98 (s, 3H, N1-CH,),
3.53 (m, 4H, morph H-2,6), 2.77 (t, 2H, CH,-2, 6.0 Hz), 2.50 (m, 4H, morph H-3,5).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 158.2 (C-4), 155.7 (C-3), 147.7 (C-5a), 139.6 (C-8b), 139.3
(Ph C-1), 132.0 (C-8), 129.0 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 98.4 (C-8a), 93.0 (C-3a), 66.2
(morph C-2,6), 64.0 (CH,-1), 55.5 (CH,-2), 53.7 (morph C-3,5), 36.9 (N1-CHj;).

N-NMR (40 MHz, DMSO-dj): § (ppm) —339.6 (morph N), —222.9 (N-1), —-182.2 (N-6), ~111.0 (N-2), —

81.1 (N-7), N-5 nicht gefunden.
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MS m/z (%): (Tafel 7c.5) 395 (M*+1, 100), 389 (37), 325 (34), 308 (13), 280 (8), 227 (6)

HRMS: Berechnet fiir C,gH»,NgO5: 394.175339. Gefunden: 395.1822.

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

c 0 N”"\l
N O/\ /H\ 74 ~N OH
N ]| CH, HC™ "NH, N |
N \ —
N o\ 46.07 N~ N OH
N N
6d 7d
414.90 378.44

Die Verbindung 7d wird wie oben beschrieben aus 415 mg (1 mmol) der Ausgangsverbindung 6d und

140 mg (3 mmol) Methylhydrazin hergestellt.
Ausbeute: 48 mg (13 %) farblose Kristalle, Fp > 325 °C.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): § (ppm) 9.7-12.7 (sehr breit, 1H, OH), 8.56 (s, 1H, H-8), 8.21 (m, 2H,

Ph H-2,6), 7.55 (m, 2H, Ph H-3,5), 7.35 (m, 1H, Ph H-4), 4.84 (m, 2H, CH,-1), 3.98 (s, 3H, N1-CHj),
3.65 (m, 2H, CH,-2), 3.37 (m, 4H, pyrr H-2,5), 1.92 (m, 4H, pyrr H-3,4).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dy): & (ppm) 157.1 (C-4), 155.4 (C-3), 147.3 (C-5a), 139.6 (C-8b), 139.2
(Ph C-1), 132.0 (C-8), 129.1 (Ph C-3,5), 126.1 (Ph C-4), 121.0 (Ph C-2,6), 98.7 (C-8a), 93.1 (C-3a), 61.9

(CHy-1), 53.8 (pyrr C-2,5), 52.3 (CH»-2), 36.9 (N1-CH), 22.7 (pyrr C-3.4).

N-NMR (50 MHz, DMSO-d): & (ppm) —317.6 (pyrr N), —222.3 (N-1), —181.9 (N-6), —109.6 (N-2), —
80.3 (N-7), N-5 nicht gefunden.

MS m/z (%): (Tafel 7d.5) 379 (M*+1, 100), 308 (32), 279 (17), 214 (14).

HRMS: Berechnet fiir C,0H»,N¢O,: 378.180424. Gefunden: 379.1875.
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S. ANHANG

5.1. Abkiirzungsverzeichnis

Ac Acetyl

ACN Acetonitril

AMP Adenosinmonophosphat

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

AR Adenosinrezeptor

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
DC Diinnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan

DME Ethylenglykoldimethylether
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSO-dg Deuterodimethylsulfoxid

DPE Diisopropylether

EA Ethylacetat

EI ElektronenstoBionisation

EtOH Ethanol

Et,O Diethylether

ERK extrazelluldr signalreguierte Kinase
FP Schmelzpunkt

GABA Gammaaminobuttersiure

HCl Salzsédure

-HC1 Hydrochlorid

HIF Hypoxie induzierter Faktor

H,O Wasser

LiAIH, Lithiumaluminiumhydrid

MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Me Methyl

MeOH Methanol

Morph Morpholin
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mRNA
MS

NaCl
NaH
NMR
NaOEt
Na,SO4
NO
PE

Ph

Pip
PLC
POCI;
Pyrr
TEA
THF
VEGF

Boten-RNA
Massenspektrum
Masse-Ladungs-Verhiiltnis
Natriumchlorid
Natriumhydrid

nuclear magnetic resonance
Natriumethanolat
Natriumsulfat
Stickstoffmonoxid
Petrolether

Phenyl

Piperidin

Phospholipase C
Phosphoroxychlorid
Pyrrolidin

Triethylamin

Tetrahydrofuran

vascular endothelial growth factor
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5.2. Spektren
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Tafel 4.1

. E W,
. OH .I. H M O W NSO — Owgg
; - MR A S A wMNIS BRUKER
. _ — e B o e T e S N (s8] [ e Rar IFaN|
M M R [< L 4 é
H S\
. Current Data Parameters
NAME HA21
EXPNC 1
4 PROCNG 1
DMSO FZ - Acquisition Parameters
Date_ 20120429
Time 10.58
INSTRUM spect
PROEHD 5 mm PABEC BB/
PULEPROG zg30
TD 65536
SOLVENT CMSO
NS 16
Ds 2
SWH £410.256 Hz
FIDRES 0.087813 Hz
| AR 5.1118579 sec
RG 64
D 78.000 usec
Dk 10.00 usec
TG 287.2 ¥
D1 4.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ==s=====
NUC1 1H
P1 12.60 usec
PLW1 14.,800C0019 W
SFO1 400.232801l6 MHz
F2 - Processing parameters
ST £3536
SF 400.230C100 MHz
WDwW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
: GB 0
| PC 1.00
J n
[RARERRRANN RARRARARES RRARARRARS RARRRARARE RAMAAREARE RARAARRRAN RARRRRARN| I T I T T | ARARMAAR
14 13 9 8 7 6 5 4 3 2 0 ppm
5 (&S 8
[=1NE IR [¢]
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Tafel 4.2

C><)

BRUKER

(>

Current Data Parameters

Y VI \l N
4
DMSO
b i _ J _ |
_ T I 7 _ T _ T T " T A
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm

NAME HAZ1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120419
Time 11.09
INSTRUM spect
PROBHD S5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30

D 131072
SOLVENT DMSO

NS 1024

Ds 4

SWH 21008.404 Hz
FIDRES 0.160281 Hz
AQ 3.1195636 sec
RG 203

Dw 23.800 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 X
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
===zz==== CHANNEL fl ========
NUC1 13¢C

Pl 9.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
==z====== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 W
PLW12 0.29008001 W
PLW13 0.23496000 W
SFO2 400.2324014 MH=z
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 100.6379628 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Tafel 4.3

HA21 / DMSO / 15N HMBC

DMS0

L

83,1

ef4 |-

29n.¢

UZZ |-

ppm

50

100

150

200

300

Current Data Parameters

NAME HA21
EXPNO 6
BROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120419
Time 16.49
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG hmbcgpndgf

™D 2048
SOLVENT DMSO

NS 64

DS 1

SWH 4807.692 Hz
FIDRES 2.347506 Hz
AQ 0.2130420 sec
RG 203

DW 104.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
CNST13 5.0600000

Do .00000300 sec

[

2.00000000 sec
D6 0.10000000 sec

©0.00020000 sec

©0.00003080 sec

P3 15.00 usec
PLW2 113.00000000 w
SFO2 40.5630650 MHz
===s== GRADIENT CHANNEL =s====
GPNAML SMSQ10.100
GPNAM2 SMSQ10.100
GPNAM3 SMSQ10.100
GPZ1 70.00 &
GPZ2 30.00 %
GPZ3 S0.10 &
P16 1000.0Q0 usec
F1l - Acquisition parameters
™D 400
SFOL 40.56306 MHz
FIDRES 40.564686 Hz
sW 400.016 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
SI 2048

SF 400.2300100 MHz
WDW SINE

SSB o

LB 0 Hz

GB a

PC 1.40

Fl - Processing parameters
SI 1024

MC2 QF

SF 40.5549540 MHz
WDW States
S58B 0

ppm o
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Tafel 4.4

D:\ThermoData2012\Holzer\HA21
D:\ThermoData2012\Holzer\HA21 pos Mode

6/26/2012 2:35:17 PM D:\ThermoData2012\Holzer\HA21.RAW

HA21 #5-36 RT: 0.07-0.54 AV: 32
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]

100
95

90

00
4)]

o)
o
fea b

Relative Abundance

d 239.13
151 ‘
01 23627“
254.33
3
|

23520L|
ﬂH'p h

B H Rl

| |
M25627 |

NL: 2.44E6

M
325.33 \

| MeOH

301.07 !

‘ 340.13

272.27 hi

372 13

A, ",‘fj'lu.. ot r,,'wl,k“'& A, H d

il
0 iR A, M‘ML u\p“ MHMJWM'.,LVM l‘.ﬂWL m‘ JL‘M. M“‘ Yt ”M'ﬂi h"

220 240 260

300 360 380

m/z

280
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HA33/ DMSO

— O
[ea @]
o o
—

10.89
10.89
10.86
10.86
10.86
10.85
10.85
10.83
10.83

10.82

Tafel 5a.1

10.80
10.80
10.79
10.79
10.77
10.76
10.74
10.72
10.72
10.71

8.47
7.73
7.71
7.56
7.54
7.52
7.45

4.36
——3.35

§

3.15
3.13
3.11
2.71
2.25
2.23
2.21

C><)

(<O

Current Data Parameters

NAME HA33
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120511
Time 13.34
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 2

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 144

DW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 287.2 K
D1 4.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCl 1H

Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 w
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.2300110 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Tafel 5a.2

3
N-CH;
13C
N S@ el 22 2283998223357
=] @~ oo~ M R
N 7 23 FEFEEREEERFR BRUKER
; VI \ NN (>
T OH
v _ Current Data Parameters
NAME HA33
M N 0 EXPNO 2
H PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120511
5a Time 13.50
INSTRUM spect
DMSO0 PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
TD 131072
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 21008.404 Hz
FIDRES 0.160281 Hz
AQ 3.1195636 sec
RG 203
DwW 23.800 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C
Pl 9.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 30.00 usec
PLW2 14.80000019 w
PLW12 0.29008001 W
PLW13 0.23496000 W
SFO2 400.2320011 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6379622 MHz
* N . | % o mt
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
T " T T T T " T T T I 1 T T PC 1.40
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Tafel 5a.3

HA33 / DMSO / 15N

M
,,f,/ OH b
z,x |
N~y
I
wo A
ba
DMSO
AP35
]
Mﬂ.ﬁm.rv
]

12

11

10

1

Current Dete Ferameters

NAME HA3Y
EXPNC 8
BROCNO 1
—U—U-._J FZ - Acquisition Paramerers
Date_ 20130511
Time 2156
INSTRUN spect
PRORBED 5 mm PABBO BB/
PULEROG rmbogpndgf
™ 3048
SOLVENT DMSC
NS 18
DS 16
50 sw 4807592 Hz
FIDRES 2.34750€ Hz
) 0.2130420 sec
G 203
oW 104.00C usec
DE 10.0C usec
= 297.3 &
CNST1) 5.000000¢
100 o 0720000300 sec
DL 2.00000000 sec
D5 0.10G00000 sec
Di§ 0.00020000 sec
I ©¢.D0C03080 sec
==s===== CHANNEL f1 ========
w1 1
Amc Pl 12.60 usec
B2 25.20 usec
PLI1 14.80000019 W
SFC1 400.2326015 MHZ

F3 15.00 user
Nco PLIW2 113.00000C00 W
SFO2 40.5630E50 MEz

GENAM3 SMSQ10.160
GFZ1 7O.00 %
250 cr=2 3000 &
ezl 50,20 %
B15 1000.00 usec
F1 - Acquisitisn parameters
™ 200
5801 40.56305 Mz
FIDRES 40.564605 Ez
300 s 400.015 ppn
FnMODE oF
FZ - Frocessing paranecers
51 2048
sF 40C.2300200 MHz
WowW SINE
S5B Q
mwc LB Q0 Hz
GH a
PC 1.40
¥ - Proressing parameters
50 102a
MC2 OF
SF 40 5549540 MHz
400 wow Stazes
ss3 g
LB 0 Kz
ppm c: o
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Tafel 5a.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name

D:\Data\MS_MessService\38531000001.d
tune_low_testpos.m
HA 33

Auftraggeber/Com Al-Qasim Hussein

Ergebnis: +/- 5 ppm

Acquisition Date  6/22/2012 9:15:27 AM

Operator phu
Instrument maxis

MeQH/ACN
In . - in #
r::;:lns | 3531719 +M3, 0.1-0.5min #{3-30}
H,C
© n-CH,
254 NN
W = : o
N
A Vi
H
2.04
Sa
MelH
1.51
1.0
36033235
0.5-
373.1381
379 1876
369.1879
l l J 365.1052 | | 389.1339 393 2041
0.0 L . ) T N - |- 5 B0 SR NN
30 356 360 "85 an a7s 3850 38 390 395 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/22/2012 9:19:22 AM Page 1 of 1

X ¢ Bobaisnte Vaf“wf&r'&ym’f
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Tafel 5a.5

D:\ThermoData2012\.. \HA33_120705145707 7/5/2012 2:57:07 PM

D:\ThermoData2012\Holzer\HA33 pos Mode

D:\ThermoData2012\Holze\HA33 RAW

HA33_120705145707 #5-18 RT: 0.08-0.30 AV: 14 NL: 5.78E5
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
100, 352?.40

Relative Abundance
()]
T

] 308.40

280.33 391.27
N : 479.07

; 555,53
‘ || 599.53

[¢]]
Ao

I M ". | i
B LA S S T N g
!

200 300

o

400 500 600

m/z

663.67

| | mam | (Ll b
R0 AT Tl A A L M LA T VAR Al ol

765,53
862.53 91427

800 900

1000
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Tafel 5b.1

oS OH
N
N~ N "oH
I
5
5b
DMSO
[ I I ARRAN il T T AR DEARARAAAN RRRRRRRRN [T AN T T
14 13 12 11 10 9 8 4 3 2

EE &

3 5 s

<)
BRUKER
(. ><)

Current Data Parameters

NAME HA34
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120502

Time 17.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 16

Ds 2

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 64

DW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K

D1 4.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1l 1H

Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 w
SFOL 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.2300100 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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mlJ 150 / 13C 8
— .

& SRR Dmoo o « o
MONN e~ O 0 O™
N s " oo A CMWUeEAN>NMNO
ok BRUKER
" = SO0 5353 e ©  mmw s mmmo ;. g
3 RTARTY \/ NN
e OH
v Current Data Parameters
N NAME HA3L
M N 0OH EXPNC 6
H PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120502
b Time 23.49
0 INSTRUM spect
DMS PROBHD 5 mm PABBO BR/
PULPROG zgpg30
TD 131072
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 21008.404 Hz
FIDRES 0.160281 Hz
AQ 3.1195636 sec
RG 203
DW 23.800 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C
Pl 9.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
Nuc2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 W
PLW12 0.29008001 W
PLW13 0.23496000 W
7 SFO2 400.2320011 MHz
, F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6379622 MHz
[l il | =
A SB 0
N LB 1.00 Hz
<) GB 0
wn 4 * T T T _ " T T , T —TPC 1.40
—
& 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
2]
=
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Tafel 5b.3

HA34 /

)

DMSO / 15N HMRBC

7
_

NN ™oH
H

5h
DMSO

- 93,

81 g

- 1%6S.5

LB o i o i

1"

10

B e

9

T

5

TTT T T

YT T

T T

4 3

1

Current Data Parameters

NAME HA3d
EXBENQ 7
PROCNO 1
—Uﬁg F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20220503
Tine 10.55
LINSTRUM spect
DROBHD 5 mw PABEO BB/
PULPROG nmocgpraqf
™ 2048
SOLVENT DMSO
N3 i2
D3 16
50 sw 4307.692 Hz
FIDRES 2.347506 Hz
a0 0.2130420 sec
ac 203
oW L04.000 usec
DE 20.00 usec
TE 287.2 K
CNST13 5.0000000
100 oo 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
D6 0.10000000 sec
Dla 0.00020000 sec
IND 0.00003080 sec
====z==== CHANNEL El ========
wucL 1K
150 = 12,60 nsec
P2 25.20 usec
PLWL 14.80000015 W
EFO1 400.2324014 MHz
CHANNEL £2 ========
15N
Pl 15.00 usec
200 =ue 113.000900C0 W
SFO2 40.5630650 MHz
====c= GRADIENT CHANNEL =z===
GENAM1 8] 10
GPNAMZ
GPNAM]
GPZ1
250 cez2
GPz3 5010 &
16 1000 00 usee

Fl - Accquisition parameters
el 327

SFOL 40.55306 MHz
FIDRES 49.620411 Hz
300 v 400,016 ppm
EnMODE QF
F2 - Processing parameters
51 2048
SF 400.2300100 MHz
WIW SINE
S5B Q
350 it 5 ke
GE Q@
PO 1.40
Fl - Processing parameteérs
s1 1024
MC2

Qr
.5549540 MHz
States

)
L
o

ppm = e
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Tafel 5b.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Analysis Info

Analysis Name D:\Data\MS_MessService\38532000001.d

Acquisition Date  6/22/2012 9:30:43 AM

Method tune_low_testpos.m Operator phu
Sample Name HA 34 Instrument maxis
Auftraggeber/Com Al.Qasim Hussein
Ergebnis: +/- 5 ppm
MeOH/ACN
Intens. +MS, 0.3min #(16)
x1 403.1477 0 ,.}
1501 Y
%-—N
y . ) OH
N
1,254 M H OH
5b
MeOH
1.007
0.75- 3811663
0.50-
0.254
4251293
392.1507 adgess V191203 1
1 J 400.1414 h Y ]‘ l
0.00 huarfy ul . Mo d ..._ma%‘ l. IL.. sualpal aloa .rJ.I.IIL A '.l' 11“‘. ."“.‘j ‘lL‘nlr 'J Y i ' .7.J..I.L — J‘l.x‘ Li. |l "
380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/22/2012 9:36:34 AM Page 1 of 1



Tafel 5b.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA34
D:\ThermoData2012\Holzer\HA34 pos Mode

7152012 2:58:40 PM D:\ThermoData2012\Holzer\HA34 RAW

HA34 #6-9 RT: 0.09-0.14 AV: 4 NL: 3.67E5
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
381.40

©
o
[

o) fe?)
o I3
BRI RN

~
w
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~
o
A

(o2}
[3)]

1 1

7 21420

L

45

Relative Abundance

308.53
|

A
o
il Ty

w
o

403.40

w
?

279.27
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L AL G LR [

0 ‘.""!:' i i,li-ﬂx Ll |, 'J'(Ji A
200 300

4 i
i
i
M)

500

2
s

N/|

b

0

OH
[‘_\I OH

5b
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Tafel 6a.1

HA26/CDC13

N A A O NNOOWsHE MmN
e O o NN o™
0000 ™~~~ MM>S >~
Cl
; _,,,, CooR
N g
Q N
H.C™ "CH,
Ga
DMSO

4.54
4.53
4.51
4.43
4.41

10 9 8 7 6

C><)

(>

Current Data Parameters

NAME HA26
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120503

Time 17.50
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 18

W 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 287.2 X
D1 5.00000000C sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 w
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
sI 65536

SF 400.2300127 MHz
wDwW no

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Tafel 6a.2

o, COOog
t\ _ = e a B33¥E 3 “3 NoO® N @ W o o~
R I8 5 2ddgc g dd SR gan :
Voot Vol
H,Cc™ TCH,
Ga
DMSO
: T
|
i
I I 1 T I " i I T I L
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

("><)

(O

Current Data Parameters

NAME HAZ26
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120503

Time 17.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG jmod

TD 131072
SOLVENT CDC13

NS 72

DS 4

SWH 22058.824 Hz
FIDRES 0.168295 Hz
AQ 2.9710152 sec
RG 2050

Dw 22.667 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13c

Pl 9.00 usec
P2 18.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 =s=======
CPDPRG2 waltzlé

NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 w
PLW12 0.29008001 w
SFO2 400.2316009 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 100.6379342 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Tafel 6a.3

HA26/CDC13/15N HMBC

c Current Data Parameters
NAME HA26
EXPNO 7
o COOE L PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
_ = I ; UU_.-._ Date_ 20120503
I O Time 18.32
INSTRUM spect
[ PROBHD 5 mm PABBO BB/
b PULPROG hmbcgpndgf
b ’ pWO D 2048
r SOLVENT cpell
ML L NS 16
DS 16
H.C CH, 50 swn 4000.000 Hz
FIDRES 1.953125 Hz
Ga AQ 0.2560500 sec
RG 203
DMSO oW 125.000 usec
r DE 10.00 usec
| TE 297.2 K
CNST13 5.0000000
100 o 0.00000300 sec
| Dl 2.00000000 sec
D6 0.10000000 sec
+ D16 0.00020000 sec
ING 0.00003080 sec

150

PLW1 14.80000019 w
+ SFOl1 400.2320011 MHz
r =====z== CHANNEL f2 ========
A&Mw 2 | Nucz 15N
- 2 P3 15.00 usec
200 =2 113.00000000 W
L SF02 40.5630650 MHz
b ====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SMSQ10.100
[ GPNAM2 SMSQ10.100
b mmz,wsu mzmopwmpmm .
GPZ .
250 orz2 30.00 %
L GPz3 50.10 %
P16 1000.00 usec
[ Fl - Acquisition parameters
r D 256
t SFOL 40.56306 MHz
FIDRES 63.382324 H
300 s« 400.015 pem
- s AD L FAMODE QF
SEON no L F2 - Processing parameters
sI 2048
SF 400.2300126 MHz
L WDW SINE
ss. 0
350 = o
L GB Q
PC 1.00
[ Fl1 - Processing parameters
[ s1 1024
MC2 QF
5549540 MH
558 o
95 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm 3 g
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Tafel 6a.4

MassenspekrometrieZentrum FakultadtChemieUniWien

Analysis Info

Analysis Name D-\Data\MS_MessService\38492000007.d

Method tune_low_neg_1€_05_12.m

Sample Name  HA26
Auftraggeber/Com Al.Qasim

Acquisition Date  6/13/2012 10:29:56 AM

Operator
Instrument

phu
maxis

+/-Sppm
MeOH/ACN
Intenss. +MS, 0.1-0.2min #(4-14)
x10
389.1362
Cl
COOEt
]
N 0
HC™ CH,
3,
i 6a
MeOH
2,
411.1180

1.\

408.1095 427.0921

0 1 i Ll I | i

Y3é51 o '3é0‘ T ‘3‘95' o ‘4'50' T l4[')5' o '4‘iOI o I4‘iSl o 450' o '455' ) 4'.“)0 m."z
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/13/2012 10:33:52 AM Page 1 of 1
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Tafel 6a.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA26b
D: \ThermoData2012\Holzer\HA27 pos Mode

HA26b #6-24 RT: 0.08-0.35 AV: 19 NL: 2.96E7

T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
100
95
9. N -

N0
g@ )
\\err

HCo e

389.20
cl
COOEt

80~
- K I.
75 : :

70 ba
MeOH
65~

60 -
55
50
45
40

35
30
25
20
15~
10

326.20

Relative Abundance

316.33 | 344.33

184.33

200 300 400

6/26/2012 2:56:48 PM

398.20

‘ 417 27
5 | 27240 | | || | :

W ot _
O-..{%Lﬁj}_fﬁffﬁiﬂ{f?&.f}?..:F&z f&;};ir Ll F____

447.27 Ammmq 561.07

?_ fib n

638.40 |

D:\ThermoData2012\Holzer\HA27 . RAW

mmm.wu 727.20

_Naéwu

k o 842.47 888.60

i

N N

moo 600
m/z

960.73

ety e N e AN LR A

700 800 900

1000
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Tafel 6b.1

HA25/CDC13

DMSO

4.42

2.47
2.45
2.44
2.25
2.02
2.01
1.99
1.97
1.43
1.41
1.39

s (g

(<)

( ><)

Current Data Parameters

NAME HA25
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120427

Time 7.07
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 161

DW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K

D1 5.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 w
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.2300126 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Tafel 6b.2

HA25/CDC13

<)

— 164.26
—160.71
——147.66
——138.99
——136.46
——133.24
—128.97
——126.29
—120.88
—113.93
——111.52
77.32
77.00
76.68
——66.05
——62.02
—56.20
——45.41
—26.76
——14.16

I % (O
COOEt ;
i T Current Data Parameters
_ - NAME HA25
| M 0 EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
CH. Date_ 20120427
oo Time 8.35
| INSTRUM spect
CH, PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG jmod
TD 131072
SOLVENT chCl3
i) NS 1024
DMSO Ds 4
SWH 22058.824 Hz
FIDRES 0.168285 Hz
AQ 2.9710152 sec
RG 2050
DW 22.667 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13c
Pl 9.00 usec
. P2 18.00 usec
PLWL1 64.00000000 W
' ﬁ A SFOL 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000018 W
PLW12 0.29008001 W
SFO2 400.2316009 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 100.6379222 MHz
WDW EM
SSB 0
. . . LB 1.00 Hz
T I T I T ! I i I ! I I T T CRB 0
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm P 1.40
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Tafel 6b.3

HA25/CDC13/15N HMBC

BRUKER

Cl
Current Dalta Parameters
COOEt NAME HAZS
- EXPNO 7
_ PROCNO L
” N , ol
F2 - Acquisition Paramerers
M 0 A L —umuanwﬂm 20120427
Time 10.34
INSTRUM spact
PROBHD 5 mm PABBO 83/
PULPROG hmbecgpndg £
CH. DR NS S D 2043
NTR ViSTES SOLVENT cpela
h ) NS 24
' DS 15
CH; - B0 m 1000,000 H2
: FIDRES 1.953125 He
i AQ 0.2560590 sec
b RG 233
oW 125.000 usec
(V1] DR 12.00 usec
= 297.2 %
DMSO | CNSTL) 5.0000000
100 o 0.2023030) ses
| o1 2.00000000 sas
D5 0.10000000 sec
L ol 2.00020000 sac
pEtE] 2.00003080 sec
| L s======= CHANNBL fl ========
et 14
150 = 12.50 usec
L P2 25.20 uses
BLAL 14.80000019 W
- SFOL 400.2320011 MHz
\A@m = I CHANNEL £2 ========
ot L 15N
15.00
- 200 11300000000
L 40.5630650
F ====== GRADIENT CHANNEL
_ GENAML SMS0L0. 100
r GPNAM2 SMSQ10. 100
L GENAMI SMS010.100
GPal 70.00 %
250 cre2 30.00 &
L cpz3 50.10 ®
Pla 1000.00 usec
| Fl - Acquisition parameters
r ) 256
L SFOL 40.56306 MHz
FIDRES 63.382324 Hz
300 s« 400.016 ppm
FnMoUE JF
- wom \ﬁ ! L ¥
+ F2 - Frocessing parameters
51 2048
i I SF 400.2300126 MEz
| F WD SINE
SSB o
350 ::= O Hz
| cE o
EC 1.0¢
| Fl - Processing parametere
51 1024
b e QF
SF 4C . 5546540 MHz
e e e e e e e e e ee— 400 wos States
! 55B Q

9.5 9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 PPm G ¢ "
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Tafel 6b.4

MassenspekrometrieZentrum FakultdtChemieUniWien

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name  HA23
Auftraggeber/Com Al Qasim

Acquisition Date 6/13/2012 10:24:05 AM

D:\Data\MS_MessService\38491000005.d
tune_low_neg 16_05_12.m

Operator phu
Instrument maxis

+/-5ppm
MeQH/ACN
Intens. [ — +MS, 0.0-0.3min #(2-19)
x106
403.1526
- Cl
COOEt
i
10 N o
' A Vs
1y-CHs
I
CH,
0.84
Gb
MeOH
0.61
0.4
0.2
425.1344
412.2331 ]
0.0 1 1 i L ‘ i PR TP
400 405 410 415 Ta200 7 a2 430 435 440 445 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/13/2012 10:26:41 AM Page 1 of 1
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Tafel 6b.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA25 6/26/2012 2:47:15 PM D:\ThermoData2012\Holzer\HA25 . RAW
D: ,,._,32300&%9N/Io_Nm:I.pmm pos Mode

HA25 #7-20 RT: 0.11-0.30 AV: 14 NL: 3.63E7
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
403.27
aOO..w _U_ |
omm COOEt
90 - N
85
80
- N
Nm‘ |
70

65

60 MeOH
55-

45

40 -

35
30

254

Relative Abundance

20

15
10-; 272.33 35833 | |
ml‘.

19440 25840
0 rptrpmriempriesmest

_ _ 755.27
_#meﬁ mowoo mﬁwm mmmﬁ .:omw,if maﬁmﬁafm.mm

{bepeitndi i it i s o el iy e ERRaE

200
m/z

W
400 moo moo ﬂoo moo 900 1000
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HA23/CDC13

(o<

mmoaNO~-n O oW OO MANOD>ONORALW <Hm — O 0
cl 8887777777 4444444333222222 — g
COOEt /m 2 X .//’/N_\ § %\ Y_ /_\ Current Data Parameters
v R NAME HAZ23
N, _ - EXBNO 1
[ Vs PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120509
Time 0.51
™ INSTRUM spect
L PROBHD 5 mm PABBO BB/
0 PULPROG zg30
6c D 65536
DMSO SOLVENT cpels
NS 16
DS 2
SWH 6410,256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.111857¢% sec
RG 40.3
DW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 K
D1 5.00000000 sec
TDO 1
====z=== CHANNEL f1 ========
NUC1l 1H
Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 W
SFOl1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 400.2300122 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
L F I Ll A PC 1.00
i T T proreTTTT I rprTrTrTTTTTT T T T
9 8 7 5 4 3 2

Tafel 6¢.1
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o COOEt
_ e 2 o2Rd3m 8 83 Now oo oo “
e F idmmin o o :
SN i W

) |
6c 0 |
DMSO

IR 1T

I T T T T ' I T T ] I I T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Tafel 6c.2

<)

BRUKER

(<O

Current Data Parameters

NAME HA23
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120509
Time 1.37
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG jmed

TD 131072
SCLVENT CDC13

NS 512

DS 4

SWH 22058.824 Hz
FIDRES 0.168295 Hz
AQ 2.9710152 sec
RG 2050

DW 22.667 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
====z==== CHANNEL fl ========
NUC1 13cC

Pl 9.00 usec
P2 18.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzle
NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 W
PLW12 0.29008001 W
SFO2 400.2316009 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 100.6379268 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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HAZ23/CDC13 /15N HMBC

cl |
; -~ COOE
NSl

)

BRUKER

Current Data Parameters

)

"
M e NAME HAZY
M o EXPNO 5
PROCNO i
! F2 - Acquisitien Paramcters
g _ . L it " S —UUB Date_ 20120509
N Time 2.12
— 1 | INSTRUM spect
| i PROEED & mm PAB3O BB/
L PULEROG hmbegprdaf
| 2042
r coell
il 0 15
- - 15
DMSO . 50 4000.000 Hz
TMD _.TM i 1.953125 Hz
el bl . 0.2360500 gec
203
| 125.000 usec
10.00 usee
L 287.2 K
50000000
- 100 0.00000300 see
2.00000000 see
[ 0.2000D0000 sec
L 0.00020000 see
| 0.00DD30BD sec
i L zz==zz== CHANNEL fl ========z
| wuc1 1H
—150 = 12,60 usec
L =2 25.20 usec
LAl 14 .80000019 w
s SFG1 400.2320011 Mz
.\_O_Nw m | r ==assss= CHANNEL [2 ==s==z==
VoG L NuUCz 15N
23 15 00 usec
= 200 sw: 113.00006000
P GRCZ 40.5630650 MHz
- s===== QRADIENT CHANNEL =====
GFNAML SMSQL(C.100
B GENAM2 SMSQ1C. 190
L GENAM3 SMSQLC.120
GF21 70.20 %
- 250 ocez2 30000 &
i L GPZ3 50.10 %
plé 10€0.00 usec
F1 Acquisition parameters
i o 400
L SFOL 40.56306 MHz
PIDRE3 40.564586 Hz
300 s« 400.016 ppm
- i FrHODE oF
- F2 Processing paramsters
240, 5, | 51 2040
SF 400.2300122 MHz
L WDW SINE
SEB [
350 ::= 0 Hz
L GE 0
T 1.0C
Fl - Processing parameters
i S1 1024
L MC2 QF
SF 40.5549540 Mz
e B e e e M S A s o o o B LI S A B L BRI BB LR B B BN R T T hOOWMM s States
9 Hz

Tafel 6¢.3

95 90 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15

1.0 05

ppm &
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Tafel 6¢.4

MassenspekrometrieZentrum Fakult&tChemieUniWien

Analysis Info ' Acquisition Date  6/13/2012 10:13:02 AM
Analysis Name D:\Data\MS_MessService\38491000003.d

Method tune_low_neg_186_056_12.m Operator phu

Sample Name  HA2523% Instrument maXis

Auftraggeber/Com A|-Qasim

+-5ppm
MeOH/ACN
Intens. +MS, 0.0-0.4min #(1-21)
x105
Cl
COOEt
4
M, |
M e
1.01 M 0
431.148¢ H
)
| e
MeOH
0.8
0.6
0.4
0.2 -
4531301
441.2135
00 ] | 1 I . L PR
410 420 430 440 450 460 470 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/13/2012 10:16:59 AM Page 10of 1
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Tafel 6c.5

D:AThermoData2012\Holzer\HA23 6/26/2012 2:42:27 PM
D:\ThermoData2012\Holzer\HA23 pos Mode -

HA23 #6-14 RT: 0.08-0.20 AV: 9 NL: 2.12E7
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]

100, ol
95— . COOEt
90 -

= 5
Q (]

MeOH

431.20

=
oy

Relative Abundance
(4]
o

40 325.40

30

- 316.33 , 441.20
1181.27 mmwmo 301.13 7.

o [ TP, gl l, er |
- e Al tsnipab i

Kk bl s Mk (o bt aink

_
| R_K@w,f 453.13 507.40 8@3 686.53 Sma

D:\ThermoData2012\Holzer\HA23.RAW

810.73 843.33 886. 13 984.40

o i s m “

EEEAEEANR IEASREEE] Tt ried ,_;

200 300 400 500 moo
m/z

IRERER sy

900 1000
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Tafel 6d.1

HA27/CDC13

6d
DMS0

4.59
4.58
4.56
4.43
4.41
4.40
4.38

N

2.92
2.90
2.89
2.87

2

Y

82
2.60

.

—1.75
1.39
1.37
1.35

v

2

© -

WWJWMMI
(L ><J

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

HA27
1
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20120508
Time 15.37
INSTRUM spect
PROBHD S5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT cDC13

NS 16

DS 2

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118578% sec
RG 18

oW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
D1 5.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 1H

Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 W
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 400.2300127 MHz
wDwW no

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Tafel 6d.2

——164.08
——160.34

——147.43
——138.83
——136.36
-—133.07
——128.82
——126.14
120.65
——113.80
——111.47
77.32
77.00
76.68
——67.07
—61.94
—23.37
—14.00

__—54.61
=53.85

<

COOR
=
zw |
N="F g
N fz
Bd
DMSO
T T I
200 180

160

C><)

(<O

Current Data Parameters

NAME HA27
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120508
Time 15.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG jmod

TD 131072
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 4

SWH 22058.824 Hz
FIDRES 0.168295 Hz
aAQ 2.9710152 sec
RG 2050

DW 22.667 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D1 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13¢C

Pl 9.00 usec
P2 18.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MH=z
======== CHANNEL f2 =====z===
CPDPRG2 waltzl6

NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 w
PLW12 0.29008001 W
SFO2 400.2316009 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 100.6379312 MHz
WDW EM

SSB

LB 1.00 Hz
GB

PC 1.40
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Tafel 6d.3

EA27/CDC13 /15N HMBC

Q C><)

r
BRUKER
COOE n

v T v
NS g
M M O Current Data Parametsrs
NAME HA27
EXPNC 7
| PROCNO 1
uv—.—.— Fl - Acquisition Parameters
Mo f Date 20120508
- ; Tine 16.50
I . INSTRUM spect
i ' [ PROBHD 5 mm PABBO BB/
. L PULBROG hmbegpndgt
6d TD 2048
r SOLVENT €2213
L us 16
DMSO ) s 16
. SWH 4000.000 Hz
e = * I 30 FIDRZS 1.833125 Ha
- o Y ] AQ 0.2550500 sec
UN 3 RSY NPR L RG 203
'q oW 125.000 usec
- DE 10.00 usec
L TE 297.1 K
CHST1)} 5.0020000
- 100 = 0.00000300 sec
" .- . L Dl 2.00000000 sec
i D6 010000000 sec
. D16 0.00020000 sec
INo 0.00003080 sec
L ======== CHANNRL F1 =====z==
H
12.60

400.2320011

====scoo CHANNEL £2 =ssssss=

k HUC2 15N
B3 15 00 usec
- 13, 0a
) 7200 nE  igSmeke
- ====== GRADIENT CHANNEL
GENAML SMSQ10. 104
r GPNAM2 SM5010.100
L GPNAM3 SM5210.10¢
| crzl 70.00 2
— Mmo GAT2 30.0C 2
! . L G223 50.1C %
Pl§ 1000.40C usec
. [ Fl - Acquisition parameters
N ™ 4ccC
3 40 .Sh30& MHz
1 ]
: 300 436°51¢ ppm
- L FAMODE QF
. - #2 - Frocessing parameters
e | : =
D0 r & 402.230002¢ 1on:
L WD sINE
S8R ]
. 350 o v e
L 5B ]
- . BC 1.00
| Fl - Frocessing parameters
24 1024
L Mo2 QF
SRS TN N N L U —— T
' ssB 0
95 9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3,5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm = 0
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Tafel 6d.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Analysis Info Acquisition Date  6/13/2012 10:58:52 AM
Analysis Name D:\DataWMS_MessService\38493000004.d
Method tune_low_neg_16_05_12.m Operator phu

Sample Name  HA27 Instrument maXis

Auftraggeber/Com al.Qasim/Holzer/Pharm

+/-5ppm
MeOH/ACN
Intns-ns5 +MS, 0.1-0.4min #(3-21)
x10 415 1540
Cl
COOEt
.f e
1.501 Nl
N~ g
@ !
1.254
) 6d
MeOH
1.00
0.756-
0.504
0254
0.00 y N — 1 | N
——r . N
410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 m/z
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed.  6/13/2012 11:00:46 AM Page 1 of 1
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Tafel 6d.5

D:\ThermoData2012\HolzerHA27b
D: ﬁ:mwaocmﬂmmoéN,Io_wm;I\./mm pos Mode

HA27b #5-29 RT: 0.07-0.43 AV: 25 NL 151

T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
Aoow -

95 _ e
90 ..Z =

]

85— =

6d
MeOH

Relative Abundance
(%]
o

20-
15-
10-

m4 395.27

403.33 hdwao

B Rt e A G

405

410 4

.iu_l.x,\.rﬂriff en] ) I.A

E7

415.27

|

Am

6/26/2012 3.02:19 PM

41940 42420  431.33

420 425 430

m/z

D:\ThermoData2012\Holzer\HA28. RAW

437. AN

T LI N ;_\ |<|| Jnfﬁ T

435

Lao

443.33 446.47 |

N—mo 33

Amm.mm 457.60 Amw..mo

LA e e e e

445

450

455

f

460

I

75



Tafel 7a.1

i (><)
,fr/ OH

NN O N M A O~-Otm oo oW
/ QA Q000N mmm 0o E RIS BRUKER
" _ 000 IS~~~ H O NN NN NN
CNY S 7 N
_I_
I i Current Data Parameters
NAME HA30
SN EXPNO 1
H.C CH, PROCNO 1
7a F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120525
DMSO0 Time 19.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 144
W 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 K
D1 4.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 1H
Pl 13.00 usec
PLW1 16.00000000 W
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 400.2300098 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
rF L A

L I I I I I I L LR LR AR AN AR RS Rl A L AR AR RRRARLY T ™

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Rl S
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Tafel 7a.2

<)

N . Lo o N = (=] ™ O WeHO>UVMNOWW
2 % 29 3% o ;2 R b ey BRUKER
— — ~ o~ i [*2 (=)} (=} n st mMmeaammeenm
TV | NN (>
=~
Current Data Parameters
NAME HA3Q
EXPNO 2
PROCNO 1
Ta F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120525
DMsO Time 20.18
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
TD 131072
SOLVENT DMSO
NS 2048
DS 4
SWH 21008.404 Hz
FIDRES 0.160281 Hz
AQ 3.1195636 sec
RG 2050
DW 23.800 usec
DE 10.00 usec
TE 297.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C
Pl 8.50 usec
PLW1 64.00000000 W
SFOl1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 16.00000000 W
PLW12 0.33383000 W
PLW13 0.27039999 w
SFQ2 400.2320011 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
| SF 100.6379609 MHz
T = . i o =
LB 1.00 Hz
GB 0
T , T T _ T _ T _ ﬁ BT L.40
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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HA30/ DMSO / 15N HMBC

b

A I

BRUKER

Current Data Parameters

I,.U_Ua
=
5
p o oH
N
M N D
I
\-Z..(
H,.C™ TCH,
7a
DMSO

- 22,0

>
ok
£~

9.0 8.5

Tafel 7a.3

LIS L B e

80 75 7.0 6.5

6.0 5.5

L e | T T T T T T T

50 45 4.0 35 3.0

—tTTT T

25 2.0

NAME HA30
EXPNO 6
PROCNO 1
un—.—wm - Acquisition Parameters
ate_ 20120526
Time 4.18
INSTRUM spect
i PROBHD 5 mm PABBO BB/
- PULPROG hmbegpndgf
TD 2048
r SOLVENT DMSO
L NS 64
DS 16
505w 4807.692 Hz
FIDRES 2.347506 Hz
I AQ 0.2130420 sec
+ RG 203
DW 104.000 usec
r DE 10.00 usec
| TE 297.1 K
CNST13 5.0000000
100 0o 0.00000300 sec
| D1 2.00000000 sec
D6 0.10000000 sec
3 D16 0.00020000 sec
INO 0.00003080 sec
L =====z== CHANNEL fl ========z
NUC1 1H
1502 13.00 usec
L P2 26.00 usec
PLW1 16.00000000 W
o SFO1 400.2324014 MHz
I =zz===== CHANNEL f2 ======z==
L NUC2 15N
P3 15.00 usec
200 =02 113.00000000 W
L SFO2 40.5630650 MHz
b ==zz=== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SMSQ10.100
r GPNAM2 SMSQ10.100
L GPNAM3 SMSQ10.100
GPEL 70.00 %
Nmo GPZ2 30.00 %
L Gpz3 50.10 &
Plé 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
™D 400
SFOL 40.56306 MHz
FIDRES 40.564686 Hz
300w 400.016 ppm
FnMODE QF
F2 - Processing parameters
sI 2048
SF 400.2300098 MHz
WDW SINE
SSB 0
3501 oz
GB 0
PC 1.40
Fl - Processing parameters
SI 1024
L MC2 QF
SF 40.5549540 MHz
h.co WDW States
SSB 0

ppm:: ;e
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Tafel 7a.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Aenobiin

Analysis Info

oun o M-
mic i

o N AMiadal Lag
Allalyais iNa Walawio_ iVieEsaS ol viten
Method tune_low_testpos.m
Samnla Nama HA 20
Sample Name  HA30

Auftraggeber/Com al.Qasim Hussein

Ergebnis: +/- 5 ppm

Acquisition Date 6/22/2012 8:49:58 AM

Operator phu
Inctrimmant ma¥ic
Instrument maxis

MeOH/ACN
intens, 05min #3-
":iﬂs 353.1712 +MS, 0.1-0.5min #(3-30)
H:JC\
M=
7 T p OH
N
M H 0
a_
H.C Mcn
Ta
MeOH
EA
4
2.
360.3222
357.1868
0 1 1 — a l ! L " :”( .r_.a_.«J;l..r‘ '-‘ .L‘- — .'-( .‘ S—
355 360 365 370 380 385 390 395miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  6/22/2012 9:04:47 AM Page 1 of 1




Tafel 7a.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA30 6/26/2012 3:21:43 PM D:\ThermoData2012\Holzer\HA30.RAW
D:\ThermoData2012\Holzer\HA30 pos Mode

HA30 #6-27 RT: 0.08-0.40 AV: 22 NL: 1.78E6
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
100 ' 353.33
95 Ny
90 ,,. N o _

T oH

8s N
80~ f
I“.o\z;oxn.

75.
70 7a
MeOH
65
w0
55—
50~
45 d
40-
35
30
25-
20
15
b 202.20 51490 22833

5 18240 49557 | |

282.33

Relative Abundance
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Tafel 7b.1

TADQa /TMOA
H.C
by M

T

oH

C><)

O

8.551
8.548
8.232
8.217
8.215
7.580
7.564
7.563
7.548
7.358
7.343
7.329

565

4.
4.553
4.541

3.983

i
Q0
3
™M

3. 357
3.233
3.218
3.202
2.746
2.494
2.490
2.486
2.264
2.248
2.234

s
Ny 0
I
PROCNO 1
@ F_/ Date_ 20120515
.CH, ;

Time 17.25
N INSTRUM spect
~H PROBHD S mm PABBC BB-
PULPROG zg30
] TD 89926
DMSO SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 8992.806 Hz
FIDRES 0.100002 Hz
aAQ 4.9999914 sec
RG 181
DW 55.600 usec
DE 6.00 usec
TE 297.1 K
D1 3.00000000 sec
DO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 1H
Pl 13.50 usec
PL1 0.30 4B
SFO1 500.1337510 MHz
SI 65536
SF 500.1300104 MHz
WDwW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
%r; "
I T [RARRRRARN T T I I I I [rrTTTTT T I I I b I I
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
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Tafel 7b.2

TTRA AN o ITave
HC
WM
%
%~ ~OH

DMSO

Q—-=

157.95
—— 155.867

——147.65

__-139.62
=~—139.29
—131.95
—129.13
——126.03
—120.95

—98.49

—93.07

—63.63

C><)

39.50
39.33
39.00
36.92
23.38

54.27
42.15
40.09
40.00
39.92
39.83
39.76
39.67
39.17

%

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
SFO2
Shs

SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

180

160

140

,
120

_
100

80

60 40 20 ppm

HA2%a

2

1

201208515
17.36
spect

5 mm PABBO BB~
jmod
111106
DMSO

2048

4
27777.777
0.250012
1.9999760
16384
18.000
12.00
298.3
145.0000000
1.0000000
2.00000000
0.00689655

3.80
125.7713708

CHANNEL £f2
waltzle

1H

50.00

0.30

16.78
500.1320005
32768
125.7578504
EM

0

1.00

0
1.40

O

Hz
Hz
sec

usec

usec
K

Hz
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Tafel 7b.3

HA29a/DMSO/15N HMBC

ADEY
4833

200, 6

T T T ™ T LN B S B T LR

95 9.0 85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM

PPM crosiin
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

50 =

100 =

150 we:

NOQ NUC2

GPNAM2
waﬂu GPNAM3

300 sror

350 ss=

400
ppm &

HA2%a
6

1

20120516

1.27

spect

5 mm PABBO BB-
hmbegplpndgf
2048

5000.000
2.4414086
0.2049500

90.0000000

8.0000000
0.00000300
2.00000000
0.00555556
0.06250000
0.00002000
0.000024865

27.00
0.30
500.1325006

50.6878685

GRADIENT CHANNEL
SINE.100
SINE.100
SINE.100

70.00
30.00

50.68787
50.687870
400.000

QF

2048
500.1300104
SINE

0

0.00

Q

1.00

1024

QF
50.6777330
SINE

0
0.00
0

Hz
Hz

@ o P

usec

MHz
Hz
ppm
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Tafel 7b.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Analysis Info
Analysis Name

D:\Data\MS_MessSenvice\38528000003.d

Acquisition Date 6/22/2012 8:21:12 AM

Method tune_low_testpos.m Operator phu
Sample Name  HA 29 Instrument maXis
AuflraggeberfCom Al.Qasim Hussein
Ergebnis: +/- 5 ppm
MeOH/ACN
Intens. | +MS, 0.0-0.5min #(2-30)
x104
H&C\
N—=M
)
5] 367.1878 ; - OH
N'\. |
N7 N D
H
ACH,
"
4 CH,
b
MeOH
3,
2_
1-
408.3080
[ 383.1835 389.1375
U,LL,,,n, e a a A x . | A A - Aaoa
365 3/0 &5 380 385 390 395 400 405 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  5/22/2012 8:25:59 AM Page 1 of 1
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Tafel 7b.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA29a 6/26/2012 3:06:12 PM D:\ThermoData2012\Holzer\HA29a.RAW
D: f._.ijBOUmﬁmmok_BIo_Nm}I\mem pos Mode

HA29a #7-25 RT: 0.11-0.39 AV: 19 NL: 4 40E6 ‘ o e
T: +p ESI Full ms [150.00-1000.00]

100 367.27

95
90
85
80
75

LCH,
70 N

CH

65
mo% MeOH
55
50
45 _

Relative Abundance

20 1 389.20

5 282.47 322.47 .wﬁm_a
, 431.13 ﬁ.@ 00 mmm 20 594. No mmm 53 69913 79313 861, o.\. m._mmm o7 mﬂ

" rhubini
T TNy Tpdfer o oyl T t

500 600 700 800 900 1000
m/z
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Tafel 7c.1

g

Ne N N NTo NS Rele W We N ee}
eeshassss . BRUKER
?qqaqénz [S e IS o I o I QN AHIL“UVAMMJIUV

Current Data Parameters

NAME HAZ28
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
ic Date_ 20120426
DMSO Time 9.27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 64
DW 78.000 usec
DE 10.00 usec
TE 297.2 K
D1 4.00000000 sec
TDQ 1
======== CHANNEL fl ========
NucC1l 1H
Pl 12.60 usec
PLW1 14.80000019 w
SFO1 400.2328016 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 400.2300098 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
ﬁb\ﬁ | I

4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

0.52
—
1.00 =
2.01 ~
—
2.02 -
.01~
2.04
3.08>=
2.23\
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Tafel 7c.2

Uy I | VTN
ic
DMSO
[ _i i L f ; . |
: : . : ﬁ .
mﬁ_uo 1 Mc 1 Wo 1 k_~.o 1 mc 1 n,vo mf m_o A_o 20 ﬂ.U:._.

C><)

(<O

Current Data Parameters

NAME HA28
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120426

Time 10.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30

TD 131072
SOLVENT DMSO

NS 1024

Ds 4

SWH 21008.404 Hz
FIDRES 0.160281 Hz
AQ 3.1195636 sec
RG 203

Dw 23.800 usec
DE 10.00 usec
TE 287.1 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13¢C

Pl 9.00 usec
PLW1 64.00000000 W
SFO1 100.6483803 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé

NUC2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 14.80000019 w
PLW12 0.25008001 w
PLW13 0.23496000 W
SFO2 400.2320011 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 100.6379622 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 4]

PC 1.40
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Tafel 7c.3

HAZ28 / DMSO / 15N HMBC

BRUKER

44 N
k)
T

Current Data Parameters
NAME HA28
EXPNO [
PROCNO 1

F _f Uua F2 - Acquisition Parameters

0
f Date_ 20120426
-~ Time 15.486
\; L INSTRUM spect
0

PROBHD 5 mm PABBO BB/
- PULPROG hmbcgpndg £
TD 2048
[ SOLVENT DMSO

- « .
c__w,wo 50

4807 .692 Hz
2.347506 Hz

104.000 usec

287.2 K
5.0000000
0.00000300 sec
2.00000000 sec
D.Hoaooooommn
o
a

100

.00020000 sec
00003080 sec

. Aowm._+ L

A L NUC2 1SN
&m. A P3 15.00 usec
- 200 e 113.00000000 W
| SFO2 40.5630650 MHz
- ====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAMI SMSQ10.100
r GPNAM2 SMSQ10. 100
L GPNAM3 SMSQ10.100
Gpzl 70.00 %
250 cez2 30.00 %
| GP23 50.10 &
P16 1000.00 usec
b L
" Fl - Acquisition parameters
uﬁuo HW r ™D 369
L SFOL 40.56306 MHz
“woo FIDRES 43.972561 Hz
SW 400.016 ppm
QQD 2 L FnMODE QF
- F2 - Processing parameters
SI 2048
I SF 400.2300098 MHz
L WoW SINE
SSB a
350 i 3 ua
| GB a
BC 1.40
Fl - Processing parameters
I SI 1024
L MC2 QF
SF 40.5549540 MHz
SN T SN RS S S AU S S— T I Sates
SSB [}

95 9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm = o ™
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Tafel 7c.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Acquisition Date 6/22/2012 9:38:16 AM

Analysis Info
Analysis Name D:\Data\MS_MessService\38527000001.d
Method tune_low_testpos.m Operator phu
Sample Name HA 28 Instrument maxXis
Auftraggeber/Com al.Qasim Hussein
Ergebnis: +/- 5 ppm
MeOH/ACN
Intens. +MS, 0.1-0.5min #(3-28)
x104 395.1822
| H‘-?C\
et
7 T ) OH
6 N
M H 0\\‘
.
>
ic
MeOH
4
2
306.1846
417 1636
3p7.1874 4031478 4088075  413%Es4 |
f abs 1890
O_L_A_QJLL il | L L L1 - P
T Ta85 | 400 405 "4l 45 420 475 430 435 miz
printed:  6/22/2012 9:45:08 AM Page 1 of 1

Bruker Compass DataAnalysis 4.0
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Tafel 7¢.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA28 7/56/2012 2:47:39 PM

D:\ThermoData2012\Holzer\HA28 pos Mode

D:\ThermoData2012\Holzer\HA28. RAW

HA28 #8-19 RT: 0.11-0.28 AV: 12 NL: 1.14E7
T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]
100-. 395.27

]

95?

90
|

=

.

80—j

75i

Relative Abundance
$

389.27
325.47

w
[$)]

N
(&)}

w
J o
N I B L1 Ll

)
T

—
(8]
L L

E-N
—
o
w
w

10@
| 280.27
5 i 22727 ] 495.53 55453

663.40

HC
N

843.47
77760 243
‘ 87653  999.53
.'..u;n.; A.-‘.‘.-I‘...‘.A..'..L i ;I,; R .
800 900 1000




Tafel 7d.1

8.558
8.219
8.204
7.550
7.536
7.359
7.345

—3.645
T—3.374

NAME
EXPNO

PROCNO
Date_
Time

INSTRUM

Td PROBHD
DMSO PULPROG
D
SOLVENT
NS
DS
SWH
FIDRES
AQ
RG
DW
DE

—4.843
—3.979
—2.490
—1.922

i
<
N

T T T AN AR NN MAASASASA LA A A ) A L T L AAAAAAAS EEARAAARM) MAASAMASSS e

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

e A

HA3la

1

1

20120517
10.01
spect

5 mm PABBO BB-
zg30

89926

DMSO

16

2

8992.806
0.100002
4.9999914
181

55.600
6.00

296.2
3.00000000

0.30
500.1337510
65536
500.1300120
no

0

0.00

0

1.00
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Tafel 7d.2

7d
DMSO

53.76
39.84
39.67
39.51

52.29
39.00

36.95

——157.09
———155.43
—147.34
__—13%9.60
S T—139.22
——131.98
—129.13
——126.11
——121.00
——98.66
——93.08
——61.89

40.01

39.34

39.17
——22.66

¢

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
SFO2
ST

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

200

ppm

HA31la

2

1

20120517
10.05
spect

S5 mm PABBO BB-
jmod
111106
DMSO

256

4
27777.777
0.250012
1.9999760
16384
18.000
12.00
297.2
145.0000000
1.0000000
2.00000000
0.00689655

3.80
125.7713708

16.78
500.1320005
32768
125.7578493
EM

0
1.00
0

1.40

MHz

Hz
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Tafel 7d.3

7d
DMSO

a/DMSO/15N HMBC

<
it

™ LI B e e e e T T T T T T

9.5 9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0

LI e B e e T

25 20 1.5 1.0 0.5

PPm

50

100

150

200

250

300

350

400
ppm

NAME HA3la
EXPNO 6
PROCNO 1
Date_ 20120517
Time 14.03
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG hmbegplpndgf
TD 2048
SOLVENT DMSO
NS 32
DS 16
SWH 5000.000
FIDRES 2.441406
aQ 0.2049500
RG 26008
ow 100.000
DE 6.00
TE 296.2
CNST2 90.0000000
CNST13 8.6000000
Do 0.00000300
D1 2.00000000
D2 0.0055555%6
D6 0.06250000
Dlé6 0.00002000
INO 0.00002465
======== CHANNEL f] ====
NUC1 1H
Pl 13.50
P2 27.00
PL1 Q.30
SFC1 500.1325006
======== CHANNEL £2 ====
NUC2 15N
P3 15.00
PL2 1.50
SFO2 50.6878685
====== GRADIENT CHANNEL
GPNAM1 SINE.100
GPNAMZ SINE.100
GPNAM3 SINE.100
Gpzl 70.00
GPZ2 30.00
GPZ3 50.10
P16 1000.00
NDQ 2
TD 400
SFO1 50.68787
FIDRES 50.687870
sw 400.000
FnMODE QF
SI 2048
SF 500.1300104
wowW SINE
55B 0
LB 0.00
GB 0
BC 1.00
5T 1024
MC2 OF
SF 50.6777330
WDW SINE
SSB 0
LB 0.00
GB 0

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec
sec
sec
sec
sec

%
%
usec

MHz

ppm

MHz

MHz

Hz
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Tafel 7d.4

MassenspekrometrieZentrum FakultatChemieUniWien

Analysis Info
Analysis Name D:\Data\WMS_MessService\38630000001.d

Acquisition Date 6/22/2012 8:09:14 AM

Method lune_low_testpos.m Operator phu
Sampie Name  HA 31 Insirument maXis
Auftraggeber/Com a_Qasim Hussein
Ergebnis: +/- 5 ppm
MeOH/ACN
Intens. - +MS, 0.0-0.5min #(2-30)
x108 379.1875
HL,
[V Eak
Y
p T 0OH
NS
M
1.0 H O\\
-
7d
MeOH
0.8
0.6
0.4-
0.24
395,1820
1 1 4083074  413.2650
0.0 | R L Ul ' i L
378 380 385 a0 33 400 "405 410 415’ 40 miz
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Tafel 7d.5

D:\ThermoData2012\Holzer\HA31
D:AThermoData2012\Holzer\HA31 pos Mode

6/26/2012 3:24:39 PM

D:\ThermoData2012\Holzer\HA31 RAW

HA31#8-34 RT: 0.12-0.51 AV: 27 NL: 1.86E7

T: + p ESI Full ms [150.00-1000.00]

379.20

1 001

© ©
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R EEEN N
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[
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o
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Relative Abundance
F S
T
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[11

300
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M I
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fd
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811.20 862.07
il ) l LLLL. 97280

400

——
600
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5.3 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden potentielle A; Adenosinrezeptorantagonisten mit 5,6-Dihydro-
dipyrazolo[3,4-b:3'4'-d]pyridin-4(/H)-on  Partialstruktur  synthetisiert. = Als Startverbindung zur
Herstellung aller Zielstrukturen diente dabei 4-Chlor-6-oxo-1-phenyl-6,7-dihydro-1H pyrazolo[3.,4-
b]pyridin-5-carbonsédureethylester 3. Durch Umsetzung von 3 mit Methylhydrazin, 3-Hydrazino-N,N-
dimethylpropan-1-amin, und 4-(2-Hydrazinoethyl)morpholin wurden die entsprechend substituierten

trizyklischen Zielverbindungen 4, S5a und 5b synthetisiert.

Weiters wurden ausgehend von der Ausgangverbindung 3 durch Substitution mit:

a) 2-Chlor-N, N-dimethylethylamin- HC]

b ) 3-Dimethylamino-1-propylchlorid- HCI

¢) N-(2-Chlorethyl)morpholin- HCI

d) N-(2-Chlorethyl)pyrrolidin- HCI1

zu den an Position 6 alkylierten Verbindungen 7a—d umgesetzt, und anschlieBend mit Methylhydrazin

umgesetzt, um die trizyklischen Zielverbindungen 8a—d zu erhalten.

Die neuen Verbindungen wurden alle mittels spektroskopischer bzw. mikroanalytischer Methoden ('H-

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