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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aufbau der Chromosomen

Die genetische Erbinformation ist in allen Zellen eines Lebewesens auf der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) vorhanden. Um die im Menschen ca. 2 m lange DNA in einen
6 um grof3en Zellkern zu komprimieren, liegt diese in kondensierter Form als Chromosomen
vor.l! Das menschliche Genom besteht aus 46 Chromosomen, welche aus Chromatin
aufgebaute, flexible Makromolekilkomplexe sind. Chromatin setzt sich aus DNA und
Proteinen zusammen. Die Halfte aller Proteine in diesen komplexen Molekilen bilden
wiederum die Histone. Die DNA windet sich um die scheibenférmigen Histone und bildet somit
das Nukleosom. Mit Hilfe noch anderer Strukturproteine konnen die Nukleosomen sehr dicht

gepackt werden und einen filamentésen Komplex bilden (Abb. 1).5!

Histone sind Proteinoktamere, welche jeweils aus Dimeren der Histonproteine H2A, H2B, H3
und H4 bestehen und insgesamt eine GroRe von nur 10 - 15 kDa aufweisen. Die Histone
enthalten vermehrt Aminoséduren mit basischen, unter physiologischen Bedingungen
protonierten und somit positiv geladenen Resten, so dass sich die doppelstréangige DNA auf
Grund des negativ geladenen Rickgrats aus alternierenden Phosphat- und
Zuckeruntereinheiten®™ um diese Proteinoktamere wickeln kann. Dabei winden sich jeweils

etwa 147 Basenpaare der DNA 1.65 mal um ein Histon. ©l
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Histone octamer

%
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’

30-nm fiber

11nm

—p

DNA
Nucleosome

5.5nm

Abbildung 1.1: DNA und Histonproteinoktamere bilden die Nukleosomen. Kettenférmig aneinander

gereihte Nukleosomen bilden Filamente, die das Chromatin aufbauen.?!
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Zwischen den einzelnen Histonen befinden sich 80 Basenpaare der Linker-DNA, die von
Histon 1 ummantelt ist.? Am C-Terminus der Histone H2A, H2B, H3 und H4 befinden sich drei
a-Helices, die mit anderen Histonen wechselwirken. Die N-terminalen Enden der Histone
stehen aus dem Nukleosom heraus und unterliegen erhoht posttranslationalen Modifikationen
(PTM). 6.8l

Chromatin kann sowohl kondensiert (Heterochromatin) als auch dekondensiert (Euchromatin)
vorliegen. Im dekondensierten Zustand ist das Ablesen der Erbinformationen sowie das
Duplizieren der DNA mdglich. Es existieren zwei unterschiedliche Varianten von
Heterochromatin: das konstitutive und das fakultative Heterochromatin.l® Das permanent
kondensierte, konstitutive Heterochromatin reprimiert die auf der DNA vorhandenen Gene
dauerhaft. Zu diesem konstitutiven Heterochromatin gehtren Regionen wie die Zentromere
und die Telomere.[®! Das fakultative Heterochromatin beinhaltet Gene, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, in unterschiedlichen Entwicklungsstadien bzw. Differenzierungen unterdriickt
werden.®! Neben Proteinen, die temporar als Transkriptionsaktivatoren oder -repressoren
agieren, kdnnen auch epigenetische Faktoren die Chromatinstruktur und somit die Aktivitat

eines Gens beeinflussen.

1.2 Epigenetik

Obwohl in jeder Zelle eines Organismus die gleiche DNA vorhanden ist, sind deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen zu erkennen. Doch wie wird reguliert, welche
Gene transkribiert werden und wieso teilt sich eine Muskelzelle in neue Muskelzellen und nicht
in Zellen einer anderen Art? Die Epigenetik bietet eine Erklarung fiir dieses Phdnomen. In der
Epigenetik werden DNA oder Proteine so modifiziert, dass die Aktivitat eines Gens temporar
verandert wird.'% Diese Information Uber die Aktivierung oder Inaktivierung eines Gens kann
auch mitotisch oder meiotisch an Tochterzellen weitervererbt werden, ohne dass eine Mutation

in der DNA-Sequenz vorliegt.!

In der Epigenetik gibt es zwei primdre Regulationsmechanismen: die Verdnderung der DNA

durch Methylierung und die posttranslationale Modifizierung von Histonen.*?



1. Einleitung

1.2.1 DNA-Methylierung

Die am besten erforschte epigenetische Modifizierung ist die Methylierung der DNA. Dies ist
ein interessanter Forschungsbereich, da die DNA-Methylierung fundamentale zellulare
Prozesse reguliert, z. B. die embryonale Entwicklung, die X-Chromosom-Inaktivierung und die
Stabilisierung der Chromosomen. Auf Grund dieser wichtigen Rolle sind viele Krankheiten wie
Krebs und abnormale embryonale Entwicklungen auf abweichende DNA-Methylierung

zuriickzufiihren. 23!

Die Enzyme aus der Familie der DNA-Methyltransferasen®¥ (ibertragen bei der DNA-
Methylierung eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin auf ein Cytosin an Position 51°,
DNA-Methylierungen werden immer mit einer Repression der Transkription assoziiert!*¢! und
finden fast ausschlieBlich in Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Dinukleotiden (CpG) statt (Abb.
1.2). Im Genom liegen CpGs im starken AusmaR methyliert vor.”) Auch repetitive DNA-
Abschnitte sowie parasitdre DNA-Abschnitte endogener Retroviren und Transposons werden
hypermethyliert, so dass diese nicht exprimiert werden.*8! CpG-Inseln sind DNA-Abschnitte
von etwa 1000 Basenpaaren mit hoher CpG-Dichte.l*®! Ungefahr 60 % aller menschlichen
Genpromotoren beinhalten CpG-Inseln, welche in normalen Zellen unmethyliert vorliegen,
wodurch das Gen aktiv ist. Etwa 6 % der CpG-Inseln werden jedoch gewebespezifisch bei der

Entwicklung methyliert.?%

O =" N _N. 0
O s
o ©
N o H‘l;l CH3
9 0 I/ / y Nj/g
0~F-0 G N—H------- N.C °
~d N= N
. g 0
3'-Ende N—H---------- ')
H 5-Ende

Abbildung 1.2: Doppelstrangige DNA mit CpG-Palindrom, welche am Cytosin in Position 5 methyliert

vorliegt.


https://de.wikipedia.org/wiki/Cytosin
https://de.wikipedia.org/wiki/Guanin
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An den komplementaren DNA-Strangen werden beide Cytosine einer CpG-Insel methyliert, so
dass ein palindromisches Methylierungsmuster entsteht und das Gen infolgedessen durch
verschiedene Mechanismen reprimiert wird.l6: 1% 211 Methyliertes CpG wird von einer Methyl-
CpG-bindenden-Doméne (MBD) erkannt. Die MBD-Familienmitglieder rekrutieren daraufhin
Histon-modifizierende oder Chromatin-Remodeling-Komplexe, welche zu einer Verringerung
der Gentranskription fuhren.?? Beim direkten Repressionsmechanismus verhindert die DNA-
Methylierung, dass sich DNA-bindende Proteine an die DNA anlagern koénnen. Im
Gegensatz dazu fuhren unmethylierte CpG-Inseln zur erhdhten Expression, weil durch das
CpG-bindende Protein Cfpl verschiedene transkriptionsaktivierende Proteine rekrutiert

werden.[24

Da die Methylierung der DNA auf der Knipfung einer starken kovalenten Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung  beruht, ist eine Demethylierung der DNA nur durch
Basenexzisionsreparatur nach Desaminierung oder Oxidation des 5-Methylcytosins
mdoglich.*8 Wenn 5-Methylcytosin desaminiert wird, entsteht Thymin, welches mit Guanin eine
Fehlpaarung ergibt, und so die Basenexzisionsreparatur einleitet.?® Auch kann die
Methylgruppe des 5-Methylcytosin zur Hydroxymethylgruppe oxidiert?®! werden. Das
5-Hydroxymethylcytosin kann anschlieRend entweder desaminiert?” oder weiter oxidiert(?®!
werden. Die entstehenden Produkte werden wiederum mit Hilfe der Basenexzisionsreparatur

durch ein unmethyliertes Cytosin ersetzt.

Der Methylierungsgrad der DNA ist von der Anwesenheit der Nukleosome abhangig.*® So
konnen bestimmte Varianten von Nukleosomen, die das Histon H2A.Z enthalten, die Gene vor
einer Methylierung schiitzen.®% Wobei wiederum der Umbau des Chromatins und die
Positionierung der Histone sowohl von der Methylierung der DNABY als auch von der
Modifizierung der Histone®? abhangig ist.

1.2.2 Modifikationen von Histonen

Histone spielen eine Schlusselrolle in der Epigenetik. Es gibt eine grol3e Variation an PTMs,
welche Uberwiegend am N-terminalen Ende der Histone, aber auch am Kern des Proteins
erfolgen konnen.®! Diese modifizierten Histone wirken nicht nur direkt auf die
Chromatinstruktur, sondern rekrutieren auch weitere Proteine, welche zum Umbau des
Chromatins beitragen oder eine neue Positionierung der Nukleosome erreichen.?
Veradnderungen in den PTMs der Histone kdonnen zu Krebs, neuropsychiatrischen oder

metabolischen Stérungen sowie Entziindungen fiihren. !
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Im Gegensatz zur ,simplen“ Methylierung der DNA gibt es in der Epigenetik eine hohe
Diversitat an Histonmodifikationen. Diese PTMs erfolgen an unterschiedlichen
Aminoséaureseitenketten und haben sehr verschiedene Auswirkungen auf die
Chromatinstruktur und andere Proteine. Unter anderem gibt es Modifikationen wie die mono-
O-Glykosylierung mit B-N-Acetylglucosamin, die Poly-ADP-Ribosylierung®® oder auch das
Modifizieren der Aminosauren mit kleinen Proteinen wie Ubiquitin®® und SUMO®7., Durch das
Enzym Cathepsin L kénnen Aminosauren am N-terminalen Ende des Histons entfernt®8
werden. Eine Prolin-Isomerase verandert die Konformation dieser Aminoséaure in Histonen.*%
Die weitaus wichtigsten und auch bestuntersuchten PTMs der Histone sind jedoch die
Phosphorylierung, Methylierung und Acetylierung.

Die Phosphorylierung der Histone findet Gberwiegend am N-terminalen Ende der Histone an
den Hydroxylgruppen der Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin (Abb. 1.3) statt und ist
hoch  dynamisch. An  Histonen existieren nur sehr wenige spezifische
Phosphorylierungspositionen.[“®  Kontrolliert wird diese Modifikation durch verschiedene
Kinasen und Phophatasen, welche die Phosphatreste hinzufiigen bzw. wieder entfernen.?!
Durch die Phosphorylierung werden neutrale Aminosaureseitenketten der Histone negativ
geladen, was in einer Veranderung der Chromatinstruktur resultiert. In der Mitose erfolgt eine
genomweite Phosphorylierung von H3S10, was eine starke Chromatinkondensation

hervorruft.i%

phosphoryliertes Tyrosin dimethylierte Arginine trimethyliertes Lysin
@) @) 0] @)
NH NH NH NH
- o e
HN NH H NH +
~
RN
o Y 3 >
\\P \/O N _NH
07 M.
© asymmetrisch symmetrisch

Abbildung 1.3: Epigenetische Modifikationen an Aminosaureseitenketten.

Methylierungen kénnen an vielen verschiedenen Positionen in Histonen an den Seitenketten
der Aminosauren Lysin und Arginin erfolgen. Im Gegensatz zur Phosphorylierung andert sich
die Ladung der Aminosaureseitenkette bei der Methylierung nicht und somit hat die
Methylierung auch keinen direkten Effekt auf die Chromatinstruktur. Es sind dafir mehrere
Formen dieser Modifizierung vorhanden, da Lysine mono-, di-, oder trimethyliert und Arginine
mono- oder symmetrisch oder asymmetrisch dimethyliert (Abb. 1.3) vorliegen konnen.*? Alle

Histon-Lysin- und Arginin-Methyltransferasen transferieren eine Methylgruppe von
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S-Adenosylmethionin entweder auf die e-Aminogruppe des Lysins oder auf die w-
Guanidingruppe des Arginins.[! Die methylierten Aminosaureseitenketten werden an den
spezifischen Positionen im Histon von vielen unterschiedlichen Domanen*®l erkannt, welche
somit auch sehr diverse Antworten hervorrufen. So kann eine Trimethylierung eines Lysins an
der einen Position eine Aktivierung*, an einer anderen Stelle jedoch eine Reduktion der
Transkription® hervorrufen. Oft werden auch weitere Proteine rekrutiert, welche das

Chromatin modifizieren oder auch Nukleosome repositionieren.[®!

Die Acetylierung erfolgt an der e-Aminogruppe von Lysinen (Abb. 1.4) und ereignet sich
Uberwiegend am N-terminalen Ende, aber auch am Kern der Histone.“®! Diese Modifizierung
ist wie die Phosphorylierung hoch dynamisch und wird durch zwei Enzymfamilien reguliert, die
Histonacetyltransferasen (HAT) und die Histondeacetylasen (HDAC). Schon 1976 wurde
erstmalig entdeckt, dass eine Acetylierung an Histonlysinen aktivierend auf das Chromatin
wirkt.[*”l Diese Aktivierung beruht auf der Neutralisation der positiven Ladung des protonierten
Lysins durch die Bildung der neutralen Amidbindung, welche eine Ablésung der negativ
geladenen DNA vom Histon hervorruft.® Es bildet sich eine dekondensierte Chromatinstruktur
infolge der Entfernung von Nukleosomen auf der DNA. Durch die Bildung des dekondensierten

Chromatins erfolgt eine Aktivierung der Transkription.[#8-4°]

Lysin Acetyliertes Lysin
0} )
NH NH
HAT ke
_—
-
+
H,N HDAC HN

o

Abbildung 1.4: Durch die Acetylierung der e-Aminogruppe des Lysins mit einer HAT wird die positive
Ladung neutralisiert. Eine HDAC entfernt die Acetylgruppe des Lysins.
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1.3 Bromodomanen

Es gibt zahlreiche verschiedene Proteine, welche posttranslationale Modifikationen auslesen.
Diese sind strukturell sehr unterschiedlich und besitzen eine oder mehrere
Erkennungsdomanen. e-N-Acetylierte Lysine (KAc) auf Histonen werden von Bromodoménen
erkannt, welche evolutionar stark konserviert sind (Abb.1.5 A).5% Erstmalig entdeckt wurden
Bromodomanen 1992 von J. W. Tamkun et al.®Y, die bei der Untersuchung des Drosophila
melanogaster-Gens brahma auf ein neues Strukturmotiv stieRen, welches &hnlich wie
Chromodomanen Einfluss auf die Chromatinstruktur nimmt.

Das menschliche Proteom kodiert 61 verschiedene Bromodoménen in 46 unterschiedlichen
Proteinen.®% In den Proteinen sind immer ein bis zwei Bromodomé&nen vorhanden®, nur der
Bromodomanen-Proteinkomplex PBAF hat eine Untereinheit mit sechs Bromodomanen
(PB1).%% Die Bromodoméanen werden in acht Unterfamilien eingeteilt (Abb.1.5 B).5? Die zweite
Unterfamilie, welche bromodomains and extra-terminal domain (BET)-Familie genannt wird,

ist die am besten untersuchte.

BRD2(2) BRD3(2)

A DNA B | \
Yy BET-Familie
HaN BRDA4(2)
cHy
NO
L.CH
/ H,C "0
N-terminales \ / GCNSL2
Ende ] sazia Y yyPa
, ! CECR2 J/ f== PCAF
\ | R2 J
N/ 7 /
CREBBP 5300 BRDSB(2) | Vil
WDR9(2) X\l BRD8B(1) 4 PB1(1)
AN N \ / L/ ) B1(3)PB1(2)
PHIP(2) © SA \/ /; » J] , PB1(4)
& Ry \ { 4
- | ‘
BRWD3(2) ppz1p ey | f ASH / PB" SMARCA2A
BRD9 X / S ——" ":l,
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Abbildung 1.5: A) Eine e-N-acetylierte Aminogruppe eines Lysins am N-terminalen Histonende wird
von einer Bromodomane erkannt.[> B) Phylogenetischer Baum der Bromodomé&nen.® Die Subfamilien

werden in romischen Zahlen angegeben. Die BET-Familie ist rot markiert.

Proteine, die Bromodomanen enthalten, ibernehmen essenzielle Aufgaben im Zellkern und

spielen bei vielen Krankheiten eine Rolle. MLL ist eine Bromodomé&nen-enthaltende
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Histonmethyltransferase, welche in chromosomalen Translokationen mitwirkt.5% Die
Translokationen kdnnen zur Bildung von Fusionsproteinen fiihren, welche akute lymphatische
Leukamie oder akute myeloische Leukamie auslésen.P® Das Multidomanenprotein CREBBP
(cCAMP response element-binding protein) agiert als Histonacetyltransferase.®”’ CREBBP ist
damit ein Transkriptionscoaktivator, der neben einer Acetyltransferasedoméne und einer
Bromodomane mehrere Zinkfingerdoméanen sowie die CREB-bindende-Doméne aufweist.8
Ein Gendefekt in CREBBP verursacht das Rubinstein-Taybi-Syndrom, eine kognitive
Dysfunktion.®™® Zudem ist CREBBP ein Target von Prasenilinen, welche das
Erinnerungsvermoégen sowie das Uberleben von Neuronen regulieren.® Ein weiterer
Multidomé&nenproteinkomplex ist PBAF mit der Polybromodomanenuntereinheit PB1. PBAF
fungiert als Chromatin-Remodeling-Komplex.53 PB1 erkennt spezifische Acetylierungsmuster
und kontrolliert die Erreichbarkeit der DNA durch das Auflockern des Chromatins.Y Andere
Bromodomanen-enthaltende Proteine sind z.B. SMARCAs (Helikasen)®, KAP1

(Transkriptionsregulator)©3 oder TAFII250 (Transkriptionsinitiator)©4l,
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Abbildung 1.6: A) Struktur der Bromodomane BRD4(1) mit markierten Sekundarstrukturen.i50 B)
Kristall (PDB3P1C) einer CREBBP-Bromodomé&ne im Komplex mit einem e-N-acetylierten Lysin. Der
KAc-Rest (Violett) bindet Gber den Sauerstoff der N-Acetylgruppe an die NH2-Gruppe des in allen
Bromodomanen stark konservierten Asparagins (griin) und (ber eine Wassermolekil an die
Hydroxygruppe eines Tyrosins. Auch die konservierten Wassermolekile sind als rote Spharen zu

erkennen.5¥ C) Schematische Darstellung der KAc-Bindung zum Asparagin und Tyrosin.

Obwohl es viele divergente Bromodomanenproteine mit wenigen Sequenzhomologien gibt,
sind die Bromodomanen stark konservierte Erkennungsdoméanen. Diese bestehen aus etwa
110 Aminosauren.®¥ Kristallstrukturen lassen vier linksgewundene Helices (aZ, aA, aB, aC)
erkennen, welche durch zwei hochvariable Loops (ZA, BC) verbunden sind (Abb.1.6 A).5% ZA
und BC-Loop sind fiur die spezifische Erkennung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
wichtig und bilden zusammen mit den vier Helices eine tiefe, hydrophobe Bindungstasche fir
KAc. C- und N-Termini sind hoch divers und beinhalten oft noch weitere Helices. Co-Kristalle

mit Peptiden zeigen, dass die KAc in tiefen Taschen gebunden werden. Hier sind jeweils ein



1. Einleitung

Tyrosin und ein Asparagin stark konserviert, denn diese erkennen das KAc und binden dieses
tber Wasserstoffbriickenbindungen (Abb. 1.6 B und 1.6 C).5* % Dabei bindet die NH,-Gruppe
des Asparagin-Carboxamids direkt tber eine Wasserstoffbriicke und die Tyrosinseitenkette
Uber ein Wassermolekil an den Sauerstoff der N-Acetylgruppe am Lysin. Insgesamt befinden
sich vier konservierte Wassermolekiile in der Bindungstasche.® In dem ZA-Loop sind haufig
Loop-Insertionen vorhanden, die dazu fihren, dass die Randregion der Bindungstasche sich

substanziell verandert.®

1.3.1 BET-Familie

Im phylogenetischen Baum der Bromodomé&nen ist die bromodomains and extra-terminal
domain (BET)-Familie die zweite Unterfamilie (Abb.1.5 B). Diese Familie besteht aus vier
Mitgliedern (BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT), mit insgesamt acht Bromodomanen, da jedes
Protein zwei Bromodomanen aufweist (Abb. 1.7). Die N-terminalen Tandem-Bromodomanen
(BD1 und BD?2), die extraterminale Domane (ET), die Region B sowie eine Serin-, Glutamat-
und Aspartat-reiche Sequenz (SEED) befinden sich in allen BET-Proteinen. Die extraterminale
Doméne wird von vielen Proteinen erkannt, welche in die Anheftung und Entfernung von
epigenetischen Modifikationen eingebunden sind.®® Die B-Region ist wichtig fiir die Funktion
der zweiten Bromodoméane und bei Homo- und Heterodimerisierung der BET-Proteine.[®”]
Andere konservierte Regionen sind die Region A und das C-terminale Motiv (CTM). Diese
Regionen sind nicht in jedem BET-Protein vorhanden und in ihrer Funktion weitestgehend

unerforscht.[©8

Bromodoméanen weisen hohe Sequenzhomologien auf. Aus dem phylogenetischen Baum lasst
sich erkennen, dass die gréten Sequenzhomologien auf jeweils alle vier ersten
Bromodoméanen bzw. jeweils alle vier zweiten Bromodomanen entfallen. Noch ist nicht viel
dariiber bekannt, welche Aufgaben den ersten bzw. den zweiten Bromodoméanen der BET-
Familie zufallen. Erste Studien von unseren Kooperationspartnern in Oxford an BRD4(1) und
BRDA4(2) mit verschiedenen Modifizierungen an Peptiden des Histons 3 (H3) bzw. Histons 4
(H4) lassen darauf schlieRen, dass BRD4(1) spezielle mehrfachsubstituierte Muster
(bestehend aus zwei KAc und einem phosphorylierten Threonin) an H3 und BRD4(2) nur an
H4 (bestehend aus tetra-acetylierten Lysinen) erkennt.5% In einer weiteren Studie konnten
S. Picaud et al.[% zeigen, dass die jeweils zweite Bromodomane vor allem die Bindung am

Chromatin beeinflusst.
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BRD4 == BD{1 ===A: BD2 {Bj==== ET 1362

Abbildung 1.7: Sequenz des menschlichen Proteins BRD4 mit zwei Bromodomé&nen (BD), zwei
konservierten Regionen (A und B) einer extraterminalen Doméane (ET), einer Ser/Glu/Asp-reichen
Region (SEED) und einem C-terminalen Motiv (CTM).[63]

Die BET-Proteine BRD2, BRD3"™ und BRD4"Y sind Transkriptionsregulatoren. An BRD2
wurde gezeigt, dass es neben der Transkriptionsregulation auch eine Histonchaperon-
Aktivitat’® aufweist und das alternative SpleiRen reguliert’?. BRD3 reguliert das Gen GATA-1,
welches ein Erythrozyten-Transkriptionsfaktor ist.[”*l BRD4 fungiert als Transkriptionsvermittler
und rekrutiert einen Elongationsfaktor (P-TEFb). Durch diesen Faktor wird die Elongation
durch Phosphorylierung der RNA-Polymerase Il stimuliert”, was zur erhohten Expression von
wachstumsférdernden Genen fihrtY, Zusatzlich agiert BRD4 auch als epigenetisches
Gedachtnis in der Mitose. Bei der Zellteilung bleibt BRD4 an den Chromosomen und reaktiviert

die Gentranskription direkt nach Beendigung der Mitose.!"!

BET-Proteine sind ebenfalls regulatorische Faktoren des zentralen regulatorischen
Zellwachstumsfaktors MYC."® Wahrend alle anderen BET-Proteine ubiquitar exprimiert
werden, befindet sich BRDT selektivim Hoden. BRDT ist ein hodenspezifischer Chromatin-
Remodeling-Faktor, der fir die Spermatogenese essenziell ist.[’”]

BET-Proteine weisen eine Reihe von wichtigen regulatorischen Eigenschaften auf. Somit
kénnen bei Dysfunktion der BET-Proteine diverse Krankheiten auftreten. BRD4 und in
seltenen Fallen auch BRD3"® kénnen mit NUT (nuclear protein in testis) Fusionsproteine
bilden, welche eine &uRRerst aggressive Form des Epithelzellcarzinoms (NUT midline
carcinoma (NMC))I" ausldsen.® Eine Uberexpression des zellwachstumsteigernden MYC,
welches durch BET-Proteine reguliert wird, wurde bei verschiedenen Leukamien und

Lungenkarzinomen festgestellt.[®
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1.4 Bekannte Inhibitoren der BET-Familie

Auf Grund vieler Krankheiten, die durch Fehlfunktion von BET-Proteinen auftreten, ist die
Darstellung von Inhibitoren fir BET-Proteine ein interessantes Forschungsgebiet. Schon 1990
entdeckten Wissenschaftler von Yoshimoto Pharmaceuticlas (heute Mitsubishi Tanabe
Pharma) die ersten BET-Inhibitoren und beschrieben deren anti-inflammtorischen und
antitumoralen Eigenschaften.®2 Aber erst in den letzten Jahren, nach der fast zeitgleichen
Veroéffentlichung der BET-spezifischen-Inhibitoren JQ1®% und I-BET762#4 (Abb. 1.8) im Jahr

2010, wurde vermehrt eine weitere Entwicklung von Inhibitoren fir Bromodomanen betrieben.
YN\

/N NH /N >/*o
N

I-BET762 cl Ja1

Abbildung 1.8: Methyltriazolodiazepine als BET-spezifische Inhibitoren.

Mit Hilfe des BET-spezifischen-Inhibitors JQ1 konnten sowohl bei NUT midline carcinoma
(NMC) als auch bei Fehlregulation von MYC Erfolge erzielt werden. In Xenograft-
Mausmodellen mit NMC konnte das Wachstum des Karzinoms mit JQ1 gestoppt werden. !
BET-Inhibition durch JQ1 reguliert die MYC-Transkription herunter.[®!

Zusatzlich zu den Krebsstudien erfolgte eine Studie zur Inhibition von BRDT durch JQ1 und

zeigte, dass der Inhibitor als nicht-hormonelles Kontrazeptivum!®® fiir den Mann wirken kénnte.

I-BET762 wurde zunachst auf seine Eignung als Wirkstoff gegen Sepsis untersucht.®4 Auf
Grund des guten praklinischen Profils und der Effizienz in verschiedenen Tumoren und

Entziindungsreaktionen, befindet sich I-BET762 in der klinischen Priifung.®”

Bis heute ist eine grofRe Vielfalt an kompetitiven Inhibitoren von Bromodomé&nen der BET-
Familie entwickelt worden. Diese Inhibitoren haben die Gemeinsamkeit, dass sie ein
Strukturelement enthalten, das die N-Acetylgruppe von KAc in den Substraten imitiert. In
I-BET762 und JQ1 ist das KAc-Mimetikum jeweils die anellierte 1-Methyl-1,2,4-triazolgruppe.
Mittlerweile sind auch weitere Substanzklassen wie 3,5-Dimethylisoxazole (z.B. I-BET151),
3-Methyl-3,4-dihydrochinazolinone (PFI-1)189, N-Acetyl-2-methyltetrahydrochinoline
(I-BET726)°% und 2-Thiazolidinone® (Abb.1.9) als KAc-Mimetika bekannt. Was jedoch alle

bekannten BET-Inhibitoren gemeinsam haben, ist die geringe Selektivitat fur einzelne BET-

11
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Familienmitglieder oder auch fur die erste bzw. zweite Bromodomane eines Proteins auf Grund

der hohen Homologie der BET-Bromodomaé&nen.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Bromodomaéanen-Bindungsinteraktionen mit
verschiedenen KAc-Mimetika. a) 1-Methyl-1,2,4-triazol, b) 3,5-Dimethylisoxazol, ¢) 3-Methyl-3,4-
dihydrochinazolinon, d) N-Acetyl-2-methyltetrahydrochinolin, e) 2-Thiazolidinon.[92

Zeitgleich zu dieser Arbeit publizierten unsere Kooperationspartner S. Picaud et al.®® den
ersten selektiven Inhibitor fur die zweite Bromodomane der BET-Familie (Abb. 1.10). Anhand
dieses Chinazolinon-enthaltendem Inhibitors RVX-208 wurde in einer Studie gezeigt, dass die

zweite Bromodomane vor allem die Bindung an das Chromatin beeinflusst.

0o
" 0oH
e Ny

NH

0 ©
RVX-208

Abbildung 1.10: Fir die zweite Bromodoméane der BET-Proteine selektiver Inhibitor vom Chinazolinon-

Typ.
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1.4.1 Triazolobenzodiazepine und Triazolobenzotriazepine als Inhibitoren der

Bromodomanen der BET-Familie

In unserer Arbeitsgruppe bearbeitete M. Wrobel in seiner 2013 veroffentlichten Dissertationt®!
Triazolobenzodiazepine und Triazolobenzotriazepine als Inhibitoren von Bromodomé&nen der
BET-Familie. Aufbauend auf den Strukturen der bekannten BET-Inhibitoren I-BET762[4
(Abb. 1.7) und Alprazolam (Abb. 1.11), einem Anxiolytikum, wurden verschiedene
Modifikationen zunachst an den Positionen 1 und 6 durchgefihrt (Abb. 1.11).

2

/N\ /N\
9 N N\<
Ly
cl N Cl =N
7 5
Alprazolam BzT-7
Kp: 2460 nM (BRD4(1)) Kp: 640 nM (BRD4(1))

Abbildung 1.11: Leitstruktur Alprazolam und das daraus abgeleitete Triazolobenzotriazepin BzT-7 aus

der Dissertation von M. Wrobel.

Hierbei wurde das Ergebnis erlangt, dass sowohl die Methylgruppe in Position 1 des
Triazolrings als auch ein Arylrest in Position 6 unersetzlich fur die Inhibition der
Bromodomanen sind.®¥ Eine neue Leitstruktur wurde durch ein Screening mit Hilfe des
Thermal Shift Assays verschiedener Benzotriazepine, welche von Kollegen der Universitat
Greifswald zu Verfigung gestellt wurden, gefunden. Das Triazolobenzotriazepin BzT-7
(Abb. 1.11), &hnelt dem Alprazolam stark, weist jedoch an Position 4 eine Stickstofffunktion
statt einer Methyleneinheit auf. Diese Verbindung BzT-7 erwies sich als besonders affin. Der
Austausch des Kohlenstoffs durch einen Stickstoff in Position 4 vereinfachte zudem die
Einflhrung variabler Substituenten an dieser Position, ohne hierbei ein Stereozentrum zu

erzeugen.
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N~ R 7 X N\/< MeO N\/<
' |O N
/ /

Cl —N =N MeO

WRM299

Abbildung 1.12: Strukturvariationen, welche in der Dissertation von M. Wrobel durchgefiihrt wurden.

Eine deutliche Steigerung der Inhibition konnte durch die Einfuhrung von verschieden
substituierten Benzylgruppen an N-4 anstelle der Methylgruppe erreicht werden. Der beste
Substituent an der Benzylgruppe war letztendlich eine meta-Methoxygruppe (WRM299,
Abb. 1.12). Auf Basis dieses neuen Grundgeriistes wurden dann Modifikationen an der
Phenylgruppe in Position 6 durchgefuhrt. Ein ortho-Chlorsubstituent am 6-Phenylring flhrte zu
einer Verringerung der Affinitat, daftr aber zu einer erhdhten Selektivitat. Angelehnt an
I-BET762 wurden Methoxygruppen in Position 8 und 9 eingefuhrt. Die Steigerung der Affinitat
und die Erh6hung der Selektivitat der verschiedenen Inhibitoren lasst sich anhand der mit dem
Thermal Shift Assay erhaltenen Schmelzpunktdifferenzen in Tabelle 1.1 verdeutlichen. Im
Thermal Shift Assay geht eine hohe Affinitdt eines Liganden mit einer Erhdéhung der
Schmelztemperaturdifferenz zwischen einem Protein mit und ohne Liganden einher. Dieser
Thermal Shift Assay erfolgte gegen sieben bis acht Mitglieder der BET-Familie (BRD2(1/2),
BRD3(1/2), BRD4(1/2), sowie BRDT(1/2)) und 4 bis 5 Bromodomé&nen aus verschiedenen
anderen Zweigen des phylogenetischen Baums (BAZ2B, CREBBP, LOC93349, PB1(5) und
PCAF). Es ist zu erkennen, dass die erste Leitstruktur Alprazolam nur maRige
Temperaturdifferenzen und keine Selektivitat fir die jeweils zweiten Bromodomé&nen der BET-
Familie aufweist. BzT-7 zeigt deutlich héhere Temperaturdifferenzen und die optimierte
Verbindung WRM299 zeigt sowohl hohe Temperaturdifferenzen als auch sehr gute Selektivitat

fur die jeweils zweiten Bromodomanen der BET-Familie.[®3
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Alprazolam

BzT-7

WRM299
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Tabelle 1.1: Ergebnisse des Thermal Shift Assays der Leitstrukturen Alprazolam und BzT-7 sowie der

vielversprechendsten synthetisierten Verbindung WRM299 aus der Dissertation von M. Wrobel.[%3] Die

grauen Kastchen bedeuten, dass der Inhibitor nicht gegen die entsprechende Bromodomane gescreent

wurde.
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

2.1 Themenstellung

Die Bromodoméanen der BET-Familie spielen eine bedeutende Rolle in der Zellregulation!*72
' und somit auch bei verschiedenen Tumorerkrankungenl’® 8. 9l gsowie der
Spermatogenese®®. Noch sind nicht alle Mechanismen und Aufgaben der Bromodomanen
aufgeklart. Daher besteht ein grofRes Interesse an der Synthese neuartiger und spezifischer
Inhibitoren fur nur jeweils eine Bromodoméne der BET-Familie als molekulare Werkzeuge fiir

die Grundlagenforschung.

In Kooperation unserer Arbeitsgruppe mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Knapp an der
Universitat Oxford wurden schon einige hochaffine Bromodomanen-Inhibitoren entwickelt. Auf
Basis des von M. Wrobel synthetisierten Bromodoméanen-Inhibitors WRM248 (Abb. 2.1)% vom
Triazolobenzotriazepin-Typ sollten in einem ersten Ansatz weitere strukturelle Modifikationen
in Position 8 durchgefiihrt werden, um mdglichst eine weitere Erhdhung der Affinitat und
Selektivitdt zu erreichen. Hier sollten vor allem aus der Nitrogruppe neue stickstoffhaltige
Substituenten wie Amine und daraus abgeleitete Derivate generiert werden. Die Affinitat und
Selektivitdt der neu synthetisierten Inhibitoren wird jeweils anschlieBend mit Hilfe eines
Thermal Shift Assays gemessen.

2
\1//"‘\
10 /N 3

o AN
O2N 67 Ns /
o

WRM248

Abbildung 2.1: 8-Nitrotriazolobenzotriazepin WRM248 von M. Wrobel®3l als Ausgangspunkt flr weitere

Optimierungen.

Zusatzlich sollten in Position 9 ebenfalls verschiedene funktionelle Gruppen eingefihrt
werden. Hierflr bot es sich an, diese Position zuerst mit einem Halogen zu substituieren, da
sich Uber dieses mittels verschiedener Ubergangsmetall-katalysierter Kupplungsreaktionen
eine vielfaltige Auswahl an Substituenten wie Alkyl-, Amino- oder Amidreste einbringen Iasst,

welche moglicherweise die Inhibitoreigenschaften stark beeinflussen kénnten.
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Ein weiteres Ziel war es, die prominente Leitstruktur des JQ1®% an verschiedenen Positionen
zu variieren. So sollte in Position 6 zunachst ein Stickstoff eingefiigt werden, um ein
Stereozentrum an dieser Stelle zu vermeiden und eine einfache Modifikationsmdglichkeit an
dieser Position zu schaffen (Abb. 2.2). Zudem sollte die Auswirkung der am Phenylring an C-4
ortho- bzw. para-chlorsubstituierten JQ1-Derivate auf die Selektivitat der Inhibitoren

untersucht werden.

9/NN \/N N7

San
T 3
\ | B 6|>7 N R
N
o]
=H, R2=Cl
R1—CI RZ=H

Cl
JQ1 Trlazepln—Ananga

Abbildung 2.2: JQ1 und geplante Triazepin-Analoga.

Eine Zusammenfihrung beider Teilthemen sollte dadurch gelingen, dass basierend auf den
optimierten Substitutionsmustern am zentralen Benzenring der Triazolobenzotriazepine
(Abb. 2.1) Hybride mit der prominenten Leitstruktur des JQ1 hergestellt werden. Hierzu wirde
also Position 2 im JQ1-Analogon mit Halogen-, Amid- oder Alkylresten substituiert werden.
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2.2 Syntheseplanung

2.2.1 Synthese von Triazolobenzotriazepinen mit verschiedenen Substituenten an C-8
und C-9

Die Synthese des 8-Nitrotriazolobenzotriazepins WRM248 sollte nach Synthesevorschriften
aus der Dissertation von M. Wrobel®3 welche auf Arbeiten von T. Nakamura et al.l® beruhen,
erfolgen. Hierzu sollte das kommerziell erhéltliche 2-Amino-5-nitrobenzophenon (1) in einer
mehrstufigen Synthese zum 8-Nitrotriazolobenzotriazepin  WRM248 umgesetzt werden
(Schema 2.1). Anschlie3end sollte eine Reduktion der Nitrogruppe zum Amin erfolgen, um

nachfolgend das freie Amin 2 mit verschiedenen Substituenten modifizieren zu kénnen.

N
NH, O
— ‘ O,N /N /
O
1 WRM248
_N, N,
o Y
Reduktion EIekrotrophlI
—_—
HoN /N RHN /N /
O
2

Schema 2.1: Geplante Synthese des 8-Aminotriazolobenzotriazepins 2 und weitere funktionalisierte

Derivate.

Die Synthese des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 7 sollte nach einer prinzipiell gleichen
Synthesestrategie (Schema 2.2) erfolgen. Auch hier sollte zunachst das Aminobenzophenon
3 mit Thiophosgen zum Isothiocyanat 4 in Anlehnung an eine Methode von P. Richter et al.’”
umgesetzt werden. Durch Einbau des 3-Methoxybenzylhydrazins (5) und nachfolgende
Behandlung mit p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat sollte das Benzotriazepinthion 6 erhalten
werden.®®  Darauffolgende  Kondensation mit Hydrazin und Cyclisierung  mit

Triethylorthoacetat®™ sollte das 9-Bromtriazolobenzotriazepin 7 liefern. AnschlieRend sollten
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aus der Bromverbindung 7 Uber Kreuzkupplungsreaktionen wie Suzuki-, Ullmann- oder
Buchwald-Hartwig-Reaktionen neue Analoga mit Alkyl-, Amino- oder Amidsubstituenten

erhalten werden.

NH, O NCS O
il ,U\ I Thiophosgen l l
Br Br
3 4
1) _NH,
™o
K©/O
ydrazin
Br N~ 2) Triethyl-
5 N orthoacetat,
2) PTSA —N / PTSA
> 0 -
6
/N\ /N\
N N
N—% Kreuz- N—7
Br \< kupplungs- R \<
,N reaktion ,N
o (0]

Schema 2.2: Geplante Synthese des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 7 als Intermediat fur

Ubergangsmetall-katalysierte Kreuzkupplungsreaktionen.
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2.2.2 Synthese der Triazolothienotriazepine

Um vergleichen zu kdnnen, ob eine ortho- oder eine para-Chlorsubstitution des 4-Phenylrings
des JQ1-Analogons die Selektivitat fur die zweite Bromodomé&ne erhoht, sollten zwei analoge
Reihen von JQ1-Analoga angefertigt werden. Zugleich sollte in Position 6 der Benzylrest mit
hochster Affinitat gesucht werden.

Die Synthesestrategie ist angelehnt an die Synthese der Triazolobenzotriazepine (Schema
2.2). Fir die Synthese der benétigten (2-Aminothiophen-3-yl)(phenyl)methanone 10 bzw. 11
bot sich eine Gewald-Reaktion an, die es ermdglicht, 2-Amino-3-acylthiophene aus einfachen
Bausteinen wie Benzoylacetonitriien 8 bzw. 9, Butan-2-on und elementarem Schwefel
aufzubauen (Schema 2.3).[8% Unter Einbau von 4-Methoxybenzylhydrazin (14) sollten die
Thienotriazepinthione 15 bzw. 16 erhalten werden. Die Triazolringe sollten durch
Kondensation mit Hydrazin und Cyclisierung mit Triethylorthoacetat aufgebaut werden. Von
den Triazolothienotriazepinen 17 bzw. 18 sollten sich die para-Methoxybenzylschutzgruppe
mit Hilfe von Bromwasserstoff in Eisessig entfernen lassen. Durch nachfolgende N-Alkylierung
mit geeignet substituierten Benzylhalogeniden sollten Modifikationen des Benzylrings an

Position N-6 ermdglicht werden.
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Schema 2.3: Geplante Synthese variabel substituierter Triazolothienotriazepine.

Durch anschlieBende Testung mit Thermal Shift Assays sollte der Substituent mit der héchsten
Affinitat der Triazolothienotriazepine sowie die beste Substitutionsstruktur des Benzylrestes
an Position 6 der Triazolothienotriazepine ermittelt werden. Die Ergebnisse daraus sollten
dann in einem kombinierten Molekll eingesetzt werden, um einen sehr selektiven und

hochaffinen Bromodomé&nen-Inhibitor zu erhalten.

Um eine Modifikationsmdglichkeit an Position 2 des Thiophenring zu erhalten, sollte zunachst
eine modifizierte Gewald-Reaktion*® zur Synthese eines an C-4 und C-5 unsubstituierten
2-Aminothiophens durchgefihrt werden. Im Anschluss sollte ein Bromsubstituent an C-5
eingefihrt werden (Schema 2.4). Nach Aufbau des Triazolothienotriazepin-Gerusts, sollte
dann der Brom-Substituent durch geeignete Folgereaktionen in andere interessante

Substituenten zu tUberfihren sein.
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

0 o 25-Dihydroxy- HN O cl N ] Cl
NC | > Aadithian, BN AN | 5 B s 7
= = = ~ | 7
Br

I Br | N
_— N \R
— A

CINT
~

Schema 2.4: Geplante Synthese des kombinierten Molekils und daraus resultierendes

Triazolothienotriazepin als Baustein fir weitere Funktionalisierungen an C-2.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3. Ergebnisse und Diskussion

Aufbauend auf den Ergebnissen der Testungen, die M. Wrobel in seiner Dissertation®?
veroffentlichte, wurden verschiedene Triazolobenzotriazepine sowie Hybridstrukturen mit
JQ1® innerhalb dieser Dissertation weiter untersucht. M. Wrobel arbeitete in seiner
Dissertation an Triazolobenzodiazepinen und Triazolobenzotriazepinen als Bromodomanen-
Inhibitoren der BET-Familie und erzielte mit geeignet substituierten Triazolobenzotriazepinen

bereits verbesserte Affinitat und Selektivitat.

Auf Basis dieser Ergebnisse sollten weitere Untersuchungen an der Inhibitorenklasse der
Triazolobenzotriazepine, bevorzugt mit dem von M. Wrobel optimierten meta-
Methoxybenzylrest an Position 4, aber nun mit neuen Substituenten in den Positionen 8 und 9

untersucht werden.

3.1 Synthesen der 8-Aminotriazolobenzotriazepinderivate

Das erste Projekt befasste sich mit der Synthese von Triazolobenzotriazepinen mit neuen, vor
allem stickstoffhaltigen Substituenten an Position 8. Als Vorstufe hierzu wurde nach einem
schon bestehenden Syntheseplan aus M. Wrobels Dissertation®®, basierend auf Arbeiten von
T. Nakamura et al.®®, das 8-Nitrotriazolobenzotriazepin WRM248 hergestellt. AnschlieRend
wurde die Nitrogruppe mit einer schonenden Methode, angelehnt an ein US-Patent von S. Bell
et al.l*%% mit Eisenpulver und Ammoniumchlorid in einem Ethanol/Wasser-Gemisch in fast
guantitativer Ausbeute zum primaren Amin reduziert. Durch Funktionalisierungen unter
Standardbedingungen konnten darauffolgend verschiedene Substituenten eingefiihrt werden.
So entstanden unter Verwendung von Methansulfonylchlorid bzw. Thiophen-2-sulfonylchlorid
in Gegenwart der Hilfsbase Pyridin die entsprechenden Sulfonamide 21a und 21b in guten
Ausbeuten von 70 % bzw. 81 %. Mit Hilfe von N,N-Dimethylcarbamoylchlorid und Triethylamin
wurde in maRiger Ausbeute der unsymmetrische Harnstoff 21c synthetisiert. Unter
Verwendung von Iso(thio)cyanaten wie Ethylisothiocyanat und tert-Butylisocyanat wurden
nach Deprotonierung mit Natriumhydrid die entsprechenden (Thio-)Harnstoffe 21d und 21e in

mafigen Ausbeuten von 21 % bzw. 40 % hergestellt (Schema 3.1).
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3. Ergebnisse und Diskussion
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Schema 3.1: Synthese der Triazolobenzotriazepine mit funktionalisierter Aminogruppe in Position 8.

3.1.1 Ergebnisse und Diskussion des Screenings der funktionalisierten

8-Aminotriazolobenzotriazepine

Die an Position 8 mit stickstoffhaltigen Gruppen funktionalisierten Triazolobenzotriazepine
wurden am SGC der Universitat Oxford mit einem Thermal Shift Assay untersucht. Hierbei
wurde an jeweils acht Bromodoménen der BET-Familie (BRD2(1/2), BRD3(1/2), BRD4(1/2),
und BRDT(1/2)) gescreent. Zudem wurde noch an vier bis funf weiteren Bromodomanen
(BAZ2B, CREBBP, LOC93349, PB1(5) und PCAF) getestet, die nicht der BET-Familie
angehdren, sondern jeweils aus unterschiedlichen Zweigen des phylogenetischen Baums der

Bromodomé&nen stammen.

Zum Vergleich wird in Tabelle 3.1 auch das von M. Wrobel synthetisierte

8-Nitrotriazolobenzotriazepin WRM248[%% aufgefiihrt.

In dieser Testreihe wurden fiir alle Verbindungen signifikante Temperaturshifts (mehr als 4 °C)

gemessen. Im Vergleich zum 8-Nitrotriazolobenzotriazepin WRM248 zeigten aber die
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3. Ergebnisse und Diskussion

Sulfonamide 2la und 21b sowie der Thioharnstoff 21d deutlich kleinere
Temperaturdifferenzen. Leicht verbesserte Temperaturdifferenzen fanden sich bei dem freien
Amin 2 und dem N,N-Dimethylharnstoff 21c, wahrend bei dem tert-Butylharnstoff 21e
spektakular hohe Temperaturdifferenzen gemessen wurden. Bei allen Testsubstanzen ist sehr
gut zu erkennen, dass es keine signifikanten Kreuzreaktivitdten zu den Bromodomanen
aul3erhalb der BET-Familie gibt.

(o))
% §§ o | w
m| 9 T|<
LLl [ m O
e 8 o o
O —

WRM248 -0.2(0.4|04 (0.4 AT _(°C)
2 -4.5 -3.1/-0.8 <0
21a 1.0 -0.2] 0.4 0-2
21b 2.9 0.1]0.1 2-4
21c 1.3 -0.1] 0.0 4-6
21d -0.3 0.0 |-0.5 6-8
21e 2.2 0.7]0.6 >8

Tabelle 3.1: Ergebnisse des Thermal Shift Assays fir die 8-Aminotriazolobenzotriazepin-Derivate. Die
grauen Kastchen bedeuten, dass der Inhibitor nicht gegen die entsprechende Bromodoméne gescreent

wurde.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass stark polare Reste mit mehreren méglichen
Wasserstoffbriickendonatoren, wie Harnstoffe, einen positiven Effekt auf die Affinitat der
Inhibitoren fur die Bromodomé&nen der BET-Familie haben. Die Sulfonamide besitzen im
Vergleich zu den Harnstoffen weniger NH-Funktionen und somit potentielle
Wasserstoffbriickendonatoren, daftr jedoch viele Wasserstoffbriickenakzeptoren in Form von

Sauerstoffatomen. Dies scheint die Affinitat der Inhibitoren jedoch nicht zu steigern.

Auf Grund der hervorragenden Testergebnisse des tert-Butyltriazolotriazepinharnstoffs 21e
wurde dieser von unseren Kooperationspartnern am SGC der Universitat Oxford mit BRD4(1)
co-kristallisiert (Abb. 3.1).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.1: Co-Kristallstruktur des tert-Butylharnstoffs 21e mit der BET-Bromodoméane BRD4(1).
Die eingelagerten Wassermolekile werden als rote Kugeln dargestellt.

Y97~;
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\
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D88 /\©
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O N H\\ R ///
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N_ o7 /
(@)

H I \F@ WPF-Bereich
Q85 9“ZA Tunnel e

N
pg2 N NH
W81

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Interaktionen des tert-Butylharnstoffs 21e in BRD4(1),
angelehnt an eine Darstellung von D. S. Hewings et al.>4 und D. Gallenkamp et al.!9?

Anhand der Kristallstruktur konnten konkrete Aussagen zum Bindungsmodus getroffen

werden. Der Triazolring reicht weit in die Bindungstasche fir den N-acetylierten Lysinrest
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3. Ergebnisse und Diskussion

hinein. Der Stickstoff an Position 2 des Triazolrings interagiert Gber ein Wassermolekil mit
einem Tyrosin des Proteins (Abb. 3.1 und 3.2) und der andere Stickstoff an Position 3 bildet
eine Wasserstoffbriickenbindung zum hoch konservierten Asparagin 140 aus. Dieses
Bindungsmuster wurde auch schon bei den Triazolringen des JQ1 und des I|-BET762
beobachtet (Abb. 3.3).54

Y97 \e_é

KAc-Bindungs- (14
o  tasche H !
PAON \
- H

éf\ C/NH2

H I \>\@ WPF-Bereich
Q85 9“ZA Tunnel AN

m/%
pg2 X NH
W81

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Interaktionen des Inhibitors I-BET762 in BRD4(1).[54 92

Ebenfalls &hnlich wie bei JQ1 und [-BET762 ragt der 6-Phenylrest in den hydrophoben WPF-
Bereich hinein. Bei beiden Kiristallstrukturen lassen sich im ZA-Tunnel die vier
Kristallwassermolekile erkennen. Im Fall von 21e interagieren beide NH-Funktionen des tert-
Butylharnstoffrestes an C-8 als Wasserstoffbriickendonatoren und binden ein Wassermolekdl.
Dieses Wassermolekdl geht (ber ein weiteres Wassermolekil mit dem ZA-Tunnel
Wechselwirkungen ein. Der tert-Butylrest ragt dabei schon aus der Bindungstasche heraus.
Die geringere Affinitat des N,N-dimethylierten Harnstoffs 21c konnte darauf zuriickzufihren

sein, dass fur die Wasserstoffbriickenbildung nur noch eine NH-Funktion zur Verfligung steht.

Der Ethylthioharnstoff 21d weist erstaunlicherweise eine noch geringere Affinitat als die beiden
anderen Harnstoffe 21c und 21e auf. Die hohere NH-Aziditat von Thioharnstoffen im Vergleich

zu Harnstoffen (pks = 21.0 bzw. 26.9 gemessen in DMSO®%2) auf Grund des héheren C-N
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3. Ergebnisse und Diskussion

Doppelbindungscharakters der Thioharnstoffel'°¥, wiirde einen gegenteiligen Befund erwarten

lassen.

Der Doppelbindungscharakter der C-N Bindung ist bei Thioharnstoffen erhdht, da die Bildung
der m-Bindung des Schwefels zum Kohlenstoff gering ist (Schema 3.2).12% Die Erniedrigung
der Elektronendichte am Stickstoff und die dadurch verbundene Erh6hung der NH-Aziditat
beim Thioharnstoff bewirkt, dass dieser der starkere Wasserstoffbriickendonor ist und somit
an sich starkere Wasserstoffbriicken ausbildet.

HA HoH
N\ /N\ N\ //N\
R c R? R’ c R2
S oS
A B

Schema 3.2: Bei Thioharnstoffen kommt es zu einer starkeren Beteiligung der rechten Grenzformel B

und somit zur Erhéhung des Doppelbindungscharakters und der NH-Aziditat.[103!

Eine Mdglichkeit, die geringere Affinitat des Thioharnstoffs 21d im Vergleich zum tert-
Butylharnstoffs 21e zu erklaren, liefert eine Veréffentlichung von C. Roussel et al.l}% in
welcher die Konformationen von Harnstoffen und Thioharnstoffen beschrieben werden. Die
Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass Harnstoffe bevorzugt in der Z,Z-Konformation
vorliegen, Thioharnstoffe hingegen héufig auch in der Z,E-Konformation (Abb. 3.4). Um diese
Z/E-Konformation in die affinitatserhbhende Z/Z-Konformation zu Uberfihren, ist ein
Energieaufwand von etwa 9 kcal/mol notwendig.*%! Dieser Energieaufwand fir die
Uberfihrung des Thioharnstoffs in die fur die Ausbildung der zwei Wasserstoffbriicken
erforderliche Konformation resultiert in einem deutlichen Verlust der Affinitdt zum Protein. Dass
die Thioharnstoffe in Vergleich zu den Harnstoffen in verschiedenen Konformeren vorliegen,
lasst sich auch anhand der NMR-Daten der beiden synthetisierten Verbindungen sehen. So
zeigt der tert-Butylharnstoff 21e in NMR-Spektrum keine Rotamere, der Ethylthioharnstoff 21d
jedoch schon. Im NMR-Spektrum der Verbindung 21d liegen zwei Rotamere in einem

Verhaltnis von 80:20 vor.

i Ho R
N\ /N\ NAc NS
R CTTR? RN Ny
I
S
Z/Z-Konformation Z/E-Konformation

Abbildung 3.4: Konformationen des Thioharnstoffs.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Zusammengefasst lasst sich daraus schliel3en, dass der neu entwickelte Inhibitor 21e die
gleichen wesentlichen Interaktionen mit dem Protein zeigt wie die Leitstukturen I-BET762 und
JQL. Allerdings bildet der Harnstoff von 21e zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen tber
ein Wassermolekll in den ZA-Tunnel aus. Diese Wasserstoffbricken filhren zu einer

deutlichen Erh6hung der Affinitat von 21e zur Bromodomane.

31



3. Ergebnisse und Diskussion

3.2 Synthese von Triazolobenzotriazepinen mit verschiedenen Modifikationen an C-9

Ermutigt durch den durchschlagenden Erfolg der Einfiihrung einer Harnstoffgruppe an C-8 des
Triazolobenzotriazepin-Grundkorpers sollte der Einfluss von Substituenten an der direkt
benachbarten Position C-9 untersucht werden. Auch hier standen polare stickstoffhaltige
Reste im Zentrum des Interesses - sei es direkt Giber das Stickstoffatom mit C-9 verkniipft oder
Uber einen Spacer.

Angelehnt an Vorschriften von T. Nakamura et al.’® sollte als zentrales Intermediat das
9-Bromtriazolobenzotriazepin 30 dargestellt werden, aus welchem mit verschiedenen
Kreuzkupplungsreaktionen eine grof3e Variation an 9-substituierten Analoga herzustellen sein
sollte. Da sich anhand der Daten zu den zeitgleich bearbeiteten Triazolothienotriazepinen
(siehe Kapitel 3.3.4) sowie den bekannten Daten aus der Dissertation® von M. Wrobel
abzeichnete, dass sich ein ortho-Chlorsubstituent an der 6-Phenylgruppe positiv auf die
Selektivitat der Inhibitoren flr die jeweils zweiten Bromodoménen (BD2) auswirken sollte,
wurde zuerst ein Intermediat 30 (Schema 3.4) formuliert, welches an der C-6 Position einen

ortho-chlorsubstituierten Phenylrest aufweist.

3.2.1 Synthese des Aminobenzophenons

Um dieses Zielmolekil 30 zu erreichen, musste vorerst das geeignet substituierte
Aminobenzophenon (2-Amino-4-bromphenyl)(2-chlorphenyl)methanon  (26) hergestellt
werden (Schema 3.3). Angelehnt an eine Methode von J.-J. Liu et al.’%! wird hierzu zunéchst
3-Bromanilin (22) unter basischen Bedingungen mit einem leichten Uberschuss an
Dichlorphenylboran (24) umgesetzt, wobei ein Boran-Amin-Addukt entsteht. Dieses bildet bei
Zugabe einer aquimolaren Menge an 2-Chlorbenzaldehyd (23) einen sechsgliedrigen
Ubergangszustand durch Koordination des Carbonylsauerstoffs. Der Aldehyd 23 wird in ortho-
Position zur Aminogruppe an das Anilin 22 dirigiert. Nach basischer Aufarbeitung entsteht als
nicht isoliertes Zwischenprodukt vorerst ein sekundarer Alkohol 25, welcher umgehend mit
Hilfe von Braunstein zum Keton 26 oxidiert wird. Das 2-Aminobenzophenon 26 wird auf diese

Weise in einer guten Ausbeute von 50 % Uber diese zwei Syntheseschritte erhalten.
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3. Ergebnisse und Diskussion

©/BC|2
NH, o ClI NH, OH Cl

24

H T
Br EtsN, CH,Cly, Br
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22 23 25
NH, O Cl
Mn02
CH,Cl,, RT, 12 h Br O O
Ausbeute Uber zwei 26

Syntheseschritte 50 %

Schema 3.3: Boranvermittelte Synthese von (2-Amino-4-bromphenyl)(2-chlorphenyl)methanon (26).

3.2.2 Synthese des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 30

Angelehnt an eine Vorschrift von P. Richter et al.’l wurde das Aminobenzophenon 26 mit
einem Uberschuss an Thiophosgen zum Isothiocyanat 27 mit sehr guter Ausbeute von 94 %

umgesetzt (Schema 3.4).

Das fur die folgende Synthese des Benzotriazepinthions 29  bendgtigte
3-Methoxybenzylhydrazin (5), kann nach einer Vorschrift von M. Wrobel® hergestellt werden.
Hierbei werden zunachst aquimolare Mengen von tert-Butoxycarbonylhydrazid und
3-Methoxybenzaldehyd in Ethanol unter Riickfluss zum Hydrazon kondensieren. Dieses kann
mit Boran-Dimethylsulfid zum Hydrazid reduziert werden und eine anschlielende

Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe mit Salzsaure fuhrt zum gewinschten Produkt 5.

Angelehnt an Methoden von T. Nakamura et al.[®! wird das 9-Bromtriazolobenzotriazepin 30
in finf Syntheseschritten erhalten. Durch Reaktion des Isothiocyanats 27 mit einem leichten
Uberschusses an 3-Methoxybenzylhydrazin (5) und nachfolgende Behandlung mit
p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat zur Cyclisierung des nicht isolierten, offenkettigen
Zwischenprodukts 28, ergibt sich das Benzotriazepinthion 29 in einer guten Ausbeute von
73 %. Darauffolgende Kondensation des Benzotriazepinthions 29 mit Hydrazin und
Cyclisierung mit Triethylorthoacetat’® und einer katalytischen Menge an p-Toluolsulfons&ure-

Monohydrat liefert das 9-Bromtriazolobenzotriazepin 30 in einer guten Ausbeute von 75 %.
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3. Ergebnisse und Diskussion

AnschlieRend sollten aus der Bromverbindung 30 Uber Kreuzkupplungsreaktionen wie
Suzuki-, Ullmann- oder Buchwald-Hartwig-Reaktionen neue Analoga mit Substituenten wie
z. B. Alkyl-, Amino- oder Amidresten erhalten werden.

NH, O ClI Thiophosgen, NCSO Cl
CaCOg
O O CH,Cl,, H,0, O O
Br 26 0°CbisRT, 5h o 27
94 %
_NH B ]
AN ch| |
(@] O/
SaN.
NH,
5 Br NH PTSA
DIPEA, MeOH, O o EtOAc,
0°CbisRT, 2h - 77°C,1h
O Ausbeute Uber zwei
Syntheseschritte 73 %
L 28 _
/N\
N
/
1) Hydrazin, Br N
THF, RT, 12 h N
/ =N /
O 2) Triethyl- o
orthoacetat, Cl
PTSA, Toluol,
110 °C, 2 h
30
75 %

Schema 3.4: Synthese des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 30 ausgehend von dem Aminobenzophenon
26.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.2.3 Knipfung von C-N-Bindungen mittels Ubergangsmetall-katalysierter

Kreuzkupplungen an C-9

Da in dem oben beschriebenen Teilprojekt (Kapitel 3.1.1) funktionalisierte 8-
Aminotriazolobenztriazepine, wie z. B. der N,N-Dimethylharnstoff 21c und der tert-
Butylharnstoff 21e, die besten Testergebnisse, im Thermal Shift Assay erreichten und sogar
M. Wrobels Inhibitoren tbertrafen, sollten nun vergleichbare Verbindungen mit Amino- bzw.
Harnstoffgruppen an der C-9 Position synthetisiert werden. So sollte festgestellt werden, ob
mit stellungsisomeren Verbindungen gute oder sogar hohere Affinitaten fir BET-
Bromodoménen erreicht werden konnen. Naheliegend war die Einfihrung von
Stickstofffunktionen an C-9 des Triazolobenzotriazepins mit Hilfe einer Buchwald-Hartwig-

Kupplung.

3.2.3.1 Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung an C-9

Unter Verwendung einer Kupplungsmethode von J. Yin et al.l}%" sollte ein geschiitztes Amin
mittels Tosylamid an C-9 des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 30 unter Buchwald-Hartwig-
Bedingungen eingefiihrt werden kénnen. Die Autoren beschreiben eine Buchwald-Hartwig-
Kreuzkupplungsreaktion zwischen Arylbromiden und verschiedenen Amiden in Gegenwart
von 4 mol % Pd(0)-Katalysator, zugegeben als Tris(dibenzylideneaceton)dipalladium(0), und
6 mol % Xanthphos-Ligand unter basischen Bedingungen. Diese Kreuzkupplungsvariante
stellt eine generelle Amidierungsmethode dar, um primare und sekundére Amide, Sulfonamide
und auch Carbamate in 1,4-Dioxan oder Tetrahydrofuran mit Arylbromiden, -triflaten
oder -iodiden zu kuppeln. Das von M. Kraneburg et al.%l erstmalig 1995 beschriebene
Xanthphos wurde von J. Yin et al.%"! als optimaler Ligand identifiziert.

Der Mechanismus dieser Kreuzkupplung verlauft Uber einen Additions-Eliminierungs-
Mechanismus (Schema 3.5).11%9 So folgt auf die oxidative Addition des Arylhalogenids B an
den Katalysator A, wobei Pd(0) zu Pd(ll) oxidiert wird, eine Komplexierung des Amids D.
Daraufhin wird eine neue o-Bindung des Palladiums zum Amid im Komplex F basenvermittelt
gebildet. Durch eine reduktive Eliminierung entsteht das gewtinschte C-N-verknipfte Produkt

G unter Regenerierung des Palladium-Katalysators auf die Oxidationsstufe null.
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Schema 3.5: Mechanismus der Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung.

Tatséachlich konnte mit Hilfe dieser Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsmethode Tosylamid mit
dem 9-Bromtriazolobenzotriazepinen 30 in einer moderaten Ausbeute von 53 % zum Tosyl-
geschitzten Amin 31a umgesetzt werden (Schema 3.6). Auch weitere Umsetzungen des 9-
Bromtriazolobenzotriazepins 30 mit dem priméren Acetamid zum Benzotriazolotriazepin-9-
ylacetamid 31b und dem sekundéren N-Methylacetamid zum Benzotriazolotriazepin-9-yl-N-
methylacetamid 31c waren mit 56 - 66 % Ausbeute zufriedenstellend. Da die Ausbeuten der
beiden Amide 31a und 31b uber die Buchwald-Hartwig-Kupplung nicht optimal waren, um
darauf mehrere Folgeschritte aufzubauen, wurden mit diesen Verbindungen Kkeine
Hydrolyseversuche zum gewilinschten primdren Amin 32 (Schema 3.8) unternommen,
sondern gleich nach einer ergiebigen Méglichkeit gesucht ein ungeschiitztes, primares Amin

an C-9 direkt zu erzeugen.
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Schema 3.6: Synthese verschiedener Amide mit Hilfe der Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung.

3.2.3.2 Direkte Aminierung an C-9

Um in héheren Ausbeuten das gewiinschte primare Amin 32 (Schema 3.8) darzustellen, wurde
nach eleganteren Mdglichkeiten gesucht, einen halogenierten Aromaten direkt in ein primares
aromatisches Amin umzuwandeln. Eine von T. Maejima et al.'*% prasentierte, eher zufallige
Entdeckung, ertffnete diese Mdglichkeit. Beim Versuch zur Synthese von Arylaziden aus
Arylhalogeniden mittels Trimethylsilylazid unter Pd/C-Katalyse fiel auf, dass bei zusatzlicher
Zugabe von Kupferkatalysatoren nicht die eigentlich erwiinschten Arylazide erhalten wurden,
sondern es zur Bildung von primaren Aminen kam. Diese Reaktion ist ausschlie3lich Kupfer-
und nicht Palladium-abhéngig und wurde von den Autoren an kleinen Molekilen weiter
verbessert. Interessant ist zu erwahnen, dass ein Additiv wie 2-Aminoethanol notwendig ist.
Arbeiten zum Mechanismus dieser Reaktion zeigten, dass bei Phenylazid in Gegenwart von
elementarem Kupfer keine Reduktion zum Amin erfolgt und auch in der ausschlieB3lichen
Gegenwart von 2-Aminoethanol nur eine geringfligige Umsetzung eintritt. Die Kombination aus
Kupferkatalysator und Aminoethanol fihrte hingegen zu einer vollstdndigen Reduktion des

Azids zum Amin. Der postulierte Mechanismus ist in Schema 3.7 gezeigt.
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Schema 3.7: Vorgeschlagener Mechanismus der aromatischen Aminierung nach T. Magjima et al.[!19

Zunéchst wird durch eine oxidative Addition aus der Kupferspezies an dem Arylhalogenid A

ein Kupferkomplex B gebildet. Dann erfolgt ein Austausch der Abgangsgruppe X durch ein

Azid. AnschlielRend wird das Azid C durch eine Einelektronenibertragung zum Kupfer-Amid-

Komplex D reduziert. Die reduktive Eliminierung des Kupfers findet unter Bildung des

Arylamins E statt.[!10

Obwohl das 9-Bromtriazolobenzotriazepin 30 ein heteroaromatischer Polyzyklus ist, der

zudem noch verschiedene funktionelle Gruppen wie einen Chlorsubstituenten und eine

Methoxygruppe aufweist, konnte bei der Umsetzung mit Kupferpulver und Trimethylsilylazid

eine sehr gute Ausbeute (86 %) des primaren Amins 32 erhalten werden (Schema 3.8).

~ N
Br N\/<
D
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(@)
e

30

TMSN3, Cu-Pulver,
2-Aminoethanol,
DMA, 95°C,1.5h

86 %

CUF2, NaN3,
2-Aminoethanol,
DMA, 95 °C, 3d

/N\
N
H,N N\<
D
o]
e
32

Schema 3.8: Synthese des freien Amins 32 mit Hilfe von Aziden.
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In der Veroffentlichung von T. Maejima et al.'*% wird darauf hingewiesen, dass Natriumazid
im Vergleich zum Trimethylsilylazid zwar ein kostenginstigeres Ausgangsmaterial ist,
andererseits aber zu erheblichen Verlangerungen der Reaktionszeiten fihrt. Diese
Beobachtung lieR sich auch in Versuchen mit dem 9-Bromtriazolobenzotriazepin 30
bestétigen. Mit Kupferpulver und Trimethylsilylazid wurden schon nach einer kurzen
Reaktionszeit von 1.5 h sehr gute Ausbeuten des Amins 32 erreicht. Die Autoren beschreiben
fur die Verwendung von Natriumazid Kupfer(ll)fluorid als optimale Kupferspezies fir
Umsetzung eines Arylbromids zum Arylamin. Ein entsprechender Versuch mit dem Edukt 30,
Kupfer(ll)fluorid und Natriumazid fuhrte jedoch auch nach 3 Tagen nur zu einer auf3erst
geringen Umsetzung des Edukts 30 zum Produkt 32, so dass der Versuch abgebrochen
wurde. Zudem sollte an dieser Stelle noch darauf hingewiesen werden, dass eine
Reaktionskontrolle mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie bei Reaktionen mit Kupferpulver
und Trimethylsilylazid auf3erst wichtig ist, da das Produkt 32 stark zur Zersetzung neigt. Nach
einer Reaktionsdauer von wenigen Stunden konnte kein Produkt 32 mehr erhalten werden.

3.2.4 Funktionalisierung des 9-Aminotriazolobenzotriazepins 32

Durch anschlieRende Funktionalisierung der primaren Aminogruppe, konnten verschiedene
Substituenten in das 9-Aminobenzotriazepin eingefihrt werden. Da die Harnstoffe an
Position 8 der Triazolobenzotriazepine zu einer starken Erhdhungen der Temperaturdifferenz
im Thermal Shift Assay gefihrt hatten (siehe Kapitel 3.1.1), sollten derartige und weitere

verwandte Substituenten nun auch in Position 9 eingebracht werden.

So entstanden unter Verwendung der Saurechloride Methansulfonylchlorid und Thiophen-2-
sulfonylchlorid in Gegenwart von Hilfsbasen und DMAP die entsprechenden Sulfonamide 33a
und 33b in Ausbeuten von 90 % bzw. 96 % (Schema 3.9). Mit N,N-Dimethylcarbamoylchlorid
wurde in analoger Weise der N,N-Dimethylharnstoff 33c in einer Ausbeute von 33 %
hergestellt. Unter Verwendung von Natriumhydrid und Iso(thio)cyanaten wie
Ethylisothiocyanat, tert-Butylisocyanat und Ethylisocyanat konnten die entsprechenden (Thio-
)Harnstoffe 33d, 33e und 33f in Ausbeuten von 27 % - 99 % hergestellt werden.

Die Synthese eines Harnstoffs mit primarer Carboxamid-Teilstruktur wurde in Anlehnung an
eine Synthesevorschrift von G. M. Bacani et al.l'*¥ versucht. Hierzu wurde das
9-Aminotriazolobenzotriazepin 32 in einem THF/DMSO-Gemisch mittels Natriumhydrid
deprotoniert und ein 10-facher Uberschuss an Trimethylsilylisocyanat zugegeben, um einen

TMS-geschitzten Triazolobenzotriazepin-9-ylharnstoff zu erhalten. Nach Verdampfen des
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Lésungsmittels im Vakuum und Resuspension in Dichlormethan, sollte die TMS-Schutzgruppe
mittels Salzsaure abgespalten werden. Uberraschenderweise wurde bei dieser Reaktion
jedoch unter Einbau von zwei Aquivalenten des Trimethylsilylisocyanats das Biuret-Derivat
33g in einer Ausbeute von 38 % erhalten.

N N,
N N

.

-~

a) oder b)

H,N N—{ RHN N

SONEEERG O
: Dy

e

32 33a-g
a) Pyridin, 4-DMAP b) NaH, DMSO
R= e} O R= S o]
\S// ~ & N )JY P &
g7/ N N N
33a 33¢ 33d 33f
96 % 33 % 27 % 35 %
@ 0 O o
o)
/7
s Sl SR
T Yy
33b 33e 339
90 % 99 % 38 %

Schema 3.9: Synthese der funktionalisierten 9-Aminotriazolobenzotriazepine.

3.2.5 Funktionalisierung an C-9 des 9-Bromtriazolotriazepins 30 unter C-C-Knlpfung

Als Alternative zu den (Thio-)Harnstoff- und Amid-Resten an C-9 sollte auch untersucht
werden, welche Affinitdt Triazolobenzotriazepine aufweisen, die an C-9 eine Uber einen
Spacer verknipfte distale Aminogruppe beinhalten. Hierzu war es erforderlich, Gber eine C-C-
Knupfungsreaktion einen einigermalRen kompakten Amin-Baustein einzufiihren, damit das
Produkt im Raumanspruch des Substituenten an C-9 nicht allzu sehr von den hochaffinen
Harnstoffderivaten 21c und 2le abweicht. Eine besonders elegante Methode zur

Ubergangsmetall-katalysierten C-C-Kniipfung ist die Sonogashira-Reaktion.

K. Sonogashira et al.*'? entwickelten 1975 eine Palladium-katalysierte Reaktion zwischen
terminalen Alkinen A und Aryl- oder Alkenylhalogeniden B in der Gegenwart von Additiven wie

Kupfersalzen (Schema 3.10). Die Sonogashira-Kupplung ist eine Weiterentwicklung der
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Stephen-Castro-Reaktion**?, welche ebenfalls im Stande ist Alkine mit Arylhalogeniden zu
kuppeln. Allerdings werden bei der Stephen-Castro-Reaktion dquimolare Mengen Kupfersalz

und kein Palladium-Katalysator verwendet.

Pd, Cu*,
Base
R-X + H-C=C-R' — R-C=C-R’
A B HX C
X =1, Br, Cl, OTf
R = Ar, Alkenyl

Schema 3.10: Allgemeine Gleichung der Sonogashira-Kupplung.

In Anlehnung an eine Vorschrift von T. Tremmel et al*4 konnte das
9-Bromtriazolobenzotriazepin 30 mit einem Uberschuss an 1-Dimethylamino-2-propin in
Gegenwart von 5mol % [1,1-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium(ll)-dichlorid und
20 mol % Cul in Tetrahydrofuran und Triethylamin in 60 % Ausbeute zum Alkin 34 umgesetzt

werden (Schema 3.11).

/N\N 1-Dimethylamino-
Br N—7 2-propin,
O Y Cul, Pd(dppf)Cl,
=N _@70/ EtsN, THF, J
cl 70°C, 1.5 h

O 60 %

Schema 3.11: Synthese des Alkins 34 mit Hilfe einer Sonogashira-Kupplung.
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3.2.6 Ergebnisse und Diskussion des Screenings der funktionalisierten

9-Aminotriazolobenzotriazepine

Die Screenings der an C-9 variierten Triazolobenzotriazepine mittels Thermal Shift Assays
erfolgten am SGC der Universitat. Auch in dieser Testreihe wurde an jeweils acht
Bromodoménen der BET-Familie (BRD2(1/2), BRD3(1/2), BRD4(1/2) und BRDT(1/2))
gescreent. Zudem wurden zur Abklarung der Selektivitét die Substanzen noch an vier weiteren
Bromodoménen (BAZ2B, CREBBP, PB1(5) und PCAF) getestet, die nicht der BET-Familie
angehdren, sondern jeweils aus unterschiedlichen Zweigen des phylogenetischen Baums der

Bromodomé&nen stammen.

In dieser Testreihe (Tabelle 3.2) wurden nur bei wenigen Substanzen signifikante
Temperaturshifts (mehr als 4 °C) gemessen. Im Allgemeinen lasst sich anhand der erhaltenen
Ergebnisse sagen, dass grolRere Substituenten an C-9 der Triazolobenzotriazepine nicht
toleriert werden. Die Sulfonamide 31a, 33a und 33b zeigen, &hnlich wie die
Sulfonamidanaloga in Position 8 21a und 21b, keine nennenswerte Affinitat zu den
Bromodoméanen der BET-Familie. Auch die Acetamide 31b und 31c, der N-Ethylharnstoff 33f,
das Biuret-Derivat 33g sowie das N,N-Dimethylaminopropargyl-Derivat 34 besitzen eine
ahnlich geringflgige Affinitat fir die Bromodomanen. Auch der N-Ethylthioharnstoff 33d und
der tert-Butylharnstoff 33e weisen nur eine geringe Affinitat zur BRDT(2) auf. Im Vergleich von
33e zu dem hochaffinen, stellungsisomeren tert-Butylharnstoff-Derivat 21e, welches die
funktionelle Gruppe in Position 8 des Triazolobenzotriazepins beinhaltet, ist dies ein dul3erst
starker Affinitatsverlust. Der N,N-Dimethylharnstoff 33c zeigt jedoch signifikante
Temperaturshifts bei den Bromodomanen der BET-Familie und weist zudem eine
hervorragend ausgepragte Selektivitat fur BRD4(2) und BRDT(2) auf. Auch zeigt die
halogensubstituierte  Zwischenstufe  9-Bromtriazolobenzotriazepin 30 bei mafigen
Absolutwerten der Temperaturshifts doch eine beachtliche Selektivitat fir jeweils die zweiten
Bromodoméanen der BET-Familie. Zu den ersten Bromodomanen der BET-Familie sowie den
Bromodoméanen aul3erhalb der BET-Familie weist dieser Inhibitor keine nennenswerte Affinitat

auf.

Die besten Werte in dieser Reihe wurden mit Verbindung 32 erzielt, welche einen kleinen,
primaren Aminosubstituenten an C-9 beinhaltet. Diese Verbindung zeigt als einzige aus dieser
Reihe hervorragende Temperaturdifferenzen unter Beibehaltung der ausgepragten Selektivitat
fur Bromodomanen innerhalb der BET-Familie. Das Stellungsisomer, welches an C-8 einen
primaren Aminosubstituenten aufweist, ist Verbindung 2. Anhand dieser beiden
aminosubstituierten Verbindungen lasst sich eine leichte Erhéhung der Affinitat und Selektivitat

von 32 fur alle zweiten Bromodomanen im Vergleich zu den ersten Bromodomanen der BET-
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3. Ergebnisse und Diskussion

Familie nachweisen. So betragt die durchschnittliche Temperaturdifferenz bei Verbindung 32
zwischen der jeweils ersten und zweiten Bromodomé&ne der BET-Familie 3.2 °C, bei
Verbindung 2 nur 2.8 °C. Dieser Effekt kdnnte allerdings auch auf den Phenylring in Position
6 zurlickzufuhren sein, der im Fall von Verbindung 32 eine ortho-Chlorsubstitution aufweist.
So ist mit dem an C-9 mit einer primaren Aminogruppe substituierten
Triazolobenzotriazepin 32 im direkten Vergleich zu dem an C-8 analog aminosubstituierten
Triazolobenzotriazepin 2 eine leichte Affinitdts- und Selektivitatserhbhung gelungen. Im
Vergleich zu dem tert-Butylharnstoff 2le aus der C-8-Reihe sind jedoch die
Temperaturdifferenzen im Thermal Shift Assay und somit auch die Affinitat deutlich geringer.
Vorteilhaft ist bei 32 allerdings die im Vergleich zu 21e deutlich ausgepragtere Selektivitat fir

die jeweils zweiten Bromodomaénen in der BET-Reihe.

S|l 8l2|l8|2|8|Z2|8|aolale|u
N | &S|l oo | | 9| = | = m n T <
(&) (&) (&) (@) (@) (&) o (&) < L m (@)
n'd ' n'd o o nd [ [ o o o o
N | 0| || 0o |m|m O
514 | 13 ) 1o 8] 06 |8 04 05 | 04|05
3la 11121  09|120|1.7|21(1.7123|1.1(19(08|1.3
31b 10(28 16 (27|1.7|3.0|04|3.7/05|0.6|0.5|-0.2
3lc 11220922 1.1|28|04|28|0.3|05/|0.5|-0.7

14|15
13|12

32 3.6 1.7 1.0
33a 14131203128 |29|11|3.3|0.6

1.7
1.1
33b |03|19(05(17[11(20(1.0/19(1.4[18[14|1.0
33c 1.6(3.8(28]3.6 2.8i1.1 0.8/1.0[09 |12
33d 22|28(26(26|23(30(|15 09|15(15|13 AT (°C)
33e 1.8(25|17(29(28|29(25 00[31|25 |24 <0
33f 11]21(14(19(19|23(0.7|26|0.6/09|0.9|0.6 0-2
33g 1.4(11]14|09|15|1.7|06[24(08|1.1|1.0/0.3 2-4
34 05/19|08|16|1.3[23|06[22|05(0.6|0.40.2 4-6
2 3.2 1.7 -2.3/-4.5(-3.1|-0.8 6-8
21e 3.8 0.622(0.7 |06 >8

Tabelle 3.2: Ergebnisse des Thermal Shift Assays der an C-9 substituierten Triazolobenzotriazepine.
Zum Vergleich Ergebnisse des an C-8 mit einer primaren Aminogruppe substituierten
Triazolobenzotriazepins 2 und des an C-8 mit einem tert-Butylharnstoff substituierten

Triazolobenzotriazepins 21e.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden nach erfolgreichen Co-Kristallisationen (durchgeftihrt am
SGC in Oxford) zwei Kristallstrukturen analysiert: von dem 9-Aminotriazolobenzotriazepin 32
mit der BRD4(1) sowie von dem Dimethylharnstoff 33c mit der BRD2(2) (Abb. 3.5 und 3.6).
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Verbindung 33c wurde mit verschiedenen Bromodoméanen co-kristallisiert, aber nur bei der
BRD2(2) gelang eine aussagekraftige Kristallstrukturanalyse. Bei beiden Kristallstrukturen
lassen sich die dblichen Interaktionen des Triazolrings, welcher weit in die KAc-
Bindungstasche hineinreicht, erkennen. So interagiert der Stickstoff an Position 2 tber ein
Wassermolekul mit einem Tyrosin des Proteins und der Stickstoff in Position 3 bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem hoch konservierten Asparagin der N-Acetyllysin-
Bindungstasche. Der 6-Arylrest ragt in den hydrophoben WPF-Bereich hinein. Der
Aminosubstituent der Verbindung 32 interagiert mit Valin 87 im ZA-Tunnel ebenfalls Uber ein
Wassermolekul. Der Dimethylharnstoff der Verbindung 33c interagiert sogar Uber zwei
Wasserstoffbriickenbindungen direkt mit dem Protein an den Aminoséuren Aspartat 377 und
Prolin 371. Auf Grund von sterischen Effekten kommt es bei dem Dimethylharnstoff-
Substituenten in 33c zu groReren AbstoBungen. Trotz zweier neu entstandener
Wasserstoffbriickenbindungen werden daher mit dem N,N-Dimethylharnstoff 33c kleinere
Temperaturdifferenzen als mit dem kompakten, primaren Amin 32 im Thermal Shift Assay

erreicht.

Abbildung 3.5: Co-Kristallstrukturen; A) BRD4(1) mit Amin 32; B) BRD2(2) mit N,N-Dimethylharnstoff
33c.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellungen der Interaktionen in den Co-Kristallstrukturen; A) BRD4(1)
mit Amin 32; B) BRD2(2) mit N,N-Dimethylharnstoff 33c. Die Abbildungen sind angelehnt an
Darstellungen von D. S. Hewings et al.l5* und D. Gallenkamp et al.l®2

Zusammengefasst lasst sich anhand der beiden Testreihen der Triazolobenzotriazepine mit
unterschiedlichen Substitutionsmustern an den Positionen C-8 und C-9 sagen, dass polare
Substituenten, die in den ZA-Tunnel hineinreichen und dort Wasserstoffbriicken ausbilden
konnen, zu einer Verbesserung der Affinitdt der Inhibitoren fihren. Aus sterischen Griinden
konnen in Position 9 jedoch nur kleinere Substituenten, wie z. B. ein priméarer
Aminosubstituent, eingebracht werden, um eine Erhéhung der Affinitdt zu erreichen. In
Position 8 hingegen werden auch sterisch anspruchsvollere polare Substituenten wie der
N,N-Dimethylharnstoff oder auch der tert-Butylharnstoff toleriert und steigern hier die Affinitéat
der Inhibitoren zu den Bromodomanen erheblich. Durch Bildung mehrerer

Wasserstoffbriickenbindungen wird die Affinitéat der Inhibitoren stark erhéht.

Fur die hier betrachtete Stoffklasse der 9-substituierten Triazolobenzotriazepine hatten diese
Erkenntnisse zur Folge, dass wegen der limitierenden sterischen Verhéltnisse keine
vielversprechenden Optionen fir eine weitere Optimierung der Substituenten an dieser

Position gesehen wurden.
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3.3 Synthesen der Triazolothienotriazepine

Innerhalb dieser Dissertation wurde aufbauend auf bisherigen Ergebnissen und der
Dissertation von M. Wrobel neben den Triazolobenzotriazepinen auch noch
Triazolothienotriazepine untersucht, welche formal Hybridstrukturen aus Wrobels

Verbindungen mit dem Triazolothienodiazepin JQ163 darstellen.

Da Ergebnisse von M. Wrobel® nahe legten, dass sich ortho-Chlorsubstituenten am
Phenylring an Position 6 von Triazolobenzotriazepinen positiv auf die Selektivitaten fur die
jeweils zweiten Bromodomanen der BET-Familie auswirken, sollten bei den anvisierten
Hybridstrukturen auch ortho- und para-chlorsubstituierte Phenylringe verglichen werden.
Ferner sollte auch bei diesen Hybridstrukturen der Benzylrest mit der hdchsten Affinitat
gesucht werden. Um alle Ergebnisse optimal vergleichen zu kdnnen, wurden
dementsprechend zwei analoge Reihen von JQ1-Hybridstrukturen angefertigt, die sich nur in
der para- bzw. ortho-Chlorsubstitution am 4-Phenylrest unterscheiden (Abb. 3.7). Zur
Vereinfachung werden von nun an diese beiden Serien als ,p-Cl-JQ1-Anologa“ bzw. ,0-Cl-
JQ1-Anologa“ bezeichnet. Da der neue Grundkdérper einen Funfring (Thiophen) aufweist, im
Gegensatz zu den Triazolobenzotriazepinen, welche einen Sechsring (Benzen) beinhalten,
kommt es zu einer leichten Veranderung der Geometrie der Inhibitoren. Die
Geometrieveranderung der Inhibitoren konnte wiederum zu veranderten Wechselwirkungen in
der Bindungstasche der Bromodomanen fiihren (Abb. 3.7). Daher lassen sich die schon
erzielten Erkenntnisse aus der Triazolobenzotriazepin-Reihe nicht direkt auf die
Triazolothienotriazepine Ubertragen. Vielmehr muss erneut eine systematische Analyse von

Struktur-Aktivitats-Beziehungen durchgefuhrt werden.

Auf Grund des Thiophenrings in den JQ1-Analoga anstelle des Benzenrings in den
Triazolobenzotriazepinen &andert sich die Nummerierung der Lokanten. Die neue
Nummerierung ist in Abb. 3.7 dargestellt. Die Synthesestrategie zur Herstellung der
Triazolothienotriazepine wurde angelehnt an die schon von uns etablierte Synthese der

Triazolobenzotriazepine (Schema 3.16).
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Triazolobenzo-
triazepin

JQ1

Abbildung 3.7: Ausgehend von JQ1 und den Triazolobenzotriazepinen wurde eine neue Hybridstruktur
entworfen. Die anvisierten Hybridmolekile haben auf Grund des neu eingefuhrten Funfrings (Thiophen)
im Vergleich zu den Triazolobenzotriazepinen eine veranderte Molekilgeometrie. Daher miissen auch
am Benzyl- und Phenylring die Substitutionsmuster neu optimiert werden. Es wurden zwei Serien
angefertigt: p-Cl-JQ1-Anologa und 0-CIl-JQ1-Anologa mit unterschiedlich substituierten Phenylresten an
C-4.

3.3.1 Synthesen der 2-Aminothiophen-Grundbausteine

Als Ausgangsmaterial fur die Triazolothienotriazepin-Synthesen wurde anstelle der in der
Triazolobenzotriazepin-Synthese  erforderten ~ 2-Aminobenzophenone  (2-Amino-4,5-
dimethylthiophen-3-yl)(phenyl)methanone bendtigt, welche am Phenylring in para- bzw. ortho-
Position einen Chlorsubstituenten aufweisen. Hierzu wurden Methoden gesucht, geeignet
substituierte Thiophene aufzubauen. Zwei der bekanntesten Methoden zur Thiophensynthese
sind die Paal-Knorr-Synthese** und die Gewald-Reaktion*¢l. Mit der klassischen Paal-Knorr-
Thiophensynthese kénnen aus 1,4-Diketonen in Gegenwart einer Schwefelquelle (z. B.
Phosphor(V)sulfid) Thiophene dargestellt werden (Schema 3.12). Die gewiinschten
Zwischenprodukte 10 bzw. 11 (Schema 3.15) enthalten jedoch an C-2 des Thiophenrings eine
primare Aminogruppe und an C-3 einen Benzyolrest. Beides ist mit der Paal-Knorr-Synthese

nicht zu erhalten, so dass diese klassische Methode nicht in Betracht gezogen wurde.
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Schema 3.12: Thiophensynthese aus einem 1,4-Diketon A und Phosphor(V)sulfid nach Paal-Knorr.[11%]

K. Gewald verdffentlichte 1961 eine erste Variante einer 2-Aminothiophen-Synthese, bei
welcher a-Mercaptoketone C mit Nitrilen D, welche eine elektronenziehende Gruppe an C-2
aufweisen, unter basischen Bedingungen umgesetzt werden (Schema 3.13).1'71 Besonders

interessant ist, dass sich so optional auch Ketogruppen an C-3 einfuihren lassen.

1 R X
R'_0O X
P ——
C D E

R', R2=H, Alkyl, Aryl, Heteroaryl
X =CN, COOMe, COOEt, COPh, CO-Heteroaryl

Schema 3.13: Erste Variante der 2-Aminothiophen-Synthese aus a-Mercaptoketonen C und aktivierten
Nitrilen D von K. Gewald.[*17]

Auf Grund der schwer darzustellenden Edukte, welche zudem nach Berichten von R. Sabnis
et al.l'® instabil sind, entwickelte K. Gewald noch weitere Varianten seiner 2-Aminothiophen-
Synthese. Die klassische Gewald-Reaktion wurde 1966 verdffentlicht, und hat den Vorteil,
dass die Edukte meist kauflich zu erhalten sind und in einem Eintopfverfahren unter einfachen
Bedingungen zu den gewiinschten 2-Aminothiophenen umgesetzt werden kénnen.6l So
konnen 2-Amino-3-acylthiophene aus einfachen Bausteinen, wie Ketonen oder Aldehyden,

aktivierten Nitrilen und elementarem Schwefel, in Anwesenheit von Basen aufgebaut werden.
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Schema 3.14: Vorgeschlagener Mechanismus der Gewald-Reaktion.[116. 118]

Der Mechanismus (Schema 3.14) verlauft zunachst Uber eine Knoevenagel-Kondensation des
aktivierten Nitrils G mit dem Aldehyd/Keton F zum a-Alkylidennitril H. Der elementare Schwefel
greift vermutlich nach Deprotonierung an der CH-aciden Methylengruppe an. AnschlieRend
efolgt ein Ringschluss unter Bildung von J. Folgende Tautomerisierung fihrt zum
gewinschten 2-Aminothiophen L. Schon K. Gewald et al. favorisierte diesen Mechanismus,
welcher einige Jahre spater von R. Sabnis et al. anschaulich dargestellt wurde.[*16: 118l

Vollstandig aufgeklart ist der Mechanismus dieser Reaktion bis heute nicht.

Diese neue Version der Gewald-Reaktion bot sich zur Synthese der zentralen Intermediate 10
bzw. 11 an, da diese es ermdglicht, 2-Amino-3-aroylthiophene aus einfachen Bausteinen wie
Benzoylacetonitril, Butan-2-on und elementarem Schwefel in der Anwesenheit von der Base

Morpholin aufzubauen (Schema 3.15).

Alle Edukte wurden hierzu in aquimolaren Mengen in Ethanol gelést und 12 h auf 70 °C
erwarmt. Diese Reaktion wurde auch schon bei der JQ1-Synthese zur Synthese des (2-Amino-
4,5-dimethylthiophen-3-yl)(4-chlorphenyl)methanon (10) aus 4-Chlorbenzoylacetonitril (8) und
Butan-2-on genutzt.®¥) Sowohl das literaturbekannte (2-Amino-4,5-dimethylthiophen-3-yl)(4-
chlorphenyl)methanon (10) als auch das (2-Amino-4,5-dimethylthiophen-3-yl)(2-
chlorphenyl)methanon (11) konnten mit Ausbeuten von 74 % (entspricht der Literatur®; 70 %)

bzw. 72 % als gelbe Feststoffe erhalten werden.
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0O R o R
NC Butan-2-on, HoN
S, Morpholin S S
R2 Ethanol, = R2
70°C,12h
8R'=H,R?2=ClI 10 R' = H, R? = CI (74 %)
9R'"=CI,R?2=H 1M R'"=CI,R?=H (72 %)

Schema 3.15: Synthese der (2-Amino-4,5-dimethylthiophen-3-yl)(chlorphenyl)methanon-Intermediate
101831 und 11.

3.3.2 Synthese der PMB-geschitzten JQ1-Analoga

In Analogie zu der oben beschriebenen, von P. Richter et al.’’! entwickelten Strategie zur
Synthese von Triazolobenzotriazepinen wurden die (2-Amino-4,5-dimethylthiophen-3-
yl)(chlorphenyl)methanone 10 und 11 mit einem Uberschuss an Thiophosgen mit sehr guten

Ausbeuten von 86 - 100 % zu den Isothiocyanaten 12 und 13 umgesetzt (Schema 3.16).

Das fir die folgenden Synthesen der Thienotriazepinthione 15 und 16 erforderliche
4-Methoxybenzylhydrazin (5) liefert eine Synthese von M. Wrobel®, welche auch fur das
3-Methoxybenzylhydrazin (14) angewandt wurde (vergleiche Kapitel 3.2.2). In diesem Fall wird
mit dem verwendeten 4-Methoxybenzylhydrazin (14) eine vom Stickstoff mit HBr abspaltbare
para-Methoxybenzyl-(PMB-)Schutzgruppe erhalten. So kann nach Aufbau des Triazolrings in
Position 6 Uber Entschitzung und erneute N-Alkylierung eine Vielzahl verschiedener

Benzylgruppen eingefiihrt werden.

Angelehnt an Methoden von T. Nakamura et al.®® erfolgte die Reaktion der Isothiocyanate 12
und 13 mit je einem leichten Uberschuss an 4-Methoxybenzylhydrazin (14). Nachfolgende
Behandlung des offenkettigen Zwischenprodukts mit p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat zur
Cyclisierung lieferte die Thienotriazepinthione 15 und 16 in maRigen Ausbeuten von
31 % bzw. 55 %. Die Cyclisierung scheint auf Grund der erhdhten Elektronendichte am
Thiophenring deutlich schlechter zu verlaufen als bei den Synthesen der entsprechenden
Benzotriazepinthione. Darauffolgende Versuche zur Kondensation der Thienotriazepinthione
15 und 16 mit Hydrazin und Cyclisierung mit Triethylorthoacetat sowie einer katalytischen
Menge an p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat® nach der etablierten Methode lieferten

Uberraschenderweise nicht die gewlinschten Produkte 17 und 18.
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16 R'=CI,R>=H (31 %) 18 R'=CI,R?=H
(Ausbeute Uber je zwei
Syntheseschritte)

Schema 3.16: Versuche zur Synthese der Triazolothienotriazepine, welche am 4-Phenylring para- bzw.
ortho-chlorsubstituiert sind (“p-CI-JQ1-Anologa” bzw. “0-Cl-JQ1-Anologa”).

Da die Triazolring-Synthese, die angelehnt an eine Methode von H. Sueoka et al®® bei der
Triazolobenzotriazepin-Synthese gut funktioniert hatte, aber bei den Thienotriazepinen nicht
erfolgreich war, musste der Aufbau des Triazolrings an Thienotriazepinen neu lberdacht
werden. Zunachst wurde angenommen, dass die Kondensation des Thienotriazepinthions 15
mit Hydrazin in Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur gelungen war. Daflr sprachen Daten der
Dunnschichtchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 3:1; Thienotriazepinthion 15 Rs = 0.54,
Produkt Rs = 0.11) und einem *H-NMR-Spektrum (Hydrazon-NH; bei 3.63 ppm) des nicht
aufgereinigten Zwischenprodukts 35. Daher wurden weitere Reagenzien zum Ringschluss wie
Acetylchlorid und DIPEAR oder auch Acetanhydrid in Xylol oder Acetaldehyd mit
Eisenchlorid und Calciumcarbonat*?% ausprobiert (Schema 3.17). Keine dieser Methoden war

erfolgreich und so wurde noch einmal die gesamte Synthese tiberdacht.
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Schema 3.17: Erfolglose Versuche zum Aufbau des Triazolrings.

Fur das aufgereinigte Produkt des ersten Versuchs mit Triethylorthoacetat wurde eine
Vollanalytik durchgeftihrt. Das Produkt zeigte im ESI+ eine exakte Masse von m/z = 498.1184.
Das wiederum lasst auf eine Verbindung mit der folgenden Summenformel schlie3en: [M+H]*
C24H25CINsOS;* (berechnet: m/z = 498.1189). Danach hatte das Hydrazin tatséchlich mit dem
Thienotriazepinthion 15 reagiert und auch die folgende Reaktion mit dem Triethylorthoacetat
hatte stattgefunden, fiihrte aber nicht zu den jeweils gewilinschten Produkten (Schema 3.18).
Die Bildung des Hydrazonothienotriazepins 35 verlief demnach schon ohne Erfolg, da das
Produkt laut Massenspektrum zwar das Hydrazin, aber eben auch noch ein Schwefelatom
enthielt. Offensichtlich wurde das Hydrazin zwar an die Thiongruppe addiert, jedoch blieb die
Eliminierung von H,S unter Bildung des gewlinschten Hydrazonothienotriazepins 35 aus. Das
resultierende Orthokohlens&urederivat 36 mit geminalen Thiol- und NH2-Gruppen reagierte mit
dem Triethylorthoacetat weiter. Neben der distalen Aminogruppe der Hydrazinkomponente,
welche auf Grund des a-Effekts duf3erst nukleophil ist, ging auch die Thiolgruppe diese
Reaktion ein. Das Thiol sollte deutlich nukleophiler sein als das aromatische Amin N-1 mit
einem ortho-stédndigen, elektronenziehenden Imin-Strukturelement. Aus dieser Reaktion
resultiert somit die Spiroverbindung 37 und nicht das isomere Triazolothienotriazepin 38 mit
Thiolrest an C-6a. Es ist bei diesen Verbindungen zu beachten, dass sich auf Grund der
Anellierung die Nummern der Lokanten &ndern. Daher wurde die Nummerierung des

Grundgerists in Schema 3.18 dargestellt.
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Schema 3.18: Bildung der Spiroverbindung 37 bei dem erfolglosen Versuch, den Triazolring

aufzubauen. Die isomere Struktur 38 konnte auf Grund von NMR-Analysen ausgeschlossen werden.

Anhand der HMBC-Daten (Abb. 3.8) lasst sich erkennen, dass die entstandenen NH-Gruppen
drei unterschiedliche Kopplungspartner aufweisen, was fur die Spiroverbindung 37 und gegen
die Dihydrotriazolthiolverbindung 38 spricht. Im HMBC koppelt das 3‘-NH der Verbindung 37,
welches im H-NMR-Spektrum bei 11.24 ppm zu sehen ist, mit C-2 (Cspiro) (im *C-NMR-
Spektrum bei 170.1 ppm) und mit C-5° (bei 151.0 ppm). Das 1-NH, welches im H-NMR-
Spektrum bei 6.84 ppm zu erkennen ist, koppelt mit C-5a (im **C-NMR-Spektrum bei
134.2 ppm). Die Dihydrotriazolthiolverbindung 38 wirde am NH dieselben Kopplungen
aufweisen, wie das 3‘-NH der Verbindung 37, namlich das quartare C neben der Methylgruppe
sowie das quartdre C des Orthokohlensdurederivats, jedoch musste das Thiolwasserstoff
ebenfalls mit dem quartaren C des Orthokohlens&urederivats koppeln und hatte keine weiteren

moglichen Kopplungspartner.
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Abbildung 3.8: HMBC der Spiroverbindung 37. Beide NH-Gruppen haben unterschiedliche
Kopplungspartner. So koppelt das 3‘-NH, welches im IH-NMR-Spektrum bei 11.24 ppm zu sehen ist,
mit C-2 (im 13C-NMR-Spektrum bei 170.1 ppm) und mit C-5' (bei 151.0 ppm). Das 1-NH, welches im
I1H-NMR-Spektrum bei 6.84 ppm zu erkennen ist, koppelt mit C-5a (im 3C-NMR-Spektrum bei
134.2 ppm).

T
12.011.911.8 11.7 11.6 11.5 11.4 11.3 11.2 11.1 11.0 10.9 10.8 10.7

Da somit auf klassischem Weg eine Anellierung des Triazolrings nicht moglich war, musste
ein alternatives Verfahren gefunden werden. Hierbei wurde auf die von M. Di Braccio et al.l*?%
beschriebe Methode zum Aufbau eines Triazolrings Uber eine Alkylthioverbindung
zuriickgegriffen. Der durch Alkylierung des Thions generierte S-Alkylrest ist eine deutlich
bessere Abgangsgruppe als die Thiolgruppe. Die Alkylthioverbindung kann in einem zweiten
Schritt direkt mit Acethydrazid zum Triazolring cyclisiert werden, so dass hier, wie bei der
Umsetzung des Thions mit Hydrazin und dann Triethylorthoacetat, auch nur zwei

Syntheseschritte erforderlich sind.

Die S-Alkylierungen der Thienotriazepinthione 15 bzw. 16 mittels eines kleinen Uberschusses
an lodethan und Kaliumhydroxid in siedendem Tetrahydrofuran zu den Produkten 39 und 40
verlief dulerst erfolgreich mit Ausbeuten von 98 % des 39 bzw. 87 % des 40 (Schema 3.19).
Auch die darauffolgende Cyclisierung mit Acethydrazid in Butan-1-ol und einer katalytischen
Menge an p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat gelang mit soliden Ausbeuten von 55 % bzw.
61 %.
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Schema 3.19: Synthese der Triazolothienotriazepine 17 und 18.

3.3.3 Einfuhrung neuer Benzylreste an den JQ1-Analoga

Um die beiden entstehenden Serien der p-Cl-JQl-Analoga und der o-Cl-JQ1-Analoga
miteinander vergleichen zu konnen, wurde in beiden Serien die p-Methoxybenzyl-
Schutzgruppe durch jeweils dieselben substituierten Benzylgruppen ersetzt. Zunachst wurden,
mit Hilfe von 45 %igem Bromwasserstoff in Eisessig und Anisol als Scavenger, die
p-Methoxybenzyl-Schutzgruppen der Verbindungen 17 und 18 abgespalten (Schema 3.20).
Es entstanden die entschitzten Produkte 41 und 42 in Ausbeuten von 90 % bzw. 91 %. Die
Verbindungen 41 und 42 wurden mit einem leichten Uberschuss an Natriumhydrid deprotoniert
und anschlieRend mit Benzylbromiden oder Benzylchloriden versetzt (Tabelle 3.3).1%2 Es
wurden je sechs verschiedene Benzylreste (mit para-Nitro-, para-lod-, meta-Chlor-, meta-
Methoxy-, 3,5-Dimethoxy- und 3,4,5-Trimethoxysubstitution) an Position 6 eingebracht. Die

Ausbeuten lagen im Bereich von 53 % bis 86 %.
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18 R'=CI,R?>=H 42 R'=CI, R? = H (90 %) 44a-fR'=CI,R2=H

Schema 3.20: Synthese der Triazolothienotriazepine 43a-f bis 44a-f. Die Abspaltung der PMB-
Schutzgruppen von 17 und 18 erfolgt mit HBr in Eisessig und die Benzylierung des N-4 gelang mit

Natriumhydrid und Benzylhalogeniden.

Benzylhalogenid Substitution Produkt
X= Rl= R2= R3 = Nummer Ausbeute
Br H Cl 4-Nitro 43a 65 %
Br H Cl 4-lod 43b 53 %
Br H Cl 3-Chlor 43c 63 %
Br H Cl 3-Methoxy 43d 64 %
Br H Cl 3,5-Dimethoxy 43e 78 %
Cl H Cl 3,4,5-Trimethoxy 43f 72 %
Br Cl H 4-Nitro 44a 62 %
Br Cl H 4-1od 44b 86 %
Br Cl H 3-Chlor 44c 73 %
Br Cl H 3-Methoxy 44d 86 %
Br Cl H 3,5-Dimethoxy 44e 59 %
Cl Cl H 3,4,5-Trimethoxy 44f 86 %

Tabelle 3.3: Derivatisierung der 6H-Triazolothienotriazepinderivate 41 und 42 mit je sechs verschieden

substituierten Benzylhalogeniden.
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3.3.4 Ergebnisse und Diskussion der Screenings der JQ1-Analoga

Die p-Cl-JQ1-Anologa und die 0-Cl-JQ1-Anologa wurden am SGC der Universitat Oxford mit
einem Thermal Shift Assay untersucht. Hierbei wurde an jeweils acht Bromodoméanen der
BET-Familie (BRD2(1/2), BRD3(1/2), BRD4(1/2), und BRDT(1/2)) gescreent. Zudem wurde
noch an vier weiteren Bromodoméanen (BAZ2B, CREBBP, PB1(5) und PCAF) getestet, die
nicht der BET-Familie angehdren, sondern jeweils aus unterschiedlichen Zweigen des
phylogenetischen Baums der Bromodomé&nen stammen.

In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse des Thermal Shift Assays fir die p-Cl-JQ1-Anologa und die
0-Cl-JQ1-Anologa aufgelistet. In Tabelle 3.5 werden die Selektivitaten der Inhibitoren fir die
jeweils zweiten Bromodomanen verglichen und in Tabelle 3.6 werden die Affinitaten mit

analogen Triazolobenzotriazepinen verglichen.
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41 -1.5/0.1|0.1
N/ /\N 17 -1.0/-0.3]-0.7
s | %N_R 43a -1.3]-0.3|-0.4
/N/ 43b -2.0/0.1 |-0.2
43c -2.2|-0.1|-0.1
43d -1.71-0.9(-1.1
43e -1.5(-0.4|-0.6
cl 43f -1.0/0.0|0.2
42 -0.5(-1.3|-0.2|-0.2
YN\ 18 -0.2|-0.8/-0.2| 0.0 | |AT, (°C)
N
S N\/< 44a 0.0 |-1.3|-0.2|-0.2 <0
\ | N—R| 44b -0.5|-2.1|-0.6|-0.9 0-2
—N 44c -0.5|-2.7|-0.7|-0.5 2-4
cl 44d -0.1(-1.3|-0.2| 0.1 4-6
44e -0.6(-1.6|-0.3|-0.2 6-8
44f -0.2|-1.5|-0.3|-0.4 >8

Tabelle 3.4: Ergebnisse des Thermal Shift Assays oben fir die p-Cl-JQ1-Analoga und unten fir die
0-Cl-JQ1-Analoga.

In diesen Testreihen wurden fir alle Verbindungen signifikante Temperaturshifts (mehr als
4 °C) an Bromodomanen gemessen (Tabelle 3.4). Werden zunachst die p-Cl-JQ1-Analoga
betrachtet, so lasst sich bei allen Verbindungen feststellen, dass diese eine ausgepragte
Affinitat zu allen Bromodoméanen der BET-Familie auRer der BRDT(1) aufweisen, wobei es

keine signifikanten Kreuzreaktivitdten zu den Bromodomanen aulRerhalb der BET-Familie gibt.

Die Verbindung ohne Benzylgruppe 41 weist die geringsten Temperaturdifferenzen auf. Die
am Benzylrest para-, meta- und dimethoxysubstituierten Verbindungen 17, 43d und 43e
weisen eine stark erhohte Affinitdt zu allen Bromodoméanen der BET-Familie aul3er der

BRDT(1) auf. Der trimethoxysubstituierte Benzylrest in 43f verringert die Affinitat wieder etwas.
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Ist der Benzylrest in para-Position mit einer Nitro-Gruppe substituiert (Verbindung 43a), so
bleibt die Affinitdt &hnlich hoch, wie bei den Analoga mit Methoxyresten. Der para-
lodbenzylrest in Struktur 43b hingegen verringert die Affinitat, wie auch die meta-

Chlorbenzylgruppe in 43c.

Die p-Cl-JQ1-Analoga zeigen im Vergleich zu den 0-Cl-JQ1-Analoga deutlich erhéhte
Temperaturdifferenzen in den Schmelzpunkten der inhibierten Bromodoméanen. Werden die
0-Cl-JQ1-Analoga betrachtet, so lasst sich bei allen Verbindungen feststellen, dass diese,
anders als die wenig selektiven Vertreter der p-Cl-JQ1-Reihe, eine teils sehr ausgepragte
Affinitdt zu den jeweils zweiten Bromodomé&nen der BET-Familie aufweisen und es keine
signifikanten Kreuzreaktivitaten zu den Bromodomanen auf3erhalb der BET-Familie gibt.

Werden zunachst die Affinitaten der einzelnen Verbindungen der o-Cl-JQ1-Analoga
betrachtet, so fallt bei der Verbindung 42 ohne Benzylgruppe, wie bei dem aquivalenten p-Cl-
JQ1-Analogon, auf, dass die Affinitat etwas verringert ist. Auch der para-lodbenzylrest in
Struktur 44b vermindert die Affinitat. Die Reduktion der Affinitat lie sich auch bei dem
aquivalenten p-Cl-JQ1-Analogon 43b mit para-lodbenzylrest erkennen. Alle anderen

Verbindungen aus der 0-Cl-JQ1-Reihe weisen sehr dhnliche Affinitaten auf.

Um die Selektivitdten zwischen der ersten und der zweiten Bromodoméane der einzelnen
Proteine genauer betrachten zu koénnen, wurde folgende Berechnung durchgefiihrt:
(AATy = AT (BD2) - AT (BD1)). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. So
lasst sich erkennen, dass alle acht Verbindungen der p-Cl-JQ1-Reihe dhnliche Selektivitaten
fur die verschiedenen Bromodoméanen aufweisen. Fur die BRD2(2) zeigen alle p-Cl-JQ1-
Analoga eine gute Selektivitat (Mittelwert AATy, = 2.6 °C), die sich jedoch wegen des hohen
Temperaturshifts auch bei der BRD2(1) relativiert. Alle p-Cl-JQ1-Analoga zeigen zudem fast
gar keine Selektivitat fur die BRD3(2) (Mittelwert AAT,» = 0.9 °C) und BRD4(2) (Mittelwert
AATy, = 0.2 °C). Dafur weisen aber alle p-Cl-JQ1-Analoga eine hervorragende Selektivitat fur
die BRDT2(2) (Mittelwert AAT, = 5.3 °C) auf.
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m-MeO-benzy (43d/44d) 2.6 <0
di-MeO-benzyl (43e/44e) 2.9 0-2
tri-MeO-benzy (43f/44f) 3.2 2-4
4-6

Mittelwerte 34 6-8

Tabelle 3.5: Um die Selektivitaten besser zu bestimmen, werden die Temperaturshifts der jeweils ersten
Bromodomane von der jeweils zweiten Bromodoméane abgezogen. Die linken vier Spalten zeigen die
Temperaturdifferenzen der p-Cl-JQ1-Analoga und die rechten vier Spalten zeigen die
Temperaturdifferenzen o-Cl-JQ1-Analoga.

Die acht Verbindungen der o-Cl-JQ1-Analoga weisen ebenfalls jeweils &hnliche Selektivitaten
fur die verschiedenen Bromodomé&nen auf. Fur alle zweiten Bromodomanen zeigen die o-Cl-
JQ1-Analoga allerdings deutlich hdhere Selektivitaten als die p-Cl-JQ1-Analoga, vor allem fur
die BRD3(2) (Mittelwert AATy = 2.8 °C gegeniber AAT» = 0.9 °C) und BRD4(2) (Mittelwert
AATn=2.9°C gegenuber AAT,=0.2°C). Aber auch bei der BRD2(2) (Mittelwert
AATy, =3.4°C gegeniber AATy,=2.6°C) und der BRDT(2) (Mittelwert AAT,=5.9°C
gegeniuber AAT, =5.3°C) wird die Selektivitat gegentber der p-Cl-JQl1-Analoga leicht
gesteigert. Die 0-Cl-JQ1-Analoga besitzen dementsprechend hervorragende und noch nie

zuvor mit strukturverwandten Verbindungen erreichte Werte fir die Selektivitat.

Die Selektivitaten an der BRDT sind bei allen 0-Cl-JQ1-Analoga sehr hoch. Im Folgenden
werden vor allem die Selektivitdten an der BRD2, BRD3 und BRD4 bei den 0-CIl-JQ1-Analoga
betrachtet. Bei den Verbindungen 42 ohne Benzylgruppe, 44d mit meta-Methoxybenzylrest,
44e mit Dimethoxybenzylrest und 44f mit Trimethoxybenzylrest sind die Selektivitaten an der

BRD2, BRD3 und BRD4 am geringsten ausgeprdgt. Die am Benzylrest para-
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methoxysubstituierte Verbindung 18 weist im Gegensatz zu den meta-methoxy-, dimethoxy-,
und trimethoxysubstituierten Verbindungen (44d, 44e und 44f) deutlich erhéhte Selektivitaten
auf. Auch die anderen beiden para-Substitutionen mit einer Nitrogruppe in Verbindung 44a
und einem lodsubstituenten in Verbindung 44b weisen gesteigerte Selektivititen auf. Die
meta-Chlorsubstitution des Benzylrestes in Struktur 44c ist, im Gegensatz zur meta-
Methoxysubstitution in Verbindung 44d, in den Selektivitaten deutlich erhdht und ahnlich gut

wie die para-Substitutionsmuster.

Werden zusammenfassend sowohl die Affinitditen als auch die Selektivitdten aller
Verbindungen aus diesem Kapitel betrachtet, so wird deutlich, dass die p-Cl-JQ1-Analoga
gegeniber den 0-Cl-JQ1-Analoga eine deutliche hohere Affinitat zeigen, jedoch auf Kosten
der bedeutenderen Selektivitaten. Mit der Stoffklasse der o-Cl-JQ1-Analoga ist das Ziel der
Einfuhrung der Selektivitat bei BRD3 und BRD4 und der Selektivitatssteigerung bei BRD2 und

BRDT eindeutig erreicht worden.

Um fir die nachste Syntheseplanung eine geeignete Leitstruktur zu definieren, werden die
Strukturen der 0-Cl-JQ1-Analoga mit ahnlich hohen Selektivitaten, wie die para-
methoxybenzylsubstituierte 18, para-nitrobenzylsubstituierte 44a, para-iodbenzylsubstituierte
44b und meta-chlorbenzylsubstituierte 44c, noch einmal genauer betrachtet. Hier ist zu
erkennen, dass bei der para-lodbenzylsubstitution in Struktur 44b eine starke Verringerung
der Affinitdt eintrat. So wurde 44b als Leitstruktur nicht weiter in Betracht gezogen. Die
Nitrogruppe ist auf Grund der zu erwartenden reduktiven Biotransformation, bei welcher
toxische Metabolite entstehen konnen, problematisch.*?¥! Daher wird auch 44a als Leitstruktur
ausgeschlossen. Da schon gute Syntheseerfahrungen mit para-methoxybenzylsubstituierten
Triazolothienotriazepinen vorhanden waren, wurde 18 als Leitstruktur fir die nachsten
Synthesen verwendet. Fur den Fall, dass sehr gute Ergebnisse mit den neuen Strukturen
erzielt werden, konnten mit dem Verbleib einer PMB-Schutzgruppe auch noch einmal
nachtraglich andere (Benzyl-)Reste in einem zweistufigen Entschitzungs-/N-Alkylierungs-

Verfahren eingefuhrt werden.
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3.3.5 Vergleich der JQ1-Analoga mit analog substituierten Triazolobenzotriazepinen

Um den Unterschied der durch Thermal Shift Assays erhaltenen Ergebnisse zwischen
ahnlichen Strukturen der ,alten“ Triazolobenzotriazepine und ,neuen” 0-Cl-JQ1-Analoga zu
zeigen, wird hier auf vier Verbindungen aus der so genannten ,Dichlorserie” (Abb. 3.9) aus der
Arbeit von M. Wrobel®! zurtickgegriffen. Die Verbindungen der ,Dichlorserie” tragen an
Position 8 des Triazolobenzotriazepins sowie am Phenylring in ortho-Position einen
Chlorsubstituenten. Diese Serie weist dieselben Benzylreste auf wie die gezeigten o-Cl-JQ1-
Analoga. Der einzige Unterschied besteht demnach im Thiophen- bzw. Chlorbenzen-
Strukturelement. Die Affinitat der Inhibitoren der ,Dichlorserie” war laut Thermal Shift Assay im
Gegensatz zu den 0-Cl-JQ1-Analoga nicht hoch (Tabelle 3.6). Anhand dieses Beispiels lasst
sich zeigen, dass die Einfilhrung des Thiophenrings zu einer deutlichen Erhéhung der Affinitat
fuhrt. Jedoch ist bei der ,Dichlorserie” auch eine gewisse Selektivitat zu erkennen, da bei allen
Verbindungen der Temperaturshift bei der BRD2/3/4(2) jeweils deutlich héher ausfallt als bei
den entsprechenden BRD2/3/4(1). Allerdings ist die Temperaturdifferenz bei den o-Cl-JQ1-
Analoga von BRD2/3/4(2) jeweils noch héher als bei den entsprechenden BRD2/3/4(1). Ferner
weisen die Triazolobenzotriazepine der ,Dichlorserie“ kaum Affinitdt zur BRDT(2) auf. Eine
nennenswerte Affinitéat zu BRDT(2) wird erst mit den 0-Cl-JQ1-Analoga erreicht, und das auch
noch verbunden mit einer auBBerst hohen Selektivitat fir die BRDT(2) im Vergleich zur
BRDT(1).
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Abbildung 3.9: , Dichlorserie” aus der Dissertation von M. Wrobel und vergleichbare o-Cl-JQ1-

Analoga.

o
S|le|lg|le|g|8|2|T|o|la|ld|c|w
N N |®m || || || Y oo|o || <
alalg|lajla|la|lole|R|u|g|a|o
¥l ||l ||| |lx|glx|Q|ala
M| 0| 0| 0| 0|0 |m|m O 9
WRM251 [-0.2{2.9 |0.8|28|03|3.7|-0.7/0.3(0.1(-0.4]/0.6 |-0.1|-0.1
WRM254 [-0.6{3.0(04|21|06|38|-0.1{25|0.0(-0.5(-1.0|0.5|-0.1
WRM259 [-0.4]3.1 |-0.3| 2.3 |-0.2 -19{15|08|-1.1|-1.0|/0.0| 0.2 AT _(°C)
WRM258 | 0.6 ” 0.9 - 15 0.0]27]01]-05/-12]-06]-03 <0
0-2
18 -0.21-0.8 -0.2] 0.0 2-4
44a 0.0 |-1.3 -0.2]-0.2 4-6
44c -0.5(-2.7 -0.7]-0.5 6-8
44d -0.1/-1.3 -0.210.1 >8

Tabelle 3.6: Ergebnisse des Thermal Shift Assays fur den Vergleich von Triazolobenzotriazepinen
(oben) mit den 0-Cl-JQ1-Analoga (unten). Die grauen Késtchen bedeuten, dass der Inhibitor nicht gegen
die entsprechende Bromodomaéne gescreent wurde. Eine deutliche Erhéhung der Affinitat wird bei allen
0-Cl-JQ1-Analoga gegeniuiber den Triazolobenzotriazepinen beobachtet, was zu dem Schluss fiihrt,
dass Thiophenringe gegenuber den Benzenringen in diesen Verbindungen die Affinitat zu

Bromodomanen steigern.
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3.4 Formulierung eines neuen Zielmolekiils durch Kombination der Ergebnisse aus den

Serien der JQ1-Analoga und der Triazolobenzotriazepine

Aus den vorangegangen Kapiteln 3.1.1, 3.2.6 und 3.3.4 - 3.3.5 lieRen sich verschiedene
Schliisse zur Strukturoptimierung ziehen, die im letzten Abschnitt der Arbeit Anwendung finden

sollen.

So wurde in den ersten beiden Testreihen der Triazolobenzotriazepine festgestellt, dass
polare, vor allem stickstoffhaltige Substituenten an C-8 und C-9, die in den ZA-Tunnel
hineinreichen und dort Wasserstoffbriicken ausbilden kdénnen, zu einer Verbesserung der
Affinitat der Inhibitoren fuhren (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.2.6). Aus sterischen Grinden werden
in Position 9 aber nur sehr kleine Substituenten toleriert, wahrend in Position 8 auch

volumintsere Reste zu einer Erhdhung der Affinitat fihren.

Die Testergebnisse aus den JQ1-Analoga zeigten, dass erstens die para-Methoxysubstitution
am Benzylrest der Verbindung 18, die als Leitstruktur dient, zu den besten Affinitaten fuhrt,
zweitens die ortho-Chlorsubstitution am Phenylring bessere Selektivitaten erreicht, und
drittens der Thiophenring Vorteile gegeniiber dem Benzenring hat, da die Affinitat hierdurch

noch weiter gesteigert werden konnte (siehe Kapitel 3.3.4 - 3.3.5).

Eine auf Basis all dieser Ergebnisse entworfene, neue Zielverbindung sollte somit einen
Thiophenring enthalten, der mit polaren Resten, wie z.B. Aminen oder Harnstoffen, in
Position 2 substituiert ist (Abb.3.10). An dieser Stelle soll nochmals darauf hingewiesen
werden, dass die Nummerierung der Lokanten bei Triazolobenzotriazepinen und
Triazolothienotriazepinen unterschiedlich ist, da bei Triazolothienotriazepinen die
Nummerierung am Schwefelatom beginnt. Legt man beide Grundkdrperstrukturen
Ubereinander, so liegt die Position 2 in Triazolothienotriazepinen zwischen den Positionen 8
und 9 der Triazolobenzotriazepine. Zudem sollte die neue Zielstruktur in Position 4 einen ortho-
Chlorphenylrest aufweisen und einen para-Methoxybenzylrest an N-6.

N
polarer Rest ~

N
/
s N
R N
AL
4
Cl
O
/

Abbildung 3.10: Die neue Zielstruktur mit polaren Resten R an C-2. Als Vorstufe hierfiir bot sich die

entsprechende Bromverbindung 52 (R = Br) an.
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Um diesen Typ von Zielverbindungen zu erhalten, wurde eine Modifikationsméglichkeit am
C-2 des Thiophenrings benttigt. Als variables Intermediat bot sich eine Verbindung an, die in
Position 2 einen Bromsubstituenten tragt, da dieser durch geeignete Folgereaktionen leicht in

andere interessante Substituenten zu Uberfihren sein sollte.

3.4.1 Versuche zur Synthese des 2-Bromtriazolothienotriazepins 52

Mittels einer modifizierten Gewald-Reaktion® sollte zun&achst das an C-4 und C-5
unsubstituierte  2-Amino-3-benzoylthiophen 46 hergestellt werden. An C-5 des
Aminothiophens 46 sollte anschlieRend mit N-Bromsuccinimid ein Bromsubstituent eingeftihrt
werden (Schema  3.21). Die  weitere Synthese zur Herstellung des
2-Bromtriazolothienotriazepins 52 sollte angelehnt an die schon von uns etablierte Synthese
der Triazolothienotriazepine durchgefiihrt werden. Die Uberfiihrung des Bromsubstituenten in
die besonders attraktiven stickstoffhaltigen Substituenten kdnnte, wie schon in Kapitel 3.2.3.2
aufgezeigt, anschlieRend Uber die Kupfer-katalysierte Aminierung mit Trimethylsilylazid nach
T. Maejima et al.*'% oder eine Palladium-katalysierte Hartwig-Buchwald-Amidierung!°”

erfolgen.

Die Synthese des an C-4 und C-5 unsubstituierten 2-Amino-3-benzoylthiophens 46 gelang mit
Hilfe der modifizierten Gewald-Reaktion nach einer Methode von C. E. Tranberg et al.'?4, bei
der jeweils ein Aquivalent 2-Chlorbenzoylchlorid und Diethylamin sowie ein halbes Aquivalent
2,5-Dihydroxy-1,4-dithian (45) in N,N-Dimethylformamid umgesetzt werden. Ein Aquivalent
2,5-Dihydroxy-1,4-dithian setzt bei Kontakt mit Aminen in situ zwei Aquivalente
Mercaptoacetaldehyd frei.l'?s Die Suspension wurde 48 h auf 90 °C erwarmt und eine
Ausbeute von 58 % der schon literaturbekannten, aber auf anderem Weg dargestellten
Verbindung 46128 erhalten. Die Bromierung an Position 5 des 2-Amino-3-benzoylthiophens 46
gelang mittels N-Bromsuccinimid in N,N-Dimethylformamid bei 0 °C bis Raumtemperatur in
1.5 h mit einer Ausbeute von 65 %. Hierbei sollte erwahnt werden, dass das Produkt 47 in
Losung nur kurze Zeit stabil ist. Die Zersetzung wird durch W&rme und Licht noch

beschleunigt.
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H,N O Cl Thiophosgen, SsCN O Cl
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Schema 3.21: Erfolgloser Ansatz zur Synthese des 2-Bromtriazolothienotriazepins 52.

Die Synthese des Isothiocyanats 48 mittels eines Uberschusses an Thiophosgen gelang mit
der bewahrten, von P. Richter et al.®l entwickelten Methode. Auch diese Verbindung 48 ist
auRerst instabil und wurde daher umgehend mit einem kleinen Uberschuss
4-Methoxybenzylhydrazin umgesetzt. Das offenkettige Produkt 49 wurde in einer Ausbeute
von 83 % isoliert. Leider gelang es nicht, dieses Intermediat weiter zu dem Thienotriazepin 50
umzusetzen. Die etablierte Methode fir derartige Ringschlisse mit p-Toluolsulfonsaure-
Monohydrat in siedendem Ethylacetat blieb erfolglos, wie auch weitere Versuche in anderen
Losungsmitteln. So blieb in niedrig siedenden Ldsungsmitteln wie Ethylacetat und

Tetrahydrofuran viel Edukt zuriick, in hoher siedenden Ldsungsmitteln wie Toluol und
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Dimethylsulfoxid zersetzte sich das Edukt. In der Hoffnung, ein reaktiveres Intermediat fur
einen Ringschluss bei niedrigeren Temperaturen zu generieren, wurde die offenkettige
Verbindung 49 in Anlehnung an M. P. Cava et al.*?" mit 1.2 Aquivalenten Lawessons Reagenz
versetzt und in Toluol oder auch Tetrahydrofuran erwarmt. Hierbei sollte das Keton 49
zunéchst in ein Thion Uberfiihrt werden, welches dann die intramolekulare Kondensation mit
der Hydrazingruppe eingehen sollte. Aber auch hier kam es nicht zur Bildung des gewlnschten
Produkts, sondern zur Zersetzung. Die offenkettige Verbindung 49 wurde in einem weiteren
Versuch in Ethanol zusammen mit einem deutlichen Uberschuss Essigsaure erhitzt, in der
Hoffnung, dass eine Protonierung des Ketons zur Erleichterung des Ringschlusses fuhrt. Aber
weder dieser Ansatz noch die Verwendung von Lewisséauren wie Bortrifluorid-Etherat oder
Scandiumtriflat, jeweils in trockenem Tetrahydrofuran, fihrten zu dem gewlnschten Erfolg.
Die Umsetzung der offenkettigen Verbindung 49 mit dem wasserziehenden Reagenz
Orthoameisensauretriethylester flhrte nur zu einer unerwiinschten Reaktion, der
N-Ethylierung der NH2-Gruppe. Da ein Ringschluss an dieser Stelle, unter Beibehaltung des
Bromsubstituenten, nicht zu bewerkstelligen war und zudem im weiteren Verlauf der Synthese
(bei der Bildung des Triazolrings) wieder erhdhte Temperaturen verwendet werden mussten,

wurde nach alternativen Synthesewegen gesucht.

3.4.2. Versuche zur Synthese des 2-Nitrotriazolothienotriazepins 57

Eine mdglicher alternativer Zugang zum 2-Aminotriazolothienotriazepin 58 kdnnte Uber ein
2-Nitrotriazolothienotriazepin 57 fuhren, welches anschlielend nach einer schonenden
Methode von S. C. Bell et al.l’®y mittels Eisen und Ammoniumchlorid zum primaren Amin
reduziert werden kénnte (Schema 3.22). Hierzu sollte zunachst ein an C-5 nitriertes 2-Amino-
3-benzoylthiophen 55 dargestellt werden, welches dann nach bekannten Methoden (vgl.

Kapitel 3.4.1) zum 2-Nitrotriazolothienotriazepin 57 umgesetzt werden sollte.
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H,N 0] Cl AcHN (0] Cl HNO3,
ACZO H2804
s - g -
= 139 °C, 15 min = 0 °C, 15 min
46 96 % 53 87 %
Thiophosgen,
SCN O Cl
AcHN Cacos,
— A > S ~
THF, MW: CH,Cl,, H,0, —
120 °C, 20 m|n °C hi
ON o 0 hC bis RT, 1
° 56
/N\
N
N
Fe, NH,CI S
——————— HaN— N
H,O/EtOH,
100 °C
Cl
o) o)
/ /

58

Schema 3.22: Erfolgloser Ansatz zur Synthese des 2-Nitrotriazolobenzotriazepins 57.

Um eine Nitrierung am 2-Aminothiophen 46128 durchfiihren zu konnen, musste die
Aminogruppe zunachst Acetyl-geschitzt werden. Dies gelang durch Erhitzen der Verbindung
46 in Acetanhydrid in einer Ausbeute von 96 %. Die anschlieBende Nitrierung erfolgte in einer
1:1 Mischung aus 65 %iger Salpetersdure und 96 %iger Schwefelsaure bei 0 °C in guter
Ausbeute von 87 %. Die Verbindung 54 wurde mit konzentrierter Salzsaure in Tetrahydrofuran
entschiutzt. Dabei entstand das nitrierte 2-Aminothiopen 55 (Ausbeute 57 %). Die
anschlieRende Reaktion mit Thiophosgen nach P. Richter et al.’”l war leider nicht erfolgreich.
Auch Varianten mit anderen Lésungsmitteln und in héher konzentrierten Losungen blieben
erfolglos. Auf Grund der Nitrogruppe am Thiophenring ist die Aminogruppe offensichtlich nicht
mehr nukleophil genug, um mit dem Thiophosgen zum Isothiocyanat zu reagieren. Diese

Syntheseroute konnte somit nicht weiterverfolgt werden.
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3.4.3 Synthese des am Thiophenring unsubstituierten Triazolothienotriazepins

Um die Schwierigkeiten im Syntheseweg nach einer Bromierung oder Nitrierung am
Thiophenring zu umgehen, sollte zuerst die Darstellung eines Triazolothienotriazepins mit an
C-2 und C-3 unsubstituiertem Thiophenring erfolgen (Schema 3.23). Erst in einem spaten
Syntheseschritt sollte dann am Thiophenring bromiert bzw. nitriert werden oder auch weitere
Reaktionen zur Funktionalisierung getestet werden.

Die Synthese startete mit der aus der modifizierten Gewald-Reaktion erhaltenen Verbindung
46 (siehe Kapitel 3.4.1). Diese wurde mit Thiophosgen nach der Methode von P. Richter et
al.’1 zum Isothiocyanat 59 umgesetzt (Ausbeute 67 %) und anschlieBend, angelehnt an die
Synthesestrategie von T. Nakamura et al.*®, mit 4-Methoxybenzylhydrazin (14) versetzt. Die
offenkettige Verbindung 60 fallt in dem LOsungsmittelgemisch aus Methanol und
Tetrahydrofuran als brauner Feststoff aus. Nach Waschen mit Methanol wurden 68 % dieser
Verbindung 60 erhalten. Der Ringschluss, welcher mit p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat
katalysiert wird, erfolgt nur unter deutlich drastischeren Bedingungen als bei den
Benzotriazepinen. Hierzu wurde die offenkettige Verbindung 60 im Mikrowellenreaktor 3 h bei
100 °C behandelt. Das Rohprodukt 61 wurde mit lodethan zur Verbindung 62 S-ethyliert
(Ausbeute 45 %). Der Aufbau des Triazolrings erfolgte angelehnt an M. Di Braccio et al.*?* mit
Acethydrazid unter  p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat-Katalyse  bei 120 °C  unter
Mikrowellenbestrahlung. Das an C-2 und C-3 unsubstituierte Triazolothienotriazepin 63 wurde

dabei mit einer Ausbeute von 55 % erhalten.
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Schema 3.23: Synthese des an C-2 und C-3 unsubstituierten Triazolothienotriazepins 63.
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3.4.4 Versuche zur Einfihrung von Substituenten an C-2

An der S-alkylierten Zwischenstufe 62 sowie an dem Triazolothienotriazepin 63 wurden
Versuche zur Bromierung, Nitrierung und Einfuhrung anderer reaktiver Gruppen an C-2 des
Thiophenrings unternommen (Schema 3.24 und 3.25).

Zur Bromierung der Verbindung 63 wurden verschiedene Anséatze mit N-Bromsuccinimid®?% in
Dimethylformamid durchgefihrt (Schema 3.24). Aber alle Versuche, auch unter Zusatz von
Essigsaure!*% oder einer Lewissaure wie AlBr3!*3! bei hoheren oder niedrigeren Temperaturen
blieben erfolglos. Auch mit Brom in Chloroform mit und ohne Essigsaure wurde kein anderes
Ergebnis erzielt.

Bei der Umsetzung mit N-Bromsuccinimid und AIBr; in Dichlormethan wurde die PMB-
Schutzgruppe an N-6 im geringen Maf} abgespalten. Die resultierende Verbindung 89
(Abb.3.11) wurde vollstandig charakterisiert und auch mittels Thermal Shift Assay getestet.

/N\N N
s N~
N N a b,oder ¢
Cl
/O 52 R = Br
63 57 R = NO,

64 R = (PhO,S),N

Schema 3.24: Erfolglose Versuche zur direkten Bromierung, Nitrierung bzw. Aminierung von 63.
a) Bromierung zu 52: NBS, DMF oder NBS, DMF, AcOH oder NBS, AlBr3, DCM oder Brz, CHCIz, AcOH
jeweils bei verschiedenen Temperaturen und Reaktionszeiten; b) Nitrierung zu 57: CAN, AcOH, 0 °C
bis 50 °C, 12 h oder HNOs, H2S04, 0 °C, 15 min; ¢) C-N-Verknipfung zu 64: NFSI, Cul, DCE, 60 °C,
12 h.

Zur Nitrierung®?® der Verbindung 63 wurde zun&chst eine 1:1 Mischung aus konzentrierter
Salpetersaure und konzentrierter Schwefelsaure bei 0 °C verwendet. Es kam dabei lediglich
zu einer unerwinschten Nebenreaktion und zwar offensichtlich zur zweifachen Nitrierung der
PMB-Gruppe, was sich im *H-NMR des Rohprodukts erkennen lieR. Ein Nitrierungsversuch in
Anlehnung an eine Synthese von N. Ganguly et al.'*2 mit Cer(IV)-ammoniumnitrat (CAN) in

Essigsaure fuhrte bei verschiedenen Temperaturen (0 °C, RT, 50 °C) zu keiner Umsetzung.

Ein Versuch zur direkten Amidierung des Thiophens 63 mit N-Fluorbenzensulfonimid (NFSI)

unter Cul-Katalyse**¥ in Dichlorethan fiihrte zur Zersetzung des Edukts.
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Da sich kein Erfolg bei der Substitution an C-2 des Triazolothienotriazepins 63 einstellte,
wurden mit der S-alkylierten Vorstufe 62 weitere Reaktionen mit dem Ziel einer kontrollierten

Funktionalisierung am Thiophenring durchgefihrt (Schema 3.25).

(

1 S S
8 d, e, f,

N
s Q<2 goderh

b
7\ |5 N _ -, Bbr R \ |

a/ /3 _ /N

6 5 N4 87 % N
Cl

62 51

N
65R = (PhO,S),N

66 R = AcNH

67 R = NH,

68 R = Nj 22 % /N
69 R = Allyl-OCO-NH

70 R = (BuO,C

Schema 3.25: Umsetzungen von 62. a) NFSI, Cul, DCE, 60 °C, 5 h; b) 1) 2.2 Aq. TMPMgCI*LiCl, THF,
-25°C, 1 h; 2) 3.6 Aqg. Br; ¢) Acethydrazid, PTSA, DMSO, MW: 120 °C, 2.5 h; d) Acetamid, Pd2(dba)s,
Xantphos, Cs2COs, Dioxan, A; €) TMSNs, Cu-Pulver, 2-Aminoethanol, DMA, A; f) NaNs, DMSO, A;
g) KOCN, Cul, N,N-Dimethylglycin, Allylalkohol, A; h) Mo(CO)s, Pd(OAc)2, Xantphos, tBuOH, DBU, DMF
(MW).

So wurde zundchst auch hier die direkte Amidierung des Thiophens 62 mit
N-Fluorbenzensulfonimid (NFSI) unter Cul-Katalyse!**® in Dichlorethan getestet, die wiederum
nicht zum Erfolg fihrte (Schema 3.25).

Jedoch konnte mit Hilfe einer Methode von F. M. Piller et al.:* mittels TMPMgCI*LiCl (72) die
Verbindung 62 an Position 7 metalliert und die erhaltene Grignard-Verbindung anschliel3end
mit Brom weiter umgesetzt werden. Das bromierte Produkt 51 wurde in einer sehr guten
Ausbeute von 87 % erhalten. Eine analoge Metallierung wurde auch am
Triazolothienotriazepin 63 getestet, fuhrte aber, offensichtlich auf Grund der CH-Aciditat der

Methylgruppe am Triazolring, nicht zum gewtinschten Erfolg.

Maoglich war eine Metallierung an 62 auch mit verschiedenen anderen Verbindungen, wie den

Organolithiumverbindungen sec-Butyllithium oder tert-Butyllithium oder dem Lithiumamid
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Lithiumhexamethyldisilazid (LIHMDS). Mit der Knochel-Hauser Base TMPMgCI*LICl (72),
welches eine Magnesiumamidbase ist, wurde jedoch die hochste Ausbeute der
Bromverbindung 51 erzielt.

[ j iPrMgCI*LiCl [ ]
N THF, 25 °C, 24 h N
MgCI*LiCl
71 72

Schema 3.26: Synthese der Knochel-Hauser-Base TMPMgCI*LICl (72) aus TMPH (71) und dem
Turbo-Grignard iPrMgCI*LiCl.[135]

Fur die Entwicklung von chemoselektiven, starken Basen wurden Uber Jahrzehnte grof3te
Anstrengungen unternommen. Schon 1947 publizierte C. R. Hauser et al.l’*¢ eine
wegweisende Arbeit zu Magnesiumamidbasen (R:NMgX, bzw. (R:N)Mg). Wegen der
Aggregation dieser Magnesiumamide sind diese Verbindungen jedoch wenig l6slich in
Tetrahydrofuran. Durch Zusatz von Lithiumchlorid kdénnen Magnesiumamide jedoch
solubilisiert werden, so dass eine deutlich bessere Loslichkeit in Tetrahydrofuran resultiert. Auf
Grund der sterischen Hinderung der TMP-Base wird zudem eine Erh6éhung der
Regioselektivitat bei der direkten Metallierung erreicht. Die TMPMgCI*LiCl-Base (72) kann aus
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin  (TMPH) (71) und iPrMgCI*LiCl bei Raumtemperatur in
Tetrahydrofuran hergestellt werden (Schema 3.26).1%% Heutzutage ist diese Base Dank ihrer

hohen Stabilitat in Tetrahydrofuran auch kéauflich zu erwerben.

Die Knochel-Hauser-Base (72) hat gegenuber den klassischen Organolithiumverbindungen
viele Vorteile. So ist eine hohe Toleranz gegenliber vielfaltigen organischen Funktionalitaten
sowie eine erhdhte Regioselektivitdat vorhanden. Auch die Handhabung vereinfacht sich im
Vergleich zu den Organolithiumverbindungen, da die Reaktionen bei moderaten Temperaturen
von -10 °C bis 20 °C gelingen.!7]

Die dann noch erforderliche Anellierung des Triazolrings an die Verbindung 51 wurde zunéchst
klassisch mit Acethydrazid und p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat versucht, was aber zu dem
fast schon erwarteten Ergebnis fiihrte, dass im starken Ausmald der Bromsubstituent von
Verbindung 51 abgespalten wurde und so nur eine geringe Ausbeute von 22 % der
Zielverbindung 52 erhalten wurde (Schema 3.25). Die 2-Bromthiophenverbindung ist nach wie
vor licht- und warmelabil. Da noch einige weitere Syntheseschritte nach der Anellierung folgen
mussten und diese Anellierung nach mehreren Optimierungsversuchen nie mehr als 22 %
Ausbeute ergab, erschien diese Syntheseroute wenig attraktiv, um die Zielverbindungen zu

erhalten.
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Daher wurde weiter nach Methoden recherchiert, die es ermdglichten, an dem Thienotriazepin
51 an Position 7 einen Stickstoffsubstituenten einzufihren. Versuche zur Amidierung in
Anlehnung an eine Methode von J. Yin et al.'%”! nach Hartwig-Buchwald mit Acetamid und
Pd»(dba); als Katalysator sowie Xanthphos als Ligand flhrten nicht zur gewiinschten
Umsetzung, da bei tiefen Temperaturen das Edukt unverdndert blieb und bei hdheren
Temperaturen lUberwiegend der Bromsubstituent von 51 abgespalten wurde (Schema 3.25).
Auch die Voraktivierung des Palladium-Katalysators in Anlehnung an eine Vorschrift von
B. Fors et al.l'* mit Pd(OAc),, X-Phos als Ligand sowie Wasser und weitere Umsetzung der
bromierten Verbindung 51 bei niedrigeren Temperaturen fihrte nicht zu dem gewiinschten
Erfolg. Die Umsetzung von 51 mit Trimethylsilylazid und Kupferpulver nach T. Maejima et
al.l9 fihrte ebenfalls tberwiegend zum Verlust des Bromsubstituenten und nicht zu dem
gewunschten 7-Aminothienotriazepin 67 (Schema 3.25). Ein Versuch zur direkten Umsetzung
von 51 mit Natriumazid®®*® zum 7-Azidothienotriazepin 68 blieb ebenfalls erfolglos. Auch die
Umsetzung mit Kaliumcyanat!*%, Cul-Katalysator und N,N-Dimethylglycin als Ligand in
Allylalkohol fihrte nur zur Zersetzung der bromierten Verbindung 51 und nicht zur Bildung des

angestrebten Allylcarbamats 69.

Da alle Versuche fehlgeschlagen waren, die bromierte Verbindung 51 zu einem Produkt
umzusetzen, das bereits die anvisierte C-N-Bindung aufweist, wurde der Plan gefasst,
zunachst eine Carboxylgruppe an Position 7 einzubringen, um anschlieRend mittels
Umlagerungsreaktionen zu Stickstoffsubstituenten zu gelangen. Aus der bromierten
Verbindung 51 sollte in Anlehnung an eine Vorschrift von L. R. Odell et al.*** mit Mo(CO)s,
tert-Butanol, Pd(OAc)., Xanthphos, Diazabicycloundecen (DBU) und Dimethylformamid im
Mikrowellenreaktor ein tert-Butylester 70 entstehen (Schema 3.25). Dieser Versuch blieb
jedoch ebenfalls erfolglos.

Daher wurden die Versuche, Giber Bromthiophen-Zwischenstufen zu den Zielverbindungen mit

stickstoffhaltigen Substituenten an C-2 von Triazolothienotriazepinen zu kommen, eingestellt.
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3.4.5 Direkte Metallierung von 62 mit starken Basen und weitere Umsetzung zu

Triazolothienotriazepin-2-carbonsaure 77

Da sich Carbonsaurederivate auch aus metallorganischen Verbindungen aufbauen lassen,
war es naheliegend, am Thiophenring durch direkte Metallierung mit TMPMgCI*LiCl eine
Grignardverbindung, bzw. durch Lithiierung mit Lithiumalkylen oder Lithiumamiden wie
LIHMDS, ein lithiumorganisches Intermediat herzustellen (vgl. Kapitel 3.4.4) und diese mit

geeigneten Elektrophilen umzusetzen (Schema 3.27).

Ein Versuch zur Lithilerung von 62 und anschlieBenden Umsetzung mit CO, zur
Thienotriazepin-7-carbonsaure 73 verlief ergebnislos, ebenso die Reaktion des lithiierten
Intermediats mit Trimethylsilylisocyanat!'4?, welche das Thienotriazepin-7-carboxamid 74 zum
Ziel hatte. Auch der Versuch zur Synthese des Azids 68 aus dem magnesierten
Thienotriazepin und Tosylazid**® blieb ohne Erfolg. Die Lithiierung lief bei allen beschriebenen
Versuchen eindeutig erfolgreich ab. Vor Zugabe des jeweiligen Elektrophils wurde bei jedem
Ansatz ein Tropfen der Losung entnommen und mit elementaren lod oder Brom gequencht.
Mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie lie3 sich so am typischen RrWert der
ringhalogenierten Produkte erkennen, ob die Lithiierung erfolgreich war.

S S
N— N=—
S | \<N a, b oderc R S | \<N
\ / R \ /
=N =N
Cl Cl
o} 0
/ 68 R =N, /
62 73R =CO,H

74 R = CONH,

Schema 3.27: Metallierung und weitere Umsetzung von 62. a) 2.2 Aq. TMPMgCI*LICl, 2.3 Aq. TMEDA,
THF, -25 °C 60 min, 2) 3.6 Aq TsNs, 40 min 3) NasO7P2 in H20, 0 °C 12 h; b) 1) 2 Ag. sec-BulLi,
THF, -90 °C, 10 min, 2) CO>; c) 1) 1.5 Aq sec-BuLi, 1.6 Aq TMEDA, THF, -90 °C, 15 min, 2) 3 Aq.
TMSNCO.

Daraufhin wurde eine literaturbekannte Umsetzung von magnesierten Thiophenverbindungen
mit Saurechloriden®*  zur Umsetzung des Thiophengrignards mit Chlorformiaten
weiterentwickelt.

Die Umsetzung mit Allylchlorformiat brachte den ersehnten Erfolg (Schema 3.28). Der

Allylester 75 konnte in einer Ausbeute von 44 % erhalten werden. Diese Umsetzung gelang
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nach direkter Metallierung von 62 mit sec-Butyllithium44, in einer verbesserten Varianten auch
mit der Base TMPMgCI*LICI**4, allerdings nur mit Zusatz von 2.3 Aquivalenten
Tetramethylethylendiamin (TMEDA), welches als Deaggregationsadditivi** fungiert.

( 1) 2.2 Aq.

S TMPMgCI*LiClI, S
s N=( 2.3 Aq. TMEDA, o s N=(
N N THF, -25°C, 2 h 5 N\ N,N
/N : —
2) Allylchlorformiat, :/_ _Q
cl THF, -25 °C bis cl
o) 0°C,16h o)
/ 44 /
62 ° 75

Schema 3.28: Direkte Magnesierung von 62 mit TMPMgCI*LICl und Umsetzung mit Allylchlorformiat
zum Allylester 75.

Der Aufbau des Triazolrings aus dem Allylester 75 mit Acethydrazid und p-Toluolsulfonséure-
Monohydrat zum Trizyklus 76 gelang nur in einer niedrigen Ausbeute von 18 %, da es zu
Nebenreaktionen des Hydrazids mit dem Ester kam. Daher wurde die Estergruppe zunachst
zur Carbonséure gespalten (Schema 3.30). Die Abspaltung der Allylschutzgruppe erfolgte in
quantitativer Ausbeute mit Hilfe einer sehr milden Methode, welche von H. Kunz et al.l}4

erstmals beschrieben wurde (Schema 3.29).
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Schema 3.29: Entschitzung der Carbonsaure durch Palladium-katalysierten Allyltransfer mit Hilfe der
Tsuji-Trost-Reaktion. Der Allylrest bildet unter oxidativer Addition des Palladiums einen Tr-Allyl-
Palladiumkomplex A. Nach Ligandenaustausch der entsprechenden Carbonsédure B gegen ein
Nukleophil, erfolgt eine reduktive Eliminierung und somit ein irreversibler Transfer des Allylrestes auf

das Nukleophil.
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Bei dieser Methode wird mittels des Palladiumkatalysators Pd(PPhs). der Allylrest irreversibel
auf den Stickstoff von Morpholin transferiert. Eine anschlieBende Kondensation der
Verbindung 73 mit Acethydrazid und Cyclisierung mit p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat zum

Produkt 77 verlief mit einer akzeptablen Ausbeute von 37 %.

( N
S PN
0) S NQ< Acethydrazid, o S N\<
5 N | /N/N PTSA 5 \ | N/N
-/ pmMso, Mmw: ./
Cl 120 °C, 2 h Cl
o) 18 % o)
/ /
75 76
Pd(PPh3)s, | THF, RT, 1h
Morpholin 100 %
(
N S N—%
o S << Acethydrazid, Q S \<
NN PTSA NN
HO —N —_— HO =N
DMSO, MW:
cl 120 °C, 2 h Cl
O 37 % o)
/ ° /
73 77

Schema 3.30: Synthese des Triazolothienotriazepin-2-carbonsaure 77.

3.4.6 Einfuhrung eines Stickstoffsubstituenten an C-2 mittels Umlagerungsreaktionen

Die Carbonsaure 77 ertffnete die Moglichkeit, mit Hilfe verschiedener Umlagerungsreaktionen
zu den gewinschten Zielverbindungen wie Aminen, Amiden, Carbamaten oder auch

Harnstoffen zu gelangen.

Wird die Carbonsaure 77 zunachst mit Thionylchlorid und Ammoniak umgesetzt, so kbnnte ein
primares Saureamid™*” erhalten werden, welches in einer Hofmann-Umlagerung™#® unter

Einwirkung von Brom und einer Base die Darstellung eines primaren Amins ermdglichen sollte.

Da die Hofmann-Umlagerung jedoch erfordert, dass aus der Carbonséure zunédchst tber das
Saurechlorid ein Sdureamid hergestellt wird, wurden elegantere Alternativen in Betracht

gezogen. Mit modernen Varianten der Schmidt- und auch der Curtius-Umlagerung kénnen
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Carbonsauren in einem Arbeitsgang in primdre Amine oder Harnstoffe umgewandelt

werden.[49]

Mit der Schmidt-Umlagerung lassen sich Carbonsauren in einem Arbeitsgang zu Aminen
umsetzen, jedoch verbunden mit dem Nachteil, dass drastische Bedingungen
(Stickstoffwasserstoffsdure und eine weitere starke Mineralsaure, z. B. Schwefelsaure)
bendtigt werden und die Reaktion bei aromatischen Carbonsauren (im Gegensatz zu
aliphatischen) unbefriedigende Resultate liefert. Zudem ist die Handhabung von
Stickstoffwasserstoffsaure geféahrlich, da diese sehr giftig ist und bei Beriihrung mit warmen

Gegenstanden zur Explosion fiihren kann.49!

Bei der Curtius-Umlagerung wird zundchst die Carbonsdure A in ein Sdureazid B Uberfihrt
(Schema 3.31).1%% Klassisch erfolgt dies durch Umsetzung der Carbons&ure mit Thionylchlorid
in ein Saurechlorid, welches wiederum mit Natriumazid zum Saureazid B umgesetzt wird. Eine
modernere Variante der Carbonsaureazid-Darstellung ermoglicht das
Diphenylphosphorylazid®®t! (DPPA). DPPA hat den Vorteil, dass es unter sehr milden
Bedingungen (Verwendung von Triethylamin als Base) Carbonsauren direkt zu
Carbonsaureaziden B umsetzt. Durch Erwdrmen in einem inerten Lésungsmittel wird das
Saureazid B unter Abspaltung von Stickstoff zu einem Isocyanat C umgelagert, das wahlweise
mit Wasser zum Amin E hydrolysiert, mit Alkoholen zu den entsprechenden Carbamaten F

oder mit Aminen zu Harnstoffen G umgesetzt werden kann.[*52

o)

o)
ppPA R4 A
R)J\OH —  UNENEN . RN=c=0
@) 2
A B C

RNH, +C0O, ~——— N4 N~ N

Schema 3.31: Mechanismus der Curtius-Umlagerung. Ausgehend von einer Carbonséure A (ber ein

Carbonsaureazid B sowie ein Isocyanat C zum Amin E, Carbamat F oder Harnstoff G.

Da bei der Curtius-Umlagerung weder stark basische (wie bei der Hofmann-Umlagerung) noch
stark saure Bedingungen (wie bei der Schmidt-Reaktion) bendtigt werden und zudem eine
hohe Variationsmaglichkeit bei der Umsetzung der intermedidren Isocyanate besteht, wurde

die Curtius-Umlagerung zur Synthese der Zielverbindungen bevorzugt.
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Die Darstellung der Triazolothienotriazepin-2-carbonsédure 77 erforderte schon neun
Syntheseschritte. Daher wurde die Curtius-Umlagerung zunéchst an einem Testmolekdl, der
Benzothiophen-2-carbonsaure (78), getestet (Schema 3.32). Mit Hilfe der Curtius-Umlagerung
werden verschiedene Produkte unter verschiedenen Synthesebedingungen hergestellt.
Zunachst wurde nach einer Literaturvorschrift von 1. A. Yule et al.**® das Saureazid 79
dargestellt und in Anlehnung an diese Vorschrift zum tert-Butylharnstoff 81 umgesetzt. Dazu
wurde die Carbonsaure mit Thionylchlorid zum S&urechlorid umgesetzt. Mit Natriumazid
konnte das Saureazid 79 dargestellt werden, welches anschlieBend wassrig aufgearbeitet
wurde. Durch Erhitzen des Saureazids in Toluol wurde das Isocyanat erhalten, welches sich
nach Abklhlen der Losung auf Raumtemperatur mit tert-Butylamin zum tert-Butylharnstoff 81

umsetzen liel3 (59 % Ausbeute).

Nach der gleichen Vorschrift wurde auch die Triazolothienotriazepincarbonséure 77
umgesetzt, aber es wurde hier nicht der gewinschte tert-Butylharnstoff erhalten. Daher
wurden noch weitere Reaktionen in Anlehnung an B. Ma et al.l'>¥ mit DPPA als Azidquelle

getestet.

Mit dem Testmolekul 78 gelang die Umsetzung mittels DPPA zum Saureazid 79 sehr gut mit
99 % Ausbeute (Schema 3.32). Dieses Sdaureazid 79 wurde aufgereinigt, so dass
Uberschissiges Diphenylphosphorylazid sowie das entstandene Diphenylphosphat die

Folgereaktionen nicht stéren konnten.

So gelang in der Modellreaktion die Synthese des tert-Butylharnstoffs 81 mit 90 % Ausbeute.
Dazu wurde zunachst das Saureazid 79 erhitzt, um das Isocyanat 80 zu erhalten und dann mit
tert-Butylamin versetzt. Die Darstellung des tert-Butylcarbamats 82 gelang ebenfalls in fast
guantitativer Ausbeute (98 % bis 100 %). Entweder wurde hierzu zunachst das Saureazid 79
hergestellt und aufgereinigt, dann wurde dieses erhitzt und anschlieend mit tert-Butanol
versetzt, alternativ wurde die Carbonséure 78 noch vor Zugabe von DPPA mit tert-Butanol

versetzt und ohne Isolierung des Azids 79 das Carbamat 82 erhalten.

Wourde zur Synthese des Harnstoffs dieselbe Methode wie bei der Synthese des Carbamats
82 mit tert-Butylamin anstelle des tert-Butanols eingesetzt, also das tert-Butylamin schon vor
Zugabe des DPPA zur Carbonséaure 78 zugesetzt, so wurde nicht der Harnstoff 81, sondern
dass tert-Butylamid 83 mit 80 % Ausbeute erhalten. Dies liegt daran, dass das Saureazid 79,
noch bevor es zum Isocyanat 80 reagieren kann, nukleophil vom tert-Butylamin angegriffen

wird.

Wird das Saureazid 79 zum Isocyanat 80 umgelagert und anschlieRend zur Hydrolyse mit
Wasser versetzt, wird nicht das erwartete Benzothiophen-2-amin, sondern der symmetrische

Harnstoff 84 mit einer Ausbeute von 88 % erhalten. Dies ist eine bekannte Nebenreaktion und
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lasst darauf schlieRen, dass zwischenzeitlich zwar das Benzothiophen-2-amin entsteht, dieses
aber spontan mit verbliebenem Isocyanat 80 abreagiert. Verhindern lieRe sich diese
Nebenreaktion wahrscheinlich durch Zusatz von Natriumtrimethylsilanolat in Anlehnung an

eine Methode von B. Ma et al.l*>4, Dies wurde jedoch nicht weiter getestet.

| K 3

0 0
// C /7
O O[O
OH N3 S
78 79 80 T ©f\>_/<o
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Schema 3.32: Mittels Curtius-Umlagerung wird aus dem Testmolekil Benzothiopen-2-carbonséure 78
Uber ein Saureazid 79 sowie ein Isocyanat 80 ein Carbamat 82, ein Amid 83 oder verschiedene
Harnstoffe 81 und 84 synthetisiert. a) 1. SOCIz, kat. DMF, CH2Clz, 1 h, 65 °C; 2. NaNs, THF, H20 (3:1),
0 °C bis RT, 0.5 h; 3. Toluol, A, 2 h dann RT, tBuNH2, 1 h (59 % 81); b) tBuOH, DPPA, EtsN, A, 4 h
(98 % 82) c) DPPA, EtsN, DMF, RT, 2 h (99 % 79); d) Toluol, A, 4 h, auf RT kihlen, tBuNH2, 1 h (90 %
81); e) tBuOH, A, 8 h (100 % 82); f) tBuNH2, 1,4-Dioxan (1:1), A, 1.5 h (80 % 83); g) H20, 1,4-Dioxan,
A, 1h (88 % 84).

Die am Testmolekdl 78 erprobten Umlagerungsreaktionen lassen sich fast alle auf die
Triazolothienotriazepin-2-carbonsaure 77 Ubertragen, allerdings fallen die Ausbeuten bei den

komplexen Molekiilen zum Teil niedriger aus.

Ahnlich wie das Testmolekul 78 lieR sich auch die Triazolothienotriazepin-2-carbonsaure 77
mittels DPPA mit einer sehr guten Ausbeute von 96 % zum Saureazid 85 umsetzen (Schema
3.33). Die weitere Umsetzung zum Carbamat 86 durch Erhitzen des Saureazids 85 in einer
Mischung aus tert-Butanol und 1,4-Dioxan gelang mit einer Ausbeute von 49 %. Die

Umsetzung der Carbonsaure 77 mit DPPA in tert-Butanol und N,N-Dimethylformamid ergab
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das gleiche Carbamat 86 in einer Ausbeute von 29 %. Die Reaktion zum tert-Butylamid 87
durch Erhitzen des Saureazids 85 in einer Mischung aus tert-Butylamin und 1,4-Dioxan gelang
mit einer Ausbeute von 81 %. Auch hier erfolgte der nukleophile Angriff des Amins am
Carbonsaureazid schneller als die thermische Umlagerung. Die Darstellung des
asymmetrischen tert-Butylharnstoffs konnte auch durch Variation der Reaktionsbedingungen
nicht erreicht werden, da das Erhitzen des Saureazids 85 in verschiedenen Lésungsmitteln
wie N,N-Dimethylformamid oder 1,4-Dioxan direkt mit einer Ausbeute von 57 % zum
symmetrischen Harnstoff 88 fuihrte, ohne dass sich zuvor das Isocyanat isolieren lie3. Well
nach Erhitzen und anschlieBendem Kihlen der Reaktionslosung, in der sich das Isocyanat
befinden sollte, noch tert-Butylamin hinzugegeben wurde, wurde als Nebenprodukt aul3erdem
noch das Amid 87 erhalten (15 % Ausbeute).

81



3. Ergebnisse und Diskussion
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Schema 3.33: Mittels Curtius-Umlagerung lassen sich aus der Carbonséure 77 Gber das Saureazid 85,

das Carbamat 86, das Amid 87 und der symmetrische Harnstoff 88 darstellen.
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3.4.7 Ergebnisse und Diskussion der Screenings der an C-2 substituierten

Triazolothienotriazepine

Die Screenings der an C-2 substituierten Triazolothienotriazepine mittels Thermal Shift Assays
erfolgten am SGC der Universitat Oxford. Auch in dieser Testreihe wurde an jeweils acht
Bromodoménen der BET-Familie (BRD2(1/2), BRD3(1/2), BRD4(1/2) und BRDT(1/2))
gescreent. Zudem wurde noch zur Abklarung der Selektivitat an vier weiteren Bromodoméanen
(BAZ2B, CREBBP, PB1(5) und PCAF) getestet, die nicht der BET-Familie angehotren, sondern
jeweils aus unterschiedlichen Zweigen des phylogenetischen Baums der Bromodoménen

stammen.

In dieser Testreihe (Tabelle 3.7) wurden nur bei wenigen Substanzen (Abb. 3.11) signifikante
Temperaturshifts (mehr als 4 °C) gemessen. Die erhaltenen Ergebnisse dieser Testung
weisen darauf hin, dass die unscheinbaren Methylgruppen an C-2 und C-3 der JQ1-Analoga
(siehe Kapitel 3.3.4) eine wichtige Rolle fur die Affinitdt zu den Bromodoménen spielen.
Verbindung 63 ist sehr gut vergleichbar mit der Leitstruktur 18 der o-Cl-Analoga, da bei 63 am
Thiophenring nur die beiden Methylgruppen in Position 2 und 3 fehlen. Diese
Strukturveranderung in 63 fiihrt zu einem massiven Einbruch der Affinitat, die auch nicht durch
Substitution mit verschiedenen polaren Resten an C-2 wieder hergestellt werden kann.
Verbindung 89, welche keinen 4-Methoxybenzyl-Rest an N-6 aufweist, verliert, wie auch bei
anderen Verbindungen der o- bzw. p-Cl-JQ1-Analoga ohne Benzylgruppe, zusatzlich deutlich
an Affinitat. Uberraschend ist, dass sowohl die bromsubstituierte Verbindung 52 als auch der
Allylester 76, das Saureazid 85 und das Carbamat 86 praktisch keine Affinitaten zeigen. Bei
dem symmetrischen Harnstoff 88 war der totale Verlust der Affinitat auf Grund der
Molektlgréf3e nicht tberraschend. Die Carbonséaure 77 und das tert-Butylamid 87 weisen eine
etwas hohere Affinitdét auf als die anderen an C-2 substituierten Verbindungen, jedoch
geringere Affinitaten an den jeweils zweiten Bromodomanen als die Vergleichssubstanz 18.
Beide Verbindungen haben zudem gegentiiber 18 deutlich an Selektivitat verloren, vor allem
beziglich der BRD3(2) und der BRD4(2).
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Abbildung 3.11: Leitstruktur 18 aus der Serie der 0-Cl-JQ1-Analoga und im Thermal Shift Assay

(Tabelle 3.7) getestete Substanzen der C-2 substituierten Triazolothienotriazepine.

5 g

: {r
18 |21]5.7 33 . . 2]-0.8/-0.2] 0.0
52 |09 06|1.2
63 |23 07 (23
76 |06 02|02 AT, (°C)
77 |29 0.2|04 <0
85 |14|27|16|28|18|18|11[25(05]01]05]12 0-2
86 |1.1l24|10[22|14|26|01|17]01]-01]|04]08 2-4
87 |35 0.7 io.z 0.8|-0.2|0.8 4-6
88 [03]05|03[01|0402|01|0700][-03]|06]08 6-8
89 |08[33|13[36|10[31/03/35|02|-05/05]06 >8

Tabelle 3.7: Ergebnisse des Thermal Shift Assays fiir die an C-2 substituierten Triazolothienotriazepin-

Derivate. Zum Vergleich wird die Leitstruktur 18 aus der o-Cl-JQ1-Analogaserie gezeigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Synthese von an C-2 substituierten
Triazolothienotriazepinen als Hybride aus den Triazolobenzotriazepinen und den Thiophen-

analogen JQ1-Analoga mit betrachtlichem Aufwand doch noch gelungen ist.

Die Triazolobenzotriazepine, welche als neues Strukturelement erstmalig an C-8 polare Reste
(z.B. Harnstoffe) tragen, wiesen eine deutliche Erh6hung der Affinitat fir die Bromodomanen
auf. Die Thiophen-analoge Verbindung 18 aus der Serie der 0-Cl-JQ1-Analoga zeigte eine
sehr ausgepragte Selektivitat fur die jeweils zweiten Bromodomanen, verbunden mit einer
immer noch ansehnlich hohen Affinitat. Eine logische Kombination war die Einfilhrung polarer

Reste an C-2 der neuen Triazolothienotriazepin-Grundstruktur.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Allerdings fUhrte diese Kombination von Strukturelementen nicht zu dem erwiinschten Ziel,
sowohl die Affinitat als auch Selektivitat der Inhibitoren weiter zu steigern. Im Gegenteil, es
wurde sowohl die Affinitdt als auch die Selektivitdt fir die Bromodoménen
Uberraschenderweise stark vermindert.
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4. Biologische Testung

4.1 Hintergrinde zu den zur Strukturoptimierung verwendeten biologischen Testungen

Zur Bestimmung und anschlieBenden Optimierung der in vitro-Affinitdten zu den
Bromodomanen wurden zwei verschiedene Testsysteme verwendet: der Thermal Shift Assay,
welcher bei allen Zielverbindungen zur Charakterisierung angewendet wurde, sowie die
Messung von ICsp-Werten mittels AlphaScreen. Der AlphaScreen wurde aus
Kapazitatsgrinden uberwiegend fur die Reihe der Triazolothienotriazepine und nur fir die
BRD4(1) und BRD4(2) angewendet. Zudem wurden zur konkreteren Charakterisierung der
molekularen Interaktionen Co-Kristallisationsexperimente von ausgewdahlten Liganden mit den
Zielproteinen durchgefiihrt. Diese Untersuchungen wurden an der Universitdt Oxford am
Structural Genomics Consortium (SGC) vorwiegend von Dr. Sarah Picaud unter Leitung von
Prof. Dr. Panagis Filippakopoulos durchgefihrt.

4.2 Thermal Shift Assay

Mit dem Thermal Shift Assay konnten alle Zielverbindungen an bis zu dreizehn verschiedenen
Bromodomanen getestet werden und so auf die relativen Affinitaten der Verbindungen an
diesen Bromodomanen geschlossen werden. Der grofRe Vorteil von Thermal Shift Assays zur
Bestimmung der Bindungsinteraktionen ist, dass diese Technik sowohl schnell als auch
gunstig durchfiihrbar ist. Dieser Assay kann an einem konventionellen real-time PCR-Gerat

durchgefihrt werden. 5!

Der Thermal Shift Assay basiert auf der Thermostabilitét der Proteinfaltung, welche mit der
Gibbs-Energie der Entfaltung (AG,) zusammenhangt und temperaturabhangig ist.*>®! Durch
Erwarmen eines Proteins wird dieses denaturiert, dabei sinkt AG,. An dem Punkt, an dem
genauso viel gefaltetes wie durch Denaturierung entfaltetes Protein in Losung vorliegt, wird
vom Schmelzpunkt (Tm) dieses Proteins gesprochen und AG, ist gleich null. Durch Bindung
eines Liganden wird die Faltung des Proteins stabilisiert und AG, steigt um den Wert der freien
Energie der Liganden-Bindung (AGp). Der Schmelzpunkt verschiebt sich zu hdheren
Temperaturen. Wenn dieser Vorgang reversibel ist und der Schmelzvorgang des Proteins nur
zwei Zustande hat (natives und denaturiertes Protein, ohne Bildung von Intermediaten), gilt

hierbei das Gleichgewicht des thermodynamischen Models.!*5”! Diese Schmelzpunktdifferenz

87



4. Biologische Testung

zwischen einem nativen Protein und dem Protein mit Liganden kann mit Hilfe des Thermal

Shift Assays bestimmt werden.

Um den genauen Schmelzpunkt eines Proteins zu bestimmen, wird ein Farbstoff wie z. B.
SYPRO® Orange verwendet, welcher sich unspezifisch an hydrophobe Oberflachen anlagern
kann. In wassriger Umgebung wird die Fluoreszenz des Farbstoffs stark geldscht. In Kontakt
mit den hydrophoben Bindungsstellen eines Proteins, die nach der Denaturierung exponiert
sind, fluoresziert dieser Farbstoff jedoch stark. SYPRO® Orange eignet sich besonders gut, da
bei diesem auf Grund der hohen Anregungswellenlange bei A = 492 nm (gemessen in Puffer
(10 mM 3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure pH 9.0, 150 mM NaCl) mit Huhnerei-
Lysozym) keine optischen Stérungen, wie das Quenchen der Fluoreszenz, durch kleine
Molekiile zu erwarten sind.[*%> %€ Die Emission von SYPRO® Orange liegt bei A =610 nm

(gemessen in Puffer).[*5!

Wird ein Protein in Losung durch Erwarmen denaturiert, so werden hydrophobe Oberflachen
exponiert, an denen sich der Farbstoff anlagert, was zu einer starken Erhthung der
Fluoreszenz fuhrt. Bei Temperaturen unterhalb des Schmelzpunktes liegt demnach eine
geringe Fluoreszenz vor. Bei Erhéhung der Temperatur wird die Fluoreszenz mit Zunahme der
Denaturierung des Proteins verstarkt, bis ein Maximum erreicht wird. Die darauffolgende
Abnahme der Fluoreszenz beruht auf der Proteinaggregation, durch welche die verfigbare
hydrophobe Oberflache, an welche der Farbstoff binden kann, verringert wird. Wird die
Fluoreszenzintensitat in Abh&angigkeit von der Temperatur aufgetragen, ergibt sich eine
sigmoidale Kurve (Abb. 4.1). Die Schmelztemperatur, bei welcher gleich viel natives wie
denaturiertes Protein in LOsung ist, befindet sich am Wendepunkt dieser sigmoidalen
Kurve.!5

60000 -+
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40000 -

Fluoreszenz (R)

30000 4
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S B g e I B R B A B B B MmO mmmm pd
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” Sypro-Orange U’; Protein ; Temperatur (°C)

Abbildung 4.1: Typische Aufnahme der Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur in Gegenwart von

SYPRO® Orange bei einem sich entfaltenden Protein.159
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4. Biologische Testung

Es wurde gezeigt, dass der stabilisierende Effekt von Liganden an Proteinen proportional zu
der Konzentration und der Affinitat des Liganden ist.'*®! Die Schmelzpunktdifferenzen (ATm)
werden aus der Differenz der Schmelzpunkte des Proteins mit bzw. ohne Ligand berechnet.
Mit dieser Methode sind bei verschiedenen Proteinen oder Liganden unterschiedlicher
Stoffklassen keine absoluten Vergleiche maoglich. Die ATwm-Werte sind thermodynamische
Werte und nicht nur von der Affinitdt und der Konzentration des Liganden abhéngig, sondern
auch von entropischen Effekten. Sehr gute und vergleichbare Ergebnisse erzielt diese
Methode jedoch bei Inhibitoren aus derselben Stoffklasse, die an einem bestimmten Enzym

getestet werden. 161

Die Ergebnisse der Thermal Shift Assays der einzelnen Zielverbindungen wurden schon in
den jeweiligen Kapiteln (siehe Kapitel 3.1.1, 3.2.6, 3.3.4 und 3.4.7) prasentiert und diskutiert.
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4. Biologische Testung

4.3 AlphaScreen

Beim AlphaScreen (Amplified Luminicent Proximity Homogeneous Assay Screen) handelt es
sich um einen Bead-basierten Protein-Protein-Interaktions-Assay, mit dessen Hilfe molekulare
Wechselwirkungen und somit auch ICso-Werte bestimmt werden kénnen. Der AlphaScreen ist
ein leicht durchzufiihrender Assay auf einer Mikrotiterplatte, der ohne Waschvorgange

auskommt und so auch fur Hochdurchsatzscreenings verwendet werden kann.

In diesem Assay generiert ein Donor-Bead durch Anregung mit einem Laser Singulett-
Sauerstoffmolektle. Dieser Singulett-Sauerstoff ist sehr kurzlebig und kann daher nur tber
eine Distanz von ca. 200 nm diffundieren. Trifft der Singulett-Sauerstoff auf ein entsprechend
prapariertes Akzeptor-Bead, so wird in dem Akzeptor-Bead eine chemische Kaskade
ausgeldst, die zur Aussendung eines Chemilumineszenz-Signals fuhrt. In dem Donor-Bead ist
als Farbstoff Phthalocyanin enthalten, welches durch Licht der Wellenlange 680 nm angeregt
wird, woraufhin Singulett-Sauerstoff generiert wird. Im Akzeptor-Bead sind drei Farbstoffe
enthalten: Thioxen, Anthracen und Rubren. Thioxen reagiert mit dem Singulett-Sauerstoff und
sendet Energie aus, welche auf Anthracen und dann auf Rubren transferiert wird. Rubren
emittiert daraufhin Licht der Wellenlange von 520 - 620 nm. Da beide Beads in dem Assay nur
in geringen Konzentrationen eingesetzt werden, wird nur selten eine zufallige Anndhrung
dieser unter 200 nm erreicht, so dass es kaum zur Hintergrundstrahlung kommt. Nur wenn
diese beiden Beads Uber zwei Bindungspartner, welche auf den jeweiligen Beads immobilisiert
sind, miteinander verbunden sind, besteht eine geringere Entfernung der beiden Beads als
200 nm. Bei Anregung mit einem Laser bei 680 nm wird der Singulett-Sauerstoff am Donor-
Bead generiert und gelangt bis zum Akzeptor-Bead, welcher daraufhin Chemilumineszenz

aussendet.[162]

Emission @ 520-620 nm

. Ni2+ chelate
/-5’ acceptor bead
Laser excitation 1 O
680 nm 2

His-tagged
Bromodomain

Biotinylated

Streptavadin peptide

coated donor bead

Abbildung 4.2: Prinzip des AlphaScreens zur ICso-Wert Bestimmung. 163!
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4. Biologische Testung

Um die ICso-Werte der BRD4(1) und BRD4(2) messen zu konnen, werden auf einem
Streptavidin-beschichteten Donor-Bead Peptide immobilisiert, welche biotinyliert sind
(Abb. 4.2). Diese Peptide enthalten e-N-acetylierte Lysine (KAc), welche von Bromodoménen
erkannt werden. Ein zweiter Bead, welcher mit Ni?*-lonen beschichtet ist, ist der Akzeptor-
Bead. Auf diesem Bead werden His-Tag-markierte Proteine, in diesem Fall Bromodomé&nen
(BRD4(1) oder BRDA4(2)), immobilisiert. Wenn die Bromodomé&ne an das acetylierte Lysin
bindet, wird durch Anndherung des Donor- und des Akzeptor-Beads letztendlich Licht
ausgesendet, denn der emittierte Singulett-Sauerstoff des Donor-Beads kann durch die
raumliche Nahe mit den Farbstoffen des Akzeptor-Beads reagieren. Wird ein Protein-Protein-
Interaktions-Inhibitor zu dieser Losung gegeben, so wird die Protein-Protein-Interaktion in
Abhangigkeit der Konzentration des Inhibitors und dessen Potenz verhindert und das Signal

entsprechend verringert.

Zur Bestimmung der ICso-Werte wurden die AlphaScreens, wie vom Hersteller (PerkinElmer,
USA) beschrieben, verwendet. Messung und Berechnungen der AlphaScreens erfolgten an

der Universitat Oxford.
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4. Biologische Testung

4.3.1 Ergebnisse und Diskussion der Messungen mittels AlphaScreen

In Tabelle 4.1 werden alle gemessenen ICso-Werte aus dem AlphaScreen gezeigt.

ICs0 (NM)
Verbindung
BRD4(1) BRD4(2)
17 28.8+23 43+0.2
18 264.9+£19.3 3.6+0.7
21d 1.9+0.0 0.5+0.2
41 6896.4 £ 543.1 95.0+£10.7
42 51+£0.1 1.2+0.0
43a 2042.1 £ 227.7 34.3+35
43b 151.7+£7.9 2.7%+0.1
43d 34.7+3.9 3.9+04
43e 3.6+0.0 0.6 £0.0
43f 431.3+27.0 43+04
44c 418.9+42.0 10.6 £ 0.9
44e 12.0+0.2 1.4+0.0
44f 58.2+7.0 11.1+15
JQ1 0.6+04 1.0+£0.1

Tabelle 4.1: ICso-Werte ermittelt durch einen AlphaScreen Assay; Referenzsubstanz: JQ1.

Die Werte zeigen, dass alle vermessenen JQ1-Analoga hervorragende Protein-Protein-
Interaktions-Inhibitoren sind. Alle Inhibitoren zeigen fir die BRD4(2) ICso-Werte im ein- oder
zweistelligen nanomolaren Bereich. Besonders hervorzuheben sind die Ergebnisse von 18
und 43f. Die Strukturformeln werden in Abb. 4.3 gezeigt. 18 ist ein 0-Cl-JQ1-Analogon mit
einem para-Methoxybenzylrest an N-6. Diese Verbindung zeigen einen um Faktor 75 kleineren
ICso-Wert fur BRD4(2) verglichen mit BRD4(1) und ist somit fur die BRD4(2) auf3ergewodhnlich
selektiv. Das p-Cl-JQ1-Anlogon 43f tbertrifft mit einem Trimethoxybenzylrest an N-6 mit einen
um Faktor 100 kleineren I1Cso-Wert fur BRD4(2) verglichen mit BRD4(1) sogar die Selektivitat
von 18. Mit Hilfe des Thermal Shift Assays erfolgte eine lickenlose Betrachtung aller
Bromodoménen im Gegensatz zum durchgefuhrten AlphaScreen, welcher nur BRD4 und nicht
BRD2, BRD3 und BRDT betrachtet. Im Thermal Shift Assay wurden fiir 18 bessere Werte in
Bezug auf die Selektivitat fir die jeweils zweiten Bromodomanen gemessen als 43f. Daher

wurde 18 als Leitstruktur fur weitergehende Untersuchungen ausgewabhilt.
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Abbildung 4.3: Strukturformeln der JQ1-Analoga 18, 43f und des Triazolobenzotriazepins 21d.

Zudem wurde als einziges Triazolobenzotriazepin der Thioharnstoff 21d (Abb. 4.3)
vermessen. Dieser zeigt im Vergleich zu allen anderen gemessenen Verbindungen die beste
Inhibition, da die ICso-Werte im einstelligen nanomolaren Bereich liegen. Diese sind
vergleichbar mit denen des bekannten Inhibitors JQ1, die unten in der Tabelle 4.1 als
Vergleichswerte angegeben sind. Allerdings weist die Verbindung 21d ahnlich wie JQ1 keine
Selektivitat fur die BRD4(2) auf.
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4.4 Co-Kristallisation

Fir die Bestimmung der Affinitaten sind Thermal Shift Assays sehr aussagekréftig, jedoch
lassen sich weder die Bindungstasche noch der Bindungsmodus mit dieser Technik
identifizieren. Dies kann mit Hilfe von Kristallisationsstudien erreicht werden. Co-
Kristallstrukturen geben gute Informationen Uber die raumliche Koordination des jeweiligen

Liganden in einem Protein und kénnen so zur Strukturoptimierung beitragen.

Es lasst sich anhand einer Co-Kristallstruktur erkennen, wie ein Ligand in der Bindungstasche
gebunden ist und welche Aminoséauren involviert sind. Zudem kann ermittelt werden, ob
Wasserstoffbriickenbindungen vorliegen und ob diese direkt vom Ligand zum Protein oder
Uber Wassermolekile verlaufen. Mit Hilfe der Software (WinCoot) kann ebenfalls die Distanz
und der Winkel des Liganden zu bestimmten funktionellen Gruppen des Proteins berechnet

werden und Strukturen anschlielend optimiert werden.

Darstellung, Messung und Berechnungen der Co-Kristallstrukturen erfolgten am SGC der
Universitat Oxford. Die Ergebnisse und Diskussionen fur die Co-Kristalle von 21e an BRD4(1)
(siehe Kapitel 3.1.1) sowie 32 an BRD4(1) (siehe Kapitel 3.2.6) und 33c an BRD2(2) (siehe

Kapitel 3.2.6) erfolgten in den jeweiligen Kapiteln.
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4.5 Weitere biologische Testungen

Neben den schon beschriebenen Testungen wurden in der Abteilung Biologische Prufung
unseres Arbeitskreises von Frau Martina Stadler zu jeder Zielverbindung sowie allen im
experimentellen Teil beschrieben Zwischenstufen zwei Tests durchgefuhrt. Zur Bestimmung
der jeweiligen Toxizitdt der Verbindung wurde ein MTT-Test und zur Ermittlung der
Wachstumshemmung bei Mikroorganismen ein Agar-Diffusionstest durchgefihrt.

4.5.1 Agar-Diffusionstest

Alle synthetisierten Zielverbindungen und aufgereinigten Zwischenstufen wurden mit Hilfe des
Agar-Diffusionstest auf ihre antimikrobiellen Aktivitaten untersucht. Dazu wird eine bestimmte
Menge (jeweils 30 pg) der Zielverbindung auf ein Plattchen aufgetragen. Diese Plattchen
werden auf Agar-Nahrbodden, die mit verschiedenen Modellkeimen (Tabelle 4.2) versetzt sind,
aufgelegt und anschliel3end werden die Agarplatten bebrutet. Die zuvor klaren Agarplatten
werden durch das Wachsen der jeweiligen Modellkeime triib. Wirkt die jeweilige Verbindung
wachstumshemmend auf den Modellkeim, so werden Hemmhéfe um das jeweilige Plattchen
herum gebildet. Zu erkennen sind die Hemmhdfe daran, dass die Agarplatte um das Plattchen
mit der Verbindung herum klar bleibt, also kein Wachstum des Modellkeims stattfindet. Der
Durchmesser dieser Hemmhdofe wird vermessen. Die so erhaltenen Daten ergeben jedoch
keine quantifizierbare Aussage uber die Starke des antimikrobiellen Effekts, da die
Hemmhofdurchmesser auch abhangig von der Diffusion der Verbindung im N&hrboden sind.
Fur den antibakteriellen Effekt wurde Tetracyclin (90) und fur den antifungalen Effekt wurde

Clotrimazol (91) als Referenzsubstanz aufgetragen (Abb. 4.4).
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Mikroorganismus DSM-Nummer Art
Escherichia coli 426 gramnegatives Bakterium
Pseudomonas marginalis 7527 gramnegatives Bakterium
Staphylococcus equorum 20675 grampositives Bakterium
Streptococcus entericus 14446 grampositives Bakterium
Yarrowia lipolytica 1345 Hefe
Candida glabrata 11226 Hefe
Aspergillus niger 1988 Schimmelpilz
Hyphopichia burtonii 70663 Dermatophyt

Tabelle 4.2: Im Agar-Diffusionstest verwendete Mikroorganismen.

o 2
ol

91

Abbildung 4.4: Im Agar-Diffusionstest verwendete Referenzsubstanzen Tetracyclin (90) und
Clotrimazol (91).

4.5.1.2 Ergebnisse und Diskussion des Agar-Diffusionstests

Mit dem Agar-Diffusionstest wurden alle synthetisierten Bromodomé&nen-Inhibitoren aus den
Stoffklassen der Triazolobenzotriazepine und Triazolothienotriazepine und auch die meisten
Zwischenstufen auf ihre antimikrobielle Aktivitat getestet. Die einzigen, nicht getesteten
Zwischenprodukte sind die Isothiocyanate 12 und 13, da diese nur als Rohprodukte vorlagen
und nicht weiter aufgereinigt wurden. Die Angabe der Durchmesser der Hemmhdafe erfolgt in
Millimeter (mm), als totaler Hemmhof (TH) oder als Wachstumshemmung (WH). Sofern keine
antimikrobielle Aktivitat gegen einen bestimmten Modellkeim ermittelt werden konnte, ist dies
durch einen Strich (----) gekennzeichnet. Die zwei Verbindungen, die antimikrobielle Aktivitaten

zeigten, sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.
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Tabelle 4.3: Ergebnisse des Agar-Diffusionstests.

Weder Triazolobenzotriazepine noch Triazolothienotriazepine bildeten Hemmhofe auf den
Agarplatten. Dementsprechend zeigten all diese Zielverbindungen keine antimikrobiellen
Eigenschaften. Auch die meisten Zwischenstufen zeigen keine Hemmhdofe, abgesehen von
dem aufgereinigten Isothiocyanat 59 und der Acetylverbindung 53 (Tabelle 4.3). Das
(2-Chlorphenyl)(2-isothiocyanatothiophen3-yl)methanon (59) weist gegen alle
Mikroorganismen auf3er den gramnegativen Bakterien einen mafigen antimikrobiellen Effekt
auf. Das N-(3-(2-Chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)acetamid (53) weist eine geringe antifungale
Aktivitdt gegen den Schimmelpilz aspergillus niger auf.

Grundsatzlich kann festgehalten werden, dass die in dieser Arbeit synthetisierten
Verbindungen keine erwdhnenswerte antimikrobielle Aktivitdt aufweisen. Die Verbindungen
besitzen somit kein Potenzial fur eine Anwendung als Antiinfektiva. Allerdings wéren von
diesen bei Applikation am Menschen - soweit untersucht - auch keine unerwiinschten

antimikrobiellen Effekte zu befirchten.
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452 MTT-Test

Alle synthetisierten Zielverbindungen werden mittels eines MTT-Tests nach der
Standardmethode von T. Mosmann®¥ auf ihre Zytotoxizitat getestet. Das Prinzip dieses
Assays beruht auf der Reduktion eines Farbstoffs, welche nur in metabolisch aktiven,
lebenden Zellen ablauft. Der wasserldsliche, gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) (92) wird unter Verbrauch von NADH oder NADPH zur
wasserunldslichen, dunkelblauen Formazanverbindung 93 reduziert (Schema 4.1). Dies
geschieht mit Hilfe zytosolischer Oxidoreduktasen. Die Menge des produzierten Formazans
93, welche photometrisch bestimmt werden kann, korreliert direkt mit der Zellviabilitat. Fir
diesen Assay werden humane Leukamiezellen der Linie 60 (HL-60) verwendet. Als
Positivkontrolle wird das nicht-ionische Detergenz Triton-X 100 eingesetzt. Anhand des
Assays lassen sich nur Aussagen Uber die Zytotoxizitat der jeweiligen Verbindungen treffen,

jedoch nicht zum Wirkmechanismus, der zu dieser zytotoxischen Aktivitat flhrt.

/N\N‘Q NADH/ N /©
N<ps NADPH
-NAD*/

N% -NADP*

Schema 4.1: Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 92 in ein blaues Formazan-Produkt 93.
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4.5.2.1 Ergebnisse und Diskussion der MTT-Tests

In Tabelle 4.4 werden alle gemessen ICso-Werte der Triazolobenzotriazepine und
Triazolothienotriazepine gezeigt.

Verbindung ICs0 (UMM)  Verbindung ICs0 (UM) Verbindung  1Csp (UM)
2 > 50 42 > 50 11 33
17 17 43a 13 15 > 50
18 16 43b 18 16 >50
2la > 50 43c 38 26 36
21b 35 43d 16 27 8
21c 27 43e 16 29 > 50
21d 37 43f 17 39 >50
2le 11 44a 17 40 >50
30 > 50 44b 18 46 > 50
3la > 50 44c 17 47 23
31b 26 44d > 50 48 28
3lc > 50 44e 32 49 > 50
32 > 50 44f > 50 51 > 50
33a > 50 52 26 53 > 50
33b 24 63 26 54 >50
33c 31 76 17 55 >50
33d 16 77 > 50 59 > 50
33e 10 85 14 60 > 50
33f 20 86 >50 61 > 50
339 30 87 >50 62 >50
34 29 88 > 50 73 36
41 42 89 >50 75 >50

Tabelle 4.4: Durch den MTT-Test ermittelte ICso-Werte aller Triazolobenzotriazepine und
Triazolothienotriazepine (Tabelle links). Die rechte Tabelle zeigt alle im experimentellen Teil
beschriebenen Zwischenprodukte (auer 12 und 13, bei diesen beiden wurden die Rohprodukte direkt

weiterverarbeitet).

Um die Messergebnisse interpretieren zu kdnnen, sollte darauf hingewiesen werden, dass

eine signifikante Zytotoxizitat bei ICso-Werten von < 5 uM vorliegt, was dem Wert von Cisplatin
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4. Biologische Testung

entspricht. Demzufolge weist keine der Verbindungen aus der Klasse der
Triazolobenzotriazepine und Triazolothienotriazepine eine signifikante Zytotoxizitat auf.
Interessanterweise lassen sich bei den beiden tert-Butylharnstoff-substituierten
Triazolobenzotriazepinen die niedrigsten ICso-Werte feststellen. Diese beiden an C-8
(Verbindung 21e) bzw. an C-9 (Verbindung 33e) mit Harnstoffen substituierten
Triazolobenzotriazepine haben ICso-Werte von 11 uM bzw. 10 uM. Alle tibrigen Verbindungen,
ob mit Thiophen- oder Benzolstruktur, kommen auf ICso-Werte auf3erhalb des relevanten
Bereichs.

Als einzige Zwischenstufe kommt das Isothiocyanat 27 mit einem ICso-Wert von 8 uM auf den
kleinsten Wert und weist daher das grofite Zytotoxizitat der getesteten Verbindungen auf. Die
hohe Toxizitat dieses Isothiocyanats 27 ist nicht Gberraschend, da Isothiocyanate unspezifisch

Bionukleophile addieren kénnen.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassunqg

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung neuer, selektiver Protein-Protein-
Interaktionsinhibitoren fir die Bromodomanen der BET-Familie. Diese Proteindoméanen sind
wichtige Erkennungsdomé&nen von epigenetischen Modifikationen, den e-N-acetylierten
Lysinen auf Histonen.[%® BET-Proteine weisen viele wichtige regulatorische Eigenschaften auf,
so dass es bei Dysfunktion der Proteine zu diversen Krankheiten!®® 2 wie aggressiven
Epithelzellkarzinomen!’8€7 kommen kann. Selektive Inhibitoren fir Bromodomanen koénnen

neue Therapiemoglichkeiten erdffnen.

Neben der Synthese potentieller Wirkstoffkandidaten war ein Ziel die Entwicklung von
selektiven Inhibitoren als molekulare Werkzeuge zur Untersuchung der Funktionen der
einzelnen Bromodomanen-Untereinheiten. In einer vorangegangen Dissertation von
M. Wrobel in unserer Arbeitsgruppe war bei Triazolobenzotriazepinen schon eine Tendenz fir
die Inhibition der jeweils zweiten Bromodomanen der BET-Familie zu erkennen. Da es sich bei
Bromodomanen der BET-Familie um stark konservierte Untereinheiten handelt, ist es sehr

schwierig, selektive Inhibitoren fur nur eine Untereinheit zu entwickeln.

Diese Arbeit fihrte zu 54 Inhibitoren, welche von mir an der Ludwigs-Maximilians-Universitét
in Minchen synthetisiert wurden. Die anschlieenden Messungen der Affinitaten der
Inhibitoren an den jeweiligen Bromodomanen erfolgten mit verschiedenen Techniken (Thermal
Shift Assay, AlphaScreen) am SGC der Universitat Oxford. Von drei Verbindungen (21d, 21e

und 32) wurden in Oxford zusétzlich Co-Kristallstrukturen erhalten.

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren Triazolobenzotriazepine, die M. Wrobel® in seiner
Dissertation als BET-Bromodomanen-Inhibitoren entwickelt hatte. Um in dieser Stoffklasse
weitere Struktur-Aktivitats-Beziehungen ableiten zu kdnnen, wurden im ersten und zweiten
Abschnitt dieser Arbeit Triazolobenzotriazepine, welche den von M. Wrobel optimierten meta-
Methoxybenzylrest an Position 4 tragen, nun mit neuen Substituenten in den Positionen 8 und

9 untersucht. Im dritten Abschnitt wurden zwei Serien von JQ1-Analoga hergestellt, welche

formal Hybridstrukturen aus Triazolobenzotriazepinen und dem Triazolothienodiazepin JQ1
darstellen. Im vierten Abschnitt wurden alle erzielten Erkenntnisse aus den Inhibitoren der
ersten drei Abschnitte kombiniert in einem neuen Chemotyp, in der Hoffnung, so noch

selektivere und/oder affinere Inhibitoren zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde von dem 8-Nitrotriazolobenzotriazepin WRM248 von
M. Wrobel ausgegangen, welches aus 2-Amino-5-nitrobenzophenon (1) in einer flinfstufigen
Synthese aufgebaut werden konnte. Aus WRM248 konnten durch Reduktion der Nitrogruppe
und weiteren Folgereaktionen neue stickstoffhaltige Substituenten wie Amine und daraus
abgeleitete Derivate an C-8 generiert werden (Schema 5.1).

N
NH, O /%/\N
N
g0 = )
O,N —N /
NO, i O
1 WRM248
4
\(/N\N H?}r‘ ~ //() <81 /9
1) Fe, NH,CI N’ R= /,S?f’ /,Sg
2) Elektrophil ~ o O
— N 2 21a 21b
N _N ,
| o o) S >L o)
O) WY Y Y
| H H
21c 21d 21e

Schema 5.1: Synthese des 8-Aminotriazolobenzotriazepins 2 und von weiteren funktionalisierten
Derivaten 21a-e.

Der Thermal Shift Assay (Tabelle 5.1) zeigte, dass stark polare Reste mit
Wasserstoffbriickendonator-Eigenschaften, wie der Harnstoff 2l1e, im Vergleich zur
Nitroverbindung WRM248 einen aulerst positiven Effekt auf die Affinitat der Inhibitoren fur die
Bromodomé&nen der BET-Familie haben. So zeigten diese Triazolobenzotriazepin-Inhibitoren,
allen voran der Harnstoff 21e, im Vergleich zu anderen Triazolobenzotriazepinen noch nie
zuvor erreichte Schmelztemperaturdifferenzen. Die Sulfonamide besitzen im Vergleich zu den
Harnstoffen weniger NH-Funktionen und somit Wasserstoffbriickendonatoren und dafur viele
Wasserstoffbriickenakzeptoren in Form von Sauerstoffatomen. Dies scheint die Affinitat der

Inhibitoren nicht zu steigern.
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5. Zusammenfassung

AT _(°C)
<0
o

=) | &8 a6l 0-2

N N m M| = <
o) Rlw | 8| 8]|0 2-4

o Dl Q|la|a
@ o9 4-6
WRM248 0.2-0.2/04|04|04 6-8
0.6 |22 0.7 | 0.6 >8

Tabelle 5.1: Ergebnisse des Thermal Shift Assays der Zwischenstufe WRM248 und des tert-
Butylharnstoffderivats 21e.

Zudem konnte das tert-Butylharnstoffderivat 21e mit BRD4(1) co-kristallisiert werden. Anhand
der Kristallstruktur konnten konkrete Aussagen zum Bindungsmodus getroffen werden.
Ahnlich wie das bekannte, verwandte Triazolobenzodiazepin I-BET762, liegt 21e so in der
Bindungstasche, dass der Triazolring in die N-Acetyllysin-Bindungstasche ragt und in dieser
Uber zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit den beiden konservierten Aminosauren
Asparagin und Tyrosin interagiert. Der tert-Butylharnstoffrest bindet mit seinen beiden NH-
Gruppen Uuber zwei Wassermolekile an den ZA-Tunnel. Diese neue Interaktion ist
offensichtlich ausschlaggebend fir die Affinitatssteigerung. Der tert-Butylrest ragt dabei aus
der Bindungstasche heraus.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde einerseits die Rolle der neu entwickelten
stickstoffhaltigen Substituenten am Benzenring des Triazolobenzotriazepin-Grundkérpers
weiter untersucht, indem diese Gruppen von C-8 nach C-9 verschoben wurden. Ferner wurde,
basierend auf zwischenzeitlichen Erkenntnissen von M. Wrobel, die Rolle von

Chlorsubstituenten am Phenylrest an C-6 naher beleuchtet.

Die Synthese des 9-Bromtriazolobenzotriazepins 30 mit einem ortho-Chlorsubstituenten an
der 6-Phenylgruppe gelang nach der erprobten Synthesestrategie (Schema 5.2). Hierzu wurde
das 2-Amino-3-brombenzophenon (26) aus 3-Bromanilin (22) und 2-Chlorbenzaldehyd (23)
unter Zusatz von Dichlorphenylboran und einer anschlieRenden Oxidation mittels Braunstein
hergestellt. AnschlieBend wurde das Aminobenzophenon 26 mit Thiophosgen zum
Isothiocyanat 27 umgesetzt. Durch Einbau des 3-Methoxybenzylhydrazins (5) und
nachfolgende Behandlung mit p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat wurde das
Benzotriazepinthion 29 erhalten. Darauf folgende Kondensation mit Hydrazin und Anellierung

mit Triethylorthoacetat lieferte das 9-Bromtriazolobenzotriazepin 30.
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5. Zusammenfassung

NH, o <l 1) Dichlorphenyl- NH, O Cl
boran
T - U
Br 2) MnO, B
22 23 26
H S

Br N\(
NCS O Cl 1) 3-Methoxy- O N
—N

Thiophosgen benzylhydrazin

—_— - /
T :
Br 2) PTSA O Cl

27 29
. /N\ /N\
1) Hydrazin N N
2) Triethyl-  Br N\/< E&E;ﬁ;ngs R! %/
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PTSA O N reaktion O N
R =N Y —— =N /
@) o]
e e
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Cu-Pulver

R'= NN
TMSNS, TeHN . s AcHN. 7 AcN/ | /\/
31a 31b 31c 34

N N
N

N

H,N N—¢ R2HN N{
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/
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O Cl Cl
32 33a-g
R2 = 74 S
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33a 33b 33c 33d 33e 33f 339

Schema 5.2: Synthese verschiedener Amide (31a-c) und eines Alkins (34) mit Hilfe von Palladium-
katalysierten Kreuzkupplungen, sowie der funktionalisierten 9-Aminotriazolobenzotriazepine (33a-g)

Uber das primare Amin 32.
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5. Zusammenfassung

Aus dieser Bromverbindung 30 als zentraler Zwischenstufe konnten dann Uber
Kreuzkupplungsreaktionen (Buchwald-Hartwig-Reaktionen, Sonogashira-Reaktion) neue
Analoga mit Substituenten wie Amid- oder Aminoalkinresten an C-9 erhalten werden. Die
Bromverbindung 30 konnte zudem mit Trimethylsilylazid und Kupferpulver in ein priméares
Amin 32 Uberfuhrt und unter Zugabe verschiedener Elektrophile weiter zu einer Reihe von

Harnstoffen, Thioharnstoffen und Sulfonamiden funktionalisiert werden.

Die Ergebnisse aus dem Thermal Shift Assay zeigten, dass gréRere Substituenten an C-9 der
Triazolobenzotriazepine nicht toleriert werden. Die besten Affinitaten in dieser Serie wurden
mit Verbindung 32 erzielt, welche einen kleinen, primaren Aminosubstituenten an C-9
beinhaltet (Tabelle 5.2). Diese Verbindung 32 zeigt als einzige aus dieser Reihe gute
Temperaturdifferenzen und eine ausgepragten Selektivitat fur die zweiten Bromodomanen
innerhalb der BET-Familie. Das Stellungsisomer, welches an C-8 einen primaren
Aminosubstituenten aufweist, ist Verbindung 2 und weist verglichen mit 32 sowohl eine etwas
geringere Affinitat als auch Selektivitat auf. Im Vergleich von Verbindung 32 zu dem tert-
Butylharnstoff 21e aus der C-8-Reihe sind jedoch die Temperaturdifferenzen im Thermal Shift
Assay und somit auch die Affinitat deutlich geringer. Vorteilhaft ist bei 32 allerdings verglichen
mit 21e die deutlich ausgeprégtere Selektivitat fir die jeweils zweiten Bromodomanen in der
BET-Reihe. Die ausgepragtere Selektivitat von 32 ist ein weiteres Indiz fir die Steigerung der

Selektivitat durch den neu eingefiihrten ortho-Chlorphenylrest in Position-6.

AT_(°C)
2182|8282 8|2x|c|u <0

N oo |J| IS E|lE[J|o|T|<
ola|lala|lalae|lo|la|R|lu|g|o 0-2

r| | ||| x| |x|5|X|a |
m |0 ||| o |o|m|m O 2.4
2 -2.3|-4.5|-3.1|-0.8 4-6
32 1017|1415 6-8

Tabelle 5.2: Ergebnisse des Thermal Shift Assays der an C-8 Aminosubstituierten Verbindung 2 und

der an C-9 Aminosubstituierten Verbindung 32.

105



5. Zusammenfassung

Im dritten Abschnitt dieser Arbeit wurde ein Zugang zu den Triazolothienotriazepinen
entwickelt, welche formal Hybridstrukturen aus Triazolobenzotriazepinen und dem
Triazolothienodiazepin JQ1, einem der am intensivsten erforschten Inhibitoren von BET-
Bromodoménen, darstellen. Um die Frage zu klaren, ob die ortho- oder die para-
Chlorsubstitution des 4-Phenylrings dieser JQ1-Analoga die Selektivitat zur zweiten
Bromodomaé&ne erhoht, wurden zwei analoge Serien, die sogenannten o-Cl-JQ1-Analoga bzw.
p-Cl-JQ1-Analoga, synthetisiert. Zugleich wurde in Position N-6 der Benzylrest mit héchster
Affinitat gesucht.

Die entwickelte Synthesestrategie ist in Schema 5.3 dargestellt. Die fir diese Synthese
bendtigten (2-Aminothiophen-3-yl)(phenyl)methanone 10 und 11 konnten mit einer Gewald-
Reaktion aus einfachen Bausteinen (chlorierte Benzoylacetonitrile, Butan-2-on und
elementarer Schwefel) aufgebaut werden. In Analogie zu der oben beschriebenen Strategie
zur Synthese von Triazolobenzotriazepinen wurden diese Intermediate 10 und 11 mit
Thiophosgen zu den Isothiocyanaten 12 und 13 und anschlieBend weiter mit
4-Methoxybenzylhydrazin (14) zu den Thienotriazepinthionen 15 und 16 umgesetzt, um eine
von N-6 mit HBr abspaltbare PMB-Schutzgruppe zu erhalten. Darauffolgende Versuche zur
Anellierung des Triazolrings nach der etablierten Methode (Kondensation mit Hydrazin,
Cyclisierung mit Triethylorthoacetat/p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat) lieferten
Uberraschenderweise nicht die gewunschten Produkte 17 und 18. In Anlehnung an ein
Verfahren von M. Di Braccio et al.*?Y konnte der Triazolring schlieRlich tber die
S-Ethylthioverbindungen 39 bzw. 40 und Cyclisierung mit Acethydrazid unter

p-Toluolsulfonsaure-Katalyse anelliert werden.

Die para-Methoxybenzyl-Gruppen an N-6 wurden mit Bromwasserstoff in Eisessig entfernt.
Durch nachfolgende N-Alkylierung mit unterschiedlich substituierten Benzylhalogeniden
wurden je sechs Modifikationen des Benzylrings (mit 4-Nitro-, 4-lod-, 3-Chlor-, 3-Methoxy-,
3,5-Dimethoxy- und 3,4,5-Trimethoxy-Substitution) an Position N-6 durchgefihrt.
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5. Zusammenfassung

1 1
0 R Butan-2-on, HoN 0 R
NC S, Morpholin X
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R2 R2
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1) Thiophosgen H s (
2) 4-Methoxy- s N
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42 44a 44b 44c 44d 44e 44f

Schema 5.3: Synthese der beiden Serien der p-Cl-JQ1-Analoga (R* = H, R2 = Cl) und der o-CI-JQ1-
Analoga (R! = Cl, R2 = H).
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5. Zusammenfassung

Die Testung dieser zwei Serien (Thermal Shift Assay) lieR mehrere Schlussfolgerungen zu

(Tabelle 5.3).

e Die para-Chlorsubstitution am Phenylring in Position 4 fuhrt zu hochaffinen
Verbindungen fur die Bromodoméanen der BET-Familie.

e Verbindungen mit ortho-Chlorsubstitution am Phenylring sind zwar nicht ganz so affin,
haben aber eine hervorragend ausgeprigte Selektivitat fir jeweils die zweiten
Bromodomé&nen der BET-Familie (also fur BRD2/3/4/T(2)).

o Im Vergleich der 0-Cl-JQ1-Analoga mit den

/N\N analogen, ebenfalls am  Phenylring  ortho-

N\/< chlorsubstituierten Triazolobenzotriazepinen, wie z.B.

C'N_@ WRM251 (Abb. 5.1) von M. Wrobel, konnte somit

cl durch die Einfihrung des Thiophenrings sowohl die

O o | Affinitat als auch die Selektivitat stark gesteigert
WRM251 / werden.

Abbildung 5.1: Vergleichsmolekl
WRM251 von M. Wrobel.

e Der para-Methoxybenzylrest erwies sich als der geeignetste Substituent an N-6, da er
bei den 0-CIl-JQ1-Analoga sowohl zu hoher Selektivitat als auch zu hoher Affinitat fahrt.
Als Leitstruktur fur den letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde daher, vor allem wegen

der hohen Selektivitat, die Verbindung 18 ausgewabhlt.

AT_(°C)
[©)]

Slg|g|g|g2|g8| 2|8 a|ad|d|a|w <0

Nl N |l®o || || || Y mo|o| S| <
alaglealajla|lalolo|(Rlu|g|@a|o 0-2

¥ x| || |x|le|le|5|x|Q|ala
M| 0|0 | 0|0 |o|m|m O 9 -4
WRM251 |-0,2|2,9|0,8|28]|0,3|3,7|-0,7/0,3|0,1(-0,4|0,6 |-0,1|-0,1 4-6
17 3,7 -0,6(-1,0 -0,3(-0,7 6-8
18 2,1 3,3 3,7 0,6 -0,2|-0,8 -0,2| 0,0 >8

Tabelle 5.3: Thermal Shift Assay-Ergebnisse von 18 (ausgewahlte Leitstruktur) aus der Reihe
der 0-Cl-JQ1-Anaolga im Vergleich mit dem analog substituierten p-Cl-JQ1-Analogon 17 sowie

dem Triazolobenzotriazepin WRM251 von M. Wrobel.

Auf Basis dieser Ergebnisse der JQ1-Analoga mit dem aus JQ1 Ubernommenen 2,3-
Dimethylthiophen-Ring als typischem Strukturelement wurde fur den letzten Abschnitt dieser
Arbeit eine neue Zielverbindung entworfen, die ebenfalls einen Thiophenring enthalt. Zudem
sollte diese Struktur zwei der zuvor optimierten Strukturelemente enthalten, in Position 4 einen

ortho-Chlorphenylrest und an N-6 einen para-Methoxybenzylrest. Die Untersuchungen zu den
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5. Zusammenfassung

Triazolobenzotriazepinen im ersten Teil der Arbeit hatten die Erkenntnis geliefert, dass eine

Substitution des Benzenrings an C-8 oder C-9 mit polaren Resten, wie z.B. Aminen oder

Harnstoffen, eine stark erhdhte Affinitat bewirkt. Die Position 2 in den Triazolothienotriazepinen
liegt auf Grund der unterschiedlichen Geometrie des Thiophens und des Benzens zwischen
Positon 8 wund 9 Dbei Triazolobenzotriazepinen. An dieser Position 2 der
Triazolothienotriazepine sollten daher polare Reste wie Amine, Amide und Harnstoffe
eingefligt werden, um Hybride zu generieren, die alle zuvor optimierten Strukturelemente in

sich vereinigen.

Als Intermediate fir die Herstellung der Triazolothienotriazepine mit stickstoffhaltigen
Substituenten an C-2 wurden zuerst Verbindungen mit einem Brom- bzw. Nitrosubstituenten
am C-2 des Thiophenrings ins Auge gefasst, jedoch scheiterten diese Bemihungen an der
Instabilitat der Bromthiophen-Verbindung 49 bzw. der Reaktionstragheit der Nitroverbindung
55 (Schema 5.4).

~
H S
N
Sy B S| \/(N
Y NH, PTSA r N
IS NH N
o cl
0]
Cl /
49 50
H,N O ClI SCN o Cl
Thiophosgen
s s
O5N 55 OoN 56

Schema 5.4: Erfolglose Ansatze zur Synthese von an C-2 mit polaren Resten versehenen

Triazolothienotriazepinen.

Um die genannten Schwierigkeiten nach einer Bromierung oder Nitrierung zu umgehen, sollte
in einem neuen Ansatz eine Synthese eines Triazolothienotriazepins mit an C-2 und C-3
unsubstituiertem Thiophenring erfolgen (Schema 5.5). Erst in einem spaten Syntheseschritt

sollte dann die Funktionalisierung an C-2 des Thiophenrings erfolgen.

Das Thienotriazepin 62 lie3 sich auf Basis der zuvor gewonnen Erkenntnisse in 5 Schritten
herstellen. Mit TMPMgCI*LiCl gelang eine direkte Ringmetallierung an Position 7, gefolgt von

einer Acylierung zum Allylester 75. Nach Entschitzung zur Carbonséaure durch eine Palladium-
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5. Zusammenfassung

katalysierte Ubertragung des Allylrestes auf Morpholin konnte mittels Acethydrazid der
Triazolring anelliert werden. Die Carbonséauregruppe in 77 konnte mit Hilfe einer Curtius-
Umlagerung in verschiedene polare Reste umgewandelt werden. Hierzu wurde mittels DPPA
das Carbonséaureazid 85 hergestellt, welches sich in einem Arbeitsgang unter milden
Bedingungen weiter zu dem Carbamat 86, dem tert-Butylamid 87 und dem symmetrischen

Harnstoff 88 umsetzen liel3.

O Cl
H2N 4 Stufen
/—< ENH —
HO 45 46
S S
s N=( o s N<
;S | N 1) TMPMgCI*LiCl, \ | N
—N TMEDA AllylO —N
Cl 2) Allylchlorformiat cl
0] O
/ /
62 75
1) Pd(PPhg)y, o  DPPA 0 o
Morpholin J\ Et3N )]\ tBuOH >‘\ )]\ R
4 HO” "R N7~ "R 0~ N’
2)Acethydrazid, 3 H
PTSA 77 85 86

R = N
tBUV AJ

/
NP 1 \ /N/
R. _R
N)J\R N N
H H H
87 88

Schema 5.5: Synthese der an C-2 substituierten Triazolothienotriazepine.

110



5. Zusammenfassung

Aus dem Intermediat 62 lie3 sich durch Cyclisierung mit Acethydrazid auch das
2,3-unsubstituierte Triazolothienotriazepin 63 herstellen. Die Synthese des Allylester-
substituierten Triazolothienotriazepins 76 aus dem Intermediat 75 gelang wegen der
Inkompatibilitat der Estergruppe mit dem Reagenz Acethydrazid nur in schlechter Ausbeute
(18 %). Metallierung von 62, gefolgt von Bromierung und Anellierung des Triazolrings mit
Acethydrazid lieferte doch noch das auf anderem Wege nicht zugangliche, begrenzt stabile
2-Bromtriazolothienotriazepin 52 (Schema 5.6).

YN\N

Acethydrazid,
PTSA
Cl

63

\(/N\N
s N~

/
A

s. N 1) TMPMgCI*LIClI, o)
\ | TMEDA \ | N
—N 2) Allylchlorformiat AllylO —N
3) Acethydrazid,
Cl PTSA Cl
/O
62 76

\(/N\N
s N~

1) TMPMgCI*LiCl

2) Br
) Br - Br \ | N
3) Acethydrazid, —N
PTSA
52

Schema 5.6: Synthese weiterer Triazolothienotriazepine.

Die Thermal Shift Assays zeigten allerdings, dass diese Kombination von Strukturelementen
nicht zu dem erwiinschten Ziel fihrte. Weder die Affinitat noch die Selektivitat der Inhibitoren
wurde gesteigert. Im Gegenteil, tberraschenderweise wurde sowohl die Affinitat als auch die

Selektivitat fir die Bromodoménen stark vermindert.

Die erhaltenen Ergebnisse dieser Testung weisen darauf hin, dass die Methylgruppen an C-2
und C-3 der JQ1-Analoga (siehe Kapitel 3.4.7) eine wichtige Rolle fir die Affinitdt zu den

Bromodoméanen spielen (Tabelle 5.4). Verbindung 63 ist sehr gut vergleichbar mit der
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5. Zusammenfassung

Leitstruktur 18 aus der Serie 0-Cl-JQ1-Analoga, da bei 63 am Thiophenring nur die beiden
Methylgruppen in Position 2 und 3 fehlen. Diese Strukturveranderung in 63 fihrte zu einem
massiven Einbruch der Affinitat, der auch nicht durch Substitution mit verschiedenen polaren
Resten an C-2 (die in der Triazolobenzotriazepin-Reihe so affinitatssteigernd wirkten) wieder
hergestellt werden konnte.

Die Carbonsaure 77 und das tert-Butylamid 87 weisen eine etwas hdhere Affinitat auf als die
anderen an C-2 substituierten Verbindungen, jedoch geringere Affinitdten und vor allem kaum

Selektivitat an den jeweils zweiten Bromodomanen als die Vergleichssubstanz 18.

% o | W
o

0| o 5] AT_(°C)

hd o o

O <0
18 -0.8(-0.2| 0.0 0-2
63 0.0|0.7]23 2-4
77 -0.3/-0.2| 0.4 4-6
87 0.8 |-0.2] 0.8 6-8

Tabelle 5.4: Ergebnisse des Thermal Shift Assays der Verbindungen 18 (Leitstruktur), 63, 77 und 87.

Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit die Entwicklung eines neuen, hochaffinen und
selektiven Inhibitors zur jeweils zweiten Bromodomanen der BET-Proteine BRD2, BRD3,
BRD4 und BRDT. In mehreren Synthesezyklen wurden verschiedene Projekte zur
Optimierung der Triazolobenzotriazepin-Inhibitoren unternommen. Zunachst erfolgten
Variationen der Substitutionen in Position 8 und 9 von Triazolobenzotriazepinen. Zudem
erfolgte eine Hybridisierung der Triazolobenzotriazepinstruktur mit dem bekannten

Bromodomaé&nen-Inhibitor JQ1 vom Triazolothienodiazepin-Typ, die zu der hochaffinen und

aulerst selektiven Verbindung 18 fuhrte. Eine Kombination dieser optimierten Varianten fuhrte
in einem weiteren Synthesezyklus jedoch Uberraschenderweise nicht zu einer weiteren
Verbesserung der Inhibitoreigenschaften. So verbleibt das Triazolothienotriazepin 18 als
bester Inhibitor, da dieser eine gute Affinitat und eine hervorragende Selektivitat in sich vereint.
Mdglicherweise kann diese Substanz zur Aufklarung der Funktion der jeweils zweiten
Bromodoméne von BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT beitragen.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Materialien

Chemikalien und L6ésungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel wurden in kommerziell verfigbarer p. a. Qualitat benutzt.
Lésungsmittel mit geringerer Qualitat wurden durch Destillation gereinigt. Tetrahydrofuran
wurde Uber Natrium-Benzophenon-Ketyl unter Ruckfluss erhitzt und abdestilliert. Fur die
analytische HPLC wurden Losungsmittel in HPLC grade verwendet, sowie bidest. Wasser. Die
Chemikalien und Materialien wurden von Acros, Sigma Aldrich, TCI, VWR, GE, und Alfa Aesar

bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Dinnschichtchromatographie

Als stationare Phase wurde DC Fertigfolien Polygram® SIL G/UV254nm von Macherey-Nagel
(Diren, Deutschland) verwendet (Schichtdicke 0.2 mm, Format 40 x 80 mm) benutzt. Die
Detektion erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm und 366 nm oder durch Reagenzienldsungen:
0.3 g Ninhydrin in 100 mL 1-Butanol; Ehrlich-Reagenz: 2 % Dimethylaminobenzaldehyd in

20 %iger wassriger Salzsaure.

Flash-Sadulen-Chromatographie

Bei allen saulenchromatographischen Aufreinigungen wurde Kieselgel 60, Korngréf3e 0.040 -
0.063 mm, der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. AuRerdem wurden alle
Saulen unter leichtem Druck durchgefiihrt. Die jeweilige Zusammensetzung des
Elutionsmittels ist in Volumenteilen angegeben und bei der Beschreibung der Verbindungen

zu finden.

Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit Hilfe eines Buchi-Melting Point B-540

Apparates (Buichi, Flawil, Schweiz). Alle angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.
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NMR-Spektren

Die NMR-Spektren (*H, ¥C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC) wurden mit folgenden
Spektrometern aufgenommen: Jeol J NMR GX 400 (400 MHz), Jeol INMR GX 500 (500 MHz)
(beide von Jeol, Peabody, USA), Avance Ill HD 400 MHz Bruker Biospin und Avance Ill HD
500 MHz Bruker Biospin (beide von Bruker, Billerica, USA). Bei NMR-Spektren in CDCls,
CD2Cl>, DMSO-Ds und CD30D diente TMS als interner Standard.

IR-Spektren

Es wurde das IR-Spektrometer Perkin-Elmer FT-IR Paragon 1000 Spektrometer (PerkinElmer,
Waltham, USA) oder Jasco FT/IR-410 (Jasco Inc., Easton, USA) genutzt. Feststoffe wurden
mit Hilfe eines KBr-Presslings 6lige Substanzen als Film zwischen zwei Natriumchlorid-Platten
vermessen. Weitere Vermessungen mit ATR-Einheit erfolgten am IR-Gerat Jasco FT/IR-4100
mit ATR PRO450-S (Jasco Germany GmbH). Die ATR-Spektren wurden als KBr Spektren

korrigiert.

Massenspektren

Die hochauflésenden Massenspektren (HRMS) wurden durch ElektronenstofR3-lonisation (EI)
bei 70 eV Anregungsenergie oder mittels Elektrospray-lonisation (ESI) bestimmt. Hierbei
wurden folgende Spektrometer eingesetzt: Jeol JIMS-GCmate Il (El) (Jeol, Peabody, USA),
Finnigan MAT 95 (EIl) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) und Thermo Finnigan LTQ
FT (ESI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
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Analytische HPLC

Die HPLC-Reinheiten wurden mit Hilfe einer HP Agilent 1100 HPLC mit Dioden Array Detektor

(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) und einer Agilent Poroshell Saule (120 EC-

C18; 3.0 x 100 mm; 2.7 Micron) bestimmt.

Eluent: Acetonitril/lWasser  (7:3), Acetonitril/Wasser/THF  (700/298/2),
Acetonitril/lWasser/THF (800/198/2) oder Acetonitril/Wasser/THF/NaOH
(750/248/1.9/0.1).

Flussrate: 0.5 mL/min
Temperatur: 40 °C
Wellenlangen: 210 und 254 nm

Injektionsvolumen: 5 pL einer Lésung von 100 pg/mL (Probe in mobiler Phase)

Mikrowellen-unterstiitzte Synthesen

Die Synthesen wurden in den single-mode Mikrowellenreaktoren CEM Discover S-Class Plus
SP (Matthews, USA) oder CEM Discover S-1856 (Matthews, USA) durchgefiihrt.

Software

Als Software wurden Microsoft Office 2013 (Microsoft, Redmond, USA), MestReNova 9.1.0
(Mestrelab, Santiago de Compostela, Spanien) und ChemBioDraw Ultra 14.0 (CambridgeSoft,
Cambridge, UK) verwendet.
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5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV1: Synthese der Isothiocyanate (12/13)

1.5 Ag. Calciumcarbonat werden in einem Gemisch aus Wasser (50 mL/mmol Edukt) und
Ethanol (5 mL/mmol) suspendiert und auf -10 °C gekiihlt, dann werden 2.2 Aqg. Thiophosgen
dieser Suspension zugesetzt. In 2.5 mL/mmol Dichlormethan wird 1.0 Aqg.
2-Aminobenzoylthiophen gel6st und diese Lésung Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min
zu der stark gertihrten Suspension zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wird die Kihlung
beendet und die Reaktion 30 min bei Raumtemperatur fortgesetzt. Die organische Phase wird
separiert und die wassrige Phase wird dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden nacheinander mit Wasser und geséttigter Kochsalzldsung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum
entfernt. Weitere Aufreinigungsschritte sind nicht erforderlich.

AAV2: Synthese der Benzo-/Thienotriazepinthione (15/16/29)

Zu einer eisbadgekihlten Losung von 1.1 Ag. Methoxybenzylhydrazin-Hydrochlorid in
Methanol (3 mL/mmol) werden 1.2 Ag. N,N-Diisopropylethylamin zugetropft. Danach wird das
Eisbad entfernt und weitere 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. 1.0 Aq. Chlorphenyl(2-
isothiocyanato-4,5-dimethyl-3-thienyl)methanon werden in Tetrahydrofuran (3 mL/mmol)
geldst und zu der obigen Lésung zugefiigt. Nachdem die Lésung 1.5 h bei Raumtemperatur
gerihrt wurde, wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird Uber
Kieselgel filtriert. Nach Abdampfen des Losungsmittels wird das Zwischenprodukt in
Ethylacetat (5 mL/mmol) gelost und mit einer katalytischen Menge (10 mol%) an
p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat versetzt. Die Losung wird 1 h zum Rickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt anschlielend durch

Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 6:1) aufgereinigt.
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AAV3: Aufbau der Triazolringe (17/18)

1.0 Aqg. der S-Ethyl-Verbindung wird in Butan-1-ol (0.325 mL/mmol) gelost. 3.0 Aqg.
Acethydrazid und 30 mol% p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat werden zugefigt. Die Ldsung
wird 1.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der
Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird nacheinander mit
Wasser und gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach dem Entfernen des Losungsmittels wird das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 97.5:2.5). aufgereinigt.

AAVA4: Synthese der Isothiocyanate (27/48/59)

Eine Losung von 1.0Ag. (2-Aminophenyl-)/(2-Aminothienyl-)(phenyl)methanon in
2.0 mL/mmol Dichlormethan wird zu einem eisgekihlten, stark gerthrten Gemisch aus
50 mL/mmol Wasser, 1.5 Ag. Calciumcarbonat und 2.2 Aq. Thiophosgen zugetropft. Nach 1 h
Ruhren bei 0 °C gefolgt von 1 - 4 h bei Raumtemperatur wird die Suspension dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen und uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernung des
Losungsmittels im Vakuum wird das Rohprodukt mittels S&ulenchromatographie
(Ethylacetat/Isohexan 10:1) aufgereinigt.

AAVS5: Buchwald-Hartwig-Reaktionen: Pd-katalysierte Kupplung des

9-Bromtriazolobenzotriazepins 30 mit Sulfonamiden oder Amiden (31a-c)

Ein Schlenkkolben wird mit 2 mg (2 mol %) Pdz(dba)s, 4 mg (6 mol %) Xantphos, 51 mg
(0.120 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (30), 0.120 mmol (Sulfon-)Amid und 46 mg (0.14 mmol)
Casiumcarbonat unter Stickstoffatmosphare befillt. 0.5 mL 1,4-Dioxan werden zugefugt und
die Suspension mehrere Stunden unter Stickstoff bei 100 °C erhitzt, bis das Arylbromid
vollstdndig umgesetzt ist (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wird auf Raumtemperatur
gekuhlt und mit 50 mL Ethylacetat versetzt. Das Gemisch wird nacheinander mit Wasser und

gesattigter Kochsalzlosung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
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Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie

aufgereinigt.

AAVG: S-Ethylierung der Thioharnstoffe (39/40)

1.0 Ag. Triazepin-2-thion wird in trockenem Tetrahydrofuran (3.0 mL/mmol) gelost. Nach
Zugabe von 1.5 Ag. KOH als Feststoff und 1.5 Ag. Ethyliodid wird die Losung 1 h zum
Ruckfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird mit Wasser
versetzt und das Gemisch dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden nacheinander mit Wasser und gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Das

Rohprodukt wird saulenchromatographisch (Isohexan/Ethylacetat 20:1) aufgereinigt.

AAVT: Entschitzen der p-Methoxybenzyl-geschitzten Triazolotriazepine (41/42)

1.0 Ag. p-Methoxybenzyl-geschiitzten Triazolotriazepin und 2.0 Ag. Anisol werden in
Bromwasserstofflésung 33 Gew.% in Eisessig (4.55 mL/mmol Edukt) gel6st. Die Lésung wird
2 h auf 50 °C erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand wieder
in Tetrahydrofuran (4.55 mL/mmol) aufgenommen. Nach Zugabe von gesattigter NaHCOs;-
Lésung (4.55 mL/mmol) wird das Reaktionsgemisch wird 20 min bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Gemisch wird dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden nacheinander mit Wasser und gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
mittels S&ulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97.5:2.5) aufgereinigt.
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AAVS: N-Alkylierung von Triazolothienotriazepinen (17 oder 18) mit

unterschiedlich substituierten Benzylhalogeniden (43a-f und 44a-f)

50 mg (0.15 mmol) Triazolothienotriazepin (17 oder 18) werden in 0.5 mL Tetrahydrofuran
geldst, auf 0 °C gekihlt und mit 6 mg (0.2 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in
Mineraldl versetzt. Dann werden 3.0 Ag. (0.45 mmol) des Benzylhalogenids zugetropft. Falls
das Benzylhalogenid ein Feststoff ist, wird dieser zuvor in 1 mL Tetrahydrofuran gelost. Die
Suspension wird 2 - 4 h auf 50 °C erwarmt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und
das Rohprodukt mittels S&aulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 99:1 bis 98:2)
aufgereinigt.

AAV9: Aufbau der Triazolringe (52/63/178/77)

In einem Mikrowellenvial werden 1.0 Ag. 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-
3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepinanalogon (51/62/73), 3.0 Aq. Acethydrazid und 0.5 Aq.
p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat in 5.0 mL/mmol Dimethylsulfoxid geldst und 2 h bei 120 °C,
300 W und einem maximalen Druck von 9 bar im Mikrowellenreaktor erhitzt. Die Lésung wird
auf Raumtemperatur gekuhlt, in Wasser gegeben und das Gemisch dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Kochsalzlésung
wird die LOsung uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Mittels Sdulenchromatographie wird das Produkt aufgereinigt.
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5.3 Synthesevorschriften

8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]-triazepin (2)

C24H22N6O
M =410.98 g/mol

550 mg (1.25 mmol)  4-(3-Methoxybenzyl)-1-methyl-8-nitro-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (WRM248) werden in 25 mL eines Ldsungsmittelgemisches
Ethanol/Wasser (2:1) suspendiert. Dann werden 349 mg (6.25 mmol) Eisenpulver und 33 mg
(0.63 mmol) Ammoniumchlorid zugefiigt und das Reaktionsgemisch 0.5 h auf 80 °C erhitzt.
Die Suspension wird filtriert und der Riickstand mit Ethylacetat nachgewaschen. Das erhaltene
Filtrat wird mit Wasser gewaschen, die organische Phase iber Magnesiumsulfat getrocknet
und anschlieend das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das gelbe 6lige Rohprodukt wird
mittels Saulenchromatographie (100 % Ethylacetat) aufgereinigt. Es werden 490 mg,
(2.22 mmol, 97 %) 2 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 163.2 - 164.5 °C
H-NMR O (ppm) = 7.46 - 7.37 (m, 3H, 2’-H, 4’-H, 6’-H), 7.36 - 7.30 (m,
(400 MHz, CD,Cl>): 2H, 3-H, 5-H), 7.22 (dd, 3J = 8.3 Hz, 7.5 Hz, 1H, 5""-H), 7.13

(d, 3] = 8.7 Hz, 1H, 10-H), 6.99 (ddd, 3J = 7.5 Hz, J = 1.7 Hz,
1.0 Hz, 1H, 6”-H), 6.95 (dd, “J = 2.6 Hz, 1.7 Hz, 1H, 2""-H),
6.88 (dd, 3J = 8.7Hz, 4 = 2.7 Hz, 1H, 9-H), 6.79 (ddd,
3J=83Hz, 4 = 26Hz, 1.0Hz, 1H, 4”-H), 6.44 (d,
43 = 2.7 Hz, 1H, 7-H), 5.06 (d, 2J = 14.1 Hz, 1H, 17-H), 4.83 (d,
2J = 14.1 Hz, 1H, 17-H), 3.98 (s, 2H, NH>), 3.74 (s, 3H, OCHs),
2.50 (s, 3H, 1-CHa).
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13C-NMR

(100 MHZ, CD2C|2)Z

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

5 (ppm) = 162.6 (C-6), 160.0 (C-3", C-3a), 148.6 (C-1), 145.8
(C-8), 139.8 (C-1""), 137.3 (C-1’), 130.3 (C-4’), 130.1 (C-6a),
129.6 (C-2’, C-6"), 129.5 (C-5"), 128.55, 128.5 (C-3', C-5'),
125.6 (C-10a), 123.9 (C-10), 121.6 (C-6""), 117.8 (C-9), 116.6
(C-7), 114.8 (C-2"), 113.0 (C-4™"), 57.9 (C-1"), 55.5 (OCHs),
12.7 (1-CHa).

¥ (cm™) = 3443 m, 3335 m, 3210 m, 3056 w, 2932 w, 2833 w,
1626 m, 1603 s, 1585 m, 1521 s, 1507 m, 1490 m, 1446 m,
1380w, 1342 m, 1313 m, 1265 s, 1147 m, 1038 m, 777 m, 694
m.

m/z = 411 [M+H]".

m/z = 411.1926 [M+H]* (berechnet fir C24H23NeO* 411.1933).

tr (254 nm): 1.879 min, 94 %.

Rr (EA) = 0.30
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(2-Amino-4,5-dimethylthiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (11)

C13H1,CINOS
M = 265.76 g/mol

2.48 g (13.8 mmol) 2-Chlorbenzoylacetonitril (9), 1.24 mL (13.9 mmol) Butan-2-on, und
1.20 mL (13.8 mmol) Morpholin werden in 40 mL Ethanol gelést. 440 mg (13.7 mmol)

Schwefel werden bei Raumtemperatur als Feststoff zugesetzt. Die Suspension wird 12 h auf

70 °C erhitzt. AnschlieBend wird die Losung auf Raumtemperatur gekihlt und in gesattigte

Kochsalzlésung gegeben. Das Gemisch wird dreimal mit je 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden nacheinander mit Wasser und gesattigter

Kochsalzlésung gewaschen und Gber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird durch Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat

6:1) aufgereinigt und 2.66 g (10.0 mmol, 72 %) 11 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, CD2C|2):

13C-NMR

(100 MHz, CD,Cl»):

IR (Film):

MS (ESI+):

122

146.7 - 148.1 °C (Lit.: 151 - 152 °C)[16%

5 (ppm) = 7.47 - 7.14 (m, 6H, 3"-H, 4”-H, 5”'-H, 6”"-H, NH>),
2.08 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 5-CHs), 1.37 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 4
CHs).

5 (ppm) = 189.6 (C=0), 166.2 (C-2’), 142.1 (C-2”, Cqar), 130.4
(C-1" Cqay), 130.4 (C-4”, CHay), 129.9 (C-3”, CHa), 128.7 (C-
5'), 128.2 (C-6", CHay), 127.3 (C-5”, CHa), 116.4 (C-3'), 114.6
(C-4’), 13.9 (4-CHs), 12.6 (5-CHa).

v (cm™) = 3363 m, 3263 m, 3138 w, 2965 w, 2924 w, 1572 s,
1422 s, 1325w, 1288 m, 1134 w, 1051 w, 1030 w, 968 w, 908

w, 761 m, 742 m, 695 m.

m/z = 268, 266 [M+H]".
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HR-MS (ESI+): m/z = 266.0401 [M+H]* (berechnet fir Ci3Hi3CINOS*
266.0406).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.504 min, 95 %.

DC: R: (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.18
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(4-Chlorphenyl)(2-isothiocyanato-4,5-dimethyl-3-thienyl)methanon (12)

C14H10CINOS:;
M = 307.81 g/mol

Die Synthese des Isothiocyanats folgt der AAV1. 660 mg (2.48 mmol) (2-Amino-4,5-
dimethylthiophen-3-yl)(4-chlorphenyl)methanon (10) werden in 6.25 mL Dichlormethan gelést
und diese Ldsung zu einer gekiihlten Suspension aus 373 mg (3.72 mmol) Calciumcarbonat
und 413 pL (5.38 mmol) Thiophosgen in einem Gemisch aus 125 mL Wasser und 12.5 mL
Ethanol getropft. 763 mg (2.48 mmol, 100 %) 12 werden als braunes Ol erhalten.

IH-NMR & (ppm) = 7.77 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 2”-H, 6”-H), 7.50 (d,
(400 MHz, CD-Cly): 3J = 8.8 Hz, 2H, 3”-H, 5”-H), 2.33 (d, 5J = 0.8 Hz, 3H, 5'-CHs),
2.02 (d, 53 = 0.8 Hz, 3H, 4'-CHa).

13C-NMR 8 (ppm) = 190.3 (C-1), 140.3 (C-4”), 138.9 (N=C=S), 136.3 (C-
(100 MHz, CD,Cly): 1), 135.8 (C-3'), 132.0 (C-5'), 131.7 (C-4), 131.5 (C-2", C-6"),
129.5 (C-3”, C-5”), 128.9 (C-2’), 13.3 (5'-CHz), 13.1 (4’-CHsa).

IR (Film): V (cm™) = 3282 w, 2922 w, 2856 w, 2099 s, 1654 s, 1586 s,
1569 w, 1524 w, 1484 m, 1460 m, 1400 m, 1370 m, 1285 s,
1217 m, 1167 m, 1088 s, 1013 w, 975 w, 912 w, 855 m, 841
m, 791 w, 765 w, 730 w.

MS (EI): miz (rel. Int. in %) = 309 (46), 308 (53), 307 [M]** (100), 306
(83), 272 (98), 196 (25).

HR-MS (El): m/z = 306.9891 [M]" (berechnet fur Ci4H10CINOS,*™
306.9892).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 4.674 min, 96 %.

DC: Rr (Ethylacetat /Isohexan 6:1) = 0.59
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(2-Chlorphenyl)(2-isothiocyanato-4,5-dimethylthiophen-3-yl)methanon (13)

C14H10CINOS:;
M = 307.81 g/mol

Zur Synthese des Isothiocyanats wird AAV1 befolgt. 2.50g (9.41 mmol) (2-Amino-4,5-
dimethylthiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (11) werden in 25 mL Dichlormethan gelést

und zu einer gekuhlten Suspension aus 1.41 g (1.41 mmol) Calciumcarbonat und 1.6 mL

(21 mmol) Thiophosgen, 400 mL Wasser und 40 mL Ethanol getropft. Es werden 2.89 g

(9.40 mmol, 99 %) 13 als braunes Ol werden erhalten.

'H-NMR

(400 MHz, CDCl>):

13C-NMR

(100 MHz, CD2C|2):

IR (Film):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

& (ppm) = 7.51 - 7.39 (m, 4H, 3”-H, 4”-H, 5”-H, 6”-H), 2.32 (d,
5J = 0.9 Hz, 3H, 5-CHs), 2.16 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 4'-CH).

0 (ppm) = 189.4 (C=0), 139.4 (C-2”, Cqar), 137.8 (N=C=S),
134.8 (C-3’), 132.6 (C-4”, CHa), 132.4 (C-5’), 131.8 (C-1",
CqQa), 131.0 4 (C-4’), 130.8 (C-3”, CHa), 130.1 (C-6”, CHa),
127.8 (C-5”, CHay), 127.3 (C-2°, Cqar), 13.5 (4’-CHs3), 13.2 (5'-
CHs).

¥ (cm™) = 3061 w, 2965 w, 2923 m, 2856 w, 2101 s, 1655 s,
1588 w, 1516 w, 1469 m, 1434 m, 1384 w, 1370 m, 1292 m,
1214 w, 1087 w, 1049 w, 916 w, 857 w, 752 m.

m/z = 310, 308 [M+H]*, 294, 292, 266.

m/z = 307.9965 [M+H]* (berechnet fir Ci4H11:CINOS,*
307.9971).

tr (254 nm): 3.923 min, 86 %.

Rt (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.56
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5-(4-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-1,3-dihydro-2H-thieno[2,3-€]-
[1,2,4]-triazepin-2-thion (15)

H, S

8 1

8a N

se N |

7\ | sa N3\ 4w
6 5/

C22H20CIN3OS;
M = 441.99 g/mol

Eine Losung aus 3.12g (16.56 mmol) p-Methoxybenzylhydrazin-Hydrochlorid (14) und
3.07 mL (18.06 mmol) N,N-Diisopropylethylamin in 45 mL Methanol wird, wie im Detail in
AAV2 beschrieben, hergestellt. 4.63 g (15.05 mmol) (4-Chlorphenyl)(2-isothiocyanato-4,5-
dimethyl-3-thienyl)methanon (12) werden in 45 mL Tetrahydrofuran gelést und der
methanolischen Ldsung zugefigt. AAV2 wird weiter befolgt und 3.64 g (8.23 mmol, 55 %) 15
als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 99.9 - 102.0 °C (Lit.:108 - 110 °C)®l
IH-NMR 5 (ppm) = 8.13 (s, 1H, NH), 7.31 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 3-H, 5"
(500 MHz, CD,Cl»): H), 7.26 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 2""-H, 6”’-H), 7.13 (d, 3J = 8.8 Hz,

2H, 2’-H, 6’-H), 6.84 (d, 3 = 8.7 Hz, 2H, 3”-H, 5""-H), 5.15 (bs,
2H, 17-H), 3.77 (s, 3H, OCHs), 2.24 (d, J = 0.8 Hz, 3H, 7-CHs),
1.43 (d, J = 0.8 Hz, 3H, 6-CHa).

13C-NMR & (ppm) = 193.6 (C=S), 166.5 (C-5), 159.4 (C-4""), 147.0 (C-

(125 MHz, CD,Cly): 8a), 137.1 (C-4’), 134.2 (C-1’), 130.5 (C-2, C-6), 130.2 (C-2"",
C-6"), 129.3 (C-7), 129.2 (C-1""), 129.1 (C-3, C-5), 126.6 (C-
6), 125.7 (C-5a), 114.0 (C-3"", C-5""), 58.9 (C-1"), 55.6 (OCHs),
13.9 (6-CHs), 12.9 (7-CHba).

IR (Film): ¥ (cm™) = 3167 m, 2960 m, 2923 m, 2834 w, 1611 w, 1591 m,

1569w, 1512 s, 1487 s, 1438w, 1399 m, 1317 m, 1248 s, 1173
s, 1090 m, 1034 w, 1011 m, 836 m, 756 m, 718 w.
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MS (ESI-): m/z = 442, 440 [M-H];, 293, 291.

HR-MS (ESI-): m/z = 440.0662 [M-H] (berechnet fir CzH19CIN3OSy
440.0658).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.736 min, > 99 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 3:1) = 0.23
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5-(2-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-1,3-dihydro-2H-thieno[2,3-€]-
[1,2,4]-triazepin-2-thion (16)

C22H20C|N3052
M = 441.99 g/mol

Eine Ldsung aus 1.95 g (10.3 mmol) p-Methoxybenzylhydrazin-Hydrochlorid (14) und 1.92 mL
(11.3 mmol) N,N-Diisopropylethylamin in 30 mL Methanol wird, wie in AAV2 beschrieben,
hergestellt. 2.98g (9.40 mmol) (4-Chlorphenyl)(2-isothiocyanato-4,5-dimethyl-3-thienyl)
methanon (13) werden in 30 mL Tetrahydrofuran gelést und zur methanolischen Lésung
getropft. Es wird AAV2 befolgt und 1.29 g (2.92 mmol, 31 %) 16 als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 72.1-73.5°C
H-NMR O (ppm) =8.02 (s, 1H, NH), 7.36 - 7.34 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 7.31
(400 MHz, CDCl,): (d,3J=8.8 Hz, 2H, 2""-H, 6""-H), 7.25 - 7.19 (m, 1H, 5’-H), 6.86

(d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 3”-H, 5”-H), 6.80 (d,3J = 7.4 Hz, 1H, 6"
H), 5.15 (bs, 2H, 1’-H), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.19 (d,
5J = 0.8 Hz, 3H, 7-CHs), 1.29 (d, 5J = 0.8 Hz, 3H, 6-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 193.6 (C=S), 166.0 (C-5), 159.4 (C-4""), 146.7 (C-

(100 MHz, CD.Cl>): 8a), 134.9 (C-1'), 133.5 (C-2), 131.8 (C-6’), 131.5 (C-4’), 130.4
(C-3), 130.2 (C-2", C-6"), 129.6 (C-7), 129.4 (C-1""), 127.3
(C-5'), 126.4 (C-5a), 125.6 (C-6), 114.0 (C-3”, C-5""), 59.0 (C-
1), 55.6 (OCHg), 12.7 (6-CHs), 12.6 (7-CHs).

IR (KBr): vV (cm?) =3171 m, 2981 m, 2933 w, 2860 w, 1709 w, 1611 w,
1591 m, 1569 m, 1513 s, 1435 m, 1397 w, 1320 m, 1301 w,
1248 s, 1180 s, 1085 w, 1035 m, 999 w, 853 w, 828 w, 755 s,
666 w.

MS (ESI-): miz = 442, 440 [M-H]', 293, 291.
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HR-MS (ESI-): m/z = 440.0662 [M-H] (berechnet flr C2H1sCIN3OSy
440.0658).
HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.878 min, 88 %.
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4-(4-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (17)

C24H22CINsOS
M = 463.98 g/mol

AAV3 wird befolgt und hierzu werden 1.30 g (2.77 mmol) 5-(4-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-
methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin  (39), 616 mg (8.32 mmol)
Acethydrazid und 180 mg (0.946 mmol) p-Toluolsulfonsédure-Monohydrat in 9.0 mL Butan-1-ol
gelost. 708 mg (1.53 mmol, 55 %) 17 werden als hellbrauner Feststoff erhalten.

(Literaturbekannte Verbindung, andere Synthesemethode.®®)

Schmelzpunkt: 107.1-108.4 °C

IH-NMR 5 (ppm) = 7.37 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 2”"-H, 6”-H), 7.34 - 7.28
(m, 4H, 2"-H, 3"-H, 5'-H, 6'-H), 6.86 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 3"-H,
5"-H), 5.02 (d, 2J = 13.6 Hz, 1H, 1”-H), 4.77 (d, 2J = 13.6 Hz,
1H, 17-H), 3.78 (s, 3H, OCHs), 2.57 (s, 3H, 9-CHa), 2.35 (d,
5J = 0.9 Hz, 3H, 2-CHa), 1.53 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

(400 MHz, CD:Cl>):

13C-NMR 5 (ppm) = 160.2 (C-4), 159.3 (C-6a), 159.2 (C-4""), 148.2 (C-
9), 136.5 (C-4’), 135.0 (C-1’), 133.7 (C-9b), 130.9 (C-2"", C-
6""), 130.8 (C-2), 130.7 (C-3), 130.1 (C-2', C-6'), 129.8 (C-1"),
129.4 (C-3a), 129.0 (C-3, C-5), 113.9 (C-3”, C-5""), 57.5 (C-
1), 55.6 (OCH3), 14.3 (3-CHs), 13.2 (2-CHs), 12.5 (9-CHy).

(100 MHz, CDCly):

IR (Film): V (cm™) = 3065 w, 2965 s, 2862 m, 2836 m, 2474 w, 2059 w,
1911w, 1613 m, 1588 m, 1537 s, 1514 s, 1421 s, 1381 w, 1301
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m, 1250 s, 1174 m, 1091 m, 1035 m, 1014 m, 962 w, 900 w,
836 m, 753 s, 665 m.

MS (ESI+): m/z = 466, 464 [M+H]*.

HR-MS (ESI+): m/z = 464.1302 [M+H]* (berechnet fir Ca2H23CINsOS*
464.1312).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.087 min, 91 %.

DC: Rt (CH.Cl,/MeOH 97.5:2.5) = 0.22
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4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-

[3,4-c][1,2,4]triazepin (18)

C24H22CINsOS
M = 463.98 g/mol

Nach AAV3 werden 870 mg (1.85 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-
6,7-dimethyl-3H-thieno[2,3-€][1,2,4]triazepin (40), 411 mg (5.55 mmol) Acethydrazid und
120 mg (0.631 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat in 6.0 mL Butan-1-ol geltst. Nach

Aufreinigung werden 521 mg (1.12 mmol, 61 %) 18 als hellbrauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, CD2C|2):

13C-NMR

(100 MHz, CD2C|2):

IR (KBr):

132

99.0-101.0°C

5 (ppm) = 7.38 (d, 3J = 8.4 Hz, 2H, 2”-H, 6”-H), 7.36 - 7.31
(m, 2H, 5-H, 6-H), 7.31 - 7.24 (m, 1H, 4-H), 7.20 (d,
3J = 7.7 Hz, 1H, 3-H), 6.87 (d, 3J = 8.4 Hz, 2H, 3”-H, 5""-H),
4.90 (s, 2H, 17-H), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.57 (s, 3H, 9-CHa),
2.30 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs), 1.41 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-
CHs).

5 (ppm) = 159.7 (C-4), 159.3 (C-4™), 159.0 (C-6a), 148.2 (C-
9), 135.6 (C-2’), 133.5 (C-9b), 133.2 (C-1’), 131.9(C-3’), 131.2
(C-6’), 131.0 (C-2"", C-6""), 130.7 (C-3), 130.6 (C-2), 130.4 (C-
5’), 129.8 (C-3a), 129.7 (C-1"), 127.4 (C-4’), 113.8 (C-3”, C-
5),57.5(C-1"), 55.6 (OCHjs), 13.1 (3-CHj3), 13.0 (2-CHs), 12.6
(9-CHa).

V (cm™) = 3057 w, 2921 m, 2834 w, 1647 w, 1612 m, 1589 m,
1567 m, 1513 s, 1421 s, 1362 w, 1248 s, 1174 m, 1035 m, 961
w, 826 w, 763 m, 737 m.
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MS (ESI+): m/z = 466, 464 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 464.1303 [M+H]® (berechnet fir CysH23CINsOS*
464.1312).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.778 min, 94 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.43
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N-(4-(3-Methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-8-yl)methansulfonamid (21a)

2
\1(/N\
103N£/<N .

6a 1 4
N

CaosH24N03S
M = 488.57 g/mol

75mg (0.18 mmol) 8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (2) werden in 2.0 mL Dichlormethan gel6st, auf 0 °C gekihlt und
mit 24 pL (0.30 mmol) Pyridin  versetzt. Nach Zugabe von 22 pL (0.29 mmol)
Methansulfonylchlorid wird das Eisbad entfernt und 16 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wird die Losung mit 50 mL Dichlormethan versetzt und das Gemisch mit Wasser
und gesattigter Kochsalzldsung gewaschen. Die organische Phase wird Uiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt durch
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 63 mg
(0.13 mmol, 70 %) 21a als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 230.6 - 232.6 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 10.12 (s, 1H, NH), 7.73 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, 10-H),
(400 MHz, DMSO-Ds): 7.53 (dd, 3J = 8.8 Hz, “J = 2.5 Hz, 1H, 9-H), 7.51 - 7.39 (m, 5H,

2'-H, 3’-H, 4’-H, 5'-H, 6’-H), 7.24 (dd, %] = 8.3 Hz, 7.6 Hz, 1H,
5”-H), 7.01 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, 7-H), 6.96 (ddd, 3J = 7.6 Hz,
4J=15Hz, 1.0Hz, 1H, 6”-H), 6.93 (dd, 1H *J=2.7 Hz,
1.5 Hz, 2"’-H), 6.83 (ddd, %J = 8.3 Hz, 4J = 2.7 Hz, 1.0 Hz, 1H,
4™-H), 4.99 (d, 2J = 14.1 Hz, 1H, 1”-H), 4.78 (d, 2J = 14.1 Hz,
1H, 17-H), 3.69 (s, 3H, OCHs), 3.04 (s, 3H, SO,-CHs), 2.53 (s,

3H, 1-CHa).
13C-NMR 5 (ppm) = 161.6 (C-6), 159.0 (C-3""), 158.7 (C-3a), 148.5 (C-
(100 MHz, DMSO-Ds): 1), 138.7 (C-1""), 136.8 (C-8), 135.9 (C-1"), 130.3 (C-4’), 129.6

(C-10a), 129.2 (C-5""), 129.0 (C-3', C-5'), 128.8 (C-6a), 128.3
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IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(C-2, C-6'), 124.2 (C-10), 122.1 (C-9), 120.8 (C-6"), 120.3 (C-
7), 114.1 (C-2""), 112.5 (C-4""), 56.8 (C-1"), 54.8 (OCHs), 39.5
(SO2CH3), 11.9 (1-CHa).

¥ (cm) = 3433 m, 3050 m, 2918 m, 2850 w, 2835 w, 1600 m,
1586 m, 1526 s, 1505 m, 1490 m, 1466 w, 1386 w, 1333 s,
1266 m, 1231 w, 1157 s, 1050 w, 965 w, 779 w, 695 w.

m/z = 511 [M+Na]*, 489 [M+H]".

m/z = 489.1701 [M+H]* (berechnet fir CasH2sNsO3S*
489.1709).

tr (254 nm): 1.663 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 97:3) = 0.15
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N-(4-(3-Methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-8-ythiophen-2-sulfonamid (21b)

75 mg (0.18 mmol)

>
10" \1//N\N 3

3 10'aN —/
/Y A
5 //O 8' , N
18 2 //S N N 6 a/ / 4l " " /
o} 7 5
Ho & 6 0

C28H24N603S>
M = 556.66 g/mol

8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-

triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (2) werden in 2.0 mL Dichlormethan gelést, auf 0 °C gekuihlt und

mit 24 uL (0.30 mmol) Pyridin versetzt. Nach Zugabe von 53 mg (0.29 mmol) Thiophen-2-

sulfonylchlorid, wird das Eisbad entfernt und 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie3end

wird die Losung mit 50 mL Dichlormethan versetzt und das Gemisch mit Wasser und

gesattigter Kochsalzlésung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat

getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Nach Aufreinigung mit Hilfe der

Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) werden 83 mg (0.15 mmol, 81 %) 21b

als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, DMSO-De):

13C-NMR

(100 MHz, DMSO-Dg):
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202.3-204.1°C

O (ppm) =10.78 (s, 1H, NH), 7.99 (dd, 3J = 5.0 Hz, 4] = 1.3 Hz,
1H, 5-H), 7.70 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, 10*-H), 7.52 - 7.38 (m, 5H,
3-H, 9-H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 7.28 (d,%J = 7.0 Hz, 2H, 2"-H, 6"-
H), 7.24 (dd, 3 = 8.3 Hz, 7.8 Hz, 1H, 5""-H), 7.17 (dd,
3J =5.0 Hz, 3.8 Hz, 1H, 4-H), 6.93 - 6.88 (m, 3H, 7-H, 2""-H,
6”"-H), 6.83 (ddd, 3J = 8.3 Hz,%J = 2.6 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4""-H),
4.97 (d, 23 =14.2 Hz, 1H, 1”’-H), 4.76 (d, 2J = 14.2 Hz, 1H, 1"’-
H), 3.68 (s, 3H, OCHs), 2.50 (s, 3H, 1'-CHa).

5 (ppm) = 161.5 (C-6), 159.0 (C-3""), 158.7 (C-3'a), 148.5 (C-
1), 139.1 (C-2), 138.7 (C-1""), 135.8 (C-8), 135.6 (C-1"),
133.9 (C-5), 132.6 (C-3), 130.4 (C-10a), 130.3 (C-4”), 129.2



6. Experimenteller Tell

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(C-5""), 128.8 (C-2", C-6”), 128.7 (C-6'a), 128.4 (C-3”, C-5"),
127.7 (C-4), 124.2 (C-10°), 123.4 (C-9"), 121.1 (C-7’), 120.6 (C-
"), 114.0 (C-2"), 112.5 (C-4""), 56.6 (C-1""), 54.8 (OCHs),
11.9 (1-CHa).

¥ (cm™) = 3423 m, 3090 w, 4070 w, 3054 m, 2919 m, 2832 w,
2755 w, 1909 w, 1600 m, 1566 w, 1526 s, 1504 m, 1490 m,
1465 m, 1444 m, 1380 w, 1335 s, 1261 m, 1229 m, 1161 s,
1091 w, 1041 w, 780 w, 717 m, 593 m.

m/z = 579 [M+NaJ*, 557 [M+H]".

m/z = 557.1421 [M+H]" (berechnet fir CzsH25NeO3S2*
557.1430).

tr (254 nm): 1.466 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl/MeOH 97:3) = 0.24
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3-(4-(3-Methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo([e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-8-yl)-1,1-dimethylharnstoff (21c)

C27H27N70O2
M = 481.56 g/mol

75mg (0.18 mmol) 8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (2) werden in 1.0 mL trockenem Dimethylsulfoxid geldst und mit
78 uL  (0.57 mmol)  Triethylamin  versetzt. Dann werden 52 pL  (0.56 mmol)
Dimethylcarbamoylchlorid zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlielBend in geséattigte Kochsalzlésung gegeben. Das Gemisch wird dreimal
mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
und gesattigter Kochsalzldsung gewaschen und Giber Magnesiumsulfat getrocknet. Die Lésung
wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 18 mg (0.037 mmol, 21 %) 21c als

hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 141.5 - 142.0 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.84 (dd, 3] = 8.9 Hz, 4J = 2.5 Hz, 1H, 9-H), 7.46 -
(400 MHz, CD,Cly): 7.37 (m, 3H, 2'-H, 4'-H, 6'-H), 7.36 - 7.30 (m, 2H, 3-H, 5-H),

7.26 (d, 3J = 8.9 Hz, 1H, 10-H), 7.22 (dd, 3J = 8.3 Hz, 7.5 Hz,
1H, 57-H), 7.14 (d, “J = 2.5Hz, 1H, 7-H), 7.99 (ddd,
3J=7.5Hz, 4 = 1.3 Hz, 1.0 Hz, 1H, 6”-H), 6.95 (ddd, 1H,
4J=2.7Hz, 1.3 Hz, 2”-H), 6.82 (s, 1H, NH), 6.79 (ddd,
3J=83Hz, ¥ = 27Hz, 1.0Hz, 1H, 4”-H), 5.06 (d,
2J = 14.0 Hz, 1H, 17-H), 4.83 (d, 2J = 14.0 Hz, 1H, 1”-H), 3.74
(s, 3H, OCH3), 2.92 (s, 6H, N(CHs)z), 2.53 (s, 3H, 1-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 162.4 (C-6), 160.2 (C-3a), 160.0 (C-3), 155.5 (C=0),
(100 MHz, CD,Cl>): 148.7 (C-1), 139.7 (C-1""), 138.9 (C-8), 137.1 (C-1’), 130.4 (C-
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4, 129.6 (C-2, C-6), 129.5 (C-5""), 129.4 (C-6a), 129.3 (C-
10a), 128.6 (C-3', C-5), 123.3 (C-10), 123.1 (C-9), 121.8 (C-
7), 121.6 (C-6"), 114.8 (C-2"), 113.0 (C-4""), 58.0 (C-1"), 55.5
(OCHs), 36.6 (N(CHs)2), 12.8 (1-CHs).

IR (Film): V (cm™) = 3314 w, 2923 m, 2854 w, 2257 w, 1658 s, 1602 w,
1586 w, 1534 s, 1515 s, 1490 m, 1434 w, 1398 w, 1318 w,
1266 m, 1237 w, 1184 w, 1154 w, 1042 m, 747 w.

MS (ESI+): m/z = 504 [M+Na]*, 482 [M+H]*.
HR-MS (ESI+): m/z = 482.2297 [M+H]* (berechnet flr Co;H2sN702* 482.2304).
HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.858 min, 98 %.

139



6. Experimenteller Tell

1-Ethyl-3-(4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]-triazepin-8-yl)thioharnstoff (21d)

C27H27N7,0S
M = 497.62 g/mol

75mg (0.18 mmol) 8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (2) werden in 1.5 mL trockenem Tetrahydrofuran geldst, auf 0 °C
gekihlt und mit 8 mg (0.2 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in Mineral6l
versetzt. Die Suspension wird 10 min gerthrt und anschlieBend 49 pL (0.56 mmol)
Ethylisothiocyanat zugetropft. Das Eisbad wird entfernt und 1.0 mL trockenes Dimethylsulfoxid
zugesetzt und die Suspension 3 h auf 50 °C erwdrmt. Das Gemisch wird auf Raumtemperatur
gekdhlt, mit 50 mL Ethylacetat versetzt und mit Wasser und gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird anschlie@end durch
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 19 mg
(0.038 mmol, 21 %) 21d als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 161.9-162.4°C
'H-NMR 0 (ppm) = 9.70 (s, 1H, Et-NH), 7.93 (s, 1H, 8-NH), 7.89 (dd,
(400 MHz, CDCly): 3J =8.8 Hz, “J = 2.5 Hz, 1H, 9-H), 7.67 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, 10-

H), 7.49 - 7.37 (m, 5H, 2’-H, 3’-H, 4’-H, 5-H, 6’-H), 7.29 (d,
4) = 2.5 Hz, 1H, 7-H), 7.24 (dd, 3J = 8.3 Hz, 7.8 Hz, 1H, 5"’-H),
6.99 - 6.88 (m, 2H, 2"-H, 6"’-H), 6.82 (ddd, 3J = 8.3 Hz,
4) =2.8 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4"’-H), 4.99 (d, 2J = 14.1 Hz, 1H, 1”-
H), 4.77 (d, 2J = 14.1 Hz, 1H, 1”-H), 3.70 (s, 3H, OCHjs), 3.47 -
3.40 (m, 1.6H, CHs;CHz-Rotamer), 3.01 - 2.95 (m, 0.4H,
CH3CHz-Rotamer), 2.53 (s, 3H, 1-CHg), 1.07 (t, 3J = 7.1 Hz,

140



6. Experimenteller Tell

13C-NMR

(100 MHZ, CD2C|2)Z

IR (KBr):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

2.4H, CH3CH-Rotamer), 0.97 (t, 3J = 7.1 Hz, 0.6H, CH3CH.-
Rotamer).

o (ppm) = 180.0 (C=S), 161.7 (C-6), 159.0 (C-3"), 158.8 (C-
3a), 148.4(C-1),138.8(C-1""), 138.3 (C-8), 135.9 (C-1’), 130.1
(C-4’), 129.2 (C-10a), 129.1 (C-5*), 129.0 (C-2, C-6’), 128.2
(C-3, C-5), 127.8 (C-6a) 125.1 (C-9), 123.7 (C-7), 123.1 (C-
10), 120.8 (C-6"), 114.1 (C-2""), 112.4 (C-4"), 56.8 (C-1"),
54.8 (OCHs3), 38.4 (CHsCHz-Rotamer), 33.9 (CH3CH.-
Rotamer), 15.6 (CHsCH»-Rotamer), 13.8 (CHsCH.-Rotamer),
11.9 (1-CHs).

V (cm™) = 3427 s, 3056 w, 2925 m, 2245 w, 2123 w, 1719 w,
1603 m, 1586 m, 1520 s, 1435 m, 1326 s, 1263 s, 1156 w,
1027 m, 1004 m, 778 w, 694 m, 596 w.

m/z = 520 [M+NaJ*, 498 [M+H]".

m/z = 498.2071 [M+H]* (berechnet fir Cy7H2sN;OS*
498.2076).

tr (254 nm): 1.963 min, 94 %.
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1-(tert-Butyl)-3-(4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin-8-y)harnstoff (21e)

C29H31N7O>
M = 509.61 g/mol

75mg (0.18 mmol) 8-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (2) werden in 1.0 mL trockenem DMSO geldst und mit 8 mg
(0.2 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in  Mineraldl versetzt. Bei
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch 10 min geruhrt und dann 63 pL (0.55 mmol) tert-
Butylisothiocyanat zugetropft. Daraufhin wird die Suspension 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlielend in geséattigte Kochsalzlésung gegeben. Das Gemisch wird dreimal
mit je 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
nacheinander mit Wasser sowie gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
mittels Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 38 mg
(0.074 mmol, 40 %) 21e als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 142.1 - 143.0 °C
H-NMR O (ppm) =8.11 (s, 1H, 8-NH), 7.93 (dd, 3J = 8.9 Hz, 4] = 2.5 Hz,
(400 MHz, CD,Cl»): 1H, 9-H), 7.46 - 7.43 (m, 2H, 2-H, 6"-H ), 7.42 - 7.37 (m, 1H,

4-H), 7.36 - 7.31 (m, 2H, 3-H, 5-H), 7.22 - 7.19 (m, 2H, 10-H,
5"-H), 7.06 (d, “J = 2.5 Hz, 1H, 7-H), 6.96 (ddd, 3J = 7.6 Hz,
43 = 1.2 Hz, 0.9 Hz, 1H, 6™-H), 6.93 (dd, 4J = 2.6 Hz, 1.2 Hz,
1H, 2"-H), 6.78 (ddd, 3J = 8.3 Hz, %J = 2.6 Hz, 0.9 Hz, 1H, 4”-
H), 5.60 (s, 1H, tBu-NH), 5.04 (d, 2J = 14.0 Hz, 1H, 1”-H), 4.82
(d, 23 = 14.0 Hz, 1H, 17-H), 3.72 (s, 3H, OCH), 2.45 (s, 3H, 1-
CHa), 1.31 (s, 9H, C(CHa)s).
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13C-NMR

(100 MHZ, CD2C|2)Z

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

5 (ppm) = 162.9 (C-6), 160.1 (C-3a), 160.0 (C-3), 154.9 (C=0),
148.8 (C-1), 140.3 (C-8), 139.5 (C-1""), 137.1 (C-1’), 130.5 (C-
4),129.7 (C-2’, C-6), 129.6 (C-5""), 129.4 (C-6a), 128.6 (C-3’,
C-5'), 127.8 (C-10a), 123.4 (C-10), 121.5 (C-9, C-6""), 120.1
(C-7), 114.7 (C-2"), 113.1 (C-4""), 58.0 (C-1"), 55.5 (OCHs),
50.8 (C(CHa)s), 29.4 (C(CHs)3), 12.6 (1-CHs).

v (cm™) = 3365 m, 3059 w, 2959 m, 2924 m, 2854 w, 1704 m,
1604 w, 1587 w, 1535 s, 1518 s, 1491 m, 1454 m, 1434 m,
1390 w, 1324 w, 1264 m, 1204 m, 1030 m, 776 w, 693 m.
m/z = 532 [M+Na]*, 510 [M+H]*, 411.

m/z =510.2611 [M+H]* (berechnet flir CagH32N70O2* 510.2617).

tr (254 nm): 2.385 min, 96 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.16
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(2-Amino-4-bromphenyl)(2-chlorphenyl)methanon (26)

C13HgBrC|NO
M = 310.58 g/mol

Eine Losung aus 2.2 mL (20 mmol) 3-Bromanilin (22) in 30 mL Dichlormethan wird zu einer
auf -30°C gekihlten Lésung aus 3.9 mL (30 mmol) Dichlorphenylboran (24) in 30 mL
Dichlormethan zugetropft. Anschlielend werden 7.0 mL (51 mmol) Triethylamin in 15 mL
Dichlormethan zugetropft. Das Gemisch wird 30 min bei -30 °C gerihrt. Nach vollstandiger
Umsetzung des Arylbromids, welche durch Diinnschichtchromatographie nhachgewiesen wird,
werden 2.31 mL (20.3 mmol) 2-Chlorbenzaldehyd (23) in 45 mL Dichlormethan zugefigt. Die
Kihlung wird entfernt und das Gemsich weitere 4 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend werden 200 mL kaltes Wasser gefolgt von 250 mL gesattigter Kochsalzlésung
zugegeben. Die organische Phase wird separiert und die wassrige Phase zweimal mit je
200 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. AnschlieBend wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das entstandene Zwischenprodukt wird mit 30 mL
Diethylether und 60 mL 2 M Natronlauge versetzt und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Gemsich wird dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wird mit 90 mL Dichlormethan und 8.5 g (97 mmol) Braunstein versetzt. Die entstandene
Suspension wird 16 h bei Raumtemperatur gertihrt und anschlielend filtriert, eingeengt und
der Ruckstand mittels S&ulenchromatographie (100 % Ethylacetat) aufgereinigt. Es werden
3.14 g (10.1 mmol 50 %) 26 als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 111.5-1125°C
H-NMR O (ppm) = 7.45 (ddd, 3J = 7.9 Hz,%J = 1.6 Hz, ®J = 0.5 Hz, 1H,
(400 MHz, CDCl3): 3“-H), 7.41 (ddd, 3J = 7.9 Hz, 7.1 Hz,%J = 1.8 Hz, 1H, 4"-H),

7.36 (ddd, 3J = 7.3 Hz, 7.1 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, 5“-H), 7.30
(ddd, 33 = 7.3 Hz,%J = 1.8 Hz, ] = 0.5 Hz, 1H, 6“-H), 7.01 (d,
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13C-NMR

(125 MHz, CDCls):

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

3J = 8.6 Hz, 1H, 6-H), 6.91 (d, *J = 1.9 Hz, 1H, 3"-H), 6.66 (dd,
3J = 8.6 Hz, *J = 1.9 Hz, 1H, 5-H), 6.50 (s, 2H, NH,).

5 (ppm) = 196.8 (C=0), 151.9 (C-2’), 139.3 (C-1°), 135.9 (C-

6), 130.7 (C-2), 130.6 (C-4”), 130.3 (C-4’), 129.9 (C-3"), 128.4
(C-6”), 126.7 (C-5”), 119.4 (C-3’), 119.2 (C-5'), 116.3 (C-1").

¥ (cm™) = 3453 m, 3339 m, 1626 s, 1606 s, 1577 m, 1528 m,
1475 w, 1350 w, 1313 m, 1260 w, 1240 s, 1168 w, 1142 w,
1053 m, 932 s, 854 m, 806 w, 758 m, 739 m, 718 w, 690 w,
647 m.

m/z = 314, 312, 310 [M+H]*, 298, 294, 296.

m/z = 309.9626 [M+H]" (berechnet fir CizH10BrCINO*
309.9634).

tr (254 nm): 1.547 min, > 99 %.
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(4-Brom-2-isothiocyanatophenyl)(2-chlorphenyl)methanon (27)

C14H7BI’C|NOS
M = 352.63 g/mol

Nach AAV4 wird eine Losung von 3.11g (10.0 mmol) (2-Amino-4-bromphenyl)(2-
chlorphenyl)methanon (26) in 20 mL Dichlormethan zu einer Suspension aus 500 mL Wasser,
1.50 g (15.0 mmol) Calciumcarbonat und 1.70 mL (22.0 mmol) Thiophosgen gegeben. Nach
1 h Rihren bei 0 °C gefolgt von 4 h bei Raumtemperatur wird die Lésung wie in AAV4
beschrieben aufgearbeitet. Es werden 3.30 g (9.35 mmol, 94 %) 27 als gelber Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt: 64.0 - 65.0 °C

H-NMR O (ppm) = 7.51 - 7.44 (m, 6H), 7.41 (ddd, 3J = 7.4 Hz, 4.9 Hz,

(500 MHz, CDCl3): 4J = 3.8 Hz, 1H).

BC-NMR 0 (ppm) = 192.4 (C=0), 138.0 (Cqgar), 137.9 (Cqar), 132.5 (Char),

(100 MHz, CDCly): 132.3 (Char), 132.1 (Cgar), 131.8 (Cqar), 131.5 (Cqar), 131.0
(CHar), 1304 (CHar), 1303 (CHar), 1301 (CHar), 1275 (anr),
1273 (CHar).

IR (KBF): v (cm?) = 3072 w, 2202 w, 2109 s, 1670 s, 1578 s, 1551 m,
1467 m, 1433 m, 1390 m, 1295 m, 1269 m, 1242 m, 1160 w,
1128 w, 1075 m, 1055 m, 957 w, 926 s, 868 m, 843 m, 757 s,
675w, 644 w.

MS (ESI+): m/z = 356, 354, 352 [M+H]*, 400, 358, 356.

HR-MS (ESI+): m/z = 351.9201 [M+H]" (berechnet fir Ci4sHsBrCINOS*
351.9199).
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HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.695 min, 96 %.
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8-Brom-5-(2-chlorphenyl)-3-(3-methoxybenzyl)-1,3-dihydro-2H-benzo[e][1,2,4]triazepin-
2-thion (29)

C22H17BrCIN3;OS
M = 486.81 g/mol

0.83 g (4.4 mmol) m-Methoxybenzylhydrazin-Hydrochlorid (5) und 841 pL (4.82 mmol) N,N-

Diisopropylethylamin werden in 11 mL Methanol, wie im Detail in AAV2 beschrieben, geldst.

Eine Lésung von 1.42g (4.02 mmol) (4-Brom-2-isothiocyanatophenyl)(2-chlorphenyl)

methanon (27) in 11 mL Tetrahydrofuran wird zu dieser Losung getropft. AAV2 wird weiter
befolgt. Es werden 1.43 g (2.95 mmol, 73 %) 29 als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CD,Cl»):

13C-NMR

(125 MHZ, CDzClz):

IR (KBF):
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234.1 - 236.0°C

5 (ppm) = 7.59 (s, 1H, 1-H), 7.32 - 7.28 (m, 2H, 3“H, 4'-H),
7.18 (ddd, 3J = 7.6 Hz, 6.0 Hz, “J = 2.7 Hz, 1H, 5H), 7.14 (dd,
3) = 82Hz, 7.5Hz, 1H, 5“-H), 7.08 (dd, 3 = 8.0 Hz,
43 = 1.7 Hz, 1H, 7-H), 7.06 (d, *J = 1.7 Hz, 1H, 9-H), 6.83 (ddd,
3 = 7.6 Hz, “J = 1.5 Hz, 5J = 0.6 Hz, 1H, 6-H), 6.81 (ddd,
3=75Hz, “J = 1.6Hz, 0.9Hz, 1H, 6“-H), 6.76 (dd,
4J=2.6Hz, 1.6Hz, 1H, 2*-H), 6.73 (ddd, 3J = 8.2 Hz,
43 = 2.6 Hz, 0.9 Hz, 1H, 4“-H), 6.50 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, 6-H),
5.21 (s, 2H, 1“-H), 3.62 (s, 3H, OCHs).

& (ppm) = 192.7 (C=S), 166.7 (C-5), 160.3 (C-3""), 144.5 (C-
9a), 138.8 (C-1""), 135.7 (C-1’), 133.7 (C-2'), 131.9 (C-4’, C-
6), 131.0 (C-6), 130.6 (C-3'), 129.9 (C-5""), 128.2 (C-7), 127.5
(C-5), 127.2 (C-8), 126.1 (C-5a), 123.6 (C-9), 121.1 (C-6""),
114.0 (C-2""), 113.6 (C-4""), 60.3 (C-1"), 55.6 (OCHs).

v (cm™) = 3209 w, 3069 w, 3011 w, 2958 w, 2832 w, 1594 s,
1519 m, 1473 m, 1464 m, 1434 w, 1390 w, 1369 m, 1325 m,
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1266 s, 1244 m, 1184 m, 1164 s, 1081 w, 1041 m, 994 m, 962
w, 945 w, 868 w, 816 w, 785 w, 756 w, 745 m, 693 w.

MS (ESI+): m/z = 490, 488, 486 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 486.0040 [M+H]* (berechnet fir CxH1sBrCIN3OS*
486.0042).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.421 min, 98 %.
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9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (30)

C24ngBrCIN50
M = 508.80 g/mol

1.50g (3.09 mmol) 8-Brom-5-(2-chlorphenyl)-3-(3-methoxybenzyl)-1,3-dihydro-2H-benzo-
[e][1,2,4]triazepin-2-thion (29) werden in 18 mL Tetrahydrofuran gelést. Nach Zugabe von
750 pL (15.4 mmol) Hydrazin-Hydrat wird die Losung 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Ethylacetat geldst. Anschliel3end
wird die organische Phase dreimal mit Wasser sowie einmal mit gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Das Zwischenprodukt wird in 10 mL Toluol gelost und mit 740 pL (4.02 mmol)
Triethylorthoacetat sowie 118 mg (0.620 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat versetzt. Die
Lésung wird 2 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Entfernen des Ldosungsmittels im Vakuum wird
das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 98.5:2.5)
aufgereinigt. Es werden 1.18 g (2.32 mmol, 75 %) 30 als hellbrauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 229.4 - 231.1°C
IH-NMR & (ppm) = 7.51 (d, J = 1.8 Hz, 1H, 10-H), 7.43 (dd, 3J = 8.4 Hz,
(400 MHz, CD-Cly): 43 = 1.8 Hz, 1H, 8-H), 7.41 - 7.29 (m, 4H, 3“H, 4H, 5-H, 6*

H), 7.25 - 7.20 (m, 1H, 5“-H), 6.98 (ddd, 3J = 7.4 Hz,
43 = 1.5 Hz, 1.0 Hz, 1H, 6“-H), 6.94 (dd, 4J = 2.6 Hz, 1.5 Hz,
1H, 2“-H), 6.86 (dd, 3J = 8.4Hz, 1H, 7-H), 6.80 (ddd,
3) = 8.3 Hz, %] = 2.6 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4*“-H), 5.22 - 4.73 (m, 2H,
1“-H), 3.74 (s, 3H, OCHs), 2.55 (s, 3H, 1-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.5 (C-6), 160.3 (C-3a), 160.0 (C-3""), 148.5 (C-
(100 MHz, CD,Cl>): 1), 139.2 (C-1"), 135.8 (C-1), 135.5 (C-10a), 133.2 (C-2)),

132.0 (C-4’), 131.5 (C-6"), 131.1 (C-7), 130.8 (C-8), 130.5 (C-
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IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

3'), 129.6 (C-5"), 129.1 (C-6a), 127.5 (C-5), 125.8 (C-10),
125.6 (C-9), 121.5 (C-6"), 114.7 (C-2), 113.1 (C-4”"), 57.9
(C-1"), 55.5 (OCHs), 12.8 (1-CHa).

¥ (cm™) = 3058 w, 3022 w, 2970 w, 2830 w, 1735 w, 1592 s,
15355, 1522 m, 1489 s, 1432's, 1376 w, 1349 w, 1321 m, 1288
w, 1265 s, 1151 w, 1139 m, 1081 w, 1046 s, 965 w, 879 m,
827 m, 772 m, 760 m, 746 m, 691 w.

m/z = 512, 510, 508 [M+H]".

m/z = 508.0508 [M+H]* (berechnet fiir CazsHi19BrCINsO*
508.0540).

tr (254 nm): 1.578 min, > 99 %.

R: (100 % Ethylacetat) = 0.33
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N-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)-4-methylbenzolsulfonamid (31a)

C31H27CINsO3S
M = 599.11 g/mol

Nach AAV5 werden 21 mg (0.12 mmol) p-Toluolsulfonamid zu 2 mg (2 mol %) Pd.(dba)s, 4 mg
(6 mol %) Xantphos, 51 mg (0.10 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-
methyl-4H-benzole][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin  (30) und 46 mg (0.14 mmol)
Casiumcarbonat zugegeben. .AnschlieBend wird 0.5 mL 1,4-Dioxan zugefiigt und 48 h bei
100 °C geruhrt. Nach Aufreinigung des Rohprodukts mittels Saulenchromatographie (100 %
Ethylacetat bis Ethylacetat/MeOH 90:10) werden 32 mg (0.053 mmol, 53 %) 31a als farbloser

Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 130.8 °C
'H-NMR O (ppm) =8.90 (s, 1H, NH), 7.72 (d, 3J = 8.3 Hz, 2H, 2-H, 6-H),
(400 MHz, CDCly): 7.44 -7.30 (m, 4H, 3”-H, 4”-H, 5”-H, 6”-H), 7.28 - 7.25 (m, 3H,

3-H, 5-H, 10"-H), 7.17 (dd, 3J = 8.2 Hz, 7.6 Hz, 1H, 5”"-H), 7.09
(dd, 3 = 8.6 Hz, %) = 2.1 Hz, 1H, 8-H), 6.93 (d, 3J = 7.6 Hz,
1H, 6”7-H), 6.90 (dd, “J = 2.6 Hz, 2.0 Hz, 1H, 2""-H), 6.86 (d,
3J = 8.6 Hz, 1H, 7"-H), 6.76 (ddd, 3J = 8.2 Hz, 4] = 2.6 Hz,
1.0 Hz, 1H, 4”-H), 4.94 (bs, 2H, 1""-H), 3.69 (s, 3H, OCH),
2.42 (s, 3H, 1'-CHa), 2.37 (s, 3H, 4-CHa).

13C-NMR & (ppm) = 161.0 (C-6'), 160.1 (C-3'a), 160.0 (C-3""), 149.1 (C-
(100 MHz, CD,Cl>): 1), 145.1 (C-4), 141.0 (C-9), 139.2 (C-1""), 136.5 (C-1), 136.1
(C-1"), 135.1 (C-10'a), 133.4 (C-2"), 132.0 (C-6"), 131.4 (C-
4”),131.1 (C-7"), 130.5 (C-3"), 130.9 (C-3, C-5), 129.6 (C-5""),
127.6 (C-2, C-6), 127.5 (C-5”), 125.6 (C-6'a), 121.5 (C-6""),
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IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

118.8 (C-8), 114.7 (C-2""), 114.0 (C-10"), 113.2 (C-4""), 57.9
(C-1"), 55.5 (OCHs), 21.7 (4-CHs), 12.7 (1'-CHs).

V (cm?) = 3441 m, 3057 w, 2922 w, 2834 w, 1614 s, 1598 m,
1528 m, 1491 m, 1434 m, 1324 m, 1265 m, 1162 s, 1090 m,
1038 m, 941 m, 813 w, 775 m, 750 m, 691 m, 659 m, 564 m,
545 m.

miz = 601, 599 [M+H]", 432, 430.

m/z = 599.1623 [M+H]" (berechnet fiir Cs1H2sCINsO3S*
599.1632).

tr (254 nm): 1.146 min, > 99 %.

R: (100 % Ethylacetat) = 0.35
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6. Experimenteller Tell

N-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)acetamid (31b)

C26H23C|N602
M = 486.96 g/mol

Nach AAV5 werden 7 mg (0.1 mmol) Acetamid zu 2 mg (2 mol %) Pdx(dba)s, 4 mg (6 mol %)
Xantphos, 51 mg (0.10 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-
benzole][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (30) und 46 mg (0.14 mmol) Casiumcarbonat
zugegeben. Anschliel3end werden 0.5 mL 1,4-Dioxan zugefiigt und die Suspension 3 h bei
100 °C geruhrt. Nach Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (100 % Dichlormethan bis
Dichlormethan/Methanol 97:3) werden 32 mg (0.066 mmol, 66 %) 31b als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt: 292.0 °C
'H-NMR O (ppm) = 8.92 (s, 1H, NH), 8.08 (d, 4J = 2.1 Hz, 1H, 10-H),
(500 MHz, CD,Cl>): 7.39 - 7.27 (m, 5H, 8-H, 3-H, 4'-H, 5-H, 6-H), 7.18 (dd,

33 =8.1Hz, 7.6 Hz, 1H, 5”-H), 6.95 (d, 3] = 7.6 Hz, 1H, 6”-H),
6.93 - 6.92 (m, 1H, 2"’-H), 6.88 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, 7-H), 6.76
(dd, 33 = 8.1 Hz, 4] = 2.2 Hz, 1H, 4""-H), 4.94 (bs, 2H, 1”-H),
3.71 (s, 3H, OCHs), 2.56 (s, 3H, 1-CHs), 2.18 (s, 3H, CHsCO).

13C-NMR 5 (ppm) = 169.6 (C=0), 161.2 (C-6), 160.1 (C-3a), 160.0 (C-

(125 MHz, CD.Cl.): 3", 149.2 (C-1), 142.1 (C-9), 139.4 (C-1""), 136.3 (C-1), 135.0
(C-10a), 133.4 (C-2’), 132.0 (C-6’), 131.3 (C-4), 130.6 (C-7),
130.4 (C-3'), 129.6 (C-5”), 127.4 (C-5), 124.6 (C-6a), 121.4
(C-6"), 117.6 (C-8), 114.6 (C-2"), 113.4 (C-10), 113.1 (C-4""),
57.9 (C-1"), 55.5 (OCHs), 24.9 (CH;CO), 13.0 (1-CHs).
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6. Experimenteller Tell

IR (KBr):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3254 w, 3185 w, 3105 w, 3056 w, 2923 w, 2830 w,
1691 m, 1606 s, 1587 s, 1538 s, 1522 5, 1492 m, 1456 m, 1432
m, 1406 m, 1354 m, 1336 w, 1315w, 1258 s, 1156 w, 1055 w,
999 w, 962 w, 881 w, 833w, 777 m, 752 w, 737 w, 692 w.

m/z = 511, 509 [M+Na]"*, 489, 487 [M+H]".

m/z = 487.1640 [M+H]" (berechnet fir CuH24CINsO2"
487.1649).

tr (254 nm): 1.109 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.20
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6. Experimenteller Tell

N-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-

[1,2,4]triazepin-9-yl)-N-methylacetamid (31c)

C27H25CIN6O2
M = 500.99 g/mol

Nach AAV5 werden 9 mg (0.1 mmol) N-Methylacetamid zu 2 mg (2 mol %) Pdx(dba)s, 4 mg
(6 mol %) Xantphos, 51 mg (0.10 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-
methyl-4H-benzole][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin  (30) und 46 mg (0.14 mmol)
Casiumcarbonat zugegeben. AnschlieRend werden 0.5 mL 1,4-Dioxan zugefigt und die

Suspension 24 h bei 100 °C gerihrt. Nach Aufreinigung mittels S&ulenchromatographie
(100 % Dichlormethan bis Dichlormethan/Methanol 97:3) werden 28 mg (0.056 mmol, 56 %)
31c als brauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, CD2C|2):

13C-NMR

(100 MHz, CD:Cly):
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122.5 °C

8 (ppm) = 7.44 - 7.26 (m, 5H, 10-H, 3-H, 4-H, 5'-H, 6'-H), 7.24
(dd, 3] = 8.2 Hz, 7.6 Hz, 1H, 5”-H), 7.14 (dd, 3J = 8.4 Hz,
43 = 2.0 Hz, 1H, 8-H), 7.01 (m, 2H, 7-H 6-H), 6.96 (s, 1H, 2"'-
H), 6.81 (dd, 3J = 8.2 Hz, 4 = 2.2 Hz, 1H, 4"-H), 4.98 (bs, 2H,
1”-H), 3.75 (s, 3H, OCHs3), 3.32 (s, 3H, NCH3), 2.55 (s, 3H, 1-
CHs), 2.04 (s, 3H, CHsCO).

& (ppm) = 170.1 (C=0), 160.5 (C-6), 160.2 (C-3"), 160.0 (C-
3a), 148.6 (C-1), 147.3 (C-9), 139.4 (C-1""), 136.1 (C-1’), 135.2
(C-10a), 133.3 (C-2'), 131.9 (C-6'), 131.4 (C-4), 131.0 (C-7),
130.5 (C-3'), 129.6 (C-5"), 127.5 (C-5'), 125.1 (C-8), 121.6 (C-
6"), 121.1 (C-6a, C-10), 114.9 (C-2), 113.1 (C-4""), 58.0 (C-
1), 55.5 (OCHz), 37.6 (NCH3), 23.0 (CHsCO), 12.9 (1-CHs).



6. Experimenteller Tell

IR (Film):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™?) = 3061 w, 3003 m, 2934 w, 2836 w, 1667 s, 1607 s,
1573 w, 1537 m, 1524 m, 1500 m, 1455 m, 1435 m, 1377 m,
1350 m, 1266 m, 1156 m, 1138 m, 1002 w, 966 w, 900 w, 880
w, 838 w, 752 s, 692 w, 664 w.

miz = 525, 523 [M+Na]*, 503, 501 [M+H]*.

m/z = 501.1795 [M+H]* (berechnet fir Cy7H26CINsO2*
501.1806).

tr (254 nm): 0.900 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.32
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6. Experimenteller Tell

6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-amin (32)

C24H21CIN6O
M = 444.92 g/mol

Ein Schlenkkolben wird unter Stickstoffatmosphéare mit 46 mg (0.73 mmol) Kupferpulver und
185 mg (0.364 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo-
[e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (30) befillt. Dann werden 0.7 mL Dimethylacetamid,
gefolgt von 55 pL (0.91 mmol) 2-Aminoethanol und 97 pL (0.73 mmol) Trimethylsilylazid
zugesetzt. Die Suspension wird 1.5 h bei 95 °C gerthrt. Nach vollstandiger Umsetzung des
Arylbromids (DC-Kontrolle) wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur gekuihlt, mit
20 mL Ethylacetat versetzt, filtriert und anschlieBend nacheinander mit Wasser und
konzentrierter wassriger Ammoniaklésung gewaschen. Die wassrigen Phasen werden dreimal
mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie (100 % Ethylacetat bis
Ethylacetat/Methanol 90:10) aufgereinigt. Es werden 139 mg (0.312 mmol, 86 %) 32 als

farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 237.2°C
H-NMR 0 (ppm) =7.36 - 7.24 (m, 4H, 3’-H, 4’-H, 5'-H, 6’-H), 7.22 (dd,
(500 MHz, CD-Cl5): 3J=8.2 Hz, 7.5 Hz, 1H, 5"-H), 6.99 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, 6""-H),

6.96 - 6.95 (m, 1H, 2""-H), 6.79 (dd, 3J = 8.2 Hz, “J = 2.6 Hz,
1H, 4"-H), 6.72 (d, 3J = 8.5 Hz, 1H, 7-H), 6.57 (d, 4J = 2.3 Hz,
1H, 10-H), 6.51 (dd, 3J = 8.5 Hz, 4] = 2.3 Hz, 1H, 8-H), 5.06 (d,
2J = 15.1 Hz, 1H, 1”-CH,), 4.82 (d, 2J = 15.1 Hz, 1H, 1”-H),
4.40 (s, 2H, NHy), 3.75 (s, 3H, OCHs), 2.53 (s, 3H, 1-CHa).
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6. Experimenteller Tell

13C-NMR

(125 MHZ, CD2C|2)Z

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

5 (ppm) = 161.5 (C-6), 160.0 (C-3a, C-3"), 150.2 (C-1), 148.7
(C-9), 139.7 (C-1"), 136.7 (C-1’), 135.8 (C-10a), 133.5 (C-2)),
131.9 (C-6"), 131.5 (C-7), 130.9 (C-4), 130.3 (C-3'), 129.5 (C-
57, 127.2 (C-5'), 121.4 (C-6""), 119.3 (C-6a), 114.6 (C-2"),
113.1 (C-8), 113.0 (C-4"), 107.7 (C-10), 57.8 (C-1"), 55.5
(OCH3), 13.1 (1-CHa).

V (cm?) =3451 m, 3178 m, 2924 w, 1642 m, 1614 s, 1587 m,
1540 m, 1524 s, 1505 w, 1490 w, 1467 w, 1419 w, 1337 m,
1268 m, 1171 w, 1152 w, 1044 m, 872 w, 782 w, 754 w, 747
w, 730 w, 697 w, 646 w.

m/z = 467 [M+NaJ*, 447, 445 [M+H]*.

m/z = 445.1535 [M+H]* (berechnet fir CasH2CINsO*
445.1544).

tr (254 nm): 1.117 min, > 99 %.

R (CH2Clo/MeOH 95:5) = 0.22
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6. Experimenteller Tell

N-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)methansulfonamid (33a)

C25H23CINsO3S
M = 523.01 g/mol

50mg (0.11 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) und 0.5 mg (0.004 mmol) 4-DMAP werden in trockenem
Pyridin gel6st. Nach Zugabe von 14 pL (0.17 mmol) Methansulfonylchlorid wird die Lésung bei
Raumtemperatur 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 56 mg
(0.11 mmol, 96 %) 33a als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 169.6 °C
'H-NMR O (ppm) = 10.33 (s, 1H, NH), 7.55 (d, 4J = 2.2 Hz, 1H, 10-H),
(500 MHz, CD:Cly): 740 - 7.26 (m, 5H, 8-H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H), 7.15

(dd,3J = 8.2 Hz, 7.9 Hz, 1H, 5”-H), 6.98 - 6.90 (m, 3H, 7-H, 2"-
H, 6""-H), 6.74 (dd, 3J = 8.2 Hz, “J = 2.0 Hz, 1H, 4""-H), 5.03
(bs, 1H, 17-H), 4.89 (bs, 1H, 1"-CHz), 3.69 (s, 3H, OCHs3), 3.09
(s, 3H, SO,-CHs), 2.61 (s, 3H, 1-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 161.3 (C-6), 160.0 (C-3a, C-3"), 149.5 (C-1), 142.1

(125 MHz, CD.Cl>): (C-9), 139.1 (C-1"), 136.0 (C-1’), 135.2 (C-10a), 133.4 (C-2)),
132.0 (C-6), 131.4 (C-4’), 131.3 (C-7), 130.5 (C-3'), 129.6 (C-
57), 127.5 (C-5), 124.8 (C-6a), 121.4 (C-6"), 117.5 (C-8),
114.7 (C-2), 113.1 (C-10), 113.0 (C-4""), 57.8 (C-1"), 55.5
(OCHj), 40.6 (SO2-CHs), 12.8 (1-CHs).
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6. Experimenteller Tell

IR (KBr):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3442 w, 3056 w, 2926 w, 2834 w, 1615 s, 1528 s,
1491 m, 1435 m, 1399 w, 1326 s, 1265 m, 1155 s, 1039 m,
964 m, 876 w, 835w, 759 m, 751 m, 691 w, 517 m.

m/z = 525, 523 [M+H]", 447, 445.

miz = 523.1310 [M+H]* (berechnet fiir CosHz4CINsO3S*
523.1319).

tr (254 nm): 0.949 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.23
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6. Experimenteller Tell

N-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yNthiophen-2-sulfonamid (33b)

50mg (0.11 mmol)

C2sH23CINsO3S2
M = 591.10 g/mol

9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-

triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) und 0.5 mg (0.004 mmol) 4-DMAP werden in trockenem

Pyridin geldst. Nach Zugabe von 32 mg (0.17 mmol) 2-Thiophensulfonylchlorid wird die

Losung bei Raumtemperatur 16 h gertihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und

das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt.
Es werden 60 mg (0.120 mmol, 90 %) 33b als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6):

13C-NMR

(125 MHz, DMSO-D6):
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223.0°C

O (ppm) = 11.19 (s, 1H, NH), 7.98 (dd, 3J = 5.0 Hz,%J = 1.4 Hz,
1H, 5-H), 7.71 (dd, 4J = 3.8 Hz, 1.4 Hz, 1H, 3-H), 7.50 - 7.40
(m, 3H, 3”-H, 4”-H, 5”-H), 7.36 (d, J = 2.1 Hz, 1H, 10-H), 7.31
(dd, 3J = 7.2 Hz, 2J = 1.3 Hz, 1H, 6”-H), 7.23 (dd, 3J = 8.1 Hz,
7.8 Hz, 1H, 5""-H), 7.18 - 7.14 (m, 2H, 4-H, 8-H), 6.92 - 6.89
(m, 3H, 7*-H, 2"”-H, 6””-H), 6.83 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 2.4 Hz,
1H, 47”-H), 4.82 (bs, 2H, 1""-H), 3.68 (s, 3H, OCHs), 2.42 (s,
3H, 1-CHs).

5 (ppm) = 160.3 (C-6'), 159.0 (C-3""), 158.5 (C-3'a), 148.1 (C-
1), 140.6 (C-9’), 139.2 (C-2), 138.5 (C-1""), 135.2 (C-1"),
134.1 (C-5), 134.0 (C-10°a), 133.1 (C-3), 131.8 (C-2"), 131.3
(C-4”, C-6”), 130.6 (C-7’), 129.8 (C-3"), 129.1 (C-5""), 127.8
(C-4), 127.3 (C-5”), 123.9 (C-6'a), 120.7 (C-6""), 117.6 (C-8),



6. Experimenteller Tell

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

114.0 (C-2""), 112.9 (C-10’), 112.5 (C-4""), 56.6 (C-1""), 54.8
(OCHs), 12.1 (1-CHs).

¥ (cm™) = 3434 w, 3096 w, 3085 w, 3014 w, 2915 w, 2836 w,
2730w, 1614 s, 1603 s, 1536 s, 1525 s, 1494 m, 1466 w, 1437
m, 1401 m, 1344 s, 1329 m, 1267 m, 1225w, 1162 s, 1093 w,
1038 m, 1015 w, 967 w, 944 w, 898 w, 879 w, 856 w, 834 w,
789 m, 761 m, 732 m, 693 w, 591 m.

miz = 615, 613 [M+Na]*, 593, 591 [M+H]*.

m/z = 591.1031 [M+H]* (berechnet fur CazsH24CINeO3S,*
591.1040).

tr (254 nm): 0.949 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.23
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6. Experimenteller Tell

3-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)-1,1-dimethylharnstoff (33c)

C27H26CIN;O2
M = 516.00 g/mol

50mg (0.11 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) und 0.5 mg (0.004 mmol) 4-DMAP werden in 0.5 mL
trockenem Pyridin geldst. Anschliel3end werden 31 pL (0.34 mmol) Dimethylcarbamoylchlorid
zugesetzt. Das Gemisch wird 16 h bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend auf
gesattigte Kochsalzlésung gegeben. Das Gemisch wird dreimal mit je 30 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter Kochsalzlsung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des L&sungsmittels im
Vakuum wird das entstandene Rohprodukt mittels  Saulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 18 mg (0.037 mmol, 33 %) 33c als

oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 144.3 °C
'H-NMR O (ppm) = 7.96 (d, 4J = 2.1 Hz, 1H, 10-H), 7.38 - 7.28 (m, 3H,
(500 MHz, CD:Cly): 3-H, 4-H, 5'-H), 7.27 (dd, 3J = 7.4 Hz, 4 = 2.1 Hz, 1H, 6'-H),

7.20 (dd, 3J = 8.1 Hz, 7.8 Hz, 1H, 5""-H), 7.02 (dd, 3J = 8.6 Hz,
43 = 2.1 Hz, 1H, 8-H), 6.97 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, 6”’-H), 6.95 (s,
1H, NH), 6.93 (s, 1H, 2”-H), 6.83 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, 7-H),
6.78 (dd, 3J = 8.1 Hz, 4J = 2.5 Hz, 1H, 4”’-H), 4.93 (bs, 2H, 1”-
H), 3.73 (s, 3H, OCHs), 3.01 (s, 6H, N(CHs)2), 2.56 (s, 3H, 1-

CHs).
13C-NMR & (ppm) = 161.2 (C-6), 160.1 (C-3a), 160.0 (C-3"), 155.2
(125 MHz, CDCl>): (C=0), 149.1 (C-1), 143.3 (C-9), 139.6 (C-1""), 136.5 (C-1),

135.1 (C-10a), 133.4 (C-2’), 132.0 (C-6’), 131.1 (C-4’), 130.4
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6. Experimenteller Tell

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(C-3’), 130.3 (C-7), 129.5 (C-5), 127.4 (C-5), 123.4 (C-6a),
121.5 (C-6™"), 117.1 (C-8), 114.6 (C-2""), 113.1 (C-4"), 113.0
(C-10), 57.9 (C-1"), 5.5 (OCHs), 36.8 (N(CHs)2), 13.1 (1-CHs).
¥ (cm™) = 3425 m, 3057 w, 2933 w, 2834 w, 1675 s, 1614 m,
1596 s, 1534 s, 1518 s, 1437 m, 1405 m, 1325 m, 1265 m,
1229 m, 1168 m, 1038 m, 965 w, 879 w, 831 w, 776 w, 749 m,
691 w.

m/z = 518, 516 [M+H]".

m/z = 516.1904 [M+H]* (berechnet fir CxH27CIN;O2*
516.1915).

tr (254 nm): 1.127 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.21
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6. Experimenteller Tell

1-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)-3-ethylthioharstoff (33d)

C27H26CIN;OS
M = 532.06 g/mol

70mg (0.16 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) werden in 0.5 mL trockenem Dimethylsulfoxid geldst und mit
7 mg (0.2 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in Mineraldl versetzt. Dann werden
52 uL (0.56 mmol) Ethylisothiocyanat zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 5 h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend auf eine gesattigte Kochsalzlésung gegeben. Das
Gemisch wird dreimal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und lber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wird das entstandene Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden 23 mg
(0.042 mmol, 27 %) 33d als hellbrauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 188.9 °C
'H-NMR O (ppm) = 9.42 (s, 1H, Et-NH), 8.35 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 10-H),
(400 MHz, CDCly): 7.69 (s, 1H, 8-NH), 7.40 - 7.25 (m, 4H, 3’-H, 4-H, 5-H, 6’-H),

7.23 (dd, 3J = 8.6 Hz, 4J = 2.1Hz, 1H, 8-H), 7.18 (dd,
3 =8.3 Hz, 7.5 Hz, 1H, 5"’-H), 6.93 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, 6""-H),
6.90 (s, 1H, 2"’-H), 6.89 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, 7-H), 6.77 (ddd,
3J=8.3 Hz, 4J = 2.7 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4-H), 4.93 (bs, 2H, 1"-
H), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.68 - 3.61 (m, 1.6H, CH3CH--
Rotamer), 3.19 - 3.12 (m, 0.4H, CH3CH»-Rotamer) 2.63 (s, 3H,
1-CHs), 1.26 (t, 3J = 7.2 Hz, 2.4H, CH3CH.-Rotamer), 1.10 (t,
3) = 7.2 Hz, 0.6H, CH3;CH_-Rotamer).
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6. Experimenteller Tell

13C-NMR

(100 MHZ, CD2C|2)Z

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

o (ppm) = 180.7 (C=S), 161.3 (C-6), 160.0 (C-3"), 159.9 (C-
3a), 149.5(C-1), 143.2 (C-9), 139.1 (C-1""), 136.1 (C-1’), 134.3
(C-10a), 133.4 (C-2"), 131.9 (C-6’), 131.3 (C-4’), 130.5 (C-7, C-
3’), 129.6 (C-5), 127.4 (C-5),124.7 (C-6a), 121.4 (C-6™),
120.2 (C-8),116.0 (C-10), 114.7 (C-2’), 113.1 (C-4’"), 57.9 (C-
17), 55.5 (OCHz3), 40.0 (CH3CH»-Rotamer), 35.8 (CH3sCHa-
Rotamer), 15.7 (CHsCHz-Rotamer), 14.3 (CHs;CH.-Rotamer),
13.3 (1-CHg).

¥ (cm™) = 3423 w, 3269 w, 3056 w, 2968 w, 2927 w, 2834 w,
1615 s, 1537 s, 1492 m, 1436 m, 1413 w, 1356 m, 1329 m,
1265 s, 1155 m, 1037 m, 965 w, 875 w, 826 w, 776 w, 749 m,
689 w.

m/z = 554 [M+Na]*, 534, 532 [M+H]*.

m/z = 532.1676 [M+H]* (berechnet fir Cu7H27;CIN;OS*
532.1686).

tr (254 nm): 1.176 min, 97 %.

R (CH2Clo/MeOH 95:5) = 0.22
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1-(tert-Butyl)-3-(6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-9-y)harnstoff (33e)

C29H30CIN-O-
M = 544.06 g/mol

50mg (0.11 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) werden in 0.5 mL trockenem Dimethylsulfoxid geldst und mit
5mg (0.12 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in Mineral6l versetzt.
AnschlieRend werden 39 uL (0.34 mmol) tert-Butylisocyanat zugetropft. Die Losung wird 48 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
mit Hilfe der Sdulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) aufgereinigt. Es werden
60 mg (0.11 mmol, 99 %) 33e als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 275.2 °C
H-NMR O (ppm) = 8.72 (s, 1H, 9-NH), 7.91 (d, 4] = 1.9 Hz, 1H, 10-H),
(400 MHz, CDCly): 7.37-7.23(m, 4H, 3-H, 4-H, 5'-H, 6’-H), 7.20 (dd, 3J = 8.7 Hz,

43 =1.9 Hz, 1H, 8-H), 7.18 (dd, 3J = 8.1 Hz, 7.7 Hz, 1H, 5”-H),
6.93 (d, 3 = 7.7 Hz, 1H, 6""-H), 6.91 - 6.90 (m, 1H, 2""-H), 6.80
(d, 3 = 8.7 Hz, 1H, 7-H), 6.75 (dd, 3J = 8.1 Hz, “J = 2.1 Hz, 1H,
4-H), 5.91 (s, 1H, tBu-NH), 4.93 (bs, 2H, 1”-H), 3.69 (s, 3H,
OCHs), 2.62 (s, 3H, 1-CHs), 1.35 (s, 9H, C(CHa)s)

13C-NMR & (ppm) = 162.0 (C-6), 160.0 (C-3”), 159.8 (C-3a), 154.5

(100 MHz, CD,Cl.): (C=0), 149.5 (C-1), 144.7 (C-9), 139.1 (C-1""), 136.2 (C-1’),
134.4 (C-10a), 133.5 (C-2'), 131.9 (C-6'), 131.2 (C-4’), 130.7
(C-7), 130.4 (C-3'), 129.6 (C-5"), 127.4 (C-5'), 122.0 (C-6a),
121.3 (C-6™), 116.7 (C-8), 114.5 (C-2), 113.2 (C-4”), 111.7
(C-10), 57.9 (C-1"), 55.5 (OCHs), 51.0 (C(CHa)s), 29.3
(C(CHa)s), 13.1 (1-CHsa).
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IR (KBr):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3384 m, 2994 w, 2996 w, 2833 w, 1703 s, 1617 m,
1595 s, 1538 s, 1542 m, 1390 w, 1356 m, 1339 m, 1290 w,
1261 s, 1190 s, 1157 m, 1057 w, 1038 m, 875 w, 831 w, 776
m, 767 m, 748 w, 690 w.

m/z = 566 [M+Na]*, 546, 544 [M+H]*.

m/z = 544.2220 [M+H]* (berechnet fir CagH31CIN;O2*
544.2228).

tr (254 nm): 1.275 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.30
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1-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)-3-ethylharnstoff (33f)

C27H26CIN;O2
M = 516.00 g/mol

50mg (0.11 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) werden in 0.5 mL trockenem Dimethylsulfoxid geldst und mit
5 mg (0.1 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-Dispersion in Mineraldl versetzt. Dann werden
10 pL (0.12 mmol) Ethylisocyanat zugetropft. Die Suspension wird 24 h bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlielBend in gesattigte Kochsalzlésung gegeben. Das Gemisch wird dreimal
mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
und mit gesattigter Kochsalzldsung gewaschen, iUiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Mittels Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol
97:3) wird das Rohprodukt aufgereinigt und 21 mg (0.040 mmol, 35 %) 33f als farbloser
Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 287.9 °C
H-NMR O (ppm) = 8.73 (s, 1H, 9-NH), 7.95 (d, 4J = 2.1 Hz, 1H, 10-H),
(400 MHz, CDCly): 7.40 - 7.21 (m, 5H, 8-H, 3-H, 4’-H, 5-H, 6’-H), 7.18 (dd,

3J = 8.3 Hz, 7.4 Hz, 1H, 5""-H), 6.94 (d, 3] = 7.4 Hz, 1H, 6”'-H),
6.92 - 6.91 (m, 1H, 2"-H), 6.82 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, 7-H), 6.76
(ddd, 3 = 8.3 Hz, 4J = 2.7 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4"-H), 6.24 (1,
33 =5.5Hz, 1H, Et-NH), 4.94 (bs, 2H, 1"-H), 3.69 (s, 3H,
OCHs), 3.28 (qd, 3J = 7.2 Hz, 5.5 Hz, 2H, CH2-CHs), 2.59 (s,
3H, 1-CHs), 1.16 (t, 3J = 7.2 Hz, 3H, CH2-CHa).

13C-NMR & (ppm) = 161.8 (C-6), 160.1 (C-3”), 160.0 (C-3a), 155.4
(100 MHz, CD-Cl>): (C=0), 149.3 (C-1), 144.3 (C-9), 139.3 (C-1"), 136.4 (C-1’),
134.8 (C-10a), 133.5 (C-2'), 132.0 (C-6'), 131.2 (C-4’), 130.7
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IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(C-7), 130.4 (C-3'), 129.6 (C-5"), 127.3 (C-5'), 122.5 (C-6a),
121.3 (C-6”), 116.6 (C-8), 114.6 (C-2”), 113.2 (C-4”"), 111.9
(C-10), 57.9 (C-1"), 55.5 (OCHs), 35.4 (CH2-CHs), 15.7 (CH,-
CHs), 13.2 (1-CHa).

¥ (cm™) = 3335 w, 3054 w, 2969 w, 2972 w, 1690 s, 1595 s,
1531 s, 1492 m, 1437 m, 1407 w, 1335 w, 1264 m, 1228 s,
1150 w, 1039 m, 996, w, 966 w, 881 w, 835w, 778 m, 759 m,
733 m, 690 w.

m/z = 540, 538 [M+Na]*, 518, 516 [M+H]".

m/z = 516.1906 [M+H]* (berechnet fir CyH27CIN;O2*
516.1915).

tr (254 nm): 0.886 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.21
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1-((6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazol0[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin-9-yI))-biuret (339)

C26H23C|N803
M = 530.97 g/mol

50mg (0.11 mmol) 9-Amino-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-6-phenyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (32) werden in 2.0 mL trockenem Tetrahydrofuran und 0.1 mL
Dimethylsulfoxid gel6st und anschlielend mit 5 mg (0.1 mmol) einer 60 %igen Natriumhydrid-
Dispersion in Mineral6l versetzt. Dann werden 150 pL (1.12 mmol) Trimethylsilylisocyanat
zugetropft. Die Suspension wird 48 h auf 60 °C erwarmt. Anschlie3end wird das Losungsmittel
im Vakuum entfernt, 5.0 mL 4 M Salzsdure in 1,4-Dioxan zugegeben und 1.5h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der pH-Wert wird mittels 2 M Natronlauge auf 11 gebracht. Das
Gemisch wird dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Wasser, anschlielend mit gesattigter Kochsalzldsung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Mittels
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97:3) wird das Rohprodukt aufgereinigt und
23 mg (0.043 mmol, 38 %) 33g als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 169.4 °C

IH-NMR 10.47 (s, 1H, 1-NH), 9.08 (s, 1H, 3-NH), 7.94 (d, 4J = 2.1 Hz,

(400 MHz, DMSO-D6):  1H, 10-H), 7.50 - 7.44 (m, 2H, 3“-H, 4“-H), 7.46 - 7.39 (m, 1H,
5“H), 7.36 - 7.30 (m, 2H, 8-H, 6“H), 7.25 - 7.21 (dd,
3J = 8.3 Hz, 8.1 Hz, 1H, 5*“-H), 7.11 (s, 2H, 5-NH.), 6.96 - 6.88
(m, 3H, 7*-H, 2““-H, 6““-H), 6.82 (ddd, 3] = 8.3 Hz, 4] = 2.3 Hz,
1.4 Hz, 1H, 4““-H), 4.86 (s, 2H, 1“-H), 3.70 (s, 3H, OCHa),
2.51 (s, 3H, 1-CHa).

13C-NMR 160.4 (C-6"), 159.0 (C-3"), 158.6 (C-3'a), 155.0 (C-4), 152.0
(100 MHz, DMSO-D6):  (C-2), 148.2 (C-1'), 141.3 (C-9’), 138.6 (C-1""), 135.4 (C-17),
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IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

133.9 (C-10'a), 131.8 (C-2”), 131.3 (C-6"), 131.2 (C-4"), 130.0
(C-7"), 129.8 (C-3"), 129.1 (C-5""), 127.3 (C-5”), 122.8 (C-6'a),
120.6 (C-6""), 117.5 (C-8), 114.1 (C-2""), 112.5 (C-4""), 112.4
(C-10), 56.7 (C-1""), 54.8 (OCHs), 12.2 (1’-CHa).

¥ (cm™) = 3401 m, 3058 w, 2925 w, 2854 w, 1702 s, 1587 s,
1542 s, 1491 m, 1437 m, 1406 w, 1330 m, 1266 w, 1199 s,
1149 m, 1039 w, 964 w, 879 w, 833 w, 774 m, 750 m, 731 w,
691 w.

m/z = 555, 553 [M+Na]*, 533, 531 [M+H]".

m/z = 531.1651 [M+H]* (berechnet fir CasH24CINgOs*
531.1660).

tr (254 nm): 1.083 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.10
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3-(6-(2-Chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin-9-yl)-N,N-dimethylprop-2-in-1-amin (34)

C29H27CIN6O
M = 511.03 g/mol

Ein Schlenkkolben wird mit 4 mg (5 mol %) Pd(dppf)Cl., 4 mg (20 mol %) Cul und 51 mg
(0.120 mmol) 9-Brom-6-(2-chlorphenyl)-4-(3-methoxybenzyl)-1-methyl-4H-benzo[e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (30) unter Stickstoffatmosphare beflllt. 0.5 mL eines 1:1
Gemisches aus trockenem Tetrahydrofuran und Triethylamin sowie 24 pL (0.21 mmol) 1-
Dimethylamino-2-propin werden zugefiigt und die Suspension 1.5 h bei 60 - 70 °C gerthrt, bis
das Arylbromid vollstandig umgesetzt ist (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wird auf
Raumtemperatur gekihlt, auf Wasser gegossen und das Gemisch dreimal mit je 30 mL
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird nacheinander mit Wasser und gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 95:5) aufgereinigt. Es werden 31 mg (0.060 mmol, 60 %) 34 als

hellbrauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 142.2 °C

IH-NMR O (ppm) = 7.62 (s, 1H, 10-H), 7.48 - 7.30 (m, 5H, 8-H, 3"-H, 4'-
H, 5-H, 6-H), 7.23 (dd, 3J = 8.2 Hz, 7.6 Hz, 1H, 5”"-H), 7.01
(d, 33 = 8.1 Hz, 1H, 7-H), 6.97 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, 6""-H), 6.93
-6.92 (m, 1H, 2"’-H), 6.81 (dd, 3J = 8.2 Hz,J = 2.2 Hz, 1H, 4™"-
H), 4.96 (bs, 2H, 1”-H), 4.14 (s, 2H, N-CHy), 3.75 (s, 3H,
OCHsa), 2.91 (s, 6H, N(CHs)2), 2.68 (s, 3H, 1-CHa).

(400 MHz, CD:Cly):

13C-NMR 5 (ppm) = 160.6 (C-6), 160.0 (C-3™), 159.9 (C-3a), 149.0 (C-
1), 138.9 (C-1""), 135.6 (C-1’), 134.2 (C-10a), 133.2 (C-2),
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(100 MHz, CD,Cl»):

IR (KBF):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

132.0 (C-6'), 131.7 (C-4’), 131.4 (C-8), 131.0 (C-6a), 130.6 (C-
3), 130.2 (C-7), 129.7 (C-5"), 127.6 (C-5), 126.3 (C-10),
124.9 (C-9), 121.6 (C-6™), 114.9 (C-2”), 113.2 (C-4""), 88.7
(Ar-C=C-CHy), 80.5 (Ar-C=C-CHj), 58.0 (C-1"), 55.5 (OCHs),
47.6 (N-CHy), 42.3 (N(CHs),), 12.8 (1-CHa).

¥ (cm™) = 3059 w, 2924 w, 2558 w, 1609 s, 1560 w, 1535 m,
1523 s, 1491 m, 1437 s, 1400 w, 1349 w, 1320 m, 1265 s, 1156
m, 1039 m, 946 w, 901 w, 836 w, 774 m, 751 m, 731 w, 692 w,
642 w.

m/z = 513, 511 [M+H]".

m/z = 511.2008 [M+H]* (berechnet fir CagH2sCINsO*
511.2013).

tr (254 nm): 1.712 min, 95 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.13
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5-(4-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-5',6,7-trimethyl-1,3-dihydro-3'H-
spiro[thieno[2,3-e]-[1,2,4]triazepin-2,2'-[1,3,4]thiadiazol] (37)

C24H24CINsOS;
M= 498.06 g/mol

300 mg (0.679 mmol) 5-(4-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-1,3-dihydro-2H-
thieno[2,3-€][1,2,4]triazepin-2-thion (15) werden in 5.5 mL Tetrahydrofuran gelést und mit
165 pL (3.39 mmol) Hydrazin-Hydrat versetzt und 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand in 5.5 mL Ethylacetat geldst und
die Losung dreimal mit je 5 mL Wasser gewaschen. Anschlielend wird die organische Phase
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Zwischenprodukt wird in 3.5 mL Toluol gelést und mit 162 pL (0.882 mmol) Triethylorthoacetat
und 26 mg (0.136 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat versetzt. Das Gemisch wird 2.5 h
zum RuUckfluss erhitzt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt mittels S&ulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 3:1) aufgereinigt. Es
werden 163 mg (0.327 mmol, 48 %) 37 als hellgelber Feststoff erhalten.

IH-NMR 5 (ppm) = 11.24 (s, 1H, 3-NH), 7.30 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 2"

(500 MHz, CD,Cly): H, 6““-H), 7.27 - 7.20 (m, 4H, 2*-H, 3*"-H, 5*-H, 6"‘-H), 6.87 -
6.78 (m, 3H, 1-NH, 3““-H, 5““-H), 4.35 - 4.28 (m, 2H, 1°“-H),
3.76 (s, 3H, OCHs), 2.46 (d, 4J = 0.9 Hz, 3H, 7-CHs), 1.93 (d,
4J = 0.9 Hz, 3H, 6-CHs), 1.89 (s, 3H, 5'-CHs).

13C-NMR & (ppm) = 170.1 (Cspio), 159.1 (C-4""), 151.0 (C-5'), 137.2 (C-
(125 MHz, CD,Cl>): 7), 136.7 (C-4”), 136.5 (C-5), 134.2 (C-5a), 133.4 (C-1"), 133.2
(C-6), 131.9 (C-1""), 129.9 (C-2"", C-6""), 128.8 (C-2", C-6"),
126.8 (C-3”, C-5”), 126.0 (C-8a), 113.9 (C-3"", C-5""), 55.6
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(OCHs), 54.5 (C-1""), 14.0 (7-CHs), 12.8 (6-CHs), 12.2 (5"-

CHs).

HR-MS (ESI+): m/z = 498.1184 [M+H]" (berechnet fir CH25CIN5OS,*
498.1189)

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 3:1) = 0.25

177



6. Experimenteller Tell

5-(4-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-3H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazepin (39)

C24H24CIN30OS;
M = 470.05 g/mol

Far die S-Ethylierung des Thioharnstoffs 15 wird AAV6 befolgt. Dazu werden 1.25¢g
(2.83 mmol) 5-(4-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-1,3-dihydro-2H-thieno-
[2,3-e][1,2,4]triazepin-2-thion (15) in 8.5 mL trockenem Tetrahydrofuran geldst und 280 mg
(4.25 mmol) KOH und 343 uL (4.25 mmol) Ethyliodid zugegeben. Nach Aufreinigung des
Rohprodukts mittels Saulenchromatographie, werden 1.30 g (2.77 mmol, 98 %) 39 als gelber

Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 73.0-73.8°C
H-NMR 0 (ppm) =7.32 -7.27 (m, 4H, 3’-H, 5'-H, 2""’-H, 6"’-H), 7.18 (d,
(500 MHz,CDCly): 3 =8.7 Hz, 2H, 2’-H, 6’-H), 6.85 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3""-H, 5"’-

H), 4.79 (bs, 1H, 17-H), 4.57 (bs, 1H, 17-H), 3.78 (s, 3H, OCHs),
3.08 (g, 3J = 7.4 Hz, 2H, S-CHy), 2.25 (d, 5] = 0.8 Hz, 3H, 7-
CHs), 1.43 (d, 5] = 0.8 Hz, 3H, 6-CHs), 1.33 (t, 3J = 7.4 Hz, 3H,

CHo-CHa).
13C-NMR 5 (ppm) = 164.1 (C-5), 162.4 (C-2), 159.2 (C-4”"), 158.5 (C-
(125 MHz, CD:Cl,): 8a), 136.1 (C-4’), 134.9 (C-1’), 130.9 (C-2', C-6’), 130.3 (C-2",

C-6"), 130.0 (C-7), 129.7 (C-1""), 128.8 (C-3, C-5), 128.2 (C-
5a), 127.3 (C-6), 113.9 (C-3", C-5""), 56.3 (C-1"), 55.6 (OCHs),
27.3 (S-CHo), 14.2 (6-CHs), 14.0 (CH,-CHs), 13.1 (7-CHa).
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IR (Film):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3033 w, 2961 w, 2927 m, 2834 w, 1909 w, 1612 w,
1587 m, 1534 s, 1512 s, 1465 s, 1357 w, 1302 m, 1247 s, 1172
m, 1148 w, 1088 m, 1063 w, 1036 w, 1011 w, 829 m, 754 m.

miz = 472, 470 [M+H]".

m/z = 470.1119 [M+H]* (berechnet fiir CzsH24CIN3OS,*
470.1128).

t, (254 nm): 11.368 min, 91 %.

R: (Isohexan/Ethylacetat 20:1) = 0.19
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5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-3H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazepin (40)

C24H24CIN30OS>
M = 470.05 g/mol

Die S-Alkylierung des Thioharnstoffs 16 erfolgt nach AAV6. Dazu werden in 6.5 mL trockenem
Tetrahydrofuran 950 mg (2.15 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-6,7-dimethyl-
1,3-dihydro-2H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin-2-thion (16) geldst und 213 mg (3.23 mmol)
Kaliumhydroxid sowie 260 pL (3.23 mmol) Ethyliodid zugesetzt. Nach Aufreinigung mittels

Saulenchromatographie werden 876 mg (1.86 mmol, 87 %) 40 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CD2C|2):

13C-NMR

(125 MHz, CD:Cly):

IR (KBr):

180

115.2-116.0°C

5 (ppm) = 7.34 - 7.28 (m, 4H, 3-H, 4-H, 2""-H, 6""-H), 7.26 -
7.18 (m, 1H, 5-H), 7.04 - 6.97 (m, 1H, 6-H), 6.86 (d,
3J = 8.7 Hz, 2H, 3"-H, 5""-H), 4.68 (bs, 2H, 1”-H), 3.80 (s, 3H,
OCHs), 3.11 (g, 3J = 7.4 Hz, 2H, S-CH>), 2.20 (d, 5] = 0.8 Hz,
3H, 7-CHs), 1.35 (t, 3 = 7.4 Hz, 3H, CH.,CHs), 1.31 (d,
5J = 0.8 Hz, 3H, 6-CHa).

5 (ppm) = 163.5 (C-5), 160.9 (C-2), 159.3 (C-4”"), 157.9 (C-
8a), 135.7 (C-1), 133.7 (C-2’), 132.2 (C-6"), 130.8 (C-4'), 130.4
(C-2”, C-6""), 130.1 (C-3’), 130.0 (C-7), 129.8 (C-1""), 128.8
(C-5a), 127.1 (C-5'), 126.9 (C-6), 113.9 (C-3"", C-5”"), 56.3 (C-
1), 55.6 (OCHg), 27.4 (S-CH), 14.0 (CH,CHj), 13.0 (7-CHa),
12.9 (6-CHs).

V (cm™) = 3058 w, 2960 m, 2927 m, 2835 w, 1879 w, 1611 w,
1574 w, 1530 s, 1508 s, 1461 s, 1431 m, 1365w, 1301 w, 1243
s,1171m, 1082 s, 1031 m, 1003 m, 812 m, 763 m, 707 w.



6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 472, 470 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 470.1121 [M+H]" (berechnet fiir CasH25CIN3OS,*
470.1128).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 7.679 min, 90 %.

DC: R: (Isohexan/Ethylacetat 95:5) = 0.33
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin
(41)

C16H14CINsS
M = 343.83 g/mol

Die Entschitzung des Triazolotriazepins erfolgt nach AAV7. 260 mg (0.560 mmol) 4-(4-
Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]-
triazepin (17) und 120 pL (1.12 mmol) Anisol werden in 2.5 mL HBr-Losung 33 Gew.% in
Eisessig gel6st. Nach Aufreinigung werden 175 mg (0.510 mmol, 91 %) 41 als farbloser

Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 235.5 - 237.3 °C (Lit.: 247 °C)°8!

IH-NMR 5 (ppm) = 8.12 (s, 1H, NH), 7.43 (d, 3] = 8.7 Hz, 2H, 2'-H, 6-

(400 MHz, CD,Cly): H), 7.37 (d, 3 = 8.7 Hz, 2H, 3"-H, 5-H), 2.59 (s, 3H, 9-CHs),
2.35 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs), 1.56 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-
CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.2 (C-4), 157.5 (C-6a), 148.3 (C-9), 136.4 (C-4"),

(100 MHz, CD.Cly): 135.2 (C-1"), 133.3 (C-9b), 131.1 (C-3), 131.0 (C-2), 130.1 (C-

3a), 130.0 (C-2', C-6), 129.1 (C-3’, C-5), 14.5 (3-CHs), 13.3
(2-CH3), 12.5 (9-CHs).

IR (Film): V (cm™) = 3239 m, 3168 m, 3083 m, 3007 m, 2964 m, 1612 m,
1593 m, 1570 s, 1547 s, 1512 w, 1488 m, 1417 s, 1381 w, 1267
w, 1175w, 1090 s, 1013 m, 962 w, 932 w, 837 m, 811 w, 753
S.

MS (ESI+): m/z = 346, 340 [M+H]".
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6. Experimenteller Tell

HR-MS (ESI+): m/z = 344.0729 [M+H]" (berechnet fir CisHi5CINsS*
344.0737).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.315 min, > 99 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 97.5:2.5) = 0.27
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6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin
(42)

C16H14CINsS
M = 343.83 g/mol

Die Entschiutzung des Triazolothienotriazepins erfolgt nach AAV7. Hierzu werden 360 mg
(0.776 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (18) und 170 uL (1.55 mmol) Anisol in 3.5 mL einer 33%igen
Bromwasserstofflésung in Eisessig geldst. Nach Aufreinigung werden 239 mg (0.695 mmol,
90 %) 42 als hellbeiger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 232.6 - 234.3°C
'H-NMR O (ppm) = 8.48 (s, 1H, NH), 7.48 (d, 33 = 7.2 Hz, 1H 6’-H), 7.42
(400 MHz, CD:Cly): - 7.30 (m, 3H, 3-H, 4’-H, 5’-H), 2.58 (s, 3H, 9-CHjs), 2.30 (d,

®J = 0.9 Hz, 3H, 2-CHj3), 1.45 (d, °J = 0.9 Hz, 3H, 3-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 159.4 (C-4), 157.4 (C-6a), 148.2 (C-9), 135.9 (C-1"),

(100 MHz, CD,Cl>): 133.1 (C-2"), 133.0 (C-9b), 131.9 (C-6"), 131.1 (C-4’), 130.9 (C-
2), 130.5 (C-3"), 130.0 (C-3), 129.5 (C-3a), 127.5 (C-5'), 13.3
(3-CHa), 13.1 (2-CHs), 12.7 (9-CH).

IR (Film): V (cm™) =3238 m, 3191 m, 2965 m, 2926 m, 1612 m, 1568 m,
1550 s, 1470 w, 1435 m, 1416 s, 1381 w, 1289 w, 1244 w,
1216 w, 1065 m, 1035 m, 930 w, 809 w, 756 s, 740 m.

MS (ESI+): m/z = 346, 344 [M+H]".
HR-MS (ESI+): m/z = 344.0729 |[M+H]" (berechnet fir CisH15CINsS*
344.0737).
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6. Experimenteller Teil

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.192 min, > 99 %.

DC: Rr (CH,Clo/MeOH 95:5) = 0.23
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(4-nitrobenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin (43a)

C23H19CIN6O2S
M = 478.95 g/mol

Nach AAV8 werden 94 mg (0.35 mmol) 4-Nitrobenzylbromid in 1.0 mL Tetrahydrofuran gelost
und zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(4-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-
thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (41) sowie 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-
Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung
des Rohprodukts werden 45 mg (0.094 mmol, 65 %) 43a als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 127.5 - 130.2°C
IH-NMR 5 (ppm) = 8.18 (d, %) = 8.8 Hz, 2H, 3"-H, 5”-H), 7.62 (d,
(400 MHz, CD,Cly): 3) = 8.8 Hz, 2H, 2”-H, 6”"-H), 7.32 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3-H, 5"

H), 7.26 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 2"-H, 6'-H), 5.20 (d, 2J = 14.7 Hz,
1H, 17-H), 4.98 (d, 2J = 14.7 Hz, 1H, 1”-H), 2.59 (s, 3H, 9-CH),
2.38 (d, 53 = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs), 1.55 (d, 5 = 0.9 Hz, 3H, 3-

CHa).
13C-NMR 5 (ppm) = 161.1 (C-4), 158.9 (C-6a), 148.4 (C-9), 147.6 (C-
(100 MHz, CD-Cl>): 4”), 145.5 (C-1""), 136.7 (C-4), 134.6 (C-1’), 133.7 (C-9D),

131.0 (C-2), 130.8 (C-3), 130.1 (C-2', C-6"), 130.0 (C-2", C-
6"), 129.2 (C-3a), 129.1 (C-3, C-5), 123.8 (C-3", C-5”), 57.2
(C-1"), 14.3 (3-CHs), 13.2 (2-CHs), 12.5 (9-CHa).

IR (KBr): ¥ (cmY) = 3075 w, 2968 m, 2924 m, 2857 w, 1595 w, 1566 w,

1521 s, 1489 m, 1425 m, 1344 s, 1176 w, 1091 m, 1014 m,
962 w, 838 m, 754 m, 664 w.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 481, 479 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 479.1048 [M+H]" (berechnet fiir Ca3H20CINsO2S*
479.1057).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.051 min, 88 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.39
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(4-iodbenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin (43b)

C23H19CIINsS
M = 559.85 g/mol

Nach AAV8 werden 129 mg (0.345 mmol) 4-lodbenzylbromid in 1.0 mL Tetrahydrofuran gelost
und zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(4-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-
thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (41) sowie 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-
Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung
werden 43 mg (0.077 mmol, 53 %) 43b als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 105.4 - 107.1 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.66 (d, 3 = 8.4 Hz, 2H, 3"-H, 5”-H), 7.33 (d,
(500 MHz, CD,Cly): 3) = 8.8 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.28 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 2"-H, 6"

H), 7.20 (d, 3J = 8.4 Hz, 2H, 2"-H, 6""-H), 5.04 (d, 2] = 14.2 Hz,
1H, 17-H), 4.79 (d, 2] = 14.2 Hz, 1H, 1”-H), 2.58 (s, 3H, 9-CH),
2.36 (d, 53 = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs), 1.54 (d, 5J = 0.8 Hz, 3H, 3-

CHa).
13C-NMR 5 (ppm) = 160.7 (C-4), 159.1 (C-6a), 148.3 (C-9), 137.7 (C-3”,
(100 MHz, CD-Cl>): C-5"), 137.6 (C-1""), 136.6 (C-4'), 134.8 (C-1"), 133.7 (C-9b),

131.5 (C-2”, C-6”), 130.8 (C-2), 130.7 (C-3), 130.1 (C-2, C-
6'), 129.3 (C-3a), 129.1 (C-3', C-5'), 93.0 (C-4"), 57.4 (C-1"),
14.3 (3-CHs), 13.2 (2-CHs), 12.5 (9-CHs).

IR (Film): ¥ (cm) = 3059 w, 2968 m, 2923 m, 2860 w, 1904 w, 1590 m,

1567 m, 1536 s, 1485 s, 1423 s, 1400 w, 1279w, 1216 w, 1091
m, 1008 m, 962 w, 900 w, 837 m, 798 w, 754 s.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 562, 560 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 560.0164 [M+H]* (berechnet fir Ca3H19CIINsS*
560.0173).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.621 min, 89 %.

DC: Rt (CH2Clz/MeOH 95:5) = 0.40
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(3-chlorbenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (43c)

C23H16CloNsS
M = 468.40 g/mol

Nach AAV8 werden 57 pL (0.35 mmol) 3-Chlorbenzylbromid zu einer Suspension aus 50 mg
(0.15 mmol)  4-(4-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]tri-
azepin (41), 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineraldl) und 1.0 mL
Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung werden 43 mg (0.092 mmol, 61 %) 43c als

farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 226.5 - 228.5 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.43 (s, 1H, 2""-H), 7.38 - 7.21 (m, 7H, 2"-H, 3-H, 5"
(500 MHz, CD,Cly): H, 6-H, 4”-H, 5-H, 6”’-H), 5.08 (d, 2J = 14.2 Hz, 1H, 1"-H),

4.83 (d, 2 = 14.2 Hz, 1H, 1”-H), 2.58 (s, 3H, 9-CHs), 2.37 (d,
5J = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs), 1.55 (d, 5J = 0.8 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.8 (C-4), 159.1 (C-6a), 148.3 (C-9), 140.1 (C-

(125 MHz, CD.Cl.): 1”), 136.6 (C-4’), 134.8 (C-1'), 134.3 (C-3"), 133.7 (C-9D),
130.9 (C-2), 130.8 (C-3), 130.1 (C-2,, C-6"), 130.0 (C-5"),
129.4 (C-2""), 129.3 (C-3a), 129.1 (C-3', C-5'), 127.7 (C-6"),
127.6 (C-2""), 57.4 (C-1”), 14.3 (3-CHs), 13.2 (2-CH3), 12.5 (9-
CHa).

IR (Film): V (cm™) = 3066 w, 2972 m, 2924 m, 2861 w, 2478 w, 1911 w,
1660 w, 1595 m, 1567 m, 1538 s, 1489 m, 1424 s, 1382 w,
1345w, 1279 w, 1215 m, 1092 s, 1014 m, 962 w, 902 w, 837
m, 754 s, 682 m, 665 m.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 470, 468 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 468.0808 [M+H]" (berechnet fir CzH20CIloNsS*
468.0816).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.104 min, 85 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.35
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(3-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (43d)

C24H22CINsOS
M = 463.98 g/mol

Nach AAV8 werden 61 pL (0.35 mmol) 3-Methoxybenzylbromid zu einer Suspension aus
50 mg (0.15 mmol) 4-(4-Chlorophenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin (41), 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und
1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung werden 43 mg (0.094 mmol, 63 %) 43d

als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 95.5-98.5°C
'H-NMR 0 (ppm) =7.35-7.29 (m, 4H, 2’-H, 3’-H, 5-H, 6’-H), 7.24 (dd,
(400 MHz, CD:Cly): 3J=8.2 Hz, 7.6 Hz, 1H, 57-H), 7.01 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, 6"’-H),

6.98 - 6.97 (m, 1H, 2""-H), 6.80 (ddd, 3J = 8.2 Hz, 4J = 2.7 Hz,
1.0 Hz, 1H, 4"*-H), 5.10 (d, 2J = 14.2 Hz, 1H, 1”-H), 4.82 (d,
2J = 14.2 Hz, 1H, 17-H), 3.76 (s, 3H, OCH3), 2.58 (s, 3H, 9-
CHs), 2.36 (d, 5 = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs), 1.55 (d, 5] = 0.8 Hz, 3H,

3-CHs).
13C-NMR o (ppm) = 160.5 (C-4), 160.0 (C-3""), 159.3 (C-6a), 148.2 (C-
(100 MHz, CDCly): 9), 139.5 (C-1"), 136.5 (C-4’), 134.9 (C-1’), 133.7 (C-9b),

130.8 (C-2), 130.7 (C-3), 130.1 (C-2’, C-6’), 129.6 (C-57),
129.4 (C-3a), 129.1 (C-3, C-5), 121.5 (C-6""), 114.6 (C-2"),
113.0 (C-4""), 57.9 (C-1"), 55.5 (OCH3s), 14.3 (3-CHs), 13.2 (2-
CHs), 12.5 (9-CHa).
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6. Experimenteller Tell

IR (Film):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3427 m, 2996 w, 2922 m, 2834 w, 1587 s, 1566 m,
1535s, 1489 s, 1421 s, 1319w, 1265 s, 1091 m, 1044 m, 1013
m, 962 w, 837 m, 786 w, 736 w, 692 w, 603 w.

m/z = 466, 464 [M+H]".

m/z = 464.1303 [M+H]* (berechnet fur Cz4H23CINSOS*
464.1312).

tr (254 nm): 2.159 min, 91 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.36
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(3,5-dimethoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-€e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (43e)

C25H24CINsO2S
M = 494.01 g/mol

Nach AAV8 werden 101 mg (0.345 mmol) 3,5-Dimethoxybenzylbromid in 1.0 mL
Tetrahydrofuran gelést und zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(4-Chlorphenyl)-
2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin  (41), 6 mg (0.2 mmol)
Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineraldl) sowie 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft.

Nach Aufreinigung werden 53 mg (0.11 mmol, 78 %) 43e als helloranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 105.5 - 106.5 °C
IH-NMR 8 (ppm) = 7.35 - 7.31 (m, 4H, 2-H, 3"-H, 5'-H, 6"-H), 6.57 (d,
(400 MHz, CD,Cly): 43 = 2.2 Hz, 2H, 2-H, 6”-H), 6.36 (1, *J = 2.2 Hz, 1H, 4”-H),

5.07 (d, 2J = 14.3 Hz, 1H, 17-H), 4.79 (d, 2] = 14.3 Hz, 1H, 1"-
H), 3.74 (s, 6H, 3”-OCH3 5"’-OCHs), 2.58 (s, 3H, 9-CH3), 2.36
(d, 53 = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs), 1.56 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 161.2 (C-3”", C-5""), 160.6 (C-4), 159.3 (C-6a), 148.2

(100 MHz, CD,Cl>): (C-9), 140.3 (C-1""), 136.6 (C-4’), 134.9 (C-1’), 133.8 (C-9b),
130.9 (C-2), 130.7 (C-3), 130.1 (C-2’, C-6'), 129.4 (C-3a),
129.1 (C-3', C-5), 106.8 (C-2”", C-6""), 99.5 (C-4™"), 57.9 (C-
17), 55.6 (3"-OCHa, 5”-OCHs), 14.3 (3-CHs), 13.2 (2-CHa),
12.5 (9-CHs).

IR (KBr): ¥ (cm) = 3000 m, 2960 m, 2932 m, 2838 w, 1597 s, 1537 m,
1461 m, 1428 m, 1361 w, 1204 s, 1154 s, 1091 m, 1067 m,

962 w, 837 m, 755 s, 665 w.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 496, 494 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 494.1408 [M+H]" (berechnet fiir CasH25CINsO2S*
494.1418).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.066 min, 93 %.

DC: Rt (CH2Clz/MeOH 95:5) = 0.40
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6. Experimenteller Tell

4-(4-Chlorphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (43f)

C26H26CINsO3S
M = 524.04 g/mol

Nach AAV8 werden 95 mg (0.35 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzylbromid geldst in 1.0 mL
Tetrahydrofuran und zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(4-Chlorphenyl)-2,3,9-
trimethyl-6H-thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (41), 6 mg (0.2 mmol)
Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineraldl) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach
Aufreinigung werden 55 mg (0.10 mmol, 72 %) 43f als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 110.3 - 111.7 °C °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.35 - 7.31 (m, 4H, 2-H, 3-H, 5-H, 6"-H), 6.67 (s,
(500 MHz, CD,Cly): 2H, 2""-H, 6”"-H), 5.06 (d, 2J = 14.3 Hz, 1H, 1”-H), 4.80 (d,

2J = 14.3 Hz, 1H, 1”-H), 3.78 (s, 6H, 3""-OCH3,5""-OCHs), 3.75
(s, 3H, 4"-OCHs), 2.59 (s, 3H, 9-CHs), 2.36 (d, %J = 0.9 Hz, 3H,
2-CHs), 1.55 (d, J = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.6 (C-4), 159.3 (C-6a), 153.5 (C-3"”, C-5""), 148.2

(125 MHz, CD,Cl.): (C-9), 137.4 (C-4™), 136.6 (C-4’), 134.8 (C-1’), 133.8 (C-9b),
133.6 (C-1"), 130.9 (C-2), 130.6 (C-3), 130.1 (C-2’, C-6),
129.4 (C-3a), 129.1 (C-3’, C-5), 106.0 (C-2”", C-6"), 60.8 (4”-
OCH3), 57.9 (C-1”), 56.3 (3""-OCHs, 5”-OCHs), 14.3 (3-CHs),
13.2 (2-CHs), 12.5 (9-CHs).

IR (Film): ¥ (cm™) = 3006 m, 2961 m, 2935 m, 2838 w, 1592 s, 1566 m,

1536 m, 1507 m, 1461 m, 1421 s, 1361 w, 1329 m, 1234 s,
1127 s, 1013 m, 962 w, 838 m, 754 s, 665 w.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 526, 524 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 524.1514 [M+H]" (berechnet fiir CusH27CINsO3S*
524.1523).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.709 min, 99 %.

DC: Rt (CH2Clz/MeOH 95:5) = 0.40
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6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-nitrobenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin (44a)

C23H19CIN6O2S
M = 478.95 g/mol

Nach AAV8 werden 94 mg (0.35 mmol) 4-Nitrobenzylbromid gel6st in 1.0 mL Tetrahydrofuran
zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-
e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (18), 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig
in Mineraldl) in 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung werden 43 mg

(0.090 mmol, 62 %) 44a als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 117.6 - 119.4°C
H-NMR O (ppm) = 8.20 (d, 3J = 8.8 Hz, 2H, 3""-H, 5-H), 7.65 (d,
(400 MHz, CDCl,): 3J =8.8 Hz, 2H, 2""-H, 6-H), 7.36 - 7.32 (m, 2H, 3’-H, 4’-H),

7.26 (ddd, 3J = 7.5 Hz, 5.2 Hz, 4J = 3.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.11 (d,
3J = 7.5 Hz, 1H, 6"-H), 5.09 (bs, 2H, 1”-H), 2.60 (s, 3H, 9-CHs),
2.33 (d, 53 = 0.9 Hz, 3H, 2-CHa), 1.44 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-

CHs).
13C-NMR 5 (ppm) = 160.5 (C-4), 158.7 (C-6a), 148.5 (C-9), 147.6 (C-
(100 MHz, CD,Cly): 4), 145.6 (C-1"), 135.2 (C-1'), 133.6 (C-9h), 133.2 (C-2),

131.7 (C-6’), 131.3 (C-4’), 130.7 (C-3a), 130.6 (C-3"), 130.2 (C-
2", C-6™"), 130.0 (C-2), 129.6 (C-3), 127.4 (C-5'), 123.8 (C-3",
C-5"), 57.3 (C-1"), 13.1 (3-CHs, 2-CHs), 12.7 (9-CHs).

IR (Film): ¥ (cm) = 3073 w, 2963 m, 2924 m, 1591 w, 1566 w, 1520 s,
1427 m, 1344 s, 1108 w, 1039 w, 963 w, 856 w, 757 m.

MS (ESI+): miz = 481, 479 [M+H]".
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6. Experimenteller Teil

HR-MS (ESI+): m/z = 479.1047 [M+H]" (berechnet fiir Ca3H20CINsO2S*
479.1057).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.740 min, 91 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 95:5) = 0.42
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6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-iodbenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin (44b)

C23H19CIINsS
M = 559.85 g/mol

Nach AAV8 werden 129 mg (0.345 mmol) 4-lodbenzylbromid geldst in 1.0 mL Tetrahydrofuran
und zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-
thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin  (18), 6mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-
Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung
werden 70 mg (0.13 mmol, 86 %) 44b als helloranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 118.9-120.3°C
'H-NMR O (ppm) = 7.67 (d, 3J = 8.3 Hz, 2H, 3"-H, 5"’-H), 7.36 - 7.32
(400 MHz, CD:Cly): (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.30 - 7.25 (m, 1H, 5-H), 7.23 (d,

3J = 8.0 Hz, 2H, 6-H), 7.17 (d, 3J = 8.3 Hz, 1H, 2""-H, 6""-H),
4.92 (bs, 2H, 17-H), 2.58 (s, 3H, 9-CHs), 2.31 (d, 5J = 0.9 Hz,
3H, 2-CHs), 1.42 (d, 5] = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.1 (C-4), 158.8 (C-6a), 148.3 (C-9), 137.7 (C-

(100 MHz, CD.Cl>): 1), 137.6 (C-3", C-5""), 135.4 (C-1’), 133.5 (C-9b), 133.2 (C-
2), 131.8 (C-6"), 131.6 (C-2", C-6"), 131.2 (C-4’), 130.7 (C-
3a), 130.5 (C-3'), 129.9 (C-2), 129.7 (C-3), 127.4 (C-5'), 93.0
(C-4), 57.4 (C-1”), 13.1 (2-CHs, 3-CH3), 12.6 (9-CHa).

IR (Film): v (cm) = 3059 w, 2966 m, 2922 m, 2860 w, 1590 m, 1567 m,
1536 s, 1484 m, 1424 s, 1401 w, 1290 w, 1215 s, 1070 w, 1038
m, 1007 m, 962 w, 903 w, 799 w, 754 s.

MS (ESI+): m/z = 562, 560 [M+H]".
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HR-MS (ESI+): m/z = 560.0164 [M+H]* (berechnet flr Ca3H20CIINsS*
560.0173).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.901 min, 88 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 95:5) = 0.42
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4-(2-Chlorphenyl)-6-(3-chlorbenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (44c)

C23H16CloNsS
M = 468.40 g/mol

Nach AAVS8 werden 57. pL (0.35 mmol) 3-Chlorbenzylbromid zu einer Suspension aus 50 mg
(0.15 mmol)  4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]tri-
azepin (18), 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineraldl) und 1.0 mL
Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung werden 50 mg (0.11 mmol, 73 %) 44c als
helloranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 101.0- 103.0 °C
'H-NMR 0 (ppm) =7.46 (s, 1H, 2’-H), 7.38 - 7.24 (m, 6H, 3'-H, 4’-H, 5'-
(400 MHz, CDCl»): H, 4-H, 5-H, 6’-H), 7.16 (d, *J = 7.7 Hz, 1H, 6’-H), 4.96 (bs,

2H, 17-H), 2.59 (s, 3H, 9-CHs), 2.32 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs),
1.44 (d, 3 = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.2 (C-4), 158.8 (C-6a), 148.3 (C-9), 140.0 (C-
(100 MHz, CD.Cl.): 17), 135.4 (C-1’), 134.2 (C-3"), 133.6 (C-9b), 133.2 (C-2),
131.8 (C-6'), 131.2 (C-4’), 130.7 (C-3a), 130.6 (C-3"), 130.0 (C-
2),129.9 (C-5"), 129.7 (C-3), 129.6 (C-2""), 127.9 (C-5), 127.7
(C-6"), 127.4 (C-4""), 57.4 (C-17), 13.1 (2-CH3), 13.0 (3-CHa),

12.7 (9-CHs).

IR (Film): V (cm™) = 3061 w, 2965 m, 2924 m, 1591 m, 1567 m, 1536 s,
1475 m, 1425 s, 1381 w, 1290 w, 1077 w, 1038 m, 963 w, 903
w, 868 w, 754 s.

MS (ESI+): m/z = 470, 468 [M+H]".
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6. Experimenteller Tell

HR-MS (ESI+): m/z = 468.0808 [M+H]" (berechnet fir CaH20CINsS*
468.0816).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.429 min, 94 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 95:5) = 0.45
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4-(2-Chlorphenyl)-6-(3-methoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-

[3,4-c][1,2,4]triazepin (44d)

C24H22CINsOS
M = 463.98 g/mol

Nach AAV8 werden 61 pL (0.35 mmol) 3-Methoxybenzylbromid zu einer Suspension aus
50 mg (0.15 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c]-
[1,2,4]triazepin (18), 6 mg (0.2 mmol) Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und

1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach Aufreinigung werden 58 mg (0.13 mmol, 86 %) 44d

als helloranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, CD2C|2):

13C-NMR

(100 MHz, CD:Cly):

204

77.3-81.4°C

0 (ppm) = 7.36 - 7.32 (m, 2H, 3’-H, 5’-H), 7.29 - 7.21 (m, 2H,
4'-H, 5"-H), 7.19 (d, %) = 6.9Hz, 1H, 6-H), 7.03 (ddd,
3J=7.6Hz, 4J = 1.7 Hz, 1.0 Hz, 1H, 6"’-H), 7.00 (ddd, 1H,
4) =2.7 Hz, 1.7 Hz, ®J = 0.6 Hz, 2"’-H), 6.81 (ddd, 3J = 8.2 Hz,
4)=2.7 Hz, 1.0 Hz, 1H, 4"’-H), 4.96 (bs, 2H, 1”-H), 3.77 (s, 3H,
OCHs), 2.58 (s, 3H, 9-CHg), 2.31 (d, J = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs),
1.43 (d, °J = 0.8 Hz, 3H, 3-CHg).

5 (ppm) = 160.0 (C-3"), 159.9 (C-4), 159.0 (C-6a), 148.2 (C-
9), 139.5 (C-1"), 135.5 (C-1)), 133.5 (C-9h), 133.2 (C-2)),
131.9 (C-6"), 131.2 (C-4’), 130.6 (C-3a), 130.5 (C-3'), 129.9 (C-
3), 129.8 (C-2), 129.5 (C-5""), 127.4 (C-5'), 121.6 (C-6"), 114.8
(C-2"), 113.1 (C-4""), 57.9 (C-1”), 55.5 (OCHa), 13.1 (2-CHa),
13.0 (3-CHa), 12.6 (9-CHs).



6. Experimenteller Tell

IR (Film):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

V (cm™) = 3058 w, 2961 m, 2923 m, 2834 w, 1587 m, 1566 m,
1536 s, 1490 m, 1424 s, 1320 w, 1289 m, 1265 s, 1156 m,
1039 s, 963 w, 905 w, 750 s, 692 m.

m/z = 466, 464 [M+H]".

m/z = 464.1303 [M+H]* (berechnet fur Cz4H23CINSOS*
464.1312).

tr (254 nm): 1.816 min, 88 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.40
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4-(2-Chlorphenyl)-6-(3,5-dimethoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-€e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (44e)

C25H24CINsO2S
M = 494.01 g/mol

Nach AAV8 werden 101 mg (0.345 mmol) 3,5-Dimethoxybenzylbromid geldst in 1.0 mL
Tetrahydrofuran zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-
trimethyl-6H-thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (18), 6 mg (0.2 mmol)
Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach

Aufreinigung werden 43 mg (0.087 mmol, 59 %) 44e als helloranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 89.2-91.3°C
H-NMR o (ppm) = 7.35 - 7.34 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 7.30 - 7.26 (m, 1H,
(400 MHz, CDCly): 5-H), 7.22 (d, 3J = 7.2 Hz, 1H, 6’-H), 6.61 (d, *J = 2.3 Hz, 2H,

2”-H, 6"'-H), 6.37 (t, “J = 2.3 Hz, 1H, 4-H), 4.93 (bs, 2H, 1"-
H), 3.75 (s, 6H, 3”-OCH3 5"’-OCHs), 2.58 (s, 3H, 9-CH3), 2.31
(d, 53 = 0.9 Hz, 3H, 2-CHs), 1.44 (d, 5J = 0.9 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR o (ppm) =161.1(C-3"", C-5"), 160.0 (C-4), 159.0 (C-6a), 148.2

(100 MHz, CDCl»): (C-9), 140.3 (C-1""), 135.5 (C-1’), 133.6 (C-9b), 133.2 (C-2)),
131.9 (C-6’), 131.2 (C-4’), 130.6 (C-3a), 130.5 (C-3’), 129.9 (C-
2), 129.8 (C-3), 127.4 (C-5’), 107.0 (C-2, C-6""), 99.6 (C-4™"),
57.9 (C-17), 565.6 (3"’-OCHzs, 5’-OCHjs), 13.1 (2-CHs), 13.0 (3-
CHs), 12.6 (9-CHa).

IR (Film): ¥ (cm) = 3060 w, 2997 m, 2959 m, 2932 m, 2837 w, 1597 s,

1566 m, 1460 m, 1428 s, 1360 w, 1321 w, 1292 w, 1204 s,
1153 s, 1067 m, 1039 w, 963 w, 834 w, 756 s. 684 w.
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MS (ESI+): m/z = 496, 494 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 494.1408 [M+H]" (berechnet fiir CusH25CINsO2S*
494.1418).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.734 min, 98 %.

DC: Rt (CH2Clz/MeOH 95:5) = 0.40
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4-(2-Chlorphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (44f)

C26H26CINsO3S
M = 524.04 g/mol

Nach AAV8 werden 95 mg (0.35 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzylbromid geldst in 1.0 mL
Tetrahydrofuran zu einer Suspension aus 50 mg (0.15 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-2,3,9-
trimethyl-6H-thieno[2,3-€][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (18), 6 mg (0.2 mmol)
Natriumhydrid-Dispersion (60 %ig in Mineral6l) und 1.0 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Nach
Aufreinigung werden 66 mg (0.13 mmol, 86 %) 44f als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 112.5-114.2°C
H-NMR o (ppm) = 7.37 - 7.33 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 7.30 - 7.23 (m, 1H,
(400 MHz, CDCl,): 5-H), 7.20 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, 6'-H), 6.70 (s, 2H, 2"’-H, 6""-H),

4.92 (bs, 2H, 1”-H), 3.79 (s, 6H, 3”-OCHs, 5”-OCHs), 3.76 (s,
3H, 4""-OCHs), 2.60 (s, 3H, 9-CHa), 2.31 (d, 5J = 0.8 Hz, 3H, 2-
CHa), 1.43 (d, 5 = 0.8 Hz, 3H, 3-CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 160.1 (C-4), 159.1 (C-6a), 153.5 (C-3"”, C-5""), 148.2

(100 MHz, CD,Cl.): (C-9), 137.4 (C-4""), 135.5 (C-1"), 133.6 (C-9b), 133.5 (C-1"),
133.2 (C-2’), 131.9 (C-6’), 131.3 (C-4’), 130.6 (C-3"), 130.5 (C-
3a), 129.9 (C-2), 129.8 (C-3), 127.4 (C-5'), 106.3 (C-2”", C-6"),
60.8 (4"’-OCHs), 58.0 (C-1”), 56.3 (3”-OCHs, 5”’-OCHs), 13.1
(2-CHs), 13.0 (3-CHs), 12.7 (9-CH).

IR (Film): ¥ (cm™) = 3061 w, 2961 m, 2936 m, 1591 s, 1567 m, 1537 m,

1507 m, 1459 m, 1421 s, 1360 w, 1328 m, 1234 m, 1126 s,
1038 w, 1007 w, 962 w, 903 w, 752 s.
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MS (ESI+): m/z = 526, 524 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 524.1514 [M+H]" (berechnet fiir CusH27CINsO3S*
524.1523).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.420 min, > 99 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.37
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6. Experimenteller Tell

(2-Aminothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (46)

C1:HsCINOS
M = 237.70 g/mol

5.00 g (27.8 mmol) 2-Chlorobenzoylacetonitril (9), 2.14 g (13.9 mmol) 2,5-Dihydroxy-1,4-
dithian (45) und 2.9 mL (28 mmol) Diethylamin werden in 17 mL N,N-Dimethylformamid gelost.
Nach 48 h Erhitzen der Lésung auf 90 °C wird die entstandene Suspension in 1 M Natronlauge
gegeben. Das Gemisch wird dreimal mit je 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser und anschlieRend mit gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Mittels Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 6:1 bis 3:1) wird das Rohprodukt
aufgereinigt und 3.82 g (16.1 mmol, 58 %) 46 als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 135.8 °C (Lit.: 137-139)*%6]
IH-NMR O (ppm) = 7.44 (ddd, 3J = 7.5 Hz, 2] = 1.4 Hz, 5J = 0.7 Hz, 1H,
(400 MHz, CD-Cl>): 3”-H), 7.41 - 7.32 (m, 3H, 4”-H, 5”-H, 6”-H), 7.08 (s, 2H, NH,),

6.43 (d, 3J = 5.8 Hz, 1H, 4’-H), 6.09 (d, 3J = 5.8 Hz, 1H, 5'-H).

13C-NMR 5 (ppm) = 189.4 (C=0), 166.6 (C-2’), 140.7 (C-1"), 130.7 (C-
(100 MHz, CD.Cl>): 4”), 130.6 (C-2"), 130.2 (C-3"), 128.7 (C-6"), 127.5 (C-5"),
127.1 (C-4’), 116.0 (C-3'), 106.9 (C-5").

IR (ATR): ¥ (cm™) =3392 m, 3290 m, 3117 w, 2933 w, 1593 s, 1522 s,
1444 s, 1318 m, 1286 w, 1262 w, 1058 w, 837 m, 758 m, 686
S, 650 w.

MS (ESI-): m/z = 238, 236 [M-H];, 200.

HR-MS (ESI+): m/z = 238.0089 [M+H]* (berechnet fir Ci:HsCINOS*
238.0093).
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6. Experimenteller Teil

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.625 min, > 99 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.17
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6. Experimenteller Tell

(2-Amino-5-bromthiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (47)

C11H7BI’C|NOS
M = 316.60 g/mol

1.00 g (4.20 mmol) (2-Aminothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (46) werden in 3.0 mL
N,N-Dimethylformamid gel6st und 824 mg (4.26 mmol) N-Bromsuccinimid, geldst in 3.0 mL
N,N-Dimethylformamid, bei 0°C unter Lichtauschluss zugegeben. Das Eisbad wird
anschliel3end entfernt und die Losung weitere 1.5 h bei Raumtemperatur im Dunkeln gerthrt.
Das entstehende Produkt ist in Losung stark lichtempfindlich. Nach Entfernen des
Lésungsmittels wird Wasser zugegeben und das Gemisch dreimal mit je 50 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum
entfernt. Nach Aufreinigung des Rohprodukts mittels Saulenchromatographie
(Isohexan/Ethylacetat 5:1) werden 866 mg (2.73 mmol, 65 %) 47 als brauner Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt: 129.2 °C (unter Zersetzung)

H-NMR O (ppm) = 7.45 (ddd, 3J = 8.0 Hz, 4J = 1.5 Hz, °J = 0.6 Hz, 1H,

(500 MHz, CD-Cl5): 3“-H), 7.40 (ddd, 3J = 8.0 Hz, 7.2 Hz, 4J = 2.0 Hz, 1H, 4“-H),
7.36 (ddd, 3J = 7.4 Hz, 7.2 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, 5“-Hz), 7.32
(ddd, 3J = 7.4 Hz, 43 = 2.0 Hz, ®J = 0.6 Hz, 1H, 6“-H), 7.13 (s,
2H, NH>), 6.45 (s, 1H, 4'-H).

BBC-NMR 0 (ppm) = 188.5 (C=0), 166.7 (C-2°), 140.2 (C-2*), 131.0 (C-

(125 MHz, CD.Cly): 4*), 130.6 (C-1*), 130.3 (C-3”), 129.4 (C-4’), 128.6 (C-6"),
127.3 (C-5”), 116.2 (C-3’), 93.2 (C-5).

IR (ATR): V (cm™) = 3342 m, 3229 m, 3107 s, 2938 w, 1592 s, 1531 m,
1440 s, 1297 s, 1253 w, 1053 w, 940 w, 830 w, 787 w, 763 m,
738 m, 692 w.
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MS (ESI+): m/z = 320, 318, 316 [M+H]*, 238.

HR-MS (ESI+): m/z = 315.9196 [M+H]* (berechnet fir Ci1HsBrCINOS*
315.9199).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 5.142 min, > 99 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.26
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(5-Brom-2-isothiocyanatothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (48)

C12HsBrC|N052
M = 358.65 g/mol

Nach AAV4 werden 850mg (2.68 mmol) des (2-Amino-5-bromthiophen-3-yl)(2-
chlorphenyl)methanon (47) in 5.4 mL Dichlormethan gegeben. Da hierbei eine Suspension
entsteht werden abweichend von AAV4 noch 1.0 mL N,N-Dimethylformamid zugesetzt. Die
Losung wird zu einer Suspension aus 403 mg (4.03 mmol) Calciumcarbonat und 450 L
(5.91 mmol) Thiophosgen in 130 mL Wasser getropft. Es wird weiter AAV4 befolgt und so
719 mg (2.01 mmol, 75 %) 48 als gelbes Ol erhalten, welches bei Kiihlung erstarrt.

Schmelzpunkt: 50.0 °C

H-NMR S (ppm) = 7.50 (dd, 3J = 7.8 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, 3“-H), 7.50 -

(500 MHz, CDCl,): 7.45 (m, 1H, 4“-H), 7.43 (ddd, 3J = 7.3 Hz, 6.6 Hz,%J = 1.6 Hz,
1H, 5“-H), 7.40 (dd, 3J = 7.3 Hz, 4J = 1.8 Hz, 1H, 6“-H), 7.11
(s, 1H, 4'-H).

BC-NMR 0 (ppm) = 186.4 (C=0), 140.2 (N=C=S), 138.6 (C-2%), 137.6

(100 MHz, CD.Cl,): (C-2), 134.5 (C-3’), 132.4 (C-3”), 131.3 (C-17), 130.7 (C-4"),

130.0 (C-4’), 129.3 (C-67), 127.7 (C-5"), 108.0 (C-5).

IR (ATR): V (cm™) = 3093 w, 2995 w, 2936 w, 2097 m, 2029 s, 1655 m,
1590 w, 1504 m, 1434 m, 1355 m, 1281 m, 1220 m, 1174 w,
1069 w, 1033 w, 960 m, 886 w, 805 w, 753 m.

MS (ESI+): m/z = 360, 358 [M+H]".
HR-MS (ESI+): m/z = 357.8761 [M+H]* (berechnet fir Ci,HeBrCINOS;*
357.8763).
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HPLC-Reinheit: Die Reinheit konnte auf Grund der schnellen Zersetzung der

Verbindung nicht bestimmt werden.

DC: R: (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.67
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N-(5-Brom-3-(2-chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)-1-(4-methoxybenzyl)hydrazin-1-
carbothioamid (49)

C20H17BI'C|N30252
M = 510.85 g/mol

306 mg (1.62 mmol) (4-Methoxybenzyl)hydrazin-Hydrochlorid (14) werden in 4.5 mL Methanol
suspendiert und auf 0 °C gekuhlt. Dann werden 300 pL (1.76 mmol) Diisopropylethylamin
zugesetzt. Anschlie@end wird eine Losung von 525mg (1.47 mmol) (5-Brom-2-
isothiocyanatothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (48) in 4.5mL Tetrahydrofuran
zugetropft. Das Eisbad wird entfernt und die Lésung 1.5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der
Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 5:1) aufgereinigt. Es werden 624 mg
(1.22 mmol, 83 %) 49 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 192.4 °C
IH-NMR O (ppm) = 14.10 (s, 1H, NH), 7.46 (dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 1.4 Hz,
(400 MHz, CDCl5): 1H, 3'-H), 7.41 (ddd, 3J = 8.0 Hz, 7.9 Hz,“J = 1.9 Hz, 1H, 4

H), 7.38 - 7.30 (m, 4H, 5-H, 6-H, 2""-H, 6"*-H), 6.91 (d, 3J =
8.7 Hz, 2H, 3”-H, 5™-H), 6.70 (s, 1H, 4-H), 5.32 (s, 2H, 1”-H),
3.95 (s, 2H, NH,), 3.81 (s, 3H, OCHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 189.8 (C=0), 178.2 (C=S), 159.9 (C-4""), 155.7 (C-

(100 MHz, CDCls): 2), 139.3 (C-2’), 131.0 (C-4), 130.6 (C-1’), 130.1 (C-3’), 129.9
(C-2”, C-6""), 128.3 (C-4), 127.3 (C-6'), 126.8 (C-5'), 126.3 (C-
1), 121.4 (C-3), 114.6 (C-3"”, C-5""), 103.8 (C-5), 57.1 (C-1"),
55.4 (OCH).

IR (ATR): V (cm™?) = 3340 w, 3027 m, 2927 w, 2825 w, 1594 s, 1514 s,
1451 m, 1417 m, 1387 m, 1301 m, 1250 s, 1228 s, 1176 w,
1078 w, 1038 m, 940 w, 873 w, 836 w, 753 w.
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MS (ESI+): m/z = 514, 512, 510 [M+H]*.

HR-MS (ESI+): m/z = 509.9717 [M+H]* (berechnet fur CyoH1sBrCINzO2S,*
509.9712).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 4.332 min, 96 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 4:1) = 0.18
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7-Brom-5-(2-chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazepin (51)

C22ngBrCIN3082
M = 520.89 g/mol

Bei -25 °C wird eine Lésung von 100 mg (0.226 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-
methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin (62) in 0.25 mL Tetrahydrofuran zu 0.50 mL
(0.50 mmol) einer 1 M Losung von TMPMgCI*LICI in Tetrahydrofuran getropft. Nach 2 h
werden 50 pL (0.97 mmol) Brom zugesetzt. Die Losung wird 1 h gerihrt, dabei wird die
Temperatur von -25 °C auf Raumtemperatur erhéht. Die Lésung wird in eine 5 %ige wassrige
Natriumthiosulfat-Lésung gegeben und dreimal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden zunéchst mit Wasser und dann mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen und Gber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der Sdulenchromatographie (Dichlormethan/n-

Pentan 1:1) aufgereinigt. Es werden 102 mg, (0.196 mmol, 87 %) 51 als gelber Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt: 138.3 - 140.5°C

IH-NMR 0 (ppm) = 7.36 - 7.32 (m, 3H, 3‘-H, 2*-H, 6"-H), 7.30 (ddd,

(400 MHz,CDCly): 3J=8.1Hz, 7.1Hz, 4 = 1.6Hz, 1H, 4-H), 7.19 (ddd,
3)=7.6Hz, 7.1Hz, 4 = 1.6Hz 1H, 5-H), 6.93 (ddd,
3)=7.6Hz, 4 = 1.6 Hz, ®3J = 0.5Hz, 1H, 6-H), 6.87 (d,
3) = 8.7 Hz, 2H, 3*“-H, 5*-H), 6.31 (s, 1H, 6-H), 4.71 (s, 2H,
1“-H), 3.82 (s, 3H, OCHjs), 3.12 (q, 3J = 7.4 Hz, 2H, S-CHy),
1.36 (t, 3J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHjs).

I3C-NMR 0 (ppm) = 162.2 (C-2), 162.0 (C-5), 161.3 (C-8a), 158.9 (C-

(100 MHz, CDCly): 4%),134.6 (C-1), 133.5(C-2"), 131.4 (C-6’), 130.7 (C-4’), 130.0

(C-2”, C-6"), 129.9 (C-3), 129.1 (C-1""), 127.8 (C-5a), 127.7
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IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(C-6), 126.8 (C-5), 113.7 (C-3”, C-5""), 106.1 (C-7), 56.1 (C-
17), 55.3 (OCH3), 27.3 (S-CHy), 13.7 (CH.CHs).

v (cm™) = 3062 w, 2961 w, 2929 m, 2833 w, 1612 m, 1587 m,
1530 s, 1514 s, 1442 s, 1365 m, 1300 m, 1250 s, 1208 w, 1173
m, 1100 m, 1036 m, 990 w, 826 m, 755 m.

m/z = 524, 522, 520 [M+H]".

m/z = 519.9920 [M+H]* (berechnet fir CzHzBrCINsOS,*
519.9920).

tr (254 nm): 1.572 min, > 99 %.

R (CH2Cl,/Isohexan 2:1) = 0.70
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2-Brom-4-(2-chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin (52)

8
\%/N\N?

1 /

S t’)“a(N -
a |

9a
9
3

C22H17BrCINsOS
M =514.83 g/mol

Nach AAV9 werden 50mg (0.096 mmol). 7-Brom-5-(2-chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-
methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin (51), 21 mg (0.29 mmol) Acethydrazid sowie
7 mg (0.04 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat (0.03 mmol) in 0.3 mL Dimethylsulfoxid
geldst und abweichend von AAV9 nur 1 h bei 100 °C erhitzt. Nach S&ulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 98.5:1.5) werden 11 mg (0.021 mmol, 22 %) 52 als hellbeiger

Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 204.9 - 206.6 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.40 - 7.35 (m, 4H, 3-H, 4-H, 2""-H, 6""-H), 7.34 -
(400 MHz, CD-Cly): 7.27 (m, 1H, 5-H), 7.16 (d, 3 = 7.5 Hz, 1H, 6"-H), 6.87 (d,

3 =8.7 Hz, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.51 (s, 1H, 3-H), 4.91 (s, 2H,
1”-H), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.56 (s, 3H, 9-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 159.5 (C-4""), 158.4 (C-6a), 157.0 (C-4), 148.0 (C-

(100 MHz, CD.Cl>): 9), 136.9 (C-9b), 135.2 (C-1’), 133.3 (C-2'), 131.7 (C-6'), 131.5
(C-4’), 131.0 (C-2”, C-6"), 130.5 (C-3), 129.8 (C-3a), 129.6
(C-1"), 129.0 (C-3), 127.54 (C-5'), 113.9 (C-3”", C-5""), 108.8
(C-2), 57.8 (C-1"), 55.6 (OCHs), 12.6 (9-CHs).

IR (ATR): ¥ (cm™) = 3069 w, 3000 w, 2930 m, 2855 w, 1612 w, 1557 m,
1540 m, 1512 s, 1436 w, 1415 s, 1357 w, 1299 m, 1248 s, 1172
m, 1032 m, 968 w, 913 w, 832 m, 763 m.

MS (ESI+): m/z = 516, 514 [M+H]".
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HR-MS (ESI+): m/z = 514.0104 [M+H]* (berechnet fir CaHisBrCINsOS*
514.0105).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 6.430 min, 95 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 97.5:2.5) = 0.15
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N-(3-(2-Chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)acetamid (53)

C13H10CINO,S
M = 279.74 g/mol

500 mg (2.10 mmol) (2-Aminothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (46) werden in 1.0 mL
Essigsaureanhydrid 15 min zum Riuckfluss erhitzt. Dann werden 1 mL Wasser zugegeben und
weitere 5 min erhitzt. Nach Kihlen der Lésung auf Raumtemperatur wird diese in Wasser
gegeben und dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung, dann mit Wasser und anschliel3end
mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen. Nach dem Trocken der organischen Phase tber
Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Aufreinigung des Produkts
mittels S&ulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 4:1) werden 563 mg (2.01 mmol, 96 %)

53 als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 131.3 - 131.9 °C (Lit.: 132 - 132.5)126]
IH-NMR & (ppm) = 11.92 (s, 1H, NH), 7.48 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, 3“-H),
(500 MHz, CDCl3): 7.43 (dd, 3J = 8.3 Hz, 6.6 Hz, 1H, 5“-H), 7.40 - 7.34 (m, 2H, 4*-

H, 6“-H), 6.72 (d, %J = 5.9 Hz, 1H, 4"-H), 6.65 (d, 3J = 5.9 Hz,
1H, 5'-H), 2.37 (s, 3H, CHb).

BC-NMR ® (ppm) = 191.4 (C-1), 167.9 (HsCC=0), 151.6 (C-2’), 139.2

(125 MHz, CDCl3): (C-27),131.0 (C-5"), 130.6 (C-1"), 130.2 (C-3”), 128.3 (C-6"),
126.7 (C-4”), 125.9 (C-4’), 120.5 (C-3’), 115.9 (C-5’), 23.7
(CHsa).

IR (ATR): V (cm™?) = 3234 m, 3096 w, 3077 w, 2927 w, 1683 m, 1616 s,

1592 w, 1532 s, 1497 m, 1432 m, 1387 w, 1306 m, 1270 w,
1241 s, 1103 w, 1072 w, 1032 m, 944 w, 742 m.

MS (ESI+): m/z = 282, 280 [M+H]*, 238.
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HR-MS (ESI+): m/z = 280.0197 [M+H]* (berechnet fur CizH11CINO.S*
280.0199).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.677 min, > 99 %.

DC: R (Ethylacetat/Isohexan 4:1) = 0.32
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N-(3-(2-Chlorbenzoyl)-5-nitrothiophen-2-yl)acetamid (54)

C13HoCIN20.S
M = 324.74 g/mol

Bei 0 °C werden 200 mg (0.715 mmol) N-(3-(2-Chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)acetamid (53) zu
1.0 mL eines 1:1 Gemisches aus 65 %iger Salpetersaure und 96 %iger Schwefelsaure
gegeben. Die Lésung wird weitere 15 min bei 0 °C gerihrt und dann auf Eiswasser gegeben.
Das Gemisch wird mit Natronlauge neutralisiert und anschlieend dreimal mit je 50 mL
Ethylacetat extrahiert. Nach Waschen der vereinigten organischen Phasen mit gesattigter
Kochsalzlésung wird die Losung Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Mittels Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 4:1) wird das
Produkt aufgereinigt. Es werden 242 mg (0.745 mmol, 87 %) 54 als hellgelber Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt: 182.2°C

H-NMR 0 (ppm) =12.08 (s, 1H, NH), 7.66 (s, 1H, 4’-H), 7.55 - 7.50 (m,

(500 MHz, CD-Cl5): 2H, 3”-H, 5”-H), 7.45 (ddd, 3J = 7.6 Hz, 5.6 Hz, 4J = 3.0 Hz,
1H, 4”-H), 7.39 (d, 3J = 7.2 Hz, 1H, 6”-H ), 2.43 (s, 3H).

BC-NMR 0 (ppm) = 192.0 (C-1), 169.5 (CH3C=0), 154.6 (C-2’), 141.9

(125 MHz, CDCly): (C-5’) 138.2 (C-2”), 132.4 (C-5"), 130.9 (C-3”), 130.8 (C-17),
128.9 (C-4’), 128.8 (C-6"), 127.7 (C-4”), 119.3 (C-3’), 23.9
(CHsa).

IR (ATR): V (cm?) = 3238 w, 3090 w, 1698 m, 1625 m, 1532 s, 1480 s,
1428 m, 1321 s, 1267 w, 1229 m, 1201 m, 1077 m, 1034 m,
938 w, 889 w, 835w, 773 w.

MS (ESI-): m/z = 325, 323 [M-H]..
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HR-MS (ESI-): m/z = 322.9902 [M-H] (berechnet fir Ci3HsCIN204S
322.9893).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.070 min, > 99 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 4:1) = 0.24
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(2-Amino-5-nitrothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanon (55)

C11H7CIN205S
M = 282.70 g/mol

630 mg (1.94 mmol) N-(3-(2-Chlorbenzoyl)-5-nitrothiophen-2-yl)acetamid (54) werden in
3.0 mL Tetrahydrofuran geldst und 6.0 mL konzentrierte Salzsaure dazugegeben. Die Lésung
wird 20 min bei 120 °C, 300 W und einem maximalen Druck von 9 bar im Mikrowellenreaktor
erhitzt. Nach Abkuhlen der Lésung auf Raumtemperatur wird die Losung in Wasser gegossen
und das Gemisch dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Nach anschlieendem Waschen
der vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Kochsalzlésung und Trocknen Uber
Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Mit Hilfe der
Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 4:1) wird das Produkt aufgereinigt. Es werden
314 mg (1.11 mmol, 57 %) 55 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 166.5 - 166.9 °C
H-NMR O (ppm) = 7.81 (s, 2H, NH,), 7.52 (s, 1H, 4‘-H), 7.49 (ddd,
(500 MHz, CDCls): 3J=8.1Hz, 4J = 1.5Hz, ®J = 0.5 Hz, 1H, 3“-H), 7.45 (ddd,

3J=8.1Hz, 7.1Hz, 4 = 1.8Hz, 1H, 4“H), 7.39 (ddd,
3J=75Hz, 7.1Hz, 4 = 15Hz, 1H, 5“H), 7.35 (ddd,
3] = 7.5 Hz, “J = 1.8 Hz, 5] = 0.5 Hz, 1H, 6“-H).

13C-NMR 5 (ppm) = 190.8 (C=0), 168.5 (C-2), 138.2 (C-2”), 132.6 (C-
(125 MHz, CDCls): 5), 132.1 (C-4’), 131.5 (C-3”), 130.5 (C-1”), 130.4 (C-4”),
128.3 (C-6”), 127.1 (C-57), 114.8 (C-3).

IR (ATR): ¥ (cm?) = 3375 m, 3261 m, 3156 w, 1602 s, 1523 s, 1463 m,
1421's, 1343 s, 1313 s, 1266 s, 1200 m, 1079 m, 1050 w, 956

w, 881w, 779 w, 757 w, 732 w, 693 w.

MS (ESI-): m/z = 283, 281 [M-H]-.
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HR-MS (ESI+): m/z = 280.9796 [M-H] (berechnet fir Ci1HsCIN2OsS
280.9788).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 2.821 min, > 99 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 4:1) = 0.14
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(2-Chlorphenyl)(2-isothiocyanatothiophen-3-yl)methanon (59)

C12HsCINOS;
M = 279.76 g/mol

Nach AAV4 werden 2.00 g (8.41 mmol) des 2-Aminothiophen-3-yl)(2-chlorphenyl)methanons

(46) in 17 mL Dichlormethan gegeben. Da eine Suspension entsteht werden abweichend von

AAV4 noch 1.0 mL N,N-Dimethylformamid zugesetzt. Die Ldsung wird zu einer Suspension

aus 1.26 g (12.6 mmol) Calciumcarbonat und 450 pL (18.5 mmol) Thiophosgen in 400 mL
Wasser getropft. Es wird weiter AAV4 befolgt und so 3.17 g (11.3 mmol, 67 %) 59 als gelbes

Ol erhalten, welches bei Kiihlung kristallisiert.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CD2Cl>):

13C-NMR

(100 MHz, CD,Cly):

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

228

65.3 °C

O (ppm) = 7.50 (ddd, 3J =7.6 Hz, J = 1.4 Hz, 5J = 0.6 Hz, 1H,
3"-H), 7.48 - 7.40 (m, 3H, 4”-H, 5’-H, 6”-H), 7.09 (d,
3] = 5.8 Hz, 1H, 4-H), 7.02 (d, 3J = 5.8 Hz, 1H, 5'-H).

5 (ppm) = 187.5 (C=0), 139.6 (N=C=S), 139.1 (C-1"), 137.6
(C-3), 133.9 (C-2"), 132.2 (C-4"), 131.2 (C-2"), 130.6 (C-3"),
129.3 (C-6"), 127.6 (C-5"), 127.6 (C-4’), 121.5 (C-5).
¥ (cm) = 3105 m, 3083 w, 2124 s, 2077 s, 1660 s, 1589 m,
1518 s, 1467 w, 1434 s, 1369 m, 1300 s, 1224 m, 1064 m,
1034 w, 1009 m, 946 w, 893 m, 838 m, 794 w, 762 m.

m/z = 282, 280 [M+H]".

m/z = 279.9655 [M+H]" (berechnet fir Ci2H;CINOS,*
279.9658).

t, (254 nm): 10.778 min, > 99 %.



6. Experimenteller Teil

DC:

R: (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.54
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N-(3-(2-Chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)-1-(4-methoxybenzyl)hydrazin-1-carbothioamid (60)

C20H18CIN30O,S>
M = 431.95 g/mol

1.93 g (10.2 mmol) (4-Methoxybenzyl)hydrazin-Hydrochlorid (14) werden in 15 mL Methanol
suspendiert und auf 0 °C gekihlt. Dann werden 1.9 mL (1.8 mmol) Diisopropylethylamin
zugesetzt. AnschlieBend werden 2.60g (9.29 mmol) (2-Isothiocyanatothiophen-3-yl)(2-
chlorphenyl)methanon (59) in 15 mL Tetrahydrofuran gelést und zu der methanolischen
Losung zugetropft. Das Eisbad wird entfernt und die Losung 1 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Es entsteht ein brauner Niederschlag, welcher abfiltriert und mit kaltem Methanol gewaschen

wird. 2.71 g (6.27 mmol, 68 %) 60 werden als brauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 232.3°C
H-NMR O (ppm) =14.00 (s, 1H, NH), 7.47 (dd, 3J = 7.9 Hz, 2J = 1.5 Hz,
(500 MHz, CD-Cl5): 1H, 3-H), 7.42 (ddd, 3J = 7.9 Hz, 7.5 Hz, 4J = 2.0 Hz, 1H, 4’-

H), 7.38 (ddd, 3J = 7.5, 4J = 1.5 Hz, 1H, 5-H), 7.36 - 7.32 (m,
3H, 6-H, 2"-H, 6”-H), 6.92 (d, 3J = 8.6 Hz, 2H, 3”-H, 5""-H),
6.71 (d, 3 = 59Hz, 1H, 4-H), 6.57 (dd, 3J=5.9 Hz,
43 = 0.8 Hz, 1H, 5-H), 5.35 (s, 2H, 1”-H), 4.02 (s, 2H, NH>),
3.80 (s, 3H, OCHb).

13C-NMR 5 (ppm) = 190.8 (C=0), 178.9 (C=S), 160.2 (C-4""), 155.5 (C-

(125 MHz, CD,Cl>): 2), 140.3 (C-1"), 131.2 (C-4’), 130.7 (C-2’), 130.4 (C-3"), 130.2
(C-2, C-6"), 128.8 (C-6), 127.2 (C-5'), 127.1 (C-1""), 126.3
(C-4), 122.0 (C-3), 115.1 (C-5), 114.8 (C-3”, C-5"), 57.3 (C-
1), 55.7 (OCHa).

IR (ATR): ¥ (cm?) = 3341 m, 3071 w, 2925 w, 1599 s, 1531 s, 1509 s,

1449 m, 1416 m, 1342 w, 1313 m, 1271 m, 1249 s, 1176 w,
1100 w, 1033 m, 948 w, 882 w, 848 m, 819 w.
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MS (ESI+): m/z = 434, 432 [M+H]*, 414.

HR-MS (ESI+): m/z = 432.0606 [M+H]" (berechnet fir CzH19CIN3O>S,*
432.0607).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 8.643 min, > 99 %.
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5-(2-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-1,3-dihydro-2H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin-2-
thion (61)

C20H16CIN3OS;
M = 413.94 g/mol

In einem Mikrowellenvial werden 500 mg (1.21 mmol) N-(3-(2-Chlorbenzoyl)thiophen-2-yl)-1-

(4-methoxybenzyl)hydrazin-1-carbothioamid (60) in 10 mL Tetrahydrofuran gelést und mit

1.00 g (5.26 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat versetzt. Die Losung wird 3 h bei 100 °C,

300 W und einem maximalen Druck von 9 bar im Mikrowellenreaktor erhitzt. Anschlieend

wird die Losung mit Wasser versetzt und dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und tber

Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt. Das braune

Rohprodukt 61 wird ohne weitere Aufreinigung im S-Alkylierungsschritt eingesetzt.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CD,Cl»):

13C-NMR

(125 MHZ, CDzClz):

IR (ATR):

232

81.6 °C

5 (ppm) = 8.26 (s, 1H, NH), 7.38 - 7.35 (m, 2H, 3'-H, 4*-H), 7.32
(d,3) = 8.6 Hz, 2H, 2"-H, 6*-H), 7.24 (ddd, 3J = 7.6 Hz, 6.2 Hz,
4J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 6.91 - 6.83 (m, 3H, 6H, 3*-H, 5%-H),
6.71 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 7-H), 6.26 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 6-H),
5.21 (s, 2H, 1“-H), 3.79 (s, 3H, OCHs).

& (ppm) = 192.4 (C=S), 164.3 (C-5), 159.5 (C-4*), 149.4 (C-
8a), 135.1 (C-1'), 133.4 (C-2), 131.6 (C-4’), 131.3 (C-6'), 130.4
(C-3, C-2”, C-6™), 129.3 (C-1""), 127.3 (C-5), 125.5 (C-6),
125.4 (C-5a), 117.3 (C-7), 114.0 (C-3", C-5"), 59.7 (C-1"),
55.6 (OCHs).

V (cm™) = 3166 m, 3019 m, 2934 m, 2836 w, 1590 m, 1562 m,
1509 s, 1434 m, 1385w, 1318 m, 1244 s, 1173 s, 1025 m, 865
w, 825w, 755 m, 677 w.



6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 416, 414 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 414.0503 [M+H]" (berechnet fiir CyH17CIN3OS,*
414.0502).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 7.285 min, 98 %.

DC: R (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.20
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6. Experimenteller Tell

5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin
(62)

C22H20CINsOS2
M = 441.99 g/mol

Das rohe 5-(2-Chlorphenyl)-3-(4-methoxybenzyl)-1,3-dihydro-2H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin-
2-thion (61) (weniger als 1.21 mmol) wird in 5.0 mL Tetrahydrofuran gelést und mit 116 mg
(2.81 mmol) 85 %igem KOH und 142 pL (1.81 mmol) Ethyliodid versetzt. Die Losung wird
0.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Anschlieend wird die Losung auf Raumtemperatur gekihlt und
auf Wasser gegossen. Das Gemisch wird dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Kochsalzldsung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels und Aufreinigung des
Rohprodukts mit Hilfe der Saulenchromatographie (Isohexan/Ethylacetat 10:1) werden

238 mg (0.538 mmol, 45 % uber 2 Synthesestufen) 62 als oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 83.6 °C
'H-NMR 0 (ppm) = 7.37 - 7.30 (m, 4H, 3'-H, 4-H. 2""-H, 6""’-H), 7.23
(400 MHz, CD:Cly): (ddd, 3J = 7.6 Hz, 6.5 Hz, 4 = 2.2 Hz, 1H, 5’-H), 7.00 (ddd,

3J=76Hz, 4J = 1.6 Hz, °J = 0.6 Hz, 1H, 6-H), 6.86 (d,
3) = 8.7 Hz, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.77 (d, 3J = 5.8 Hz, 1H, 7-H),
6.31 (d, 3 = 5.8 Hz, 1H, 6-H), 4.70 (s, 2H, 17-H), 3.79 (s, 3H,
OCHs), 3.14 (g, 3J = 7.4 Hz, 2H, S-CHy), 1.37 (t, 3J = 7.4 Hz,

3H, CH2CHs).
13C-NMR 5 (ppm) = 163.0 (C-5), 161.8 (C-2), 160.7 (C-8a), 159.4 (C-
(125 MHz, CD:Cl>): 4),135.7 (C-1'), 133.6 (C-2’), 131.8 (C-6’), 131.0 (C-4’), 130.4

(C-2", C-6""), 130.2 (C-3), 129.7 (C-1""), 127.7 (C-5a), 127.1
(C-5'), 125.8 (C-6), 118.8 (C-7), 114.0 (C-3", C-5""), 56.5 (C-
1), 55.6 (OCHs), 27.6 (S-CHy), 14.1 (CH,CHs).
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6. Experimenteller Tell

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

¥ (cm™) = 3107 w, 3071 w, 2954 w, 2929 m, 2836 w, 1608 m,
1583 m, 1541 s, 1510 m, 1438 m, 1362 w, 1301 w, 1254 s,
1173 w, 1123 w, 1081 m, 1033 m, 982 w, 862 m.

miz = 444, 442 [M+H]".

m/z = 442.0814 [M+H]* (berechnet fir Cz2H21CIN3OS,*
442.0815).

tr (254 nm): 1.293 min, > 99 %.

R: (Isohexan/Ethylacetat 6:1) = 0.43
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6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin (63)

\(N
9
5 :L“:(N -

C22H18CINsOS
M = 435.93 g/mol

In einem Mikrowellenvial werden 310 mg (0.701 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-
methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin (62), 156 mg (2.10 mmol) Acethydrazid und
60 mg (0.32) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat in 3.5 mL Dimethylsulfoxid gelést und nach
AAV 9 umgesetzt. Mittels Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 99:1) wird das
Produkt aufgereinigt. Es werden 133 mg (0.384 mmol, 55 %) 63 als beiger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 92.8°C
'H-NMR o (ppm) = 7.40 - 7.35 (m, 4H, 3'-H, 4‘-H, 2*-H, 6"*-H), 7.33 -
(400 MHz, CD:Cly): 7.26 (m, 1H, 5-H), 7.20 (ddd, 3J = 7.2Hz, 4J = 1.5Hz,

5J = 0.8 Hz, 1H, 6'-H), 7.10 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 2-H), 6.86 (d,
3J = 8.7 Hz, 2H, 3“-H, 5““H), 6.49 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 3-H),
4.93 (s, 2H, 1“-H), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.60 (s, 3H, 9-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 159.4 (C-4*), 158.3 (C-4), 158.1 (C-6a), 148.3 (C-

(100 MHz, CD.Cl>): 9), 137.0 (C-9b), 135.8 (C-1), 133.4 (C-2’), 131.7 (C-6’), 131.3
(C-4), 131.0 (C-2”, C-6""), 130.4 (C-3'), 129.8 (C-1""), 129.4
(C-3a), 127.4 (C-5'), 126.6 (C-3), 120.9 (C-2), 113.9 (C-3”, C
5"), 57.9 (C-1"), 55.6 (OCHs), 12.8 (9-CH).

IR (ATR): ¥ (cm™) = 3028 w, 2980 w, 2845 w, 1557 m, 1538 m, 1510 s,
1415 m, 1301 w, 1247 s, 1174 w, 1032 m, 874 w, 761 w.

MS (ESI+): m/z = 438, 436 [M+H]".
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6. Experimenteller Teil

HR-MS (ESI+): m/z = 436.0998 [M+H]* (berechnet fur CyHi9CINsOS*
436.0999).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.237 min, > 99 %.

DC: Rt (CH2Cl,/MeOH 95:5) = 0.50
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6. Experimenteller Tell

5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin-7-
carbonséaure (73)

C23H20CIN3O3S2
M = 486.00 g/mol

680 mg (1.29 mmol)  Allyl-5-(2-chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno-
[2,3-e][1,2,4]triazepin-7-carboxylat (75) werden in 3.4 mL Tetrahydrofuran gelést und mit
150 mg (0.130 mmol) Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) sowie 1.1 mL (13 mmol)
Morpholin versetzt. Die Suspension wird 1.5 h bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieend in
1 M Salzséure gegeben und das Gemisch dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser sowie gesattigter Kochsalzlbésung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt kann in Diethylether umkristallisiert werden. Die konzentrierte
Mutterlauge wird mit Hilfe der Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol/Essigsaure
94.95:5:0.05) aufgereinigt. Es werden insgesamt 628 mg (1.29 mmol, 100 %) 73 als oranger

Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 227.4 °C

IH-NMR & (ppm) = 13.21 (bs, 1H, COOH), 7.54 - 7.45 (m, 2H, 3*-H, 4'-

(400 MHz, DMSO-D6):  H), 7.39 (ddd, 3J = 7.4 Hz, 6.5 Hz, ] = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 7.30
(d, 3 = 8.7 Hz, 2H, 2*-H, 6“-H), 7.02 (ddd, 3J = 7.4 Hz,
43 = 1.5 Hz, 51 = 0.5 Hz, 1H, 6'-H), 6.91 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3*-
H, 5%-H), 6.80 (s, 1H, 6-H), 4.67 (s, 2H, 1-H), 3.74 (s, 3H,
OCHa), 3.13 (g, 3 = 7.3 Hz, 2H, S-CHy), 1.32 (t, 3 = 7.3 Hz,
3H, CH2CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 164.5 (C-2), 163.3 (C=0), 162.6 (C-8a), 161.6 (C-
(100 MHz, DMSO-D6):  5), 158.4 (C-4""), 133.8 (C-1), 131.8 (C-2’), 131.4 (C-4), 131.1
(C-6’), 130.1 (C-6), 129.8 (C-2", C-6""), 129.7 (C-3"), 128.3 (C-
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6. Experimenteller Tell

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

1), 127.4 (C-7), 127.3 (C-5'), 126.5 (C-5a), 113.6 (C-3", C-
5"), 55.3 (C-17), 54.9 (OCHg), 26.7 (S-CH_), 13.5 (CH2CHy).

¥ (cm™) = 3073 w, 2929 w, 2853 w, 1663 s, 1609 w, 1512 s,
1438 s, 1360 w, 1298 m, 1237 m, 1173 m, 1258 m, 1078 w,
1032 w, 974 w, 850 w, 826 w, 754 m, 722 w.

m/z = 488, 486 [M+H]".

m/z = 486.0712 [M+H]* (berechnet fur Ci3H21CIN3OsS,*
486.0713).

tr (254 nm): 1.067 min, 96 %.

Rt (CH2Cl./MeOH/AcOH 94.9:5:0.1) = 0.33
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6. Experimenteller Tell

Allyl-5-(2-chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-€]-
[1,2,4]triazepin-7-carboxylat (75)

C26H24CIN3O3S2
M =526.07 g/mol

1.15g (2.60 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazepin (62) werden in 2.65 mL Tetrahydrofuran gelést und zu 5.72 mL (5.72 mmol)
einer auf -25 C gekihlten 1 M Losung von TMPMgCI*LICl in Tetrahydrofuran getropft. Es wird
2 h gerihrt, dann werden 900 pL (5.98 mmol) TMEDA zugesetzt und nach weiteren 10 min
Ruhren werden 1.0 mL (9.40 mmol) Allylchlorformiat zugegeben. Die Lésung wird innerhalb
von 4 h auf 0 °C erwarmt und dann auf Eiswasser gegossen. Das Gemisch wird dreimal mit je
70 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen und lber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels im Vakuum wird das Rohprodukt mit Hilfe der Saulenchromatographie
(Dichlormethan/Isohexan 2:1) aufgereinigt. Es werden 607 mg (1.15 mmol, 44 %) 75 als

oranger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 88.8°C
'H-NMR o (ppm) = 7.35 - 7.28 (m, 4H, 3'-H, 4'-H, 2*-H, 6"*-H), 7.20
(400 MHz, CDCl5): (ddd, 3J=7.6 Hz, 6.6 Hz, “J = 2.1 Hz, 1H, 5'-H), 7.03 (s, 1H, 6-

H), 6.91 (ddd, 3J = 7.6 Hz, 4J = 1.5 Hz, 5J = 0.6 Hz, 1H, 6'-H),
6.87 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3“-H, 5“-H), 5.95 (ddt, 3J = 17.2 Hz,
10.4 Hz, 5.7 Hz, 1H, CHay), 5.35 (dg, 3J=17.2 Hz,
43 = 1.6 Hz, 1H, H3ay), 5.25 (dg, 3J = 10.4 Hz, J = 1.2 Hz, 1H,
HPan), 4.72 (M, 4H, O-CH,, 1-H), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.15 (q,
3] = 7.4 Hz, 2H, S-CHy), 1.38 (t, 3J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHa).

13C-NMR 5 (ppm) = 165.4 (C-2), 165.3 (C=0), 162.6 (C-5), 161.9 (C-8a),
(100 MHz, CDCls): 158.9 (C-4"), 134.5 (C-1'), 133.4 (C-2), 132.1 (C-6), 131.9
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6. Experimenteller Tell

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

(CHa), 131.4 (C-6), 130.9 (C-4"), 130.1 (C-3’), 130.0 (C-2",
C-6"), 128.9 (C-1"), 127.9 (C-7), 126.8 (C-5'), 124.4 (C-5a),
118.5 (=CHzay), 113.7 (C-3"", C-5""), 65.7 (OCHaany), 56.1 (C-
17), 55.3 (OCH3), 27.5 (S-CHy), 13.7 (CH.CHs).

¥ (cm) = 3073 w, 2963 w, 2941 w, 2879 w, 2839 w, 1749 w,
1714 s, 1613 m, 1588 m, 1516 s, 1445 s, 1362 w, 1278 m,
1249's, 1173 m, 1112 m, 997 m, 930 w, 761 m.

m/z = 528, 526 [M+H]".

m/z = 526.1026 [M+H]" (berechnet fur CasH2s5CIN3O3S,*
526.1026).

tr (254 nm): 5.995 min, 97 %.

R (CH.Cl,/Isohexan 2:1) = 0.48
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6. Experimenteller Tell

Allyl-4-(2-chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carboxylat (76)

C26H22CINsO3S
M = 520.00 g/mol

In 250 pL Dimethylsulfoxid werden 30 mg (0.057 mmol) Allyl-5-(2-chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-
(4-methoxybenzyl)-3H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazepin-7-carboxylat  (75), 5mg (0.07 mmol)
Acethydrazid sowie 10mg (3.71 mmol) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat geldst. Im
Mikrowellenreaktor wird die Losung 2 h bei 120 °C, 300 W und einem maximalen Druck von
9 bar erhitzt und anschlieBend wie in AAV9 beschrieben aufgearbeitet. Mit Hilfe der
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 97.5:2.5) werden 5 mg (0.01 mmol, 18 %)
76 als brauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 146.6 °C

IH-NMR 5 (ppm) = 7.38 - 7.34 (m, 4H, 3“H, 4*-H, 2*-H, 6*-H), 7.31 -

(400 MHz, DMSO-D6):  7.25 (m, 1H, 5-H), 7.15 (s, 1H, 3-H), 7.11 (ddd, 3J = 7.6 Hz,
43 = 1.5 Hz, 0.7 Hz, 1H, 6-H), 6.88 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3“-H,
5“-H), 5.96 (ddt, 3J = 17.2 Hz, 10.4 Hz, 5.9 Hz, 1H, CHay),
5.38 (dg, 3J = 17.2Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, Hay), 5.31 (dg,
3) = 10.4 Hz, 43 = 1.2 Hz, 1H, H°ay), 4.97 (s, 2H, 14-H), 4.77
(ddd, 3J = 5.8 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1.2 Hz, 2H, O-CH,), 3.82 (s, 3H,
OCHs), 2.67 (s, 3H, 9-CHs).

5 (ppm) = 160.6 (C=0), 159.0 (C-4""), 158.1 (C-6a), 157.1 (C-
4), 147.8 (C-9), 140.9 (C-9b), 134.6 (C-1'), 132.9 (C-2'), 132.0
(C-3), 131.4 (CHay), 131.3 (C-4’), 131.2 (C-6'), 130.7 (C-2",
C-6""), 130.2 (C-3°), 129.6 (C-1""), 129.0 (C-3a), 128.1 (C-2),

13C-NMR
(100 MHz, CD:Cly):
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6. Experimenteller Tell

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

127.3 (C-5)), 119.5 (=CHaay), 113.6 (C-3", C-5”), 66.5 (O-
CH_), 57.5 (C-1”), 55.3 (OCHs), 12.7 (9-CHs).

¥ (cm™) = 3081 w, 3004 w, 2923 w, 2852 w, 1714 s, 1610 w,
1560w, 1513 s, 1472 m, 1372 m, 1245 s, 1173 s, 1066 w, 1029
m, 938 w, 822 w, 750 m, 732 m, 654 w.

m/z = 522, 520 [M+H]".

m/z = 520.1211 [M+H]" (berechnet fiir CusH23CINsO3S*
520.1210).

tr (254 nm): 10.059 min, > 99 %.

Rr (CH.Cl,/MeOH 97.5:2.5) = 0.17
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6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin-2-carbonsaure (77)

C23H1sCIN5O3S
M = 479.94 g/mol

Nach AAV9 werden 600 mg (1.23 mmol) 5-(2-Chlorphenyl)-2-(ethylthio)-3-(4-methoxybenzyl)-
3H-thieno[2,3-€][1,2,4]triazepin-7-carbonsaure (73) in 2.8 mL Dimethylsulfoxid gelést und mit
115mg (0.615 mmol) p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat sowie 275 mg (3.71 mmol)
Acethydrazid umgesetzt. Nach Aufreinigung mit Hilfe der S&ulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol/Essigséure 97.45:2.5:0.05) werden 217 mg (0.453, 37 %) 77 als

hellbeiger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 344.6 °C
IH-NMR O (ppm) = 7.48 (m, 2H, 3'-H, 4’-H), 7.40 (ddd, 3J = 7.6 Hz,
(500 MHz, DMSO-D6): 6.8 Hz, 4 = 2.0 Hz, 1H, 5-H), 7.33 (d, 3J = 8.6 Hz, 2H, 2"“-H,

6“-H), 7.26 (dd, 3J = 7.6 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, 6-H), 6.89 (d,
3J = 8.6 Hz, 2H, 3“-H, 5“-H), 6.55 (s, 1H, 3-H), 4.82 (s, 2H, 1
H), 3.73 (s, 3H, OCHs), 2.55 (s, 3H, 9-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 162.4 (C=0), 158.3 (C-4*), 157.7 (C-4), 156.8 (C-

(125 MHz, DMSO-D6): 6a), 147.8 (C-9), 142.5 (C-9b), 136.7 (C-2), 134.9 (C-1’), 131.8
(C-2’), 131.2 (C-4’), 130.9 (C-6), 130.2 (C-2"", C-6"), 129.7 (C-
3'), 128.9 (C-1"), 127.9 (C-3a), 127.3 (C-5), 124.7 (C-3), 113.4
(C-3", C-5"), 56.7 (C-1"), 54.9 (OCHs), 12.0 (C-9).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3067 w, 2913 w, 1589 s, 1538 m, 1514 s, 1488 m,

1438 w, 1391 s, 1379 m, 1303 w, 1250 m, 1175 w, 1060 w,
1035 m, 847 w, 822 w, 780 m, 765 m.
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6. Experimenteller Tell

MS (ESI-): m/z = 480, 478 [M-H]", 434.

HR-MS (ESI-): m/z = 478.0750 [M-H] (berechnet fir Cu3Hi9CINsO3S
478.0741).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.099 min, > 99 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.15
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6. Experimenteller Tell

Benzo[b]thiophen-2-carbonylazid (79)

1 . 7
a
O, , SLeAe
YW NPT
3 3 3a 2
CoHsN30S
M, = 203.22 g/mol

500 mg (2.81 mmol) Benzothiophen-2-carbonsaure (78) werden in 5.0 mL Dimethylformamid

gelést und 610 uL (2.81 mmol) Diphenylphosphorylazid sowie 470 uL (3.37 mmol)

Triethylamin zugegeben. Die Losung wird 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlieend wird

das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie

(Isohexan/Ethylacetat 10:1) aufgereinigt. Es werden 566 mg (2.79 mmol, 99 %) 79 als

farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, CDCly):

13C-NMR

(100 MHz, CDCl3):

IR (ATR):

MS (EI):

HR-MS (EI):

HPLC-Reinheit:

DC:

246

107.8 - 108.4 °C (Lit.: 107 - 108 °C)16¢l

d (ppm) = 8.10 (d, *J = 0.8 Hz, 1H), 7.91 - 7.86 (m, 2H, 4-H, 7-
H), 7.49 (ddd, 3J = 8.2 Hz, 7.1 Hz, 4J = 1.3 Hz, 1H, 6-H), 7.43
(ddd, 3J = 8.2 Hz, 7.1 Hz, 4] = 1.2 Hz, 1H, 5-H).

0 (ppm) = 167.6 (C=0), 143.0 (C-7b), 138.7 (C-3a), 134.5 (C-
2), 131.7 (C-3), 127.8 (C-6), 126.0 (C-4), 125.3 (C-5), 122.9
(C-7).

¥ (cm™) = 3308 w, 3065 w, 2925 w, 2853 w, 2153 s, 1665 s,
1589 w, 1510 s, 1421 m, 1336 m, 1268 s, 1240 m, 1215 s,
1190 s, 1152 w, 1069 w, 929 m, 818 w, 754 m.

m/z (rel. Int. in %) = 203 (83) [M]*", 161 (100), 120 (74).

m/z = 203.0144 [M]** (berechnet fir CoHsN3OS™ 203.0153).

tr (254 nm): 3.752 min, > 99 %.

R: (Isohexan/Ethylacetat 3:1) = 0.80



6. Experimenteller Tell

1-(Benzo[b]thiophen-2-yl)-3-(tert-butyl)harnstoff (81)

O 4
7
HN—q ) S 7a 6

%HN\ i

3 3a 4
C13H16N2OS
M, = 248.34 g/mol

100 mg (0.492 mmol) Benzo[b]thiophen-2-carbonylazid (79) werden in 4.0 mL Toluol 1.5 h

zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen der Lésung auf Raumtemperatur, werden 88 pL

(0.84 mmol) tert-Butylamin zugetropft und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel

wird im Vakuum entfernt. Es werden 110 mg (0.443 mmol, 90 %) 81 als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CDCl3):

13C-NMR

(125 MHz, CDCl3):

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:

191.7-194.5°C

5 (ppm) = 7.86 (s, 1H, 2-NH), 7.66 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, 7-H),
7.51 (ddd, 3J = 7.9 Hz, J = 1.2 Hz, 0.7 Hz, 1H, 4-H), 7.28 -
7.23 (m, 1H, 5-H), 7.17 (ddd, 3J = 8.1 Hz, 7.2 Hz, 4J = 1.2 Hz,
1H, 6-H), 6.69 (d, 4J = 0.7 Hz, 1H, 3-H), 5.47 (s, 1H, tBu-NH),
1.37 (s, 9H, C(CHa)a).

& (ppm) = 154.3 (C=0), 141.1 (C-2), 137.9 (C-3a), 135.3 (C-
7a), 124.4 (C-5), 122.7 (C-6), 121.8 (C-7, C-4), 107.2 (C-3),
51.1 (C(CHa)s), 29.3 (C(CHs)s).

¥ (cm?) = 3326 w, 3045 w, 2958 w, 1645 s, 1596 m, 1557 s,
1455 m, 1436 m, 1394 w, 1363 w, 1282 s, 1208 m, 1173 w,
790 m, 744 m, 725 m.

m/z = 249 [M+H]".

m/z = 249.1057 [M+H]" (berechnet fur CisHi7N.OS*
249.1062).

tr (254 nm): 3.150 min, > 99 %.

Rt (Isohexan/Ethylacetat 3:1) = 0.25
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tert-Butyl benzo[b]thiophen-2-ylcarbamat (82)

Ci13H1sNO2S
M, = 249.33 g/mol

50 mg (0.25 mmol) Benzolb]thiophen-2-carbonylazid (79) werden in 0.5 mL tert-Butanol zum

8 h Ruickfluss erhitzt. Nach Abkihlen der Lésung auf Raumtemperatur wird das Lésungsmittel

im Vakuum entfernt und das 82 in quantitativer Ausbeute als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, MeOD-D4):

Rotamer:

13C-NMR

(125 MHz, MeOD-D4):

Rotamer:

IR (ATR):

MS (ESI-):

248

94.9 - 96.2 °C (Lit.: 100 - 101 °C)!6¢]

& (ppm) = 7.67 (dd, 3J = 7.6 Hz, “J = 1.1 Hz, 0.78H, 7-H), 7.52
(dd, 3J = 7.7Hz, “J = 1.2Hz, 0.78H, 4-H), 7.24 (ddd,
3J=8.1Hz, 7.7Hz, 2J = 1.1Hz, 0.78H, 5-H), 7.14 (ddd,
3J = 8.1 Hz, 7.6 Hz, *J = 1.2 Hz, 0.78H, 6-H), 6.73 (s, 0.78H, 3-
H), 1.53 (s, 9H, C(CHa)s).

7.71 (d, 3J = 7.6 Hz, 0.12H, 7-H), 7.58 (d, 3J = 7.7 Hz, 0.12H,
4-H), 7.28 - 7.27 (m, 0.12H, 5-H), 7.21 - 7.17 (m, 1H, 6-H), 6.85
(s, 0.12H, 3-H).

& (ppm) = 154.6 (C=0), 142.7 (C-2), 139.7 (C-3a), 136.1 (C-
7a), 125.3 (C-5), 123.4 (C-6), 122.6 (C-4), 122.5 (C-7), 106.2
(C-3), 81.9 (C(CHa)3), 28.6 (C(CHa)3).

153.2 (C=0), 142.0 (C-2), 139.4 (C-3a), 136.5 (C-7a), 125.4
(C-5), 123.7 (C-6), 122.8 (C-4), 122.5 (C-7), 107.3 (C-3).

V (cm™) = 3298 m, 3056 w, 2977 w, 2919 w, 2850 w, 1684 m,
1638 m, 1575 s, 1551 s, 1456 m, 1369 w, 1331 w, 1302 w,

1233 m, 1155 m, 1054 w, 936 w, 818 w, 748 m.

m/z = 248 [M-HJ", 148.
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HR-MS (ESI-): m/z = 248.0753 [M-H] (berechnet fir C13H14NO,S™ 248.0745).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 6.959 min, > 99 %.
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N-(tert-Butyl)benzo[b]thiophene-2-carboxamid (83)

1 . 7
a
O\\ 5 S 6
ERN 5
NH 3 3a "
C13H1sNOS
M, = 233.33 g/mol

50 mg (0.25 mmol) Benzo[b]thiophen-2-carbonylazid (79) werden in 0.5 mL tert-Butylamin und

0.5 mL 1,4-Dioxan 1.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt.

Es werden 48 mg (0.20 mmol, 80 %) als 83 als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(500 MHz, CDCl5):

13C-NMR

(125 MHz, CDCly):

IR (ATR):

MS (ESI+):

HR-MS (ESI+):

HPLC-Reinheit:

DC:
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165.3 - 166.0 °C

3 (ppm) = 7.84 (d, 3 = 7.2 Hz, 1H, 7-H), 7.81 (dd, 3J = 6.9 Hz,
43 = 0.8 Hz, 1H, 4-H), 7.68 (d, 4J = 0.8 Hz, 1H, 3-H), 7.41 (dd,
3J=6.9 Hz, 5.5 Hz, 1H, 5-H), 7.38 (dd, 3J = 7.2 Hz, 5.5 Hz, 1H,
6-H), 5.94 (s, 1H, NH) 1.49 (s, 9H, C(CHa)s).

5 (ppm) = 161.6 (C=0), 140.7 (C-7a), 140.0 (C-2), 139.1 (C-
3a), 126.1 (C-5), 124.9 (C-4), 124.8 (C-6), 124.5 (C-3), 122.7
(C-7), 52.2 (C(CHa)3), 28.9 (C(CHa)3).

¥ (cm) = 3287 m, 3057 w, 2984 w, 1631 s, 1543 s, 1455 m,
1388 w, 1335 w, 1305 m, 1216 m, 1196 m, 1090 w, 1010 w,
939 w, 867 w, 841 w, 763 m, 741 m, 723 m.

m/z = 234 [M+H]", 178.

m/z = 234.0948 [M+H]* (berechnet fir C1sH:sNOS* 234.0953).

tr (254 nm): 2.740 min, > 99 %.

R: (Isohexan/Ethylacetat 3:1) = 0.50
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1,3-Bis(benzo[b]thiophen-2-yl)harnstoff (84)

C17H12N20S;
M, = 324.42 g/mol

50 mg (0.25 mmol) Benzo[b]thiophen-2-carbonylazid (79) wird in 1.5 mL 1,4-Dioxan und 50 pL
Wasser 1 h zum Rickfluss erhitzt. Es féllt ein Feststoff aus der nach Erkalten der Suspension

filtriert wird. Es werden 37 mg (0.11 mmol, 88 %) 84 als beiger Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt:

'H-NMR

(400 MHz, DMSO-D6):

13C-NMR

(100 MHz, DMSO-D6):

IR (ATR):

MS (ESI-):

HR-MS (ESI-):

HPLC-Reinheit:

DC:

258.3 - 260.5 °C (Lit.: 273 - 275 °C)1¢8l

O (ppm) = 10.69 (s, 2H, NH), 7.79 (d, 3J = 8.1 Hz, 2H, 7-H),
7.57 (d, 3J = 7.9 Hz, 2H, 4-H), 7.26 (ddd, 3J = 7.9 Hz, 7.1 Hz,
4 = 1.1Hz, 2H, 5-H), 7.17 (ddd, 3J = 8.1Hz, 7.1Hz,
4 =1.2 Hz, 2H, 6-H), 6.91 (d, “J = 0.8 Hz, 2H, 3-H).

0 (ppm) = 150.9 (C=0), 141.0 (C-2), 137.5 (C-3a), 134.1 (C-
7a), 124.2 (C-5), 122.0 (C-6), 121.6 (C-7), 121.3 (C-4), 104.8
(C-3).

v (cm™) = 3261 m, 3056 w, 2928 w, 1783 w, 1737 m, 1694 m,
1602 s, 1575 s, 1529 m, 1457 m, 1438 m, 1280 s, 1245 m,
1190 w, 1048 w, 1025 m, 1004 w, 818 w, 758 w.

m/z = 324, 323 [M-H]..

m/z = 323.0322 [M-H] (berechnet fir C17H11N20S> 323.0313).

tr (254 nm): 5.258 min, 82 %.

R: (Isohexan/Ethylacetat 1:1) = 0.50

251



6. Experimenteller Tell

4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-C]-
[1,2,4]triazepin-2-carbonsaureazid (85)

C23H17CINgO2S
M = 504.95 g/mol

43 mg (0.089 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carboxylsaure (77) werden in 1.0 mL Dimethylformamid gel&st
und 23 pL (0.11 mmol) Diphenylphosphorylazid sowie 18 pL (0.13 mmol) Triethylamin
zugesetzt und 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt
und der Ruckstand mittels Saulenchromatographie (Ethylacetat/n-Pentan 1:1 bis 2:1)
aufgereinigt. Es werden 43 mg (0.085 mmol, 96 %) 85 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 201.4 - 203.7 °C
IH-NMR 5 (ppm) = 7.41 - 7.33 (m, 4H, 3-H, 4-H, 2""-H, 6""-H), 7.29
(400 MHz, CDCly): (ddd, 3J = 7.6 Hz, 6.6 Hz, 4J = 2.1 Hz, 1H, 5-H), 7.16 (s, 1H, 3-

H), 7.12 (ddd, 3J = 7.6 Hz, “J = 1.6 Hz, 5J = 0.6 Hz, 1H, 6'-H),
6.88 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3“-H, 5“-H), 4.97 (s, 2H, 1“-H), 3.82
(s, 3H, OCHs), 2.67 (s, 3H, 9-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 165.7 (C=0), 159.0 (C-4*), 158.0 (C-4), 156.7 (C-

(100 MHz, CD.Cl>): 6a), 147.8 (C-9), 142.5 (C-9b), 134.5 (C-1), 132.9 (C-3), 132.8
(C-2), 131.4 (C-4, C-6’), 130.7 (C-2”", C-6""), 130.3 (C-3"),
130.0 (C-2), 129.2 (C-3a), 128.8 (C-1""), 127.3 (C-5'), 113.7
(C-3", C-5™), 57.6 (C-1”), 55.3 (OCHs), 12.7 (9-CHsa).

IR (ATR): ¥ (cm?) = 3074 w, 2980 w, 2911 w, 2838 w, 2162 s, 2125 m,
1672's, 1613w, 1516 s, 1477 m, 1368 w, 1258 s, 1204 s, 1170
m, 1107 w, 1029 m, 939 m, 820 m, 759 w.

MS (ESI+): m/z = 507, 505 [M+H]*, 477.
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HR-MS (ESI+): m/z = 505.0960 [M+H]" (berechnet fiir Ca3H1sCINgO2S*
505.0962).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.635 min, 97 %.

DC: R (Ethylacetat/n-Pentan 2:1) = 0.56
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tert-Butyl (4-(2-chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e]-
[1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-yl)carbamat (86)

C27H27CINsO3S
M = 551.06 g/mol

28 mg (0.055 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carbonséureazid (85) werden in 1 mL Butanol und 0.5 mL 1,4-
Dioxan geldst und 3 h zum Ruckfluss erhitzt. Anschliel3end wird das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol
98:2) aufgereinigt. Es werden 15 mg (0.027 mmol, 49 %) 86 als gelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 152.7 - 156.3 °C
'H-NMR O (ppm) =7.42 (s, 1H, NH), 7.36 (d, 33 = 8.7 Hz, 2H, 2""-H, 6"’-
(400 MHz, CDCl3): H), 7.32 - 7.28 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 7.22 (ddd, 3J = 7.4 Hz,

5.7Hz, 43 = 3.1Hz, 1H, 5-H), 7.07 (ddd, 3J = 7.4 Hz,
43 = 1.5 Hz, %3 = 0.6 Hz, 1H, 6-H), 6.86 (d, 3 = 8.7 Hz, 2H, 3*-
H, 5“-H), 5.82 (s, 1H, 3“H), 4.93 (s, 2H, 1-H), 3.81 (s, 3H,
OCHs), 2.64 (s, 3H, 9-CHs), 1.50 (s, 9H, C(CHs)s).

13C-NMR 5 (ppm) = 158.8 (C-4*), 158.4 (C-4), 157.9 (C-6a), 152.3

(100 MHz, CDCls): (C=0), 147.6 (C-9), 136.1 (C-2), 135.2 (C-1)), 133.1 (C-2),
131.3 (C-6"), 130.8 (C-4’), 130.6 (C-2”", C-6™), 130.0 (C-3)),
129.5 (C-1""), 128.4 (C-9b), 127.0 (C-5), 126.3 (C-3a), 113.6
(C-3", C-5"), 106.9 (C-3), 82.7 (C(CHs)3), 57.3 (C-1”), 55.3
(OCHs), 28.2 (C(CHs)s), 12.7 (9-CHa).

IR (ATR): V (cm?) = 3179 w, 3023 s, 2935 m, 2839 w, 1704 s, 1551 s,
1513 s, 1422 m, 1366 m, 1287 m, 1247 s, 1157 s, 1035 m, 860
w, 822 w, 759 w, 733 w.

254



6. Experimenteller Tell

MS (ESI+): m/z = 553, 551 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 551.1631 [M+H]" (berechnet fiir Cy7H2sCINsO3S*
551.1632).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.123 min, 98 %.

DC: Rt (CH2Cl2/MeOH 95:5) = 0.48
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N-(tert-Butyl)-4-(2-chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carboxamid (87)

C27H27CINsO2S
M = 535.06 g/mol

15 mg (0.030 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carbonsaureazid (85) werden in 1.0 mL tert-Butylamin und
0.5 mL 1,4-Dioxan 0.5 h zum Rickfluss erhitzt. Dann wird das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Saulenchromatographie (Ethylacetat/n-Pentan 1:1 bis
2:1). Es werden 13 mg (0.024 mmol, 81 %) 87 als hellgelber Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 158.2 - 160.7 °C
H-NMR O (ppm) =7.39 - 7.36 (m, 2H, 3'-H, 4’-H), 7.35 (d, 3J = 8.7 Hz,
(500 MHz, CDCls): 2H, 2"’-H, 6"’-H), 7.29 (ddd, 3J = 7.5 Hz, 5.3 Hz, 4J = 3.5 Hz,

1H, 5-H), 7.12 (ddd, 3J = 7.5 Hz, 4 = 1.5 Hz, 5J = 0.8 Hz, 1H,
6'-H), 6.87 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, 3"“-H, 5"-H), 6.65 (s, 1H, 3-H),
5.68 (s, 1H, NH), 4.96 (s, 2H, 1“-H), 3.82 (s, 3H, OCHs), 2.64
(s, 3H, 9-H), 1.41 (s, 9H, C(CHa)s).

13C-NMR 5 (ppm) = 159.6 (C=0), 158.9 (C-4*), 158.1 (C-4), 157.2 (C-

(125 MHz, CDCls): 6a), 147.9 (C-9), 139.2 (C-9b), 136.5 (C-2), 134.9 (C-1’), 133.1
(C-2), 131.5 (C-6), 131.1 (C-4’), 130.7 (C-2”, C-6""), 130.3
(C-3'), 129.3 (C-3a), 129.1 (C-1""), 127.2 (C-5), 124.3 (C-3),
113.6 (C-3”, C-5"), 57.4 (C-1"), 55.3 (OCHs), 52.6 (C(CHs)s),
28.8 (C(CHa)s), 12.6 (9-CHa).

IR (ATR): ¥ (cm™) = 3341 w, 3064 w, 3001 w, 2932 w, 2834 w, 1633 m,
1533 s, 1513 s, 1479 w, 1418 w, 1363 w, 1302 m, 1248 m,
1216 w, 1175 w. 1034 m, 822 w, 760 w, 733 w.
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MS (ESI+): m/z = 537, 535 [M+H]".

HR-MS (ESI+): m/z = 535.1683 [M+H]" (berechnet fiir Cu7H2sCINsO2S*
535.1683).

HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 3.164 min, > 99 %.

DC: R (Ethylacetat/n-Pentan 2:1) = 0.37
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1,3-Bis(4-(2-chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo-
[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-yl)harnstoff (88)

8
N9
5 S
s
6a

N

7N
1 9
v 3

CusH36CI2N1203S2
M =927.88 g/mol

50 mg (0.099 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]-
triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carbonsaureazid (85) werden in 1 mL 1,4-Dioxan 2 h auf
100 °C erwarmt und anschlieRend auf Raumtemperatur gekihlt. Nach Zugabe von 0.10 mL
(0.96 mmol) tert-Butylamin wird weitere 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es werden 26 mg
(0.028 mmol, 57 %) des symmetrischen Harnstoffs 88 als Hauptprodukt als hellgelber

Feststoff erhalten.

Als Nebenprodukt erhéalt man 8 mg (0.015 mmol, 15 %) N-(tert-Butyl)-4-(2-chlorphenyl)-6-(4-
methoxybenzyl)-9-methyl-6H-thieno([2,3-€e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin-2-carboxamid
(87), ebenfalls als hellgelben Feststoff. Das erhaltene Amid 87 wird ebenfalls mit Hilfe einer

anderen Synthese dargestellt und auf den beiden vorherigen Seiten beschrieben.

Schmelzpunkt: 251.2 °C

IH-NMR & (ppm) = 10.57 (s, 2H, NH), 7.51 (ddd, 3J = 8.1Hz,

(400 MHz, DMSO-D6):  “J = 1.8 Hz, 5J = 0.5 Hz, 2H, 3-H), 7.49 - 7.45 (m, 2H, 4*-H),
7.41 (ddd, 3J = 7.5 Hz, 6.9 Hz, J = 1.8 Hz, 2H, 5'-H), 7.33 (d,
3) = 8.7Hz, 4H, 2“H, 6“-H), 7.26 (ddd, 3 = 7.5Hz,
4] = 1.8 Hz, 5 = 0.5 Hz, 2H, 6-H), 6.89 (d, 3] = 8.7 Hz, 4H, 3*-
H, 5“-H), 6.02 (s, 2H, 3-H), 4.81 (s, 4H, 1“-H), 3.73 (s, 6H,
OCHs), 2.56 (s, 6H, 9-CHs).

13C-NMR 5 (ppm) = 158.4 (C-4), 157.5 (C-4), 157.0 (C-6a), 150.6

(100 MHz, DMSO-D6):  (C=0), 147.4 (C-9), 136.5 (C-2), 134.9 (C-1"), 131.8 (C-2),
131.1 (C-4’), 130.9 (C-6'), 130.2 (C-2”", C-6™), 129.7 (C-3"),
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IR (ATR):

MS (ESI-):

HR-MS (ESI-):

HPLC-Reinheit:

DC:

129.0 (C-1"), 127.4 (C-9b), 127.3 (C-5’), 125.3 (C-3a), 113.4
(C-37”, C-5"), 106.7 (C-3), 56.7 (C-1"), 54.9 (OCHs), 12.0 (9-
CHs).

V (cm™?) = 3475 w, 3250 w, 3071 w, 2929 w, 1593 s, 1542 s,
1512 s, 1426 m, 1286 s, 1250 s, 1174 w, 1087 w, 1037 m, 817
w, 764 w, 733 w, 659 w.

m/z = 929, 927, 925 [M-H]-.

m/z = 925.1774 [M-H] (berechnet fur CasHssClaN1203Sy
925.1774).

tr (254 nm): 0.975 min, > 99 %.

Rt (CH2Cl./MeOH 95:5) = 0.29
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4-(2-Chlorphenyl)-9-methyl-6H-thieno[2,3-e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (89)

C]_4H10CINSS
M = 315.78 g/mol

Bei 0°C werden 50 mg (0.14 mmol) 4-(2-Chlorphenyl)-6-(4-methoxybenzyl)-9-methyl-6H-
thieno[2,3-€e][1,2,4]triazolo[3,4-c][1,2,4]triazepin (63) in 1.0 mL Dichlormethan geldst und mit
26 mg (0.14 mmol) N-Bromsuccinimid sowie 39 mg (0.14 mmol) Aluminiumbromid versetzt.
Die Losung wird daraufhin 0.5 h in bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und mittels S&ulenchromatographie
(Dichlormethan/Methanol 99:1 bis 95:5) aufgereinigt. Es werden 7 mg (0.02 mmol, 16 %) 89
als brauner Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 226.4 °C

'H-NMR O (ppm) = 7.86 (s, 1H, NH), 7.46 (ddd, 3J = 7.2 Hz, ] = 1.6 Hz,

(500 MHz, CDCly): °J=0.8 Hz, 1H, 6’-H), 7.42 - 7.35 (m, 3H, 3"-H, 4-H, 5'-H), 7.11
(d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 2-H), 6.49 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H, 3-H), 2.61
(s, 3H, 9-CHg).

BC-NMR 0 (ppm) = 157.2 (C-4), 156.1 (C-6a), 148.5 (C-9), 136.4 (C-9b),

(125 MHz, CD,Cly): 136.0 (C-1"), 133.4 (C-2'), 131.5 (C-6’), 131.3 (C-4’), 130.4 (C-
3’), 128.9 (C-3a), 127.5 (C-5’), 127.1 (C-3), 120.9 (C-2), 12.8
(9-CHs).

IR (ATR): V (cm?) = 3215 w, 3073 w, 2927 w, 2853 w, 1711 w, 1561 s,

1497 m, 1433 m, 1413 s, 1308 w, 1254 m, 1117 w, 1031 m,
980 w, 924 w, 867 m, 758 m, 699 m.

MS (ESI+): m/z = 318, 316 [M+H]".
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HR-MS (ESI+): m/z = 316.0420 [M+H]" (berechnet fir CisH11CINsS*
316.0424).
HPLC-Reinheit: tr (254 nm): 1.514 min, > 99 %.
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5.4 Biologische Testmethoden

Thermal Shift Assays

Diese Experimente wurden am SGC der Universitat Oxford durchgefuhrt. Mit Hilfe des Thermal

Shift Assays wurden alle Zielverbindungen getestet.

In einem RT-PCR-Gerat werden die Thermal Shift Assays durchgefihrt. Die Proteine werden
in 10 mM HEPES-Puffer pH 7.5 und 500 mM Natriumchlorid-Lésung gepuffert und in 96-Well-
Platten mit einer Endkonzentration von 2 uM in 20 pL Volumen gegeben. Die Verbindungen
werden in einer Endkonzentration von 10 uM zugegeben. SYPRO® Orange wird in einer
Verdinnung von 1:1000 zugesetzt. Die Anregungs- und Emissionswellenldnge wird auf
465 nm und 590 nm festgesetzt. Die Temperatur wird um 3 °C pro Minute von 25 °C auf 96 °C
erhoht, dabei wird die Fluoreszenz nach jeder Minute gemessen.

AlphaScreens

Diese Experimente wurden am SGC der Universitat Oxford durchgefuhrt. AlphaScreens
wurden Uberwiegend von den Triazolothienotriazepinen sowie dem Triazolobenzotriazepin
21d erstellt. Zur Bestimmung der ICso-Werte wurden die AlphaScreens, wie vom Hersteller

(PerkinElmer, USA) beschrieben, verwendet.

Alle Reagenzien werden in 25 mM HEPES, 100 mM NaCl-Lésung und 0.1 % BSA, pH 7.4
erganzt mit 0.05 % CHAPS geltst und vor dem Auftragen auf die Assay-Platten auf
Raumtemperatur equilibriert. Die Liganden wurden 11-mal in 1:2.5 Stufen in einem Bereich
von 5000 - 0.2 nM verdiinnt. Der Assay wurde in low-volume ProxiPlateTM-384 Plus Assay-
Platten (PerkinElmer) bei Raumtemperatur durchgefihrt. 0.1 pL des Liganden werden zu 5 L
Assay-Puffer gegeben, gefolgt von 7 pL des biotinylierten Peptids und dem His-getaggten
Proteins in einer Endkonzentration von 50 nM. Die Platten werden mit Folie versiegelt und
30 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 8 yL einer Mischung aus Streptavidin ummantelte
Donor-Beads und Nickelchelat-Akzeptor-Beads (jeweils 12.5 pg/mL) bei geringem Licht
zugegeben werden. Die Platten werden mit Folie versiegelt, um diese vor Licht zu schiitzen.
AnschlieBend wurden weitere 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden mit
einem PHERAstar FS plate reader (BMG Labtech) unter Verwendung des AlphaScreen
680 nm Anregungs-/570 nm Emissionsfilterset ausgelesen. Die gemessenen Werte werden
nach Normalisierung mit korrespondierenden DMSO-Kontrollen mit Prism 5 (GraphPad

Software, USA) ausgewertet.
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Proteinkristallographie

Diese Experimente wurden am SGC der Universitat Oxford durchgefihrt. Es wurden drei Co-
Kristallstrukturen 21e an BRD4(1), 32 an BRD4(1) und 33c an BRD2(2)) hergestellt und

vermessen.

Agar-Diffusionstest

Von den zu testenden Verbindungen werden 1 %ige (m/V) Stammlésungen in
Dimethylsulfoxid hergestellt und davon jeweils 3.0 yL auf Testplatichen (Durchmesser 6 mm)
der Firma Macherey-Nagel aufgetragen, was einer Menge von 30 ug Substanz pro
Filterplattchen entspricht. Das antimykotisch wirksame Clotrimazol und das antibiotisch aktive
Tetracyclin werden als Referenzsubstanzen verwendet. Von diesen Referenzen werden
1 %ige (m/V) Stammldsungen in Dimethylsulfoxid hergestellt. Jeweils 3.0 yL dieser
Referenzlésungen werden auf Rundfilter aufgetragen, was einer Menge von 30 ug Substanz
pro Filterplattchen entspricht. Die Blindwerte werden durch Auftragen von 3.0 yL reinem
Dimethylsulfoxid pro Rundfilter gemessen. Die Testplattchen werden vor dem Aufbringen auf

die Testplatten 24 h zum Trocknen ausgelegt.

Die Pilze und Bakterien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DMSZ) in Braunschweig bezogen und entsprechend der mitgelieferten
Vorschriften in Flissigkultur angezichtet. Als Nahrmedium wird fiir Candida glabrata,
Hyphopichia burtonii, Yarrowia lipolytica, Escherichia coli und Pseudomonas marginalis, ein
All-Culture Agar (AC-Agar) der Firma Sigma verwendet. Fur die Herstellung des Nahrmediums
werden 35.2 g AC-Agar und 20 g Agar in 1.0 L Wasser suspendiert und anschliel3end
autoklaviert. Flr Streptococcus entericus und Staphylococcus equorum wird ein Agar aus
10.0 g Caseinpepton, 5.0 g Hefeextrakt, 5.0 g Glucose und 5.0 g Natriumchlorid in 1.0 L
Wasser genutzt, welcher ebenfalls autoklaviert wird. Unter sterilen Arbeitsbedingungen
werden je 15mL des noch warmen, flissigen Agars in Petrischalen gefillt und dann
mindestens 1 h bei 8 °C gekdihlt, bis der Agar erstarrt ist. Fir den Schimmelpilz Aspergillus
niger dient ein Potato Agar als Nahrmedium. Hierzu werden zur Herstellung 32 g Potato
Dextrose Agar und 20 g Agar in 1.0 L Wasser suspendiert und autoklaviert. Unter sterilen
Arbeitsbedingungen werden ebenfalls je 15 ml des noch warmen, flissigen Agars in

Petrischalen gefillt und dann mindestens 1 h bei 8 °C gekdhlt.

Die erstarrten Agar-Bdden werden mit einem in der Flussigkultur des jeweiligen Keims
getrankten Wattestabchen bestrichen und sofort mit vier Substanzplattchen, sowie dem als

Blindwert und dem als Referenz praparierten Plattchen belegt. AnschlieRend werden die
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praparierten Agar-Platten 36 h bei 32.1 °C (fir Bakterien) Beziehungsweise bei 28.0 °C (fur

Pilze) inkubiert. Der Durchmesser der Hemmbhdofe wird manuell ausgemessen.

MTT-Test

Der MTT-Test wird an Zellen der humanen Leukamiezelllinie HL-60 durchgefihrt. Die Zellzahl
pro Milliliter wird auf 9 x 10° Zellen eingestellt. Hierzu wird die aktuelle Zelldichte der Kultur
mittels einer Hamozyten-Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal) bestimmt und die Zellsuspension in
einer Petrischale auf die erforderliche Zelldichte mit Medium verdunnt. AnschlieBend werden
in einer 96-Wellplatte je 99 uL Zellsuspension pro Well ausgesat und 24 h bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

Von den zu untersuchenden Testsubstanzen werden jeweils 10 mM Stammlésungen in
Dimethylsulfoxid hergestellt, welche dann sechsmal nacheinander im Verhaltnis 1:2 verdinnt
werden. Der Nullwert enthalt 1 uL Dimethylsulfoxid. Die Kontrollzellen werden mit reinem
Nahrmedium versetzt. Als Positivkontrolle wird eine Triton® X-100-Losung in einer
Endkonzentration von 1 pg/mL zugesetzt. Von jeder Testlosung bzw. von reinem
Dimethylsulfoxid und von der Triton® X-100-Stammlosung werden je 1 L in je ein Well,
weches schon mit mit 99 pL der HL-60 Zellsuspension befillt ist, pipettiert und 24 h bei 37 °C
und 5 % CO: inkubiert. Danach wird jedes Well mit 10 yL MTT-L6sung (5 mg MTT in 1.0 mL
PBS) versetzt und weitere 2 h unter den oben angefiihrten Bedingungen inkubiert. Danach
werden 190 uL Dimethylsulfoxid zugesetzt und nach 1 h sowie gelegentlichem Rutteln wird
die Platte photometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm (Referenzwellenlang 630 nm) in
einem ELISA-Reader (SLT Spectra, Crailsheim) vermessen. Die statistische Auswertung
sowie die Berechnung der ICso-Werte erfolgt mit Hilfe der Prism 4 Software (GraphPad, USA).
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AAV

Ac

AcOH

Aq.

ar

BET

BRD [Nummer]
BzT

DBU
DC
DCE
dd
DEPT
DIPEA
DMA
DMAP
DMF
DMSO
DNA
DNMT
DPPA
DSM
El

ESI

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Acetyl

Essigsaure

Aquivalent

Aryl

bromodomain and extra-terminal
Bromodoméanen-beinhaltendes Protein [Nummer]
Benzotriazepin

Konzentration

Cytosin

Cer(IV)-ammoniumnitrat
Cytosin-phosphatidyl-Guanin

C-terminales Motiv

Bovine serum albumin

tert-Butylcarbonat
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat
Chemische Verschiebung (NMR)

zum Rickfluss erhitzen

Dublett (NMR)
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dunnschichtchromatographie

Dichlorethan

Dublett von Dublett (NMR)

distortionsless enhancement by polarisation transfer
N,N-Diisopropylethylamin
Dimethylacetamid
4-(Dimethylamino)pyridin
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
DNA-Methyltransferase
Diphenylphosphorylazid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
Elekronenstol3ionisation

Elektronensprayionisation

265



7. Abkirzungsverzeichnis

ET
Et:NH
EtsN
EtOAc
EtOH
FT

G

H [Nummer]
HAT
HEPES
HMBC
HMQC
HPLC
HR-MS
iPr

IR

KAc
LIHMDS
A

m

M

Me
MeCN
MeOH
MLL

MS

MW

v
NAD(P)
NFSI
NMC
NMR
NUT
PB1
PDB
Pdz(dba)s
Pd(dppf)Cl.
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Extraterminale Doméane

Diethylamin

Triethylamin

Ethylacetatr

Ethanol

Fourier Transformation

Guanin

Histon [Nummer]
Histonacetyltransferase
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
heteronuclear multiple bond coherence
heteronuclear multiple quantum coherence
high performance liquid chromatography
high resolution mass spectrometry
isopropyl

Infrarot

acetyliertes Lysin
Lithiumhexamethyldisilazid
Wellenlange

Multiplett (NMR)

Molmasse

Methyl

Acetonitril

Methanol

mixed linage leukemia
Massenspektrometrie

Mikrowelle

Wellenzahl

Nicotin-Adenin-Dinukleotid (Phosphat)
N-Fluorbenzensulfonamid

NUT midline carcinoma

nuclear magnetic resonance

nuclear protein in testis
Polybromodomaéne-1

Protein Datenbank

Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium(0)

[1,1"-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]dichlorpalladium(Il)
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PMB

ppm
PTSA
q

Ry

RT

S

SGC

t

tBu
tBUNH-
tBUOH
TFA
THF
TMEDA
TMP
T™MS
TMSN;3
Ts

uv

Paramethoxybenzyl

parts per million
para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat
Quartett

Retentionsfaktor
Raumtemperatur

Singulett (NMR)

Structural Genomics Consortium
Triplett (NMR)

tert-Butyl

tert-Butylamin

tert-Butylalkohol
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
Tetramethylethylendiamin
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin
Tetramethylsilan
Trimethylsilylazid

Tosyl

Ultraviolett
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Dreibuchstaben- Einbuchstaben-

Aminosaure code code
Alanin Ala A
Arginin Arg R

Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glutamin GlIn Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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