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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Tumorerkrankungen: Inzidenz und Atiologie

Krebserkrankungen sind in den Industrienationen fur etwa 20 - 25 % aller Todesfalle
verantwortlich und zahlen neben den kardiovaskularen Erkrankungen zu den
fuhrenden Todesursachen [Kojda et al., 2002]. Die fur das Jahr 2004 vom Robert-
Koch-Institut erhobenen und ausgewerteten Daten fur Deutschland ergeben fir den
betrachteten Zeitraum insgesamt 436.500 Krebsneuerkrankungen sowie 208.824
durch Krebserkrankungen verursachte Todesfélle. Als haufigste Krebsart wird bei
Mannern das maligne Prostatakarzinom (25,4 %) gefuhrt, wahrend bei Frauen das
Mammakarzinom (27,8 %) dominiert. Die relativen Funf-Jahres-Uberlebensraten mit
malignen Erkrankungen liegen fur Frauen bei 60 % und fur Manner bei 53 %. Die
deutlich gunstigeren Uberlebensraten der Frauen mit Krebs sind gréRtenteils auf ein
unterschiedliches Lokalisationsspektrum zurtickzufihren. So sind insbesondere
Manner von Erkrankungen mit schlechter Prognose, wie z. B. Lungen- und Speise-
rohrenkrebs, betroffen. Hingegen ist bei Frauen der Anteil von Brustkrebs mit
gunstiger Prognose deutlich groRer. Bei gleicher Lokalisation eines Tumors ist die
Prognose flir beide Geschlechter annahernd gleich. Die geschatzten Krebs-
Inzidenzraten in Deutschland steigen in dem beobachteten Zeitraum 1980 - 2004
stetig an, wahrend gleichzeitig die Flinf-Jahres-Uberlebensraten kontinuierlich zu-
nehmen. Ein Grund fur den Anstieg an diagnostizierten Tumorerkrankungen ist die
verstarkte Durchfiihrung von Friherkennungsuntersuchungen und die Verwendung
von verbesserten Screening-Methoden. Als zusatzliche Erklarung ist der steigende
Anteil an alteren Menschen in der Bevolkerung anzusehen, da die Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit mit hoherem Lebensalter deutlich zunimmt. Die verbesserten
Flinf-Jahres-Uberlebensraten sind einerseits auf Fortschritte in der Behandlung von
malignen Neoplasien zuruckzufuhren, andererseits auch auf die verbesserten
Vorsorgeuntersuchungen, wodurch z. B. Prostata- und Mammakarzinome in einem
frihen Stadium erkannt werden kdnnen und so entweder besser therapierbar sind
oder sich der Zeitraum zwischen Diagnose und Todesfall vergroRert [Batzler et al.,
2008].

Krebs ist gekennzeichnet durch ein unkontrolliertes und autonomes Zellwachstum.
Die entarteten Zellen durchbrechen Gewebsgrenzen, zerstéren umgebendes Ge-

webe und bilden Metastasen. Da Krebszellen von korpereigenen Zellen abstammen,
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missen sie grundlegende Anderungen hinsichtlich ihres Genotyps und ihrer
Zellphysiologie erfahren haben. Die Tumorgenese ist abhangig von der Umwandlung
von Proto-Onkogenen zu Onkogenen und dem Funktionsverlust von Tumor-
suppressorgenen. Beispiele von Tumorsuppressorgenen und Erkrankungen, die mit

deren Funktionsausfall assoziiert sind, sind in Tabelle 1.1 aufgefluhrt.

Tab. 1.1: Tumorsuppressorgene und assoziierte Erkrankungen. Tumorsuppressorgene sind fiir
die Bildung von Proteinen verantwortlich, die der Entstehung von Tumoren entgegenwirken. Kommt
es durch Mutation zu einem Funktionsverlust eines entsprechenden Gens, treten gehduft Krebs-

erkrankungen auf [modifiziert nach Loffler et al., 1998].

Gen Protein assoziierte Erkrankung Funktion

rb Rb Retinoblastom, Osteosarkom Regulation von
Transkriptionsfaktoren

wit-1 WT-1 Wilms-Tumor Transkriptionsfaktor

pb3 p53 Osteosarkom, Mammakarzinom,  Transkriptionsfaktor
ZNS-Tumor

dcc DCC Kolorektale Tumoren Adhasionsprotein

Proto-Onkogene sind DNS-Abschnitte, deren Produkte eine essentielle Rolle bei der
Zellteilung und Wachstumsregulation spielen. Eine Mutation dieser Gene kann zu
einem Funktionsverlust von proliferationshemmenden Faktoren oder durch Gen-
amplifikation sowie Translokation an einen starken Promotor zu einer Uber-
expression von proliferationsférdernden Faktoren flihren. Beide Effekte kdnnen ein
unkontrolliertes Wachstum der betroffenen Zellpopulation auslésen [Felsher, 2008].
Zu den wichtigsten und bestuntersuchten Tumorsuppressorgenen gehort p53. Das
p53-Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der durch zellularen Stress wie z. B. DNS-
Schadigung durch exogene Mutagene, Onkogen-Aktivierung oder Hypoxie aktiviert
wird. In Folge bindet p53 an spezifische DNS-Sequenzen und aktiviert eine Reihe
von Genen, die wiederum unterschiedliche Funktionen besitzen. Unter Anderem
kann ein vorribergehender Zellzyklus-Arrest oder bei starkerer Schadigung die
Apoptose ausgeldst werden. Bei der Tumorgenese nimmt das p53-Gen eine wichtige

Rolle ein. So liegen bei annahernd 50 % aller humanen Tumorerkrankungen

2.
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inaktivierende Mutationen von p53 vor. Bei den meisten der Ubrigen malignen
Erkrankungen ist der p53-Signalweg durch Uberexpression seiner Inhibitoren, der
Hemmung der entsprechenden Aktivatoren oder durch Inaktivierung von nach-
geordnetet Zielen in der Signalkaskade deaktiviert [Green und Kroemer, 2009].

Da das Zellwachstum durch zahlreiche Kontroll- und Steuermechanismen hoch-
reguliert ist, sind in der Regel multiple Zellveranderungen erforderlich, bevor sich ein
Malignom manifestiert. In Abbildung 1.1 ist beispielhaft die Genese eines Kolon-
karzinoms dargestellt.

DNA-Hypomethylierung ]

Chromosom: 5921 12p 18q21-22 17p12-13
Gen: mcc k-ras dec p53

4o\ | e\
g & TEUE S 7] '°§{f il
| {
LT . T
/ b :
AN
normales hyperproliferatives Adenom Adenom Adenom Carcinom- Carcinom und
Epithel Epithel invasion Metastasierung
Grad: | Il n
Grafle: <lam 12 >2¢m

Morphologie: tubular tubulovillés villos
Dysplasie: niedrig fokal hochgradig

t(Dekaden)

Abb. 1.1: Beispielhafte genetische Veranderung bei der Progression vom normalen Epithel
zum Kolonkarzinom [Loffler et al., 1998]. Im friihen Stadium der kolorektalen Tumorgenese besteht
ein hyperproliferativer Regenerationszustand von Kolonepithelzellen. Bedingt wird das Geschehen
durch das mcc-Gen (mutated in colon carcinoma). Das Auftreten des Adenophdnotyps wird von einer
Hypomethylierung der DNA mit einhergehender genomischer Instabilitdt begleitet. Im Laufe der
Tumorprogression treten weitere Onkogen aktivierende Mutationen auf, so ist bei bis zu 10 % der
Kolonadenome (Polypen) mit einer Gré3e von weniger als 1 cm, aber bereits bei etwa der Hélfte der
Adenome mit einer Gré3e von mehr als 1 cm und der Hélfte aller Karzinome, eine ras-Mutation
nachzuweisen. Durch Verlust der Funktion wichtiger Tumorsuppressorgene (z. B. dcc-Gen oder p53)
Schreitet die Tumorgenese bis zur eigentlichen Entstehung des Karzinoms voran. Die dargestellte

Sequenz genetischer Verdnderungen ist ein Beispiel von vielen Mdglichkeiten.

An der Aktivierung von Onkogenen sind sowohl genetische als auch exogene
Faktoren beteiligt. Zu den exogenen Faktoren gehdren ionisierende Strahlen und
UV-Licht, chemische Noxen wie Zigarettenrauch und onkogene Viren [Mutschler
et al., 2008].
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In Abhangigkeit vom Ursprungsgewebe werden maligne Tumore als Karzinome
(Epithelzellen), Sarkome (mesenchymales Gewebe) oder Leukamien (hamato-

poetische Stammzellen) bezeichnet [Kojda et al., 2002].

1.2 Therapie maligner Erkrankungen

Die Art der Therapie einer Krebserkrankung richtet sich nach der Lebenserwartung
des Patienten, nach Art und Stadium des Tumors und der Wirksamkeit und
Vertraglichkeit der therapeutischen Malinahmen. Betrachtet man nur das Stadium
und die Art des Malignoms, so stehen bei lokalisierten, soliden Tumoren die
chirurgische Entfernung und die Strahlentherapie im Vordergrund. Bei disseminierten
Formen, bei Metastasierung und ausgedehnten Rezidiven werden vor allem Zyto-
statika eingesetzt [Forth et al., 2001].

Die Chemotherapie kann, je nach Tumorart und Prognose, mit unterschiedlichen
Zielsetzungen durchgeflihrt werden. Die kurative Therapie zielt auf eine Heilung und
vollstandige Remission der Erkrankung ab. Sie ist bei bestimmten, besonders
chemosensiblen Tumorerkrankungen, wie z. B. Keimzelltumoren, auch noch im fort-
geschrittenen Stadium maoglich. Eine palliative Behandlung dient der Linderung von
Symptomen und einer Lebenszeitverlangerung bei Erkrankungen mit schlechter
Prognose. Werden zusatzlich zur Chemotherapie operative oder strahlenthera-
peutische Malnahmen ergriffen, spricht man von einem adjuvanten oder neo-
adjuvanten Verfahren. Bei der adjuvanten Behandlung erfolgt die Zytostatikagabe
nach einer Bestrahlung oder Operation und dient der Verhinderung von Rezidiven
und zur Eliminierung von Metastasen. Die neo-adjuvante Therapie erfolgt vor dem
operativen Eingriff bzw. der Bestrahlung und soll die Tumormasse schadigen und
verkleinern und somit den Eingriff erleichtern [Mutschler et al., 2008].

Bezieht man sich auf die klassischen antineoplastischen Substanzen, so kénnen
diese in phasenspezifische und phasenunspezifische Zytostatika eingeteilt werden.
Die phasenspezifischen Substanzen wirken nur auf Zellen, die sich in einer
bestimmten Phase des Zellzyklus befinden. So wirken z. B. die Vinca-Alkaloide nur
auf Zellen, die sich in der M-Phase befinden und Antimetabolite, welche die
Synthese von DNS-Bausteinen hemmen, wirken nur in der S-Phase. Die phasen-
unspezifischen Verbindungen, wie z. B. die Alkylantien, sind in allen Zellzyklus-

stadien wirksam und werden auch als zyklusspezifisch bezeichnet [Mutschler et al.,
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2008]. Beiden Gruppen ist gemein, dass sie im Besonderen proliferierende Zellen
schadigen, die sich im Zellzyklus befinden. Aus diesem Grund ist ihre Wirkung auf
schnell wachsende Tumore stark ausgepragt. Neben den malignen Zellen sind
allerdings auch gesunde Gewebe mit hoher Wachstumsrate, wie z. B. das Epithel
des Gastrointestinaltraktes, das Knochenmark und die Haarfolikel betroffen. Die
Schadigung dieser Gewebe fuhrt zu den allgemeinen Nebenwirkungen der
klassischen Zytostatika wie Knochenmarkssupression, welche oft dosislimitierend ist,
Mukositis, Stomatitis und Haarausfall sowie Ubelkeit und Erbrechen. Zusétzlich
weisen die einzelnen Substanzen und Verbindungsklassen jeweils weitere eigene,
spezifische Nebenwirkungen auf [Forth et al., 2001].

FUr gewohnlich wird eine Chemotherapie mit einer Kombination aus verschiedenen
Wirkstoffen durchgefuhrt. Es werden Substanzen mit unterschiedlichen, sich er-
ganzenden Wirkungsmechanismen und differenzierten Nebenwirkungsprofilen ein-
gesetzt, mit dem Ziel die toxische Wirkung auf die Krebszellen zu erhéhen und die
Nebenwirkungen und das Risiko der Resistenzbildung zu minimieren
[Kojda et al., 2002].

Eine weitere Einteilung der antineoplastischen Pharmaka kann Uber die zellularen
Angriffspunkte erfolgen. Die unterschiedlichen Angriffspunkte, Wirkmechanismen

und die zugehorigen Stoffbeispiele sind in Tabelle 1.2 aufgefuhrt.

Tab. 1.2: Ubersicht tiber die klassischen antineoplastischen Zytostatika.

Substanzgruppe Wirkmechanismus Beispiel
Alkylantien Alkylierung biogener Stoffe Cyclophosphamid,
(Proteine, Nukleinsauren) Ifosfamid, Cisplatin
Antimetabolite Hemmung der Nukleotid- 6-Mercaptopurin,
und DNS-Synthese Methotrexat
Mitose-Hemmstoffe Hemmung der Mikrotubuli- Taxane, Vinca-
Dynamik Alkaloide
Topoisomerase- Hemmung der Topotecan,
Hemmestoffe DNS-Replikation Irinotecan, Etoposid
Zytostatisch DNS-Interkalation, Mitoxantron,
wirksame Antibiotika Bildung freier Radikale, u.a. Doxorubicin
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1.2.1 Alkylantien

Alkylierende Zytostatika sind chemisch instabile Verbindungen, die intrazellular
hochreaktive elektrophile Intermediate bilden. Diese Metabolite alkylieren
verschiedene Makromolekile, wie Proteine und Nukleinsauren. Bevorzugte Stellen
fur eine Alkylierung sind die Stickstoffatome der Purin- und Pyrimidinbasen der DNS
und RNS. Die Wirkungen der Alkylantien betreffen dementsprechend Mechanismen,
die mit der Zellproliferation zusammenhangen, insbesondere die Replikation der
DNS und die Zellteilung. [Kojda et al., 2002].

Die Stickstofflost-Derivate gehdéren zu den altesten therapeutisch eingesetzten
Zytostatika. Historisch leiten sie sich von dem Kampfgas Lost ab, welches durch
seine ausgepragte Wirkung auf stark proliferierende Gewebe auffiel. Aufgrund seiner
hohen Toxizitat ist eine medizinische Verwendung nicht mdglich. Erst die
Derivatisierung der weniger reaktiven Analogsubstanz Stickstofflost fuhrte zu
therapeutisch einsetzbaren Verbindungen [Mutschler et al., 2008]. Als wichtigster
Vertreter dieser Substanzklasse ist das Cyclophosphamid (Abb. 1.2) zu nennen. Es
handelt sich hierbei um ein Prodrug, welches erst in der Leber durch das Cytochrom
P450 Enzym CYP2B6 in 4-Hydroxycyclophosphamid Uberfihrt wird. Dieses steht mit
der ringoffenen Form Aldophosphamid im Gleichgewicht. Die eigentliche Aktivierung
findet durch eine nicht-enzymatische Spaltung des Aldophosphamids in Acrolein und
das alkylierende Agens Chlorethylphosphorsaureamid statt. Neben den Ublichen
Nebenwirkungen wirkt Cyclophosphamid aufgrund des gebildeten Acroleins uro-
toxisch. Um die urotoxische Wirkung zu reduzieren wird gleichzeitig Mesna, eine
hydrophile Thiolverbindung, die in der Harnblase mit Acrolein reagiert, gegeben
[Korkmaz et al., 2007]. Das Wirkungsspektrum von Cyclophosphamid ist sehr breit,
und die Indikationen umfassen im Sinne einer Kombinationstherapie zahlreiche
Tumorerkrankungen wie Mammakarzinom, Morbus Hodgkin und Ovarialkarzinom
[Forth et al., 2001].

Weitere gebrauchliche Verbindungen sind Ifosfamid und Trofosfamid, sowie
Melphalan und Chlorambucil. Den Stickstofflost-Derivaten ahnlich sind Thiotepa, ein
Aziridin-Derivat, und Busulfan, ein bifunktioneller Sulfonsaurealkylester [Mutschler
et al., 2008].

Eine weitere wichtige Gruppe von alkylierenden Zytostatika stellen die N-Nitroso-
harnstoffe mit den Vertretern Carmustin, Lomustin (Abb. 1.2) und Nimustin dar. Die

antineoplastische Wirkung beruht auf der Reaktion reaktiver Metabolite (Diazo-
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alkanen) mit Nukleinsauren und Proteinen, die zu einer kovalenten Quervernetzung
von DNS-Strangen fuhrt. Aufgrund ihrer vergleichsweise hohen Lipophilie konnen die
N-Nitrosoharnstoffe die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und in das ZNS eindringen
und werden daher auch bei ZNS-Tumoren angewendet [Amarasingh et al.,2009].

Im weiteren Sinne werden auch die Platin-Komplexe als Alkylantien bezeichnet. Bei
den Platinderivaten Cisplatin (Abb. 1.2), Carboplatin und Oxaliplatin handelt es sich
um planare cis-Diamin-Komplexe mit zweiwertigem Platin als Zentralatom. Die
eigentliche Wirkform ist ein elektrophiler Aquo-Komplex, der erst intrazellular
entsteht. Ebenso wie die Stickstofflost-Derivate greift er bevorzugt die Stickstoff-
atome der Purin- und Pyrimidinbasen der RNS und DNS an. Im Gegensatz zu den
Lost-Derivaten kommt es bei den Platin-Komplexen primar zu Vernetzungen von
Einzelstrangen. Unterschiede zwischen den Platin-Derivaten bestehen vor allem in
der Pharmakokinetik und in den Nebenwirkungen. Carboplatin und Oxaliplatin sind
deutlich stabiler als Cisplatin, wodurch die Wirkung langsamer eintritt, aber auch
langer anhalt. Cisplatin besitzt eine hohe Nephro- und Ototoxizitat, wahrend bei
Carboplatin vor allem die Knochenmarkdepression dosislimitierend ist, und

Oxaliplatin stark neurotoxisch ist [Kostova, 2006].
Cy
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Abb. 1.2: Wichtige Vertreter der Stickstofflost-, N-Nitrosoharnstoff- und der Platin-Komplex-

Derivate.
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1.2.2 Antimetabolite

Die in der Krebstherapie verwendeten Antimetabolite stellen Derivate von physio-
logischen Substraten und Cosubstraten der Purin- und Pyrimidinsynthese dar
(Abb. 1.3). Aufgrund einer hoheren Affinitat der Antimetabolite zum aktiven Zentrum
der entsprechenden Enzyme verdrangen sie die physiologischen Substrate und
fuhren folglich zu einer Hemmung der Nukleinsduresynthese [Doenecke et al., 2005].
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Methotrexat Thioguanin 5-Fluorouracil

Abb. 1.3: Physiologische Substrate und ihre zytostatisch wirksamen korrespondierenden

Antagonisten.

Methotrexat hemmt als falsches Substrat der Dihydrofolsaurereduktase die Synthese
der Tetrahydrofolsaure, welche fir die Bildung von Purinkérpern und Thymidin
notwendig ist. Indikationen sind vor allem akute Leukamien, Lymphome, Chorion-
epitheliome und Sarkome. Ferner findet es in geringerer Dosierung als Immun-
suppressivum bei rheumatoider Arthritis oder Psoriasis Verwendung. Die wichtigsten
Nebenwirkungen sind Myelosuppression und Schadigung der intestinalen Mukosa
[Walling et al., 2006].

Als Purinanaloga werden 6-Thioguanin, 6-Mercaptopurin, Azathioprin, Fludarabin,
Cladribin sowie Pentostatin eingesetzt. 6-Thioguanin und 6-Mercaptopurin werden zu

Thio-IMP und Thio-GMP umgesetzt und hemmen als kompetitive Inhibitoren die
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Purin-Biosynthese. Des Weiteren werden sie in Form ihrer Triphosphate als falsche
Nukleotide in RNS und DNS eingebaut. Die Indikation fur 6-Mercaptopurin ist die
akute Leukamie und fur 6-Thioguanin sind es nicht-lymphatische Leukamien. Neben
einer Knochenmarkssuppression zahlt eine reversible Hepatotoxizitdt zu den
wichtigsten Nebenwirkungen. Pentostatin ist ein Adenosin-Desaminase-Hemmstoff
und erhoht die dATP-Spiegel. Dies bewirkt eine Hemmung der Ribonukleotid-
Reduktase und verhindert, dass andere Desoxyribonukleotide gebildet werden.
Einsatz findet es vor allem bei der Haarzellleukamie [Forth et al., 2001].

Zu den Pyrimidin-Analoga zahlen 5-Fluoruracil, Tegafur, Capecitabin, Cytarabin und
Gemcitabin, wobei Tegafur und Capecitabin Prodrugs von 5-Fluoruracil darstellen.
5-Fluoruracil ist ein Thymin- und Uracil-Antagonist, dessen Metabolite effektiv die
Thymidilat-Synthetase und somit die Methylierung von Desoxyuridylsaure zu
Thymidylsdure blockieren. Als Folge wird die DNS-Synthese gehemmt. Unter
anderem wird es gegen Kolon-, Rektum-, Mamma- und Leberkarzinom eingesetzt.
Wichtigste Nebenwirkung ist die Myelosuppression. Cytarabin leitet sich von Cytidin
ab und wird in phosphorylierter Form in die DNS eingebaut, wodurch es zu einer
Storung der DNS-Replikation kommt. Als zweite Wirkung hemmt es die DNS-
Polymerase. Indikationen sind primare und refraktare akute lymphatische und
myeloische Leukamien und der Blastenschub der chronisch myeloischen Leukamie.
Gemcitabin findet Verwendung in der Therapie von Pankreastumoren und hemmt die
Metabolisierung von Cytidinphosphat zu Desoxycytidinphosphat. Somit kann
Desoxy-cytidinphosphat nicht in die DNS eingebaut werden [Mutschler et al., 2008].

1.2.3 Mitose-Hemmstoffe

Mikrotubuli sind fibrillare Strukturen, die in zahlreichen zellularen Prozessen, wie
Mitose, Signalibertragung und Stofftransport, eine wichtige Rolle spielen. Die Mikro-
tubuli bestehen aus polymerisierten a- und B-Tubulin-Dimeren sowie assoziierten
Proteinen und unterliegen einem dynamischen Gleichgewicht von Polymerisations-
und Depolymerisationsprozessen. Wahrend der Mitose wird aus ihnen der Spindel-
apparat aufgebaut, durch den die Chromosomen auf die Tochterzellen aufgeteilt
werden.

Die Mitose-Hemmstoffe werden aufgrund ihres Angriffpunktes auch als Mitose- oder

Spindelgifte bezeichnet und greifen in das dynamische Gleichgewicht der
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Tubulinpolymerisation und -depolymersation ein. Sie kénnen entweder die Aus-
bildung der Mikrotubuli verhindern (Vinca-Alkaloide), die Mikrotubuli stabilisieren und
somit deren Ab- und Umbau verhindern (Taxane) oder bestehende Mikrotubuli auf-
lI6sen (Colchicin). Gemeinsam ist ihnen, dass sie zu einem Arrest des Zellzyklus in
der M-Phase flihren und die Apoptose der betroffenen Zellen auslésen. Die
Neurotoxizitat der Mitosegifte kann Uber eine Stérung der am axonalen Transport in
Neuronen beteiligten Mikrotubuli erklart werden [Morris und Fornier, 2008].

Die Taxane lagern sich reversibel und mit hoher Affinitat an Tubulin bereits
aufgebauter Mikrotubuli an und hemmen deren Depolymerisation. Als Folge werden
abnorme, funktionslose Mikrotubulusstrukturen gebildet. Die klinisch eingesetzten
Vertreter Paclitaxel und Docetaxel verfligen Uber einen anndhernd gleichen
Wirkmechanismus, weisen aber Unterschiede in den Einsatzgebieten und im
Toxizitatsspektrum auf.

Die Vinca-Alkaloide Vincristin und Vinblastin werden aus Catharanthus roseus
gewonnen, wahrend Vindesin, Vinorelbin und das sich in der Phase Il der klinischen
Prufungen befindliche Vinflunin partialsynthetisch zugangliche Derivate sind. Neben
der Hemmung der Zellteilung in der Metaphase blockieren die Vinca-Verbindungen
die DNS- und RNS-Synthese. Trotz naher chemischer Verwandschaft der
Substanzen bestehen Unterschiede in den Indikationen, der Pharmakokinetik und
der Toxizitat. Dosislimitierend ist bei Vincristin vor allem die Neurotoxizitat, die zu
peripheren Neuropathien fuhrt, wahrend dieser Effekt bei den anderen Vinca-
Alkaloiden deutlich schwacher ausgepragt ist. Eine dosislimitierende myelosuppres-
sive  Wirkung ist vor allem bei Vinblastin und Vindesin zu beobachten
[Mutschler et al., 2008; Bennouna et al., 2008].

Eine neue Klasse von Mikrotubuli-stabilisierenden Verbindungen sind die Epothilone
mit dem Vertreter Ixabepilon. Ahnlich den Taxanen, fihren die Epothilone zur
Ausbildung von abnormen Mikrotubulibindeln, multipolaren Spindeln und zum
mitotischen Arrest. Die Bindungsstellen sind jedoch nicht identisch, und die Epo-
thilone sind noch gegen taxanresistente Tumore wirksam [Lee und Swain, 2008].
Verteter der unterschiedlichen Stoffklassen der Mitosehemmstoffe sind in Abbildung

1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Vertreter aus der Stoffklasse der Mitosehemmstoffe.
1.2.4 Topoisomerase-Hemmstoffe

Die Topoisomerasen sind essentielle Enzyme, die in der Lage sind DNS-Strange zu
spalten und wieder zusammenzufigen, was eine Voraussetzung fur zahlreiche
Prozesse wie Replikation, Rekombination, Transkription und die Reparatur der DNS
ist. Es werden zwei Hauptformen unterschieden: Topoisomerase-l fihrt zu Einzel-
strangbrichen und Topoisomerase-Il zu Doppelstrangbrichen [Hande, 1998].

Die Camptothecinderivate Topotecan und Irinotecan sind Topoisomerase-|
Inhibitoren. Sie stabilisieren den Komplex aus DNS und Topoisomerase-| und fihren
zu DNS-Strangbriichen und in Folge zur Apoptose der betroffenen Zellen. Wichtige
Nebenwirkungen von Topotecan sind Mukositis und Neutropenie, welche oft dosis-
limitierend ist. Als haufigste toxische Effekte von Irinotecan sind eine verzogerte,
schwere Diarrhoe und eine Myelosuppression zu nennen [Garcia-Cabonero und
Supko, 2002; Pizzolato und Saltz, 2003].

Wichtige Vertreter der Topoisomerase-Il Inhibitoren sind die Podophyllotoxinderivate
Etoposid und Teniposid. Sie wirken wie die Topoisomerase-l Inhibitoren Uber eine
Stabilisierung des Komplexes von DNS und Topoisomerase und fuhren dosis-

abhangig zu Einzel- und Doppelstrangbrichen. Geschadigt werden hauptsachlich
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mitotische Zellen. Zu den dosislimitierenden Nebenwirkungen zahlen Myelo-
suppression und Mukositis. In Folge einer Behandlung mit Etoposid und Teniposid

konnen akute, nicht-lymphozytische Leukamien auftreten [Hande, 1998].
1.2.5 Zytostatisch wirksame Antibiotika

Die zytostatisch wirksamen Antibiotika eignen sich aufgrund ihrer toxischen
Eigenschaften nicht zur Behandlung von bakteriellen Infektionen, konnen aber
wegen ihrer starken Wirkung gegen proliferierendes Gewebe zur Therapie von
malignen Neoplasien eingesetzt werden. Gemeinsam ist ihnen, dass sie ihre
Wirkung Uber mehrere Mechanismen entfalten.

Die Actinomycine werden aus Actinomyceten isoliert und sind Chromoproteine, die
als gemeinsamen Chromophor ein mit verschiedenen zyklischen Peptid-Seitenketten
verknlpftes Phenoxazonderivat enthalten. Zu den Actinomycinen zahlt das
Dactinomycin, welches stabil an die DNS bindet und die RNS-Synthese hemmt;
zusatzlich werden eine Hemmung der Topoisomerase-ll und die Bildung von freien
Radikalen als Wirkprinzipien diskutiert. Wichtige Nebenwirkungen sind vendse
Verschlusskrankheiten der Leber und Lungentoxizitat [Mutschler et al., 2008;
Delay-Goyet und Lundberg, 1991].

Eine bedeutsame Zytostatikaklasse bilden die Anthrazykline, die aus Streptomyces-
Arten gewonnen werden. lhre Zytotoxizitat beruht auf der Interkalation in die DNS,
der Induktion von Strangbrichen durch Hemmung der Topoisomerase-ll, der
Biotransformation zu freien Radikalen und der Bindung an Bestandteile der Zell-
membran, wodurch die Membranfluiditdt und -permeabilitat beeinflusst wird. Die
Wirkung betrifft vor allem Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden.
Dosislimitierend und charakteristisch fur diese Substanzklasse ist ihre Kardiotoxizitat,
deren Pathomechanismus allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart ist [Crivellari,
2003]. Klinisch eingesetzt werden Daunorubicin, Idarubicin, Doxorubicin und Epi-
rubicin.

In ihrer Wirkung den Anthrazyklinen vergleichbar sind die synthetischen
Verbindungen Mitoxantron und Amsacrin, auch wenn diese wahrscheinlich nicht Uber

die Bildung von freien Radikalen wirken [Mutschler et al., 2008; Baguley, 1990].
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1.2.6 Hormone und Hormonantagonisten

Hormone und Hormonantagonisten gehoren im eigentlichen Sinne nicht zu den
Zytostatika, kdnnen aber gegen bestimmte hormonsensitive Tumore erfolgreich
eingesetzt werden. Im Wesentlichen kommen sie bei Prostata-, Mamma- und Uterus-
karzinomen zum Einsatz. Der Einsatz von Hormonen und Hormonantagonisten stellt
einen Eingriff in den hormonellen Regelkreis dar, der entscheidende Proliferations-
stimuli fir den Tumor hemmit.

Bei fortgeschrittenem Prostatakarzinom werden z. B. die Gonadoliberinanaloga
Buserelin und Goserelin eingesetzt, die den Testosteronspiegel im Blut senken. Zur
Behandlung des Mammakarzinoms werden entsprechend estrogensuppressive
MaRnahmen eingesetzt. Zu diesem Zweck kommen z. B. Estrogenrezeptor-
antagonisten, wie Tamoxifen, oder Aromatasehemmstoffe, wie Aminoglutethimid, zur
Anwendung.

Mit Fortschreiten der Erkrankung kann es jedoch zu einer weiteren Entdifferen-
zierung der entarteten Zellen und somit zu einem Verlust der Hormonabhangigkeit
kommen. Der Tumor ist dann mit Hormonantagonisten nicht mehr therapierbar
[LOllmann et al., 2006].

1.3 Neuere Entwicklungen: Spezifische Zytostatika

In jungerer Zeit, vor allem in den letzten zehn Jahren, hat die Kenntnis Uber die
Entstehung und die Molekularbiologie von Krebszellen stark zugenommen. Es
konnten zahlreiche potentielle Targets fur eine gezielte Tumorbehandlung identifiziert
und entsprechende Therapeutika entwickelt werden. Von der gezielten Therapie
maligner Erkrankungen erhofft man sich eine effektive Krebsbekampfung mit im
Vergleich zu den klassichen antineoplastischen Arzneistoffen geringeren Neben-
wirkungen. Im vorliegenden Kapitel erfolgt beispielhaft die Vorstellung der Klasse der
monoklonalen Antikérper und der Kinaseinhibitoren, sowie ein Ausblick auf weitere
Entwicklungen. Eine erschopfende Darstellung aller Wirkprinzipien sowie der
Vorstellung samtlicher neuer Arzneistoffe wirde den Rahmen dieser Arbeit

sprengen.
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1.3.1 Monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper stellen eine effektive Behandlungsoption zahlreicher
maligner Erkrankungen dar. Es handelt sich hierbei um die grote Klasse neuer
Arzneimittel, die in dem vergangenen Jahrzehnt flr die Therapie von Tumoren
zugelassen wurde. Bei den monoklonalen Antikorpern konnen zwei Klassen
unterschieden werden. Die erste Gruppe bilden die nicht-konjugierten Antikorper, die
uber die Bindung an ein entsprechendes Antigen eine zytotoxische Wirkung
vermitteln. Die zweite Gruppe bilden die konjugierten Antikdrper. Diese tragen an
dem eigentlichen Antikérper ein konjugiertes zytotoxisch wirkendes Agens
[Weiner et al., 2009].

Zu den nicht-konjugierten Vertretern gehoren gegen bestimmte Oberflachenantigene
gerichtete Antikdrper, wie Alemtuzumab und Rituximab. Alemtuzumab ist ein
humanisierter Antikdrper, der an dem von Lymphozyten exprimierten CD52-
Oberflachenprotein bindet und dort zu einer zellvermittelten Zytotoxizitat flhrt.
Erfolgreich eingesetzt wird es bei Patienten mit chronisch lymphatischer Leukamie.
Als Nebenwirkung kommt es zu einer allgemeinen Reduktion der Lymphozytenzahl
und somit zu einer erhdhten Infektanfalligkeit [Lundin et al., 2004].

Rituximab ist gegen das Oberflachenantigen CD20 gerichtet und wird zur Be-
handlung von therapierefraktaren oder rezidivierenden follikularen Lymphomen ver-
wendet. Das CD20-Antigen ist auf diesen Tumorzellen stark exprimiert, kommt aber
auch auf normalen B-Zellen vor, so dass es als Nebenwirkung haufig bei den
Patienten zu einer vorrubergehenden B-Zell-Depletion kommt. Andere Zellen sind
hingegen kaum betroffen [Boye et al., 2003].

Andere nicht-konjugierte Antikorper, wie Cetuximab und Bevacizumab, verhindern
die Wirkung von Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptoren. Cetuximab ist ein
chimarer monoklonaler Antikérper, der mit hoher Affinitdt an der extrazellularen
Domane des Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) bindet. Die Bindung
verhindert die Rezeptorphosphorylierung und -aktivierung und fuhrt zu Rezeptor-
internalisierung und -abbau. Die biologischen Effekte sind eine Inhibierung der
Zellzyklus-Progression, der Angiogenese, der Tumorinvasion und der Metasta-
sierung. Ferner wird durch eine Aktivierung von proaptotischen Faktoren die Apop-

tose der Tumorzellen begunstigt. Zugelassen ist Cetuximab u. a. zur Behandlung des
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fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms und von fortgeschrittenen Kopf- und
Nacken-Karzinomen [Vincenzi et al., 2008].

Ab einer bestimmten GroRe werden Tumore abhangig von einer eigenen Blut-
versorgung. Die erforderliche Angiogenese wird durch die Expression des vascular
endothelial growth factors (VEGF) und dessen Bindung an den endothelialen VEGF-
Rezeptor (VEGFR) initiiert. Eine erhohte Expression von VEGF wird bei vielen
humanen epithelialen Krebsarten beobachtet und geht mit einer schlechten
Prognose einher. VEGF ist daher ein attraktives Ziel fur die Tumortherapie und
konnte mit der Entwicklung von Bevacizumab erfolgreich angegriffen werden.
Bevacizumab ist gegen VEGF gerichtet und fangt ihn vor seiner Bindung an den
VEGFR ab. Die antiangiogenetische Wirkung konnte in mehreren klinischen Studien
nachgewiesen werden und eine Zulassung erfolgte u. a. fur die Behandlung von
Kolorektal-, Lungen- und Nierenzellkrebs im Rahmen einer Kombinationstherapie
[Eskens und Sleijfer, 2008].

Bei den konjugierten Antikorpern wirkt der Antikorper als Vektor, um ein gebundenes
antitumorales Agens gezielt zu dem Tumor zu bringen. Eine antikdrpervermittelte
Zytotoxizitat spielt hier nur eine untergeordnete Rolle. Vertreter der konjugierten
Antikérper sind Y-90 Ibritumomab Tiuxetan und Gemtuzumab Ozogamicin. Y-90
Ibritumomab Tiuxetan ist ein gegen CD20 gerichteter muriner Antikdrper, an den
uber den Chelator Tiuxetan das Radionukleotid Yttrium-90 gebunden ist. Yttrium-90
ist ein reiner B-Strahler mit einer Halbwertszeit von zweieinhalb Tagen. Die relativ
grolle Reichweite der p-Strahler ist besonders vorteilhaft bei Tumoren mit
heterogenem CD20 Status oder geringer Expression von CDZ20. Die Gabe von
Ibritumomab enstpricht hauptsachlich einer gezielten, lokalen Strahlentherapie.
Anwendung findet das Ibritumomab bei Lymphomen [Coiffier, 2006].

Gemtuzumab Ozogamicin ist ein Konjugat aus einem gegen das Antigen CD33
gerichteten monoklonalen Antikdrper und einem zytotoxischen Calicheamicin-
Derivat. Eingesetzt wird es bei CD33 positiver akuter myeloischer Leukamie (AML).
Nach Internalisierung des Konjugats durch die leukamische Zelle wird der Linker
zwischen Antikérper und Calicheamicin hydrolysiert und Calicheamicindimethyl-
hydrazid freigesetzt und reduziert. Die reduzierte Spezies bindet in der kleinen
Furche der DNS, verursacht spezifische Doppelstrangbriche und fuhrt in der Folge
zum Zelltod [Fenton und Perry, 2005].
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1.3.2 Kinaseinhibitoren

Eine weitere MOoglichkeit, den Krebs gezielt anzugreifen, stellt die Klasse der
Kinaseinhibitoren dar. lhre Vertreter unterbrechen tumorspezifische Signaltrans-
duktionskaskaden, indem sie selektiv beteiligte Kinasen inhibieren. Wegweisend fur
den Einsatz von Kinaseinhibitoren in der Tumortherapie war die Entwicklung von
Imatinib.

Imatinib hemmt die Tyrosinkinase-Aktivitat von bcr-abl, einem Fusionsprotein,
welches durch eine Gen-Translokation zwischen Chromosom 9 und 22 entsteht und
ursachlich fur die bcr-abl positive chronisch-myeloischen Leukamie (CML) ist. In der
Folge wird die Proliferation der Tumorzellen inhibiert und ihre Apoptose induziert. Der
erzielbare therapeutische Effekt ist hervorragend mit einer 6-Jahres-Uberlebensrate
nahezu 90 %. Allerdings kann es unter der Therapie durch Mutationen in der
Zielstruktur bcr-abl zu einer Resistenz des Tumors kommen [Kunick und
Egert-Schmidt, 2008]. Eine weitere Indikation von Imatinib sind nicht-operable und
metastasierende gastrointestinale Stromatumore (GIST). Das molekulare Target ist
in diesem Fall die c-KIT Rezeptor Tyrosinkinase [Dirnhofer und Leyvraz, 2009].

Ein weiterer klinisch relevanter Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) ist das Gefitinib. Gefitinib
inhibiert selektiv die Tyrosinkinase des Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors.
Indiziert ist der TKI bei NSCLC (non-small-cell lung carcinoma), wobei hauptsachlich
die Patienten, die eine bestimmte EGFR-Mutation aufweisen, von einer Behandlung
profitieren [Takano et al., 2008].

Im Gegensatz zu den selektiven TKls Imatinib und Gefitinib handelt es sich bei
Sunitib um einen Multikinaseinhibitor, der sowohl die Rezeptortyrosinkinasen von
VEGFR und PDGFR, als auch einige andere Rezeptorkinasen inhibiert. Ent-
sprechend ist ein Einsatz dieses Multikinaseinhibitors bei jeglichen hamatologischen
und soliden Tumoren denkbar, bei denen die Zellproliferation, die Angiogenese
und/oder die Metastasierung durch entsprechende Rezeptorkinasen geférdert wird.
Aktuell besteht eine Zulassung fur die Behandlung von fortgeschrittenen Nierenzell-

karzinomen und Imatinib-refraktaren GIST [Socinski, 2008].
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1.3.3 Weitere Entwicklungen

Neben der Entwicklung von weiteren Kinaseinhibitoren und monoklonalen Anti-
korpern sind auch andere Ansatze der gezielten Tumortherapie Gegenstand der
Forschung.

Eine Stoffklasse, der gegenwartig besondere Aufmerksamkeit gewidmet wird, sind
die Histondeacetylase Inhibitoren (HDACI). Ein erster Vertreter, SAHA, ist bereits
2006 von der FDA fur die Behandlung des seltenen kutanen T-Zell Lymphoms
zugelassen worden. Zahlreiche weitere Stoffe befinden sich bereits in
unterschiedlichen Phasen der klinischen Prifungen. Die molekularen Targets dieser
Verbindungsklasse sind die Histondeacetylasen der Klassen I, Il und IV. Die Balance
zwischen Histon-acetylierung und -deacetylierung ist ein epigenetischer Faktor, der
eine kritische Rolle in der Regulation der Gen-Expression einnimmt. Die antitumorale
Wirkung der HDACI beruht u. a. auf ihrer Fahigkeit, teilweise die in Krebszellen
beobachteten abnormen epigenetischen Veranderungen umzukehren und
proapoptotische Faktoren hochzuregulieren [Frew et al., 2009; Paris et al., 2008;
Ropero und Esteller, 2007]. Ein ahnliches Ziel mit einer vergleichbaren Bedeutung
haben die Inhibitoren der Histonmethyltransferasen [Spannhoff et al., 2009].

Ein weiterer interessanter Ansatz der gezielten Krebstherapie ist der Einsatz von
siRNA (small interfering RNA) zum Gen-Silenceing von Onkogenen. siRNA sind
kleine doppelstrangige RNS-Sequenzen, die zu einem posttranskriptionalen Gen-
Silenceing fuhren, indem sie mit mRNS, die komplementare Sequenzen enthalt,
interagieren. In in vitro Versuchen konnte durch die Gabe von siRNA eine
Proteinexpression hochspezifisch und effektiv inhibiert werden. Fur einen klinischen
Einsatz muss jedoch gewahrleistet sein, dass die siRNA intakt in der Tumorzelle
ankommt. Hierfir missen noch geeignete Transportformen entwickelt werden, die
die siRNA gezielt und effizient in die Krebszellen einschleusen kénnen und diese im

Zellinneren wieder freisetzen [Reischl und Zimmer, 2009].

Mit der Entwicklungen der zielgerichteten Therapieformen konnten neue Be-
handlungsoptionen fir bisher nicht oder nur schwer therapierbare Krebsformen
gefunden werden und flr andere Tumorentitaten verbessert werden. Allerdings ist
mit der zunehmenden Zahl an klinischen Studien immer deutlicher geworden, dass

die Ansprechrate und der Behandlungserfolg auf diese neuen Arzneistoffe stark von
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den genetischen und molekularbiologischen Gegebenheiten des behandelten
Tumors und somit des individuellen Patienten abhangt. So profitiert nur ein kleiner
Anteil (ca. 10%) an NSCLC Patienten, bei denen eine bestimmte Mutation des EGFR
vorliegt, von einer Gefitinib-Therapie [Lynch et al., 2004]. Fur den Einsatz der Klasse
der zielgerichteten antineoplastischen Medikamente wird es daher immer wichtiger
werden, den genetischen Status des zu behandelnden Tumors genau zu
charakterisieren [Allgayer und Fulda, 2008; Stuart und Sellers, 2009].

Des Weiteren ist zu beachten, dass das Genom eines Tumors zahlreiche Mutationen
aufweist und zur Instabilitdt neigt, d. h. dass sich leicht weitere Veranderungen
manifestieren kénnen. Die meisten malignen Erkrankungen werden daher nicht
durch das gezielte Auschalten eines einzelnen Targets zu behandeln sein. Ein
grol3es Potential ist allerdings in der Kombination der gezielten Therapeutika mit den
klassischen antineoplastischen Wirkstoffen zu sehen. Die Entwicklung von
entsprechenden neuen zytotoxischen Arzneistoffen bleibt daher auch in Zukunft ein
wichtiges Gebiet der Forschung [Teicher, 2008]. In dieser Hinsicht sind im
besonderen MalRe die 6-Aminobenzo[c]phenanthridine interessant, die bereits in
vitro, wie auch in vivo ein grol3es zytostatisches Potential gezeigt haben [Kock et al.,
2005]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch Strukturvariationen und Synthese
analoger Verbindungen zu noch wirksameren Benzo[c]phenanthridin-Derivaten zu
kommen. Eine Vorstellung der Substanzklasse, sowie der geplanten Modifikationen

der Strukturen erfolgt in den Kapiteln 1.4 und 1.5.
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1.4 Benzo[c]phenanthridine

Benzo[c]phenanthridin ist die Bezeichnung fur den in Abbildung 1.5 wieder-
gegebenen viergliedrigen, stickstoffhaltigen Heterozyklus. Der Name leitet sich von
dem dreigliedrigen Phenanthridin ab und ergibt sich aus den Positionsziffern der
verknipfenden C-Atome des Grundkdrpers. So wird eine VerknlUpfung Uber die
C-Atome in 1 und 2 Position durch den Buchstaben [a] gekennzeichnet oder, wie in
dem vorliegenden Fall, uber die C-Atome 3 und 4 mit [c] [Troll, 1992].

Abb. 1.5: Die chemischen Strukturen der Heterozyklen Phenanthridin (1) und Benzo[c]phen-
anthridin (2).

1.4.1 Naturstoffe

In der Literatur sind bisher fast 100 nattrlich vorkommende Benzo[c]phenanthridin-
Alkaloide beschrieben worden [Fleury et al., 2000]. Gebildet wird diese Substanz-
klasse vor allem in Pflanzen der Familie der Rutaceae, der Fumariaceae und der
Papaveraceae [Suchomelova et al., 2007]. Die pharmakologischen Wirkungen dieser
Alkaloidklasse sind vielfaltig. So werden u. a. analgetische, antiinflammatorische,

antibakterielle und antimykotische Aktivitaten beschrieben [Simeon et al., 1989].

-19-



Einleitung und Zielsetzung

OH o
N~ N~
MeO Z 7 >CH Z>CH

0o
3 4
Fagaronin Sanguinarin

o) 0
O OO o> MeO O OO o>
MeO = N:CH NS

3

3 MeO CH,
OMe
5 6
Chelerythrin Nitidin

Abb.1.6: Chemische Strukturen zytostatisch wirksamer Benzo[c]phenanthridine.

Besonderes Interesse hat das in Abbildung 1.6 abgebildete Fagaronin (3) durch
seine ausgepragte antileukamische Wirkung geweckt. Erstmalig wurde es 1972
durch Messmer et al. aus der Wurzel von Fagara zanthoxyloides isoliert und seine
antitumoralen Eigenschaften entdeckt.

Als hauptsachliche Wirkmechanismen von Fagaronin werden eine Interkalation in die
DNS [Pezzuto et al., 1983] und die Hemmung der Topoisomerase-l und -ll
angegeben [Larsen et al., 1993]. Weitere beobachtete Effekte von Fagaronin sind die
Hemmung reverser Transkriptasen onkogener Viren [Sethi und Sethi, 1975], die
Induktion der Zelldifferenzierung von leukamischen Zellen [Dupont et al., 2005] und
die Inhibierung von DNS- und RNS-Polymerasen in Mauseembryonen [Sethi, 1976].

Weitere naturlich vorkommende Benzo|[c]phenanthridin-Alkaloide mit zytostatischer
Wirkung sind Sanguinarin (4), Chelerythrin (5) und Nitidin (6) (Abb.1.6)
[Phillips und Castle, 1981]. Wie Fagaronin sind sie in der Lage, in die DNS zu
interkalieren [Bai et al., 2006], allerdings mit unterschiedlich hoher Affinitat. Bei
Nitidin handelt es sich ebenfalls um einen Topoisomerase-l und -Il Inhibitor.
Chelerythrin und Sanguinarin sind antimitotische Agentien, die das mikrotubulare
System angreifen [Wolff und Knipling, 1993; Mackraj et al., 2008]. Ferner konnte
Sanguinarin als selektiver Hemmstoff der Mitogen-aktivierten Proteinkinase
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Phosphatase-1 (MKP-1) identifiziert werden. MKP-1 ist eine haufig in Tumoren
Uberexprimierte Phosphatase, die Zellen vor Apoptose durch DNS-schadigende

Stoffe oder zellularen Stress schitzt [Vogt et al., 2005].

Zur klinischen Anwendung als Zytostatika sind die genannten Verbindungen, trotz
der vielversprechenden pharmakologischen Wirkungen, aus unterschiedlichen
Grunden bisher nicht gekommen. So weisen Fagaronin und Nitidin ein sehr enges
antitumorales Wirkspektrum auf [Janin et al., 1993], zeigen eine akute Toxizitat
[Cushman und Cheng, 1978] und sind in wassriger Losung instabil [Zee-Cheng und
Cheng, 1974]. Und Chelerythrin und Sanguinarin zeigen in vivo nur geringe bis keine
Aktivitat [Phillips und Castle, 1981; Stermitz et al., 1975]. Als weiteres Problem
kommt hinzu, dass die Gewinnung der Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide durch
Extraktion aus pflanzlichem Material wenig effizient ist. So kommen Cushmen und
Cheng 1978 bei der Isolierung von Nitidin aus verschiedenen Arten von Zanthoxylum
und Fagara auf Ausbeuten von nur 0,003 bis 0,07 %. Ein ahnlich niedriger Wert wird
von Pezzuto [1983] fur Fagaronin mit 0,0042 % angegeben. Hohere Ausbeuten
konnten bei der Isolierung von Chelerythrin und Sanguinarin aus Dicranostigma

lactucoides mit 1,99 und 3,43 % erzielt werden [Suchomelova et al., 2007].

1.4.2 Synthese von Benzo[c]phenanthridinen

Die Synthese von Benzo[c]phenanthridinen hat eine lange Geschichte und stellt
aufgrund des breiten biologischen Wirkspektrums dieser Alkaloide ein wichtiges
Kapitel der Heterozyklenchemie dar. Der Grundkoérper wurde erstmals 1904 von
Graebe dargestellt und beschrieben. Naturlich vorkommende Benzo[c]phenanthridin-
Alkaloide konnten erst spater erfolgreich synthetisiert werden. So wurde eine Dar-
stellung von Nitidin erstmalig 1959 von Arthur et al. sowie von Gopinath et al.
beschrieben. Die erste Totalsynthese von Fagaronin wurde 1974 von Gillespie et al.
publiziert. Die Synthese verlauft Uber sechs Stufen und ergibt eine Ausbeute von
0,7 %.

Inzwischen sind zahlreiche Ansatze zur synthetischen Gewinnung der natrlich
vorkommenden Alkaloide und unterschiedlicher Derivate bekannt. So konnten Zee-
Cheng und Cheng 1975 mehrere, nicht naturlich vorkommende 2,3,8,9-tetrasub-

stituierte Benzo[c]phenanthridinium-Salze erstellen, die wie Fagaronin und Nitidin
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eine antileukamische Wirkung aufweisen. Janin et al. [1993] beschrieben eine
Methode zur Darstellung und die Testung von 6-Amino-substituierten Derivaten.
Mehrere dieser Verbindungen zeigten zwar eine antitumorale Wirksamkeit in vitro,
die aber in in vivo-Versuchen nicht bestatigt werden konnte.

Als besonders wirksame synthetische Benzo[c]phenanthridine haben sich die in
Abbildung 1.7 abgebildeten Strukturen erwiesen. Die Verbindung NK109 (7) wurde
1998 von Nakanishi et al. im Rahmen einer Totalsynthese dargestellt. Die Wirkung
von NK109 gegen P388 Leukamiezellen erwies sich als stark ausgepragt und der
antitumoralen Aktivitat von Fagaronin und Nitidin Uberlegen [Nakanishi et al., 1999].
Ferner konnten Kanzawa et al. [1997] nachweisen, dass die Verbindung auch gegen
Cisplatin- und multidrug-resistente Tumorzelllinien wirkt. Die Substanz wurde zwar in
Japan in klinischen Studien getestet, zeigte jedoch aufgrund einer hohen

Metabolisierungsrate eine zu geringe Aktivitat in vivo [Nakanishi et al., 2000].

OEt
o) OMe
OO > MeO OO
N: — N+\
MeO Z T CH, MeO CH,
O Hso/x2H,0 H,COS0y

7 8
Abb. 1.7: Die Strukturformeln von NK109 (7) und Ethoxidin (8).

Fir das von Kerry et al. [1998] synthetisierte Ethoxidin (8) konnte in verschiedenen
Untersuchungen eine zehnfach héhere Inhibition von Topoisomerase-l im Vergleich
zu Fagaronin sowie die Fahigkeit zur Interkalation festgestellt werden [Fleury et al.,
2000]. Synthesen von Derivaten des Ethoxidins wurden von Lynch et al. [2001] und
Vanquelef et al. [2004] durchgeflihrt, darunter auch 12-Ethoxy-2-hydroxy-3,8,9-tri-
methoxy-5-methylbenzo[c]phenanthridin, welches eine Wirksamkeit gegen Herpes-

Simplex-Typ 1-Viren aufweist.

Die Synthesen der Benzo|[c]phenanthridin-Alkaloide sind sehr umfangreich und

verlaufen Uber eine Vielzahl an Stufen. Vor allem Verbindungen mit Substituenten in

direkter Nachbarschaft zum endozyklischen Stickstoff sind nur schwer zuganglich.

Ein sehr effizienter Zugang zu 6-Aminobenzo|[c]phenanthridinen wurde 1995 von
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Clement und Weide entwickelt. Die Methode basiert auf einer Kondensation von zwei
Aquivalenten o-Tolunitril (9) mit einem Aquivalent eines aromatischen Aldehyds 10
und fuhrt in einem Schritt zu 11-substituierten 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phen-
anthridinen (11). In einer weiteren Reaktion werden die Verbindungen mit
2,3-Dichlor-5,6-dicyan-p-benzochinon (DDQ) zu den entsprechenden 6-Amino-
benzo[c]phenanthridinen (12) dehydriert (Abb. 1.8). Die Synthese ist hinsichtlich des
eingesetzten aromatischen Aldehyds sehr variabel. So konnten Weide [1995],
Wolschendorf [2000] und Kock [2003] bereits 33 verschiedene Dihydro- und 25
Dehydro-Derivate gewinnen. Zur Nieden [2007] konnte zeigen, dass auch ali-
phatische Aldehyde als Edukte eingesetzt werden kénnen. Des Weiteren war Kock
[2003] durch Verwendung von 4-Methoxy-2-methylbenzonitril bzw. 4,5-Dimethoxy-
2-methylbenzonitril in der Lage, Methoxygruppen in den Positionen 2 und 9, bzw.

2,3,8,9 des Grundgerustes einzufuhren.
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Abb. 1.8: Synthese von 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen nach Clement und Weide [1995].

Der postulierte Reaktionsmechanismus zur Entstehung der 6-Amino-11,12-dihydro-

benzo[c]phenanthridine ist in Abbildung 1.9 wiedergegeben. In einem ersten Schritt

wird die Methylgruppe des o-Tolunitrils (9) durch die relativ starke Base Kalium-tert-

butanolat deprotoniert. Das entstehende Carbanion 13 greift den Carbonyl-

Kohlenstoff des Aldehyds 10 im Sinne einer Aldolreaktion nukleophil an. Durch
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Wasserabspaltung vom Intermediat 14 entsteht ein Stilbenderivat 15, an dessen
Doppelbindung das Carbanion eines weiteren o-Tolunitrils angreift. Danach reagiert
das durch Deprotonierung einer Methylengruppe des Intermediates 16 gebildete
Carbanion 17 mit der Nitrilgruppe unter Bildung eines Iminonitrils 18, welches sich im
Tautomerie-Gleichgewicht mit dem Enaminontiril 19 befindet. Im abschlieRenden
Schritt wird die Aminogruppe an die Nitrilfunktion addiert. Die entstandene Iminoform
20 steht wiederum in einem tautomeren Gleichgewicht zu ihrer Aminoform 11, wobei
das Gleichgewicht auf der Seite von 11 liegt [Mason, 1959] und somit zu den
6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen fuhrt.
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Abb. 1.9: Postulierter Reaktionsmechanismus fur die Synthese 11-substituierter 6-Amino-

benzo[c]phenanthridine nach Clement et al. [2005].
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Eine Auswahl der auf diesem Wege dargestellten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine ist
bereits durch das National Cancer Institut (NCI), Bethesta, Maryland, USA,
hinsichtlich ihrer zytostatischen Aktivitat untersucht worden [Kock et al., 2005;
Zur Nieden, 2007]. Eine antitumorale Wirksamkeit konnte in vitro, so wie auch bei
einigen Substanzen in vivo, nachgewiesen werden. Darunter waren auch Derivate,
die in den verwendeten Testsystemen eine hohere Aktivitat als die
Vergleichsverbindung Fagaronin zeigten. Ferner wurde eine gewisse Selektivitat der
Verbindungen fur Leukamie, sowie Brust- und Prostatakrebs beobachtet [Zur Nieden,
2007].

Um die Bioverfuigbarkeit der 6-Aminobenzo|[c]phenanthridine einschatzen zu kénnen,
hat Zebothsen [2005] fur eine Auswahl an Verbindungen eine Charakterisierung
physikochemischer Parameter durchgefuhrt. So wurde die Sattigungsloslichkeit
einiger Substanzen in Phosphatpuffer pH 7,0 Gber eine HPLC-Methode bestimmt. Je
nachdem, ob die ungelésten Bestandteile per Zentrifugation oder per Filtration
abgetrennt wurden, liegen die Loslichkeiten im mikromolaren oder im nanomolaren
Bereich. Als Begrindung fur die Diskrepanz der ermittelten Werte kann an-
genommen werden, dass die Abtrennung ungeléster Substanz durch die
Zentrifugation nicht vollstandig erfolgte und dass eventuell zusatzlich bei der
Filtration ein Teil an geloster Verbindung vom Filter adsorbiert wurde. Die pKs-Werte
der Derivate liegen zwischen 5 und 6, die log D-Werte zwischen 2 und 6.

Eine Verbesserung der Loslichkeit der 11-substituierten 6-Aminobenzo[c]phen-
anthridine konnte Zur Nieden [2007] exemplarisch durch Darstellung des in
Abbildung 1.10 abgebildeten aliphatischen Amins realisieren. Die Sattigungs-
I6slichkeit dieser Substanz in neutralem Phosphatpuffer liegt im millimolarem

Bereich.
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Abb. 1.10: Das 6-Aminobenzo[c]phenanthridin-Derivat (21) weist im neutralen Phosphatpuffer

eine Loslichkeit im millimolaren Bereich auf [Zur Nieden, 2007].

1.5 Zielsetzung

Die Vielseitigkeit und Effizienz der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement
und Weide [1995] konnte durch Wolschendorf [2000], Kock [2003] und Zur Nieden
[2007] belegt werden. Ein Grolteil der Derivate wurde durch Variation der Aldehyd-
komponente und Funktionalisierung der 6-Position gewonnen.

Einige der bisher synthetisierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridin-Derivate haben
bereits in Untersuchungen des NCI eine vielversprechende zytostatische Wirksam-
keit gezeigt [Kock et al., 2005]. Um eine weitere Aktivitatssteigerung zu erreichen,
sollte untersucht werden, welchen Effekt eine strukturelle Annaherung an den stark
anitleukamisch wirksamen Naturstoff Fagaronin auf die antitumoralen Eigenschaften
dieser Substanzklasse hat (Abb.1.11). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten
entsprechende Verbindungen synthetisiert und der Testung zur Verfugung gestellt
werden. DarlUber hinaus sollte eine neue, effiziente Methode zur Darstellung von

Fagaronin entwickelt werden.
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Abb. 1.11: Strukturelle Anndherung der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine (12) an den Naturstoff
Fagaronin (3). Um von einem 11-substituiertem 6-Aminobenzo[c]phenanthridin ausgehend zum
Fagaronin zu gelangen, miissen Methoxy-Gruppen in die Positionen 3, 8 und 9 und eine phenolische
Hydroxy-Gruppe in 2-Position eingefiihrt werden. Ferner sind sowohl der 11-Substituent, als auch die
6-Amino-Funktion zu entfernen. Des Weiteren muss der endozyklische Stickstoff methyliert und somit

quartarnisiert werden.

Kock [2003] konnte durch Verwendung von substituierten o-Tolunitrilen bereits
Methoxy-Gruppen in den Grundkérper einfihren (Abb. 1.12). Der Nachteil dieser
Methode ist, dass die Substituenten am A- und D-Ring identisch sind. Ein ent-
sprechendes 2-Hydroxy-Derivat ware nur Uber eine Etherspaltung der 2-Methoxy-
Gruppe zuganglich. Eine selektive Etherspaltung ware zu bevorzugen, da bei einer
unselektiven Spaltung sowohl eine aufwandige Aufreinigung notwendig ware, als
auch die Ausbeute deutlich geringer ausfiele. Die Aussicht auf eine erfolgreiche

selektive Etherspaltung ist allerdings gering.
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Abb. 1.12: Synthese eines ringmethoxylierten Benzo[c]phenanthridin-Derivates [Kock, 2003].
Synthese  von  6-Amino-11,12-dihydro-11-(4-methoxyphenyl)-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phen-
anthridin (24) unter Verwendung von 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril (22) und 4-Methoxy-
benzaldehyd als Edukte.
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Ein eleganterer Weg zu einer entsprechenden Verbindung ware die direkte Synthese
eines in 2-Position hydroxylierten Derivates. Dafur ist es erforderlich, an A- und D-
Ring des Grundgerustes unterschiedliche Substituenten einzufuhren. Um dies zu
ermdglichen sollte die 6-Aminobenzo[c]phenanthridin-Synthese modifiziert und um
eine Stufe erweitert werden. In einem ersten Schritt sollte in Anlehnung an die
Stilben-Synthese nach Takahashi [1977] ein Aquivalent eines substituierten
o-Tolunitril mit einem aromatischen Aldehyd umgesetzt und das entstehende Stilben
isoliert werden. Im nachsten Schritt sollte das Stilben mit einem anders substituierten
o-Tolunitril zu einem Benzo[c]phenanthridn reagieren (Abb. 1.13). Um die generelle
Anwendbarkeit dieser Methode zu testen, sollten unterschiedliche Stilbene

synthetisert und mit einer Reihe von substituierten o-Tolunitrilen umgesetzt werden.

Ar
CH, =
CN

RII

25 26 27

Abb. 1.13: Geplante Synthese eines ringsubstituierten Benzo[c]phenanthridin-Derivates. Ein
substituiertes o-Tolunitril (25) wird mit einem substituierten Stilben (26) zu einem Benzo[c]phen-

anthridin-Derivat (27) umgesetzt.

Eine weitere Annaherung an das Fagaronin sollte durch die Darstellung eines in
11-Position unsubstituierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridins erreicht werden. Dies ist
einerseits durch eine direkte Synthese unter Verwendung von Paraformaldehyd als
Aldehyd-Komponente denkbar oder andererseits nach Darstellung eines 11-sub-
stituierten 6-Aminobenzo|[c]phenanthridins durch Abspaltung des entsprechenden
Restes. Mit Paraformaldehyd konnte Kock [2003] bereits das nicht-ringsubstituierte
Derivat 28 und das 2,9-Dimethoxy-Produkt 29 synthetisieren (Abb. 1.14). Die
Umsetzung zu 2,3,8,9-Tetramethoxybenzo[c]phenanthridin-Derivaten gelang bislang

jedoch nicht.
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‘O -
X MeO O
A\ N

NH NH
28 2 29 2

Abb. 1.14: Die mit Paraformaldehyd dargestellten Benzo[c]phenanthridin-Derivate 28 und 29
[Kock, 2003].

Bei Versuchen zur reduktiven Desaminierung mit Natriumnitrit in konzentrierter
Schwefelsaure und Phosphinsaure konnte Kock [2003] eine Abspaltung des 11-Sub-
stituenten bei gleichzeitigem Austausch der 6-Amino-Gruppe gegen eine Oxo-Funk-
tion beobachten (Abb. 1.15). Eine Ubertragbarkeit auf die ringsubstituierten Derivate
galt es zu testen.

OMe
MeO\% Eisessig
| NaNO,
T/§§ X
NH,
30 31

Abb. 1.15: Das 6-Oxobenzo[c]phenanthridin 31 als Produkt der Umsetzung des
3,4,5-Trimethoxyphenyl-Derivates 30 mit Natriumnitrit in einem Gemisch aus konzentrierter
Schwefelsaure, Eisessig und Phosphinsaure [Kock, 2003].

Ebenfalls sollte gemafl der von Kock und Clement [2005] beschriebenen Methode
zur Darstellung des Benzo[c]phenanthridin-Grundkdrpers (Abb.1.16) die 6-Amino-
Funktion entfernt werden. Als letzter Schritt war die Methylierung des endozyklischen
Stickstoffs geplant.
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tert-Butylnitrit
DMF

PZSS
Pyridin

Abb. 1.16: Entfernung der 6-Amino-Funktion [Kock und Clement, 2005]. Wie bei der
Desaminierung von 11,12-Dihydrobenzo[c]phenanthridin (28), sollte zunéchst mit tert-Butylnitrit in
DMF die Amino- gegen eine Oxo-Gruppe ausgetauscht und gleichzeitig die 11,12-Position dehydriert
werden. Darauf sollte eine Umsetzung des Produktes 31 mit Diphosphorpentasulfid zur
entsprechenden 6-Thio-Verbindung 32 erfolgen. In einem letzten Schritt sollte mit Raney Nickel in
DMF/Ethanol eine Desulfurierung durchgefiihrt und so das in 6-Position unsubstituierte Derivat 2

erstellt werden.

Die Produkte der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995]
weisen bei einem pH-Wert von 7,0 eine nur geringe Wasserldslichkeit auf, die im
nano- bis unteren mikromolaren Bereich liegt [Zebothsen, 2005]. Dies ist
problematisch, da die Ldslichkeit eine essentielle Rolle bei der Bioverfugbarkeit eines
Wirkstoffes einnimmt. Die maximale Rate des passiven Wirkstofftransports durch
eine biologische Membran ist ein Produkt aus Permeabilitat und Loéslichkeit. Des
Weiteren konnte eine geringe Loslichkeit als Ursache des Scheiterns von zahlreichen
Arzneistoffkandidaten identifiziert werden und gehért daher zu den unerwinscht-
esten Substanzeigenschaften [Faller und Ertl, 2007]. Schon bei der praklinischen
Entwicklung ist eine schlechte Ldslichkeit hinderlich, da verschiedene Testsysteme
beeintrachtigt werden und unerwlnschte Eigenschaften verborgen bleiben kdnnen
[Alsenz und Kansy, 2007].

Somit ist die Verbesserung der Ldslichkeit der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine ein
wichtiges Ziel. Mit der Darstellung der Verbindung 21 (Abb. 1.10) gelang bereits die

Synthese eines Derivates mit einer um zwei Zehnerpotenzen verbesserten

-30 -



Einleitung und Zielsetzung

Loslichkeit, die somit im millimolaren Bereich liegt. Der Derivatisierungsweg ist
allerdings wenig effizient und beinhaltet ausgehend von dem 6-Amino-
benzo[c]phenanthridin insgesamt vier Schritte [Zur Nieden, 2007]. Um auf einem
einfacheren Weg zu besser |0slichen Substanzen zu kommen, sollte untersucht
werden, ob anstelle des o-Tolunitril die Pyridin-Derivate 2-Cyan-3-methylpyridin (33)
und 3-Cyan-4-methylpyridin (35) als Edukte fir die Synthese eingesetzt werden
kdnnen (Abb. 1.17). Die Produkte wirden Uber zwei weitere Stickstoffatome und
somit Wasserstoffbrickenakzeptoren im Grundgerust verfugen, wodurch die Wasser-
I6slichkeit gegenliber den Benzo[c]phenanthridin-Derivaten deutlich erhdht sein
sollte. Bei den Zielverbindungen die in Abbildung 1.17 dargestellt sind, handelt es

sich um heterozyklische Ringsysteme, die in der Literatur bisher nicht beschrieben

worden sind.
CH tertBuOK
3 0 DMPU
N CN )J\ N,
2 + =
_N Ar H
33 10
CH tertBuOK
8 o DMPU
N CN N,
_— Ar H
N
35 10 36

Abb. 1.17: Geplante Umsetzung der Pyridin-Derivate 2-Cyan-3-methylpyridin (33) und 3-Cyan-
4-methylpyridin (35) zu den Benzo[c]phenanthridin analogen Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin- (34)
bzw. Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin-Derivaten (36).
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2  Synthese

2.1 Darstellung von ringsubstituierten 6-Amino-11,12-dihydro-

benzo[c]phenanthridinen unter Verwendung von Stilbenen

211 Einleitung

Um eine strukturelle Annaherung der 6-Aminobenzo|[c]phenanthridine (12) an den
Naturstoff Fagaronin (3) zu erreichen (Abb. 1.11), sollten Stilbene mit substituierten
o-Tolunitrilen zu ringsubstituierten Benzo[c]phenanthridinen umgesetzt werden. Es
sollte untersucht werden, ob auf diesem Wege die zytostatische Aktivitat der
6-Aminobenzo[c]phenanthridine weiter gesteigert werden kann.

Die Darstellung der Stilbene erfolgte in Anlehnung an Takahashi et al. [1977]
(Abb. 2.1). So wurde ein Aquivalent eines o-Tolunitrils mit einem Aquivalent eines
aromatischen Aldehyds umgesetzt. Die starke Base Kalium-tert-butanolat de-
protoniert die CH-azide Methyl-Gruppe des Tolunitrils, worauf das entstandene Carb-
anion im Sinne einer Aldolreaktion den Carbonyl-Kohlenstoff des Aldehyds angreift.
Anstelle des stark kanzerogenen polar aprotischen Losungsmittels Hexamethyl-
phosphorsauretriamid (HMPT) wurde das als sicherer Ersatz geltende 1,3-Dimethyl-
tetrahydropyrimidin-2-on (DMPU) [Mukhopadhyay und Seebach et al., 1982] ein-
gesetzt. In gleicher Weise sind bereits von Weide [1995] mehrere Stilben-Derivate

als potentielle Hemmstoffe der flavinhaltigen Monooxygenase dargestellt worden.

tertBUOK R
HMPT

+ - X

" »

R NC
37 38 39

CH, CHO

Abb. 2.1: Stilbensynthese nach Takahashi et al. [1977].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt vier verschiedene Stilbene
synthetisiert (Abb 2.2). Dabei konnte die Verbindung 40 in einer Ausbeute von 56 %

-32-



Synthese

erhalten werden. Bei der Synthese von 41 und 43 enstanden die entsprechenden
Benzo[c]phenanthridine als Haupt- und die Stilbene als Nebenprodukte. Die
optimalen Reaktionsbedingungen fur die Benzo[c]phenanthridin-Synthese sind ein
Eduktverhéltnis von zwei Aquivalenten o-Tolunitrii zu einem Aquivalent eines
aromatischen Aldehyds, sowie eine Reaktionstemperatur von 35 - 40°C. Um das
Reaktionsgleichgewicht zugunsten der Stilbene zu verschieben, wurde der Aldehyd-
anteil verdoppelt und die Temperatur auf 0 - 10°C gesenkt. Dennoch konnten keine
Ausbeuten Uber 4 - 5 % erzielt werden. Die geringe Ausbeute des Stilbens 42 kann
mit dem +M-Effekt der Methoxy-Substituenten des substituierten o-Tolunitrils
begrindet werden. Der phenylog vermittelte Elektronenzug des Nitrilstickstoffes auf
die Methyl-Gruppe wird vermutlich soweit reduziert, dass deren CH-Aziditat nicht
mehr ausreicht, um unter den gegebenen Reaktionsbedingungen in ausreichendem
Male deprotoniert zu werden. Die Derivate 40 und 43 sind bereits von Takahashi
et al. [1977] beschrieben, wahrend die Verbindungen 41 und 42 erstmals im Rahmen

dieser Arbeit synthetisiert werden konnten.

| OMe
N\ O OMe
X O O N OMe
L, §

40 41
(56 %) (4 %)

N\ OMe
MeO ‘ NN O NN
MeO CN CN

42 43
(10 %) (5 %)

Abb. 2.2: Stilbene zur Synthese von ringsubstituierten 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phen-
anthridinen.
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2.1.2 Umsetzung der Stilbene zu ringsubstituierten

6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen

Die Stilbene 40 und 43 wurden mit unterschiedlich substituierten o-Tolunitrilen
umgesetzt. Auf diesem Weg gelang die Synthese von vier neuen ringsubstituierten
6-Aminobenzo[c]phenanthridinen. Es konnten sowohl Methoxy-Gruppen (45a, 46),
eine Methyl-Gruppe (45b) als auch ein Chlor-Atom (45c) in den Grundkdrper
eingefuhrt werden. Die Ausbeuten der einzelnen Derivate liegen zwischen 6 und
66 % der Theorie (Abb. 2.3).

CH, rL
R CN ~
Iﬁ N @
R2 R4
s CN

44 40
Verbindung R’ R? R® R* Ausbeute [%]
45a H OCHj; OCHj, H 42
45b CHs H H H 66
45¢ H H H (of 15
MeO
CH ‘ OMe

3 OMe
CN
+ 2 > N OMe
MeO O N
CN
OMe NH,

44a 43 46
(6 %)

Abb. 2.3: Umsetzung von substituierten o-Tolunitrilen mit Stilbenen zu neuen ring-

substituierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen.

Bei der Umsetzung des Stilbens 40 mit dem o-Tolunitril-Derivat 2-Methyl-5-nitro-

benzonitril konnte ein sehr heterogener Reaktionsverlauf beobachtet und das
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gewunschte Produkte nicht isoliert werden. Das nitrierte Edukt scheint so reaktiv zu
sein, dass es in Gegenwart von Kalium-tert-butanolat stark zur Polymerisation neigt.
Im "H-NMR-Spektrum des isolierten Rohproduktes fanden sich Strukturelemente im
Bereich aromatischer Protonen, die denen im Spektrum des 2-Methyl-5-nitro-
benzonitril sehr ahnlich sind. Entsprechende Ergebnisse berichtet Wolschendorf
[2000] far die versuchte Umsetzung des 2-Methyl-5-nitrobenzonitrils mit aroma-
tischen Aldehyden zu Benzo|[c]phenanthridinen.

Bei der Reaktion von 4-Brom-2-methylbenzonitril (47) mit dem Stilben 40 entstand
u. a. das gewunschte Produkt in Form eines Isomerengemisches, welches jedoch
nicht erfolgreich aufgereinigt werden konnte. Im 'H-NMR-Spektrum des Isomeren-
gemisches sind die Signale zweier unterschiedlicher Benzo[c]phenanthridin-Derivate
im Bereich der Protonen des GrundgeruUstes zu erkennen. Die Signale weisen eine
ahnliche Intensitat und ein aquivalentes Aufspaltungsmuster auf und unterscheiden
sich nur geringfugig in ihrer chemischen Verschiebung. Fur den Substituenten in
11-Position ist nur ein einfacher Satz an Signalen zu finden, wobei die Intensitaten im
Verhaltnis zu den Protonen des Grundkorpers verdoppelt sind. Im ESI-Massen-
spektrum sind zwei unterschiedliche Verbindungen zu erkennen, die beide die
gesuchte Masse 444 aufweisen. Die Elementaranalyse des Produktgemisches zeigte
die gewunschte Zusammensetzung der Zielverbindung 49. Die Ergebnisse sprechen

fur die Bildung eines Isomerengemisches wie in Abbildung 2.4 wiedergegeben.
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CH, N\
o O
CC -
Br
CN

47 40

/N /N
Br
(1) P
Br X N
N N
NH, NH,
48 49

Abb. 2.4: Bildung eines Isomerengemisches als Produkt der Umsetzung von 4-Brom-
2-methylbenzonitril mit dem Stilben 40.

Das 'H-NMR-Spektrum des Rohproduktes von 45a weist ebenfalls Signale eines
zweiten Benzo[c]phenanthridin-Derivats auf, dieses erscheint jedoch im Vergleich
zum isolierten, aufgereinigten Produkt in deutlich geringerer Intensitat, so dass auch
bei dieser Umsetzung von der Bildung eines Isomerengemisches ausgegangen
werden kann. Um den Vorgang der Isomerenbildung naher zu untersuchen, wurde
o-Tolunitril mit dem 4,5-Dimethoxy-Stilben 42 umgesetzt. Dabei entstand ein
identisches Isomerengemisch wie bei der Reaktion von 4,5-Dimethoxy-2-methyl-
benzonitril mit dem Stilben 40 (Abb. 2.5). Ein Reaktionsmechanismus, der dieses
Ergebnis, wie auch eine Isomerenbildung erklaren kann, wird in Abbildung 2.6

dargestellt.
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CH,
CN
+
MeO
OMe

44a

CH,
CN
+

|
e
. |
O T~ AN
CN OMe

N OMe
N

N
~ / 45a NH,
MeO NN

MeO I CN

42

Abb. 2.5: Die Umsetzung von o-Tolunitril (9) mit dem Dimethoxy-Stilben 42 und die Reaktion

von 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril (44a) mit dem Stilben 42 ergeben das selbe Produkt

(45a).
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Erweitert man den in Abbildung 1.9 postulierten Reaktionsmechanismus durch die
Einfihrung von Substituenten, kann man die oben aufgeflhrten Ergebnisse wie in

Abbildung 2.6 dargestellt, erklaren.

NC

Ar ‘ Ar

P “CH, “CH, Y

H Ne +H* +H* NC NG
NC + = Ar = +
NC

OMe O

OMe OMe OMe

40 50 51 13 42

Abb. 2.6: Der postulierte Reaktionsmechanismus zur Entstehung eines Isomerengemisches.

Die Reaktionen von o-Tolunitrii mit dem Dimethoxy-Stilben 42, sowie von
4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril mit dem Stilben 40 fihren zu dem Intermediat 51.
Eine Deprotonierung dieses Intermediates ist sowohl an der Methylen-Gruppe des
Methoxy-Gruppen tragenden Phenylrestes, als auch an der Methylen-Gruppe des
unsubstituierten Phenylrestes mdglich. Im ersten Fall entsteht das 8,9-Dimethoxy-

benzo[c]phenanthridin-Derivat 58 Uber die Zwischenstufen 52, 54 und 56. Analog
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wird das 2,3-Dimethoxy-Isomer 59 Uber 53, 55 und 57 gebildet. Das Gleichgewicht
der Isomerenbildung hangt von den CH-Aciditaten der Methylen-Gruppen ab.

Im betrachteten Fall ist zu erwarten, dass die Methoxy-Gruppen durch ihren
+M-Effekt die CH-Aziditat der benachbarten Methylen-Gruppe herabsetzen und somit
die Bildung des Carbanions 52 im Gegensatz zu der des Carbanions 53 nur im
geringen Malde stattfindet. Demnach sollte das 2,3-Dimethoxy-Derivat 59 als
Hauptprodukt entstehen. Dieses ist auch das Isomer, welches in der Praxis rein
gewonnen werden konnte. Die gefundene Verunreinung stellt vermutlich das
8,9-Dimethoxy-Isomer 58 dar, was allerdings nicht eindeutig nachgewiesen werden

konnte, da eine Isolierung von 58 nicht gelang.

2.1.3 Bestimmung der Isomerenverhaltnisse

Um die Isomerenbildung quantifizieren zu kénnen wurde eine HPLC-Methode
entwickelt und die Produkte 48, 49, 45a und 45b vermessen. Ein reprasentatives

Chromatogramm der Verbindung 45a ist in Abbildung 2.7 dargestellt.

uv

1,60E+09 4 H
7,1 min
1,40E+09 4
1,20E+09 4
1,00E+09 4
c
0
g 8,00E+08 -
%
o
6,00E+08 -
4,00E+08 - 8’9 min
2,00E+08 - ’ ‘

0,00E+00 -

time

Abb. 2.7: Reprasentatives Chromatogramm der Verbindung 45a. Sdule: LiChroCart® 125 mm x 4
mm, LiChrospher® 60 Rp-Select B (5 um); FlieBmittel: Phosphatpuffer 20 mmol pH 4,0/Acetonitril
(60/40); Flussrate: 1 ml/min; Detektion: Absorptionsmessung bei 254 nm.
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Die Substanzen wurden im FlieBmittel geldést und in einer Konzentration von
0,1 mg/ml eingesetzt. Die Bestimmung der Isomerenverhaltnisse erfolgte durch

Vergleich der integrierten Flacheneinheiten der resultierenden Signale (Abb. 2.8).

\ \
\
CH, N
R CN Ri ‘O
2
+ X - . R N +
CN R3

R3

R
ooC
X R3
_N

NH, NH,
44 40 45, 48 45, 49
Verbindung R’ R? R® Isomerenverhéltnis (relativ)
A-Ring’ D-Ring’
45a -H -OCH; -OCH; 4,5 1
45b -CH; -H -H 1 -
48, 49 -H -Br -H 1 1

* = Position der Substituenten

Abb. 2.8: Relative Isomerenverhaltnisse der Verbindungen 45a, 45b, 48 und 49.

Wahrend bei dem bromierten Produktgemisch die Isomere in einem Verhaltnis von
ca. 1:1 entstehen, Uberwiegen bei den methoxylierten und methylierten Varianten die
am A-Ring substituierten Isomere. Die Ergebnisse stimmen mit den Erwartungen
Uberein, so hat das Brom nur einen geringen Einfluss auf die CH-Aziditat der
benachbarten Methylen-Gruppe, so dass beide Carbanionen in gleichem Ausmalf}
gebildet werden konnen. Bei der Entstehung der Verbindung 45a reduziert die
Methoxy-Gruppe in para-Stellung die CH-Aziditat der Methylen-Gruppe, so dass
bevorzugt das Carbanion 53 entsteht. Bei der Entstehung der Verbindung 45b ist der
+|-Effekt der Methyl-Gruppe anscheinend so stark ausgepragt, dass allein das
1-Methylbenzo[c]phenanthridin-lsomer 45b gebildet wird. Eigentlich sollte der
+M-Effekt der Methoxy-Gruppe eine starkere Auswirkung haben, als der +I-Effekt der
Methyl-Gruppe, es ware also zu erwarten gewesen, dass bei der Verbindung 45a
das 2,3-Dimethoxy-lsomer noch starker Uberwiegen wurde als das 1-Methyl-lsomer
bei der Substanz 45b.
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2.1.4 Zusammenfassung

Durch den Einsatz von Stilben-Derivaten und substituierten o-Tolunitrilen konnten die
neuen ringsubstituierten Benzo[c]phenanthridin-Derivate 45a, 45b, 45c und 46
dargestellt werden (Abb. 2.3). Die spektroskopische Untersuchung der Rohprodukte
dieser Umsetzungen deutet auf die Bildung von Isomeren-Paaren hin, wobei jeweils
ein Isomer rein gewonnen werden konnte. Fur die Entstehung der Isomere wurde
anhand des postulierten Reaktionsmechanismus (Abb. 2.6) eine plausible Erklarung
gefunden. Der Mechanismus wird hierdurch weiter bestatigt. Ferner wurde eine
HPLC-Methode entwickelt, um das Isomeren-Verhaltnis der entstehenden
Verbindungen aufzuklaren. Auf diese Weise konnte auch die vermutete Abhangigkeit
der Isomerenbildung von der CH-Aziditat der Methylen-Gruppen des Intermediates
bekraftigt werden. Aufgrund der Isomeren-Bildung schien dieser Ansatz fur die

Synthese von Fagaronin und analoger Verbindungen nicht geeignet.
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2.2 Versuche zur Darstellung von Fagaronin und analogen

Verbindungen

2.2.1 Darstellung von ringmethoxylierten

Benzo[c]phenanthridinen

Durch eine strukturelle Annaherung an das antileukamisch wirksame Fagaronin wird
eine Erhohung der zytostatischen Aktivitat der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
angestrebt. Um mittels der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und
Weide [1995] effizient zu Fagaronin-ahnlichen Derivaten zu kommen, wurde
zunachst versucht 6-Amino-11,12-dihydro-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phenanthri-
din (60) zu synthetisieren. Als Edukte wurden 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril und
Formaldehyd eingesetzt (Abb. 2.9). Als Formaldehydquelle diente Paraformaldehyd,
welcher entweder direkt in fester Form in den Ansatz gegeben wurde oder nach
Depolymerisation bei hohen Temperaturen als freier Formaldehyd mittels Stickstoff-
strom in den Ansatz eingeleitet worden ist. Das gewlnschte Produkt konnte jedoch

nicht isoliert werden.

CH, OMe
N Q MeO O
e

2 + HJLH —H— N OMe

MeO N

MeO =
OMe
NH,
443 60

Abb. 2.9: Versuch der Darstellung von 6-Amino-11,12-dihydro-2,3,8,9-tetramethoxy-
benzo[c]phenanthridin (60).

Als alternative Syntheseroute zu der Ziel-Verbindung 60 wurde zunachst das
2,3,8,9-Tetramethoxy-Derivat 62 synthetisiert (Abb. 2.10), um anschlieRend den
11-Substituenten abzuspalten. Die niedrige Ausbeute von 17 % beruht wahr-
scheinlich auf der durch den +M-Effekt der Methoxy-Gruppe verminderten
CH-Aziditat der Methyl-Gruppe der o-Tolunitri-Kkomponente. Des Weiteren ist die
Verbindung in DMPU sehr gut I8slich und dadurch nur schwer zu isolieren. Erst nach
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Entfernung des Lésungsmittels durch Destillation im Vakuum konnte das gewunschte

Produkt gewonnen werden.

OMe
MeO
CH
5 CHO O OMe
, CN MeO ‘O
+ — "  MeO
17 % N OMe
MeO MeO OMe N
—
OMe OMe MeO
NH2
44a 61 62

Abb. 2.10: Darstellung des 2,3,8,9-Tetramethoxybenzo[c]phenanthridin-Derivates 62.

Zunachst wurde versucht unter Bedingungen zur reduktiven Desaminierung nach
Kornblum [1952] den 11-Substituenten mit Natriumnitrit in Phosphinsaure,
konzentrierter Schwefelsaure und Eisessig abzuspalten und gleichzeitig die
11,12-Position zu dehydrieren, sowie die Amino-Funktion gegen eine Oxo-Gruppe

auszutauschen (Abb. 2.11) [Kock, 2003]. Die Umsetzungen verliefen jedoch nicht

erfolgreich.
OMe
MeO Eisessig
oM NaNO,
e
MeO H,SO, konz.
e
O N oMe —A—~
N
MeO =
NH,
62 63

Abb. 2.11: Versuch zur Entfernung des 11-Substituenten.
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F
O CF,SO,H
CHCI, .

av,

NH

64

Abb. 2.12: Abspaltung des 11-Substituenten durch Trifluormethansulfonsaure [Li et al., 2006].

Li et al. [2006] beschreiben die Abspaltung des 11-Substituenten des 6-Amino-
benzo[c]phenanthridins 64 unter Verwendung der Trifluormethansulfonsaure in
Chloroform, bei gleichzeitiger Dehydrierung der Bindung zwischen C-11 und C-12.
Die Abspaltung des Phenyl-Restes soll nach Bildung des dreifach protonierten

Intermediates 65 unter Eliminierung von Benzol erfolgen (Abb. 2.12) [Li et al., 2006].

-44 -



Synthese

OMe
MeO OR
owe orson [
MeO
N oM N
SRR e
=
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MeO 2 R =H oder CH,
NH,
62 67
KOH aq. 10%
Dimethylsulfat

OMe
wo N
O OMe
N
MeO =
NH,
68 (60 % fur zwei Schritte)

Abb. 2.13: Darstellung des 6-Amino-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phenanthridins.

Der Versuch den 11-Substituenten des methoxylierten Benzo[c]phenanthridin-
Derivates 62 mit Trifluormethansulfonsaure abzuspalten verlief erfolgreich, allerdings
wurden zusatzlich ein bis mehrere Etherbindungen der Methoxy-Gruppen gebrochen.
Das Rohprodukt wurde direkt mit Dimethylsulfat in wassriger Kalilauge [Becker et al.,
2004] zu 6-Amino-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phenanthridin  (68) umgesetzt
(Abb. 2.13). Ausgehend von dem Edukt 64 liegt die Ausbeute dieser Zweistufen-
Reaktion bei 60 % der Theorie.

2.2.2 Versuche zur Entfernung der Amino-Gruppe

Im Rahmen der Anndherung an das Fagaronin sollten die 6-Amino-2,3,8,9-tetra-
methoxybenzo[c]phenanthridine 62 und 68 desaminiert werden. Eine direkte
Umsetzung von 6-Aminobenzo[c]phenanthridin-Derivate zu den in 6-Position un-
substituierten Verbindungen konnte bisher nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. So
berichten Kock [2003] und Wolschendorf [2000], dass unter den Reaktions-
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bedingungen zur reduktiven Desaminierung nach Kornblum et al. [1952] und
Doyle et al. [1977] die 6-Oxobenzo|[c]phenanthridine entstehen. Vergleichbare Er-
gebnisse sind auch bei den entsprechenden Umsetzungen von 2-Aminopyridin
[Engel, 1990] und 6-Aminophenanthridin [Theobald und Schofield, 1950; Keene und
Tissington, 1971] beobachtet worden. Daher sollten die in Position 6 unsubstituierten
Verbindungen gemafR der von Kock [2003] beschriebenen mehrstufigen Synthese-
sequenz (Abb. 1.14) Uber die 6-Oxo-Derivate dargestellt werden.

Das Derivat 62 wurde mit tert-Butylnitrit in N,N-Dimethylformamid (DMF) zu dem
6-Oxobenzo[c]phenanthridin 69 umgesetzt (Abb. 2.14). Neben dem Austausch der
funktionellen Gruppen wurde wahrend der Reaktion auch die Bindung zwischen C-11
und C-12 dehydriert. Die Ausbeute der Synthese liegt bei 50 % der Theorie.

OMe OMe
MeO\/ | Me0\2\|
A OMe DMF AR OMe
MeO tert-Butylnitrit  MeO OO
MeO ———= M
\| N OMe 50 % eo\|/\ OMe
= N N
Meo/ = Meo/\/W H
NH, o
62 69

Abb. 2.14: Darstellung des 6-Oxobenzo[c]phenanthridin-Derivates 69.

Trotz des Einsatzes unterschiedlicher Verfahren zur reduktiven Desaminierung,
gelang weder die Darstellung des 6-Oxo0-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phenanthridins
(63), noch des in 6-Position unsubstituierten Produktes (Abb. 2.15). Wurde das Edukt
68 mit Phosphinsaure und Natriumnitrit in mineralsaurer Losung umgesetzt, entstand
ein sehr schwer |Gslicher Ruckstand. Im Massenspektrum des Produktes tauchte
neben dem Signal der nicht umgesetzten Ausgangsverbindung auch das Signal des
gesuchten 6-Oxo-Derivates auf. Die Isolierung und Aufreinigung des 6-Oxo-
benzo[c]phenanthridins war jedoch nicht erfolgreich. Als Erklarungen fir die nicht
erfolgreiche Synthese koénnen unterschiedliche Ursachen in Betracht gezogen
werden. Erstens ware es moglich, dass das Edukt nur unzureichend diazotiert wurde,

allerdings konnte die Ausgangsverbindung nicht in entsprechendem Malle wieder-
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gewonnen werden. Des Weiteren ware die Bildung eines stabilen diazotierten
Derivates denkbar, jedoch taucht ein entsprechendes Signal im Massenspektrum
nicht auf. Ferner wurde die Aufarbeitung des Produktgemisches durch die schlechte
Ldslichkeit der isolierten Substanzen erschwert. Eine Saulenchromatographie war
nicht erfolgreich, da sich das Rohprodukt in keinem der zur Verfugung stehenden
Losungsmittel vollstandig 16sen lie. Auch Versuche der Reinigung der Derivate Uber
Umkristallisation, unter anderem aus Eisessig oder Dimethylsulfoxid, fuhrten nicht zu

reinen Produkten.

OMe
o
MeO
o N ®

MeO H
N
Meo a!bac O
63
NH, OMe
68
MeO
O OMe
a = NaNO,, H,80, konz., Eisessig, H;PO, 50 % aq.
b = tert-Butylnitrit, DMF N

¢ = NaNO,, Ethanol, Eisessig, NaHSO, MeO

70

Abb. 2.15: Versuche zur Entfernung der 6-Amino-Funktion. Zur Eliminierung der 6-Amino-Gruppe
des Benzo[c]phenanthridins 68 sind unterschiedliche Verfahren zur reduktiven Desaminierung
erfolglos eingesetzt worden. Weder das 6-Oxo-Derivat 63 noch das desaminierte Produkt 70 konnten
isoliert werden. Bei der Methode nach Kornblum et al. [1952] erfolgt die Diazotierung eines priméren
aromatischen Amins durch salpetrige S&ure in konzentrierter Schwefelsdure und Eisessig. Die
Diazonium-Gruppe wird durch 50 %ige wéssrige Phosphinsdure reduziert. Nach Doyle et al. [1977]
wurde eine Umsetzung mit tert-Butylnitrit in DMF versucht. Die Desaminierung nach Geoffroy et al.
[2001] verwendet zur Diazotierung salpetrige Séure in Ethanol / Eisessig und Natriumhydrogensulfit

zur Reduktion des Diazonium-Salzes.
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2.2.3 Weitere Umsetzungen

Es wurde versucht, aus der Verbindung 69 das in 6-Position unsubstituierte
Benzo[c]phenanthridin-Derivat 71 darzustellen (Abb. 2.16).

OMe
OMe

MeO
MeO\/
MeO OMe | OM
e e
- - MeO™ X
MeO —
O OMe MeO.
N_
MeO H
o)

69 71
Abb.2.16: Geplante Umsetzung des 6-Oxo-Derivates 66 zu dem Benzo[c]phenanthridin 71.

OMe

N
MeO/ = —

Hierzu sollte zunachst das 6-Oxo-Derivat mit Phosphorpentasulfid zu der 6-Thio-
Verbindung umgesetzt werden [Taylor und Martin, 1952]. Das gewunschte Produkt
konnte trotz Variation der Reaktionsbedingungen nicht isoliert werden. Ebenfalls
erfolglos verlief der Versuch, den Amid-Sauerstoff mit Lithium-Aluminium-Hydrid
reduktiv zu entfernen [Badger und Seidler, 1954]. Eine mdgliche Erklarung ist, dass
die Verbindung aufgrund des aromatischen Charakters bevorzugt in der Lactim-Form
vorliegt und daher unter den gegebenen Bedingungen nicht reduziert werden kann.
Gestiitzt wird die Annahme durch das 'H-NMR-Spektrum der in DMSO-ds geldsten
Verbindung 69. So ist im tiefen Feld bei 11,75 ppm ein Signal zu erkennen, welches
der chemischen Verschiebung einer Heteroaryl-OH-Gruppe entspricht. Das
NH-Signal ware zwischen 5,5 und 10 ppm zu erwarten [Hesse et al., 2005], ist aber
im Spektrum nicht zu sehen. Das Vorliegen der Lactim-Form steht im Gegensatz zu
den Beobachtungen von Reese [1958] flr 6-Oxo-Benzo[c]phenanthridin, bei dem

das Tautomeriegleichgewicht auf Seite der Lactam-Form liegen soll (Abb. 2.17).
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OH
72 73

Abb. 2.17: Tautomeriegleichgewicht zwischen Lactam-Form (5,6-Dihydro-6-oxobenzo[c]phen-
anthridin (72)) und Lactim-Form (6-Hydroxybenzo[c]phenanthridin (73)).

Alternativ wurde in Anlehnungan an die Fagaronin-Synthese nach Smidrkal [1988]
versucht, zunachst den Amid-Stickstoff zu methylieren und dann den Sauerstoff zu
entfernen. Smidrkal beschreibt fiir die Methylierung der Amid-Gruppe eine
vorwiegende O-Methylierung in wassriger Acetonldsung, wahrend bei Verwendung
des aprotischen Losungsmittels Tetrahydrofuran (THF) das N-methylierte Derivat als
Hauptprodukt entsteht. Im Falle der Umsetzung der Verbindung 69 konnte trotz
Verwendung von getrocknetem THF nur das O-methylierte Produkt gewonnen

werden (Abb. 2.18).
OMe OMe

MeO MeO
‘ OMe
MeO

OMe

MeO

MeO MeO
OMe

OMe NaH
N Dimethylsulfat N
MeO H THF MeO “CH,
O 0
69 74
\ OMe
MeO
O OMe
MeO
MeO
O OMe
N
MeO =
OMe

75
Abb. 2.18: Die Methylierung der Verbindung 69 ergibt das 6-Methoxy-Derivat 75 anstelle des
gewilinschten N-Methyl-Produktes 74.
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2.2.4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Annaherung an das Fagaronin konnten insgesamt vier neue
Benzo[c]phenanthridin-Derivate synthetisiert werden. So wurde durch Einsatz von
4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril die methoxylierte Verbindung 62 (Abb. 2.9)
dargestellt. Die folgende Umsetzung von 62 mit tert-Butylnitrit in DMF ergab das
6-Oxo-Derivat 69 (Abb. 2.14). Der Versuch den endozyklischen Stickstoff mittels
Dimethylsulfat in Gegenwart von Natriumhydrid in trockenem Tetrahydrofuran zu
methylieren, war nicht erfolgreich, fuhrte aber zu dem bisher nicht beschriebenen
Produkt 75 (Abb. 2.18). Mit Trifluormethansulfonsaure in Chloroform gelang bei der
Verbindung 62 die Abspaltung des Substituenten in 11-Position und nach
anschlieRender Methylierung wurde die Verbindung 68 erhalten (Abb. 2.13).
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2.3 Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridine und Isochino[8,7-c]-
2,7-naphthyridine

2.3.1 Einleitung

Die meisten der bisher synthetisierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen verfigen
aufgrund ihres groRen unpolaren Grundgerustes Uber eine geringe Wasserloslichkeit
die im nano- bis mikromolaren Bereich liegt [Zebothsen, 2005]. Dies ist hinsichtlich
einer Weiterentwicklung zu Arzneistoffen hinderlich, da eine schlechte Wasser-
I0slichkeit zu Problemen bei den praklinischen Testungen, sowie zu einer zu

geringen Bioverfugbarkeit der Substanz fihren kann [Faler und Ertl, 2007].

Um mittels der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995] zu
besser l6slichen Verbindungen zu kommen, wurden 3-Cyan-4-methylpyridin und
2-Cyan-3-methylpyridin anstelle von o-Tolunitril eingesetzt. Die Grundkorper der
Zielstrukturen, Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin und Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin,
(Abb. 2.19), kdénnen als aza-analoge Benzo[c]phenanthridine aufgefasst werden.
Durch die zwei zusatzlichen endozyklischen Stickstoffe sollte die Wasserloslichkeit
der Substanzen gegenuber den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen deutlich erhdoht

sein.

N =~ N

76 77

Abb. 2.19: Die chemischen Strukturen des Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridins (76) und
Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridins (77).

2.3.2 Synthesen

Die Reaktionsbedingungen wurden entsprechend der Benzo[c]phenanthridin-
Synthese nach Clement und Weide [1995] gewahlt (Abb. 1.12). Als

Aldehydkomponenten wurden unterschiedliche aromatische Aldehyde und Paraform-
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aldeyhd verwendet. Die methoxylierten Aldehyde wurden eingesetzt, da die
entsprechend substituierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine in den Testungen sehr
gute zytostatische Wirkung gezeigt haben. Durch Einsatz von Isopropylbenzaldehyd
sollte gezeigt werden, dass auch andersartig substituierete Benzaldehyde als Edukte
in Frage kommen. Mit Paraformaldehyd sollten die Grundkorper dargestellt werden.
Bei dem Einsatz von 3-Cyan-4-methylpyridin konnte aufgrund der im Vergleich zu
o-Tolunitril erhéhten CH-Aziditat die erforderliche Reaktionstemperatur von 40° auf
25°C gesenkt, sowie die Reaktionszeit von 4 auf 2 h verkurzt werden. Auf diesem
Weg wurden die in Abbildung 2.20 wiedergegeben 11,12-Dihydroisochino[8,7-c]-2,7-
naphthyridin-Derivate 78 - 81 dargestellt. Bei Durchfihrung der Reaktion ohne
Schutzgas, bei einer Temperatur von 80°C und einer Reaktionszeit von 8 h,
entstanden die Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin-Derivate (82 und 83) als Haupt-
produkte.

OMe OMe
MeO MeO MeO

= MeO N MeO O | ~
N
XX X N N O N

| | A |
N~ 2N N _A_ =N N _~_=N
NHz NH2 NH2
78 79 82
A N X
N N
I X N | NN I A =
N =~ N N~ N N_ _~ N
NH, NH, NH,
80 81 83

Abb. 2.20: Strukturen der dargestellten Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin-Derivate.

Far die erfolgreiche Umsetzung von 2-Cyan-3-methylpyridin war eine Erhdhung der
Reaktionstemperatur auf 80°C und eine Verlangerung der Reaktionsdauer auf 7 h
erforderlich. Auf diese Weise konnte das Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-Derivat 84
dargestellt werden (Abb. 2.21). Aufgrund einer Konkurrenzreaktion (siehe Kap. 2.4)

waren die Ausbeuten gering und eine chromatographische Aufreinigung des
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Produktes erforderlich. Die Darstellung weiterer Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridine
gelang nicht.

OMe

MeO

MeO

Abb. 2.21: Chemische Struktur des Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-Derivates 84.

Die heterozyklischen Ringsysteme Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin und Isochino[8,7-c]-
2,7-naphthyridin sowie ihre 10,11-Dihydro-Formen sind in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Entsprechende Derivate konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmalig
dargestellt werden. Es konnte somit gezeigt werden, dass bei der von Clement und
Weide gefundenen Ein-Topf-Synthese auch Pyridin-Derivate anstelle von o-Tolu-
nitrilen eingesetzt werden konnen und sich so neue Heterozyklen darstellen lassen.
Die Testung der Loslichkeit der Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridine wird exemplarisch
fur die Verbindung 78 in Kapitel 2.3.3 beschrieben.

Wurde 2-Cyan-3-methylpyridin als Ausgangsverbindung verwendet und die Reaktion
bei 25 - 40°C durchgefihrt, entstanden anstelle der Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-
Derivate 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinoline als Hauptprodukte. Diese neu

entdeckte Stoffklasse wird in Kapitel 2.4 beschrieben.
2.3.3 Bestimmung der Wasserloslichkeit

Die Wasserloslichkeit eines Wirkstoffes ist fur seine Pharmakokinetik von
entscheidender Bedeutung. Ebenso wie die weiteren Merkmale Lipophilie und
pKs-Wert gehort die Loslichkeit zu den Parametern, die flr eine physikochemische

Charakterisierung von Wirkstoffen wichtig sind. Um rechtzeitig Vorhersagen Uber die
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Bioverfugbarkeit eines Stoffes machen 2zu kdénnen, sollten diesbezlgliche
Untersuchungen in einem frihen Stadium der Wirkstoffentwicklung durchgefihrt
werden. Damit soll verhindert werden, dass die Entwicklung eines Arzneistoffes in
einer spaten Phase aufgrund ungeeigneter biopharmazeutischer Eigenschaften
abgebrochen werden muss und ein hoher finanzieller Schaden entsteht [Venkatesh
und Lipper, 2000]. Des Weiteren kann eine geringe Loslichkeit bereits in den in vitro
Testungen problematisch sein. Schlecht I6sliche Verbindungen kdénnen wahrend
eines Assays ausfallen und als Resultat eine geringere Konzentration als erwartet
aufweisen. FUr Aktivitdtsbestimmungen bedeutet das, dass die Aktivitat einer
schlecht I6slichen Verbindung leicht unterschatzt werden kann. Generell flhren
schwer l6sliche Substanzen haufig zu schwankenden Testergebnissen [Di und
Kerns, 2003].

Zebothsen [2005] konnte zeigen, dass die Wasserloslichkeit der 6-Amino-
benzo[c]phenanthridine gering ist und bei einem pH-Wert von 7,0 im nano- bis
unteren mikromolaren Bereich liegt. Um die Wasserloslichkeit der 6-Amino-
benzo[c]phenanthridine zu verbessern, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin- und Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-Derivate ent-
wickelt. Die Bestimmung der Wasserldslichkeit der Verbindungen ist exemplarisch fur
das Hydrochlorid der Substanz 6-Amino-11,12-dihydro-11-(4-methoxyphenyl)-
isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin (78) durchgefuhrt worden.

Das Hydrochlorid der Verbindung 78 wurde auf sein Léslichkeitsverhalten in
wassrigen Medien untersucht. Dabei wurde die Lo6slichkeit in 100 mM Phosphat-
puffern mit den pH-Werten 5,0, 6,0 und 7,4 getestet.

Die Kalibrierung erfolgte durch Integration der Flacheninhalte der resultierenden
Signale. Die Funktion der 7-Punkt-Kalibrierung (R2 > 0,99; N = 2) war in dem

untersuchten Bereich von 0,01 bis 5,0 mg/ml linear.

Die Loslichkeit von 78 x 3 HCI nimmt von pH 5,0 zu pH 7,4 deutlich ab (Tab. 2.1).
Dennoch ist die Sattigungsldslichkeit der Verbindung 78 bei pH 7,4 mit einer
Loslichkeit von 1,8 mM im Vergleich zu den bisher getesteten 6-Amino-
benzo[c]phenanthridine sehr hoch. Fur die von Zur Nieden [2007] synthetisierte
Verbindung 21 konnte bei pH 7,4 mit 1,3 mM ein ahnlich hoher Wert bestimmt
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werden. Hingegen betrug die von Zebothsen [2005] beobachtete maximale
Léslichkeit der 6-Aminobenzo[c]phenanthtridine 30,0 uM (pH 7,0).

Tab. 2.1: Loslichkeit der Verbindung 78 x 3 HCI bei unterschiedlichen pH-Werten .

pH-Wert Medium Loslichkeit Loslichkeit
100 mM Phosphatpuffer [mg/ml] [mM]
5,0 7401 159+0,3
6,0 3,7+0,3 8,0+0,5
7,4 0,8+0,2 1,8+0,4

Somit konnten durch die Einfuhrung von zwei endozyklischen Stickstoffatomen in
das Benzo[c]phenanthridin-Grundgerlist aza-analoge  6-Aminobenzo[c]phen-
anthridine mit deutlich verbesserter Loslichkeit synthetisiert werden. Die Loéslichkeit
ist stark pH abhangig, was sich auf die relativ geringe Basizitat der Ringstickstoffe

zuruckflhren Iasst.
2.3.4 Zusammenfassung und Ausblick

In Anlehnung der Benzo|[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995],
konnten durch den Einsatz von substituierten Pyridin-Derivaten insgesamt vier
11,12-Dihydroisochino[8,7-c]-2,7-naphthyridine, zwei Isochino[8,7-c]-2,7-naphthyri-
din-Derivate und ein 11,12-Dihydrochino[7,8-f]-1,7-naphthyridin synthetisiert werden.
Sowohl die einzelnen Verbindungen, als auch die heterozyklischen Grundkérper sind
in der Literatur bisher nicht beschrieben worden.

Die Loslichkeit des Hydrochlorids der Verbindung 78 wurde in unterschiedlichen
Puffersystemen mittels HPLC-Analytik gemessen. Dabei wurde eine um zwei
Zehnerpotenzen verbesserte Loslichkeit gegenliber den bisher getesteten
6-Aminobenzo[c]phenanthridinium-Salzen festgestellt und eine dem Derivat 21 (Abb.
1.10) gleichwertige Sattigungsloslichkeit bei physiologischem pH-Wert bestimmt. Die
verbesserte Loslichkeit ware fur Testungen und den klinischen Einsatz von groliem
Vorteil.

Die Bestimmung der Wasserloslichkeit der restlichen nicht getesteten neu
synthetisierten Verbindungen ist zukunftigen Arbeiten vorbehalten und in

pharmakologischen Testungen ist zu untersuchen, ob trotz der EinfUhrung der
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zusatzlichen Stickstoffatome in das Ringgerlist das Wirkungsspektrum der

Benzo[c]phenanthridine erhalten geblieben ist.

2.4 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate

241 Einleitung

Bei der Umsetzung von 2-Cyan-3-methylpyridin mit aromatischen Aldehyden
enstanden zunachst nicht wie erwartet die Chino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-Derivate,
sondern die in Abbildung 2.22 dargestellten Verbindungen 85 und 86. Es handelt
sich hierbei um 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinoline.

Abb. 2.22: Die 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate 85 und 86.

Die 7-Azaindolo-10,11-dihydro[3,2-h]chinolin-Derivate sind in der Literatur bisher
nicht beschrieben und konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig
dargestellt werden. Der postulierte Reaktionsmechanismus zur Entstehung der
10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate ist in Abbildung 2.23 wieder-
gegeben. Die spektroskopische Strukturaufklarung dieser Substanzklasse ist anhand

der Verbindung 85 exemplarisch in Kap. 3.3 dargestellt.
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2.4.2 Postulierter Reaktionsmechanismus
o) H ) Ar
H Y 0
CHs H—C|)7 Ar H ~ "H
NC AN NC N 10 NC \ Ar NC AN
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Abb. 2.23: Postulierter Reaktionsmechanismus zur Entstehung der 10,11-Dihydro-7-azaindolo-

[3,2-h]chinolin-Derivate.

Die Entstehung der 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate verlauft zu-
nachst analog zu den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen (Abb.1.9). In einem ersten
Schritt wird die Methylgruppe des 2-Cyan-3-methylpyridins (33) durch die starke
Base Kalium-tert-butanolat deprotoniert. Das entstandene Carbanion 87 greift den
Carbonyl-Kohlenstoff des Aldehyds 10 im Sinne einer Aldolreaktion nukleophil an.
Unter Wasserabspaltung entsteht das aza-analoge Stilbenderivat 89, an dessen
Doppelbindung das Carbanion eines weiteren 2-Cyan-3-methylpyridins angreift.
Danach reagiert das durch Deprotonierung einer Methylengruppe des Intermediates
90 gebildete Carbanion 91 mit der Nitrilgruppe unter Bildung des Iminonitrils 92.
Dieses befindet sich im Tautomerie-Gleichgewicht mit dem Enaminonitiril 93. Der

abschlielRende Schritt besteht in einem Angriff des freien Elektronenpaars der
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Aminofunktion an der aktivierten Position 2 des Pyridin-Rings und der formalen

Abspaltung von HCN.
2.4.3 Alternative Synthesewege

Der viergliedrige Heterozyklus 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin ist in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden. Ahnliche Verbindungen hingegen sind
bereits bekannt. So konnten Kelly und Parrick 1966 ausgehend von 2-Pyridyl-
hydrazin (95) und a-Tetralon (96) das 7-Azaindol-Derivat 98 darstellen (Abb. 2.24).

2T o0

95 96
X /- N\
/ —
N Y
X H
98

Kelly und Parrick  Thummel und Hegde 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin
X=N X=C X=N
Y=C Y =N Y=N

Abb: 2.24: Synthese der tetrazyklischen Verbindungen 98 nach Kelly und Parrick [1966] und
Thummel und Hegde [1988], sowie der theoretischen Darstellung von 10,11-Dihydro-

7-azaindolo[3,2-h]chinolin nach Kelly und Parrick .

Die Darstellung des Hydrazons 97 erfolgt in Benzol unter Ruckfluss. Nach Isolierung
erfolgt die Zyklisierung zum 7-Azaindol-Derviat 98 in kochendem Diethylenglykol. Die
Ausbeute ausgehend vom Hydrazon betragt 77 %. Im Gegensatz zu der Fischer-
Indolsynthese wird keine Saure eingesetzt, da eine Quarternisierung des Pyridin-

Stickstoffs zu einer Deaktivierung der 2 Position fuhren warde.
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Eine weitere vergleichbare Verbindung wurde von Thummel und Hegde 1988 syn-
thetisiert (Abb. 2.24). In einem ersten Schritt wird 5,6,7,8-Tetrahydro-8-chinolinon
(96) mit Phenylhydrazin (95) zu dem Hydrazon 97 umgesetzt. In einem zweiten
Schritt zyklisiert das isolierte Hydrazon 97 im Sinne einer Fischer-Indol-Synthese in
Gegenwart von Poly-Phosphorsaure bei 100°C zu dem Produkt 3,3’-Dimethylen-
2-(2’pyridyl)indol (98). Die Gesamtausbeute liegt bei 66 %. Reaktionen, die zu einem
substituierten Grundkoérper fuhren sind ebenfalls beschrieben worden [Katritzky
et al.,1983; Danish und Prasad, 2004; Herbich et al., 1996; Claret et al., 1991].

Fir die Darstellung des 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolins (98) wirde sich
der von Kelly und Parrick verwendete Syntheseweg eignen. Als Edukte fur die
Synthese des entsprechenden Grundgerustes waren 2-Pyridylhydrazin (95) und
5,6,7,8-Tetrahydro-8-chinolinon (96) einzusetzen (Abb. 2.24).

Fir einen abschlielenden Vergleich der vorgestellten Wege ware es erforderlich
sowohl die im Rahmen dieser Arbeit gefundene Methode, als auch die von Kelly und
Parrick beschriebene auf die Eignung zur Darstellung des unsubstituierten

10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolins zu testen.

Die bisher erkennbaren Vorteile des neuen Syntheseweges sind die gute
Verfugbarkeit der Ausgangsverbindungen, da diese kauflich zu erwerben sind, die
Einfachheit der Methode (es handelt sich um eine Ein-Topf-Synthese), die Mdglich-
keit durch Wahl des Aldehyds unterschiedliche Substituenten in Position 10
einzufuhren, sowie die im Vergleich zu den Hydrazinen geringere Toxizitat der

Ausgangsverbindungen.

24.4 Zusammenfassung

Durch die Umsetzung von 2-Cyan-3-methylpyridin mit aromatischen Aldehyden
gelang die Darstellung der 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate 85 und
86. Sowohl die Derivate selbst, wie auch das enthaltene Grundgerust sind in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden. Vergleichbare Substanzen sind zwar
bekannt und ein alternativer Syntheseweg zur Darstellung des Grundgeristes

denkbar, doch ist die gefundene Synthesemethode durch ihre Einfachheit, Variabilitat
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der Aldehyd-Komponente und der im Vergleich geringen Toxizitat der Ausgangs-
verbindungen besonders vorteilhaft.

Eine mdgliche Anwendung der Verbindungen ist aufgrund der Ahnlichkeit zu den
6-Aminobenzo[c]phenanthridinen in der zytostatischen Therapie zu sehen, und eine
Testung auf eine entsprechende antineoplastische Aktivitdt sollte daher in

zukunftigen Arbeiten durchgeflhrt werden.
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3  Spektroskopie

3.1 6-Amino-11,12-dihydro-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin (79)

3.1.1 Einleitung

In Abbildung 3.1 ist die Verbindung 79 mit Bezifferung der Ringpositionen und
Bezeichnung der Ringe dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen Vertreter einer
den 11,12-Dihydro-6-Aminobenzo[c]phenanthridinen analogen Substanzklasse, die
in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde. Daher folgt exemplarisch die NMR-

spektroskopische Charakterisierung der Substanz 79.

Abb. 3.1: Bezifferung der Ringpositionen und Bezeichnung der Ringe der Verbindung 79.
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3.1.2 'H-NMR-Spektroskopie

In Abbildung 3.2 ist das in DMSO-ds aufgenommene 'H-NMR-Spektrum von 79
dargestellt.
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Abb. 3.2: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 79 (300 MHz, DMSO-d).

Die Signalaufspaltung der Protonen H-12a, H-12b und H-11 erfolgt analog zu der
Signalaufspaltung der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine. So lasst sich
das Dublett bei 3,12 ppm dem Proton H-12a zuordnen und das Dublett bei 4,82 ppm
dem Wasserstoffatom H-11. Das Signal von H-12b wird von den Methoxy-Gruppen
bei 3,53 und 3,57 ppm Uberlagert. Ferner lassen sich weitere Signale aufgrund ihrer
chemischen Verschiebung und ihrer Intensitat eindeutig zuordnen. So sind die
Signale der Methoxy-Gruppen bei 3,53 und 3,57 ppm mit den Integralen 3 und 6 zu
erkennen. Das Singulett mit dem Integral von 2 bei 6,34 ppm gehort zu den Protonen
2’ und 6’, das breite Singulett bei 7,47 ppm verschwindet nach H/D-Tausch und kann
daher eindeutig der NH,-Gruppe zugeordnet werden. Des Weiteren lassen sich vier
Dubletts und zwei Singuletts mit den chemischen Verschiebungen von 7,26, 7,70,
8,46, 8,62, 9,40 und 9,62 ppm erkennen. Hierbei handelt es sich um die Signale der
Protonen des A- und des D-Rings.

Die eindeutige Zuordnung der Protonen des aromatischen Grundkdrpers ist anhand
des einfachen "H-NMR-Spektrums nicht méglich. Die genaue Bestimmung erfolgte
durch die Durchfiihrung eines 'H, "H-Long-Range-COSY Experiments (Kap. 3.1.3).
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3.1.3  'H,'H-Long-Range-COSY

Die Abbildung 3.3 zeigt das in DMSO-ds aufgenommene 'H,'H-Long-Range-COSY-
Spektrum der Verbindung 79.
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Abb. 3.3: Das 'H, "H-Long-Range-COSY-Spektrum von 79.

Im aromatischen Bereich des Spektrums sind zwei unterschiedliche Spinsysteme zu
erkennen, das erste wird von den untereinander koppelnden Protonen mit den
chemischen Verschiebungen 7,26, 8,46 und 9,40 ppm gebildet, das zweite besteht
aus den Wasserstoffatomen mit den chemischen Verschiebungen 7,70, 8,62 und

9,62 ppm. Es handelt sich jeweils um die Protonen des A- bzw. D-Rings. Anhand der
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Kopplungen der aromatischen mit den aliphatischen Protonen und der Signal-
aufspaltung im eindimensionalen Spektrum koénnen die genauen Positionen der
Protonen bestimmt werden. So nimmt die Intensitat der Kreuzsignale mit
zunehmender Entfernung der koppelnden Kerne ab. Das Proton H-12b koppelt mit
den Wasserstoffkernen der chemischen Verschiebungen 7,26, 8,46 und 9,40 ppm.
Diese kénnen dem Spinsystem des A-Ringes zugeordnet werden, da maximal
5J-Kopplungen zu beobachten sind und eine Kopplung zwischen H-12b und H-7 oder
H-9 jeweils einer °J-Kopplung entspriache. Zwischen H-11 und den Spinsystemen
des Grundkorpers ist nur eine Kopplung mit dem Signal bei 7,70 ppm zu erkennen.
Dies kann somit der Position 10 zugeordnet werden, da die die Positionen 9 und 7
weiter enfernt sind. Aufgrund der vicinalen Kopplung kann das Dublett bei 8,62 ppm
als Signal des H-9 Kerns identifiziert werden. Das Singulett bei 9,62 gehort
schliel3lich zu H-7. Die Zuordnung der Protonen des A-Rings gelingt auf ent-
sprechende Weise. Die aus den eindimensionalen und zweidimensionalen Spektren

entnommenen Informationen sind in Tabelle 3.1 zusammengestellt.

Tab. 3.1: Resonanzlagen, Multiplizitaten und Kopplungskonstanten der Protonen von 79.

Chemische Signal- Kopplungs-
Verschiebung [ppm] Integral Zuordnung aufspaltung konstante [Hz]
3,18 1 H-12a d ?Jr-12ai-120 = 16,2
3,53 6 -OCH3; S -

3,57 3 -OCHg3 S -

4,82 1 H-11 s *Jna1maz = 6,9
6,34 2 H-2°,3’ S -

7,26 1 H-1 d *dham2= 4,8
7,47 2 -NH; s -

7,70 1 H-10 d *Jr-1om-0= 5,9
8,46 1 H-2 d Jhzm1 = 4,8
8,62 1 H-9 d *Jr-om-10= 5,9
9,40 1 H-4 S -

9,62 1 H-7 S -
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3.1.4 *C-NMR-Spektroskopie

In der Abbildung 3.4 ist das 'H-Breitband entkoppelte *C-NMR-Spektrum der
Verbindung 79 dargestellt.
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Abb. 3.4: *C-NMR-Spektrum von Verbindung 79.

In dem "C-NMR-Spektrum von 79 finden sich aufgrund der magnetischen
Aquivalenz der Kohlenstoffe C-2° und C-6’, C-3' und C-5', sowie der Methoxy-
Gruppen an den Positionen C-3’° und C-5 insgesamt 21 Signale. Anhand der
chemischen Verschiebungen kann eine vorlaufige Zuordnung einiger Peaks erfolgen.
Die chemischen Verschiebungen von sekundaren aliphatischen C-Atomen liegen in
einem Bereich von 20 - 45 ppm, tertiare zwischen 30 und 60 ppm und Methoxy-
Gruppen bei 45 - 60 ppm [Friebolin, 1999]. So lassen sich die Signale bei 35,2 und
36,3 ppm den Kohlenstoffatomen C-11 und C-12 zuordnen und die Methoxy-
Gruppen den Peaks bei 55,5 und 59,8 ppm. Die aromatischen *C-Kerne liegen
zwischen 110 und 160 ppm. Des Weiteren ist eine Zuordnung der magnetisch
aquivalenten Kerne moglich, da sie im Spektrum an der hochsten Intensitat zu
erkennen sind. Im aliphatischen Bereich ist es das Signal bei 55,5 ppm, welches

somit den beiden Methoxy-Gruppen in C-3' und C-5 zuzuordnen ist. Im
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aromatischen Bereich lassen sich die Peaks der Kohlenstoffatome C-2’ und C-6’
(104,5 ppm) sowie C-3’ und C-5’ (152,5) identifizieren.

3.1.5 3¢, "H-cosY

Anhand des in Abbildung 3.5 aufgefiihrten zweidimensionalen '*C,'H-korrelierten
Spektrums kénnen die Protonen den wasserstofftragenden Kohlenstoffen zugeordnet

werden.
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Abb. 3.5: Aromatischer Bereich des *C,'H-COSY-Spektrums von 79.
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Die aus dem "*C,"H-Korrelations-Spektrum (Abb. 3.5) erhaltenen Informationen sind

in der Tabelle 3.2 dargestellt.

Tab. 3.2. Zusammenfassung der Ergebnisse der Auswertung des *°C,'H-Korrelations-

Spektrums von 79.

Chemische Verschiebung korrelierte chemische Zuordnung
der C-Atome [ppm] Verschiebung der Protonen [ppm]

35,2 3,18 H-12a
36,3 4,82 H-11
55,5 3,53 -OCH3
59,8 3,57 -OCHj3
104,6 6,34 H-2',H-6’
115,7 7,70 H-10
123,3 7,26 H-1
145,8 9,40 H-4
147,7 8,62 H-9
149,0 9,62 H-7
149,7 8,46 H-2

Mit Hilfe des eindimensionalen '>*C-NMR-Spektrums sowie des zweidimensionalen
13C,1H-Korrelations-Spektrum konnten samtliche protonentragende und einige
quartare Kohlenstoffkerne eindeutig zugeordnet werden. Die Bestimmung der
verbliebenen quartdren Kohlenstoffatome erfolgte unter Verwendung von
Inkrementberechnungen auf Grundlage von bekannten substituierten Benzol-
Derivaten [Hesse et al., 2005; ChemDraw Ultra 11.0].
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3.1.6 Zusammenfassung

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Spektrenauswertungen der Verbindung
79 ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

Abb. 3.6: Zuordnung der chemischen Verschiebungen in ppm der Protonen (links) und der

Kohlenstoffatome (rechts) der Verbindung 79.
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3.2 6-Amino-11,12-dihydro-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
chino[7,8-f-1,7-naphthyridin (84)

3.2.1 Einleitung

Die Bezifferung und die Ringpositionen der Verbindung 84 sind in Abbildung 3.7
dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen Vertreter einer den 11,12-Dihydro-
6-aminobenzo[c]phenanthridinen analogen Substanzklasse, die in der Literatur
bisher nicht beschrieben wurde. Daher folgt exemplarisch die NMR-spektroskopische

Charakterisierung der Substanz 84.

Abb. 3.7: Bezifferung der Ringpositionen und Bezeichnung der Ringe der Verbindung 84.
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3.2.2 'H-NMR-Spektroskopie

In Abbildung 3.8 ist das in DMSO-ds aufgenommene 'H-NMR-Spektrum von 84
dargestellt.
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Abb. 3.8: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 84.

Die Signalaufspaltung ist der der entsprechenden 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
sehr ahnlich. So lassen sich die Signale bei 3,12 ppm und bei 3,56 ppm den
Protonen 12a und 12b zuordnen und das Dublett bei 4,80 ppm zu H-11. Ferner lasst
sich die Zugehorigkeit weiterer Signale aufgrund ihrer chemischen Verschiebung und
ihrer Intensitat eindeutig bestimmen. So sind die Signale der Methoxy-Gruppen bei
3,46 und 3,50 ppm mit den Integralen 3 und 6 zu erkennen. Das Singulett mit dem
Integral von 2 bei 6,29 ppm gehort zu den Protonen 2’ und 6, das breite Singulett bei
7,10 ppm, welches nach Zugabe von D,O verschwindet, zu der NH,-Gruppe. Des
Weiteren lassen sich insgesamt sechs Dubletts von Dubletts mit den chemischen
Verschiebungen von 7,21, 7,54, 7,68, 8,30, 8,53 und 8,79 ppm erkennen. Hierbei
handelt es sich um zwei AMX-Spinsysteme, die den Protonen der Ringe A und D
zuzuordnen sind. Die genaue Zuordnung der Protonen des aromatischen
Grundkorpers ist anhand des eindimensionalen 'H-NMR-Spektrums nicht méglich.
Daher wurde zusétzlich ein 'H, "H-Long-Range-COSY Experiment durchgefiihrt
(siehe Kap. 3.2.3).
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3.2.3  'H,'H-Long-Range-COSY

Die Abbildung 3.9 zeigt das in DMSO-ds aufgenommene 'H,"H-Long-Range-COSY-
Spektrum der Verbindung 84.
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Abb. 3.9: Ausschnitt des aromatischen Bereichs des 'H, 'H-Long-Range-COSY-Spektrums.

Anhand der Kreuzsignale im 'H,"H-Long-Range-COSY-Spektrum kénnen die drei
Dubletts von Dubletts bei 7,21, 7,54 und 8,53 ppm als ein zusammengehodrendes
AMX-Spinsystem identifiziert werden. Das zweite AMX-Spinsystem besteht aus den
drei Dubletts von Dubletts bei 7,68, 8,30 und 8,79 ppm. Eine genauere Zuordnung zu
den Ringen ist durch die Kopplung der Protonen des aromatischen Bereichs mit
denen des aliphatischen Bereichs mdglich. So koppelt das Proton H-12b mit den
Protonen der chemischen Verschiebung 7,21, 7,54 und 8,53 ppm, diese sind somit

dem A-Ring zuzurechnen. Entsprechend gehéren die Signale bei 7,68, 8,30 und
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8,79 ppm zu den Protonen des D-Rings. Die abschlieende Zuordnung der Protonen
erfolgte unter Verwendung von Inkrementberechnungen auf Grundlage von be-

kannten substituierten Benzol-Derivaten [Hesse et al., 2005; ChemDraw Ultra 11.0].

Die Auswertungen der ein- und zweidimensionalen 'H-NMR-Spektren sind in Tabelle

3.3 zusammengefasst.

Tab. 3.3: Zuordnung der Protonen der Verbindung 84.

Chemische Signal- Kopplungs-
Verschiebung [ppm] Integral Zuordnung aufspaltung konstante [Hz]
3,12 1 H-12a d 2 Jn12am120 = 15,9
3,46 6 -OCHj3 s ]
3,50 3 -OCH; s -
3,55 1 H-12b dd 2 Ji120/H-12a = 16,4
Sdn12oma1 = 7,8
4,80 1 H-11 d *Ju-11m-120 = 6,1
6,29 2 H-2’, H-6’ s -
7,10 2 -NH, s ]
7,21 1 H-2 dd S =75
Sdux = 4,7
7,54 1 H-1 d 3Jawr = 6,9
7,68 1 H-9 dd 3Jawr = 8,5
Sdwx = 4,2
8,30 1 H-10 dd *Jaw = 8,6
Y= 1,4
8,53 1 H-3 dd Sax = 4,7
Yax = 1,1
8,79 1 H-8 dd S = 4,2
Y = 1,4
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3.2.4 *C-NMR-Spektroskopie

In der Abbildung 3.10 ist das 'H-Breitband entkoppelte ">*C-NMR-Spektrum von 84
dargestellt.
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Abb. 3.10: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 84.

Die Signale der Kohlenstoffatome C-2’ und C-6’, C-3’ und C-%’, sowie die Methoxy-
Gruppen an den Positionen C-3’ und C-5 weisen aufgrund ihrer chemischen und
magnetischen Aquivalenz jeweils dieselben chemischen Verschiebungen auf. Daher
tauchen im "*C-NMR-Spektrum 21 statt 24 Peaks auf. Die eindeutige Zuordnung der
Peaks zu den genannten Kohlenstoffatomen ist tber die Signalintensitat und anhand
der chemischen Verschiebung mdglich. Die C-Atome der Methoxy-Gruppen sind
durch den Elektronenzug des Sauerstoffs etwas magnetisch entschirmt und daher
bei 56,6 pm zu finden. Das Signal von C-2’ und C-6’ liegt bei 105,8 ppm, das von
C-3 und C-5 bei 153,6 ppm. Weitere Aussagen lassen sich anhand eines
3¢, "H-Korrelations-Spektrums (**C,'H-COSY) ableiten (Kap. 3.2.5).
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325 3¢, "H-cosY

Die direkten Kopplungen zwischen Kohlenstoffatom und Proton erscheinen als
Kreuzsignale ('Jc ), wodurch sich die wasserstofftragenden Kohlenstoffe eindeutig
zuordnen lassen. Eine Aussage Uber die quartaren Kohlenstoffatome ist jedoch nicht
maoglich.

In Abbildung 3.11 ist der Ausschnitt des aromatischen Bereichs des *C,'H-COSY-
Spektrums der Verbindung 84 wiedergegeben.
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Abb. 3.11: Aromatischer Bereich des **C,'H-COSY-Spektrums von 84.

Die aus dem "°C,"H-Korrelations-Spektrum (Abb. 3.11) erhaltenen Informationen sind

in der Tabelle 3.4 dargestellt.
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Tab. 3.4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Auswertung des **C,'H-Korrelations-

Spektrums von 84.

Chemische Verschiebung korrelierte chemische Zuordnung
der C-Atome [ppm] Verschiebung der Protonen [ppm]

36,6 3,12/3,55 H-12a/H-12b
37,7 4,80 H-11

55,5 3,46 -OCHj3
59,8 3,50 -OCH3;
105,8 6,34 H-2’,H-6’
124,0 7,21 H-2

126,8 7,68 H-9

132,9 8,30 H-10
137,0 7,54 H-1

148,6 8,53 H-3

149,5 8,79 H-8

Mit Hilfe des eindimensionalen '>*C-NMR-Spektrums sowie des zweidimensionalen
3C,"H-Korrelations-Spektrums  konnten samtliche protonentragende und einige
quartare Kohlenstoffkerne eindeutig zugeordnet werden. Die Bestimmung der
verbliebenen quartaren Kohlenstoffatome erfolgte unter Verwendung von Inkrement-
berechnungen auf Grundlage von bekannten substituierten Benzol-Derivaten und
vergleichen mit den literaturbekannten chemischen Verschiebungen von unter-
schiedlichen Strukturelementen [Hesse et al., 2005; ChemDraw Ultra 11.0]. Aufgrund
grolierer Differenzen in den Werten des simulierten Spektrums zu denen der
bekannten Strukturelemente sowie der im *C-NMR-Spektrum der Verbindung 84

auftauchenden Verschiebungen, war eine eindeutige Zuordnung nicht méglich.
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3.2.6 Zusammenfassung

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Spektrenauswertungen ist in Abbildung
3.12 dargestellt.

3,46

OMe

Abb. 3.12: Zuordnung der chemischen Verschiebungen in ppm der Protonen (links) und der
Kohlenstoffatome (rechts) von Verbindung 84. *) Die Zuordnung der quartdren Kohlenstoffe ist
nicht eindeutig, sie erfolgte anhand von Inkrementberechnungen und dem Vergleich mit

literaturbekannten chemischen Verschiebungen verschiedener Strukturelemente.
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3.3 10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindolo-
[3,2-h]chinolin (85)

3.3.1 Einleitung

In Abbildung 3.13 ist das 10,11-Dihydro-7-azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivat 85 mit
Bezifferung der Ringpositionen und Bezeichnung der Ringe dargestellt. Ent-
sprechende Verbindungen sind in der Literatur bisher nicht beschrieben worden.
Daher wurde eine umfassende NMR-spektroskopische Charakterisierung durch-
gefluhrt.

85

Abb. 3.13: Bezifferung der Ringpositionen und Bezeichnung der Ringe der Verbindung 85.
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3.3.2 'H-NMR-Spektroskopie

Die Abbildung 3.14 zeigt das 'H-NMR-Spektrum der in DMSOds gelosten Verbindung
85.

Abb. 3.14: 'H-NMR-Spektrum von 10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindolo[3,2-h]-
chinolin (85).

Im "H-NMR-Spektrum der Verbindung 85 sind die Signale der aliphatischen Protonen
im hohen Feld zwischen 3,0 und 4,5 ppm zu finden. Die Signale der aromatischen
Protonen liegen zwischen 6,7 und 8,5 ppm. Auffallig ist das stark in das tiefe Feld
verschobene Signal bei 12,18 ppm. Dieses konnte nach Literaturangaben fir
7-Azaindol [Liu et al., 1992] und Auswertung des '*C,'H-Korrelationsspektrums
(Kap. 3.3.5) dem Proton in Position 5 zugeordnet werden. Ausschnitte des
aliphatischen und des aromatischen Bereichs sind jeweils in den Abbildungen 3.15

und 3.16 wiedergegeben.
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. W W

46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 ppm

Abb. 3.15: Aliphatischer Bereich des *H-NMR-Spektrums von der Verbindung 85.

Die Signale bei 3,18 und 3,40 ppm lassen sich den Protonen mit der Ringgerust-
position 11 zuordnen. Die Aufspaltung erfolgt durch die Kopplung der beiden Pro-
tonen miteinander und mit dem Proton in Position 10. Die Signal-Aufspaltung erfolgt
nach hoherer Ordnung. Es handelt sich um ein ABX-System, dessen Auswertung
entsprechend der Regeln fur Spektren erster Ordnung flr die vicinalen Kopplungen
die Kopplungskonstanten 2Jax = 7,9 Hz und 3Jgx = 7,1 Hz ergibt. Das Signal mit dem
Integral von eins bei 4,49 ppm entspricht dem Proton in Position 10. Die Aufspaltung
des Signals erfolgt durch die Kopplung mit den Protonen der Position 11 und
entspricht einem Triplett. Die CH»-Gruppe der Position 11 stellt den AB-Teil des ABX-
Systems und die CH-Gruppe der Position 10 den X-Teil des ABX-Systems dar.

Das Singulett bei 3,69 ppm mit dem Integral von drei stammt von den drei Protonen
der Methoxy-Gruppe.

In Abbildung 3.16 ist der aromatische Bereich des 1H-NMR-Spektrums der Ver-
bindung 85 wiedergegeben. Das Dublett mit dem Integral von zwei bei 6,81 gehort zu
den Protonen 3’ und 5 und weist eine Kopplungkonstante von 8,7 Hz auf. Das
Dublett bei 7,13 lasst sich den Protonen 2’ und 6’ zuordnen, die Kopplung betragt
8,7 Hz. Ferner lassen sich insgesamt sechs Dubletts von Dubletts mit den
chemischen Verschiebungen von 6,90, 7,19, 7,25, 7,62, 8,17 und 8,44 ppm
erkennen. Hierbei handelt es sich um zwei AMX-Systeme, die den Protonen der

Ringe A und D zuzuordnen sind.
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J L

85 84 83 82 8180 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 7.0 6.9 6.8 ppm

Abb. 3.16: Aromatischer Bereich des 'H-NMR-Spektrums der Verbindung 85.

Nach Auswertung des 1H-NMR-Spektrums lassen sich die Signale der aromatischen
Protonen der Positionen 1, 2, 3, 7, 8 und 9 nicht eindeutig festlegen. Um dies-
bezuglich genauere Informationen zu erhalten, wurden im Folgenden das zwei-
dimensionale Protonen-Korrelationsspektrum und Inkrementberechnungen zur Aus-

wertung herangezogen.
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3.3.3 'H,"H-COSY

Mit Hilfe des in Abbildung 3.17 dargestellten zweidimensionalen Protonen-
Korrelations-Spektrums, bei dem auf beiden Achsen das 'H-NMR-Spektrum

aufgetragen ist, kdnnen vicinale und geminale 1H,1H-Kopplungen erfasst werden.

ppm
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Abb. 3.17: Zweidimensionales Protonen-Korrelations-Spektrum des 10,11-Dihydro-7-azaindolo-

[3,2-h]chinolin-Derivates 85. Dargestellt ist der Ausschnitt des aromatischen Bereichs.

Die Auswertung ergibt, dass die Protonen der CHy-Gruppe (3,18 / 3,40 ppm) in
Position 11 mit dem Proton der CH-Gruppe (4,49 ppm) in Position 10 koppeln. Im
aromatischen Bereich finden sich zwei zusammengehdrige Systeme. Das erste

System umfasst die drei Dubletts von Dubletts bei 6,90, 7,25 und 8,17 ppm, das
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zweite System besteht aus den drei Dubletts von Dubletts bei 7,19, 7,62 und
8,44 ppm. Die endgultige Zuordnung der sechs Signale der beiden AMX-
Spinsysteme erfolgt durch Vergleich mit den literaturbekannten chemischen
Verschiebungen von 7-Azaindol [SDBS-Database] und 2,3-Dimethylpyridin [SDBS-
Database], sowie der mittels Inkrementsystem [Hesse et al.,2005; ChemDraw
Ultra 11.0] berechneten theoretischen chemischen Verschiebungen (Abb. 3.18). Die
zugeordneten Werte unterscheiden sich zum Teil deutlich von den berechneten
Ergebnissen. Vergleicht man die experimentell ermittelten chemischen Ver-
schiebungen mit den Literaturwerten der in Abbildung 3.18 dargestellten vergleich-

baren Substrukturen, sind bessere Ubereinstimmungen zu erkennen.

H.C 7,34
79 50 3 j|\/j6,99
7,08 X
8,35 — N 3
N"H
11,57
7-Azaindol 85 2,3-Dimethylpyridin

Abb. 3.18: Chemische Verschiebungen von 7-Azaindol, 2,3-Dimethylpyridin und der
Verbindung 85. Die chemischen Verschiebungen von 2,3-Dimethylpyridin und 7-Azaindol sind der
Literatur entnommen [SDBS-Database]. Die fiir die Verbindung 85 angegebenen chemischen
Verbindungen sind entsprechend zugeordnet worden. In Klammern sind die mittels Inkrement-

berechnungen ermittelten theoretischen Werte angegeben.

Die Auswertungen der ein- und zweidimensionalen 'H-NMR-Spektren sind in Tabelle

3.5 zusammengefasst.

-82-



Spektroskopie

Tab. 3.5: Resonanzlagen, Multiplizitsten und Kopplungskonstanten der Protonen von
10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindol[3,2-h]chinolin (85).

Chemische
Verschiebung [ppm]  Proton Signalaufspaltung Kopplungskonstante [Hz]
3,18/3,40 -CHaHB- AB-Teil des ABX-Systems 2Jpg = 15,9
3,69 -OCH3 S -
4,49 -CHx< X-Teil des ABX-Systems Sax = 7,4,
3JBX = 7,3

6,81 H-3’,H-5 d 3JH_3;H_5!/H_2¢H_6' =8,7
6,90 H-2 M-Teil des AMX-Systems 3Jam = 7,9,

(A-Ring) Sux = 4,7
7,13 H-2',H-6" d *dn2 HeH3 Hs = 8,7
7,19 H-8 M-Teil des AMX-Systems  >Jaw = 7,5,

(D-Ring) Sux =49
7,25 H-1 A-Teil des AMX-Systems 3Jam = 7,9,

(A-Ring) 3Uax=1,6
7,62 H-9 A-Teil des AMX-Systems  3Jau = 7,5,

(D-Ring) *dax=1,5
8,17 H-3 X-Teil des AMX-Systems  *Jux = 4,7,

(A-Ring) 3Uax = 1,6
8,44 H-7 X-Teil des AMX-Systems  *Jux = 4,9,

(D-Ring) Sdax = 1,6
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3.3.4 "®*C-NMR-Spektroskopie

Im  "C-NMR-Spektrum des  10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindolo-
[3,2-h]chinolin sind insgesamt 19 Signale zu erkennen. Die Informationen, die aus
dem eindimensionalen 'C-NMR-Spektrum gewonnen werden konnen, sind
begrenzt, eine Zuordnung der Signale ist nur fiir wenige '>C-Kerne méglich.
Sekundare aliphatische C-Atome (C-11) weisen eine chemische Verschiebung von
20 - 45 ppm auf, tertiare (C-10) liegen zwischen 30 und 60 ppm und Methoxy-
Gruppen bei 45 - 60 ppm [Friebolin, 1999]. So lassen sich die Signale bei 36,3 und
37,4 ppm C-10 und C-11 zuordnen und die Methoxy-Gruppe zu 54,9 ppm. Die
aromatischen *C-Kerne liegen zwischen 110 und 160 ppm, eine Zuordnung ist hier
nur fur die Kerne C-2’° und C-6’ sowie C-3’ und C-5 moglich, da diese jeweils
chemisch aquivalent sind und die gleiche chemische Verschiebung aufweisen. Im
Spektrum sind sie an der im Vergleich hdchsten Intensitat zu erkennen, so dass C-2’
und C-6’ sowie C-3’ und C-5’ zu den chemischen Verschiebungen 113,8 und 128,4

zuzuordnen sind.

In der Abbildung 3.19 ist das 'H-Breitband entkoppelte '*C-NMR-Spektrum der
Verbindung 85 dargestellt.

T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm

Abb. 3.19: 13C-NMR-Spektrum der in DMSO-dg gelésten Verbindung 85.
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3.3.5 *C,"H-COSY

Anhand des in Abbildung 3.20 aufgefiihrten zweidimensionalen 'H,'*C-Korrelations-
Spektrums kdnnen Wasserstoffatome den entsprechenden Kohlenstoffatomen zuge-
ordnet werden. Auf einer Achse ist hierbei das 'H-NMR-Spektrum und auf der
zweiten Achse das ">C-NMR-Spektrum aufgetragen. Die Messparameter werden so
gewahlt, dass nur 'J ("H,"C)-Kopplungen der wasserstofftragenden Kohlenstoff-

atome im Spektrum sichtbar sind.

o -115

;120
;125
;130
=) ;135
;140
;145

- 150

[ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ '
88 86 84 82 80 7.8 76 74 72 7.0 638 ppm

Abb. 3.20: Zweidimensionales 'H,*C-Korrelations-Spektrum von 10,11-Dihydro-10-(4-methoxy-
phenyl)-7-azaindolo[3,2-h]chinolin (85).

Da die Signale der Wasserstoffatome bereits eindeutig zugeordnet werden konnten,
sind die chemischen Verschiebungen der wasserstofftragenden Kohlenstoffatome

diesem zweidimensionalen Spektrum zweifelsfrei zu entnehmen.
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In Tabelle 3.6 sind die Resonanzlagen aller wasserstofftragenden Kohlenstoffatome
und die chemische Verschiebung der an die jeweiligen C-Atome gebundenen

Protonen aufgelistet.

Tab. 3.6: Zusammenfassung der Ergebnisse der Auswertung des *H,*C-Korrelations-
Spektrums der Verbindung 85.

Chemische Verschiebung korrelierte chemische

der C-Atome [ppm] Verschiebung der Protonen [ppm] Zuordnung
36,3 4,49 H-10
37,4 3,18/3,40 H-11
54,9 3,69 -OCHj3
113,8 6,81 H-3', H-5
115,5 6,90 H-2
122,2 7,19 H-8

127,1 7,25 H-1

128,4 7,13 H-2’, H-6’
135,6 7,62 H-9
143,7 8,17 H-3
147,0 8,44 H-7

Die Zuordnung der protonentragenden Kohlenstoffatome der Verbindung 85 ist in
Abbildung 3.21 dargestellt.

Abb. 3.21: Zuordnung der protonentragenden Kohlenstoffatome der Verbindung 85.
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3.3.6 3¢, "H-coLoC

Zur Zuordnung der quartaren Kohlenstoffatome wurde ein zweidimensionales long
range 'H,"*C-Korrelations-Spektrum aufgenommen. In diesem Spektrum werden
sowohl 'J ('H,"®C)-Kopplungen als auch die weniger intensiven 2J (*H,"*C)- und
3J (*H,"*C)-Fernkopplungen dargestellt. Aufgrund der dadurch erhaltenen Informa-
tionen lassen sich auch die quartaren Kohlenstoffatome ihren entsprechenden Signa-
len zuordnen. Eine Ubersicht Gber die Signallage der Kohlenstoffatome ist in Tabelle

3.7 zusammengefasst.

Tab. 3.7: Quartare C-Atome und ihre 2J (*H,**C)- und %3 (*H,**C)-Korrelation.

Chemische Verschiebung

der C-Atome [ppm] C-Atom 2J ("H,"C) [Hz] %3 ('H,C) [Hz]
115,7 C-9b 4,49

118,4 C-11a 6,90

130,7 C-9a 7,19

133,5 C-4b 4,49

135,8 C-1 6,81

147 1 C-5a 7,62/8,44
149,7 C-4a 7,25/8,17
157,9 C-4 6,81 7,13
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3.3.7 Zusammenfassung

Aufgrund der vorgestellten ein- und zweidimensionalen 'H-NMR- und *C-NMR-
Spektren war es mdglich, die Struktur der Verbindung 85 aufzuklaren und eine
vollstandige Zuordnung aller 'H- und 13C-Signale zu den jeweiligen Protonen und

Kohlenstoffatomen vorzunehmen (Abb. 3.22).

3,69

133,5 149,7

85 85

Abb. 3.22: Vollstandige Zuordnung der *H-NMR- und **C-NMR-Signale zu den Protonen (links)
und den Kohlenstoffatomen (rechts) des 10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindolo-
[3,2-h]chinolins (85).
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Synthese von neuen antineoplastisch
wirksamen Benzo[c]phenanthridin-Derivaten sowie analoger Verbindungen. Aus-
gehend von der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995]
sollten den zytostatisch wirksamen Naturstoffen ahnliche Verbindungen dargestellt
werden. Ferner sollte untersucht werden, ob die Methode geeignet ist, um Fagaronin
effizient zu synthetisieren. Des Weiteren sollten durch Einsatz von Pyridin-Derivaten
neuartige aza-analoge 6-Aminobenzo[c]phenanthridine dargestellt werden, die eine
im Vergleich zu den bisherigen Verbindungen verbesserte Wasserloslichkeit auf-

weisen.

Zusatzlich zu den bereits bekannten 11-substituierten 6-Amino-11,12-dihydro-
benzo[c]phenanthridinen [Kock et al., 2005; Zur Nieden, 2007] konnten durch den
Einsatz von Stilben-Derivaten und substituierten o-Tolunitrilen die Derivate 45a, 45b,
45c und 46 synthetisiert werden (Abb. 4.1).

N
NH, NH,
45a 45b

‘i OMe
\\I OMe
N

45¢ 46

Abb. 4.1: Neue ringsubstituierte 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin-Derivate.
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Die spektroskopische Untersuchung der Rohprodukte dieser Umsetzungen deutet
auf die Bildung von Isomeren-Paaren hin, wobei jeweils ein Isomer rein gewonnen
werden konnte. FUr die Entstehung der Isomere wurde anhand des postulierten
Reaktionsmechanismus (Abb. 2.6) eine plausible Erklarung gefunden. Ferner wurde
eine HPLC-Methode entwickelt, um das Isomeren-Verhaltnis der entstehenden
Verbindungen aufzuklaren. Auf diese Weise konnte auch die vermutete Abhangigkeit
der Isomerenbildung von der CH-Aziditat der Methylen-Gruppen des Intermediates
bekraftigt werden. Aufgrund der Isomeren-Bildung schien dieser Ansatz fur die

Synthese von Fagaronin und analoger Verbindungen nicht geeignet.

Durch Einsatz von 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitrii gelang im Rahmen der
Annaherung an das Fagaronin die Darstellung der methoxylierten Verbindung 62
(Abb. 4.2). Mit tert-Butylnitrit in DMF konnte 62 zu dem 6-Oxo-Derivat 69 umgesetzt
werden. Die Entfernung der 6-Oxo-Gruppe gelang jedoch nicht. Der Versuch, den
endozyklischen Stickstoff mittels Dimethylsulfat in Gegenwart von Natriumhydrid in
trockenem Tetrahydrofuran zu methylieren war nicht erfolgreich, fuhrte aber zu dem
bisher nicht beschriebenen Produkt 75 (Abb. 4.2). Mit Trifluormethansulfonsaure in
Chloroform konnte der 11-Substituent von 62 abgespalten und nach anschlieRender
Methylierung die Verbindung 68 (Abb. 4.2) erhalten werden. So konnte eine weitere
Annaherung der Struktur an die antineoplastisch wirksamen Naturstoffe erreicht
werden. Die Synthese des gleichen Produktes Uber die klassische Synthese nach
Clement und Weide unter Verwendung von Formaldehyd gelang hingegen nicht.
Ausgehend von der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide
[1995] konnten insgesamt vier neue dem Naturstoff Fagaronin (3) angenaherte
Derivate synthetisiert werden. Die im Rahmen der Annaherung an die Naturstoffe

dargestellten Produkte sind in Abbildung 4.2 aufgeflhrt.
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3
OMe OMe
MeO MeO
‘ OMe O OMe
Y90 LI
MeO MeO
O XN OMe © O OMe
N N
MeO 2 MeO H
NH, (@]
62 69
OMe
MeO
OMe
OMe
MeO MeO
MeO OMe O OMe
N
O MeO Z
N
MeO NH2
OMe
75 68

Abb. 4.2: Im Rahmen der Annaherung an Fagaronin (3) dargestellte Verbindungen.

Um das Problem der schlechten Wasserloslichkeit der 11-substituierten 6-Amino-
11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine zu I6sen, sind die aza-analogen Verbindungen
78 - 84 (Abb. 4.3) durch den Einsatz von 3-Cyan-4-methylpyridin und 2-Cyan-
3-methylpyridin synthetisiert worden. Durch genaue Wahl der Reaktionsbedingungen
konnten sowohl die 11,12-Dihydro-Derivate 78 - 81, als auch die Dehydro-
Verbindungen 82 und 83 isoliert werden. Fur die erfolgreiche Umsetzung von
2-Cyan-3-methylpyridin zu 84 waren eigene Synthesebedingungen zu finden. Die
Verbindungen, die durch den Einsatz von Methylpyridincarbonitrilen und Aldehyden

gewonnen werden konnten, sind in Abbildung 4.3 aufgeflhrt. Eine verbesserte
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Wasserloslichkeit der Verbindung 78 konnte bereits mit Hilfe einer HPLC-Analytik
nachgewiesen werden (Kap. 2.3.3).

OMe OMe
MeO MeO MeO O
N Meo X MeO | X
| N X N | N X N | SN N
N~ 2N N _~_ N N~ =N
NH2 NH2 NH2
78 79 82
N N X
AN N | X =N | AN N
N =~ N N. _~~_ =N N. _~~_ =N
NH, NH, NH,
80 81 83
OMe

Abb. 4.3: Neue aza-analoge 6-Aminobenzo[c]phenanthridin-Derivate.

Bei der Umsetzung von 2-Cyan-3-methylpyridin mit 4-Methoxybenzaldehyd sowie mit
3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd bei Raumtemperatur entstanden Uberraschenderweise
statt der erwarteten 6-Amino-11,12-dihydrochino[7,8-f]-1,7-naphthyridine die bisher
nicht beschriebenen 7-Azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate 85 und 86 (Abb. 4.4). Ein fur
diese Umsetzung postulierter Reaktionsmechanismus (Abb. 2.23) sowie eine
umfassende spektroskopische Charakterisierung (Kap. 3.3) dieser heterozyklischen

Ringsysteme wurden vorgestellt.
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Abb. 4.4: Die 7-Azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivate 85 und 86.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Benzo[c]phen-
anthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995] anstelle der o-Tolunitrile auch
entsprechend substituierte Pyridin-Derivate als Edukte eingesetzt werden kdnnen.
Auf diesem Weg sind sowohl bisher nicht beschriebene aza-analoge
Benzo[c]phenanthridine zuganglich, wie auch neuartige 7-Azaindolo-[3,2-h]chinolin-
Derivate darstellbar. Besonders herauszustellen ist, dass es sich bei diesen
Reaktionen um Ein-Stufen-Synthesen handelt und je nach Wahl der
Reaktionsbedingungen sowohl Dihydro-Verbindungen, als auch die dehydrierten
Produkte gewonnen werden konnen. Am Beispiel der Verbindungen 81 und 83
konnte ferner gezeigt werden, dass sich durch den Einsatz von Paraformaldehyd als
Aldehyd-Komponente die unsubstituierten Grundkérper darstellen lassen.
Untersuchungen zum antitumoralen Potential sowie zum Wirkungsmechanismus der
neuen Verbindungen stellen eine wichtige Aufgabe fir zukinftige Arbeiten zu diesem
Thema dar. So ist zu klaren, welchen Einfluss die Einfuhrung der zusatzlichen
Stickstoffe in das Benzo[c]phenanthridin-Grundgerust auf die biologische Aktivitat der
Verbindungen hat.

Insbesondere ist die neu entdeckte Klasse der 7-Azaindolo[3,2-h]chinoline naher zu
beleuchten. Es gilt zu testen, ob die Aldehyde ahnlich variabel wie bei der
Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide gewahlt werden kénnen.
Ferner ist auf eine mdgliche zytostatische Wirkung zu testen, so ist zum Beispiel
aufgrund der weitgehend planaren Molekllstruktur eine Interkalation der 7-Aza-
indolo[3,2-h]chinoline in die DNS denkbar.
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5 Experimenteller Tell

5.1 Synthesen

511 Gerate und Materialien

Elementaranalysen:
Institut fir Anorganische Chemie der Christian-Albrecht-Universitat zu Kiel (CHNS
Analysator der Fa. HEKAtech GmbH).

IR-Spektroskopie:
Fir die Aufnahmen der IR-Spektren wurde das Perkin-Elmer 16 PC FT-IR Gerat

verwendet.

NMR-Spektroskopie:

Kernresonanzspektrometer Bruker ARX 300

'H-NMR: Messfrequenz = 300,13 MHz

BC-NMR: Messfrequenz = 75,47 MHz

Die chemischen Verschiebungen wurden auf die Losungsmittelrestsignale bezogen.
Zur Charakterisierung der Signale werden folgende Abklrzungen verwendet:

s = singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, t = Triplett, dt = Dublett eines
Tripletts, g = Quartett, sp = Septett, m = Multiplett, br = verbreitertes Signal, J =
Kopplungskonstante in Hz, Ar = Aromat

Die Auswertung der Spektren erfolgt nach den Regeln flr Spektren 1. Ordnung.

Massenspektrometrie:
Hewlett-Packard MS-Engine 5989 A, ElektronenstoRionisierung (El) bei 70 eV,
Direkteinlass: Schubstange IGT (Instrumente und Gerate Technik GmbH), Wolfram-

Wendel, Temperatur der lonenquelle: 250°C, Quadrupol-Temperatur: 120°C.

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific SMP3. Die Angabe der Schmelzpunkte
erfolgt unkorrigiert.
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Chemikalien:
Die verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen Acros, Alfa-Aesar/Lancaster,

Fluka, Sigma-Aldrich und Merck bezogen.
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5.1.2 Synthesevorschriften

5.1.2.1 Synthese der Stilbene

Allgemeine Synthesevorschrift in Anlehnung an Weide [1995]:

Eine Lésung von 40 mmol eines aromatischen Aldehyds und 2,34 g (20 mmol)
o-Tolunitril in 10 ml DMPU wird bei 10°C unter Stickstoffatmosphare langsam zu
einer Suspension von 5 g (44 mmol) Kalium-tert-butanolat in 10 ml DMPU getropft.
Das Reaktionsgemisch wird 5 h bei 0 - 5°C geruhrt und dann in einer Losung von
4,28 g (80 mmol) Ammoniumchlorid in 200 ml Eiswasser hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 200 ml Ether extrahiert. Die Etherauszluge
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die organische Phase wird bis
zur beginnenden Bildung eines Niederschlags eingeengt und anschlieRend uber
Nacht in einen Kuhlschrank gestellt. Das Rohprodukt wird abgenutscht und mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan als Fliel3mittel aufgereinigt.
Der nach Entfernung des Losungsmittels gewonnene kristalline Rickstand wird 24 h

im Olpumpenvakuum getrocknet.

51.211 (E)-2-[2-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)vinyl]benzonitril (40)

|
N\
O
CN

5,96 g (40 mmol) 4-N,N-Dimethylaminobenzaldehyd
Ausbeute: 2,8 g eines gelb-grinen fluoreszierenden, kristallinen Niederschlags
(56 %)
Schmelzpunkt: 129°C
Lit.: 128°C [Weide, 1995]
96 - 97°C [Takahashi et al., 1977]
C17H16N2 (248,3)

Die spektroskopischen Daten entsprechen der Literatur [Weide, 1995].
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5.1.2.1.2 (E)-2-[2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)vinyl]benzonitril (41)

OMe
OMe
O X ! OMe
CN

3,9 g (20 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd
Ausbeute: 100 mg eines hellgrinen, kristallinen Niederschlags (4 %)
Schmelzpunkt: 134°C

C1gH17NO3 (295,3) ber.. C 73,20 H 5,80 N 4,74
gef.. C72,97 H 5,86 N 4,98

"H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

&/lppm = 3,69 (s, 3H, OCHs), 3,83 (s, 6H, 2 x OCHs), 6,94 (s, 2H, H-2’, H-6"), 7,29 (d,
1H, olef. H, 3J = 16,2 Hz), 7,43 (d, 1H, olef. H, 3J = 18,6 Hz), 7,44 (dt, 1H, 3J =
7,7 Hz, *J = 1,0 Hz), 7,70 (dt, 1H, ®J = 7,5 Hz, *J = 0,9 Hz), 7,82 (dd, 1H, 3J = 7,8 Hz,
*J=0,9 Hz), 7,93 (d, 1H, 3J = 8,1 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):
&/ppm = 559 (2 x OCHj), 60,1 (OCHs), 104,5 (2C), 109,7, 117,84, 123,0, 125,9,

127,9, 131,7, 133,3, 133,4, 134,0, 138,4, 140,0, 153,1 (2C).

IR (KBr):
viem™ = 3086, 2818, 2226, 1632, 1582, 1504, 1460, 1420, 1130.

MS (EI):
miz (%) = 295 M* (100), 280 [M - CHs]" (84), 220 (24), 166 (35), 140 (26).
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51.21.3 (E)-2-[2-(4- N,N-Dimethylaminophenyl)vinyl]-4,5-dimethoxy-
benzonitril (42)

N\
MeO l N
MeO CN

1,49 g (10 mmol) 4-N,N -Dimethylaminobenzaldehyd

1,77 g (10 mmol) 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril

Ausbeute: 320 mg eines gelb fluoreszierenden, kristallinen Niederschlags (10 %)

Schmelzpunkt: 176°C

C19H20N20, x 0,3 H,0 (308,4) ber.. C72,73 H 6,62 N 8,93
gef.. C 72,66 H 6,83 N 9,06

'"H-NMR (DMSO-d¢, 300 MHz):

&/ppm = 3,01 (s, 6H, N(CHs)2), 3,86 (s, 3H, OCHs), 3,98 (s, 3H, OCHa), 6,81 (d, 2H,
Ar-H, 3J = 8,9 Hz), 7,08 (d, 1H, olef. H, °J = 16,2 Hz), 7,34 (s, 1H, Ar-H), 7,42 (d, 1H,
olef. H, °J = 16,2 Hz), 7,47 (s, 1H, Ar-H), 7,49 (d, 2H, Ar-H, 3J = 8,3 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

6/ppm = 55,9 (2 x OCHs), 100,6, 107,2, 112,2 (2C), 114,2, 118,3, 118,4, 124,0,
127,8 (2C), 132,1, 135,5, 147,9, 150,4, 152,8.

Das Signal der zwei Kohlenstoffatome der N(CHs), Gruppe wird durch das DMSO-
Signal Uberlagert.

IR (KBr):
vicm™ = 3000, 2906, 2212, 1632, 1610, 1524, 1506, 1440.

MS (EI):

miz (%) = 308 M* (100), 293 [M - CHa]" (36), 278 [M-2 x CHa]* (16), 221 (11), 190
(8), 178 (8), 154 (11).
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51.21.4 (E)-2-[2-(4-Methoxyphenyl)vinyl]benzonitril (43)

! OMe
\
I CN

1,36 g (10 mmol) 4-Methoxybenzaldehyd
Ausbeute: 160 mg eines gelb-grun fluoreszierenden, kristallinen Niederschlags (5 %)
Schmelzpunkt: 104°C

C16H13NO (235,3) ber.. C 81,68 H 5,57 N 5,95
gef.. C 81,23 H 5,79 N 6,31

"H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

S/lppm = 3,79 (s, 3H, OCHa), 6,99 (d, 2H, Ar-H, °J = 8,8 Hz), 7,21 (d, 1H, olef. H,
3J=16,3 Hz), 7,41 (dt, 1H, Ar-H, 3J = 9,0 Hz, *J = 1,0 Hz ), 7,47 (d, 1H, olef. H,
%J=16,3 Hz), 7,57 (d, 2H, Ar-H, 3J = 8,7 Hz), 7,68 (dt, 1H, Ar-H, 3J = 7,7 Hz,
*J=1,0Hz), 7,80 (dd, 1H, Ar-H, 3J = 7,8 Hz, *“J = 1,0 Hz), 7,96 (d, 2H, Ar-H,
3J = 8,1 Hz).

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz):
dlppm = 55,2 (OCH3), 109,86, 114,4 (2C), 117,9, 121,0, 125,4, 127,6, 128,6 (2C),

128,8, 133,1, 133,3, 133,3, 140,2, 159,9.

IR (KBr):
viem™ = 3416, 3030, 2932, 2834, 2220, 1606, 1512, 1254.

MS (EI):
m/z (%) = 235 M* (100), 220 [M - CHa]* (23), 190 (12), 165 (19).

-99-



Experimenteller Teil

5.1.2.2 Synthese 11-substituierter 6-Amino-11,12-dihydro-

benzo[c]phenanthridine

51.2.21 6-Amino-11,12-dihydro-2,3-dimethoxy-11-(4-N,N-dimethylamino-
phenyl)-benzo[c]phenanthridin (45a)

T

N
H,C~

OMe

O \' ! OMe

~N

NH,

Eine L6ésung von 1,5 g (6 mmol) Stilben 40 und 1,06 g (6 mmol) 4,5-Dimethoxy-
2-methylbenzonitril in 15 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer
Suspension von 1,0 g (9 mmol) Kalium-tert-butanolat in 10 ml DMPU getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 4 h bei 55 - 60°C gerthrt und dann in einer Lésung von 1,1 g
(21 mmol) Ammoniumchlorid in 50 ml Eiswasser hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 100 ml Ether extrahiert. Die Etherauszige
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die organische Phase wird
abgedampft und der Rickstand mit Dichlormethan aufgenommen. Die Substanz wird
mittels konzentrierter Salzsaure als Hydrochlorid gefallt. Die Base wird in 50 ml Ether
mit 5 ml konzentriertem Ammoniak freigesetzt. Die Aufreinigung erfolgt durch wieder-

holtes Fallen des Hydrochlorids und Freisetzen der Base.

Ausbeute: 1,06 g (42 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 178°C

CarH27N30; (425,5) ber.. C 76,21 H 6,40 N 9,87
gef.. C75,73 H 6,65 N 9,86

"H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):
6Ippm = 2,72 (S, 6H, N(CH3)2), 2,97 (d, 1H, H-126, 2JH-12a/H-12b = 14,7 HZ), 3,38 (dd,
1H, H-12b, *Jn1apm12a = 15,0 Hz, *Jnaaoma1 = 7,5 Hz), 3,72 (s, 3H, OCH3), 3,85 (s,
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3H, OCHs), 4,63 (d, 1H, H-11, 3Ji.11m-120 = 6,8 Hz), 6,45 (d, 2H, Ar-H, 3J = 8,8 Hz),
6,71 (s, 1H, Ar-H), 6,74 (br s, 2H, NH), 6,79 (d, 2H, Ar-H, °J = 8,7 Hz), 7,36 (t, 1H,
Ar-H, 3J = 7,8 Hz), 7,53 (t, 1H, Ar-H, 3J = 7,8 Hz), 7,70 (d, 1H, Ar-H, 3J = 8,2 Hz),
7,89 (s, 1H, Ar-H), 8,21 (d, 1H, Ar-H, 3J = 8,2 Hz).

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz):

d/ppm = 36,1, 36,6, 40,1 (2C), 55,4, 55,5, 108,3, 111,9, 112,4 (2C), 114,7, 116,9,
122,9, 124,2, 124,4, 127,7, 127,8 (2C), 128,0, 129,9, 131,7, 135,9, 143,3, 147,2,
148,8 (2C), 156,0.

IR (KBr):
vicm™ = 3472, 3378, 2934, 1636, 1608, 1556, 1514.

MS (EI):
miz (%) =425 M* (100), 305 [M - 4-N,N-Dimethylaminobenzol]* (49), 289 (25), 261
(17), 231 (10), 212 (15), 134 (12), 120 (13).

5.1.2.2.2 6-Amino-11,12-dihydro-1-methyl-11-(4-N,N-dimethylaminophenyl)-
benzo[c]phenanthridin (45b)

oH,

Eine Ldésung von 1,5 g (6 mmol) Stilben 40 und 0,8 g (6 mmol) 2,3-Dimethyl-
benzonitril in 20 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer
Suspension von 1,0 g (9 mmol) Kalium-tert-butanolat in 10 ml DMPU getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 4 h bei 80°C geruhrt und dann in einer Losung von 1,1 g (21

mmol) Ammonium-chlorid in 50 ml Eiswasser hydrolysiert.
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Die wassrige Phase wird dreimal mit je 100 ml Ether extrahiert. Die Etherauszlige
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die organische Phase wird
abgedampft und der Ruckstand mit Dichlormethan aufgenommen. Die Substanz wird
mittels konzentrierter Salzsaure als Hydrochlorid gefallt. Das Hydrochlorid wird in
50 ml Ether suspendiert und die Base mit 5 ml konzentriertem Ammoniak freigesetzt.
Die Aufreinigung erfolgt durch wiederholtes Fallen des Hydrochlorids und Freisetzen

der Base.

Ausbeute: 1,5 g (66 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 228°C

CasH25N3 (379,51) ber.. C 82,29 H 6,64 N 11,07
gef.. C 82,15 H 6,91 N 11,08

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d/ppm = 2,15 (s, 3H, CH3), 2,71 (s, 6H, N(CHs)2), 3,14 (dd, 1H, H-12b, 2Jn120/m-12a =
16,0 Hz, Jn120m-11 = 6,7 Hz), 3,27 (d, 1H, H-12a, 2Ji.12am-120 = 16,7 Hz), 4,70 (d, 1H,
H-11, 3Ji11m120 = 5,9 Hz), 6,41 (d, 2H, H-3",H-5", Uh.3 hsmo e = 8,6 Hz), 6,72 (s,
2H, NHy), 6,79 (d, 2H, H-2",H-6', *Ji.2 heHa s = 8,6 Hz), 7,04 (d, 1H, H-2, 3Jnoms =
7,3 Hz), 7,16 (t, 1H, H-3, *J = 7,5 Hz), 7,39 (t, 1H, H-8, °J = 7,9 Hz), 7,53 (t, 1H, H-9,
3J=7,8 Hz), 7,73 (d, 1H, H-10, *Ju.10m-0 = 8,3 Hz), 8,19 (d, 1H, H-4, *Jpam.3 = 7,7 Hz),
8,24 (d, 1H, H-7, 3Jn7ms = 8,3 Hz).

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz):

d/ppm = 19,0 (CH3), 32,5, (C-12), 35,9 (C-11), 40,1 (N(CHs)2), 112,2 (2C), 115,5,
117,3, 122,3, 123,0, 124,4, 124,6, 1254, 127,6 (2C), 129,5, 129,9, 131,4, 133,2,
134,5, 135,1, 135,7, 134,3, 148,6, 156,0.

IR (KBr):
vicm™ = 3492, 3390, 2886, 2804, 1604, 1572, 1560, 1520

MS (EI):
miz (%) = 379 M* (100), 378 [M- H]" (27), 364 [M - CH3]" (9).
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5.1.2.23 6-Amino-4-chlor-11,12-dihydro-11-(4-N,N-dimethylaminophenyl)-
benzo[c]phenanthridin (45c)

O N Cl

Eine Losung von 1 g (4 mmol) Stilben 40 und 0,6 g (4 mmol) 2-Chlor-6-methyl-
benzonitril in 20 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer
Suspension von 1,0 g (9 mmol) Kalium-tert-butanolat in 10 ml DMPU getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 6 h bei 90°C geruhrt und anschlielRend in einer Loésung von
1,1 g (21 mmol) Ammoniumchlorid in 50 ml Eiswasser hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 100 ml Ether extrahiert. Die Etherauszuge
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Die organische Phase wird
abgedampft und der Rickstand mit Dichlormethan aufgenommen. Die Substanz wird
mittels konzentrierter Salzsaure als Hydrochlorid gefallt. Die Base wird in 50 ml Ether
mit 5 ml konzentriertem Ammoniak freigesetzt. Die Aufreinigung erfolgt durch wieder-

holtes Fallen des Hydrochlorids und Freisetzen der Base.

Ausbeute: 100 mg (6 %)

Schmelzpunkt: 214°C

Ca5H22CIN3 (399,9) ber.. C 75,08 H 5,54 N 10,51
gef.. C 75,27 H 5,85 N 10,51

"H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

Slppm = 2,71 (s, 6H, N(CHs),), 3,04 (d, 1H, H-12a, *Ji.12am.120 = 14,7 Hz), 3,44 (dd,
1H, H-12b, 2Jh120m-12a = 15,5 Hz, 2Jp1oom-11 = 7,1 Hz), 4,65 (d, 1H, H-11, *Jh1m120 =
6,4 Hz), 6,43 (d, 2H, Ar-H, *J = 8,8 Hz), 6,74 (d, 2H, Ar-H, °J = 8,7 Hz), 6,93 (br s,
2H, NHy), 7,07 (d, 1H, Ar-H, 3J = 7,3 Hz), 7,18 (dt, 1H, Ar-H, %J = 7,3 Hz, *J =
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1,4 Hz), 7,29 (t, 1H, Ar-H, °J = 7,3 Hz), 7,43 - 7,49 (m, 2H, Ar-H), 7,68 - 7,74 (m, 1H,
Ar-H), 8,25 (dd, 1H, Ar-H, °J = 7,7 Hz, *J = 1,2 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):
5/ppm = 36,6, 36,9, 112,4 (2C), 114,3, 116,2, 123,0, 124,3, 126,4, 127,6, 127,7 (2C),
128,1, 128,4, 130,1, 130,7, 134,5, 135,1, 139,2, 148,8, 154,6.

IR (KBr):
vicm™ = 3500, 3398, 3320, 3066, 2880, 1612, 1546.

MS (EI):
m/z (%) = 399 M* (100), 365 [M - CI]* (13), 279 [M - 4-N,N-Dimethylaminobenzol]
(70), 227 (40), 199 M** (23), 134 (28), 120 (28).

51.2.24 6-Amino-11,12-dihydro-2,3-dimethoxy-11-(4-methoxyphenyl)-
benzo[c]phenanthridin (46)

MeO
O ' l OMe
N OMe
N

NH,

Eine L6sung von 235 mg (1 mmol) Stilben 43 und 177 mg (1 mmol) 4,5-Dimethoxy-
2-methylbenzonitril in 10 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer
Suspension von 1,0 g (9 mmol) Kalium-tert-butanolat in 10 ml DMPU getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 4 h bei 55 - 60°C geruhrt und dann in einer Lésung von 1,1 g
(21 mmol) Ammoniumchlorid in 50 ml Eiswasser hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Phasen werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Dichlormethan wird eingeengt und mit konzentrierter Salzsaure versetzt. Die Base
wird aus dem Hydrochlorid in 50 ml Ether mit 5 ml konzentrietem Ammoniak

freigesetzt.
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Ausbeute: 60 mg (15 %)

Schmelzpunkt: 232°C

C26H24N203 (412,5) ber.. C 75,71 H 5,86 N 6,79
gef.. C 75,31 H 6,20 N 6,80

'"H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

Slppm = 3,03 (d, 1H, H-12a, %Un1zam120 = 15,2 Hz), 3,46 (dd, 1H, H-12b,
% 12om12a = 15,3 Hz, *Jpa2om11 = 7,3 Hz), 3,65 (s, 3H, OCHs), 3,77 (s, 3H, OCHs),
3,90 (s, 3H, OCHa), 4,76 (d, 1H, H-11, 3Ji.11m.120 = 6,6 Hz), 6,70 (d, 2H, Ar-H, 3J =
8,7 Hz), 6,77 (s, 1H, Ar-H), 6,82 (br s, 2H, NH2) 6,95 (d, 2H, Ar-H, *J = 8,7 Hz), 7,41
(dt, 1H, Ar-H, 3J = 7,6 Hz, *J = 0,8 Hz), 7,58 (dt, 1H, Ar-H, °J = 7,5 Hz, *J = 0,9 Hz),
7,75 (d, 1H, Ar-H, 3J = 8,3 Hz), 7,95 (s, 1H, Ar-H), 8,25 (d, 1H, Ar-H, 3J = 7,9 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

d/ppm = 34,2, 34,8, 53,0 (OCH3), 53,6 (OCH3), 53,7 (OCHs), 106,5, 110,1, 111,7
(2C), 112,5, 115,1, 120,9, 122,5, 122,7, 125,6, 126,1, 126,5 (2C), 128,1, 134,0,
134,2, 141,7, 145,5, 147,0, 154,4, 155,6.

IR (KBr):
vicm™ = 3466, 3348, 3062, 2996, 2960, 1632, 1572.

MS (EI):

miz (%) = 412 M* (100), 397 [M - CHa]* (11), 305 [M - 4-Methoxybenzol]* (59), 289
(19), 261 (11), 206 (10).
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5.1.2.2.5 6-Amino-11,12-dihydro-2,3,8,9-tetramethoxy-11-(3,4,5-tri-
methoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin (62)

OMe
MeO
O OMe
MeO
O X OMe
N
MeO =
NH,

Es werden 1,96 g (10 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd und 3,54 g (20 mmol)
4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril in 20 ml DMPU geldst und unter Stickstoff-
atmosphare langsam zu einer Suspension von 3,4 g (30 mmol) Kalium-tert-butanolat
in 15 ml DMPU getropft. Das Reaktionsgemisch wird 5 h bei 100°C gertUhrt und dann
in einer Losung von 2,2 g (42 mmol) Ammoniumchlorid in 200 ml Eiswasser hydro-
lysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 250 ml Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Phasen werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Dichlormethan wird im Rotationsverdampfer entfernt und das DMPU unter Vakuum-
destillation bei 140°C auf die Halfte eingeengt. Der Rlckstand wird mit 50 ml Aceton
aufgenommen und mit 10 ml konzentrierter Salzsaure versetzt. Die Aufreinigung des
Produktes erfolgt durch Freisetzen der Base und anschlieRender Saulenchromato-
graphie an Kieselgel. Als FlieBmittel wird Dichlormethan mit steigendem Anteil
Methanol (0 - 10 %) verwendet. Der nach Entfernung des Losungsmittels erhaltene

Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 900 mg (17 %)

Schmelzpunkt: 205°C

Cs30H32N207 (532,6) ber.. C 67,66 H 6,06 N 5,26
gef.. C67,53 H 6,53 N 5,24
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'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

S/lppm = 2,99 (d, 1H, H-12a, 2Jy12am-120 = 15,0 Hz), 3,41 (dd, 1H, H-12b, 2Jh-120/H-12a
= 15,6 Hz, *J.120m11 = 7,2 Hz), 3,48 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,53 (s, 3H, OCHa), 3,74 (s,
3H, OCHz), 3,83 (s, 3H, OCH3), 3,84 (s, 3H, OCHs), 3,87 (s, 3H, OCHs), 4,68 (d, 1H,
H-11, 3Jn11m120 = 6,9 Hz), 6,41 (s, 2H, H-2, H-6'), 6,52 (br s, 2H, NH>), 6,78 (s, 1H,
Ar-H), 7,18 (s, 1H, Ar-H), 7,57 (s, 1H, Ar-H), 7,89 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

&/ppm = 35,5, 38,0, 55,3 (OCH3), 55,5 (3 x OCHs3), 55,7 (OCH3), 55,8 (OCHa), 59,7
(OCHs), 102,7, 104,7, 104,8 (2C), 108,3, 111,5, 112,2, 114,8, 127,3, 128,3, 131,8,
135,8, 140,2, 141,9, 147,4, 147,8, 148,6, 151,8, 152,3 (2C), 154,8.

IR (KBr):
vicm™ = 3465, 3364, 2932, 2830, 1638, 1590, 1508.

MS (EI):

m/z (%) = 532 M* (100), 517 [M - CH3]" (14), 365 [M - 3,4,5-Trimethoxybenzol]" (87),
349 (33), 321 (15), 305 (11), 266 M** (50).
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51.2.3 6-Amino-2,3,8,9-tetramethoxybenzo[c]phenanthridin (68)

OMe
MeO OO
O OMe
N

MeO =
NH,

Vorschrift in Anlehnung an Li et al. [2006].

Eine Suspension von 465 mg (0,78 mmol) 6-Amino-11,12-dihydro-2,3,8,9-tetra-
methoxy-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin 62 in 2 ml Chloroform
und 5 ml Trifluormethansulfonsaure wird bei Raumtemperatur 48 h gerlhrt.
Anschlie®end wird der Ansatz auf 10 - 20 g Eis hydrolysiert und der entstehende
Niederschlag abgesaugt. Das Rohprodukt wird unter Stickstoffatmosphare und
Eiskuhlung in 5 ml KOH 10 % aq. suspendiert und mit 0,5 ml (5 mmol) Dimethylsulfat
versetzt. Danach wird der Ansatz fur 10 min ohne Kihlung gerihrt und die Reaktion
durch 30 min Kochen unter Ruckfluss zum Abschluss gebracht. Die erkaltete
Reaktionsmischung wird in 20 ml Wasser hydrolysiert. Die Aufreinigung des
Produktes erfolgt durch eine Saulenchromatographie an Kieselgel. Als FlieBmittel
wird Dichlormethan mit steigendem Anteil Methanol (0 - 10 %) verwendet. Der nach
Entfernung des Lésungsmittels erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum

getrocknet.

Ausbeute: 173 mg (61 %)

Schmelzpunkt: >310°C

C21H20N204 (364,4) ber.: C 69,22 H 5,53 N 7,69
gef.. C 70,01 H 5,71 N 7,68

"H-NMR (DMSO-d¢, 300 MHz):

dlppm = 3,91 (s, 3H, OCHs), 3,94 (s, 3H, OCHs3), 3,96 (s, 3H, OCHs3), 4,03 (s, 3H,
OCHs), 6,87 (br s, 2H, NHy), 7,35 (s, 1H, Ar-H), 7,56 (d, 1H, Ar-H, 3J = 8,8 Hz), 7,75
(s, 1H, Ar-H), 7,98 (s, 1H, Ar-H), 8,32 (d, 1H, Ar-H, 3J = 9,1 Hz), 8,45 (s, 1H, Ar-H).
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3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

&/ppm = 55,3 (OCH3), 55,4 (OCH3), 55,8 (OCH3), 55,9 (OCHs3), 103,0, 104,1, 105,3,
107,2, 112,1, 114,5, 118,9, 120,3, 125,0, 128,4, 129,6, 139,9, 148,5, 148,7, 149,4,
152,0, 154,4.

IR (KBr):
viem™ = 3444, 3358, 2998, 2928, 2828, 1622, 1586, 1498, 1272, 1206.

MS (EI):
miz (%) = 364 M* (100), 363 [M - H]* (11), 349 [M - CHs]" (10), 333 [M - OCH3]" (7),
305 (8), 277 (4), 182 M** (10).

51.24 5,6-Dihydro-2,3,8,9-tetramethoxy-6-oxo-11-(3,4,5-trimethoxy-
phenyl)benzo[c]phenanthridin (69)

OMe
MeO
MeO O OMe
MeO O OO OMe

MeO N

Synthesevorschrift in Anlehnung an Wolschendorf [2000].
Eine Lésung von 2,8 g (27,2 mmol) tert-Butylnitrit in 10 ml DMF wird bei 55°C unter
Stickstoffatmosphare langsam zu einer Lésung von 1,3 g (2,4 mmol) 6-Amino-
11,12-dihydro-2,3,8,9-tetramethoxy-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)benzo[c]phenanthri-
din in 20 ml DMF getropft. AnschlieBend wird 2 h bei 55°C geruhrt und die ab-
gekuhlte Reaktionsmischung in Wasser hydrolysiert. Der Niederschlag wird abge-

saugt, mit Wasser und Petrolether gewaschen, aus Methanol/Wasser (3:1) um-

kristallisert und 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 590 mg (46 %)
Schmelzpunkt: >310°C
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C30H29NOg (532,6) ber.. C 67,79 H 5,50 N 2,63
gef.. C67,30 H 5,90 N 2,97

'H-NMR (DMSO-d¢, 300 MHz):

&/ppm = 3,28 (s, 3H, OCH3), 3,72 (s, 3H, OCHs), 3,75 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,89 (s, 3H,
OCHga), 3,90 (s, 3H, OCHs3), 4,02 (s, 3H, OCHj3), 6,74 (s, 2H, H-2’, H-6’), 7,06 (s, 1H,
Ar-H), 7,39 (s, 1H, Ar-H), 7,45 (s, 1H, Ar-H), 7,76 (s, 1H, Ar-H), 8,22 (s, 1H, Ar-H),
11,75 (s, 1H, -OH)*.

*) Die Substanz liegt in DMSO (iberwiegend in der Lactim-Form vor. Im "H-NMR-
Spektrum liegt das Signaverhaltnis von OH zu NH bei 4:1.

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MH2):
S/ppm = 35,0, 36,8, 55,6 (3C), 56,0, 56,3, 56,5, 59,8, 104,1, 104,6 (2C), 105,7,
107,8, 110,6, 112,8, 115,3, 116,4, 117,1, 128,1, 132,7, 136,2, 138,0, 147,8, 149,5,
150,0, 151,1, 152,6 (2C), 153,1.

IR (KBr):
viem™ = 3428, 3008, 2932, 2830, 1654, 1610, 1578, 1504.

MS (EI):
m/z (%) = 531 [M - H]* (100), 516 [M- H - CHa]* (13), 250 (26), 234 (28).
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5.1.2.5 2,3,6,8,9-Pentamethoxy-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
benzo[c]phenanthridin (75)

OMe
MeO
‘ OMe
MeO
MeO
O OMe
N
MeO =
OMe

Vorschrift in Anlehnung an Smidrkal [1988].

Es werden 404 mg (0,75 mmol) 5,6-Dihydro-2,3,8,9-tetramethoxy-6-oxo-11-(3,4,5-tri-
methoxy)phenylbenzo[c]phenanthridin 69 in 12 ml getrocknetem Tetrahydrofuran
suspendiert. Anschlielend wird 1 g einer Natriumhydrid-Suspension (60 % in
Paraffin; 25 mmol) vorsichtig in den Ansatz eingetragen. Danach wird 2 h unter
Ruckfluss erhitzt. Zu dem abgekuhlten Ansatz wird 1 ml (10 mmol) Dimethylsulfat
gegeben und erneut 2,5h unter RUckfluss erhitzt. Anschlielend wird die
Reaktionsmischung in 50 ml Eiswasser hydrolysiert. Die wassrige Phase wird
dreimal mit je 50 ml Chloroform gewaschen. Die Chloroformphase wird zweimal mit
je 20 ml Wasser gewaschen und danach uber Natriumsulfat getrocknet. Die
organische Phase wird einrotiert und der Ruckstand aus Methanol/Wasser (3:1)

umkristallisiert. Das Produkt wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 190 mg (46 %)

Schmelzpunkt: 242 - 243°C

C31H31NOg x 0,4 H,0 (552,8) ber.. C 67,36 H 5,80 N 2,53
gef.. C 67,50 H 6,16 N 2,80

'"H-NMR (CDCls, 300 MHz):

S/lppm = 3,47 (s, 3H, OCHs), 3,83 (s, 6H, 2 x OCHs), 3,92 (s, 3H, OCHs), 4,03 (s, 3H,
OCHj3), 4,05 (s, 3H, OCHz3), 4,17 (s, 3H, OCHs), 4,39 (s, 3H, OCHs), 6,74 (s, 2H,
H-2, H-6"), 7,20 (s, 1H, Ar-H), 7,26 (s, 1H, Ar-H), 7,57 (s, 1H, Ar-H), 7,70 (s, 1H,
Ar-H), 8,66 (s, 1H, Ar-H).
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3C-NMR (CDCls, 75 MHz):

&/ppm = 54,1 (OCHj3), 55,7 (OCH3), 56,57 (OCHs3), 56,60 (OCH3), 56,63 (OCHs),
57,0 (2 x OCHa), 61,5 (OCH3), 104,7, 105,3, 107,1, 107,5 (2C), 108,6, 115,4, 116,7,
126,7, 126,9, 128,2, 131,9, 136,1, 137,7, 140,3, 141,4, 149,2, 150,2, 151,2, 151,6
(2C), 154,4, 158,6.

IR (KBr):
vicm™ = 3156, 3098, 2998, 2828, 1604, 1582, 1496.

MS (EI):
miz (%) = 545 M* (100), 530 [M - CHa]* (16), 257 (11), 242 (15).

5.1.2.6 Synthese von 6-Amino-11,12-dihydroisochino-[8,7-c]-
2,7-naphthyridin-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift:

Eine Losung von 2,1 mmol eines Aldehyds und 500 mg (4,2 mmol) 3-Cyan-4-methyl-
pyridin in 10 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer Suspension
von 500 mg (4,4 mmol) Kalium-tert-butanolat in 5 ml DMPU getropft. Das Reaktions-
gemisch wird 1 - 2 h bei Raumtemperatur gerthrt und dann in 20 ml Eiswasser
hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Ein
entstehender Niederschlag wird abgesaugt und gesammelt. Die organischen Phasen
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wird einge-
engt und das DMPU unter Vakuumdestillation bei 140°C entfernt. Der Ruckstand
wird mit Aceton aufgenommen und gerthrt. Der entstandene Niederschlag wird
abgesaugt und mit dem bereits gewonnenen vereinigt. Die Aufreinigung erfolgt durch
Saulenchromatographie an Kieselgel. Als FlieBmittel wird Dichlormethan mit
steigendem Anteil Methanol (5 - 20 %) verwendet. Der nach Entfernung des

Lésungsmittels erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.
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5.1.2.6.1 6-Amino-11,12-dihydro-11-(4-methoxyphenyl)isochino[8,7-c]-

2,7-naphthyridin (78)

MeO

285 mg (2,1 mmol) 4-Methoxybenzaldehyd

Ausbeute: 252 mg (33 %)

Schmelzpunkt: 282°C unter Zersetzung

C22H1gN4O (354 ,4) ber.. C 74,56 H 5,12
gef.. C 74,89 H 5,61

'"H-NMR (DMSO-d¢, 300 MHz):

d/ppm = 3,09 (d, 1H, H-12a, 2Ji.12at.120 = 15,8 Hz), 3,48 (dd, 1H, H-12b, 2Ji.12bH-12a
16,1 Hz, *Jy12om11 = 7,9 Hz), 3,58 (s, 3H, OCHs), 4,78 (d, 1H, H-11, *Jp11m12p
6,8 Hz), 6,66 (m, 2H, H-3’, H-5"), 6,87 (m 2H, H-2’, H-6"), 7,16 (d, 1H, Ar-H, °J

N 15,81
N 15,74

4,9 Hz), 7,39 (br s, 2H, NH,), 7,53 (d, 1H, Ar-H, J = 5,7 Hz), 8,38 (d, 1H, Ar-H, >J =

4,9 Hz), 8,52 (d, 1H, Ar-H,%J = 5,9 Hz), 9,33 (s, 1H, Ar-H), 9,55 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

lppm = 35,1, 35,4, 54,8 (OCH3), 112,8, 113,7 (2C), 114,5, 115,7, 123,3, 128,1 (2C),

129,9, 134,8, 139,3, 144,2, 145,7, 145,8, 147,6, 149,0, 149,6, 157,0, 157,7.

IR (KBr):

viem™ = 3324, 3172, 2950, 2830, 1650, 1456,1182, 1034.

MS (EI):

m/z (%) = 354 M* (55), 353 [M - H]* (11), 247 [M - 4-Methoxybenzol]* (100), 230 (19),

177 M*™ (10), 155 (8), 121 (6).
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5.1.2.6.2 6-Amino-11,12-dihydro-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)isochino[8,7-c]-
2,7-naphthyridin (79)

OMe
MeO
MeO X
| X N
N. _~ N

NH,

784 mg (4,2 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd

Ausbeute: 189 mg (10 %)

Schmelzpunkt: 219°C unter Zersetzung

C24H22N403 (414,5) ber.. C 69,55 H 5,35 N 13,52
gef.. C69,18 H 4,93 N 13,49

"H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

&lppm = 3,18 (d, 1H, H-12a, 2Jp.12am-120 = 16,2 Hz), 3,53 (s, 6H, 2 x OCHs), 3,57 s,
3H, OCHa), 4,82 (d, 1H, H-11, *Ji-11m120 = 6,9 Hz), 6,34 (s, 2H, H-2’, H-6"), 7,26 (d,
1H, H-1, *J = 4,8 Hz), 7,47 (br s, 2H, NH,), 7,70 (d, 1H, H-10, ®J = 5,9 Hz), 8,46 (d,
1H, H-2, °J = 4,8 Hz), 8,62 (d, 1H, H-9, °J = 5,9 Hz), 9,40 (s, 1H, H-4), 9,62 (s, 1H,
H-7). Das Signal von H-12b wird von den Methoxygruppen verdeckt.

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz):

lppm = 35,2 (C-12), 36,2 (C-11), 55,6 (2 x OCH3), 59,8 (OCH3), 104,5, (C-2",C-6"),
112,7 (C-6a), 114,5 (C-10b), 115,8 (C-10), 123,4 (C-1), 130,0 (C-1"), 136,1 (C-4a),
138,7 (C-4'), 139,4 (C-10a), 144,7 (C-12a), 145,4 (C-4b), 145,8 (C-4), 147,6 (C-9),
149,0 (C-7), 149,5 (C-2), 152,5 (C-3', C-5'), 157,1 (C-6).

IR (KBr):
viem™ = 3300, 3122, 3006, 2932, 2836, 1670, 1612, 1600, 1463, 1468, 1124.
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MS (EI):
miz (%) = 414 M* (79), 399 [M - CHs]* (10), 247 M** (100), 230 (28), 203 (7), 168 (8),
153 (23).

5.1.2.6.3 6-Amino-11,12-dihydro-11-(4-isopropylphenyl)isochino[8,7-c]-
2,7-naphthyridin (80)

AN
X N
N. _~ N
NH,
310 mg (2,1 mmol) 4-Isopropylbenzaldehyd
Ausbeute: 97 mg (13 %)
Schmelzpunkt: 237°C
Ca4H22oN4 (366,5) ber.. C 78,66 H 6,05 N 15,29
gef.. C 78,37 H 6,20 N 15,45

'"H-NMR (DMSO-d¢, 300 MHz):

&/ppm = 1,12 (d, 6H, CH(CHa),, J = 6,9 Hz), 2,76 (sp, 1H, CH(CHs), °J = 6,9 Hz),
3,19 (d, 1H, H-12a, 2Ji12am-120 = 15,0 Hz), 3,56 (dd, 1H, H-12b, J120/m-12a = 16,1 Hz,
3 Jna2om-11 = 7,6 Hz), 4,79 (d, 1H, H-11, 3Ji11m120 = 6,9 Hz), 6,87 (d, 1H, Ar-H, 3J =
8,2 Hz), 6,96 (d, 1H, Ar-H, %J = 8,2 Hz), 7,17 (d, 1H, Ar-H, 3J = 4,8 Hz), 7,39 (br s,
2H, NHy), 7,54 (d, 1H, Ar-H, %J = 5,9 Hz), 8,38 (d, 1H, Ar-H, ®J = 4,9 Hz), 8,52 (d, 1H,
Ar-H,%J =59 Hz), 9,34 (s, 1H, Ar-H), 9,55 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

o8/ppm = 23,6, 23,7, 32,8, 35,1, 35,5, 112,7, 114,4, 115,7, 123,3, 126,3 (2C), 127,0
(2C), 130,0, 139,3, 140,3, 144,2, 145,7, 145,8, 146,2, 147,7, 149,0, 149,6, 157,0.
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IR (KBr):
viem™ = 3380, 3314, 3118, 2958, 1666, 1540, 1464, 1372, 1174, 1042, 816.

MS (EI):
miz (%) = 366 M* (56), 365 [M - H]" (11), 247 [M - 4-Isopropylbenzol]* (100), 234

(13), 230 (21), 128 (23), 42 (37).

5.1.2.6.4 6-Amino-11,12-dihydroisochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin (81)

64 mg Paraformaldehyd

Ausbeute: 150 mg (29 %)

Schmelzpunkt: >310°C

C1sH42N4 x 0,7 H20 (260,9) ber.. C 69,06 H 5,18 N 21,47
gef.. C 68,72 H 4,94 N 21,77

'"H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

&/ppm = 3,00 (M, 4H, CHx-CHy), 7,25 (br s, 2H, NH,), 7,31 (d, 1H, Ar-H, 3J = 4,9 Hz),
7,75 (d, 1H, Ar-H, ®J = 5.8 Hz), 8,44 (d, 1H, Ar-H, 3J = 4,9 Hz), 8,62 (d, 1H, Ar-H,
3J=5,8 Hz), 9,25 (s, 1H, Ar-H), 9,54 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz):
dlppm = 35,1 (2C), 112,4, 115,6, 122,6, 129,9, 139,2, 1453, 145,9, 146,3, 1475,

149,0, 149,2, 155,9, 156,6.

IR (KBr):
vicm™ = 3306, 3136, 1670, 1612, 1568, 1462.
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MS (EI):
miz (%) = 248 M* (100), 247 [M - H]* (97), 230 (21).

5.1.2.7 Synthese von 6-Aminoisochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift:

Eine Losung von 2,1 mmol eines Aldehyds und 500 mg (4,2 mmol) 3-Cyan-4-methyl-
pyridin in 10 ml DMPU wird ohne Schutzgas langsam zu einer Suspension von
500 mg (4,4 mmol) Kalium-tert-butanolat in 5 ml DMPU getropft. Das Reaktions-
gemisch wird 8 h bei 100°C geriuhrt und nach Erkalten in 20 ml Eiswasser
hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Ein
entstehender Niederschlag wird abgesaugt und gesammelt. Die organischen Phasen
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wird einge-
engt und das DMPU unter Vakuumdestillation bei 140°C entfernt. Der Ruckstand
wird mit Aceton aufgenommen und gerthrt. Der entstehende Niederschlag wird
abgesaugt und mit dem bereits gewonnenen vereinigt. Die Aufreinigung erfolgt durch
Saulenchromatographie an Kieselgel. Als FlieBmittel wird Dichlormethan mit
steigendem Anteil Methanol (5 - 20 %) verwendet. Der nach Entfernung des

Lésungsmittels erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.
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51.2.71 6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)isochino[8,7-c]-2,7-naph
thyridin (82)

411 mg (2,1 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd

Ausbeute: 100 mg (12 %)

Schmelzpunkt: 201 - 202°C

Co4H20N4O3 (412,5) ber.: C 69,89 H 4,89 N 13,58
gef.. C 69,99 H 5,43 N 13,75

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d/ppm = 3,73 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,79 (s, 3H, OCH3), 6,79 (s, 2H, H-2", H-6"), 7,18 (d,
1H, Ar-H, 3J = 6,0 Hz), 7,75 (s, 1H, H-12), 8,08 (br s, 2H, NHy), 8,19 (d, 1H, Ar-H,
%J=6,1 Hz), 8,50 (d, 1H, Ar-H, 3J = 6,1 Hz), 8,75 (d, 1H, Ar-H, 3J = 6,0 Hz), 9,70
(brs, 1H, Ar-H), 10,23 (br s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

&/ppm = 30,6, 36,2, 56,2 (2 x OCHs), 60,3 (OCH3), 106,0 (2C), 114,0, 114,2, 118,8,
122,0, 122,2, 137,2, 137,8, 138,2 (2C), 145,6, 146,2, 146,5, 147,2, 148,5, 153,6
(2C), 156,9.

IR (KBr):
viem™ = 3330, 3196, 2832, 1644, 1580, 1502, 1462, 1420.

MS (EI):
miz (%) = 412 M* (100), 397 [M - CHs]" (31), 337 (17), 294 (13), 283 (10).
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5.1.2.7.2 6-Aminoisochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin (83)

| AN
AN N
|
N._.~~_ =N
NH,
325 mg Paraformaldehyd
Ausbeute: 175 mg (4 %)
Schmelzpunkt: Zersetzung ab 290°C
CisH1oN4 x 0,7 H20 (258,9) ber.: C 69,59 H 4,44 N 21,64
gef.. C 69,42 H 4,26 N 21,74

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d/ppm = 7,73 (d, 1H, Ar-H, 3J = 8,9 Hz), 7,76 (br s, 2H, NH,), 7,86 (dd, 1H, Ar-H, 3J =
5,6 Hz, *J = 0,8 Hz), 8,57 (d, 1H, Ar-H, 3J = 5.4 Hz), 8,65 (d, 1H, Ar-H, 3J = 5,6 Hz),
8,73 (d, 1H, Ar-H, J = 9,0 Hz), 8,88 (d, 1H, Ar-H, J = 5,7 Hz), 9,74 (d, 1H, Ar-H, *J =
0,5 Hz), 10,29 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):
S/lppm = 113,2, 114,3, 115,7, 120,0, 120,2, 124,0, 125,6, 137,5, 138,3, 144,3, 1451,

148,7, 148,9, 149,1, 156,3.

IR (KBr):
vicm™ = 3306, 3136, 1670, 1612, 1568, 1462.

MS (EI):
miz (%) = 246 M* (100), 219 (10), 164 (9), 123 (9).

- 119 -



Experimenteller Teil

5.1.2.8 6-Amino-11,12-dihydro-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chino[7,8-f]-
1,7-naphthyridin (84)

OMe

Eine Loésung von 2,1 g (10,5 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd und 2,5 g
(21,0 mmol) 2-Cyan-3-methylpyridin in 15 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare
langsam zu einer Suspension von 2,5 g (22,0 mmol) Kalium-tert-butanolat in 15 ml
DMPU getropft. Das Reaktionsgemisch wird 7 h bei 80°C geruhrt und dann in 200 ml
Eiswasser hydrolysiert.

Die wassrige Phase wird dreimal mit je 200 ml Dichlormethan extrahiert. Ein
entstehender Niederschlag wird abgesaugt und gesammelt. Die organischen Phasen
werden vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan wird einge-
engt und das DMPU unter Vakuumdestillation bei 140°C entfernt. Der Ruckstand
wird mit Aceton aufgenommen und gerlhrt. Entstehender Niederschlag wird
abgesaugt und mit dem bereits gewonnenen vereinigt. Die Aufreinigung erfolgt durch
Saulen-chromatographie an Kieselgel. Als FlieBmittel wird Dichlormethan mit
steigendem Anteil Methanol (5 - 20 %) verwendet. Der nach Entfernung des

Lésungsmittels erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

2,1 g (10,5 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd

Ausbeute: 809 mg (19 %)

Schmelzpunkt: 278°C unter Zersetzung

C24H22N403 x 0,7 H,O (427,08) ber.:. C 67,50 H 5,52 N 13,12
gef.. C67,50 H 5,48 N 13,07
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'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d/ppm = 3,12 (d, 1H, H-12a, 2Ju.12am-120 = 15,9 Hz), 3,46 (s, 6H, 2 x OCHs), 3,50 (s,
3H, OCHs), 3,55 (dd, 1H, H-12b, 2Jp120-12a = 16,4 Hz, *Jp12om11 = 7,8 Hz), 4,80 (d,
1H, H-11, *Jia1m120 = 6,1 Hz), 6,29 (s, 2H, H-2’, H-6"), 7,10 (br s, 2H, NH2), 7,21 (dd,
1H, H-2, 3Jham1 = 7,5 Hz, *dhoma = 4,7 Hz), 7,54 (d, 1H, H-1, *Jy.qm2 = 6,9 Hz), 7,68
(dd, 1H, H-9, *Jhom-10 = 8,5 Hz, 3Uhoms = 4,2 Hz), 8,30 (dd, 1H, H-10, >Ji.10m-0 =
8,6 Hz, *Ji.10ms = 1,4 Hz), 8,53 (dd, 1H, H-3, Un.amz = 4,7 Hz, *dhamas = 1,1 Hz),
8,79 (dd, 1H, H-8, *Ji.em.0 = 4,2 Hz, *Jn.gr.10 = 1,4 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

&/ppm = 36,6 (C-12), 37,7 (C-11), 55,5 (2 x OCH3), 59,8 (OCH3), 105,8 (C-2’, C-6'),
119,2 (C-6a), 124,0 (C-2), 126,8 (C-9), 131,2 (C-10b), 132,0 (C-12a) 132,9 (C-10),
134,5 (C-1), 137,0 (C-1), 137,1 (C-4"), 139,5 (10a), 145,2 (C-4b), 148,6 (C-3), 149,5
(C-8), 153,2 (C-4a), 153,6 (C-3', C-5'), 155,1 (C-6).

IR (KBr):
vicm™ = 3366, 3276, 3180, 2916, 2830, 1618, 1584, 1406.

MS (EI):
miz (%) = 414 M* (87), 399 [M - CHs]" (43), 247 [M - 3,4,5-Trimethoxybenzol]* (100),
230 (46), 220 (17).

5.1.2.9 Synthese von 7-Azaindolo[3,2-h]chinolin-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift:

Eine Losung von 2,1 mmol eines Aldehyds und 500 mg (4,2 mmol) 2-Cyan-3-methyl-
pyridin in 15 ml DMPU wird unter Stickstoffatmosphare langsam zu einer Suspension
von 500 mg (4,4 mmol) Kalium-tert-butanolat in 15 ml DMPU getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 1 h bei Raumtemperatur gerihrt und in 50 ml Wasser hydro-
lysiert. Der entstehende Niederschlag wird abgesaugt und mittels Saulenchromato-
graphie an Kieselgel aufgereinigt. Als Fliel3mittel wird Dichlormethan mit steigendem
Anteil Methanol (5 - 20 %) verwendet. Der nach Entfernung des Losungsmittels

erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.
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5.1.2.9.1 10,11-Dihydro-10-(4-methoxyphenyl)-7-azaindolo[3,2-h]chinolin
(85)

285 mg (2,1 mmol) 4-Methoxybenzaldehyd

Ausbeute: 102 mg (14 %)

Schmelzpunkt: 240 - 241°C

C21H47N30 % 0,4 H,O (334,6) ber.. C 75,38 H 5,36 N 12,56
gef.. C 75,08 H 5,34 N 12,83

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

&/ppm = 3,18 (dd, 1H, CHaHs, 2Jas = 15,9 Hz, *Jax = 7,8 Hz), 3,40 (dd, 1H, CHaH,
2Jgia= 15,9 Hz, 2Jgix = 7,8 Hz), 3,69 (s, 3H, OCHa), 4,49 (t, 1H, -CHx<, 3Jnx = 7,4 Hz,
3Jeix = 7,3 Hz), 6,81 (d, 2H, H-3", H-5, *Ji3 hsimzme = 8,7 Hz), 6,90 (dd, 1H, H-2,
SUnam = 7,9 Hz, *Jhoms = 4,7 Hz), 7,13 (d, 2H, H-2', H-6', *Jh2 nemans = 8,7 Hz),
7,19 (dd, 1H, H-8, *Ju.grio = 7,5 Hz, *hgnr = 4,9 Hz), 7,25 (dd, 1H, H-1, *Upqm2 =
7,9 Hz, *Jyms = 1,6 Hz), 7,62 (dd, 1H, H-9, *Juoms = 7,5 Hz, *dhomnr = 1,5 Hz), 8,17
(dd, 1H, H-3, 3Ji.am2 = 4,7 Hz, *Jiamq = 1,6 Hz), 8,44 (dd, 1H, H-7, 3Jh7ms = 4,9 Hz,
* e = 1,6 Hz).

3C-NMR (DMSO-d¢, 75 MHz):

&/ppm = 36,3 (C-11), 37,4 (C-12), 54,9 (OCH,), 113,8 (C-3',C-5'), 115,5 (C-2), 115,7
(C-9b), 118,4 (C-11a), 122,2 (C-8), 127,1 (C-1), 128,4 (C-2’, C-6"), 130,7 (C-9a),
133,5 (C-4b), 135,6 (C-9), 135,8 (C-1’), 143,7 (C-3), 147,0 (C-7), 149,7 (C-4a),157,9
(C-4).
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IR (KBr):
vicm™ = 3046, 2958, 2832, 1610, 1574, 1508, 1246.

MS (EI):
miz (%) = 327 M* (53), 326 [M- H]* (22), 220 [M - 4-Methoxybenzol]* (100).

5.1.2.9.2 10,11-Dihydro-10-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7-azaindolo
[3,2-h]chinolin (86)

421 mg (2,1 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd

Ausbeute: 116 mg (14 %)

Schmelzpunkt: 248 - 250°C

Ca3H21N303 (387,4) ber.. C 71,30 H 5,46 N 10,85
gef.. C 70,83 H 5,51 N 11,15

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d/ppm = 3,27 (dd, 2H, CHaHs, “Jas = 15,8 Hz, *Jux = 7,0 Hz), 3,38 (dd, 2H, CHaH,
2Jsin = 15,8 Hz, 3Jgx= 7,0 Hz), 3,61 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,62 (s, 3H, OCH3), 4,47 (d,
1H, -CHx<, 3Jnx = 7,0 Hz, 3Jgix = 7,3 Hz), 6,60 (s, 2H, H-2’, H-6"), 6,92 (dd, 1H, H-2,
3Uhamt = 7,9 Hz, 3dhams = 4,7 Hz), 7,21 (dd, 1H, H-8, *Jugn-c = 8,9 Hz, *Jngnr =
4,9 Hz), 7,27 (dd, 1H, H-1, iz = 7,9 Hz, *Jpams = 1,5 Hz), 7,66 (dd, 1H, H-9,
3Jn-omre = 8,6 Hz, *“Unonr = 1,4 Hz), 8,18 (dd, 1H, H-3, Un.am2 = 4,7 Hz, *dhama =
1,6 Hz), 8,46 (dd, 1H, H-7, *Jizm-s = 4,9 Hz, *Jizme = 1,6 Hz), 12,20 (s, 1H, N-H).

3C-NMR (CDCls, 75 MHz):
&/ppm = 36,6 (C-11), 38,5 (C-12), 56,0 (2 x OCHs3), 60,6 (OCHs), 104,5 (C-2’,C-6"),
118,7 (C-2), 122,9 (C-9b), 125,4 (C-11a), 130,5 (C-8), 130,6 (C-1), 131,4 (C-9a),
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134,4 (C-4b), 136,2 (C-9), 137,9 (C-1'), 144,6 (C-3), 148,4 (C-7), 148,7 (C-4a),153,3
(C-3,C-5'), 157,2 (C-4").

IR (KBr):
viem™ = 3052, 2996, 2828, 2780, 1504, 1436, 1126.

MS (EI):
miz (%) = 387 M* (21), 326 [M- HJ* (4), 220 [M - 3,4,5-Trimethoxybenzol]* (100).

5.2 Bestimmung der Isomerenverhaltnisse

521 Gerate und Materialien

HPLC-System:
Merck Hitachi HPLC-System mit Merck Hitachi L-6200A Intelligent Pump und Merck
Hitachi L-4000 UV-Detektor.

HPLC-Saule:
LiChroCart® 125 mm x 4 mm, LiChrospher® 60 Rp-Select B (5 um) (Fa. Merck).

Weitere Gerate und Materialien:

Zur Herstellung der Puffer- und Probeldésungen wurden folgende Gerate eingesetzt:
Prazisions-pH-Meter inoLab pH Level 1 mit der pH-Elektrode SenTix® 21
(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim), Vibrationsmischer IKA-Vibrax
VXR (Fa. Jahnke & Kunkel, Staufen), Ultraschallbad Sonorex Super (Fa. Bandelin,

Berlin).

Chemikalien:

Acetonitiril in HPLC-Qualitat (Fa. Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande);
Aqua bidest. = zweifach destilliertes Wasser (Finnaqua 75-E-4); Dikaliumhydrogen-
phosphat, Kaliumdihydrogenphosphat, (Fa. Fluka/Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz).
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522 Methode

Mobile Phase: Phosphatpuffer 20 mmol pH 4,0/Acetonitril (60/40)
Flussrate: 1 ml/min

Detektion: Absorptionsmessung bei 254 nm

Proben: 0,1 mg/ml im FlielBmittel

Injektionsvolumen: 10 pl

Retentionszeiten:

Verbindung 45a: 7,1 min (2,3-Dimethoxy-Derivat); 8,9 min (8,9-Dimethoxy-Derivat)
Verbindung 45b: 10,9 min (1-Methyl-Derivat)

Verindung 48, 49: 20,4 min; 23,7 min (Zuordnung zu den Isomeren ist nicht erfolgt)

Der wassrige Anteil der mobilen Phase wurde durch Vakuumfiltration (0,45 pm
Satorius-Membranfilter) von Partikeln befreit und nach Zugabe von Acetonitril 15 min.

im Ultraschallbad entgast.

53 Bestimmung der Loslichkeit von 6-Amino-11,12-di-
hydro-11-(4-methoxyphenyl)isochino[8,7-c]-
2,7-naphthyridin (78)

5.31 Gerate und Materialien

HPLC-System:
Waters Alliance 2695 HPLC-System, Waters 2998 Photodioden Array Detektor und

Empower 2 Software Aufnahme- und Auswertungssofware.

HPLC-Saule:
LiChroCart® 125 mm x 4 mm, LiChrospher® 60 RP-Select B (5 ym) (Fa. Merck).

Weitere Gerate und Materialien:
Zur Herstellung der Puffer-, Standard- und Probelésungen wurden folgende Gerate
eingesetzt: Prazisions-pH-Meter inoLab pH Level 1 mit der pH-Elektrode SenTix® 21

(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim), Vibrationsmischer IKA-Vibrax
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VXR (Fa. Jahnke & Kunkel, Staufen), Ultraschallbad Sonorex Super (Fa. Bandelin,
Berlin), Mikrozentrifuge (Fa. Hettich, Tuttlingen).

Chemikalien:

Methanol in HPLC-Qualitat (Fa. Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande),
Dikaliumhydrogenphosphat, Kaliumdihydrogenphosphat, Trifluoressigsaure (Fa.
Fluka/Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz), Kaliumhydroxid, Phosphorsaure (Fa. Merck,
Darmstadt).

53.2 Methode

Mobile Phase: 0,1 % Trifluoressigsaure in Aqua bidest. pH 2 /Methanol (70/30)
Flussrate: 1 ml/min

Detektion: Absorptionsmessung bei 266 nm

Injektionsvolumen: 10 ul

Retentionszeit: 8,9 min £ 0,6 min

Der wassrige Anteil der mobilen Phase wurde durch Vakuumfiltration (0,45 pm
Satorius-Membranfilter) von Partikeln befreit und nach Zugabe von Methanol 15 min

im Ultraschallbad entgast.

Zur Kalibrierung der HPLC-Analytik wurde das Trihydrochlorid von 6-Amino-
11,12-dihydro-11-(4-methoxyphenyl)isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridin x 3 HCI (78) in
Aqua Dbidest./Methanol (1/1) gelést und dem FlieBmittel in definierten
Konzentrationen (0,01; 0,1; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 5 mg /ml) zugesetzt.

Die Substanz 78 x 3 HCI wurde in 100 mM Phosphatpuffer mit den pH-Werten 5,0,
6,0 und 7,4 suspendiert und 20 min im Ultraschallbad behandelt. Nach einer
zehnminutigen Zentrifugation bei 12.000 rpm erfolgte mit dem jeweiligen Puffer eine
1:10-Verdinnung der Uberstdnde. Die verdiinnten Proben wurden mittels HPLC

vermessen.
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Kurzfassung

Benzo[c]phenanthridin-Derivate weisen ein gro3es Spektrum an pharmakologischen
Wirkungen auf. Besonderes Interesse gilt der zytostatischen Aktivitat, wie sie u. a.
das Alkaloid Fagaronin aufweist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene Konzepte verfolgt, um neue antineoplastisch wirksame 6-Amino-

benzo[c]phenanthridin-Derivate sowie analoge Verbindungen zu synthetisieren.

Auf Grundlage der Benzo[c]phenanthridin-Synthese nach Clement und Weide [1995]
sind Stilbene mit substituierten o-Tolunitrilen zu vier neuen ringsubstituierten
6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen umgesetzt worden. Bei den Reak-
tionen ist die Bildung von Isomerenpaaren beobachtet worden, wobei jeweils ein
Isomer rein gewonnen werden konnte. Des Weiteren ist im Sinne einer Annaherung
an den Naturstoff Fagaronin ein neues ringmethoxyliertes Benzo[c]phenanthridin

dargestellt und zu drei unterschiedlichen Produkten derivatisiert worden.

Um das Problem der geringen Wasserloslichkeit der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
zu l6sen, sind darlUber hinaus in Anlehnung an die Synthesemethode nach Clement
und Weide [1995] neue, aza-analoge Benzo[c]phenanthridin-Derivate entwickelt
worden. Die Verbindungen weisen im GrundgerUst zwei zusatzliche endozyklische
Stickstoffatome auf. Im Rahmen von Ein-Topf-Synthesen konnten auf diese Weise
sechs unterschiedliche 6-Aminoisochino[8,7-c]-2,7-naphthyridine und ein 6-Amino-
11,12-dihydrochino[7,8-f]-1,7-naphthyridin-Derivat dargestellt werden. Mittels einer
HPLC-Methode wurde bereits eine verbesserte Wasserldslichkeit der 6-Amino-
isochino[8,7-c]-2,7-naphthyridine nachgewiesen. Ferner konnten durch Modifikation
der Reaktionsbedingungen die ebenfalls der Literatur unbekannten 7-Azaindolo-
[3,2-h]chinolin-Derivate gewonnen werden. Somit wurden in dieser Arbeit insgesamt

drei neue heterozyklische Ringsysteme erstmalig beschrieben und dargestellt.



Abstract

Benzo[c]phenanthridines are associated with a large spectrum of pharmacological
activities. Of particular interest is the cytostatical activity exhibited by e. g. the alkaloid
fagaronine. Within this work different concepts were pursued in order to synthesize
new antitumoraly active 6-aminobenzo[c]phenanthridines and analogous com-

pounds.

Based on the efficient method for the preparation of benzo[c]phenanthridines
developed by Clement and Weide [1995], stilbenes were reacted with substituted
o-tolunitriles to yield four new ringsubstituted 6-amino-11,12-dihydrobenzo[c]phen-
anthridines. It was observed that each reaction led to the formation of a pair of
isomers. In each case one isomer was isolated in pure form. Furthermore, in terms of
a structural approach to fagaronine, a ringmethoxylated benzo[c]phenanthridine was

prepared and subsequently converted to three different derivatives.

In order to improve the water solubility of the 6-aminobenzo[c]phenanthridines, a
method to obtain aza-analogous benzo[c]phenanthridine derivates, bearing two
additional endocyclic nitrogen atoms, was developed. Using one-pot-reactions six
6-aminoisoquino[8,7-c]-2,7-naphthyridines and one 6-aminoquino[7,8-f]-1,7-naph-
thyridine were obtained. The superior solubility of the 6-aminoisoquino[8,7-c]-
2,7-naphthyridines compared to the 6-amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridines
was demonstrated by HPLC. In additon, the novel 7-azaindolo-[3,2-h]naphthyridines
were accessible through a modification of the reaction conditions. In conclusion three
new heterocyclic ringsystems unknown to the literature were discovered and

described in this work for the first time.



