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Dekadischer Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
Multiplett

Methyliodid

Methanol

Milligramm

meangraph midpoint

Minuten

Mikromolar

Millimolar

Maximum Tolerated Dose
Natriumhexamethyldisilazan

National Cancer Institute

NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening
National Institute of Health

Nuclear Magnetic Resonance

Neutral Red Uptake

Non Small Cell Lung Cancer

Organisation for Economic Cooperation and Development
Phosphate Buffered Saline

Pearson'scher Korrelationskoeffizient
Palladium auf Aktivkohle

Protein Database
potentia hydrogenii - (negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)

Photo-Irritancy Factor
parts per million
p-Toluensulfonsaure
Bakterielles Plasmid pUC18
Quartett

Raney Nickel

zum Ruckfluss
Retentionsfaktor
rounds per minute
Raumtemperatur
Singulett
N-Lauroylsarcosin
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SCLC Small Cell Lung Cancer
SM | Salzmix 1

SP Standard Precision

t Triplett

TAE Tris-Acetat-EDTA

TCA Trichloressigsaure

tert. tertiar

TFA Trifluoressigsaure

TGl Total growth inhibition
THF Tetrahydrofuran

TMS Tetramethylsilan

Topo | Topoisomerase |

Topo Il Topoisomerase Il

TPP Triphenylphosphin
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
u Units

uv Ultraviolett

z.B. zum Beispiel
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Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (31):

X

N 2N

~N 31

Z—=

Strukturformeln der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (37):

R | N
NN N
N 2N
NH, 37
Code R= IUPAC-Name

P1 6-Amino-11-phenyl-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (56)

Pa H- 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (122)

Br

P5 6-Amino-11-(3-bromphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (50)
MeO OMe

Py 6-Amino-11-(2,4,6-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (48)
OMe
OMe

P8 MeO 6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (47)
MeO
OMe

P9 OMe 6-Amino-11-(2,3-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (44)
OMe

P10 6-Amino-11-(3,5-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (45)
MeO

P12 O 6-Amino-11-(p-biphenyl)-11,12-dihydro-
O pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (59)
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Code R= IUPAC-Name
P13 J S 6-Amino-11-(thien-2-yl)-11,12-dihydro-
= pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (58)
P15 Br 6-Amino-11-(4-bromphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (51)
Cl
P16 6-Amino-11-(3-chlorphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (52)
P17 Br 6-Amino-11-(2-bromphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (49)
Cl
P18 Cl 6-Amino-11-(3,4-dichlorphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (53)
£20 VY 6-Amino-11-(fur-2-yl)-11,12-dihydro-
= pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (57)
P21 F 6-Amino-11-(4-fluorphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (55)
F
P22 6-Amino-11-(3-fluorphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (54)
OMe
P24 6-Amino-11-(3-methoxyhenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (43)
OH
P25 6-Amino-11-(3-hydroxyhenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (70)
6-Amino-11-propyl-11,12-dihydro-
HsC
P28 SIS pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (60)
OMe
P30 MeO OMe 6-Amino-11-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (47)
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Strukturformeln der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (74):

R X
X N
I
N A 2N
NH, 74
Code R= IUPAC-Name
P1-D 6-Amino-11-phenyl-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (75)
Br
P5-D 6-Amino-11-(3-bromphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (84)
OMe
P8-D MeO 6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (78)
MeO
OMe
P9-D OMe 6-Amino-11-(2,3-dimethoxyphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (77)
Cl
P16-D 6-Amino-11-(3-chlorphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (83)
P20-D 74 o 6-Amino-11-(fur-2-yl)-
= pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (79)
OMe
P24-D 6-Amino-11-(3-methoxyphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (76)
P28-D HaC o~ 6-Amino-11-propyl-

pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (80)
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Strukturformeln der 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-one 93-97 und
des 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-ons 98:

R N R N
N _N N _N
I I
N__~ N__~ NH
93 -97 O 98
Code R= IUPAC-Name
P1-0 11-Phenyl-5,6,11,12-tetrahydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (93)
P4-0 H- . 5,6,11,12—tetrahydr9-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (95)
Br
P5-0 11-(3-Bromphenyl)-5,6,11,12-tetrahydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (96)
Cl
P16-0 11-(3-Chlorphenyl)-5,6,11,12-tetrahydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (97)
OMe
P24-0 11-(3-Methoxyphenyl)-5,6,11,12-tetrahydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (94)
OMe
P8-D-O MeO 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (98)
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Strukturformeln der 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 106-108 und
des 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 109:

R

X
X N
I
N___A__N
C| 106-108 Cl 109
Code R= IUPAC-Name
P1-cl 6-Chlor-11-phenyl-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (106)
pa-cl H- ' 6-Ch|or-11,12-d|hydroj
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (108)
Cl
P16-Cl 6-Chlor-11-(3-Chlorphenyl)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (107)
OMe
P8-D-Cl MeO 6-Chlor-11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (109)
MeO

Strukturformeln der 6-unsubstituierten 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
110, 111 und Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31, 112:

Code R= IUPAC-Name
P1-H 11-Phenyl-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (110)
PA-H H- . 11,12-Dihydro- .
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (111)
P4-D-H H- Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31)
OMe

PS-D-H MeO (3,4,5-Trimethoxyphenyl)-
pyrido([3,4-c][1,9]phenanthrolin (112)
MeO
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Strukturformeln der 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 143-145 und des
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 146 mit Dimethylaminoalkylamino-Seitenkette in 6-
Position:

HN .CH
143, 144, 146 CH3 145
Code R= IUPAC-Name
6-(2-Dimethylaminoethylamino)-11-phenyl-11,12-dihydro-
P1-6NEthNCH32 ©\ pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (143)
Cl

11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminoethylamino)-11,12-
P16-6NEthNCH32 ©\ dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (144)

Cl
11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminopropylamino)-11,12-
P16-6NPropNCH32 dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (145)
OMe
MeO 6-(2-Dimethylaminoethylamino)-11-(3,4,5-
P8-D-6NEthNCH32 j@\ trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (146)
MeO

Strukturformeln der 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 147, 150 und Pyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthroline 151,152 mit Dimethylaminoalkyloxy-Seitenkette in 6-Position:

147, 151 (|3H3 150, 152

Code = IUPAC-Name

11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminoethyloxy)-11,12-

P16-60EthNCH32 dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (147)

Cl

11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminopropyloxy)-11,12-
P16-60PropNCH32 ©\ dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (150)
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Code R= IUPAC-Name

OMe
MeO 6-(2-Dimethylaminoethyloxy)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-

P8-D-60EthNCH32 pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (151)

MeO
OMe
MeO 6-(2-Dimethylaminoethyloxy)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
P8-D-60PropNCH32 pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (152)
MeO

Substanzklasse der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole

H N=
N )

\_/ 33

Strukturformeln der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole (40):

H N=
N
N— \ /
\_/
R 40
Code R= IUPAC-Name
OMe
A2 MeO 6-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (170)
MeO
A3 MeO OMe 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (160)
Ad 6-Phenyl-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (166)
AS Br 6-(4-Bromphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (165)
Cl
A7 6-(3-Chlorphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (163)
F .
A8 6-(4-Fluorphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (164)
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Code R= IUPAC-Name
A9 Q 6-(Fur-2-yl)-5,6-dihydro-11H-
= pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (167)
OMe
A12 MeO OMe 6-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
| | pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (161)

6-(3-Methoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (159)

MeO OMe
A15 \©/\ 6-(2,4,6-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-

Al3

pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (162)

A16 MeO 6-(4-Methoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (169)

Strukturformeln der 11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole (179):

NN
N /
\_/
R 179
Code R= IUPAC-Name
A3 MeO OMe 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (182)
A4-D ' 6-!>henyl-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (180)
OMe
A12-D MeO OMe 6-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (183)

A16-D MeO 6-(4-Methoxyphenyl)-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (181)
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Weitere Verbindungen der 11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol-Klasse (33, 184):

H N=
N /
\_/
33
MeO 184
Code IUPAC-Name
Al1-D 11H-Pyrido(3,2-i]-1-azacarbazol (33)

6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11-methyl-11H-

A3-11NMe pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (184)

In dieser Arbeit haufig erwdhnte Verbindungen der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phen-
anthridine (27) und 6-Aminobenzo[c]phenanthridine (28):

NH, 27
Code R= IUPAC-Name
OMe
BP-11 HO:©\ 6-Amino-11-(3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenyl)-11,12-dihydro-
benzo[c]phenanthridin (30)
MeO
OMe
/@\ 6-Amino-11-(3,5-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydro-
BP-22 s
benzo[c]phenanthridin
MeO
Br
6-Amino-11-(3-bromphenyl)-11,12-dihydro-
BP-34 [ j o
benzo[c]phenanthridin
BP-D3 MeO\(I)Me 6-Amino-11-(2,4-dimethoxyphenyl)-
benzo[c]phenanthridin
OMe
BP-D6 MeO 6-Amino-11-(3,4-dimethoxyphenyl)-

benzo[c]phenanthridin (204)

o
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Code R= IUPAC-Name
OMe
BP-D7 MeO 6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
benzo[c]phenanthridin (29)
MeO
OMe
MeO OMe 6-Amino-11-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-
BP-D8 o
benzo[c]phenanthridin
BP-D9 74 6-Amino-11-(fur-2 yI)
= benzo[c]phenanthridin
OMe
BP-D22 6—Am|no—11-(3,5-d|metho>.<y.phenyl)—
benzo[c]phenanthridin
MeO
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 Maligne Tumorerkrankungen

Vor keiner Diagnose hat der Mensch so viel Angst wie vor der einer bdsartigen (malignen)
Tumorerkrankung.! Diese Furcht ist berechtigt, betrachtet man die alarmierenden Daten der
weltweiten Entwicklung von Krebs. Im Jahr 2012 lag die Zahl der Tumorneuerkrankungen
(Inzidenz) weltweit bei 14 Millionen Fallen pro Jahr, eine Zahl, die sich rasant entwickeln
wird und in den nachsten zwei Jahrzehnten auf 22 Millionen Neuerkrankungen ansteigen
konnte. In dem gleichen Zeitraum wird von den derzeit 8,2 Millionen eine voraussichtliche
Steigerung auf 13 Millionen Menschen zu verzeichnen sein, die pro Jahr einem Krebsleiden
erliegen.” Die Ursache fir diesen Trend ist dabei nicht nur der allgemeine Anstieg der
Lebenserwartung der Bevdlkerung, sondern auch eine disproportionale Zunahme an
Krebserkrankungen in Entwicklungslandern und sich rasch industrialisierenden Regionen. So
fallen bereits jetzt ca. 60% der Tumorneuerkrankungen auf Afrika, Asien und Zentral- und
Sidamerika, eine mangelnde Friherkennung und der fehlende Zugang zu effektiven
bezahlbaren Therapien ist dabei verantwortlich dafiir, dass ca. 70% der Krebstoten weltweit
in diesen Gebieten ausgemacht werden. Tatsachlich konnte wahrscheinlich die Halfte aller
Erkrankungen vermieden werden, wenn das derzeitige Wissen, vor allem iber Praventions-
malknahmen, addquat umgesetzt werden wiirde.? Auch in westlichen Industrienationen
stellen maligne Tumorerkrankungen ein immenses, finanziell kaum beherrschbares Problem
dar. Hier sind neben der Alterung der Bevélkerung und unbekannter Atiologie vor allem eine
ungesunde Lebensweise wie der Konsum von Tabak und Alkohol, falsche Erndhrung,
hauptsachlich durch GbermaRig gezuckerte Lebensmittel, sowie unzureichende Bewegung
und Ubergewicht Ursachen fiir einen Anstieg der Tumorneuerkrankungen,z_4 wobei bereits
jetzt Krebs nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in diesen
Lindern darstellt.>® Als Beispiel einer westlichen Industrienation wurden 2010 in
Deutschland rund 477.300 Krebserkrankungen neu diagnostiziert (Manner: 252.400; Frauen:
224.900), von denen mehr als die Halfte der Falle Tumore der Brustdriise (71.000), der
Prostata (65.800), des Darms (62.400) oder der Lunge (52.100) waren. Dies entsprach einem
Anstieg in der Zeitspanne von 2000 bis 2010 um 21% bei Mannern und 14% bei Frauen.
Jeder zweite Mann und 43% aller Frauen mussen derzeit damit rechnen, im Laufe des Lebens
an Krebs zu erkranken. Das mittlere Erkrankungsalter beider Geschlechter liegt in diesem
Zusammenhang bei 69 Jahren.”
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Maligne Tumoren (Malignome) bestehen aus kérpereigenen Zellen, bei denen grundlegende
Anderungen in ihrer genetischen Ausstattung und der Zellphysiologie dafiir gesorgt haben,
dass diese Zellen einem Kontrollverlust und einem ungeregelten Zellwachstum
(Proliferation) unterliegen.® Hierfiir kénnen einerseits eine zur homdostatischen Apoptos-
erate Uberproportionale Zunahme der Zellzahl und/oder eine durch Stérungen in den
Apoptosewegen erniedrigte Apoptoserate verantwortlich sein. Neben diesem permanenten
unkontrollierten Wachstum und der Entstehung von Gewebsneubildungen (Neoplasien)
infiltriert der Tumor in umliegende Gewebe und zerstort diese dadurch irreversivel. Die
schwerwiegendste Eigenschaft von Malignomen ist die Metastasierung, die Befahigung,
durch Ablésen von Tumorzellen des Primartumors und den Transport tGber den Blutkreislauf
oder das lymphatische System an weit entfernten Stellen des Organismus Tochter-
geschwilste (Sekunddrtumoren) auszubilden. Sehr oft versterben krebskranke Menschen an
den Metastasen und deren Folgen und nicht an dem Priméartumor.”

Die dramatische Zunahme an Krebsneuerkrankungen weltweit, die Schwere vieler Krebs-
erkrankungen, sowie die unbefriedigen Therapieoptionen trotz vielversprechender Ansatze,
verlangen eine enorme Nachfrage nach neuen Behandlungsmoglichkeiten und Medi-
kamenten, der sich die Krebsforschung in erheblich groRerem Mafe als derzeitig annehmen
muss, um die komplexe Problematik in den Griff zu bekommen.

1.2 Therapieoptionen bei Krebs

1.2.1 Allgemeine Therapiemoglichkeiten

Da bisher keine Riickflihrung von Tumorzellen in normal geartete Zellen moglich ist, missen
Tumoren zerstort werden. Eine Krebstherapie ist dabei stets individuell und vor allem von
Art und Fortschritt der Tumorerkrankung, sowie der Wirksamkeit und Vertraglichkeit der
BehandlungsmaRnahmen abhingig.” Demnach muss entschieden werden, ob eine kurative
Therapie, die die vollstandige Heilung oder die Verlangerung des Patientenlebens tber einen
langen Zeitraum bewirken konnte, oder, wie zum Beispiel bei einem bereits stark
metastasierenden Tumor, lediglich eine Teilremission des kranken Gewebes und eine
begrenzte Verlangerung der Lebenszeit (palliative Therapie) im Vordergrund stehen soll.”

Zur Behandlung solider Tumoren stehen drei Therapieoptionen zur Verfiigung: Die operative
Entfernung, Bestrahlung und die antineoplastische Chemotherapie.” Eine frihzeitige
Operation in Kombination mit der Gabe von Zytostatika danach (adjuvante Chemotherapie)
oder davor (neo-adjuvante Chemotherapie) bietet in diesem Zusammenhang die besten
Therapieerfolge, wahrend die alleinige Gabe von Arzneistoffen in vielen Fallen nur palliativen
Charakter hat.’
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Es gibt aber auch Krankheitsbilder, wie z.B. Keimzelltumoren oder akute lymphatische
Leukdmien im Kindesalter, bei denen lediglich durch die Anwendung von Zytostatika sogar
bei fortgeschrittenerem Verlauf eine Heilung erreicht werden kann.”

Im Folgenden wird naher auf die medikamentdse Behandlung mit Zytostatika eingegangen.
Zur Behandlung der meisten Krebserkrankungen sind Medikamente aus der Obergruppe der
allgemein zytotoxisch wirksamen Chemotherapeutika fir die Erstlinientherapie vorgesehen.®
Dabei werden heutzutage im Sinne einer Polychemotherapie meist mehrere Substanzen mit
unterschiedlichen Angriffspunkten kombiniert verabreicht, um die Effektivitdt der Therapie
groBtenteils ohne gefdhrliche Erhéhung der Toxizitdt zu steigern und gleichzeitig
Resistenzentwicklungen zu minimieren (,Hit early, hit hard“).’> Die Resistenzen gegenuber
den Medikamenten, die auf zellularer oder nicht-zelluldrer Ebene entstehen, kénnen ein
groRes Problem darstellen und zum Versagen der Therapie fihren.” Die Anwendung
klassischer zytotoxischer Chemotherapeutika bringt zum Teil starke Nebenwirkungen mit
sich, da sich die Arzneistoffe gegen im Organismus weit verbreitete, flir die Zelle
Uberlebenswichtige Strukturen richten. Deswegen sind besonders Gewebe mit hoher
Proliferationsrate wie die Schleimhdute des Gastrointestinaltraktes, das Knochenmark, Haut
und Haarfolikel und Keimzellen in hohem MaRe betroffen.” Eine Reduktion der
Nebenwirkungen wird durch die intermittierende Gabe von Zytostatika erreicht, da sich das
geschadigte Normalgewebe schneller von den zytotoxischen Effekten erholen kann als der
Tumor.” Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht iiber die unterschiedlichen Gruppen der klassischen
Antitumortherapeutika:

Tabelle 1.1: Allgemein zytotoxisch wirksame Chemotherapeutikaklassen.

Substanzgruppe Wirkmechanismus Beispiele

Cyclophosphamid,
Busulfan, Carmustin,
Cisplatin, Procarbazin

Alkylierung intrazelluldrer, nukleophiler

Alkylantien Gruppen von DNA, RNA und Proteinen

Methotrexat, Cytarabin,
Gemcitabin, 6-Mercapto-
purin, Pentostatin

Antimetabolite Hemmung der Nukleotidsynthese und

damit der DNA und RNA

Vinca-Alkaloide: Vincristin,
Vinblastin; Taxane:
Paclitaxel, Docetaxel

Mitose-Hemmstoffe Hemmung der Tubulin-Polymerisation oder
Bildung funktionsunfahiger Mikrotubuli
Irinotecan, Topotecan;
Etoposid, Teniposid,
Amsacrin

Stérung der Topologie der DNA —

Topoi -H
opoisomerase-Hemmer Hemmung der DNA-Replikation

Mitoxantron, Doxorubicin,

Interkalatoren Interkalation in die DNA L. .
Daunorubicin, Bleomycin

Quellen: HERDEGEN, 2008° und MUTSCHLER, 2008’

Keine klassischen Zytostatika im eigentlichen Sinne sind Hormone oder Hormonantagonisten,
die bereits seit langer Zeit erfolgreich bei hormonabhangig wachsenden Geschwiiren, zum
Beispiel bei Formen des Mammakarzinoms, eingesetzt werden.”
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Da die Kenntnisse (iber die Biologie von Tumorzellen und die daran beteiligten Signallber-
tragungskaskaden stdndig zunehmen, sind mittlerweile einige Arzneistoffe auf dem Markt,
die im Sinne einer ,gezielten onkologischen Therapie” selektiv verschiedene Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren, die in den meisten Fillen Kinasen sind, inhibieren.®” Ein grolSer Vorteil
dieser Therapeutika ist, dass die Nebenwirkungen im Allgemeinen schwécher sind.® Neben
der Applikation neuartiger monoklonaler Antikorper wie zum Beispiel Trastuzumab oder
Bevacizumab, die vorzugsweise gegen membranstandige Wachstumsrezeptoren gerichtet
sind, gelten vor allem kleine Molekile aus der Klasse der Tyrosinkinase-Inhibitoren als
vielversprechende Option in der Krebstherapie.5 Das Paradebeispiel eines erfolgreichen
Kinase-Inhibitors war die Einfihrung von Imatinib im Jahre 2001 zur Behandlung der
chronisch-myeloischen Leukdmie (CML).

Yedo
H3C\Nﬂ N N)\N/ SN
K/N H H | P

1

Abb. 1.1: Imatinib als selektiver Hemmstoff der Bcr-Abl Tyrosinkinase.

Imatinib hemmt ein BCR-ABL-Fusionsprotein, eine Tyrosinkinase mit verstarkter Funktion,
die von 90% der Patienten mit CML exprimiert wird. Das codierende BCR-ABL-Gen entsteht
durch Translokation genetischen Materials von Chromosom 9 und 22, was zur Bildung des
sogenannten Philadelphia-Chromosoms fihrt.> Der Arzneistoff gehdrt mittlerweile zur
Priméartherapie bei CML und ist auch fir die Behandlung gastrointestinaler stromaler Tumore
zugelassen, viele weitere Studien werden derzeit durchgefiihrt. Der Erfolg von Imatinib
flihrte zu einer rasanten Entwicklung weiterer Kinase-Inhibitoren,® allein 2013 waren von
allen 20 neu eingefiihrten Arzneimitteln in Deutschland ca. ein Drittel Zytostatika aus der
Klasse dieses Verbindungstyps.'’ Bei aller Euphorie stehen die Entwickler dieser Derivate
aber vor einigen noch zu lésenden Problemen. So ist es zum Beispiel vermehrt zu
Resistenzen gegeniiber Imatinib gekommen, womoglich durch Selektion einiger aggressiver
Imatinib-resistenter Bcr-Abl-Mutanten durch die Imatinib-Therapie, welche im spateren
Verlauf zu schwer therapierbaren Rezidiven fihrten.™ Dadurch, dass die Verbindungen so
akkurat an das spezifische Enzym binden, ist es fiir dieses kein groRer Aufwand, durch nur
eine geringfligige Mutation und strukturelle Veranderung die Funktion aufrecht zu erhalten,
so dass kurzlich wiederum Stimmen nach unselektiveren Zytostatika (dirty drugs) lauter
wurden.” Nebenbei verursacht die Therapie mit Kinase-Inhibitoren immensen finanziellen
Aufwand. Derzeit kostet eine Behandlung mit Glivec® (Imatinib, Novartis) pro Jahr und
Patient ca. 41.000 Euro, eine einzige Tablette mit 400 mg Imatinib hat dabei eine Preis von
iber 100 Euro.** Auch ein begrenztes Anwendungsspektrum von Kinase-Inhibitoren auf
wenige spezifische Tumorformen schrankt die Anwendung dieser Therapeutika ein.
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Fiir die allgemeine Tumortherapie sind die klassischen Zytostatika immer noch die
wichtigsten Substanzen und Erstlinientherapeutika,® so dass hier weiterhin ein enormer
Bedarf an neuen Verbindungen besteht. Die Kombination von Kinase-Inhibitoren mit
klassischen Chemotherapeutika scheint in diesem Zusammenhang, gerade in Hinblick auf
eine Erhohung der Effektivitat der Therapie durch mehrere Angriffsorte in der Tumorzelle,
eine vielversprechende Option zu sein, was in Studien erfolgreich gezeigt werden

konnte.™>'®

1.2.2 Hemmstoffe humaner Topoisomerasen | und Il

In der vorliegenden Arbeit spielen die humanen Topoisomerasen und die Hemmung der
Aktivitat dieser Enzyme eine (bergeordnete Rolle, so dass im Folgenden eine detaillierte
Betrachtung der Therapieoptionen im Zusammenhang mit Aktivitdten gegeniiber diesen
Proteinen abgehandelt wird.

Bei Sdugetieren sind insgesamt sechs Gene beschrieben, die flir Enzyme der Topoisomerasen
kodieren. Davon kodieren zwei fir Proteine der Topoisomerase |-Familie, zwei weitere
tragen die Informationen der Topoisomerase Ill-Unterklasse und zwei kodieren fiir
Topoisomerase Ill-Enzyme.'” Diese Enzyme sind fiir das Uberleben nahezu jeden Lebewesens
essentiell, da sie an fast allen Prozessen beteiligt sind, die mit der geometrischen Anordnung
(Topologie) der DNA und/oder Bewegungsabldufen von DNA im Zellkern verknipft sind.*®*°
Im Zusammenhang mit dem ubiquitaren Vorkommen dieser Enzyme sind Topoisomerasen
somit bedeutende klinisch validierte Targets in der Krebstherapie.™®

Bei bestimmten Prozessen im Zellkern, vor allem bei der DNA-Replikation, Transkription und
Chromosomentrennung, muss die DNA partiell entwunden werden, was sogenannte positive
und negative Uberspiralisierungen (Ver- und Entdrillungen der DNA) zur Folge hat.
Topoisomerasen sind in diesem Zusammenhang in der Lage, durch nukleophilen Angriff am
Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA voribergehend Strangbriiche einzufiihren und die
DNA, zum Beispiel nach erfolgter Replikation, im Nachhinein wieder zu verschliellen
(Ligation).”

Eukaryotische Typ | Topoisomerasen sind monomere Enzyme, unterteilbar in die Unter-
klassen Typ IA und Typ IB. Sie katalysieren frei von energieliefernden Kofaktoren die Bildung
von DNA-Einzelstrangbriichen, gefolgt vom Hindurchleiten des intakten Strangs durch die
Bruchstelle (Typ 1A) oder einer Rotation dessen um den Bruch (Typ 1B).*® Zum Zeitpunkt des
transienten Einzelstrangbruchs ist der sogenannte spaltbare Komplex (cleavage complex) aus
Topoisomerase | und der DNA verwundbar, so dass sich kleine Molekiile in die entstandene
Licke einlagern, mit dem Komplex interagieren und somit zum permanenten Bestehen
dieser Komplexe fiihren kdnnen (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Stabilisierung spaltbarer DNA/Topoisomerase-Komplexe
durch Topoisomerase-Gifte. Grafik in Anlehnung an PoMmier.””

Es ist hinreichend belegt, dass hohe Spiegel an diesen spaltbaren Komplexen in der Zelle
Todessignalwege aktivieren, respektive zu Modifikationen der DNA, wie unter anderem zu
persistierenden Doppelstrangbriichen, fiihren kénnen, die letztendlich die Apoptose der
Zelle einleiten.” In der Chemotherapie zugelassene Topoisomerase I-Hemmstoffe werden
daher auch als Topoisomerase I|-Gifte bezeichnet, da sie den spaltbaren Komplex aus
Topoisomerase und DNA in ein zelluldres Toxin verwandeln, was fir die Zelle letale
Konsequenzen bedeutet.

Das natirliche Alkaloid Camptothecin, isoliert aus Camptotheca acuminata, war der erste
Vertreter von Topoisomerase I|-Giften, welches allerdings aufgrund seiner schlechten
Wasserloslichkeit nie zur Verwendung als Zytostatikum in Betracht gezogen wurde.” Zwei
halbsynthetische Derivate des Camptothecins Irinotecan und Topotecan sind hingegen
weltweit zur Behandlung maligner Erkrankungen zugelassen. Das pro-drug Irinotecan ist
Erstlinientherapeutikum beim metastasierenden Dickdarmkrebs, Topotecan wird bei bei der
Behandlung des Ovarialkarzinoms und des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC = small cell
lung cancer) eingesetzt.6 Trotz relevanter Erfolge in der Krebstherapie zeigen Topoisomerase
I-Gifte mit Camptothecin-Grundgerist einige Nachteile auf. Zum Teil sind schwere

Nebenwirkungen, wie Knochenmarksupression und Leukozytopenie beschrieben.®
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AuBerdem sind die Verbindungen hydrolyseempfindlich. Die =zur Lactonstruktur
entsprechende ringoffene Form ist Topoisomerase I-inaktiv und hat eine hohe
Plasmaeiweiflbindung. Modifikationen an der Lactonstruktur, wie eine Ringerweiterung bei
Diflomotecan (5) oder dem Austausch des Lactons durch ein Keton, verwirklicht in S39625
(6), flihrten zu hydrolysestabilen Verbindungen, welche sich in klinischen Studien befinden
(Abb. 1.3)."

5 CH;
R'=R2=R3=H Camptgthecin
1= CN\C (O
R N\‘g Irinotecan
3
R?=H, R3 = Ethyl
1= 2= HO'Z
R"=OH, R* = (CH;),N-CH,- Topotecan $39625 ~CH,
R3=H 4 6

Abb. 1.3: Camptothecin und halbsynthetische Derivate des Camptothecins.

Mehrere Topoisomerase I-Gifte mit nicht-camptothecinartiger Struktur befinden sich derzeit
in der praklinischen/klinischen Entwicklung. Wichtige Vertreter dieser Stoffe basieren auf
dem Benzo[c]phenanthridin-Grundgeriist und werden in Abschnitt 1.3.2 behandelt.

Eukaryotische Typ Il Topoisomerasen sind Homodimere und benétigen Magnesium-lonen,
sowie ATP (Adenosintriphosphat) als Kofaktor, um katalytische Aktivitat zu zeigen.18 Das
Enzym ist durch die dimere Struktur in der Lage, an zwei vier-Basenpaare entfernten Stellen
der beiden DNA-Striange zu binden, an einem der katalytischen Zentren einen DNA-
Doppelstrangbruch herbeizufiihren, das zweite DNA-Segment durch die entstandene Liicke
zu mandvrieren und abschlieBend eine Ligation der Strange zu bewirken. Es vermag, wie
auch die Topoisomerase |, sowohl negative als auch positivie Uberspiralisierungen
aufzuheben und ist zusatzlich in der Lage, durch die Einfiihrung von Doppelstrangbriichen in

1820 yshere

der DNA entstandene Knoten und knauelartige Strukturen zu entfernen.
Wirbeltiere exprimieren zwei Topoisomerase ll-Isoformen, lla und IIB. Die beiden Isoformen

zeigen 70% Sequenzhomologie und dhneln sich auch in ihren Funktionen sehr stark.'®
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Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die a-Variante fiir das Uberleben proliferierender
Zellen essentiell ist,” wihrend die B-Form von Wachstumsstatus und Zellzyklus der Zelle
unabhingig zu sein scheint.’® Unter anderen deswegen werden der aktuellen Datenlage
nach die Nebenwirkungen von Topoisomerase Il-Hemmstoffen, zum Beispiel der
Kardiotoxizitat von Anthrazyklinen, sowie die beschriebene Induktion sekundarer Leukdamien
hervorgerufen durch eine Chemotherapie mit Topoisomerase ll-Hemmern in Verbindung mit

einer Adressierung der Topoisomerase lIB gebracht.'®?*

Der Mechanismus von Topoiso-
merase ll-Hemmern, die im Wesentlichen Topoisomerase |l-Gifte sind, besteht in der
Stabilisierung der spaltbaren Komplexe aus Enzym und DNA und einer damit verbundenen
Verhinderung der erneuten Ligation der DNA-Strange mit den bereits fiir Topoisomerase |-
Gifte beschriebenen toxischen Folgen fiir die Zelle. In Abbildung 1.4 ist eine Ubersicht tiber

die in der Chemotherapie angewandten Topisomerase II-Gifte dargestellt.

R R=CH, Etoposid
- 7

S
N Teniposid

8
CHs NH,
0 OH
Doxorubicin
1= 2 -
OH R'=CH,0OH, R* = MeO- 9
R'= CHj, R? = MeO- Daunorubicin
10
R'=CH; R?=H Idarubicin
H 11

OH 0 HN">N"on

D/ ~SO,Me
O‘O Mitoxantron Amsacrin
12 | l | 13
N l

OH O HN__~ ~_OH
H

Abb. 1.4: In der Chemotherapie eingesetzte Topoisomerase II-Gifte."®

Topoisomerase |I-Hemmstoffe sind bei einer Vielzahl systemischer Krebserkrankungen und
solider Tumoren indiziert und gehdren zumeist zu den Erstlinientherapeutika. Tatsachlich
beinhaltet fast jedes Therapieschema, das auf eine kurative Therapie abzielt, mindestens ein
Topoisomerase |I-Gift. Dabei wirken alle Substanzen unselektiv auf beide Isoformen, echte
isoformspezifische Wirkstoffe sind bisher in der Chemotherapie nicht verfiigbar.™®
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An dieser Stelle nicht aufgefiihrt sind Forschungsanséatze zu Inhibitoren der Topoisomerase
I, welche mit der ATP-Binderegion interagieren.'®

1.3 Benzo[c]phenanthridine

Benzo[c]phenanthridin ist ein auf dem Chrysen-Grundgerist basierendes heterotetra-
zyklisches System, dessen erstmalige Erwdhnung in der Literatur durch PROBST im
Zusammenhang mit Inhaltsstoffen des Schollkrauts (Chelidonium maius) auf das Jahr 1839

zurUckgeht.23
O‘ 0 N

Chrysen Benzo[c]phenanthridin
14 15

Abb.1.5: Die Ringsysteme Chrysen und Benzo[c]phenanthridin.?

Flr unterschiedlich substituierte Benzo[c]phenanthridine wurde eine Vielzahl an pharmako-
logischen Aktivitaten gefunden, die vor allem zytotoxischer, aber auch antimikrobieller, anti-

inflammatorischer und antidiabetischer Natur sind.>> %

Dieses heterozyklische Grundgerist
ist daher ein wichtiger Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Arzneistoffen, die seit Beginn
der 70er Jahre mit der Isolierung und Charakterisierung wichtiger Benzo[c]phenanthridin-
Alkaloide intensiviert wurde (Abschnitt 1.3.1) und derzeit, gerade in Hinblick auf die
Entwicklung von Krebstherapeutika, wichtige synthetische Verbindungen hervorbringt

(Abschnitt 1.3.2).

1.3.1 Natiirlich vorkommende Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide

Uber 30 natiirliche Alkaloide mit Benzo[c]phenanthridin-Grundgeriist sind mittlerweile durch

Isolation aus verschiedenen Pflanzenarten zuganglich gemacht worden, die zumeist den

29,30

Pflanzenfamilien der Papaveraceae und Rutaceae angehodren. Die Substanzen kénnen

auf vier Grundstrukturen eingegrenzt werden (Abb. 1.6).3!
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Abb. 1.6: Natiirlich vorkommende Alkaloide der Benzo[c]phenanthridin-Klasse.

Hauptalkaloide sind zumeist Sanguinarin und Chelerythrin, hinsichtlich einer antitumoralen
Aktivitat in vitro und in vivo zeigten jedoch Fagaronin und Nitidin die vielversprechendsten

Eigenschaften.>%%%3?

Nach der erstmaligen Isolation von Fagaronin durch MESSMER et al. im
Jahr 1972 wurden die Substanzen intensiv untersucht,33 dabei konnte in vitro eine
ausgepragte Hemmung der Topoisomerasen | und Il und ein gutes DNA-

34-36

Interkalationsvermogen, sowie ausgepragte in vivo-Aktivitaten gegeniliber murinen

Leukdmien und des Kolonkarzinoms gezeigt werden.***’

Die gute in vivo antileukdamische
Aktivitdt wurde unter anderem mit dem quartdren Stickstoffatom in 5-Position in
Zusammenhang gebracht.26 Fagaronin und Nitidin sind auch synthetisch zuganglich, was
allerdings fur beide Alkaloide Uber verschiedene Routen nur in geringen bis sehr niedrigen
Ausbeuten gelang.a's_40

Letztendlich wurde die weitere Entwicklung von F. und N. zur Anwendung als Zytostatika,
die vor allem vom National Cancer Institute (NCI, Maryland, USA) durchgefiihrt wurde,
aufgrund akuter Toxizitaten in Tierstudien gestoppt.** In der heutigen Entwicklung gelten
Fagaronin und Nitidin aber als Modellverbindungen, vor allem fir die zielgerichtete
Forschung an selektiven und hochpotenten Hemmstoffen humaner Topoisomerasen.lg’42
Mehrere vielversprechende, auf der Weiterentwicklung der Grundstruktur dieser
natirlichen Benzo[c]phenanthridine beruhender Substanzen befinden sich derzeit in

klinischen Studien der Krebstherapie und werden im folgenden Abschnitt diskutiert.
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1.3.2 Aktuelle Topoisomerase-Hemmstoffe abgeleitet von
Benzo[c]phenanthridinen

Seit der Entdeckung der natirlichen Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide in den 70er Jahren
wurde eine Vielzahl an synthetischen Modifikationen am Benzo[c]phenanthridin-
Grundgerist vorgenommen, um zu potenten Antitumortherapeutika zu gelangen. In Abb.
1.7 sind Verbindungen dargestellt, die, orientierend an den natirlichen Leitstrukturen,
vielversprechende Hemmeigenschaften gegeniiber Topoisomerasen, sowie ausgepragte
zytotoxische Eigenschaften besitzen und demnach groBtenteils zu klinischen Studien

\
9 5 O N
MeO MeO
|O NSC 725776 21
_CH ‘ R
MeO SN MeO N~

zugelassen wurden.

O CHs ') \N/ﬁ
0]
Topovale (ARC-111) 5,11-Diketoindenoisochinoline
20 NSC 724998 22

XN 0]
; ) o
<o O 2N MeO O _N.cr

HN _CH
\/\l}l 3 OH
35-k7887 CH, NK314
23 24

Abb. 1.7: Vielversprechende von Benzo[c]phenanthridin-Alkaloiden abgeleitete Substanzen.

In Abb. 1.7 ist ersichtlich, dass alle aufgefiihrten Strukturen Methoxy- und/oder Methylen-
dioxygruppen im tetrazyklischen Ringgeriist aufweisen. Dabei entspricht die 2,3,8,9-
Substitution von Topovale dem Substitutionsmuster des Nitidins, auch die 5,11-
Diketoindenoisochinoline NSC 725776 und 724998 sind sehr dhnlich strukturiert. Das
quartare Ammoniumion ist nur noch in der Verbindung NK314 realisiert, bei allen anderen
Derivaten wurde dieses Strukturelement gegen eine basische hydrophile Seitenkette ersetzt.
Das Benzo[c][1,6]phenanthrolinon-Derivat Topovale ist ein hochpotentes Topoisomerase |-
Gift, das zytotoxische Eigenschaften im unteren nanomolaren Bereich aufweist und in
mehreren humanen Tumor-Xenograft-Studien eine gute Wirksamkeit, zum Beispiel im HCT-8
Colon-Tumormodell und auch bei Camptothecin-resistenten Tumoren, zeigen konnte.”®
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Es befindet sich derzeit in klinischen Studien in Phase > Auch die nanomolar zytotoxisch
wirksamen Topoisomerase |-Gifte NSC 725776 und NSC734998 wurden unter den Namen
Imiditecan und Indotecan zu tGber das NCI finanzierten klinischen Studien zugelassen.** Fiir
Verbindung 35-k7887 konnten wachstumshemmende Eigenschaften auf Tumorzellen im
nanomolaren Bereich gefunden werden, eine Hemmung humaner Topoisomerasen wurde
jedoch nicht beobachtet.*? Die einzige, sich derzeit in klinischen Studien (Japan) befindliche
Substanz mit Benzo[c]phenanthridin-Grundgerist, die die Topoisomerase Il adressiert, ist
NK314. Die Substanz weist eine Praferenz fiir die Topoisomerase lla auf und ist damit die
erste beschriebene Verbindung mit einer gewissen Selektivitat fur die a-Isoform,* wahrend
Topoisomerase lIB-selektive Verbindungen bereits bekannt waren.*®

1.3.3 6-Aminobenzo[c]phenanthridine

Eine einfache und effiziente Mdglichkeit zur Darstellung des tetrazyklischen Benzo[c]phen-
anthridin-Systems konnten 1995 CLeMENT und WEIDE aufzeigen. Sie beschrieben eine Eintopf-
Synthese, die unter vergleichsweise milden Bedingungen zu 6-Aminobenzo[c]phen-

4748 Die basenkatalysierte Kondensation von zwei Aquivalenten o-

anthridinen fihrte.
Tolunitril 25 mit einem Aquivalent einer (vorzugsweise aromatischen) Aldehydkomponente
26 in dem dipolaren aprotischen Losungsmittel DMPU (1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-
(1H)-pyrimidin-2-on) eroffnete eine hohe synthetische Variabilitat durch Austausch der
Aldehydkomponente 26 und damit der Moglichkeit der Synthese einer bemerkenswerten
Bandbreite an  unterschiedlich  11-substituierten  6-Aminobenzo[c]phenanthridin-

4749 Die aus der Eintopf-Synthese erhaltenen 11,12-Dihydro-Derivate 27 konnten

Derivaten.
in einem weiteren Schritt mit DDQ (2,3-Dichlor-5,6-dicyan-p-benzochinon) zu den

entsprechenden vollstdndig ungesattigten Heterozyklen 28 umgesetzt werden (Abb. 1.8).

112

T
O N

6
NH,

25 26 27 28

Abb. 1.8: Zweistufige Synthese von 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen nach CLEMENT und WEIDE.”
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Eine Vielzahl an in 11-Position unterschiedlich substituierten Verbindungen konnte auf diese

48,50-52

Art und Weise hergestellt werden. Auch die Aminogruppe konnte durch einige

Funktionen, hier seien beispielhaft eine Oxo-Gruppe, oder ein Chloratom erwdhnt, ersetzt

oder auch entfernt werden.”>?

Desweiteren gelang durch den Einsatz von Formaldehyd in
der Eintopf-Synthese und anschlieBender reduktiver Desaminierung in insgesamt vier
Schritten ebenfalls ein bisher unbekannter Zugang zu dem komplett unsubstituierten
Benzo[c]phenanthridin 153

Die beschriebenen 6-Aminobenzo[c]phenanthridine und 11,12-Dihydro-Analoga wurden
intensiv auf ihr Antitumorpotential untersucht. Im NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line
Screening des NCI konnten fiir einige Derivate wachstumshemmende Eigenschaften auf
Tumorzellen in vitro gefunden werden, die kleiner 1 uM lagen und somit aktiver als die
natirlichen Alkaloide Fagaronin und Nitidin waren. Die wirksamsten Substanzen waren hier
im Wesentlichen 11-di- oder 11-trimethoxyphenylsubstituierte Verbindungen.“g’52 Die
Einfihrung von Methoxygruppen in das tetrazyklische Grundgerlst hingegen fiihrte zu
keiner signifikanten Erhéhung der Zytotoxizitéit.49 Auch erste in vivo-Studien wurden am NCI
durchgefiihrt, im sogenannten in vivo hollow fiber assay konnten sich die untersuchten
Verbindungen als wirksam erweisen, das vielversprechendste Derivat war in diesem Kontext
BP-D7 (29), welches einen 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)Rest aufweist.>°

Die hinsichtlich ihrer Wirkmechanismen untersuchten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
entpuppten sich als dirty drugs. Fir mehrere Verbindungen wurde die Fahigkeit zur
Interkalation in die DNA bestatigt. Untersuchungen auf Topoisomerasehemmungen in
Kooperationsarbeiten identifizierten BP-D7 (29) aus acht untersuchten Derivaten als
Topoisomerase I- und 1I-Gift, was eventuell dessen gutes Abschneiden in den in vivo-Studien
des NCI erkldren kénnte (Abb. 1.9).>* Untersuchungen zum Wirkmechanismus von BP-11 (30)
zeigten dass durch die Herunterregelung von apoptosehemmenden Proteinen wie Survivin
und INCENP und mitotischen Veranderungen in der Zelle durch BP-11 die Apoptose
eingeleitet wurde.”

OMe OMe
MeO l HO l
O Xy M T
X
NH, NH,
BP-D7 BP-11
29 30

Abb. 1.9: Das Topoisomerase-Gift BP-D7 (29) und das antimitotisch wirksame BP-11 (30).°***
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Trotz der vielversprechenden antitumoralen Eigenschaften der Substanzklasse in vitro und in
vivo war ein potentieller Einsatz dieser Molekiile als Arzneistoffe als kritisch zu beurteilen.
Neben einer hohen Lipophilie war vor allem die Loslichkeit der 6-Aminobenzo[c]-
phenanthridine und 11,12-Dihydroformen, die in wadssrigen Medien lediglich im nano-
molaren bis unteren mikromolaren Bereich anzusiedeln war, ein Kriterium dafiir, dass die
Weiterentwicklung der Substanzklasse gerade in Hinblick auf eine daraus resultierende
schlechte Bioverfiigbarkeit nicht erstrebenswert war.”® Ein Ansatz, dieser Problematik
entgegenzuwirken, wurde von ZuR NIEDEN erprobt, die Loslichkeit eines von ihr
synthetisierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridins mit Ethylendiamin-Seitenkette in der 6-
Position lag in diesem Zusammenhang im unteren millimolaren Bereich.>’

Da fiir mehrere Derivate der Substanzklasse allerdings starke phototoxische Eigenschaften
nachgewiesen werden konnten,”’ wurde im Einklang mit dem ungiinstigen physiko-
chemischen Profil die Entwicklung mdoglicher Arzneistoffkandidaten aus der Klasse der
beschriebenen Benzo[c]phenanthridin-Verbindungen nicht weiter in Betracht gezogen und
dieses Forschungsprojekt mit der Darstellung aza-analoger Benzo[c]phenanthridine und
strukturdhnlicher Verbindungen fortgefiihrt.

1.4 Stickstoffhaltige Tetrazyklen abgeleitet vom Benzo[c]-
phenanthridin-Grundgeriist

Um durch zusatzliche endozyklische Stickstoffatome und der damit verbundenen erhéhten
Polaritdt des Gerilistes und zusatzlichen Moglichkeiten der Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen eine eventuelle Verbesserung der Loslichkeit und Erniedrigung der
Lipophilie zu erreichen, wurden Aza-Analoga der Benzo[c]phenanthridin-Klasse synthetisiert.
Die aromatische C=CH-Einheit entspricht in ihrer Elektronenbilanz der C=N-Einheit, daher
findet der Austausch dieser und anderer Molekiilteile durch entsprechende isostere
Gruppen hiufig Anwendung in der Arzneistoffentwicklung.”® Die in diesem Falle postulierte
erniedrigte Lipophilie kdnnte sich zudem auch positiv auf die phototoxischen Eigenschaften
der neu entstandenen Heterozyklen auswirken. In diesem Zusammenhang wurde in der
Literatur fir mehrere stickstoffhaltige Heterozyklen eine erniedrigte Phototoxizitat
verglichen mit den entsprechenden Carbozyklen beschrieben, die unter anderem auf die
reduzierte Lipophilie der aza-analogen Verbindungen zuriickgefiihrt wurde.>*°

STENZEL konnte bereits zeigen, dass die von CLEMENT und WEIDE etablierte Syntheseroute zur
Darstellung von 11-substituierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen nicht auf den Einsatz
carbozyklischer o-Methylarylnitrile beschrankt ist, indem er verschiedene Pyridin-Analoga
mit unterschiedlichen Aldehyden kondensieren lieR und damit zu drei neuen Heterozyklen-
klassen gelangte. Diese Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (31), Pyrido[2,3-c][1,10]phen-
anthroline (32) und 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole (33) sind Gegenstand der vorliegenden
Arbeit und werden in den folgenden Unterkapiteln im Detail beschrieben.
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1.4.1 Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline

Das Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgeriist 31 besteht formal aus einem 1,9-Phen-
anthrolin-Stammsystem 35, welches an der c-Seite mit einem Pyridinring 34 iber dessen
Positionen 3 und 4 anelliert ist (Abb. 1.10):

XN, 8
I\4 Ny
N F 3 cl/N1
2 2
34 35 31

Abb. 1.10: IUPAC-Benennung und Bezifferung der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse.

Bei der systematischen Benennung des Heterozyklensystems wird in der ersten Klammer die
Position und Ausrichtung der Anellierung beschrieben, der zweite Term nennt die
urspriinglichen Positionen der Stickstoffatome des Phenanthrolin-Stamms vor der
Anellierung.?* Zur endgiltigen Bezifferung des resultierenden Ringsystems erfolgt zunichst
eine Ausrichtung des Molekdls im Raum auf eine Art und Weise, in der moglichst viele Ringe
horizontal, sowie im oberen rechten Quadranten ausgerichtet sind. Der niedrigste
Lokantensatz fiir alle Heteroatome gemeinsam determiniert aus zwei moglichen
Ausrichtungs- und Bezifferungsmaglichkeiten die in Abb. 1.10 dargestellte Bezifferung als die
korrekte Variante.?*

Entsprechende 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 konnen durch die
Kondensation von zwei Aquivalenten 4-Methylpyridin-3-carbonitril (36) mit einer
Aldehydkomponente 26 in der beschriebenen Eintopf-Synthese nach CLEMENT und WEIDE bei

Raumtemperatur im Stickstoffstrom dargestellt werden (Abb. 1.11).5%*

STENZEL gelang auf
diese Art und Weise bereits die Synthese von vier in 11-Position unterschiedlich
substituierten Derivaten dieser zuvor nicht zugdnglichen Heterozyklenklasse, die nunmehr

zwei zusatzliche Stickstoffatome an den beiden Positionen 3 und 8 aufweist.®*
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CH
N R\(O KO'Bu

Z > cN H DMPU

36 26 37

Abb. 1.11: Synthese von 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen.®**

Abbildung 1.12 zeigt den basisch katalysierten Reaktionsmechanismus im Detail, der analog
zur Bildung der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine 27 verlauft:

Kt -
H
CHs +KOBu (7 M N =5 7 i
q . — ]

-HOtBu Nx CN R Nx

Abb. 1.12: Der zur Bildung der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 postu-
lierte Reaktionsmechanismus.®*
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1.4.2 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole und Pyrido[2,3-c][1,10]-
phenanthroline

Bei der Umsetzung von 3-Methylpyridin-2-carbonitril (38) in der Eintopf-Synthese nach
CLEMENT und WEIDE konnte STENZEL bei variierenden Reaktionszeiten und Temperaturen
Uberraschenderweise neben der Bildung der zu erwartenden nicht literaturbekannten 6-
Amino-11,12-dihydropyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 49 die gleichzeitige Formation einer
anderen Substanzklasse mit neuartiger Struktur, den 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazolen 40, nachweisen. (Abb. 1.13). **

H N=
CH
N° R_O  KOBU Ne \_/
2 | z + Y o\ Y
N~ CN H DMPU
R
38 26 39 40

Abb. 1.13: Der Einsatz von 3-Methylpyridin-2-carbonitril fiihrte iiberraschenderweise zu zwei
gleichzeitig entstehenden neuen Substanzklassen.®

Die systematische Benennung der Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 32 erfolgt analog zu
Abschnitt 1.4.1, daher wird hier nur die Benennung der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33
erlautert (Abb. 1.14).

N
7\, H
— 9N 1
3 ] /Na
2
N\ /b
c 3
34 41 33

Abb. 1.14: IUPAC-Benennung und Bezifferung der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolklasse 33.

Das Stammsystem besteht bei dieser Verbindungsklasse aus einem 9H-1-Azacarbazol (41),
das Uber die i-Seite mit Pyridin (34) iber dessen Positionen 2 und 3 anelliert ist. Da die
Bezifferung im urspriinglichen Stammsystem beim N-1-Atom beginnt und bei fortlaufender
Zahlweise zuerst auf die 3-Position des Pyridins trifft, ergibt sich der Term [3,2-i]. Die
raumliche Ausrichtung des anellierten Molekiils im Raum erfolgt erneut dahingehend, dass
moglichst viele Ringe horizontal, sowie im oberen rechten Quadranten ausgerichtet sind.
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Damit ergibt sich nur eine mogliche Ausrichtung des 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazols (33),
die Bezifferung beginnt im oberen rechten Quadranten an der ersten, nicht an der
Anellierung beteiligten Position und setzt sich im Uhrzeigersinn fort.**

Der Reaktionsmechanismus zur Bildung der beiden in diesem Abschnitt dargestellten
Heterozyklenklassen 39 und 40 stimmt nahezu vollstdndig Gberein und gleicht bis auf die
veranderten Positionen der Ringstickstoffatome (4 und 7) der Entstehung der 6-Amino-
11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (37) (Abschnitt 1.4.1). Lediglich der finale
Schritt ist unterschiedlich: Ausgehend von der letzten gemeinsamen Zwischenstufe 42
erfolgt zur Bildung des entsprechenden 1,10-Phenanthrolin-Derivats 39 in bekannter Weise
der Angriff des deprotonierten Enamin-Stickstoffs am positiv polarisierten Nitril-Kohlenstoff-
atom, gefolgt von einem Protonierungs- und Tautomerisierungsschritt. Zusatzlich ereignet
sich ein iberraschender nukleophiler Angriff des Enamin-Anions von 42 direkt am Ringgertst
unter dem Austritt von Cyanid, was zur Bildung des Azacarbazol-Derivates 40 fiihrt. Dieser
Angriff wird durch die direkte Nachbarschaft zum endozyklischen Stickstoffatom ermdglicht,
der zu einer fur einen nukleophilen Angriff ausreichenden Elektronenarmut des betroffenen
Kohlenstoffatoms in ortho-Position fiihrt (Abb.1.15).%*

- KCN
X / AN
NN N=
H
40

Abb. 1.15: Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung der beiden Stoffklassen 39 und 40 ab
der letzten gemeinsamen Zwischenstufe 42.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines aza-analogen Benzo|c]-
phenanthridin-Derivats mit herausragenden zytotoxischen Eigenschaften, das gleichzeitig ein
physikochemisches Profil besdRe, welches eine Anwendung als Arzneistoff in der
Krebstherapie erlaubte.

Daflir sollten in einer ersten Phase unter Einbezug der liber die Substanzklasse der 6-Amino-
benzo[c]phenanthridine 27 vorhandenen Informationen breite Substanzbibliotheken durch
Variation der Aldehydkomponente in der vorgestellten Syntheseroute nach CLEMENT und
WEIDE an 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37, 6-Amino-11,12-
dihydroyrido[2,3-c][1,10]phenanthrolinen 39 und 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarba-
zolen 40 aufgebaut werden. Das Potential an synthetisch moglichen Verbindungen bezogen
auf die eingesetzte Nitrilkomponente sollte evaluiert werden, bevorzugt konnten letztere
mit den Aldehyden umgesetzt werden, die bei den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen 27 zu
den in vitro wirksamsten Verbindungen gefiihrt haben. Gleichzeitig miisste ein Oxidations-
verfahren entwickelt werden, welches effektiven Zugang zu den ganzlich ungesattigten
Heterozyklensystemen bote.

Die dargestellten Substanzen sollten im standardisierten NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line
Screening (NCI-60 screening) auf ihr zytotoxisches Potential im Sinne eines Primarscreenings
untersucht werden. Daraus sollten Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden und
unter Zuhilfenahme des Molecular Modelling-Programms Maestro (Schrodinger®) und
Docking-Studien an in Frage kommenden Zielstrukturen vor allem an humanen
Topoisomerasen die erhaltenen Informationen validiert und gegebenenfalls erklart werden.
Weitere synthetische Ziele waren die Anndherung an die natirlichen Leitstrukturen
Fagaronin 16 und Nitidin 17, realisierbar durch die Darstellung von im tetrazyklischen
Grundgerlst methoxy- und/oder methylendioxysubstituierten Molekiilen, sowie der Zugang
zu den ganzlich unsubstituierten Systemen Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31), Pyrido[2,3-
c][1,10]phenanthrolin (32) und Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (33) (Abb. 1.16).

H N=
B < N /
N AN \
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthrolin 11H- Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol
31 32 33

Abb. 1.16: Volistindig unsubstituierte Vertreter der drei in dieser Arbeit thematisierten
Heterozyklenklassen.



20| Einleitung

Einhergehend mit der Synthese verschiedener Vertreter der Substanzklassen wéaren die
neuen Heterozyklenklassen hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften umfassend
zu charakterisieren, so dass Aussagen Uber eine eventuelle verbesserte Loslichkeit der
Verbindungen in wassrigen Medien, sowie eine Erniedrigung der Lipophilie durch die
zusatzlichen endozyklischen Stickstoffatome allein und durch weitere eventuell
vorgenommene Strukturabwandlungen zur Loslichkeitsverbesserung getroffen werden
kénnen.

Aus diesem Kontext heraus war die Uberpriifung der phototoxischen Eigenschaften der
Heterozyklen eine entscheidende Untersuchung, weil eventuell positive Befunde zur
Phototoxizitdt zu einem Abbruch der weiteren Forschung an der entsprechenden
Substanzklasse flihren kénnten.

Die zweite Phase sollte durch die Strukturoptimierung zuvor identifizierter Derivate mit
vielversprechender in vitro-Zytotoxizitdit im NCI-60 screening gekennzeichet sein. Die
Optimierung bezoge sich dabei sowohl auf eine eventuelle weitere Verbesserung des
zytotoxischen Potentials durch das Adressieren bestimmter Zielenzyme insbesondere
Topoisomerasen als auch der Erhohung der Wasserloslichkeit etwaiger Verbindungen in
pharmazeutisch relevante Bereiche. In Analogie zu aktuellen strukturverwandten Molekilen
aus der Literatur sollte hier in erster Linie die Einfihrung hydrophiler basischer Seitenketten
an das entsprechende Grundgerist erfolgen.

hydrophile basische
Seitenkette
R

Q)

Uber NCI-60 screening

Strukturoptimierte
ermittelte Leitverbindung

Verbindung

Léslichkeit in neutralen wassrigen Medien f ?
Zytotoxizitat T ?

Selektivitat gegentber Topoisomerasen ? ?

Abb. 1.17: Plan zur Strukturoptimierung mittels hydrophiler basischer Seitenkette(n).

Im Anschluss sollten die auf diese Weise strukturoptimierten Substanzen hinsichtlich ihres
Wirkmechanismus untersucht werden. Daflir kamen vor allem der Vergleich des spezifischen
Zellantwortmusters der 60 Tumorzellen des NCI-60 screenings auf die Substanz mit den
entsprechenden Mustern von Stoffen mit bekanntem Wirkmechanismus (NCI-COMPARE-
Programm), sowie theoretische Betrachtungen unter Einbezug der Literatur und computer-
gestlitzter Verfahren im Sinne von Docking-Studien an Zielenzymen in Frage. Die auf-
gestellten Theorien zum Wirkmechanismus sollten durch in vitro-Testung in geeigneten
Enzymassays verifiziert werden.
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2 SYNTHETISCHER TEIL

2.1 Synthetische Arbeiten zur Substanzklasse der Pyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthroline

Die 1995 von CLEMENT und WEIDE etablierte Syntheseroute, welche die Kondensation zweier
Molekiile eines o-Methyl-(het)arylnitrils mit vorzugsweise aromatischen Aldehyden in der
Anwesenheit der starken Base Kalium-tert.-butanolat in DMPU (1,3-Dimethyltetrahydro-
pyrimidin-2-on) beschreibt, bietet einen einfachen und effizienten Zugang zu tetrazyklischen,
auf dem Chrysen-Grundgeriist basierenden Systemen.”” Mit Hilfe dieser Syntheseroute
konnten zahlreiche Derivate der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine mit vielversprechender
Zytotoxizitat in vitro (Glsgeo < 1 pM) im ,,NCI-60 screening”, sowie in vivo im ,in vivo hollow
fiber assay” des National Cancer Instituts (NCI) erfolgreich entwickelt werden.”

Aufgrund der nachteiligen physikochemischen Eigenschaften der 6-Aminobenzo[c]-
phenanthridine, hier ist vor allem die schlechte Wasserloslichkeit zu nennen, sowie
ausgepragten phototoxischen Eigenschaften, war eine Weiterentwicklung dieser
Substanzklasse bis hin zu potentiellen Arzneistoffkandidaten nicht erstrebenswert.>

Ein Ansatz, diesen unvorteilhaften Eigenschaften entgegenzukommen, war das
Inkorporieren zusatzlicher Stickstoffatome in den viergliedrigen Grundkdrper. STENZEL konnte
durch den Einsatz von 4-Methylpyridin-3-carbonitril (36) in der Syntheseroute nach CLEMENT
und WEIDE zu der neuen Heterozyklenklasse der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline (37) gelangen, die nunmehr 2 zuséatzliche Stickstoffatome an den Positionen
3 und 8 enthalt (Abb. 2.1).%*

CH;
CN
Z R.__O KO'Bu
2 | | + Y — >
N H DMPU
36 26 37

Abb. 2.1: Synthese von 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen (37) nach
STENZEL.®
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2.1.1 Darstellung 11-substituierter 6-Amino-11,12-dihydropyrido-
[3,4-c]l[1,9]phenanthroline

Durch den in Abb. 2.1 dargestellten Austausch von o-Tolunitril gegen 4-Methylpyridin-3-
carbonitril in der klassischen Syntheseroute nach CLEMENT und WEIDE konnte STENZEL bereits
vier Derivate des Verbindungstyps 37 mit Methoxyphenyl-, sowie Alkylphenylsubstitution in
11-Position, und die 11-unsubstituierte Verbindung darstellen.®

Ein primares Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die breite Anwendbarkeit dieser Eintopf-
Synthese mit der entsprechenden Nitrilkomponente 36 aufzuzeigen. Daher wurde eine
grofRe Bandbreite an Aldehyden eingesetzt, um zu einer aussagekraftigen Substanzbibliothek
an sowohl potentiell zytostatisch wirksamen, als auch synthetisch moéglichen Heterozyklen
zu gelangen. Hierbei war es moglich, durch die an diese Substanzklasse adaptierte
Synthesemethode von STENzEL 18 neue in 11-Position unterschiedlich substituierte
Verbindungen zu synthetisieren, welche in Abb. 2.2 aufgefiihrt sind (sechs mono- und poly-
methoxyphenyl-, sieben halogenphenylsubstituierte Verbindungen, sowie fiinf weitere
Derivate mit unterschiedlichen Resten in 11-Position, darunter auch ein aliphatischer Rest).
Die Reaktionsbedingungen konnten bis auf eine zum Teil erforderliche Erhéhung der
Reaktionszeit auf drei Stunden (ibernommen werden. Die Aufreinigung der Molekiile
erfolgte mittels Umbkristallisation aus Dichlormethan/Methanol oder s&dulenchromato-
graphisch an Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol (5-20%)).

Betrachtet man die Ausbeuten der synthetisierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline 37, liegen diese im Bereich von 14 — 69%, wobei die methoxyphenyl-
substituierten Derivate die hochsten Ausbeuten lieferten, wahrend bei den halogen-
phenylsubstituierten Heterozyklen im Durchschnitt weniger Produkt zu isolieren war (Abb.
2.2). Im Allgemeinen waren die Ausbeuten verglichen mit den Synthesen der 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridine 27 leicht niedriger, so konnte WOLSCHENDORF Ausbeuten
zwischen 30 — 81% vorlegen, Kock beschrieb einen Bereich von 23 — 89%.°%°1
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Methoxyphenyl-Substituenten (R =):

OMe OMe OMe
L C( Q “
MeO
43 (42%) 44 (61%) 45 (69%) 46 (28%)
47 (63%) 48 (63%)

Halogenphenyl-Substituenten (R =):

Br Cl
@C r @ L Q
9 (60%) 50 (19%) 51 (37%) 52 (32%)
3 (14%) 54 (28%) 55 (30%)

Andere Substituenten (R =):

o a a Yo

56 (55%) 57 (67%) 58 (54%) 59 (28%)

H3C\/\

60 (21%)

Abb. 2.2: Neue 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Derivate mit Ausbeuten.
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Die spektroskopische Charakterisierung eines 11-substituierten 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 37 erfolgte bereits beispielhaft fiir die Verbindung 6-
Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (46) durch
STENZEL.™!

Neben den in Abb. 2.2 dargestellten Verbindungen sollten ebenfalls verschiedene Hydroxy-
und Hydroxy-alkoxybenzaldehyde eingesetzt werden. Die Hydroxyfunktion ist nicht nur
durch ihre |O0sungsverbessernden Eigenschaften, bedingt durch die Moglichkeit,
Wasserstoffbriickenbindungen mit einem polaren Losungsmittel einzugehen, sondern auch
aufgrund zahlreicher Moglichkeiten zur Funktionalisierung und Derivatisierung als
Substituent von groflem Interesse.®

Die direkte Einflihrung Gber den entsprechenden hydroxysubstituierten Benzaldehyd gelang
hierbei fir die eingesetzten Aldehyde zur Bildung von 61 und 62 nicht (Abb. 2.3). Auch eine
Erhohung der Reaktionstemperatur auf 50°C, sowie eine Verlangerung der Reaktionszeit auf
6 Stunden brachte keinen Erfolg.

Vermutlich kommt es unter den stark basischen Reaktionsbedingungen zu einer
Deprotonierung der Hydroxyfunktion, was eine Isolierung der Derivate durch Hydrolyse stark
erschwerte. Die Moglichkeit der Extraktion aus der wassrigen Phase und anschlieBender
Destillation des DMPUs im Hochvakuum fiihrte ebenfalls nicht zu den gewinschten
Produkten, hierbei war eine Zersetzung der Verbindungen, vermutlich bedingt durch den
hohen Siedepunkt des DMPU (247°C, GesTis-Stoffdatenbank), zu beobachten.®®

R
CHs N
xCN 0 KO'Bu X X N

2 | + J — \

N7 R™ "H DMPU N
36 26 NH,
R = OEt OMe
0. 1.
MeO
61 62

Abb. 2.3: Versuchter Einsatz hydroxysubstituierter Benzaldehyde.

Von der Moglichkeit der Acetylierung der Hydroxygruppen im Sinne einer Schutzgruppe
wurde aufgrund der Basenlabilitat dieser Funktion abgesehen.64 Aullerdem beschrieb Kock in
diesem Zusammenhang beim Einsatz von 4-Acetoxy-3-methoxy-benzaldehyd die Entstehung
eines unerwiinschten 3-Aryl-isochinolin-1-ons als Nebenprodukt.”
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Die Synthese eines hydroxyphenylsubstituierten Derivates konnte dennoch {ber einen
anderen Weg realisiert werden. In Abschnitt 2.1.1.1 wird eine zweistufige Methode zur
erfolgreichen Darstellung von 6-Amino-(3-hydroxyphenyl)-11,12-dihydropyrido(3,4-c][1,9]-
phenanthrolin vorgestellt.

Erfolglos blieben Syntheseversuche unter Einsatz weiterer Aldehydkomponenten, dargestellt
in Abbildung 2.4. Die Griinde hierfir sind unterschiedlicher Natur.

MeO HsCS
63 65

64

NO,

oL L
66 67

Abb. 2.4: Bei dem Versuch der Synthese der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline nicht isolierbare Produkte.

Die Verwendung von 2,4,5-Trimethoxybenzaldehyd fiihrte zu einem Produktgemisch
(Kontrolle per Diinnschichtchromatographie (=DC)), die Hydrolyse ergab kein Prazipitat, so
dass aufgrund der zu komplizierten chromatographischen Trennung bedingt durch zu
geringe Unterschiede in den Ri-Werten der entstandenen Substanzen von einer weiteren
Aufarbeitung/Aufreinigung von 63 abgesehen wurde.

Bei der Aufarbeitung der Synthese von 64 konnte durch Hydrolyse ein Rohprodukt ausgefallt
werden, das hellgelbe flockige Pulver unterlag dann aber einem raschen Zersetzungsprozess
zu einem braunen Feststoff, dessen Identitdt nicht weiter untersucht wurde. Aufgrund der
besonderen Reaktivitdat der Benzylposition werden hier oxidative Prozesse als Grund fir die
Zersetzung angenommen.®? Méglicherweise kdnnte die Synthese, sowie die darauffolgende
Lagerung der Substanz unter permanenter Schutzgasatmosphére diese Prozesse verhindern.
Beim Einsatz von Acetaldehyd konnte eine Verbindung mit &hnlichem R+Wert und
Fluoreszenz-Eigenschaften wie bei strukturverwandten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinen diinnschichtchromatograpisch ausgemacht werden, eine Isolierung
von 65 schlug aufgrund sowohl fehlenden Niederschlags nach der Hydrolyse, als auch nach
Destillation des DMPUs fehl.

66 und 67 konnten aufgrund einer Wechselwirkung zwischen den entsprechenden
Nitrobenzaldehyden und der Base Kalium-tert.-butanolat, die ionischer Art sein kdnnten,
nicht erhalten werden.
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2.1.1.1 Zweistufige Synthese von 6-Amino-(3-hydroxyphenyl)-11,12-
dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin mittels O-Demethylierung

Eine Hydroxyfunktion am Uber die Aldehydkomponente eingefiihrten 11-Substituenten ist
aus mehreren Griinden, die sowohl synthetischer, als auch physikochemischer Natur sind,
erstrebenswert. Eine Erérterung dieser Griinde erfolgte bereits in Abschnitt 2.1.1.

Aus diesem Kontext heraus wurde eine zweistufige Synthese bestehend aus der Bildung des
3-Methoxyphenyl-Derivates 43 (6-Amino-11-(3-methoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido(3,4-c]-
[1,9]phenanthrolin) und anschliefender O-Demethylierung etabliert.

Demethylierungen von Alkyl-Aryl-Ethern verlaufen im Allgemeinen unter drastischen
Bedingungen, so kann Vanillin (4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) erst bei 250°C in
Anwesenheit starker Base demethyliert werden.®® Ein klassisches Demethylierungsreagenz
ist Tribromboran, mit Hilfe dessen die Reaktion auch bei sehr niedrigen Temperaturen
ablaufen kann.®® ScHNEIDER und ScHILLER beschreiben die Demethylierung mit Bortribromid
des zu den hier behandelten Verbindungen strukturverwandten 1-(3-Methoxyphenyl)-6-
methoxytetralins in Dichlormethan bei -60°C zum Dihydroxy-Analogon mit einer Ausbeute
von 77%.%’

Da die Substanzklasse der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline und 11,12-Dihydro-
Analoga allerdings sehr gute Losungseigenschaften in wassrigen sauren Medien besitzt
(siehe Abschnitt 4.1.1) wurde in Anlehnung an eine andere Vorschrift verfahren.
ZIMMERMANN et al. gelingt die Umsetzung eines 4a-(3-methoxyphenyl)perhydroisochinolins in
HBr/Eisessig (Volumenverhaltnis 1:1) unter Riickfluss Gber 18 Stunden mit einer Ausbeute
von sogar 90%. (Abb. 2.5).%

_0O HO
H;C HBr
AcOH

18 h
NH reflux NH

68 69 (90%)

Abb. 2.5: Demethylierung mit HBr in Eisessig nach ZIMMERMANN.
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In Abbildung 2.6 ist die Ubertragung der Reaktionsbedingungen von ZIMMERMANN et al. auf
die Demethylierung von 43 wiedergegeben. Dabei kam es wider Erwarten zu einer teilweisen
Bromierung der 4‘-Position des 11-Substituenten (ortho-Position zur Hydroxygruppe). Eine
Bromierung des Kerns im wassrigen Milieu erfordert zumeist eine Bromat/Bromid-Mischung
im stark Sauren und/oder einen Katalysator.69 Das Verhaltnis von nicht-bromiertem Zyklus
70 zu monobromierter Verbindung 71 betrug ca. 3:1 (LC/MS-Analyse).

OH OH
Br
HBr
X
_AGOH _ . N
XX ~N 18h | XX N | XX N
A~ N reflux NN N__A__N
NH, NH,

43 70 71

Abb. 2.6: Teilweise 4°-Bromierung unter den Bedingungen von ZIMMERMANN.®®

Verdoppelte man den Anteil wassriger Bromwasserstoffsaure (Volumenverhaltnis HBr/AcOH
2:1) fuhrte die Reaktion glatt und ausschliefSlich zum gewiinschten 3-Hydroxyphenyl-Derivat
70. Hierbei konnte die Reaktionsdauer sogar auf finf Stunden herabgesenkt werden.
Abbildung 2.7 illustriert die zweistufige Syntheseroute von 70 unter den adaptierten
Reaktionsbedingungen. Die Ausbeute der Demethylierungsprozedur liegt bei 80%, die
Gesamtausbeute ist mit 34% befriedigend.

CH, t
NN o) DaPBLLJj e
AcOH
2 7 + Y 25h NN N NN
H
G /N 12000 G /N

R = 3-Methoxyphenyl-
36 72 43 (42%) 70 (80%)

Abb. 2.7: Zweistufige Synthese von 6-Amino-11-(3-hydroxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolin (70), modifiziert nach ZIMMERMANN.®

Testdaten zur in-vitro Zytotoxizitat von Verbindung 70 sind in Abschnitt 5.2 wiedergegeben.
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2.1.2 Oxidation zu 11-substituierten 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinen

Die Dehydrierung der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline zu den
korrespondierenden vollstdndig aromatisierten Heterozyklen war aufgrund mehrerer
Aspekte erstrebenswert. WoLSCHENDORF konnte anhand von Daten aus dem standardisierten
in vitro Zytotoxizitatsassay ,,NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screen” des National Cancer
Institutes (NCI, Maryland, USA) fiir die entsprechenden carbozyklischen Analoga, den 6-
Aminobenzo[c]phenanthridinen, zeigen, dass die dehydrierten Derivate 28 bereits bei 10-
100-fach niedrigerer Konzentration dieselbe entsprechende Aktivitdt zeigten wie die
dazugehorigen 11,12-Dihydro-Verbindungen 27.°° Auch Zur NiEDEN konnte diesen Befund fiir
die von ihr synthetisierten und/oder am NCI getesten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
bestatigen.>

Ein weiterer Grund fiir die Durchfiihrung der Oxidation der 11,12-Position lag in der
Entfernung des Stereozentrums an Position 11, was deutliche Vorteile in einer moglichen
Weiterentwicklung eines, respektive mehrerer potentieller Arzneistoffkandidaten mit sich
bringt. Nahezu ein Viertel aller sich auf dem Markt befindlicher Arzneistoffe sind
,racemische Mischungen®, die meist synthetischer Herkunft sind. Hierbei muss fir jedes
Enantiomer die Wirksamkeit, Metabolisierung und natirlich in Hinblick auf eine mogliche
Toxizitit die Unbedenklichkeit in aufwendigen Studien dargelegt werden.”® Das Vorhanden-
sein einer einzigen Form der Verbindung reduziert diesen Aufwand immens.

2.1.2.1 Versuche zur Dehydrierung in 11,12-Position

Es wurde zunachst analog zu den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen verfahren, die mit DDQ

73 (2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon) in Dioxan mit Gesamtausbeuten von 14-38%

erfolgreich oxidiert werden konnten (Abb. 2.8).474
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DDQ
Dioxan DDQ =
(0]
12h Cl CN
reflux
Cl CN
(0]
27 28 73

Abb. 2.8: Oxidation der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine 27.

Eine Oxidation der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 27 konnte unter
Verwendung von DDQ in mehreren Losungsmitteln und Variationen der Reaktionsdauer, als
auch der Temperatur nicht erreicht werden. Die eingesetzten Derivate, die verschiedenartig
angewandten Reaktionsbedingungen, sowie die Resultate sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Erfolglose Oxidationsversuche mit DDQ in Anlehnung an CLEMENT et al., 2005; Kock et
al., 2005.”%

R 1 R 11
| N DDQ N
| XX ~N | XX 2N
NH, 37 NH, 74
Rest in 11-Position Reaktionsbedingungen Ergebnis
Phenyl- Dioxan, 4 h, Rickfluss Zersetzung, hohe Anzahl an
Nebenprodukten
Phenyl- CH,Cl,, 15 min, rt Keine Umsetzung
. . .. Zersetzung, hohe Anzahl an
2,3-Dimethoxyphenyl- Dioxan, 3 h, Rickfluss Nebenprodukten
2,3-Dimethoxyphenyl- CH,Cl,, 8 h, Riickfluss Keine Umsetzung
H- Dioxan, 4 h, Riickfluss Zersetzung, hohe Anzahl an
Nebenprodukten
H- CH,Cl,, 8 h, Riickfluss Keine Umsetzung

Die Umsetzung in Dioxan fihrte bereits bei einem Drittel der von Kock angegebenen
Reaktionszeit von 12 Stunden zu einer merklichen Zersetzung der Produkte. Im niedrig
siedenden Losungsmittel Dichlormethan hingegen konnte dem System zu wenig Energie
hinzugefihrt werden, so dass es zu keiner Umsetzung kam. Die Wahl anderer Losungsmittel
gestaltete sich als schwierig, da DDQ bereits mit einigen Losungsmitteln reagierte (DMSO,
DMPU, Pyridin, Xylol), so dass von einer Weiterverfolgung dieser Methode abgesehen wurde.
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Nach einer Vorschrift von BEUGELMANS wurde versucht, die Verbindungen als Verreibungen
|6sungsmittelfrei mit Palladium (30%) auf Aktivkohle zu erhitzen.”* Bei diesen Vorversuchen
kam es oberhalb von Reaktionstemperaturen von 250°C zu merkbaren, teilweise
vollstandigen Umsetzungen, aber die Ausbeuten waren nicht zufriedenstellend
(< 30%) und die Reaktionszeiten mit bis zu sechs Stunden sehr lang. Die Versuche zeigten
aber, dass mit Pd/C die Dehydrierung der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline 37 ohne das Entstehen zahlreicher Nebenprodukte gelingt.

Aufgrund der Tatsache, dass flir diese Reaktion anscheinend sehr hohe Temperaturen
bendtigt wurden, wurden Versuche in hochsiedenden Lésungsmitteln durchgefiihrt, die in
DMPU letztendlich zum Erfolg fiihrten (Abschnitt 2.1.2.2).

2.1.2.2 Dehydrierung mit Pd/C in DMPU

Die Oxidation der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 gelang mit
Palladium (10%) auf Aktivkohle in DMPU unter Rickfluss bei nur sehr geringen Reaktions-
zeiten von 10 — 30 min. Die Entstehung weniger Nebenprodukte wurde weiter auf ein
Minimum reduziert, wenn die Reaktion unter Schutzgas (im Stickstoffstrom) durchgefiihrt
wurde. In Abbildung 2.9 sind die mit dieser Dehydrierungsmethode synthetisierten
Verbindungen aufgefiihrt, die mit 58 bis 89% befriedigende bis sehr gute Ausbeuten liefert.

R AN
Pd/C N
DMPU X Z
—_— |
reflux N AN
10 - 30 min
NH, 74
R = OMe OMe OMe
: i t :OMe MeO: i
MeO
75 (89%) 76 (58%) 77 (72%) 78 (75%)

S
= H3C\/\

79 (63%) 80 (77%)

Abb. 2.9: Mit Pd/C in DMPU erfolgreich dehydrierte Derivate.
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Die Oxidation der 6-Amino-11,12-dihydropyrido-[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 scheint fir
eine Vielzahl an unterschiedlich 11-substituierten Derivaten geeignet zu sein.
Elektronenreiche Substituenten in 11-Position, wie (Mono-oder Poly-)methoxyphenyl-, oder
Furyl- lieBen sich glatt umsetzen, ebenso gut wie Verbindung 75, die einen nicht weiter
substituierten Phenylrest tragt. Ebenfalls problemlos verlief die Dehydrierung des 11-Propyl-
Derivates, daraufhindeutend, dass die Beschaffenheit des 11-Restes fir diese
Dehydrierungsmethode keine grofRe Rolle zu spielen scheint. Eine vollstdndige Umsetzung zu
den aromatisierten Heterozyklen, wie sie bei dieser Methode erreicht wird, ist von enormer
Wichtigkeit, da eine sich an die Reaktion anschlieBende sdulenchromatographische
Abtrennung der 11,12-Dihydro-Form 37 von der oxidierten Spezies 74 aufgrund zu geringer
Unterschiede im R-Wert nicht méglich ist.

Bei der Anwesenheit von Halogensubstituenten am Rest in 11-Position schlug die Methode
aufgrund einer Konkurrenzreaktion fehl, was in Abschnitt 2.1.2.3 genauer erdrtert wird.
Testdaten zur in vitro Zytotoxizitat der dehydrierten Verbindungen werden in Abschnitt 5.2
prasentiert.

2.1.2.3 Dehydrierung mit NaH/DMF

Die Umsetzung von 11-halogenphenylsubstituierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinen 81 nach Kapitel 2.1.2.2 gelang nicht. Der Grund hierfir war die
unerwiinschte partielle Abspaltung des Halogenatoms im Sinne der Bildung eines metall-
organischen Phenyl-Pd-X — Komplexes (X= Cl, Br) und dem anschlieBenden nukleophilen
Angriff von Hydrid unter Ausbildung eines Phenylrestes. (Abb. 2.9).

X
X
| XX N *
N AN
NH,
81 82 75

Abb. 2.9: Oxidation von 11-Halogenphenyl-Derivaten mit Pd/C in DMPU fiihrt zur Dehalogenierung.

Auch Verdnderungen in der Reaktionszeit oder zugesetzter Menge an Katalysator fiihrten
stets dazu, dass als Hauptprodukt das dehalogenierte Derivat 75 entstand.
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Die chemoselektive metallkatalysierte Hydrierung funktioneller Gruppen in der Anwesenheit
von Halogensubstituenten stellt eine gewisse Herausforderung in der organischen Synthese
dar.”” Fur die Hydrierung von Chlornitroarenen zu den entsprechenden Aminen sind zum
Beispiel mehrere Methoden entwickelt worden, die die unerwiinschte Dehalogenierung
vermeiden/mindern sollen, diese beinhalten aber zumeist teure (Platin-basierte) oder
toxische nickelhaltige Zusitze.”

Die Problematik der unerwiinschten Dehalogenierung ergibt sich auch, wenn man Palladium
auf Aktivkohle, das sowohl fiir Hydrierungen als auch Dehydrierungen eingesetzt wird, als
Dehydrierungsreagenz verwendet. Wu et al. beschreiben fir die Pd/C katalysierte
Hydrierung mehrerer funktioneller Gruppen durch den Zusatz katalytischer Mengen ZnX; (X
= Cl, Br) den vollstandigen Erhalt des entsprechenden Halogenatoms.72

Analog zu Wu et al. wurde versucht durch den Zusatz von ZnX, (X = Cl, Br) die
Dehalogenierung zu verhindern.”? Hierbei konnte ein Verhiltnis von oxidierter halogenierter
zu oxidierter dehalogenierter Verbindung von maximal 2:3 erreicht werden.

Da die Verwendung von Pd/C als Dehydrierungsreagenz bei der Oxidation
halogensubstituententragender Verbindungen nicht zielfiihrend war, wurde eine alternative
Dehydrierungsmethode entwickelt. So konnte letztendlich mit der starken, sterisch
ungehinderten Base Natriumhydrid in DMF Uber eine Reaktionszeit von 24 Stunden bei
Raumtemperatur eine vollstdndige Oxidation dieses Verbindungstyps unter Erhalt des
jeweiligen Halogenatoms erzielt werden. (Abb. 2.10). Die 3-Chlorphenyl-Verbindung 83,
sowie das 3-Bromphenyl-Derivat 84 wurden mit Ausbeuten von 71% und 67% erhalten.

R N
NaH N
DMF S Z
1.0°C,30min  N____N
2.1t,24 h
NH, 74
83 (71%) 4 (67%)

Abb. 2.10: Erfolgreiche Dehydrierung halogentragender Derivate mit NaH in DMF.

Die hier beschriebene Methode entstand aus dem Versuch, die Verbindung 11-(3-
Chlorphenyl)-5,6,11,12-tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (85) am Stickstoff-
atom in 5-Position nach einer Vorschrift von YONG-BAIK CHO zu alkylieren,”* wobei als Produkt
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aussschliefRlich die in 11,12-dehydrierte 6-Oxo Verbindung 86 entstand (Abb. 2.11). Dies
macht deutlich, dass auch 11-halogenphenyl-substituierte Derivate mit 6-Oxo-Funktion
problemlos mit dieser Variante dehydriert werden kdnnen. Die Umsetzung der 6-Amino- zu
den 6-Oxo-Verbindungen ist in Abschnitt 2.1.3.2 dargestellt.

Cl Cl
g (]
C|\/\/NM62
X AN
| S NaH - N
N
S 7 DMF N 7
N\/\H/NH 1.0°C,30min  N__~ NH
2.1t 2h
0O 0
85

Abb. 2.11: Der Erhalt von 86 als Zufallsprodukt aus versuchter N5-Alkylierung nach YoNG-BAik CHo.”

Interessanterweise ist die hier beschriebene Oxidationsvariante anscheinend nur fir
halogentragende Verbindungen die Methode der Wahl. Ein —l-Effekt, bzw. ein
elektronenarmer Aromat in 11-Position scheint hier also Voraussetzung fiir das Gelingen der
Reaktion bzw. die vollstandige Umsetzung in die oxidierte Form zu sein. In Testversuchen
konnte die 6-Amino-Verbindung 43 mit NaH in DMF nur in Ausbeuten von 12% (vgl. mit 58%
mit der Methode aus Abschnitt 2.1.2.2), das 6-Amino-Derivat 56 mit 11-Phenyl-Rest unter
gleichen Bedingungen sogar nur zu einer Mischung aus 11,12-Dihydro- und oxidierter Form
reagieren.

Testdaten zur in vitro Zytotoxizitat der Verbindung 83 sind in Abschnitt 5.2 dargestellt.
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2.1.3 Entfernung der Aminogruppe in 6-Position

Die Reduktion der Aminofunktion in 6-Position der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
und 11,12-Dihydro-Analoga war ein Teilziel dieser Arbeit. Dabei war neben der
pharmakologischen Wirkung dieser unsubstituierten Heterozyklen auch der Zugang zu
diesen Verbindungen aus organisch-chemischer Sicht interessant, da in der Literatur keine
Triaza-Tetrazyklen basierend auf dem Chrysengrundgeriist mit Stickstoffatomen in den
Positionen 3, 5 und 8 bekannt sind. Besonders erstrebenswert war hierbei der Zugang zu
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin, der Verbindung, die weder einen Rest in 6-Position, noch in
11-Position aufweist (Abschnitt 2.1.3.6).

2.1.3.1 Etablierung der Syntheseroute

Die Synthese der 6-unsubstituierten Verbindungen war zunachst analog zu den Arbeiten von
Kock angedacht, der die Entfernung der Aminogruppe der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
Uber eine 6-Oxo- und anschlieBende 6-Thiono-Funktion mittels einer Entschwefelung an
Raney-Nickel gelang.>® Dargestellt in Abb. 2.12 ist die auf die Klasse der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline Gbertragene Route zur Desaminierung.

Der Dehydrierungsschritt sollte fiir die Klasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline optional
sein und direkt als zweiter Schritt aus der 6-Aminoform heraus erfolgen, weil bei der
Dehydrierung der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 die meisten
Erfahrungen mit der Methode aus Abschnitt 2.1.2.2 (Pd/C in DMPU) im Rahmen dieser
Arbeit gemacht worden waren.
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CHj;
CN
N R Oxidation
2 _ + o e
N Pd/C
DMPU
36 26 37 88

Diazotierung | H3POx
NaNO, | H2504

AcOH
R R
Raney-Ni N P4S10 o
N = N =€ N
| xr X | XX
N__~ NH N__~ NH
S 0]
91 90 89

Abb. 2.12: Urspriinglich geplante Syntheseroute zur Darstellung der 6-unsubstituierten Derivate 91
in Anlehnung an Kock.*

Diese in Abb. 2.12 dargestellte, zuerst durchgefiihrte synthetische Route musste allerdings
variiert werden, da die Uberfiihrung der 6-Amino- 88 in die 6-Oxo-Verbindungen 89 nach der
von Kock beschriebenen Diazotierungsmethode mit NaNO, im wassrigen sauren Milieu zwar
funktionierte, die weitere Derivatisierung zu den entsprechenden Thio-Ketonen 90 aber
misslang (siehe Abschnitt 2.1.3.3).

Deshalb wurde analog zu einer bereits bei Kock im synthetischen Ausblick fir die 6-
Aminobenzo[c]phenanthridine erwahnten alternativen Syntheseroute vorgegangen, die eine
Umsetzung der 6-Oxo-Verbindungen zu 6-Chlor-Derivaten und anschlieBender katalytischer
Hydrierung vorsah.”" Die Synthese der 6-Chlor-Zwischenstufe fiir die Benzo[c]phenanthridin-
Klasse 27 wurde von ZurR NIEDEN bereits bei der Darstellung von 6-Chlor-11-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin 105 und dessen 11,12-Dihydro-Analogon 104
erfolgreich durchgefiihrt.>® In Abbildung 2.13 ist der gewihlte alternative Zugang zu dem 6-
unsubstituierten System der 1,9-Phenanthrolinklasse 91 ab der Stufe der 6-Oxo-Form 89
dargestellt. Die Reaktionsbedingungen mussten auf die Klasse der Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline angepasst werden, so wurde die Vorschrift von Zur NIEDEN zur Darstellung
der 6-Chlor-Derivate modifiziert, als Hydrierungsvariante wurde eine Methode nach CAILLY
gewihlt.”
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R AN
YT N POCI,
N__A__NH >
o)
89 92 91

Abb. 2.13: Syntheseroute zur Darstellung unsubstituierter 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline in Anlehnung an Zur NIEDEN und CaiLLy et al.”>*

Detaillierte Informationen zu den Reaktionsbedingungen der einzelnen Zwischenstufen,
sowie die verschieden 6- und 11-substituierten synthetisierten Derivate finden sich in den
nachfolgenden Kapiteln 2.1.3.2 bis 2.1.3.5.

2.1.3.2 Synthese von 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-
6-onen und 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-onen

Der Zugang zu Benzo[c]phenanthridin-6-onen konnte in der Vergangenheit auf einfache Art
und Weise sowohl mit tert.-Butylnitrit in DMF als auch im wassrigen sauren Milieu mit

05176 Der Austausch der

NaNQO;, und Phosphinsdure aus den 6-Aminoformen erfolgen.
Aminogruppe gegen eine Oxo-Funktion anstelle von Wasserstoff, wie es bei der klassischen
Diazotierung zu erwarten gewesen ware, war hier nicht tiberraschend, da dieses Phdanomen
bereits sowohl fiir 2-Aminopyridin, als auch fir 6-Aminophenanthridin beschrieben worden

war.””7®

Fiir die 1-Amino-2,7-naphthyridin-Teilstruktur der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
war das gleiche Reaktionsverhalten zur entsprechenden Oxo-Form zu erwarten (Abb. 2.14).
Die entstehende Lactam-Struktur liegt mit der korrespondierenden Lactim-Form im
tautomeren Gleichgewicht.

R R R
| N R 1.Diazotierung> | N R | N R
N A~ 2N 2. Hydrolyse N A~ _NH N A~ 2N
NH, 0 OH

Abb. 2.14: Uberfiihrung der 6-Amino-Strukturen in die korrespondieren 6-Oxo-Derivate.
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Versuche nach der von WOLSCHENDORF beschriebenen Methode mit tert.-Butylnitrit in DMF
ausgehend von Verbindung 50 fiihrten nach den urspriinglichen Bedingungen zu einer hohen
Anzahl an Nebenprodukten (DC-Kontrolle) bei unvollstindiger Umsetzung zum Oxo-
Derivat,”® eine Erniedrigung der Reaktionstemperatur auf 0°C konnte die Bildung der
Nebenprodukte zwar verringern, das Verhaltnis von Edukt zu Produkt war allerdings geringer
als 50% Produkt. Eine saulenchromatographische Aufreinigung des Produktes kam aufgrund
zu geringer Unterschiede in den R-Werten von Edukt und Produkt an dieser Stelle nicht in
Frage.

Stattdessen wurde die Methode von Kock, modifiziert nach KornBLUM, auf die Substanzklasse
angepasst und erfolgreich fir fiinf 11,12-Dihydro-Verbindungen und ein vollstandig aroma-
tisches Derivat durchgefiihrt (Abb. 2.15).>>7

R N NaNO, R N
H,PO,
| XX Z H,SO, | XX N
N N -
N AcOH N__~ NH
NH 1h
2 0°C O
88 89

Abb. 2.15: Uberfiihrung verschieden 11-substituierter 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline in
die korrespondierenden 6-Oxo-Derivate nach Kock.*

Hierbei konnte aufgrund der guten Losungseigenschaften dieser Substanzklasse in wassrigen
sauren Medien (siehe Abschnitt 4.1.1) auf die Zugabe konzentrierter Schwefelsdure in
Eisessig verzichtet werden und stattdessen mit verdiinnter Essigsdure gearbeitet werden.

Die mit dieser Variante synthetisierten und zuvor nicht beschriebenen 6-Oxo-Verbindungen
sind in Abb. 2.16 dargestellt.
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Abb. 2.16: Im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin-6-one 93-97 und das 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on 98.

Die Ausbeuten liegen mit 64% im guten bis exzellenten Bereich (91%) der Theorie. Testdaten
beziglich der in vitro Zytotoxizitdt der Verbindungen 93, 96, 97 und 98 finden sich in
Abschnitt 5.2.

2.1.3.3 Versuche zur Synthese von 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolin-6-thionen

Ausgehend von den 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-onen 99 war
eine Uberfiihrung in die entsprechenden Thiolactame nach einer Vorschrift von Kock
geplant.>® Hierbei gelang eine Umsetzung des 11-Phenyl-6-Oxo-Derivats 93 als
Modellverbindung nach Kock, sowie TAYLOR und MARTIN mit Phosphorpentasulfid in Pyridin
aufgrund der Entstehung vieler Nebenprodukte anstelle des gewiinschten Produktes jedoch
nicht.>®® Auch die Erniedrigung der Reaktionstemperatur von 115°C (Siedepunkt von
Pyridin) nach dem Verdacht auf eine zu heftige Reaktion auf 50°C, sowie Raumtemperatur
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brachte keinen Erfolg. Der Austausch von P;Sig gegen die in organischen Losungsmitteln
besser 16sliche und im Allgemeinen reaktivere Phosphor-Schwefel-Verbindung Lawessons’s
Reagenz nach einer Vorschrift von CHERKASOV brachte nach flinfstiindiger Reaktion in DMPU
immerhin eine Umsetzung zur gewinschten Thioverbindung 100 von 33% (LC/MS) (Abb.
2.17).%! Das von CHERKASOV verwendete toxische Losungsmittel HMPA wurde hierbei durch
das unbedenkliche DMPU substituiert.®? Aufgrund der zu dhnlichen R-Werte von Edukt und
Produkt schlug eine sdulenchromatographische Trennung und damit die Aufreinigung
allerdings fehl.

P4S10
Pyridin
S 100
DI;/";U Lawesson's
90°C Reagenz Lawesson's Reagenz:
Ss S\ .S
MeO OMe

S 100

Abb. 2.17: Versuche zur Darstellung der Thiolactame aus der 6-Oxo-Form nach Kock und
CHERKASOV.*"**

Es wurde im Folgenden davon abgesehen, weitere Bemihungen in die Synthese von 6-
Thiono-Verbindungen zu investieren und zur Darstellung 6-unsubstituierter Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline 91 eine alternative Route liber das 6-Chlor-Intermediat 92 etabliert, die
bereits in Abschnitt 2.1.3.1 erldutert wurde. Die Synthese der 6-Chlor-Verbindungen ist im
folgenden Kapitel dargestellt.
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2.1.3.4 Synthese von 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
linen und 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen

Fiihrt man ein Chloratom in die ortho-Position des endozyklischen Stickstoffatoms eines
aromatischen Systems ein, so ergeben sich eine Vielzahl an Mdglichkeiten fir
Folgereaktionen im Sinne von nukleophilen aromatischen ipso-Substitutionen.®? Diese
Reaktivitdat wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nur Gber die Dehalogenierung zu
den entsprechenden 6-unsubstituierten Derivaten 91 (Abschnitt 2.1.3.5), sondern auch in
der Umsetzung mit O- oder N-nukleophilen Aminoalkyl-Funktionen ausgenutzt (Kapitel
2.1.5).

Die zu den 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-onen 99 C-analogen 5,6,-
11,12-Tetrahydrobenzo|[c]phenanthridin-6-one 102 und 103 konnten in vorherigen Arbeiten
mit Phosphoroxychlorid zu den 6-Chlor-Verbindungen 104 und 105 umgesetzt werden (Abb.
2.18).>?

OMe OMe

MeO l
M ) pee M T
—_—
70°C

NH 4h N

@) Cl

MeO

102,103 104 (39%) 105 (oxidiert, 86%)

Abb. 2.18: Synthese von 6-Chlor-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin 105 und korres-
pondierender 11,12-Dihydro-Verbindung 104 nach Zur NIEDEN.”

Diese Reaktionsbedingungen lieBen sich nicht auf die 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolin-6-one 99 (ibertragen. Unter den Bedingungen von Zur NIEDEN konnte
nach der Reaktion der Modellverbindung 93 mit POCI; fiir 2 Stunden bei 70°C nur das Edukt
isoliert werden.>® Eine Erhéhung auf die Rickflusstemperatur des Phosphorylchlorids (105°C,
GES,Tls—Stoffdatenbank)63 brachte bereits eine Umsetzung von mehr als 50% zum
gewlinschten Produkt 106 (LC/MS-Kontrolle). Da die Loslichkeiten der Edukte 89 in
Phosphorylchlorid begrenzt waren und diese eher als Suspension in Reaktion traten, wurden
bei weiteren Reaktionen geringe Mengen konzentrierter Salzsdure zur Losungsvermittlung
hinzugefiigt bis eine klare Losung entstanden war und im Anschluss zum Riickfluss erhitzt.
Mit dieser Variante (Variante a) gelang eine Umsetzung von bis zu 80% zum gewi{inschten
Produkt, wobei die Reaktionszeit auf zwei Stunden reduziert werden konnte. Eine sdulen-
chromatographische Aufreinigung der 6-Chlor-Verbindungen 92 war hinreichend méglich, da
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aufgrund der deutlich erniedrigten Polaritdt der Verbindung durch das nun vorhandene
Chlor-Atom die Verbindungen bei wesentlich unpolarerer FlieBmittelzusammensetzung
(Dichlormethan/Methanol (0-10%)) isolierbar und damit vom Edukt abtrennbar waren (Abb.
2.19).

Wird die Reaktion in der Mikrowelle unter konventionellen Bedingungen (Conventional
Microwave Synthesis = CMS) in einem geschlossenen Gefall bei 100°C fir 2 Stunden
durchgefiihrt, gelingt eine nahezu vollstandige Umsetzung (Variante b). Diese Methode
konnte allerdings nur fir einige wenige Derivate angewendet werden, da aufgrund der
Aggressivitat des Phosphoroxychlorids ein hoher Verschleif an Verbrauchsmaterialien
(Verschlissen, Reaktionsrohrchen) und der Mikrowelle erkennbar waren und aus
Sicherheitsgriinden von einem weiteren Gebrauch dieser Methode abgesehen wurde.
Nichtsdestotrotz waren die Ausbeuten der mit der CMS-Variante erhaltenen 6-Chlor-
Derivate ca. doppelt so hoch wie die Ausbeuten aus der konventionellen Synthesevorschrift
unter Ruckfluss. Die synthetisierten 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
und 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline, die verwendeten Synthesevarianten und die
dazugehorigen Ausbeuten sind in Abbildung 2.19 gezeigt.

Variante a:
POCI;
R
N reflux
2h
X 2N
| Variante b:
N A~ NH POCI,
o) 89 _CMS _
100°C
2h
Cl
B B B
i A N i A 2N i XX 2N
N AN N_ A 2N N A 2N
Cl Cl Cl
106 a)42% 107 a)41% 108 a)43% 109 a)36%
b) 72% b) 78%

Abb. 2.19: Synthesevarianten zur Darstellung von 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinen und 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen und synthetisierte Derivate.
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In vitro Zytotoxizitatsdaten sind nur exemplarisch von Verbindung 107 verfiigbar (Abschnitt
5.2), da es aufgrund der sehr schlechten Losungseigenschaften der 6-Chlor-Derivate nicht
sinnvoll erschein, diese als als potentielle Wirkstoffe zu entwickeln.

2.1.3.5 Synthese von 6-unsubstituierten Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen
und deren 11,12-Dihydro-Analoga

Fiir die nukleophile Austauschreaktion des Chlor-Atoms gegen Wasserstoff wurde eine
Methode nach CaiLLy angewendet, die eine schonende Hydrierung mit Ammoniumformiat
unter Pd/C-Katalyse in Methanol beschreibt.”> Diese Methode wurde von SOMMER im
Rahmen seiner Diplomarbeit auf die 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 92 libertragen,
der im Rahmen dieser Thematik den vollstédndig unsubstituierten Heterozyklus Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolin 31 synthetisierte.®® Diese Arbeiten sind in Abschnitt 2.1.3.6 dargestellt.
Abbildung 2.20 zeigt die mit der adaptierten Methode nach Caiy erhaltenen 6-un-
substituierten Verbindungen. Die guten Ausbeuten lagen im Bereich von 60 - 76%.

R N NH,HCO, R N

A N

MeOH | i

N AN 1h N~ N

reflux

Cl

92 91
X

N AN N A ~2N
110 (76%) 111 (60%) 112 (68%)

Abb. 2.20: Methode nach CaiLLy zur Hydrierung der 6-Position und synthetisierte Derivate.”
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Die Entfernung der Aminogruppe in 6-Position gelang somit fiir die Verbindungen 110 und
111 in vier Stufen ausgehend vom entsprechend substituierten 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin mittels Diazotierung und Hydrolyse, sowie dem Umsatz zur
6-Oxo-Form, die weiter zur 6-Chlor-Verbindung derivatisiert und in einem finalen Schritt
dehalogeniert wurde. Fiir Verbindung 112 hat ein funfter Schritt der Dehydrierung der
11,12-Position vor der Uberfiihrung in die Lactamform stattgefunden.

2.1.3.6 Synthese des neuen heterozyklischen Grundkorpers Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolin

Eine Vielzahl N-haltiger tetrazyklischer Systeme basierend auf dem Chrysenskelett ist bis
heute entdeckt und synthetisiert worden. Einige von ihnen besitzen wichtige pharmako-
logische Eigenschaften. Hierbei ist vor allem die Klasse der Benzo[c]phenanthridine zu
nennen, da diese Heterozyklen eine fundamentale Rolle in der Entwicklung neuer Zytostatika
spielen (Abb. 2.21).2%731

Chrysen Benzo[c]phenanthridin
14 15

Abb. 2.21: Die Tetrazyklen Chrysen und Benzo[c]phenanthridin.

Uberraschenderweise sind nur wenige tetrazyklische Strukturen bekannt, die auf der
sterischen Anordnung des Chrysens beruhen und drei Stickstoffatome enthalten, da der
totalsynthetische Zugang sehr aufwendig ist, vor allem, weil sie drastische Bedingungen und
mitunter hochtoxische Reagenzien erfordern. Literaturbekannte Triazachrysene sind in
Abbildung 2.22 dargestellt.?*®’
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113 114 115
/X Y\ . . -
113 = Pyrazino[2,3-i]Jphenanthridin
| N N F 114 = Pyrido[3,2-c][1,10]phenanthrolin
N_ _A__N 115 = Pyridazino[4,5-c]phenanthrolin
116 =X =N, Y = CH: Pyrido[3,4-c]1,6]phenanthrolin
116, 117 117 = X = CH, Y = N: Pyrido[3,4-c][1,7]phenanthrolin

Abb. 2.22: Literaturbekannte Triaza-Heterozyklen mit Chrysen-Grundgeriist.

NuTAITIS et al. beschreiben zum Beispiel zur Darstellung von Pyrido[3,4-c][1,7]phenanthrolin
117 die Kondensation von 5-Aminochinolin (118) mit 5-Bromnicotinaldehyd (119) in Benzen
48 h im Riackfluss und anschlieBender Reduktion der Iminfunktion mit Natriumborhydrid,
gefolgt von einer Ringschlussreaktion mit LDA in THF bei -100°C und finaler Oxidation mit
MnO,in MeOH bei einer Gesamtausbeute von 5% (Abb. 2.23).5

1. pTsOH N
Benzen A Br
N G
2 NaBH4 N
MeOH HN _N
118 119 120
LDA
THF

Mn02

CH,Cl,
117 (5%) 121

Abb. 2.23: Synthese von 117 nach NutaiTis et al.*
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Der synthetische Zugang zu Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 31 gelingt (iber die in Abschnitt
2.1.3 und Unterkapiteln dargestellte Desaminierungsroute, beginnend mit dem Einsatz von
Formaldehyd in der klassischen adaptierten Syntheseroute nach CLEMENT und WEIDE unter
Bildung von 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 122.*” Die Ausbeute
konnte durch eine optimierte Isolierung der Verbindung durch Ansduern der wassrigen
Phase und Auswaschen des DMPUs mit Dichlormethan gefolgt von erneutem Ausfallen des
Produktes verbessert werden, ist aber mit 29% immer noch der limitierende Schritt dieses
Syntheseweges. Die Konversion ins 6-Oxo-Derivat 95 lieferte eine gute Ausbeute von 74%,
die Behandlung mit Phosphoroxychlorid eine befriedigende Ausbeute von 43% mit der
konventionellen Methode zwei Stunden unter Rickfluss (Variante a aus Abschnitt 2.1.3.4).
Das 6-Chlor-Derivat 108 wurde, wie in Abschnitt 2.1.3.5 beschrieben, zu 11,12-Dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 111 umgesetzt, ein finaler Dehydrierungsschritt mit Pd/C in
DMPU (Abschnitt 2.1.2.2) fiihrte mit guter Ausbeute von 70% der Theorie zur Zielverbindung
31. In Abbildung 2.24 ist die vollstdndige Syntheseroute zur Darstellung des neuen
unsubtituierten heterozyklischen Systems Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31) abgebildet.

CH, NaNO,

CN _N HsPO,

Y 4 HYO KO'Bu e _H;S0,
N 4y DMPU AN TACOH

rit, 3h 0°C, 1 h

36 26 122 (29%) 95 (74%)
POCI, rezﬂﬁx
NH,4HCO,
N Pd/C S L
N —— _N
|\ N DMPU I\ N MeOH NN
N__A__N reflux. N___L__N requx N AN
10 min
31 (70%) 111 (60%) 108 (43%)

Abb. 2.24: Synthese des neuen Heterozyklus Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31).

Obwohl die Gesamtausbeute mit 4% als niedrig einzustufen ist, stellt die hier beschriebene
Methode dennoch einen einfachen und effizienten Weg zur Darstellung des zuvor
unbeschriebenen zyklischen Systems Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31) dar.
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Dabei kann bis auf die Chlorierung mit weniger giftigen Reagenzien und milden Bedingungen
gearbeitet werden. Die ausbeutelimitierenden Schritte sind der erste Schritt und die
Uberfiihrung in das 6-Chlor-Derivat 108. Bei letztgenannter Umsetzung kdnnte die Ausbeute
verdoppelt werden, fihrte man die Reaktion nach der in Kapitel 2.1.3.4 beschriebenen
Variante b fiir 2 Stunden in der Mikrowelle bei 100°C durch. Ein weiterer Ansatz ware die
Verlangerung der Reaktionszeit bei der Verwendung von Variante a.

Die Synthese von Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31) war Thema der Diplom-Arbeit von
SOMMER, die im Rahmen der hier beschriebenen Thematik durchgefiihrt wurde.®®
Verbindungen 111 und 31 sind auf ihre zytotoxischen Eigenschaften in vitro untersucht
worden, die entsprechenden Daten sind Abschnitt 5.2 zu entnehmen.

2.1.4 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline mit
Methoxygruppen im Ringgeriist

Natirliche Benzo[c]phenanthridine und eine Vielzahl sich derzeit in der fortgeschritteneren
Arzneistoffentwicklung befindlicher synthetischer Weiterentwicklungen dieser tragen

42834319 Daher war es ein weiteres

Methoxy- oder Methylendioxygruppen im Ringgerust.
Teilziel der Arbeit, eine synthetische Annaherung an diese Strukturen zu verfolgen. Von der
Synthese methylendioxy-substituierter Verbindungen wurde in diesem Zusammenhang
abgesehen, da sich diese Strukturelemente immer an den Positionen 2 und 3 oder 3 und 4,
bzw. 7 und 8, oder 8 und 9 befinden und dies aufgrund der Stickstoff-Atome in den
Positionen 3 und 8 synthetisch nicht ohne weiteres zu bewerkstelligen sein kénnte. Aus dem

gleichen Grunde waére auch eine o-Dimethoxysubstitution nicht durchfihrbar (Abb. 2.25).

R’ 123

R4 =H, OCH;, OCH,O R, =H, OCH;
R3 = H, Aryl (subst.)

Abb. 2.25: Vorherrschendes Substitutionsmuster der Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide 123 und
angestrebte Zielstrukturen methoxysubstituierter 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 124.
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Um herauszufinden, ob mono- oder mehrfach-methoxysubstituierte 4-Methylpyridin-3-
carbonitrile Uberhaupt in der klassischen Eintopf-Reaktion nach CLEMENT und WEIDE
reagieren, wurde zunachst nur eine symmetrische Substitution der Ringe A und D in Betracht
gezogen.”’ Hierbei wird tiblicherweise der entsprechende Aldehyd mit 2 Aquivalenten des
gewiinschten methoxysubstituierten Nitrils umgesetzt. Moglichkeiten zur unterschiedlichen
Methoxy-Substitution innerhalb des Grundgerists wurden fir verschiedene 6-Amino-
benzo[c]phenanthridine von STENzEL realisiert, der relevante Methoxy-o-tolunitrile mit
einigen Stilbenen reagieren lieB. Abbildung 2.26 zeigt die Synthese eines exemplarisch
ausgewahlten Derivats eines an den Ringen A und D verschieden substituierten 6-Amino-
11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridins 127.%*

MeO
CHs; OMe O OMe
L e, OOC
MeO DMPU N OMe
4h N
CN

OMe 60°C
NH,,

125 126 127 (6%)

Abb. 2.26: Synthese eines an den Ringen A und D unsymmetrisch substituierten 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridins 127 nach STENZEL.®

2.1.4.1 Versuche zur Darstellung 2,4,7,9-tetramethoxysubstituierter
Verbindungen

Um eine 2,4,7,9-Tetramethoxysubstitution des Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Kérpers zu
erreichen, wurde 2,6-Dimethoxy-4-methylpyridin-3-carbonitril (129) als Edukt benoétigt.
Diese Verbindung war zwar kauflich zu erwerben, es war allerdings wesentlich
kostensparender, diese Nitrilkomponente aus der 2,6-Dichlor-Vorstufe 128 uber eine
Methoxylierungsreaktion darzustellen. Hierflir wurde analog einer Vorschrift von DAINTER et
al. verfahren, welche 2,6-Dichlorpyridin mit Natriummethanolat in Methanol mit einer
Ausbeute von 71% entsprechend methoxylierten.!? Unter den Reaktionsbedingungen von
DAINTER (rt, 1 h) wurde ein Gemisch aus mono- und dimethoxy-substituierter Verbindung
erhalten.

Die vollstandige Umsetzung zum gewiinschten 2,6-Dimethoxyderivat 129 konnte durch eine
Erhohung der Reaktionstemperatur auf 50°C fur 2 Stunden und der Verdoppelung von zwei
auf vier Moldquivalente Natrium in Methanol realisiert werden (Abb. 2.27).
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Na
CH CH
i CN (4 eq) i CN
N MeOH X
| = 2h | =
Cl N~ cCl MeO”~ “N” “OMe
50°C
128 129 (77%)

Abb. 2.27: Synthese von 2,6-Dimethoxy-4-Methylpyridin-3-carbonitril (129) nach DAINTER et al.*’

Die Ausbeute dieser Reaktion war nach flashchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel
(FlieBmittel: Cyclohexan/Ethylacetat (20%)) mit 77% d. Th. im guten Bereich.

In  Abbildung 2.28 st die Syntheseroute zur Umsetzung von 129 mit einer
Aldehydkomponente unter basischer Katalyse (KO'Bu) in DMPU dargestellt. Als
Modellaldehydkomponente wurde primar Benzaldehyd (130) gewahlt, da das Vorhanden-
sein von Substituenten am 11-Rest eventuell die Elektronendichte zur Bildung des tetra-
zyklischen Systems unginstig beeinflussen kdnnte und weil das entsprechende 6-Amino-
11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 56, das im Ringgerist nicht methoxy-
substituiert war, in fir die Substanzklasse im Vergleich guten Ausbeuten (55%) erhalten
werden konnte. Es konnte jedoch fiir mehrere verschiedene Reaktionsbedingungen keine
Umsetzung zur Zielverbindung 131 beobachtet werden.

KOtBu

DMPU

129 130 131

Abb. 2.28: Versuch zur Synthese des 2,4,7,9-tetramethoxysubstituierten 11-Phenyl- Derivates 131.

Weder unter den normalen Synthesebedingungen, modifiziert nach STenzeL bei
Raumtemperatur fir drei Stunden im Stickstoffstrom, noch analog einer Vorschrift von Kock
zur Synthese eines im Grundgerist 2,3,8,9-tetramethoxysubstituierten 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridins fiir sechs Stunden bei 100°C, sowie eigenen Vorschriften
unter drastischen Bedingungen (100°C, 24 h; 200°C, 5h) konnte das gewiinschte Produkt 131

nachgewiesen werden.”"®!
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Diinnschichtchromatographische Untersuchungen ergaben, dass es unter keiner der o.g.
Reaktionsbedingungen zur Bildung einer fluoreszierenden Verbindung kam. Da bereits die
normalerweise unter den Reaktionsbedingungen entstehende, teilweise isolierbare
Zwischenstufe eines Stilbens blauliche Eigenfluoreszenz zeigte, liegt der Verdacht nahe, dass
die Synthese schon an der Bildung des Stilbens 133 scheiterte (Abb. 2.29).

KO'Bu \ — i H HOBu —
-HO! KOt
-H,0
132 130 i 133

CH,
N CN
=
MeO N OMe
132

Abb. 2.29: Verhinderter Mechanismus der Bildung von Stilben 133.

LC/MS-Untersuchungen zeigten ebenfalls weder die gewinschten Signale des Produkts,
noch einer intermedidr auftretenden Stilbenkomponente. Dies wird mit der durch die
+M-Effekte der beiden Methoxygruppen deutlich erhéhten Elektronendichte an der
Nitrilkomponente in Verbindung gebracht, die die Ausbildung eines Carbanions, dessen
Stabilisierung und den darauffolgenden nukleophilen Angriff am Carbonyl-Kohlenstoffatom
des Benzaldehyds deutlich erschweren/verhindern dirfte. Sollte sich dennoch intermediar
Stilben 133 ausbilden, ware es hdchstwahrscheinlich fiir den notwendigen Angriff eines
zweiten deprotonierten Nitrils 132 am Uber die Cyanogruppe vermittelten phenylogen
Michael-Akzeptor-Kohlenstoff ebenfalls deutlich zu elektronenreich (Abb. 2.29).
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Auch der Versuch einer direkten Reaktion des 2,6-Dichlor-4-methylpyridin-3-carbonitrils 128
unter den Bedingungen von CLEMENT und WEIDE und geplanter anschliefender
Methoxylierung schlug fehl, weil bereits nach kurzer Zeit bei Raumtemperatur eine starke
Bildung zahlreicher, chromatographisch aufgrund zu niedriger R-Wert-Unterschiede nicht
abtrennbarer Nebenprodukte zu beobachten war (Abb. 2.30).

CH, 0
N 4y kosuy ©
2 _ + —
Cl N Cl DMPU
128 130 134
NaOMe
MeOH

Abb. 2.30: Fehlgeschlagener Versuch der Ringschlussreaktion aus der 2,6-Dichlor-Form 134 und
geplanter anschliefSender Methoxylierung zu 131.

Als Grund fiir das Versagen der Bildung des 2,4,7,9-tetrachlorsubstituierten Derivats 134
wird die zu groBe Reaktivitat der o-Chlorpyridin-Positionen angenommen, die denen von
Sdurehalogeniden dhnelt (Aza-Analoga) und somit mit Nukleophilen jeglicher Art leicht
umsetzbar sind.*> Bei den stark basischen Bedingungen (KO'Bu) ist eine Zersetzung,
eventuell sogar unter Ringoffnung, anzunehmen.

Aufgrund o.g. Beobachtungen wurde von dem Versuch der Synthese weiterer Derivate wie
etwa einer 11-unsubstituierten Verbindung durch den Einsatz von Formaldehyd abgesehen
und stattdessen die Nitrilkomponente hin zu einem CH-acideren Mono-Methoxynitril variiert
(siehe darauffolgender Abschnitt).
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2.1.4.2 Versuche zur Darstellung 4,7-dimethoxysubstituierter Derivate

Um den in Abschnitt 2.1.4.1 genannten stark reduzierenden Effekt einer dimethoxy-
substituierten Nitrilkomponente auf die CH-Aciditdt dieser Spezies zu verringern, sollte die
Monomethoxy-Verbindung 2-Methoxy-4-methylpyiridin-3-carbonitril  (136) eingesetzt
werden. Um dieses Nitril zu erhalten, konnte eine zweistufige Synthese ausgehend vom
unter 2.1.4.1 bereits erwahnten und kaduflich zu erwerbenden 2,6-Dichlornitril 128 lber
partielle Hydrierung/Dehalogenierung an der 6-Position und anschlieBender Methoxylierung
beschritten werden (Abb. 2.31).

NH;;goz CH, CH
MeOH | X CN NaOMe | X CN
3rtd NZ el MeOH N OMe

128 135 136

Abb. 2.31: Synthese von 2-Methoxy-4-methylpyridin-3-carbonitril (136) in Anlehnung an KISELEV;
DAINTER.2**°

Diesbezogen beschreiben KiseLev et al. die katalytische Hydrierung von 128 mit
Ammoniumformiat unter Pd/C-Katalyse, die bei dieser Prozedur beim Einsatz eines
Uberschusses Ammoniumformiat, geringster Mengen Pd (5%) auf Aktivkohle und einer
Reaktionszeit von drei Tagen bei Raumtemperatur mit einer Ausbeute von 87%
ausschlieRlich das in 6-Position partiell hydrierte Derivat 135 erhielten.®® Eigene Versuche
konnten dieses Ergebnis nicht bestadtigen. Die Reaktion scheint hierbei sehr empfindlich,
aussschliefllich von der zugesetzten Menge an Katalysator abhdngig und nur bedingt
steuerbar zu sein. In Tabelle 2.2 sind die zugesetzten Mengen an Katalysator, sowie die
Ergebnisse aufgelistet.

Tabelle 2.2: Eigene Versuche zur Darstellung von 2-Chloro-4-methylpyridin-3-carbonitril in
Anlehnung an KiseLev et al.:*°

Zugesetzte Menge an Pd(5%)/C

. Resultat (DC-Kontrolle)
(bezogen auf eingesetzte Menge an 128)

0,1% Edukt/Produkt-Verhaltnis: 9:1

Edukt/Produkt/perhydriertes

1%
Nebenprodukt 36: 1:1:1

>1% Ausschlielich perhydrierte Vbdg. 36
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Tabelle 2.2 ist zu entnehmen dass unter den von KIESELEV angegebenen Reaktions-
bedingungen niemals ausschliefllich das gewilinschte Produkt 135 entstand und bei
zunehmender Katalysatormenge bereits die 2,6-hydrierte, vollstandig dehalogenierte Form
4-Methylpyridin-3-carbonitril (36) mit entstand und ab einer Konzentration von ca. 1%
zugesetzter Menge an Pd/C letztere sogar ausschlieRlich vorlag.

Es konnte dennoch eine saulenchromatographische Aufreinigung mittels Flash-
chromatographie an Kieselgel (FlieRmittel Cyclohexan/Ethylacetat (20-40%) aus den
vereinigten Ansatzen enthaltend 1% Pd/C durchgefiihrt werden, die Ausbeute der
gewlinschten 2-Chlor-Verbindung 135 betrugen hierbei letztendlich aber nur noch 10%. Aus
diesem Grunde wurde 135 fiir weitere Arbeiten kauflich erworben.

Die Methoxylierung von 135 nach DAINTER et al. mit Natrium in Methanol gelingt unter den
Bedingungen, die bereits schon fiir die 2,6-Dichlor-Vorstufe 128 unter Abschnitt 2.1.4.1
beschrieben wurde, bei 50°C Uber zwei Stunden mit einer Ausbeute von 58% d. Th. (Abb.
2.32).89%

Na
CHj (4 eq.) CH;
CN CN
AN MeOH | AN
= 2h —
N Cl 50°C N OMe
135 136 (58%)

Abb. 2.32: Erfolgreiche Synthese von 2-Methoxy-4-methylpyridin-3-carbonitril (136), modifiziert
nach DAINTER et al.*

Das gewilinschte 4,7-dimethoxysubstituierte Derivat 137 konnte nicht dargestellt werden
(Abb. 2.33).

CHs 0
\CN .
2 | P +
NZ >OMe
136 130

Abb. 2.33: Versuche zur Darstellung 4,7-dimethoxysubstituerter Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline.
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Auch in diesem Falle fliihrten weder die normalen Synthesebedingungen, modifiziert nach
STENZEL bei Raumtemperatur fir drei Stunden im Stickstoffstrom, noch die Vorschrift von
Kock zur Synthese eines im Grundgerist 2,3,8,9-tetramethoxysubstituierten 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridins fir sechs Stunden bei 100°C zum Erfolg.>"**

Entgegengesetzt den Beobachtungen konnte bei diesen Versuchen diinnschicht-
chromatographisch eine leicht blaulich fluoreszierende Substanz ausgemacht werden.
Moglicherweise entsteht eine einfach-methoxylierte Stilbenzwischenstufe analog zu
Abbildung 2.29, oder sogar das gewiinschte Produkt 137. Es lieR sich allerdings keine
derartige Verbindung isolieren.

Die vorhandenen semizyklischen aza-analogen Esterstrukturen sind als sehr
hydrolyseempfindlich zu betrachten. Die analoge Reaktion von 2-Methoxypyridin mit starken
Basen zu 2-Pyridon gelingt bereits unter relativ milden Bedingungen, noch leichter erfolgt
die Reaktion mit Nal im essigsauren Medium.**™

Die Cyanofunktion ortho-standig zur Methoxygruppe dirfte durch ihre starken —I- und —M-
Effekte die Hydrolysetendenz zudem noch deutlich verstarken. Es ist daher unter den stark
basischen polaren Bedingungen wahrscheinlich, dass bereits fir das Edukt 136 eine

Hydrolyse zur entsprechenden 2-Pyridon-Teilstruktur erfolgt (Abb. 2.34):

3 CH3
CN Mo | \CN
Me - MeOH NZ NOH
136 138 139

Abb. 2.34: Mégliche Hydrolyse der semizyklischen aza-analogen Ester-Partialstruktur.

Dieses Phanomen war gleichwohl auch fir das 2,6-dimethoxylierte Pyridinanalogon 129 zu
erwarten.

Aufgrund der oben genannten Beobachtungen und im Zusammenhang mit der Tatsache,
dass fur die Substanzklasse der Benzo[c]phenanthridine die Einfihrung von Methoxygruppen
in das Ringgerust dieser Heterozyklen keine signifikante Verbesserung der zytotoxischen
Eigenschaften im NCI-60 screening brachte, wurde von einer Weiterverfolgung dieses Teil-
projektes abgesehen.”

Ein vielversprechender Ansatz zur Verbesserung sowohl der zytotoxischen Eigenschaften der
Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline, als auch pharmazeutisch relevanter
physikochemischer Parameter stellt die Einfliihrung hydrophiler Seitenketten an das
Grundgerust dar, was im folgenden Unterkapitel besprochen wird.
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2.1.5 Verkniipfung aliphatischer Seitenketten an das Grundgeriist
der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline

Unter den verschiedenen Klassen von sich derzeit in der Entwicklung befindlichen
Topoisomerase-Hemmstoffen zeigen vor allem Topo I|-Gifte mit nicht-camptothecinartiger
tetrazyklischer Struktur, abgeleitet von den natirlichen Benzo[c]phenanthridin-Alkaloiden
Fagaronin und Nitidin, vielversprechende Hemmeigenschaften.” Fiir diese Serie konnte
gezeigt werden, dass Aminoalkyl-Seitenketten am Grundgeriist die zytotoxische Aktivitat
verbesserten, sowie eine gesteigerte Topoisomerase-Affinitat hervorriefen.’* Zwei Beispiele
vielversprechender literaturbekannter Derivate dieser Art sind im Abschnitt 1.3.2 und in
Abbildung 2.35 aufgefiihrt. Das sich in klinischen Studien befindliche Topovale (ARC-111)
weist in diesem Zusammenhang eine Dimethylaminoethyl-Seitenkette an der 5-Position auf,
wahrend bei der Verbindung 35-k7887 diese Seitenkette liber ein Stickstoffatom an die 6-
Position verkniipft ist. Beide Stoffe besitzen in vitro, Topovale auch in vivo (Maus Xenograft-
Modell mit menschlichem Tumorgewebe) zytotoxische Eigenschaften im unteren

nanomolaren Bereich.>***°

[ Z>

N
s
MeO X
O N _CH
MeO ~ N\

O CH,
Topovale (ARC-111) 35-k7887
20 23

Abb. 2.35: Dimethylaminoethyl(amino)-Seitenketten tragende vielversprechende Verbindungen
aus der Literatur.”***°

Vor diesem Hintergrund war es ein Primarziel dieser Arbeit, am Grundkorper der Pyrido[3,4-
c][1,9]phenanthroline 31 an den beiden Positionen 5 oder 6 verschiedene hydrophile
Seitenketten einzufiihren, um das zytotoxische Potential ausgewahlter Leitverbindungen aus
dieser Substanzklasse zu erhohen, gegebenenfalls Selektivitaiten auf Topoisomerasen zu
steigern, bzw. zu erzielen und gleichzeitig durch Ausfadllen der Verbindungen als geeignete
physiologisch annehmbare Salze die Loslichkeit in wassrigen Medien zu verbessern.
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Hierflir wurde eine endstandige tertidare Aminfunktion gewahlt, die aufgrund ihrer Basizitat
bei neutralem/physiologischem pH-Wert protoniert vorliegen, und damit die Loslichkeit im
wassrigen Medium deutlich verbessert werden sollte (Abb. 2.36):

W = -OH, -NH,

Abb. 2.36: Schematische Darstellung der Verkniipfung hydrophiler Seitenketten an die 5- oder 6-
Position der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31.

Zudem haben sich bei strukturverwandten Verbindungen aus der Literatur
Dimethylaminoalkyl-Seitenketten hinsichtlich der Zytotoxizitdt als besonders vorteilhaft
herausgestellt (Abschnitt 1.33). Durch eine im Raum frei bewegliche Seitenkette mit
endstandiger Wasserstoffbriickenakzeptor- bzw. Donorfunktion, die ein tertidres Amin bei
pH 7,4 gleichermalien besitzt, sollte das strukturoptimierte Molekiil eine Vielzahl an
Optionen gewinnen, um eben Uber diese Interaktionsmoglichkeiten mit entsprechenden
Zielenzymen/Zielstrukturen zu interagieren.96 In diesem Kontext war neben der
Beschaffenheit der Seitenkette allgemein (Verknilipfung lber O- oder N-Atom, sowie
Unterschiede an 5- zu 6-Position-verknipften Verbindungen) auch eine Variation der
Kettenlange und der daraus resultierende Einfluss auf die zytotoxische Wirkung interessant.

Die Auswahl der Verbindungen, die strukturoptimiert werden sollten, richtete sich nach
deren Zytotoxizitat im NCI-60 screening (Abschnitt 5.2). Es wurde je ein Derivat der 6-Amino-
11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline und ein vollstdndig dehydriertes Derivat fiir
die Strukturoptimierung mittels Anknipfen hydrophiler Seitenketten ausgewahlt. Abbildung
2.37 zeigt die beiden Leitstrukturen 6-Amino-11-(3-chlorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-
c][1,9]phenanthrolin (52) und 6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin (78) und dazugehorige Glso/s0-Werte aus dem NCI-60 screening.
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Cl
A
NN N
NH,
52 78
P16 P8-D
Glsg/e0 = 3,80 uM Glso/60= 0,76 uM

Abb. 2.37: Ausgewdhlte Leitverbindungen zur Strukturoptimierung.

Obwohl die 11-(3-Bromphenyl)verbindung 50 mit 2,69 pM einen noch besseren Glsg/s0-Wert
als das oben dargestellte 11-(3-Chlorphenyl)derivat 52 aufweist, wurde von einer
Weiterentwicklung dieser abgesehen, da Organobrom-Verbindungen nicht nur generell eine
weitestgehend untergeordnete Rolle bei Arzneistoffen spielen, sondern auch toxikologisch
eher als bedenklich, umwelttoxikologisch sogar als kritisch betrachtet werden.®” Fir den als
Indikator verwendeten Triphenylmethanfarbstoff Bromphenolblau werden beispielsweise
potentiell karzinogene und teratogene Eigenschaften, sowie eine hohe Toxizitdt gegenliber
Wasserorganismen beschrieben.’® Die Erklarung und Verwendung des Glso/60-Wertes, sowie
Daten hinsichtlich der Zytotoxizitdt der beschriebenen Verbindungen werden in Kapitel 5
detailliert diskutiert.

2.1.5.1 Synthese von Derivaten mit Dimethylaminoalkylamino-Seiten-
ketten an der 6-Position

Um hydrophile Seitenketten liber die Aminogruppe in 6-Position an das Grundgerist der
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31 zu verkniipfen, war theoretisch eine direkte Alkylierung
der entsprechenden 6-Amino-Derivate denkbar. ZUrR NIEDEN beschrieb allerdings fiir die C-
analoge Substanzklasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine eine sehr schwache nukleophile
Reaktivitdt der semizyklischen Amidin-Struktur.®® In diesem Zusammenhang verliefen
Versuche zur Alkylierung eines 6-Aminobenzo[c]phenanthridins mit 3-(N,N-Dimethylamino)-
propan-1-chlorid unter Zusatz von Natriumiodid im Sinne eines Finkelstein-Austausches in
Aceton erfolglos.
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Dennoch wurde nach Vorschriften von MoHR et al. und GENES et al. in zwei
99,100

Modellexperimenten versucht, die Amidinstruktur direkt zu alkylieren. Dies ist in
Abbildung 2.38 illustriert.
K>CO;
Aceton
N CH, N
| X Z I{I | X Z
+ AN
N_ A _N Cl CHsy l\’ilall-l N__A__N
a
—_—
NH HN _.CH
2 DMF \/\l}l 3
R = 3,4,5-Trimethoxyphenyl- (5%) CH,
78 140

Abb. 2.38: Versuche zur direkten Alkylierung von 78 nach MoHR und GENEs.”***

Die Umsetzung von 78 mit 2-(N,N-Dimethylamino)ethan-1-chlorid und einem Uberschuss
K,CO3 in Aceton lieferte kein Produkt, es konnte ausschlieRlich Edukt isoliert werden. Die
Reaktion mit demselben Halogenalkan und NaH in Anwesenheit von Nal in trockenem DMF
lieR geringe Mengen des gewlinschten Produktes (5%, LC/MS-Analytik) entstehen. Die fur
die Reaktion notwendige Deprotonierung der Amidin-Funktion war durch eine deutliche
Rotfarbung der Losung zu erkennen, das entstandene Amidin-Anion schien allerdings,
erkennbar an der sehr geringen Umsetzung, nicht ausreichend nukleophil zu sein, um
relevante nukleophile Angriffe/Substitutionen durchzufiihren. In diesem Sinne konnten die
von ZUr NIEDEN fiir die 6-Aminobenzo[c]phenanthridine gemachten Beobachtungen beziiglich
der Reaktivitat der semizyklischen Amidin-Funktion auch fur die 6-Aminopyrido(3,4-c][1,9]-
phenanthroline bestitigt werden.” Dieser Synthesewege wurde aufgrund der zu geringen
Umsetzung/Ausbeute nicht weiter verfolgt.

Stattdessen wurde die in Abschnitt 2.1.3 bereits vorgestellte Route zur Desaminierung des
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinkerns gewahlt. Hier wurde die 6-Amino-Form 88 liber die
Lactamstruktur 89 in die reaktive 6-Chlor-Spezies 92 Uberfiuhrt. Die besondere Reaktivitat
dieses Verbindungstyps wurde in Abschnitt 2.1.3.5 diskutiert und erlaubt die einfache
Umsetzung mit  Nukleophilen. Demnach konnten zur Darstellung 6-dimethylamino-
alkylaminosubstituierter Verbindungen auch die korrespondierenden w-Aminoformen der
einzusetzenden Seitenketten im Sinne einer nukleophilen aromatischen Substitution die 6-
Position angreifen.
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ZUR NIEDEN konnte fiir die Substanzklasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine liber diese
Syntheseroute Verbindung 141 darstellen, indem sie das entsprechende 6-Chlorbenzo[c]-
phenanthridin 105 mit Ethylendiamin unter Ruckfluss erhitzte (Abb. 2.39).>

OMe OMe
MeO P | J/NHZ MeO__ 2\|
I = T
e —
| X reflux |/\
1h
% \(N \/YN
Cl HN
" NH,
105 141 (29%)

Abb. 2.39: Darstellung eines Benzo[c]phenanthridins mit 6-Aminoethylamino-Substitution nach ZUr
NIEDEN.”

In Abbildung 2.40 ist der komplette Syntheseweg zur Darstellung von Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinen mit Dimethylaminoalkylamino-Seitenketten an der 6-Position wieder-
gegeben. Der letzte Schritt gelang hierbei durch leichtes Erhitzen des entsprechenden 6-
Chlor-Produkts in dem umzusetzenden Amin glatt und nahezu verlustfrei mit exzellenten
Ausbeuten von 89-93%. Verbindung 143 wurde als Modellsubstanz zuerst synthetisiert, um
die Syntheseroute zu etablieren. Bei diesem Derivat konnte lediglich eine Ausbeute von 41%
verzeichnet werden, was sich aber mit der sehr geringen Menge an eingesetzter 6-
Chlorverbindung (17 mg) erklaren lasst, da Verluste bei der Aufarbeitung von solch geringen
Mengen wesentlich starker ins Gewicht fallen.
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Pd/C
DMPU
—_—
reflux
10 min
36 26 37 88
NaNOz AcOH
H3PO2 | o°C, 1h
H,SO,4
R X

X
reflux N__~ NH

142 92 89

Abb. 2.40: Syntheseroute zur Darstellung 6-dimethylaminoalkylamino-substituierter Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline in Anlehnung an CLEMENT und WEIDE, ZUR NIEDEN und STENZEL.*”***

Die Uber den in Abb. 2.40 beschriebenen Syntheseweg dargestellten Verbindungen zeigt
Abbildung 2.41.

Cl OMe
MeO
X MeO l X
NS N NS N | AN 2N
N A~ N N AN N AN
HN\/\N/CH3 R HN\/\,}]/CH3
|
CHs CHs
143 (41%) | 146 (93%)
R= HN.__~-CHs
. 144 (90%)
CHs
| T 145 (89%)
HN N 0
\/\/ \CH

3

Abb. 2.41: Synthetisierte Derivate mit 6-Dimethylaminoalkylamino-Seitenketten.
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Die erhaltenen freien Basen konnten durch Einleiten von Chlorwasserstoffgas in trockenem
Methylenchlorid als Hydrochloride gefallt werden (Abb. 2.42).

HCI(g)
E—

CH,CI,
5 min

n=223

Abb. 2.42: Ausfillen der Seitenketten-Verbindungen als Hydrochlorid-Salze.

Testdaten aus dem in vitro Zytotoxizitatstest des NCI (NCI-60 screening) fur die in diesem
Abschnitt behandelten Verbindungen sind in Abschnitt 5.2 aufgefiihrt. Experimentell
bestimmte Daten zur Loslichkeit, sowie zur Lipophilie ausgesuchter Verbindungen sind den
Abschnitten 4.12 und 4.21 zu entnehmen.

2.1.5.2 Synthese von Derivaten mit Dimethylaminoalkyloxy-Seitenketten
an der 6-Position

Das Anfligen einer hydrophilen Seitenkette an den Lactamsauerstoff der ausgewahlten
Leitstrukturen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline war nicht nur synthetisch erstrebens-
wert, weil durch die direkte Alkylierung aus der 6-Oxo-Form der in nur befriedigenden
Ausbeuten durchfiihrbare Folgeschritt der Chlorierung der 6-Position (Abschnitt 2.1.3.4) und
anschlieender Umsetzung mit der w-nukleophilen Dimethylaminoalkyl-Seitenkette wegfiel,
sondern auch weil keine Benzo[c]phenanthridin-Verbindungen oder Aza-Analoga in der
Literatur beschrieben, bzw. keine Aussagen (iber mogliche Zytotoxizitditen dieser
Verbindungen vorhanden waren.

Mehrere Reaktionsbedingungen wurden zur Darstellung 6-Dimethylaminoalkyloxy-
substituierter Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline angewandt. Hierbei fiihrten direkte
Alkylierungsmethoden, die den Einsatz starker Basen wie NaH oder K,CO3 nach MoHR und
GENES fur eine nukleophile Substitution eines entsprechenden w-Chloratoms des einge-
setzten Seitenkettenreagenzes erforderten, bei Versuchen der Kopplung an die 11,12-
Dihydro-Leitstruktur 97 zu einem Gemisch aus gewilinschter 11,12-Dihydro-seitenketten-
tragender Verbindung 147 und 11,12-dehydrierter seitenkettentragender Verbindung 148
(Abb. 2.43).%%1%
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CH,

Cl a1 ™~Ncp, Cl Cl
K,COs3

—_—
) ™ ¢
O X X X
+
=N CH, | X 2N | A 2N

X
| [
N A NH C|/\/N‘CH3 N AN N A~ N
NaH
O O _CH O _CH
DMF CHj, CHj,
97 147 148

Abb. 2.43: Einsatz starker Basen bei der Alkylierung der 6-Position nach MOHR und GENES fiihrte zu
unerwiinschter partieller Dehydrierung der 11,12-Position.***®

Da die Dehydrierung der Verbindung 52 (6-Amino-11-(3-chlorphenyl)-11,12-dihydropyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthrolin) sich nachteilig auf die Zytotoxizitdt auswirkte (Abschnitt 5.2) und
man dies auch fir die in diesem Kapitel behandelten Derivate vermuten konnte, wurde nach
einer anderen Vorschrift verfahren.

Eine schonende und fiir beide Leitstrukturen 52 und 78 in guten Ausbeuten anwendbare
Methode der 6-O-Alkylierung war die Reaktion der entsprechenden w-Hydroxy-Analoga der
anzufliigenden Seitenketten mit den 6-Oxo-Verbindungen 89 nach Zusatz von TPP und DIAD
unter den Bedingungen einer Mitsunobu-Reaktion nach KiseLev et al.****%

Bei dieser Reaktion gelang eine gute Umsetzung zu den gewinschten Zielverbindungen
unter Erhalt der beiden gesattigten Kohlenstoffatome in den Positionen 11 und 12 der 11-
chlorphenylsubstituierten 6-Oxo-Form 97 von Leitverbindung 52. Abbildung 2.44 zeigt die
verwendete Syntheseroute und die dargestellten Derivate. Die Ausbeuten dieser Mitsunobu-
Reaktion waren mit 45% bis 89% im befriedigenden bis sehr guten Bereich.
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Synthese 6-Dimethylaminoalkyloxy-substituierter Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

CH, R N
CN N PdiC
o[ RO koBu_ YT Y pwey
Z b pmpu  NaS2N
N H reflux
I't,3h NH2 10 min
36 26 37 88
NaN02 AcOH
H3PO, | o°c, 1h
H,S0,
R
NN N
N._A_ _NH
o)
89

Dargestellte Verbindungen:

Cl
X
I\\ =N
N___A_N
R

R= I

O\/\N,CH3
|

CH,

| CH
o} N
~ N\ \CH3

OMe
MeO
MeO l X
X N
|
N AN
R

(0] _.CH
147 (45%) ~ON
CH,

151 (72%)

| CH

U 152 (55%)

150 (89%
( °) O\/\/N\CH3

Abbildung 2.44: Syntheseroute der Mitsunobu-Reaktion nach KISELEv und in dieser Arbeit erstmalig

dargestellte, iiber den Lactimsauerstoff substituierte Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline.

101
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Verbindung 151 konnte auBler liber die Mitsunobu Reaktion ebenfalls iber die in Abb. 2.43
bereits beschriebenen Varianten mit Natrimhydrid (+ Nal) in DMF nach GENES und mit K,CO3
in Aceton nach MoHR mittels 6-O-Alkylierung dargestellt werden.**%

Ein Vergleich der Methoden und den dazugehdrigen Ausbeuten ist in Tabelle 2.3 abgebildet.

Tabelle 2.3: Verschiedene Methoden zur Darstellung von 151.**°%%° OMe
Vorschrift Reaktionsbedingungen Ausbeute MeO
KISELEV et al., N,N-Dimethylaminoethanol, 72% O
(o)
2011 TPP, DIAD, rt, 3d MeO N
N,N-Dimethylaminoethyl- N _N

GENES et al., amin-1-chloridhydrochlorid 75% |

2011 (1.1 eq), NaH (3 eq.), ° N A~ N

Nal (1.5 eq.), 110°C, 3h
al(1.5eq.) O~y .CH;

MOHR et al., K,CO5 (Uberschuss), Aceton, 519% '}l

2007 Riickfluss, 8 h ? 151 CHj

Analog zu Abschnitt 2.1.5.1 konnten relevante Strukturen in trockenem Dichlormethan
unter HCI-Begasung als Hydrochloride ausgefallt werden.

Eine ausfiihrliche spektroskopische Charakterisierung von 151 ist in Kapitel 3 beschrieben.
Testdaten aus dem in vitro Zytotoxizitatstest des NCI (NCI-60 screening) fiir ausgewahlte, in
diesem Abschnitt behandelte Verbindungen sind in Kapitel 5.2 aufgefiihrt. Ebenso liegen
experimentell bestimmte Daten zur Loslichkeit, sowie zur Lipophilie mehrerer Derivate vor
(Kapitel 4).

Die Verbindung 151 (interner Code: P8-D-60EthNCH32) zeigt herausragende zytotoxische
Eigenschaften, weswegen genauere Untersuchungen hinsichtlich des Wirkmechanismus/ der
Wirkmechanismen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse sind Abschnitt 6 zu entnehmen.

2.1.5.3 Versuche zur N-Alkylierung an Position 5

Neben der Alkylierung eines sich an der 6-Position befindlichen Sauerstoff- oder
Stickstoffatoms war vor allem aus pharmakologischer Sicht eine Alkylierung des Stickstoffs
an der 5-Position von groBem Interesse. Hier zeigen insbesondere aminoalkylierte Lactam-
Strukturen in der aktuellen Literatur potente zytotoxische Eigenschaften, sowie eine

gesteigerte Aktivitat gegenliber der Topoisomerase |,95:88:43,19

Betrachtet man die Alkylierung von Isochinolin-1-on (153), welches bis auf das Stickstoff-
atom in Position 7 des 2,7-Naphtyridin-1-ons die fir die Alkylierung relevante Teilstruktur
der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline enthédlt, flihren unterschiedliche Reaktions-
bedingungen und Reagenzien zu verschiedenen N- bzw. O-alkylierten Produkten.
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Alkylierungen mit starken Basen und die darauffolgenden Reaktionen der Anionen mit

Alkylhalogeniden fithren ausschlieRlich zur N-Alkylierung.'®*™%

Bei der Umsetzung von 153
mit Natriumhydrid und Benzylbromid konnten BERRY et al. ausschlieflich das N-alkylierte
Produkt 154 erhalten (Abb. 2.45). Gleiches galt fur 5-lodisochinolin-1-on 155, welches mit
der ebenfalls starken, aber sterisch gehinderten Base LiIHMDS (Lithium Hexamethyldisilazan)
glatt zu der entsprechenden 2-benzylierten Verbindung 156 reagierte.103 Bei der Umsetzung
von 153 unter den Bedingungen der Mitsunobu Reaktion mit TPP und DEAD konnten FERRER

et al. hingegen aussschlielRlich die Entstehung des O-benzylierten Produktes 157 beobachten

(Abb. 2.45).1%
©/\Br

X NaH X
NH N
DMF
O

o)
153 154 (96%)
|
AN L|HMDS Q
NH TH
o)
155 156 (92%)

153 157 (39%)

Abb 2.45: Reaktionsverhalten von Isochinolin-1-on in Alkylierungsreaktionen.'***%

Die Mitsunobu Reaktion findet in den allermeisten Féllen regioselektiv am Sauerstoff-Atom
statt, da durch die Oxophilie des Triphenylphosphin-Phosphoratoms als Nebenprodukt

Triphenylphosphanoxid entstehen kann.'%

Ein Beispiel fur eine N-Alkylierung Uber die
Mitsunobu Reaktion ist bei der Synthese der potenten Topoisomerase | Gifte, den 7-
Azaindenoisochinolinen, nach KiseLev et al. gegeben.90 Abbildung 2.46 zeigt die Verknlpfung

einer hydrophilen Seitenkette an den entsprechenden Lactam-Stickstoff.
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158 R = H, OCHj,, NO, 159

Abb. 2.46: N-Alkylierung iiber Mitsunobu Reaktion nach KiseLev.”

Die Verknupfung der Seitenkette konnte hier tber das Stickstoffatom realisiert werden, da
neben der Carbonylgruppe in o-Position zum Lactamstickstoff auch die zweite im Molekil
vorhandene Carbonylfunktion Uber die Doppelbindung —I- und —-M-Effekte auf das
Stickstoffatom ausiibt und die Bindung zum NH-aciden Proton lockert (semi-vinyloges Imid).
In der vorliegenden Arbeit gelang eine Verknlpfung von Dimethylaminoalkyl-Seitenketten
an den Stickstoff in 5-Position der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline nicht. Dabei wurden
Methoden der Addition der Anionen der 6-Oxoformen 97 und 98 der Leitverbindungen an
das Halogenalkan N,N-Dimethylaminoethylchlorid mittels Einsatz unterschiedlicher Basen
ausprobiert. Die Ergebnisse und Reaktionsbedingungen sind in Abbildung 2.47 dargestellt. In
diesem Zusammenhang entstand bei der Synthese mit 97, NaH und N,N-Dimethyl-
aminoethylchlorid in DMF nach YoNG-BAik CHO et al. nur das 11,12-oxidierte Edukt 86. Eine
Alkylierung konnte bei diesen niedrigen Temperaturen nicht erreicht werden. Bei der
Umsetzung nach GENES mit NaH, Nal und N,N-Dimethylaminoethylchlorid in DMF fir 3
Stunden bei 110°C war (berraschenderweise eine O-Alkylierung zu beobachten. Es
entstanden das 11,12-Dihydro-Derivat 147 und zu 40% (LC/MS) ebenfalls die 11,12-
dehydrierte Verbindung 148.*>"* Bei den Versuchen, 98 und N,N-Dimethylaminoethylchlorid
nach MoHR et al. mit Kaliumcarbonat in Aceton, sowie mit NaH, Nal in DMF nach GENES et al.,

umzusetzen, entstand aussschlieRlich das O-alkylierte Derivat 151. *%*1%
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Cl
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3h 7
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OMe OMe
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N N - = N N
| |
No_~ NH Aceton N____N
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OMe
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O CI”""CH,
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3h
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|
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Abb. 2.47: Versuche zur N-Alkylierung der 5-Position der 6-Oxo-Derivate 97 und 98 der
Leitstrukturen.
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Die exklusive Alkylierung des Sauerstoffs unter diesen Bedingungen verlief entgegen den
Erwartungen und Beobachtungen aus der Literatur und nicht analog der Reaktionen von
Isochinolin-1-on. Die Ursache hierflr ist unklar, eine zu starke sterische Hinderung/-
Abschirmung des Stickstoff-Atoms ist unwahrscheinlich. GENEs gelang in diesem Kontext die
Verknliipfung von verschiedenen Seitenketten an die 5-Position mehrerer Benzo[c]-
phenanthrolin-6-one mit NaH und Nal in DMF.*

Anzunehmen ist, dass durch die zusatzlichen Stickstoffatome an den Positionen 3 und 8 und
moglicherweise das Vorhandensein des Substituenten in 11-Position die Elektronendichte
des Ringgerists soweit beeinflusst wird, dass das Sauerstoffatom fiir nukleophile Angriffe
deutlich bevorzugt wird. Die definitiven Griinde flr diesen Sachverhalt bleiben jedoch
unklar. Weiterhin wurden Reaktionen von 98 mit N,N-Dimethylaminoethylchlorid unter
Verwendung der sterisch stark abgeschirmten Basen Casiumcarbonat unter den
Reaktionsbedingungen von MoHR oder NaHMDS in THF nach BERRY durchgefihrt, bei denen
ausschlieBlich das Edukt 98 isoliert werden konnte (Abb. 2.48). Bei diesen Versuchen trat
keine Rotfarbung der Losungen nach Zugabe der Basen ein, was daflir sprach, dass die
notwendige Deprotonierung der Lactam-Struktur nicht erfolgt war.

OMe OMe
MeO CHs
‘ c™~>Ne,
MeO O N Cs,CO5
N N 4
NI _ NH Aceton
3h
o) reflux
98 158
OMe
MeO CHy
O a1 ™~>Ncn,
MeO O A NaHMDS
A N =
I
N. _J_ _NH THF
5d
@) rt
98 158

Abb. 2.48: Versuche der Ns-Alkylierung mit sterisch stark gehinderten Basen.
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Mitsunobu-Reaktionen mit den 6-Oxo-Derivaten 97 und 98 der Leitverbindungen fiihrten
wie erwartet exklusiv zu den O-alkylierten Verbindungen 147 und 151 wie unter 2.1.5.2
beschrieben.™

Der Nachweis der Substitution Uber das Sauerstoff-Atom in 6-Position geschah NMR-
spektroskopisch und ist in Kapitel 3 beispielhaft fiir Verbindung 151 (P8-D-60EthNCH32)
erlautert.

Da die 6-O-alkylierten Verbindungen, vor allem die Substanz 151 (P8-D-60EthNCH32), im
NCI-60 screening sehr gute Ergebnisse hinsichtlich einer in vitro-Zytotoxizitat (Abschnitt 5.2),
sowie vorteilhafte physikochemische Eigenschaften (Kapitel 4) zeigten, wurde von weiteren
Versuchen der Alkylierung des Stickstoffatoms in 5-Position abgesehen.

2.2 Synthetische Arbeiten zur Substanzklasse der 11H-
Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole

Abschnitt 2.1 zeigt die erfolgreiche Darstellung einer Vielzahl unterschiedlich 6- und/oder
11-substituierter Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline. Diese vielversprechende Substanzklasse
ist flir mehrere Derivate sowohl in ihren zytotoxischen Eigenschaften (Kapitel 5.3) als auch in
relevanten physikochemischen Aspekten wie der Loslichkeit in wassrigen Medien, sowie der
Lipophilie (Kapitel 4) den C-analogen 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen 27 (iberlegen. Setzt
man das Konzept des heterozyklischen Grundkorpers als Trager positiver Wirkstoffeigen-
schaften weiter um, so ergeben sich viele Moglichkeiten, durch den Einsatz verschiedener
heterozyklischer o-Methylnitrile zu einer Reihe an unterschiedlichen, potentiell aussichts-
reichen Heterozyklen zu gelangen. In der Arbeit von STENzZEL war bereits der Austausch des zu
dem fiir die unter Abschnitt 2.1 beschriebene Verbindungsklasse 37 benoétigten
Ausgangsnitrils 36 gegen das isomere Pyridinderivat 38 (3-Methylpyridin-2-carbonitril)
beschrieben.®® Hier zeigten erste Syntheseversuche ein komplexeres Reaktionsverhalten
(Abb. 2.49).

N=
CH
o | \ 3+ R\(O KO'Bu \_/
N CN H  DMPU
R
38 26 39 40

Abb. 2.49: Einsatz von 3-Methylpyridin-2-carbonitril fiihrt zu zwei neuen Substanzklassen.
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Neben dem nach dem bekannten Schema von CLEMENT und WEIDE gebildeten 6-Amino-11,12-
dihydropyrido[2,3-c][1,10]phenanthrolin 39 entstand (iberraschenderweise die neuartige
Struktur eines 5-6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazols 40, das unter geeigneten
Bedingungen als Hauptprodukt isoliert werden konnte.*”*!

Die Weiterentwicklung dieser beiden Substanzklassen war ein weiteres Teilziel dieser Arbeit.
Die folgenden Kapitel befassen sich mit der Verbindungsklasse der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole 33, die Verbindungsklasse der Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 32 wird unter

Abschnitt 2.3 diskutiert.

2.2.1 Synthese 6-substituierter 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole

Analog zu den unter Abschnitt 2.1 beschriebenen Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen war es
zunachst das Ziel, durch Variation der Aldehydkomponente in der klassischen Syntheseroute
nach CLEMENT und WEIDE eine angemessene Anzahl 6-substituierter 5,6-Dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 darzustellen, um Aussagen Uber einerseits die
Anwendbarkeit der Syntheseroute auf diese Substanzklasse und andererseits Uber ein
mogliches zytotoxisches Potential fir verschiedene 6-substituierte Derivate und damit fir
die Substanzklasse im Allgemeinen zu treffen. Erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollten
abgeleitet werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten in Bachelorarbeiten und weiterfiihrenden
Praktika von LANGLE und STEINHAUER neun Verbindungen der 5,6-Dihydro-11H-pyrido|3,2-i]-1-
azacarbazole 40 mit unterschiedlichen Resten in 6-Position erstmalig synthetisiert

108,109 Hiarpbei gelang es, durch eine Variation der Reaktionsbedingungen auf eine

werden.
Stunde bei 0°C, gefolgt von einer weiteren Stunde bei 8°C, die Reinheit der Rohprodukte
deutlich zu erhéhen und die Bildung des nebenbei ebenfalls entstehenden, je nach
eingesetzter Aldehydkomponente variierenden 6-Amino-11,12-dihydropyrido[2,3-c][1,10]-

° Ebenso gelang eine vollstindige Aufreinigung der

phenanthrolins 39 zuriickzudringen.™
Rohprodukte durch die Etablierung einer Aufreinigungsmethode per Flashchromatographie
an Kieselgel mit dem FlieBmittel Ethylacetat. Abbildung 2.50 zeigt die Gber die Variation der
Aldehydkomponente erstmalig synthetisierten 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarba-

zole 40, sowie die korrespondierenden Ausbeuten.
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KO'Bu NN=
N R__o  bwprU N N/
2 | P + \( —>° \
NZ > CN H 1.0°C, 1h Y4
2.8°C, 1h o
38 26 40

Methoxyphenyl-Substituenten (R =):
OMe OMe MeO OMe
@\ MeO\CC')Me MeO\CQOMe \(;(
OMe
159 (13%) 160 (20%) 161 (41%) 162 (23%)
Halogenphenyl-Substituenten (R =):

163 (11%) 164 (25%) 165 (21%)

Cl

Andere Substituenten (R =):
Y @)
=
166 (16%) 167 (18%)

Abb. 2.50: Im Rahmen dieser Arbeit erstmals synthetisierte 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole.'***”
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Als Ursache fiir die geringen Ausbeuten, die teilweise unter 20% liegen, ist vor allem die
niedrige Temperatur zu nennen. Dies wurde aber in Kauf genommen, da dadurch ein
vergleichsweise hoher Reinheitsgrad der gewinschten Azacarbazol-Derivate 40 erzielt
werden kann.

Uberraschend ist, dass selbst bei Temperaturen um 0°C der Angriff der Enamin-Struktur 168,
dargestellt in Abb. 2.51, am Ringgerist unter Austritt von Cyanid gelingt.

H N=
- KCN N= \_/
0°C \_/
R
168 40

Abb. 2.51: Die 2-Cyanopyridinstruktur wird selbst bei 0°C nukleophil angegriffen.

Kirzlich machten AL-Azmi et al. bei der Umsetzung von verschiedenartig substituierten 6-
Cyanopurinen mit einem Uberschuss an Dimethylamin &hnliche Beobachtungen. Durch
einen endozyklischen Stickstoff in Nachbarschaft zur Cyanogruppe erfolgte auch hier der
Angriff des Amins direkt am Ringkohlenstoffatom unter Austritt von Cyanid.**°

Auch die von STENZEL zuvor bereits beschriebenen Verbindungen, die einen 4-Methoxy-
phenyl- 169 (21%), sowie einen 3,4,5-Trimethoxyphenylrest 170 (41%) in 6-Position tragen,
konnten erfolgreich nachsynthetisiert und flashchromatographisch aufgereinigt werden und

standen somit fiir in vitro-Zytotoxizititstests am NCI zur Verfiigung.®

Bei mehreren eingesetzten Aldehydkomponenten war eine Synthese, bzw. die Isolierung der
resultierenden Produkte nicht moglich, die entsprechenden Derivate sind in Abbildung 2.52
abgebildet.



72| Synthetischer Teil

KO'Bu H  N=
~-“ g o DMPU N N/
2 | + —#—= {
N” >CN H 1.0°C,1h /
8 26 2.8°C. 1 h d 20
R:
OMe OMe
/©10Me HO\©10H HO\@\ N
MeO MeO
171 172 173 174
OMe NO,
AcO
‘ HaC o~
175 176 177 178

Abb. 2.52: Nicht isolierbare 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole.

Verbindung 171 zeigte eine sehr begrenzte Loslichkeit in gangigen organischen
Losungsmitteln, so dass eine sdaulenchromatographische Aufreinigung dieses Stoffs nicht
gelang. Bei den Derivaten 172 - 174 konnte nach der Hydrolyse keine Niederschlagsbildung
beobachtet werden, ebenso wenig nach Destillation des DMPU. Hierbei wird angenommen,
dass die Hydroxylgruppen unter den stark basischen Bedingungen der Synthese deprotoniert
wurden und somit eine Isolation aus der wassrigen Phase erheblich erschwert wurde. In
Analogie hierzu ist bei den Produkt 175 héchstwahrscheinlich eine basische Esterhydrolyse
eingetreten und die resultierende 4-Hydroxy-3-methoxyphenyl-Verbindung gleichauf
schwierig isolierbar wie die Hydroxyphenyl-Derivate. In Abschnitt 2.1.1 wurde bereits Gber
eine  Wechselwirkung zwischen den entsprechenden Nitrobenzaldehyden und der Base
Kalium-tert.-butanolat berichtet, die auch den Versuch, 3-Nitrobenzaldehyd mit
Nitrilkomponente 38 umzusetzen, fehlschlagen lieB. Bei Verbindungen 177 und 178
scheiterte ebenfalls die Isolation der Feststoffe.

Die schlechten Isolationsmoglichkeiten der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40
beruhen vor allem auf ihrer besonders guten Loslichkeit in DMPU. Aus diesem Grund wurde
nach der Hydrolyse in vielen Fallen kein Niederschlag erhalten, die Destillation des DMPU
kam aufgrund einer Zersetzung der Produkte bei derartig hohen Temperaturen (247°C,

GesTis-Stoffdatenbank)** ebenfalls nicht in Frage.
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2.2.2 Dehydrierung zu 6-substituierten 11H-Pyrido[3,2-i]-1-aza-
carbazolen

Der Zugang zu den vollstandig aromatischen 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolen 179 aus den
entsprechenden 5,6-Dihydro-Vorstufen 40 war erstrebenswert, vor allem, weil der Erhalt
eines vollstandig planaren Ringsystems zu einer verbesserte Zytotoxizitdt gegeniiber den
korrespondierenden 5,6-Dihydro-Verbindungen, z.B. durch eine bessere Befahigung der
Interkalation des oxidierten Derivats in die DNA, bzw. DNA im Komplex mit verschiedenen
Enzymen (z.B. Topoisomerasen) fihren sollte. Weitere Aspekte der Bevorzugung der
vollaromatischen Verbindungen gegeniiber den entsprechenden Dihydro-Analoga sind
bereits in Abschnitt 2.1.2 beschrieben.

Es wurden mehrere Methoden angewandt, um eine Dehydrierung der 5,6-Position zu
erreichen. Auch bei den in diesem Abschnitt behandelten 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazolen 40 musste die Umsetzung vollstandig geschehen, da eine anschlieBende
Trennung von 5,6-Dihydro-Form und vollstandig oxidierter Verbindung aufgrund zu geringer
R+-Wert Unterschiede nicht moglich war.

Die unter Kapitel 2.1.2 beschriebene Methode des Erhitzens mit Palladium auf Aktivkohle in
DMPU im Ruckfluss (Variante a) konnte nur sehr bedingt auf die im vorliegenden Abschnitt
behandelten Azacarbazolderivate 40 Ubertragen werden. Es konnte zwar diinnschicht-
chromatographisch eine sogar teilweise vollstandige Oxidation fiir einige Verbindungen
festgestellt werden, allerdings ergaben sich erhebliche Probleme bei der Isolation der Stoffe.
Nach der Hydrolyse konnte jeweils kein Feststoff isoliert werden und die Destillation des
DMPUs (Siedepunkt 247°C, GesTIs-Stoffdatenbank)™! fiihrte zu einer merklichen Zersetzung
des Derivates und der Entstehung von Nebenprodukten, die mit Gblichen Methoden der
Trennung und Aufreinigung nicht zu separieren waren. Dennoch konnte fiir einige
Verbindungen eine Isolierung und teilweise Aufreinigung durch Einleiten von
Chlorwasserstoffgas in eine Losung des entsprechenden Produkts in Dichlormethan und der
damit erzielten Ausfallung als Hydrochloride realisiert werden. Ebenso gelang entgegen-
gesetzt den Beobachtungen zur Dehydrierung der 6-Aminol,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline 37 fiir mehrere andere Derivate die Dehydrierung der 5,6-Position mit DDQ

198 Auch hier wurden die

in Dichlormethan fir sechs Stunden im Rickfluss (Variante b).
Verbindungen im Anschluss aus Dichlormethan mit gasférmiger Salzsdure als Hydrochloride
ausgefallt. In Abbildung 2.53 sind die Uber die beiden beschriebenen Methoden

synthetisierten vollstandig aromatischen 11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole abgebildet.
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Variante a:
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Abb. 2.53: Erfolgreich dargestellte 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole.

Arbeiten zur Dehydrierung der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 wurden von
LANGLE im Zuge einer Bachelor-Arbeit und weiterfliihrender Praktika, die im Rahmen dieser
Dissertation bearbeitet wurden, durchgef[]hrt.108

Fiir Verbindungen 182 und 183 liegen Daten zur Zytotoxizitdt im NCI-60 screening vor. Diese
sind in Abschnitt 5.3 dargelegt.

2.2.3 Synthese von 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11-methyl-5,6-
dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol

Um die Funktionalisierungsfahigkeit und das Reaktionsverhalten des Indolstickstoffs der 7-
Azaindol-Teilstruktur der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 zu Uberprifen,
sollte exemplarisch Verbindung 160 methyliert werden. Zugleich sollte damit ein weiteres
Indiz dafiir gefunden werden, dass die Verbindungen 40 als dimere Strukturen vorliegen und
durch intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen die Loslichkeit dieser Strukturen
deshalb besonders in wassrigen Medien, aber auch in gangigen organischen Losungsmitteln
sehr schlecht ist. Diese Eigenschaften werden in Abschnitt 4.1.3 diskutiert.



Synthetischer Teil |75

Die Auswahl von Verbindung 160 fiir die Methylierung geschah aufgrund der Tatsache, dass
zu dem Zeitpunkt dieses Derivat die besten Ergebnisse im NCI-60 screening (Glsoeo = 1.12
uM) fir diese Substanzklasse zeigte. Durch die Methylierung durften die
Wasserstoffbricken-Donor-Eigenschaften des Stoffes 160 nivelliert werden, was die
Loslichkeit dieser Verbindung erhéhen sollte. Abbildung 2.54 zeigt die moglichen Dimere, die
fiir die schlechte Loslichkeit der Azacarbazol-Derivate 40 verantwortlich sein kdnnten.

\
; H
H /
e
N— \\/
\_/

Abb. 2.54: Die Methylierung des Indolstickstoffs diirfte die Ausbildung intermolekularer
Wasserstoffbriickenbindungen verhindern.

Es wurde eine Methode nach SALAMATINA et al. gewadhlt, die analog zu den dort
beschriebenen Phenanthro[9,10-d]imidazolen auf Verbindung 160 lbertragen wurde.'*? Das
in der Vorschrift verwendete Solvens DMSO musste aufgrund schlechter Losungs-
eigenschaften von 160 in diesem Losungsmittel gegen DMPU ausgetauscht werden, eine
Verlangerung der Reaktionszeit von 2 auf 3 Stunden war ebenfalls notwendig. Die
Umsetzungen wurden hierbei diinnschichtchromatographisch tberprift. Abbildung 2.55
zeigt die Synthese von 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11-methyl-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazol (184).
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Abb. 2.55: Methylierung von 160 nach SALAMANTINA.*

Analog zu den 5,6-Dihydro-11H-pyrido([3,2-i]-1-azacarbazolen 40 konnte eine Aufreinigung
mittels Flashchromatographie an Kieselgel (FlieBmittel: Ethylacetat) erfolgen und das
Produkt in einer guten Ausbeute von 64% erhalten werden. Die Gesamtausbeute liegt bei
13%. Losungseigenschaften von 184 sind in Abschnitt 4.1.3 aufgefiihrt.

In dieser Reaktion konnte die Nukleophilie des 7-Azaindol-Stickstoffatoms bestatigt werden.
Weiterfihrende Arbeiten beschéaftigten sich bereits erfolgreich mit einer Vielzahl an
Funktionalisierungen und Derivatisierungen der 11-Position, vor allem mit hydrophilen

Seitenketten, sowie l6slichkeitsverbessernden Zuckermolekiilen. ¥4

2.2.4 Synthese des neuen unsubstituierten Heterozyklensystems
11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol

Im Zuge der Darstellung eines neuen Heterozyklensystems sollte im Rahmen dieser Arbeit
das 6-unsubstituierte und vollstandig aromatische Molekil 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol
(33) synthetisiert werden. Dieser 1,10,11-Triazazyklus war bisweilen literaturunbekannt,
einige Forschungsgruppen konnten strukturverwandte, entsprechend hetero- oder
carbozyklisch a- oder i-anellierte Carbazol-Verbindungen herstellen. Diese, sowie die
Zielstruktur 33, sind in Abbildung 2.56 aufgefiihrt.}*>*/
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H =
N N 33 = 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol
N= N\ / 185 = 11H-Benzo[i]-1-azacarbazol
\ Y 186 = 11H-Pyrimido[4,5-a]carbazol
187 =X =N, Y = CH: 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol
33 188 = X =CH, Y = N: 11H-Pyrido[3,2-a]carbazol
“ “ NN “ Xﬁ
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Abb. 2.56: Zielstruktur 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (33) (oben), sowie literaturbekannte,
strukturverwandte annelierte Carbazole oder Azacarbazole (unten).

Um zu 33 zu gelangen, war theoretisch eine zweistufige Synthese Uber 5,6-Dihydro-11H-
Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (189), resultierend aus dem Einsatz von Formaldehyd in der
klassischen basischen Kondensationsreaktion mit der Nitrilkomponente 38 und nach-

folgender Oxidation zur vollstandig aromatischen Zielverbindung 33 nach CLEMENT und WEIDE,
respektive STENZEL denkbar (Abb. 2.57).47%!

H N=
~- 4 o koBu N N/
2 | P + —_— \
N~ “CN H DMPU Y s
6
38 26 189
Oxidation
H N=
N
N— \ /
\ i
6
33

Abb. 2.57: Angedachte Syntheseroute zur Darstellung des 6-unsubstituierten 11H-Pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazols 33.*”%
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Allerdings konnte analog der Vorschrift von Kock fiir die Synthese von 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridin bei dem Einsatz von Paraformaldehyd im ersten
Syntheseschritt oberhalb einer Reaktionstemperatur von 40°C nur eine Mischung des
gewlinschten Zwischenproduktes 189 und dem ebenfalls entstehenden 6-Amino-11,12-
dihydropyrido[2,3-c][1,10]phenanthrolin 190 ausgemacht werden (Abb. 2.58).51’109 Bei
Temperaturen unterhalb von 40°C konnte kein Produkt isoliert werden. Weder
Umbkristallisationsversuche in gangigen Losungsmitteln, noch Versuche zur sdulenchromato-
graphischen Trennung an Kieselgel (FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether, verschiedene
Verhiéltnisse) konnten zur Isolation des bei dieser Reaktion nicht als Hauptprodukt
entstehenden Zwischenproduktes 189 fiihren. Auch Ansdtze, bei denen die Depoly-
merisation von Paraformaldehyd und das Einleiten von gasférmigem Formaldehyd im
Stickstoffstrom untersucht wurde, fiihrten nicht zur gewiinschten Ringschlussreaktion und

Isolierung des Zwischenproduktes 189.'%

CH KO'Bu : N=
7% H_O DMPU N= N/
IR
N” CN H 3-4n / s
40-60°C 6
38 26 189
+

190

Abb. 2.58: Nicht trennbares Produktgemisch beim Einsatz von Paraformaldehyd.’®

Von einem nachfolgenden Versuch der Oxidation zum Erhalt von 33 wurde somit abgesehen.
Stattdessen wurde nach einer bereits durch STENZEL fiir ein polymethoxysubstituiertes 6-
Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin  erfolgreich angewandten Methode zur
Abspaltung eines elektronenreichen 11-Restes (analog dem 6-Rest der vorliegenden
Azacarbazolklasse 40) unter Ausbildung einer Doppelbindung in Anlehnung an Li et al.
118,61 Abbildung 2.59 zeigt den durch LI beschriebenen Mechanismus, bei dem
eine Abspaltung eines Phenylrests an der 11-Position von 6-Amino-2,8-difluor-11-phenyl-

verfahren.

11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin (191) mit Hilfe von Trifluormethansulfonsaure gelang.
Dabei kommt es zu einer katalytischen Protonierung des Phenylrestes und nachfolgender



Synthetischer Teil |79

Spaltung der o-Bindung zwischen der 11- und 1‘-Position und Eliminierung von Benzen unter
Ausbildung einer Doppelbindung in 11,12-Position.'®

AN 7Ny H
« | 12 . L@ | HH -
/\11 CF280,M N ac
N — N
+
/l\/ N CHCly /|\/ N
F Y F Y H
NH, NH;
191 192 x 3 CF,SO04
- CeHs
- 3 CF3SO3H
12

T
F O N

NH,

193

Abb. 2.59: Eliminierung des 11-Substituenten nach Li et al.**®

In Anlehnung an STenzeL wurde flr die Eliminierungsreaktion Derivat 170 gewahlt, das einen
3,4,5-Trimethoxyphenylrest tragt.®!

Abbildung 2.60 zeigt die angewandte Syntheseroute =zur Darstellung des neuen
heterozyklischen Grundkorpers 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol 33. Zur Erhohung der
Ausbeute wurde die Reaktionsdauer von 48 auf 72 Stunden erh6ht, des Weiteren war eine
anschlielfende Neutralisierung mit Natronlauge nach der Hydrolyse notwendig, um das
Rohprodukt ausfallen zu kénnen.

Die Umsetzung von 170 zu 33 gelang zu 90%, eine Abtrennung des Eduktes und Aufreinigung
gelang mittels Flashchromatographie an Kieselgel (FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether
(50%)).)° Die Ausbeute der Eliminierung liegt mit 53% im befriedigenden Bereich, die
Gesamtausbeute liegt bei 22% der Theorie.
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CH, KO'Bu N==
A R.__O DMPU J
2 | + —
N CN H 1.0°C, 1
2.8°C, 1 6 °
R = 3,4,5-Trimethoxyphenyl-
MeO OMe
38 194 170 (41%) 33 (53%)

Abb 2.60: Route zur Darstellung des neuen Heterozyklus 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol 33."

Das neue, zuvor in der Literatur nicht beschriebene anellierte Carbazol-System 11H-Pyrido-
[3,2-i]-1-azacarbazol 33 konnte somit in einer einfachen und reproduzierbaren zweistufigen
Prozedur bestehend aus der modifizierten Eintopf-Reaktion nach CLemeNT und WEIDE und
darauffolgender Eliminierung des 6-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-Restes in einer Gesamt-
ausbeute von 22% synthetisiert werden.*’*!8

Die Synthese von 33 war Thema der Bachelor-Arbeit von STEINHAUER, die im Rahmen der

vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde.'*®

2.3 Synthetische Arbeiten zur Substanzklasse der Pyrido-
[2,3-c][1,10]phenanthroline

Die Verbindungen der 11,12-Dihydropyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 39 entstehen bei der
Umsetzung von Nitrilkomponente 38 und einer Aldehydkomponente nach der klassischen
Syntheseroute von CLEMENT und WEIDE mit Hilfe von Kalium-tert-butanolat in DMPU neben
den 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolen 40, was in Abbildung 2.49 in Abschnitt
2.2 llustriert ist. Eine Isolierung und Aufreinigung dieser Verbindungsklasse mit

19 Hierfir war eine auRerordentlich

konventionellen Methoden schlug allerdings fehl.
schlechte Loslichkeit der Verbindungen sowohl in gangigen organischen Losungsmitteln wie
auch im wassrigen Medium verantwortlich.

Dabei konnten Verbindungen 39 neben der Azacarbazolklasse 40 je nach eingesetzter
Aldehydkomponente zumeist nur als Nebenprodukte erhalten werden, die Temperatur

108199 pie minimale

schien hier oberhalb von 40°C keinen groReren Einfluss zu haben.
Loslichkeit und nahezu vollstandige Immobilitdit der Substanzklasse in organischen
FlieBmittelgemischen kann analog der Azacarbazole 40, bei denen wiederum letztendlich
eine sdulenchromatographische Aufreinigung gelang, auf die Ausbildung dimerer Strukturen

von den Molekiilen 39 untereinander zurickgefiihrt werden (Abb. 2.61).
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Abb. 2.61: Ausbildung von Dimeren bei den 11,12-Dihydropyrido[2,3-c][1,10]phenanthrolinen 39.

Demnach kénnten sogar vier Wasserstoffbrickenbindungen zwischen zwei Molekilen dieser
Substanzklasse ausgebildet werden, was die extrem schlechte Loslichkeit erklaren konnte.

Stoffe mit derart schlechten Losungseigenschaften sind in Hinblick auf eine Weiter-
entwicklung als potentielle Arzneistoffe bereits in der praklinischen Entwicklung, z.B. durch
Prazipitation der Verbindungen in in vitro Testsystemen derart benachteiligt, dass eine
Weiterentwicklung bis hin zu klinischen Studien undenkbar ist. Das allgemein anerkannte
BCS (Biopharmaceutical Classification System) zur Einteilung von Arzneistoffen hinsichtlich
ihrer Resorption in den menschlichen Organismus spricht zum Beispiel Verbindungen mit
besonders schlechter Loslichkeit ein schlechtes Resorptionsvermdgen und somit auch eine
niedrige Bioverfugbarkeit zu.*® Da umso gréRere wirtschaftliche Risiken entstehen, je spater
ein Arzneistoffkandidat in seiner Entwicklung gestoppt werden muss, wird unter anderem
der Loslichkeit als kritischem physikochemischen Parameter bereits sehr friih Aufmerk-

120

samkeit geschenkt.” Es wurde daher von einer Weiterentwicklung der Klasse der Pyrido-

[2,3-c][1,10]phenanthroline abgesehen.
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2.4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnten zusatzlich zu den vier bereits in vorherigen Arbeiten
beschriebenen Verbindungen durch Variation der Aldehydkomponente in der beschriebenen
Eintopf-Synthese 18 neue 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 43 - 60
synthetisiert werden. Der Prozess ist somit auch in breitem MaRe auf die Darstellung dieser
Aza-Analoga der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine anwendbar.

Versuche zur Gewinnung der Verbindungen 63 - 67 lber diese Synthesemethode verliefen
erfolglos, ebenso wie der direkte Einsatz von 3-Ethoxy-4-hydroxybenzaldehyd und 4-
Hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd, um die entsprechend 11-(hydroxyphenyl)-substitu-
ierten Heterozyklen 61 und 62 zu erhalten. In einer zweistufigen Reaktion Uber das 3-
Methoxyphenylderivat 43 und anschlieBender Demethylierung konnte die 11-(3-Hydroxy-
phenyl)-Verbindung 70 erhalten werden.

Um zu den vollstandig aromatischen Heterozyklen dieser Substanzklasse zu gelangen, wurde
eine Oxidationsprozedur im Sinne einer metallkatalysierten Dehydrierung bei hohen
Temperaturen entwickelt, die in kurzen Reaktionszeiten und guten Ausbeuten die sechs
dehydrierten Verbindungen 75 - 80 lieferte. Unter den Bedingungen dieser Methode kam es
fir 11-halogenphenyltragende Verbindungen zu einer Abspaltung des entsprechenden
Halogenatoms. Die 3-Bromphenyl- und die 3-Chlorphenyl-Verbindungen konnten in diesem
Zusammenhang mit Hilfe einer weiteren entwickelten Methode (iber eine Eliminierungs-
reaktion mit starker Base in 11,12-Position zu den Pyridophenanthrolinen 83 und 84
dehydriert werden.

Eine vierstufige Strategie zur Desaminierung der 6-Position fihrte (ber die 6-Oxo-
Verbindungen, von denen die sechs Molekiile 93 - 98 dargestellt wurden, zu entsprechenden
6-Chlor-Derivaten (106 - 109), nachdem eine Uberfiihrung in die korrespondierenden 6-
Thiono-Analoga 90 erfolglos blieb. Die 6-Chlor-Verbindungen dienten wiederum als Edukte
fur die Hydrierung und Abspaltung des Chlor-Atoms zur Synthese der 6-unsubstituierten
Systeme 110 - 112.

Durch einen letzten Oxidationsschritt fir 111 konnte zudem in insgesamt vier Schritten
ausgehend von 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (122) das géanzlich
unsubstituierte Heterozyklenskelett Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31) erstmalig darge-
stellt werden.

Die Anndherung an natlrliche Benzo[c]phenanthridine im Sinne von Methoxygruppen im
tetrazyklischen Grundgerist der Substanzklasse gelang in dieser Arbeit nicht. Weder bei
Versuchen zur Darstellung 2,4,7,9-tetramethoxy- (131), noch 4,7-dimethoxysubstituierter
Verbindungen 137 konnten die gewilinschten Produkte isoliert werden.

Zur Verbesserung der Zytotoxizitat, sowie zur Erhdhung der Loslichkeit wurden erfolgreich
verschiedene Dimethylaminoalkyl-Reste an die 6-Position vielversprechender Leitstrukturen
angeknupft.

Hierbei gelang ausgehend von der 6-Amino-11,12-dihydroform 37 in vier Stufen (finf, falls
eine Oxidation erforderlich war) die Synthese von vier unterschiedlich substituierten
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6-Dimethylaminoalkylamino-Verbindungen 143 - 146 (ber nukleophile aromatische
Substitution aus der 6-Chlor-Form 92. Auch die Darstellung von vier unterschiedlichen 6-
Dimethylaminoalkyloxy-Derivaten 147, 150, 151 und 152 war Uber Alkylierungsreaktionen
aus der 6-Oxo-Form in drei Syntheseschritten (vier im Falle einer Oxidation) moglich.
Versuche zur Alkylierung der 5-Position aus entsprechenden 6-Oxo-Formen 89 hingegen
scheiterten auch beim Einsatz mehrerer Synthesevarianten, bei denen statt einer 5-N-
Alkylierung stattdessen zumeist eine 6-O-Alkylierung erfolgte.

Analog zu den 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37 konnte
gleichermallen auch fir die Substanzklasse der 5,6-Dihydro-11H-pyrido-[3,2-i]-1-aza-
carbazole 40 durch Variation der Aldehydkomponente nach Anpassung der
Reaktionsbedingungen und Etablierung einer Aufreinigungsmethode eine Substanzbibliothek
von neun erstmalig synthetisierten Verbindungen dieses Verbindungstyps bereitgestellt
werden (159 — 167).

Der Einsatz mehrerer Aldehyde, vor allem Hydroxybenzaldehyde, filihrte zu keinen
isolierbaren Produkten, weil sich die Separierung von Derivaten dieser Azacarbazolklasse 40
aus dem Lésungsmittel DMPU als zu kompliziert erwies.

Mit Hilfe zweier Methoden konnten vier Verbindungen (180 - 183) in 5,6-Position dehydriert
und unter anderem Uber eine Fallung als Hydrochlorid-Salze nahezu vollstandig aufgereinigt
werden.

Desweiteren konnte beispielhaft durch die Synthese von 184 im Sinne einer Methylierung
des 11H-Indolstickstoff-Atoms der 7-Azaindol-Teilstruktur dieser Verbindung eine gute
Reaktionsfahigkeit und Moglichkeit der vielfachen Funktionalisierung dieser Position der
Azacarbazolklasse 40 ausgemacht werden, was in weiterfihrenden Arbeiten bereits
ausgenutzt wurde. Zudem fiihrte die Methylierung der 11-Position zu einer deutlichen
Verbesserung der Lo6slichkeit von 184, wahrscheinlich durch Verhinderung einer
Dimerisierung durch Wasserstoffbrickenbindungen zwischen zwei Azacarbazol-Molekilen
(Abb. 2.54).

Uber die Abspaltung eines elektronenreichen 6-Restes von 170 (iber eine
Eliminierungsreaktion im stark sauren Medium konnte auRBerdem der zuvor literatur-
unbekannte, ganzlich unsubstituierte 1,10,11-Triaza-Heterozyklus 11H-Pyrido[3,2-i]-1-aza-
carbazol 33 erhalten werden.

Die durch den Einsatz der Nitrilkomponente 38 neben den beschriebenen Azacarbazol-
Derivaten 40 ebenfalls entstehende Substanzklasse der 11,12-Dihydropyrido[2,3-c][1,10]-
phenanthroline 39 konnte durch ihre auBerordentlich schlechten Losungseigenschaften auch
in organischen Lésungsmitteln nicht zugdnglich gemacht werden. Auch hier wurde die
Ausbildung von Dimeren in Betracht gezogen. Letztendlich wurde von einer Weiter-
verfolgung der Substanzklasse aufgrund dieses extremen Nachteils im physikochemischen
Profil dieses Verbindungstyps 39 abgesehen.
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2.5 Ausblick

Die Synthese der 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 92 gelang in dieser Arbeit mit der
klassischen Methode mit Phosphoroxychlorid unter Rickfluss nur in Ausbeuten um 40%.
Gerade in Hinblick auf die gute Funktionalisierbarkeit und damit Bedeutung dieser
Zwischenstufe sollten Methoden der Ausbeuteverbesserung in Betracht gezogen werden.
Ungefahr doppelt so hohe Ausbeuten resultierten bereits in der Verwendung der Variante b
in der Mikrowelle (Abschnitt 2.1.3.4). Der Gebrauch saure- und hitzeresistenter Glasgerate
und Verschlussmaterialien diirfte die Anwendung dieser Mikrowellenmethode erneut
ermoglichen. Eine Alternative kdnnte auch der Einsatz von Dichlorphenylphosphinoxid 195
als Ersatz fir Phosphoroxychlorid sein (Abb. 2.62).

Die Verwendung dieses Reagenzes ermoglicht aufgrund des

|O| lipophilen Phenylrestes eine bessere Loslichkeit der umzusetzenden

F,)\C| 6-Oxo-Verbindungen 89, so dass auf den Einsatz konzentrierter

Cl Salzsdure zur Losung von 89 verzichtet werden konnte. Die
195

Reaktion koénnte zudem bei wesentlich hoheren Temperaturen
Abb. 2.62: Struktur von ablaufen, da das Dichlorphenylphosphinoxid mit 258°C einen

Dichlorphenylphosphin- wesentlich héheren Siedepunkt besitzt.**

oxid

Bei der Anwendung hoher Temperaturen zur Uberfihrung von 5,6,11,12-
Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-onen 99 in die korrespondierenden 6-
Chlorverbindungen bestliinde die Gefahr der partiellen Dehydrierung der 11,12-Dihydro-
Teilstruktur, was in Vorversuchen mit dem Reagenz bereits gezeigt werden konnte. Fir
bereits 11,12-dehydrierte Oxo-Derivate, sowie einer Reaktionsdurchfiihrung bei
Temperaturen, bei denen die Dehydrierung noch nicht erfolgt, konnte dieses Reagenz fir die
in Abschnitt 2.1.3.4 beschriebene Variante a der Chlorierungsprozedur eine Alternative zu
POCI; darstellen.

Die Darstellung von ringmethoxylierten Verbindungen der Substanzklasse der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline 31 war durch den Einsatz entsprechend methoxysubstituierter 4-
Methylpyridin-3-carbonitrile 129 und 136 nicht realisierbar. Eine andere Moglichkeit konnte
die Synthese eines entsprechend 11-substituierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolins 37 und im Folgenden eine nachtradgliche Methoxylierung des Ringsystems
sein. Hier konnte eine dreistufige Synthese ausgehend vom zu methoxylierenden Derivat
Uber die Zwischenstufe eines Di-N-Oxids nach KokATLA und anschlieBender Boekelheide-
Umlagerung in Anlehnung an BOEKELHEIDE zu entsprechenden hydroxysubstituierten
Systemen zum Erfolg flihren, die wiederum in einem letzten Schritt, zum Beispiel nach SINGH,

122-124

zu den Zielverbindungen 198 methyliert wirden. Die entsprechende Route ist in

Abbildung 2.63 dargestellt.
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Abb. 2.63: Mdglichkeit zur Darstellung 2,9-methoxysubstituierter 6-Amino-11,12-dihydropyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthroline 198."%%7'%

In Vorversuchen gelang die Bildung eines Di-N-Oxids nach KOKATLA et al. ausgehend von
Verbindung 78, das Produkt konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden.'?® Durch
die relativ groBe Raumanforderung der Acetylgruppe wird vermutlich die Acetylierung und
anschlieBende Hydrolyse zur Ausbildung einer Hydroxyfunktion nicht an den sterisch
unglinstigeren Positionen 4 und 7 erfolgen, sondern an 2 und 9. Dies gilt es experimentell zu
klaren.

Im Zuge der Einfihrung weiterer Seitenketten an die 6-Position der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline 31 wdre der Zugang zu endstandig rigidisierten Aminstrukturen
interessant, da zum Beispiel die sich derzeit in der klinischen Entwicklung befindlichen, am
NCI entwickelten 5,11-Diketoindenoisochinoline NSC 725776 und NSC 724998 einen
9% Abbildung 2.64 zeigt schematisch
den Zugang zu Vvielversprechenden zu synthetisierenden seitenkettentragenden

terminalen Morpholin- bzw. Imidazolrest aufweisen.

Verbindungen mit moglicher Variation der Kettenldange der entsprechenden Alkylkette. Die
Synthese entsprechender 6-O- oder —N-alkylierter Derivate wurde im Detail in den Kapiteln
2.1.5.1 und 2.1.5.2 besprochen.
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Abb. 2.64: Schematische Darstellung der Synthese vielversprechender seitenkettentragender
Verbindungen.

In diesem Zusammenhang ist die Anknipfung vieler weiterer Funktionen denkbar, auch im
Sinne von Prodrug-Strukturen (z.B. Carbamate, Esterfunktionen) oder leicht abspaltbarer,
stark 16slichkeitsverbessernder Strukturen, wie Zuckermolekilen.

Weiterhin erstrebenswert ist auch die Einfihrung hydrophiler Seitenketten an die 5-N-
Position, die bisher nicht gelang. Hier konnten Alkylierungsversuche unter Zusatz von AlCls,
welches als Lewis-Saure eine koordinative Bindung mit dem Sauerstoff-Atom eingeht, zum
Erfolg fuhren.'®

Ebenfalls denkbar ist in diesem Zusammenhang die Totalsynthese (iber einen anderen
Mechanismus, zum Beispiel in Analogie zu RUCHELMAN et al., welcher in Abbildung 2.65
abgebildet ist und Uber den auch der zu den Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 31
strukturverwandte vielversprechende Topoisomerase I|-Hemmstoff Topovale (ARC-111)
synthetisiert wurde.’® Das dort abgebildete erste Zwischenprodukt 199, welches aus einer
Reduktion und anschlieRender Alkylierung von 8-Nitrochinolin zugénglich sein diirfte, tragt
bereits den Dimethylaminoalkyl-Seitenkettenrest und wird im Anschluss nach Aktivierung
des zweiten Intermediats, der 4-lodnicotinsdure 200, zum Saurechlorid an letztere
angeknlipft. Der zweite Ringschluss zu 202 kann dann Uber eine metallorganische
Kupplungsreaktion erfolgen. Auch der Einsatz bereits methoxy-substituierter Nitrile, um zu
Verbindungen mit Methoxygruppen im Ringgeriist zu gelangen, ware (ber diesen

dreistufigen Reaktionsweg denkbar.®>'*
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Abb. 2.65: Mdéglicher Syntheseweg zur Darstellung 5-N-aminoalkylierter Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline 202 in Anlehnung an VOLLHARDT und RUCHELMAN.®**%®

Das toxikologisch bedenkliche Phosgen aus Reaktionsschritt 2 kdnnte in dieser Synthese-
route eventuell durch andere Carbonsaureaktivierungsreagenzien wie Thionylchlorid oder
Oxalylchlorid ersetzt werden.

Ein Nachteil dieser Methode wird hochstwahrscheinlich sein, dass der 11-Rest (Rl) nicht
ohne weiteres auf 8-Nitrochinolin zu lbertragen sein dirfte. Denkbar waren hier ebenfalls
metallorganische Kupplungsreaktion (iber ein entsprechendes, der Nitrogruppe
metastandiges Halogenatom, die Darstellung derartiger Verbindungen ist in der Literatur
allerdings noch nicht beschrieben. Ist R' = H sollte die Reaktion analog den Bedingungen von
RucHELMAN durchfihrbar sein und zu der ebenfalls pharmakologisch hoch interessanten 11-
unsubstituierten Verbindung fuhren.'®

Fiir die Verbindungsklasse der 11H-Pyrido[2,3-i]-1-azacarbazole 33 sollten Arbeiten, die das
Losungsverhalten der Substanzklasse in wadssrigen Medien verbessern, im Vordergrund
stehen. Uber eine Funktionalisierung des Indolstickstoffs in 11-Position sind in parallel zur
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studien bereits einige Untersuchungen durchgefihrt
worden, die vor allem die Verlinkung von hydrophilen Seitenketten und Zuckermolekiilen an

diese 11-Position beinhalteten.'***
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Fiir strukturverwandte Pyridocarbazol-Derivate sind in der Literatur Antitumor-Aktivitdten
beschrieben worden, wobei sich in vielen Fallen herausstellte, dass Verbindungen mit

126-131

hydrophilen Seitenketten am zytotoxischsten waren. Dieser Ansatz sollte intensiver

auch fur die hier beschriebenen Azacarbazol-Derivate 33 in Betracht gezogen werden.

Fiir die sehr schlecht |6sliche Substanzklasse der Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 32
stehen bei gewlinschter Weiterentwicklung dieser Verbindungen noch immer Arbeiten zur
Isolierung und Aufreinigung im Vordergrund. Dabei sollten praktische Methoden, wie die
saulenchromatographische Aufreinigung an modifizierten Kieselgelen (z.B. Cig-Umkehr-
phasen) oder an basischem Aluminiumoxid, sowie chemische, gegebenenfalls reversible
Verdanderungen von 32, ahnlich der Methylierung des Beispielderivates 160 der
Azacarbazolklasse zur Verhinderung der Ausbildung von Dimeren (Abschnitt 2.2.3),
durchgefiihrt werden.

Ferner ist es Uber die Eintopf-Synthesemethode von CLEMENT und WEIDE theoretisch moglich,
Uber den Einsatz verschiedenster Nitrilkomponenten, die anders substituierte o-
Methylpyridincarbonitrile darstellen, oder auch weitere Stickstoff- oder andere
Heteroatome enthalten kdnnen, zu einer grolen Anzahl an neuen, literaturunbekannten und
moglicherweise pharmakologisch interessanten Heterozyklen zu gelangen. Dieses
synthetische Potential abzuschdtzen und zu erarbeiten ist zur Zeit die Aufgabe von
STEINHAUER, deren Dissertation sich mit diesem Thema beschéiftigt.la'2
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3 SPEKTROSKOPIE

3.1 Spektroskopische Charakterisierung von 6-(2-Dimethyl-
aminoethoxy)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-
c][1,9]phenanthrolinhydrochlorid (P8-D-60EthNCH32)

Die in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebene Verbindung P8-D-60EthNCH32 (151)

weist eine herausragende in vitro-Zytotoxizitat auf. In diesem Abschnitt ist beispielhaft fur
dieses Derivat eine vollstandige NMR-spektroskopische Charakterisierung aufgefihrt.

Abb. 3.1: Bezifferung der Ringpositionen der Verbindung P8-D-60EthNCH32-HCI (151).

In Abbildung 3.2 ist das "H-NMR-Spektrum des Hydrochlorids, gelést in DMSO-ds, wieder-
gegeben. Dabei ist das Signal des protonierten tertidren Amins 5 der Seitenkette klar
erkennbar (& = 11.25 ppm), welches durch einen schnellen H/D-Tausch durch die Zugabe
weniger Tropfen D,0 verschwindet. Das ‘H-NMR-Spektrum zeigt alle erwarteten Signale, die
Methylenprotonen an C-2° der Seitenkette sind isochron mit dem Singulett der
Methoxygruppe bei 3.82 ppm und werden von diesem tberlagert. Im *H-'H-COSY-Spektrum
ist ein Spinsystem erkennbar, welches eine Kopplung zu den benachbarten
Methylenprotonen an C-1“zeigt. (Abb. 3.3). Dieses Spektrum offenbart ebenso die beiden
charakteristische Spinsysteme im aromatischen Bereich der jeweiligen Pyridinprotonen an
den Ringpositionen 10, 9 und 7 bei 7.37, 8.74 und 10.06 ppm, sowie der Protonen an den
Positionen 1,2 und 4 bei 8.56, 8.95 und 10.64 ppm. Die Protonen 2 und 9 zeigen im ‘H-'H-
COSY-Spektrum teilweise nur schwache Kopplungen, liber die Tieffeldverschiebung durch die
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direkte Nachbarschaft zu den Stickstoffen 3 und 8 kénnen die Signale bei 8,95 und 8,74 aber
eindeutig den Protonen 2 und 9 zugeordnet werden.'®

\ \ I B
9.0 8.8 . . . ppm 3.8 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11 5 11.0 105 10 0O 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 ppm
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Abb. 3.2: 'H-NMR-Spektrum von P8-D-60EthNCH32 (151).
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Abb. 3.3: 'H-'H-COSY- Spektrum von P8-D-60EthNCH32 (151).
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Eine Zuordnung der Spinsysteme zu den entsprechenden Ringen gelingt bereits tiber das ‘H-
'H-COSY-Spektrum, das eine °J-Fernkopplung von H-12 bei 8.28 ppm zu dem Signal des
Protons an Position 4 (10.64 ppm) zeigt (Abb. 3.3). Im eindimensionalen ‘H-Spektrum
erscheint das Signal des Protons an Position 12 als Singulett. Ein viertes Spinsystem zeigt
eine °J-Kopplung der chemisch aquivalenten Protonen 2‘ und 6‘ bei 6.88 ppm zu den
chemisch aquivalenten Protonen der Methoxygruppen an den Positionen 3 und 5°. In
Tabelle 3.1 ist eine vollstandige Zuordnung der Protonen aufgefiihrt. Abbildung 3.4 zeigt das
13c-Spektrum der Verbindung in DMSO- de:

DEPT135

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Abb. 3.4: >C-NMR-Spektrum und DEPT135-Spektrum (oben) von P8-D-60EthNCH32 (151).

Insgesamt sind 24 Signale zu beobachten, von denen 13 protonentragende
Kohlenstoffatome sind. Im aliphatischen Bereich kdnnen die negativen Signale im DEPT-
Spektrum leicht den beiden methylenprotonentragenden C-Atomen der aliphatischen
Seitenkette zugeordnet werden (C-2 — 54.8 ppm; C-1“ — 61.8 ppm). Auch die chemisch
aquivalenten Methylgruppen am endstandigen tertidren Amin (C-3“, C-4“ — 42.5 ppm),
sowie die chemisch dquivalenten Methoxygruppen an den Positionen 3‘ und 5° (C-7, C-9° —
56.2 ppm) konnen Uber ihre Intensitdten und chemischen Verschiebungen bereits
zugeordnet werden. Zwei weitere Signale bei 106.0 ppm und 153.7 ppm zeigen hdhere
Intensitat, so dass hierbei von den chemisch dquivalenten Kohlenstoffatomenpaaren C-2°, C-
6° und C-3, C-5° ausgegangen werden kann. Durch eine starke Entschirmung der
benachbarten Methoxygruppen wird das tieffeldverschobenere Signal bei 153.7 ppm den C-
Atomen C-3/, C-5‘ angehéren. Das ‘H, C-HSQC bestitigte diese Annahme durch
Identifizierung der C-2‘, C-6'-C-Atome bei 106.0 ppm (Abb. 3.5). Die Zuordnung der
protonentragenden Kohlenstoffatome erfolgte tiber das 'H, 13'C—HSQC—Spektrum (Abb. 3.5),
die quartidren Kohlenstoffatome konnten mittels 'H, B3C-HMBC einwandrei identifiziert
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werden (Abb. 3.6). In der Tabelle 3.1 ist die vollstindige Zuordnung der ‘H-

aufgefihrt.

und Bc-Atome
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Abb. 3.5: 1H, *C-HSQC-Spektrum von P8-D-60EthNCH32 (151).
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Abb. 3.6: 1H, >C-HMBC-Spektrum von P8-D-60EthNCH32 (151).
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der NMR-spektroskopischen Untersuchungen von P8-D-60Eth-
NCH32 (151):

Atom

'H-NMR

BC-NMR

chemische Verschiebung

Multiplizitat, Intensitat und

chemische Verschiebung

[ppm] Kopplungskonstanten [ppm] und Intensitat
C-1 8.56 d, 1H,%/=6.3 Hz 123.9
C-2 8.95 d, 1H*/=6.3 Hz 136.5
C-4 10.64 s, 1H 144.3
C-4a - - 124.1
C-4b - - 143.8
C-6 - - 159.6
C-6a - - 115.3
C-7 10.08 d,1H,J=0.7 Hz 148.9
c-9 8.74 d, 1H,%/=6.2 Hz 147.1
c-10 7.37 dd, 1H, 3/ =6.2 Hz, /= 0.7 Hz 119.1
C-10a - - 139.6
C-10b - - 117.9
Cc-11 - - 126.0
C-12 8.28 s, 1H 126.0
C-12a - - 139.0
c-1' - - 136.1
C-2', C-6' 6.88 - 106.0 (2C)
C-3', C-5' - - 153.7 (2C)
c-4' - - 147.2
c-8' 3.82 s, 3H 60.4
c-7', C-9' 3.74 s, 6H 56.2 (2C)
c-1" 5.33 m, 2H 61.8
c-2" 3.82 Uberlagert' 54.8
c-3",Cc4" 2.96 d, 6H,°/ = 4.8 Hz 42.5 (2C)
N-5 11,25 m, 1H -

- quartdr; *Das Signal der Methylenprotonen an C-2*/ wird von dem Signal der Methoxygruppe C-8’ iiberlagert.
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Mittels *H, *C-HMBC-spektroskopischer Untersuchungen gelang ebenso fiir die 6-Dimethyl-
aminoethyloxy-Seitenkettenverbindungen der Nachweis der Alkylierung an der 6-O-Position
anstelle des Stickstoffs in 5-Position. Nach Lésung ausreichender Substanzmenge in DMSO-dg
und 2% DCI (Der Siurezusatz fiihrt zu Tieffeldverschiebungen sowohl der 'H, als auch der
13C—Signale) in D,O zeigt das HMBC-Spektrum von 151 ausschlie8lich eine 3)- Kopplung
(schwach) der Methylenprotonen des C-1-Atoms (5.36 ppm) zum Kohlenstoffatom an
Position 6, dargestellt in Abb. 3.7:
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Abb. 3.7: Kopplung von C-1*/ und C-6‘ (umkreist) im HMBC-Spektrum in DMSO-d; +2% DCl in D,0.

Demnach liegt eine O-Alkylierung vor, da die bei einer theoretischen Alkylierung des
Stickstoffatoms an Position 5 die Protonen der a-CH,-Gruppe zusatzlich zu der 3J—Kopp|ung
zu C-Atom 6 auch eine *J-Kopplung zu C-Atom 4b aufweisen miissten (Abb. 3.8):

R R
4b
Rl\R Rl\R
N N.1" R
R™ oY R” 3 )
O. _H O H
X

Abb. 3.8: *J-Kopplungsmuster der C-1-Protonen bei O- oder N-Alkylierung.

Weitere Hinweise gibt der Vergleich der chemischen Verschiebungen der *H- und *C-Signale
an C-1" mit den Signalen strukturverwandter Verbindungen aus der Literatur. Ebenso wurde
die chemischen Verschiebungen der zum Ringkohlenstoffatom C-6 analogen Atome
betrachtet. Eine Ubersicht dieser Recherche ist in Tabelle 3.2 abgebildet:
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Tabelle 3.2: Chemische Verschiebungen strukturverwandter Pyridin/Isochinolin-Derivate:

Methyl-/Methylengruppe (analog C-1*) Ringkohlenstoffatom

Verbindung (analog C-6)
5'H [ppm] 6"C [ppm] 5"C [ppm]
P8-D-60EthNCH32 (151) 5.33 61.8 159.6
@ 3.88! 52.97 L6352
N O/CH3 3.86 52.8° '
L
3.54% . 4
N o) L 37.4 162.9
| 3.56
CH,4
X
| _ 4.21° 65.8° 164.1°
N 07 "cH,
L
N @] 3.85° 49.5° 162.5°
K/\CHQ,
X
N
Z 4117 53.6 161.07
N
CHj
X
N\CH 3.62° 37.0°% 162.3%
3
@]
‘LisTER et al., 2003134; Denisov et al., 1984135; 3CONTRERAS et al., 1993135; *SHIINA et al, 2003137; >GOWRISANKAR et

al., 2010™%; °siesurTH et al., 1999 **°; “Spassov et al., 1985™°; *Nakao et al. 2009,

In Tabelle 3.8 wird eine leichte Tieffeldverschiebung der ‘H-Signale der Methylen/-
Methylprotonen der O-alkylierten Stoffe gegenliber den entsprechenden N-alkylierten
Verbindungen deutlich. Dieser Effekt ist fiir die entsprechenden Bc-Atome noch wesentlich
starker ausgepragt. So werden fir die O-alkylierten Methylen-/Methylkohlenstoffe aus der
Literatur chemische Verschiebungen von 52.8 — 65.8 ppm, fiir die N-Alkylanaloga nur Werte
von 37.0 — 49.5 ppm erhalten. Die stark tieffeldverschobenen Signale von P8-D-60EthNCH32,
vor allem das 13'C—Signal der Methylengruppe C-1 (61.8 ppm), sind ein starkes Indiz flr eine
O-Alkylierung. Die 1E}C—Signale der entsprechenden Ringkohlenstoffatome (analog C-6 von P8-
D-60EthNCH32) geben keine hinreichende Auskunft tGber die Alkylierungszustdnde, da die
Werte zu nah beieinander liegen. (161.0 — 164.1 ppm). Die Daten aus Tabelle 3.8 lassen im
Zusammenhang mit den Beobachtungen aus Abb. 3.7 eine klare Aussage zu, dass die
Verbindung P8-D-60EthNC32 O-alkyliert vorliegt.
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4 PHYSIKOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG DER
HETEROZYKLENSYSTEME

4.1 Bestimmung der Loslichkeit in wassrigen Medien
mittels HPLC-Analytik

Die Loslichkeit eines potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffes beeinflusst in erheblichem
MaRe dessen Pharmakokinetik. Eine Schliisselrolle bei der Loslichkeit von Molekiilen,
besonders hydrophoben komplexeren heterozyklischen Strukturen, nimmt dabei die
Fahigkeit funktioneller Gruppen oder anderer relevanter Teilstrukturen im Molekdl zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen ein. Dabei tragt jede dieser Teilstrukturen zur
Gesamtloslichkeit des Molekiils bei und erhdht dessen Hydrophilie.70

Verglichen mit der C-analogen Substanzklasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine, deren
Loslichkeit von ZEBOTHSEN untersucht und fir 13 Verbindungen (sieben 11,12-Dihydro-
Verbindungen und sechs vollaromatische Derivate) im unteren mikromolaren Bereich bei pH
7,0 determiniert wurde, sollte die aza-analoge Heterozyklenklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline durch zwei zusatzliche Stickstoffatome und einer damit verbundenen
Moglichkeit zur Ausbildung zweier weiterer Wasserstoffbriickenbindungen eine vor allem im
sauren Medium erhohte Wasserloslichkeit aufweisen, was mittels HPLC-Analytik untersucht
werden sollte.>® Ergebnisse zur pH-abhingigen Loslichkeit unterschiedlich 11-substituierter
6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 sind im Kapitel 4.1.1
beschrieben. Desweiteren wurden die hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat vielversprechenden 6-
O-Seitenketten-Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline auf ihre Loslichkeit bei
physiologischem pH untersucht, um die Annahme zu bestdtigen, dass die lber die
Seitenketten eingefiihrte tertidare Aminfunktion zu einer deutlichen Verbesserung der
Loslichkeit auch bei pH 7,4 fihren sollte (Abschnitt 4.1.2). Weiterhin wurden ebenfalls
Studien zur pH-abhangigen Loslichkeit der 11H-Pyrido[2,3-i]-1-azacarbazole 40 in wassrigen
Medien durchgefiihrt, diese Ergebnisse sind in Abschnitt 4.1.3 dargestellt.

Details zu den verwendeten Geraten und Methoden sind Abschnitt 8.2 des Experimentellen
Teils zu entnehmen.
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4.1.1 pH-abhdngige Sattigungsloslichkeiten der Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinklasse

Zur Bestimmung pH-abhangiger Sattigungsloslichkeiten der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
wurden die entsprechenden freien Basen in 100 mM Phosphatpuffer (pH 2,0; 3,0; 4,0 und
7,4) suspendiert, 45 min lang geschittelt und im Anschluss zweimal bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die erhaltenen Uberstinde wurden per HPLC untersucht (n = 3 pro pH-Wert),
zur Berechnung der Konzentrationen dienten die Flachen der resultierenden Signale und
eine zuvor erfolgte 6-Punkt-Kalibrierung der entsprechenden Substanz in 0,1%
Trifluoressigsdure (TFA) mit den Konzentrationen 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM
und 1000 pM. Die Funktionen der Kalibrierungen (R? > 0,99, n = 2 pro Konzentration) waren
im Bereich von 10 — 1000 uM linear. Die Elution der Verbindungen erfolgte mit einer
mobilen Phase bestehend aus 0,1% TFA und variierendem Anteil Acetonitril (26 — 50%).
Tabelle 4.1 liefert eine Ubersicht tber alle mit dieser Methode bestimmten pH-abhingigen
Sattigungsloslichkeiten von 14 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37.

Tabelle 4.1: Sdittigungsléslichkeiten der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37:

Loslichkeit [uM]

Code 11- Rest (R=)
pH 2,0 pH 3,0 pH 4,0 pH7,4
P1 Phenyl- (3,63+0,12)-10° 324,8+4,1 14,4+4,0 0,3+0,1
P24 3-Methoxyphenyl- (8,91+0,55)-10° 47,2+1,1 15,0+ 7,2 6,0+0,1
P9 2,3-Dimethoxyphenyl- (2,63 +0,66)-10° 381,6+7,2 139+3,1 0,3+0,1
P10 3,5-Dimethoxyphenyl- (4,90 + 0,31)-10° 1128 +11 39,2+0,3 0,9+0,2
P8 3,4,5-Trimethoxyphenyl- (19,73+2,37)-10° 2134+43 2053+2,7 8,021
P7 2,4,6-Trimethoxyphenyl- (2,95 +0,13)-10° 422,4+1,0 89,6+6,9 0,2+0,1
P20 Furyl- (15,67 £ 0,49)-10° 1544 + 46 98,1+8,9 6,5+0,8
P13 Thienyl- (5,55 +0,84)-10° 480,4+55 189%0,7 0,3+0,1
P5 3-Bromphenyl- (3,44 £0,58)-10° 339,9+0,9 4,1+0,8 0,5+0,1
P15 4-Bromphenyl- (1,70 £0,20)-10°  348,8 +3,5 8,8+2,3 0,1+0,1
P16 3-Chlorphenyl- (14,69 + 1,00)-10° 763 £ 38 17,2142 0,8+0,1
P21 4-Fluorphenyl- (11,85 + 2,20)-10° 228 +12 10,5+1,4 0,6+0,3
P12 Biphenyl- (6,20 +0,01)-10° 123,6+2,9 3,1+0,5 0,1+0,1
P28 Propyl- (16,59 + 0,13)-10° 2112 +3,6 493 +13 15,0+0,9
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Abbildung 4.1 zeigt beispielhaft die graphische Darstellung einer Auswahl an Sattigungs-
I6slichkeiten von sechs dieser in 11-Position unterschiedlich substituierten Verbindungen fiir
die vier verschiedenen pH-Werte:
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Abb. 4.1: Vergleich der Siittigungsloslichkeiten von sechs unterschiedlich substituierten 6-Amino-
11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen (Abszisse); 3,4,5...= 3,4,5-Trimethoxyphenyl-.

Tabelle 4.1 und Abb. 4.1 zeigen auf, dass die Loslichkeit der 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline stark pH-abhangig ist. Dabei ist die Loslichkeit im deutlich
Sauren (pH 2,0) sogar im millimolaren Bereich (3,0 — 19,7 mM), fallt dann aber mit
steigendem pH-Wert rapide ab und ist im physiologischen pH-Bereich lediglich nur noch in
der unteren mikromolaren Region (0,1 — 15,0 uM). Entsprechend den Erwartungen wiesen
das 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-Derivat P8 und das 11-Furyl-Derivat P20 im Vergleich mit
den anderen 11-Resten bei pH 7,4 eine bessere Loslichkeit auf. An den Loslichkeiten der 11-
Propylverbindung P28 bei den vier pH-Werten wird beispielhaft deutlich, dass der Austausch
eines aromatischen 11-Restes gegen einen aliphatischen Rest sich anscheinend positiv auf
die Loslichkeit auswirkt. Diese Beobachtung miisste durch die Synthese und Bestimmung der
Loslichkeit weiterer 11-aliphatisch substituierter Verbindungen tberprift werden.
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Am Beispiel des 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)Derivates P8 verdeutlicht Abb. 4.2, dass die
Loslichkeit mit zunehmendem pH-Wert im Sinne einer Exponentialfunktion abnimmt.
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-5-20000 4 y = 106x6.055
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j§ 10000 -
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= 5000 -
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Abb. 4.2: Exponentielle Abnahme der pH-abhdngigen Léslichkeit von P8 (6-Amino-11-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 46).

Die schlechte Loslichkeit der Verbindungen bei pH 7,4 ist darauf zurlickzufiihren, dass bei
diesen Bedingungen die Molekiile in vollstdndig deprotonierter Form vorliegen und somit,
wie auch von ZeBOTHSEN fiir die C-analogen 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine
27 beobachtet, im unteren mikromolaren Bereich Iiegt.56 Die zusatzlichen Stickstoffatome an
den Positionen 3 und 8 haben somit keinen nennenswerten positiven Effekt auf die
Loslichkeit bei pH 7,4.

4.1.2 Loslichkeiten 6-O-aminoalkylierter Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline bei physiologischem pH-Wert

Neben einer moglichen Erhéhung der Zytotoxizitdat war vor allem eine Verbesserung der
Loslichkeit der Substanzklasse bei physiologischem pH-Wert ausschlaggebend, um 6-
aminoalkylierte Analoga dieser Heterozyklen darzustellen. Zur Analyse der Loslichkeiten
wurden die entsprechenden Hydrochloride verschiedener 6-O-aminoalkylierter Derivate
eingesetzt. Die Pufferstarke musste hierbei auf 2 M Phosphatpuffer erhéht werden, da sich
durch den Einsatz der Verbindungen als Hydrochlorid-Salze der pH-Wert unter Verwendung
von 100 mM Phosphatpuffer pH 7,4 leicht erniedrigt hatte und somit eine Sattigung der
Losungen nur unter unverhaltnismalig hohem Verbrauch an Substanz gegeben war. Da das
Loslichkeitsvermogen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse im wassrigen Sauren bereits
bekannt war (Abschnitt 4.1.1) wurden die Verbindungen nur bei pH 7,4 untersucht. Analog
zu Abschnitt 4.1.1 wurden die Substanzen im Puffermedium suspendiert, 45 min lang
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geschittelt und im Anschluss zweimal bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die erhaltenen
Uberstinde wurden per HPLC untersucht (n = 3), zur Berechnung der Konzentrationen
dienten die Flachen der resultierenden Signale und eine zuvor erfolgte 6-Punkt-Kalibrierung
der entsprechenden Substanz in 0,1% Trifluoressigsdure (TFA) mit den Konzentrationen 10
1M, 50 uM, 100 uM, 250 puM, 500 pM und 1000 uM. Die Funktionen der Kalibrierungen (R* >
0,99, n = 3 pro Konzentration) waren im Bereich von 10 — 1000 uM linear. Die Bestimmung
der Loslichkeiten, die in diesem Teilabschnitt 4.1.2 beschrieben ist, erfolgte liber eine
andere HPLC-Anlage, als unter Abschnitt 4.1.1 oder 4.1.3 beschrieben. Die Elution der
Verbindungen wurde mit einer mobilen Phase bestehend aus 0,1% TFA und einem
steigenden Acetonitrilgradienten (10 — 70%) realisiert. Details zu den verwendeten Geraten
und Methoden sind Abschnitt 8.2 des Experimentellen Teils zu entnehmen.

Tabelle 4.2 zeigt die ermittelten Loslichkeiten fiir verschiedene 6-O-Seitenkettenderivate mit
unterschiedlichem 6- und 11-Substitutionsmuster. Um einen direkten Vergleich mit der
korrespondierenden 6-Amino-Ausgangsverbindung herstellen zu koénnen, wurden die
Loslichkeiten der Verbindungen P16 und P8-D ebenfalls tiber diese Methode mitbestimmt.

Tabelle 4.2: Siittigungsloslichkeiten verschiedener 6-O-Seitenketten-Derivate und korrespon-
dierender Ausgangsverbindungen:

2
R X
X 2N
I
N AN
R’ *HCI R’ *HCI
Code 6-Rest (R'=) 11-Rest (R’=)  Loslichkeit pH 7,4 [uM]
11,12-Dihydro-Verbindungen
P16 -NH, 3-Chlorphenyl- 9,7+1,7
O CH
P16-6-OEthNCH32 \/\r}r 3 3-Chlorphenyl- (5,28 +0,09)-10°
CH;
CHs
P16-6-OPropNCH32 o N 3-Chlorphenyl- (2,39 £0,07) -10°
~ N\ \CH3
Oxidierte Verbindungen
3,4,5-
P8-D -NH, Trimethoxy- 2,2+0,2
phenyl-
(ID CH 34,5
P8-D-6-OEthNCH32 \/\r}r 3 Trimethoxy- (0,87 £ 0,03) -10°

CH,4 phenyl-
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Aus den Daten von Tabelle 4.2 wird eine drastische Verbesserung der Loslichkeit im
wassrigen physiologischen Medium durch die Einfihrung von 6-Dimethylaminoalkyloxy-
Seitenketten ersichtlich. Dabei steigt die Loslichkeit verglichen mit den entsprechenden 6-
Aminoverbindungen nahezu um den Faktor 1000 an und liegt fur die Seitenketten-
verbindungen im millimolaren Bereich (0,87 — 5,28 mM). Dies ist mit der nun im Molekdl
vorhandenen teridaren Aminfunktion erkldarbar, durch die Verbindung stark an Basizitat
gewonnen hat und bei physiologischem pH vorwiegend im protonierten Zustand vorliegen
sollte.

Mit der Software MarvinSketch 5.2.4 konnten fiir die entsprechenden Stickstoffatome der
Beispielverbindung P8-D-6-OEthNCH32 folgende pKs-Werte errechnet werden (Abb. 4.3):

OMe
MeO % |
MeO™ X A
I X Z N4.84
N\/ _N
4.00 \r -1.76
O\/\N/

| 8.58

Abb. 4.3: Mit MarvinSketch errechnete pKs-Werte von P8-D-60EthNCH32 (151).

Die Ringstickstoffatome an den Positionen 3, 5 und 8 liegen bei pH 7,4 nahezu ausschlieRlich
unprotoniert vor, so dass Uber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung lediglich unter
Verwendung des pKs-Wertes des tertidren Amins fiir den pH-Wert 7,4 ein Verhaltnis von

protonierter Form zu deprotonierter Form von 15 zu 1 resultiert.*?

Vom Hydrochlorid-Salz der Verbindung P8-D-60PropNCH32 152, die eine Dimethyl-
aminopropyloxy-Seitenkette in 6-Position aufweist, wurden ebenfalls Untersuchungen zur
Loslichkeit durchgefihrt, dabei wurde allerdings eine Zersetzung des Produkts im Phosphat-
puffer pH 7,4 nach wenigen Tagen zu nicht weiter untersuchten Abbauprodukten
beobachtet, so dass hier letztendlich keine Werte erhalten werden konnten.

Da die Verbindung als freie Base hingegen stabil zu sein schien (LC/MS-Kontrolle), wurde sie
flr Testungen auf Zytotoxizitdt am NCI als solche verwendet (Abschnitt 5.2).
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4.1.3 pH-abhdngige Sattigungsloslichkeiten der 11H-Pyrido[3,2-i]-
1-azacarbazolklasse

Analog zu Abschnitt 4.1.1 konnten fir acht unterschiedlich 6-substituierte 5,6-Dihydro-
11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 Uber eine HPLC-Methode pH-abhangige Sattigungs-
[6slichkeiten bestimmt werden. In diesem Kontext wurden die entsprechenden freien Basen
im 100 mM Phosphatpuffer (pH 2,0; pH 3,0; pH, 4,0 und pH 7,4) suspendiert, 45 min lang
geschittelt und im Anschluss zweimal bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die erhaltenen
Uberstinde wurden per HPLC untersucht (n=3 pro pH-Wert), zur Berechnung der
Konzentrationen dienten die Flachen der resultierenden Signale und eine zuvor erfolgte 5-
Punkt-Kalibrierung der entsprechenden Substanz in 0,1% Trifluoressigsdaure (TFA) in einem
aufgrund schlechter Losungseigenschaften an die Substanzklasse angepassten
Konzentrationsbereich von 25 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM und 500 puM. Die Funktionen der
Kalibrierungen (R* > 0,99, n=2 pro Konzentration) waren im Bereich von 25 — 500 uM linear.
Die Elution der Verbindungen erfolgte isokratisch mit einer mobilen Phase bestehend aus
0,1% TFA in aqua bidest. und 40% Acetonitril, Details zu den verwendeten Geradten und
Methoden sind im Experimentellen Teil (Abschnitt 8) wiedergegeben. Die Tabelle 4.3 liefert
eine  Ubersicht (ber alle mit dieser Methode bestimmten pH-abhingigen
Sattigungsloslichkeiten der Azacarbazolklasse:

Tabelle 4.3: Sdttigungsléslichkeiten der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40:

H N=
N— N \ /
R 40
Loslichkeit [uM]
Code 6-Rest (R=)
pH 2,0 pH 3,0 pH 4,0 pH7,4
A2  3,4,5-Trimethoxyphenyl- 47,5+0,2 2,6+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1
A3  2,4-Dimethoxyphenyl- 116 £17 7,1+24 1,8+0,5 1,6+0,3
A4  Phenyl- 36,3+0,2 2,2+0,1 0,6+0,1 1,2+0,1
A5 4-Bromphenyl- 12,4+0,4 0,8+0,1 0,1+0,1 0,3+0,1
A6  3-Bromphenyl- 1,0+£0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 1,0+0,1
A7  3-Chlorphenyl- 0,8+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,3+0,1
A8  4-Fluorphenyl- 22,4+0,1 1,4+0,1 0,5+0,1 1,8+0,1

A9  Furyl- 103,2+0,3 7,5+0,3 1,1+0,1 0,8+0,1
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Tabelle 4.3 verdeutlicht, dass die Loslichkeit der getesteten 5,6-Dihydro-11H-pyrido|3,2-i]-1-
azacarbazole 40 in wassrigen Medien im Allgemeinen sehr dirftig ist. In diesem Zusammen-
hang wurde eine wesentlich schwachere Loslichkeit in sauren Medien als fiir die unter
Kapitel 4.1.1 erortere Loslichkeit der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-phenanthro-
line 37 gefunden, wobei die Werte bei pH 2,0 maximal mittlere mikromolare Werte
erreichen (0,8 — 115,9 uM) und bereits ab pH 3,0 teilweise nanomolare Dimensionen
annehmen (0,1 — 7,1 uM) und in diesem Bereich stagnieren (pH 7,4: 0,3 — 1,8 uM). Vergleicht
man die unterschiedlichen Derivate hinsichtlich ihrer 6-Reste, wiesen analog zu den 6-
Amino-11,12-dihydropyrido([3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37 die Methoxyphenyl-Derivate A2
und A3, sowie das 6-(Furyl)Derivat A9 die besten Loslichkeiten auf.

Zurlckzufiihren ist dieses sehr schlechte Loslichkeitsverhalten aller getesteten
Azacarbazolderivate trotz Anwesenheit von insgesamt drei Stickstoffatomen im tetra-
zyklischen Grundgerist wahrscheinlich auf das Entstehen dimerer Strukturen zwischen zwei
Azacarbazol-Derivaten, was in Abbildung 4.4 dargestellt ist:

Abb. 4.4: Dimere kdnnten die schlechte Loslichkeit der Azacarbazolklasse ausmachen.

Unterstiitzend fiir diese Theorie weist die in 11-Position methylierte Verbindung 184 in
Vorversuchen eine erheblich bessere Loslichkeit in polaren organischen Losungsmitteln wie
DMSO oder Methanol auf, was auch auf eine bessere Loslichkeit der Verbindung in
wassrigen Medien hindeutet. Diese Beobachtungen sollten zum Beispiel durch HPLC-
Untersuchungen zur Sattigungsloslichkeit der Verbindung in zukiinftigen Arbeiten liberprift
werden.
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4.2 Bestimmung der Lipophilie durch HPLC-Analytik

Die Resorption und damit die Bioverfligbarkeit eines systemisch zu applizierenden
Wirkstoffes im Korper hangt fir die meisten Stoffe, abgesehen von der Aufnahme Uber
aktive Transportsysteme, sehr stark von ihrer Lipophilie ab. Die Penetration durch
entsprechende Lipidmembranen gelingt dabei umso besser, je lipophiler eine Verbindung ist.
Extrem lipophile Verbindungen wiederum sind in den meisten Fdllen wasserunldslich, so
dass die Resorption von einer sehr langsamen Losungsgeschwindigkeit abhangig und
dadurch stark eingeschrankt wird.**?

Um Aussagen Uber die Lipophilie eines Molekiils treffen zu koénnen, hat sich die
experimentelle Bestimmung, wie auch die Berechnung des Oktanol-Wasser Verteilungs-
koeffizienten, des logP-Wertes (vom engl. partition coefficient), etabliert, der das Verhaltnis
der Konzentration einer Chemikalie in einem Zweiphasensystem aus 1-Octanol und Wasser
beschreibt.'**

zusténden) vor, existiert fiir jede Spezies i ein eigener P-Wert (Formel 4.1):

Liegt eine Substanz in mehreren Formen (z.B. in verschiedenen Protonierungs-

Si Si
Kojw=P= ‘0. JogP =log=2
Cw Cw

CO' = Konzentration der Spezies i in Oktanol

thv = Konzentration der Spezies i in Wasser
Formel 4.1: P-Wert und logP-Wert."*

Alternativ kann neben dem P-Wert auch der D-Wert (bzw. logD-Wert) angegeben werden,
der die Summe der P-Werte (logP-Werte) aller Spezies i einer Substanz darstellt. Da dieser
logD-Wert stark pH-abhangig ist, wird statt dem Verhéltnis Octanol/Wasser zumeist ein
bestimmter pH-Wert fir die waéssrige Phase definiert. Um experimentell moglichst
physiologische Bedingungen zu simulieren, wird oft der physiologische pH-Wert 7,4 gewahlt.
Fir einen logD-Bereich von 0 bis 6 eignet sich die experimentelle Bestimmung von logD-
Werten mittels flissigchromatographischer Trennverfahren unter Verwendung von HPLC-
reversed phase-Methoden.’*** Hierbei werden die Retentionszeiten bestimmter
Standardsubstanzen mit bekannten logD-Werten zusammen mit dem Analyten bestimmt
und die darlber errechneten k‘-Werte (Nettoretentionszeit/Totzeit) mit den dazugehdrigen
logD-Werten korreliert.

Zur Bestimmung der logD-Werte fiir verschiedene Derivate der Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinklasse 31 und der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolklasse 33 wurden zwei HPLC-
Verfahren mit unterschiedlichen Standards und Methoden (iber die Retentionszeiten und
entsprechenden Kalibrierkurven der Standards verwendet:
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Methode a:

Isokratische Elution mit 20 mM Phosphatpuffer pH 7,4 und Methanol (40/60).
Verwendete Standards und logP-Werte: p-Chlortoluol (2,5), Toluol (2,7), Chlorbenzol (2,8),
Benzophenon (3,2), Testosteron (3,2), Thymol (3,3), Biphenyl (4,0), Ketoconazol (4,5) und

Clotrimazol (6,1). Experimentell bestimmte logP-Werte aus der Literatur.**’**°

Methode b:

Gradientenelution modifiziert nach OECD mit wadssrigem Ammoniumformiatpuffer pH 7,4
(21,05 mM (95 Vol.%) bis 360 mM (5 Vol.%) und Methanol (5 bis 95 Vol.%).***

> 4-Acetylpyridin  (0,5), Acetanilid (1,0),
Acetophenon (1,7), Benzoesduremethylester (2,1), Benzoesdureethylester (2,6),
Benzophenon (3,2), Benzoesaurephenylester (3,6), Diphenylether (4,2), 1,2-Diphenylethan
(4,8), Triphenylamin (5,7).

Verwendete Standards und IogP-Werte:14

Detaillierte Informationen zu den Gerdten und Methoden sind Abschnitt 8.2 des
Experimentellen Teils zu entnehmen.

Pro Lauf (n = 3) wurden Uber die k’-Werte und entsprechenden logD-Werte der Standards
erhaltenen Funktionen der Kalibriergeraden die logD-Werte der Substanzen berechnet.
Hierbei waren alle Funktionen dieser Korrelationsanalysen (Methode b: R? > 0,952) im logD-
Bereich von 0,0 bis 6,0 linear. Abbildung 4.5 zeigt beispielhaft eine Kalibriergerade unter
Verwendung von Methode b:

45,00 -
40,00 -
35,00 -~
30,00 -
K 25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 - °
5,00 -
0,00 . . . . . )
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
logD

y =6,1805x + 5,7356
R?=0,9525

Abb. 4.5: Beispiel einer Kalibriergerade mit zehn Standards nach Methode b.

Die Standardabweichung der Dreifachbestimmungen der logP-Werte aller bestimmten
Substanzen war < 0,01.
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Neben den experimentell bestimmten logD-Werten wurden mit Hilfe der Software
ChemDraw Ultra 12.0 zusatzlich ClogP-Werte berechnet. Dabei beruhen in der Literatur
vielfach beschriebene Berechnungen des ClogP-Wertes eines neuen Molekils auf der
Annahme additiven Verhaltens hydrophober Werte einzelner kleinerer Molekilfragmente
des Gesamtmolekiils mit bekannten logP-Werten, eventuell unter Einbeziehung
verschiedener Korrekturfaktoren.”

4.2.1 LogD-Werte der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse

Mit Hilfe der unter Abschnitt 4.3 beschriebenen HPLC-Methoden konnten fiir insgesamt 29
Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse (17 6-Amino-11,12-dihydropyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthroline, vier dehydrierte Analoga, sechs Seitenketten-Verbindungen,
sowie ein 6-Oxo-Derivat und eine 6-unsubstituierte Verbindung) logD-Werte ermittelt
werden. Tabelle 4.4 gibt eine Ubersicht liber die experimentell bestimmten logD-Werte,
sowie berechneten ClogP-Werte der eingesetzten Verbindungen:

Tabelle 4.4: logD-Werte, verwendete Varianten und ClogP-Werte der Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinklasse:

6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

R | N
| XX N
NH, 37
Code 11-Rest (R=) logD! logD’ ClogP?

P1 Phenyl- 3,34 - 3,34
P4 H- - 2,73 1,79
P5 3-Bromphenyl- 4,20 3,79 4,21
P7 2,4,6-Trimethoxyphenyl- 4,78 3,92 2,54
P8 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 2,34 2,96 2,64
P9 2,3-Dimethoxyphenyl- 3,74 3,58 2,60
P10 3,5-Dimethoxyphenyl- 3,35 3,41 3,35
P12 Biphenyl- 5,78 4,33 5,23

P13 Thienyl- 2,84 - 2,99
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Fortsetzung Tabelle 4.4: logD-Werte, verwendete Varianten und clogP-Werte der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinklasse:

Code 11-Rest (R=) logD? logD? ClogP®
P15 4-Bromphenyl- 4,60 3,90 4,21
P16 3-Chlorphenyl- 4,91 3,71 4,06
P17 2-Bromphenyl- - 4,13 4,21
P20 Furyl- 2,72 - 2,52
P21 4-Fluorphenyl- 3,58 - 3,49
P24 3-Methoxyphenyl- 3,77 - 3,26
P28 Propyl- 4,65 3,90 3,36
P30 2,3,4-Trimethoxyphenyl- - 3,52 2,24

’nach Methode a; ’nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12. 0; - nicht bestimmt.

6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

R N
N N
I
NH» 74
Code 11-Rest (R=) logD! logD’ ClogP?
P1-D Phenyl- - 4,46 3,70
P8-D 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 3,94 3,83 3,00
P9-D 2,3-Dimethoxyphenyl- 3,93 3,97 2,8
P20-D Furyl- 2,93 - 3,09

‘nach Methode a; “nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12. 0; - nicht bestimmt.

5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-one:

R X
X N
NI = NH
e 98
Code 11-Rest (R=) logD? logD? ClogD®
P8-D-O 3,4,5-Trimethoxyphenyl- - 3,33 2,24

"nach Methode a; ’nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12. 0; - nicht bestimmt.
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Fortsetzung Tabelle 4.4: logD-Werte, verwendete Varianten und ClogP-Werte der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinklasse:

6-unsubstituierte Verbindungen:

Code 11-Rest (R=) logD? logD? ClogP®
P8-D-H 3,4,5-Trimethoxyphenyl- - 4,05 3,07
’nach Methode a; nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12. 0; - nicht bestimmt.

6-0-aminoalkylierte Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline und 11,12-Dihydro-Analoga:

2 2

R | X R X
NN 2N N N
NN N AN
149 R a) 49 R’ b)

1

Code 6-Rest (R;=) 11-Rest (R,=)  logD* logD? ClogP?

a) 11,12-Dihydro-Verbidnungen

P16-6-OEthNCH32 O\/\N’CH3 3-Chlorphenyl- - 3,60 5,13
CH3
CHy
P16-6-OPropNCH32 O\/\/N 3-Chlorphenyl- - 3,54 5,48
“CHgj
b) Oxidierte Verbidnungen
P8-D-6-OEthNCH32 V\l}l’ 3 Trimethoxy- - 3,70 4,08
CH, phenyl-
I C|:H3 31415_
P8D-6-OPropNCH32 e} N. Trimethoxy- - 3,60 4,43
~ N\ CH,4 phenyl-

"nach Methode a; ’nach Methode b; 3berechnet mit ChemDraw Ultra 12.0; - nicht bestimmt.
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Fortsetzung Tabelle 4.4: logD-Werte, verwendete Varianten und ClogP-Werte der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinklasse:

6-N-aminoalkylierte 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

R2 N
NN o
NI AN
R 142
Code 6-Rest (Ry=) 11-Rest (R,=)  logD* logD’ ClogP?
P16-6-NEthNCH32 HN\/\I}l’CHS 3-Chlorphenyl- - 3,50 5,08
CHj3
CH,
P16-6-NPropNCH32 HN\/\/N\CHQ, 3-Chlorphenyl- - 3,52 5,40

’nach Methode a; ’nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12.0; - nicht bestimmt.

Analog der Ergebnisse von ZeBOTHSEN fir verschiedene 6-Amino-11,12-dihydrobenzo(c]-
phenanthridine konnte in dieser Arbeit unter Verwendung beider Methoden a und b eine im
Verhéltnis niedrigere Lipophilie flr 11-(mono-/di-/trimethoxyphenyl)substituierte 6-Amino-
11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline verglichen mit 11-halogenphenyl-substitu-
ierten Verbindungen gefunden werden.’® Eine verhiltnismaRig hohe Lipophilie des 2,4,6-
Trimethoxyphenyl-Derivates P7 (a: 4,78; b: 3,92) kann mit einer stark eingeschrankten
Torsionsfahigkeit des 11-Restes, wodurch das Molekil sterisch anspruchsvoller wird, erklart
werden. ErwartungsgemaR und ebenfalls in Analogie zu der von ZEBOTHSEN untersuchten
Benzo[c]phenanthridinklasse fiihrt die volle Aromatizitat zu einer leichten Erhohung der
logD-Werte im Vergleich zu den entsprechenden 11,12-Dihydro-Analoga. Das Anknipfen
hydrophiler Dimethylaminoalkyl-Seitenketten sowohl ber ein Stickstoffatom, als auch liber
Sauerstoff in 6-Position hingegen hat einen leicht erniedrigenden Effekt auf die Lipophilie
korrespondierender Verbindungen.

In Abbildung 4.6 sind die Methoden a und b zur experimentellen logD-Wert Bestimmung
(Abschnitt 4.3), sowie die errechneten ClogP-Werte fiir neun in 11-Position unterschiedlich
substituierte 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 und zwei vollaromatische
Verbindungen 74 gegeniibergestellt.



110| Physikochemische Charakterisierung

7 B logD (a)

6 - @ logD (b)

5 4 ] O ClogP
% _ _
g4 - -
o
B _ -
a0 3 —
3 B |

2 -

1 .

0 = T T T T T T T T 1

& N <@ N N @ @ @ QO @ @

L L& & & & K K& K T LR
o) & & & & > o) & &
oy & & & & W » . @e @e

%, ’ %’ 6)/ ’ 7/

™ ™o W Dy ™ W
'],\ '))\ ’))\ _\_\

SN
\O

11-Reste der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
und 11,12-Dihydro Analoga

Abb. 4.6: Gegeniiberstellung der Methoden und Vergleich mit ClogP; (a),(b) - verwendete
Methoden; (ox.) = oxidiert.

Auffallend hierbei ist, dass die erhaltenen LogD-Werte aus Methode b zumeist niedriger
sind, als die aus der Methode a gewonnenen Werte. Zuriickzufihren ist dieses Verhalten auf
die verschiedenen fir die Kalibrierung verwendeten Standards und deren logD-Bereiche, die
flir Methode a von 2.5 — 6.1 und fiir Methode b von 0.5 — 5.7 definiert sind.

Zur Angleichung der Methoden kénnte zum Beispiel die Kalibrierung aus Methode b
angepasst und ebenfalls ein Linearitdtsbereich von 2.5 — 5.7 gewéahlt werden, was definitiv
auch eine Erhéhung des Korrelationskoeffizienten R* zur Folge hitte (Abbildung 4.5). Es
wurde aber bewusst das gesamte logD-Spektrum von 0 — 6 fir Methode b gewahlt, um
moglichst nah an der beschriebenen OECD-Methode unter Verwendung der in der Richtlinie
beschriebenen OECD-Standards zu verfahren.'*

Um den herabsetzenden Effekt der zusatzlichen Stickstoffatome an den Positionen 3 und 8
der Triazazyklen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse auf die Lipophilie zu analysieren,
wurden ebenfalls Uber Methode a logD-Werte C-analoger 6-Amino-11,12-dihydro-
benzo[c]phenanthridine bestimmt. Ein direkter Vergleich der beiden Heterozyklensysteme
ist durch die Wahl der gleichen Methode und die gleichmaRige Substitution der 11-Position
moglich und in Abb. 4.7 wiedergegeben:
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logD
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11-Reste der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine und
6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline

Abb. 4.7: Vergleich der logD-Werte von 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen und 6-
Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen.

Abbildung 4.7 verdeutlicht, dass die logD-Werte durch das Einbringen zweier zusatzlicher
Stickstoffatome in das tetrazyklische System deutlich gesunken sind, im Mittel von (logD =)
5,23 £ 0,80 um 1,71 auf 3,52 + 0,94. Hiermit wurde fiir die Aza-Analoga eine entscheidende
Reduktion der Lipophilie erreicht, was groRBe Vorteile hinsichtlich einer (oralen) Bio-
verfligbarkeit bedeuten diirfte. LiPiNkSI beschrieb in diesem Zusammenhang in seiner ,rule of
five” eine durch extrem hydrophobes Verhalten (logP > 5) hervorgerufene schlechte
Bioverfiigbarkeit.”>" Bei zu lipophilen Verbindungen, die systemisch verfigbar und wirksam
werden sollen, ist aullerdem die Gefahr zentraler Nebenwirkungen, bzw. die Entstehung
toxischer Metaboliten deutlich verstirkt.'** Dieses Phanomen dirfte durch die nun erreichte
Reduktion in den Hintergrund treten. In diesem Kontext wiesen alle gestesteten
Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse mit Ausnahme des pysikochemisch
uninteressanten 11-Biphenyl-Derivates P12 einen logD < 5 auf. Die ,rule of five” zur
Abschatzung der oralen Bioverfligbarkeit wird in Abschnitt 4.4 diskutiert.
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4.2.2 LogD-Werte der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole

Um einen ersten Eindruck Uber die Lipophilie der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolklasse zu
erhalten, wurden exemplarisch unter Verwendung der in Abschnitt 4.3 beschriebenen
Methode a (und einem Referenzwert mit Methode b) fir acht in 6-Position unterschiedlich
substituierte 5,6-Dihydro-11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 logD-Werte experimentell
bestimmt. Tabelle 4.5 zeigt die erhaltenen Ergebnisse und die zusatzlich errechneten ClogP-
Werte. Auffallend ist hierbei eine im Verhéaltnis zu den fur die Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinklasse bestimmten logD-Werten durchweg hohe Lipophilie fiir alle getesteten
Azacarbazol-Derivate (4.28 — 6.22). Das 6-Furyl-Derivat A9 und das 6-(3,4,5-Trimethoxy-
phenyl)Derivat A2 sind hierbei die einzigen getesteten Verbindungen mit einem logD < 5,
wahrend die 6-Halogenphenyl-Verbindungen mit Ausnahme des 6-(4-Fluorphenyl)-Derivates
A8 sogar oberhalb von 6 liegen. Der hohe logD-Wert der 6-(2,4-Dimethoxy-
phenyl)Verbindung A3 kann durch die Substitution der 2‘-Position des Phenylrestes in 6-
Position und der damit verbunden sterisch anspruchsvolleren Raumforderung des 6-Restes
erklart werden.

Tabelle 4.5: logD-Werte, verwendete Varianten und ClogP-Werte der 5,6-Dihydro-11H-Pyrido-
[3,2-i]-1-azacarbazole:

H N=
N
N— \ /
R 40
Code 11-Rest (R=) logD? logD? clogD®
A2 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 4,32 - 3,35
A3 2,4-Dimethoxyphenyl- 6,08 - 3,66
Ad Phenyl- 5,47 - 4,05
A5 4-Bromphenyl- 6,45 - 4,91
A6 3-Bromphenyl- 6,22 - 4,91
A7 3-Chlorphenyl- 6,04 - 4,76
A8 4-Fluorphenyl- 5,37 4,55 4,19
A9 Furyl- 4,28 - 3,22

"nach Methode a; ’nach Methode b; *berechnet mit ChemDraw Ultra 12. 0; - nicht bestimmt.

Aufféllig ist eine hohe Diskrepanz zwischen den experimentell bestimmten logD-Werten und
den komputativ errechneten ClogP-Werten, was in Abb. 4.8 noch einmal verdeutlicht wird.
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6-Reste der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole

Abb. 4.8: Vergleich von experimentell bestimmten logD-Werten und errechneten ClogD-Werten der
Azacarbazolklasse; (a) - Verwendete Methode.

Die fir alle getesteten Verbindungen der Azacarbazolklasse ermittelte hohe Lipophilie kann
unter Umstanden wie auch bei der Loslichkeit auf die moglicherweise entstehenden stabilen
Dimere zwischen zwei Azacarbazol-Molekiilen, welche in den Abschnitten 2.2.3 und 4.1.3
diskutiert werden, zurlickgefiihrt werden. Die dadurch entstehenden, raumbean-
spruchenden hydrophoben Strukturen waren in ihrer Permeabilitat und damit der Aufnahme
in den systemischen Kreislauf stark gehindert. Die Entstehung von Dimeren und den damit
verbundenen hohen logD-Werten (Mittelwert: 5,53 + 0,84) der Verbindungen der
Azacarbazolklasse wirde auch die grolRe Differenz zu den errechneten ClogP-Werten
(Mittelwert: 4,13 + 0,68) erklaren. Dabei beruhen die Berechnungen dieses Wertes auf dem
additiven Verhalten der Lipophilie einzelner kleiner Fragmente des Molekils unter Einbezug
verschiedener Korrekturfaktoren, die Enstehung stabiler dimerer Strukturen wird hier nicht
berlicksichtigt, so dass hier wahrscheinlich falschlicherweise ,,zu hydrophile” ClogD-Werte
errechnet wurden.”®
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4.3 Abschatzung der oralen Bioverfligbarkeit ausgewdhlter
Verbindungen nach LiPINSKIS ,, rule of five”

Mit dem Umdenken in der Arzneimittelforschung in Richtung eines rationellen
Wirkstoffdesigns wurde das physikochemische Profil eines potentiellen Arnzeistoff-
kandidaten immer wichtiger. Im Zuge von High-Throughput-Screening-Verfahren (HTS) fallen
zum Beispiel Molekiile bereits in entsprechenden Vortests durch, wenn geeignete Software
diesen Kandidaten schlechte physikochemische Eigenschaften prophezeit.”>! In diesem
Zusammenhang definierten LipINskl et al. 1997 mit ihrer ,rule of five” eine Faustregel zur
Abschatzung der oralen Bioverfiigbarkeit einer Substanz, die unter anderem in der frithen

151

Arzneistoffentwicklung Anwendung findet.”" Hierbei ist die orale Bioverfligbarkeit eines

Molekiils gegeben, wenn es

- nicht mehr als finf Wasserstoffbriickendonatoren enthilt,

- nicht mehr als zehn Wasserstoffbriickenakzeptoren aufweist,

- ein Molekulargewicht < 500 g/mol besitzt,

- und/oder einen logP-Wert (klassischerweise nach Lipinski der ClogP-Wert) < 5 hat.

In Tabelle 4.6 ist die ,rule of five” auf sechs in dieser Arbeit behandelten Verbindungen mit
vielversprechenden zytotoxischen Eigenschaften angewendet worden (Abschnitt 5.2/5.3).
Dabei wurden jeweils die freien Basen berticksichtigt, in der Annahme, dass die Molekdle in
Losung dissoziiert, bzw. solvatisiert vorliegen:

Tabelle 4.6: LipinsKis , rule of five” angewendet fiir sechs vielversprechende Verbindungen:

Verbindung Code H-Donatoren'  H-Akzeptoren logD/ClogP? Mw?
52 P16 1 4 3,71/4,06 359
78 P8-D 1 3,83/3,00 412
147 P16-60EthNCH32 1 5 3,60/5,13 431
151 P8-D-6-OEthNCH32 1 8 3,70/4,08 485
152 P8-D-6-OPropNCH32 1 8 3,60/4,43 499
161 A3 1 5 6,08/3,66 357

*Fiir Verbindungen 147, 151 und 152 wurde das terticire Amin bei pH 7,4 als protoniert angesehen; zlogD -
mit Methode b bestimmt; ClogP — berechnet mit ChemDraw Ultra 12.0; 3Molekulargewicht.

Tabelle 4.6 sagt fiir alle sechs vielversprechenden Derivate eine gute orale Bioverfiigbarkeit
voraus. Bei den flinf Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9][phenanthrolinklasse lberschreitet
der ClogP von 147 mit 5,13 den Schwellenwert, der experimentell ermittelte logD-Wert liegt
aber deutlich darunter. Bei den seitenkettentragenden Verbindungen dieser Klasse ist das
Molekulargewicht limitierender Faktor, aber fiir alle drei Derivate noch < 500 g/mol. Fir das
Derivat A3 der Azacarbazolklasse wurde der logD-Schwellenwert von logD < 5 Uberschritten.
Verbindungen 52, 78, 151 und 152 erfiillen ohne Einschrankungen die ,rule of five”.



Physikochemische Charakterisierung |115

4.4 Untersuchungen zur Phototoxizitait ausgewadhlter
Verbindungen mittels 3T3-NRU-Phototoxizitatstest

Die Substanzklasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine 27 wurde aufgrund ihres
unvorteilhaften physikochemischen Profils, vor allem aber wegen nachgewiesener stark
phototoxischer Eigenschaften, fir die Entwicklung potentieller Arzneistoffkandidaten in der
Anwendung als Zytostatikum nicht weiter in Betracht gezogen.”® Aus diesem Kontext heraus
sollte die Erniedrigung der Lipophile der Heterozyklen durch den Austausch einiger
Kohlenstoffatome des Ringgerists durch Stickstoff auch in Hinblick auf deren Phototoxizitat
eine Verbesserung bringen. Die Arbeitsgruppe um BLEEKER konnte fiir verschiedene Aza-
Heterozyklen eine durch erniedrigte Lipophilie bedingte verminderte Phototoxizitat

132 Um vor allem eine

verglichen mit den entsprechenden Carbozyklen nachweisen.
UbermaRige Anzahl an Tierversuchen zum Nachweis phototoxischer Eigenschaften neuer
Substanzen einzuddmmen, beschreibt die OECD den in vitro-3T3-NRU-Phototoxizitatstest als
evaluierte in vitro Methode zur Abschatzung des phototoxischen Potentials einer Substanz,
der sich sowohl fiir das Vorhersagen phototoxischer Eigenschaften von in vivo systemisch-,
als auch in vivo topisch applizierten Substanzen an Tieren und Menschen bewihrt hat.™* Die
phototoxische Potenz einer Substanz wird dabei durch die relative Reduktion der Viabilitat
von Balb/c-3T3-Mausefibroblastenzellen, welche mit der entsprechenden Substanz inkubiert
wurden, nach Bestrahlung einer nicht toxischen Dosis UV-Lichts bezogen auf unbestrahlte
Referenzkulturen bestimmt. Zur Auswertung der Daten wird vor allem der sogenannte PIF-
Wert (photo irritancy factor) herangezogen, der aus dem Vergleich von aus Konzentrations-
Zytotoxizitatskurven ermittelten 1Cso-Werten der bestrahlten mit den nicht bestrahlten

Kulturen resultiert (Formel 4.2):

IC,, (unbestrahlt)

PIF =
IC., (bestrahlt)

Formel 4.2: Berechnung des PIF-Wertes [OECD, 2004].**

Ein PIF-Wert < 2 bedeutet in diesem Zusammenhang ,keine Phototoxizitat”, ein PIF-Wert
zwischen 2 und 5 sagt eine ,mogliche Phototoxizitat” voraus und ab einem PIF-Wert von 5

gilt eine Subsstanz als ,phototoxisch“.*>?

Fir die erste Abschatzung der Phototoxizitdt einer
Substanz kann alternativ nur die Wachstumshemmung nach UV-Einstrahlung unter
Verwendung einer einzelnen (Hochst-)Konzentration (One-Dose Assay) bestimmt werden.

Um das phototoxische Potential vielversprechender in dieser Arbeit behandelter
Verbindungen erstmalig abschatzen zu konnen, wurde von der Firma HAC Biomed GmbH fir
vier in dieser Arbeit behandelte Verbindungen und einem 6-Aminobenzo[c]phenanthridin
mit in vorherigen Arbeiten nachgewiesener Phototoxizitdt (BP-D7 = 6-Amino-11-(3,4,5-tri-
methoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin) im Sinne eines One-Dose Assays der in vitro-3T3

NRU-Phototoxizitatstest durchgefiihrt. Als Testkonzentration wurde 10 uM (bzw. 5 uM fiir A-
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12 aufgrund schlechter Losungseigenschaften) gewahlt, um eine ausreichende Loslichkeit
aller Verbindungen in PBS-Lésung (phosphate buffered saline) zu gewahrleisten.

Hierbei wurde ein semikonfluenter Monolayer Balb/c-3T3-Mé&usefibroblasten nach
einstiindiger Prainkubation der Substanzen mit 1,7 mW/cm? UVA-Licht bestrahlt. Als
Positivkontrolle wurde Chlorpromazin, als Negativkontrolle PBS-Puffer (+ DMSO) verwendet.
Parallelansatze wurden im Dunkeln gehalten. Die Vitalitat wurde anschlieBend als Funktion
ihrer Fahigkeit, den Farbstoff Neutralrot aufzunehmen, photometrisch vermessen.

In Tabelle 4.7 sind die fiir fiinf Verbindungen Uber den 3T3-NRU-Phototoxizitatstest
erhaltenen Wachstumshemmungen (Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen) nach UV-
Einstrahlung bezogen auf Referenzzelllinien ohne Bestrahlung angegeben.

Tabelle 4.7: 3T3-NRU-Phototoxizititstest (OECD)-One dose assay:

P8-D- P16- . .
Verbindung [fg -DI\ZI] : 1';8":,'] 60EthNCH32 60EthNCH32 [:"1“2”] k';zst'rt;‘l'le I':'ftigl‘l'e
" " [10 uM] [10 uM] "
Wachstums- 53,7 52,5 ) ) . .
hemmung [%] £39 £54 Keine Keine Keine K.A. Keine
PIF-Wert N.b. N.b. N.b. N.b. N.b. > 14,4 N.b.

K.A. — Keine Angaben; N.b. — nicht bestimmt.

Fir die funf betrachteten Substanzen konnte, wie Tabelle 4.7 darlegt, kein PIF-Wert
errechnet werden, was daran liegt, dass der 3T3-NRU-Phototoxizitatstest lediglich in einer
Konzentration durchgefiihrt, und daher keine fiir die Berechnungen notwendigen ICso-Werte
der Substanzen erhalten werden konnten. Die erhaltenen Daten ermdglichen die Aussage,
dass die Verbindungen P8-D-60EthNCH32, P16-60EthNCH32 und A-12 bis zu einer
Konzentration von 10 uM (bzw. 5 uM) im 3T3-NRU-Phototoxizitdtstest nicht phototoxisch
sind, da keine Wachstumshemmungen nach UV-Bestrahlung verglichen mit unbestrahlten
Referenzkulturen auftraten. Im Gegensatz dazu zeigten P8-D (6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxy-
phenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 78 und dessen C-Analogon BP-D7 29 Wachstums-
hemmungen nach UV-Einstrahlung. Fir BP-D7 konnte demnach das bereits in vorherigen
Studien ermittelte phototoxische Potential bestatigt werden. Im direkten Vergleich der
Substanzklassen 27 und 37 fihren also in diesem Test die beiden zusatzlichen
Stickstoffatome nicht zu einer erwarteten Reduktion der Phototoxizitat. Eventuell kann eine
Korrelation zwischen Phototoxizitdit und der semizyklischen Amidin-Struktur gezogen
werden, da nur BP-D7 und P8-D von den fiunf getesteten Verbindungen dieses
Strukturelement aufweisen. Zur genaueren Untersuchung dieser Theorie und weiteren
phototoxischen Eigenschaften der Substanzklassen sollten ebenfalls Konzentrations-
Zytotoxizitatskurven bestimmt und mit diesen Informationen PIF-Werte ermittelt werden.
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4.5 Zusammenfassung und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine umfassende physikochemische
Charakterisierung der neuen Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31
erfolgen. Mittels HPLC-Analytik konnte die Loslichkeit von 14 unterschiedlich 11-substi-
tuierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37 bestimmt und eine
starke pH-Abhdngigkeit festgestellt werden. Bei pH 7,4 war die Loslichkeit der Verbindungen
jedoch dhnlich der Substanzklasse der 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridine 26 nur
im unteren mikromolaren Bereich anzusiedeln. Dieses schlechte Loslichkeitsverhalten bei
neutralem pH-Wert ist auf das Vorliegen der vollstindig deprotonierten Form des
Heterozyklus zuriickzufiihren, so dass die zusatzlichen Stickstoffatome an den Positionen 3
und 8 keinen positiven Effekt auf die Loslichkeit bei pH 7,4 haben. Diese Beobachtungen
stehen denen entgegen, die von STeNzeL flr ein Beispielderivat (6-Amino-11-(4-
Methoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin) dieser  Substanzklasse
gemacht wurden, in denen er fir das Trihydrochlorid von dieser Verbindung eine Loslichkeit
von 1,8 + 0,4 mM beschrieb [STENZEL, 2009].5* Da STENZEL allerdings das Trihydrochlorid in 100
mM Phosphatpuffer pH 7,4 verwendet hat, ist anzunehmen, dass sich, analog den in dieser
Arbeit gemachten Beobachtungen in Abschnitt 4.1.2, nach Suspension der Verbindung im
Puffermedium der pH-Wert erniedrigt haben muss und somit falschlicherweise aufgrund der
wesentlich besseren Loslichkeit im Sauren eine zu hohe Loslichkeit der Beispielverbindung
bestimmt wurde.

Eine deutliche Verbesserung der Loslichkeit der Substanzklasse konnte hingegen durch die
Einfihrung von hydrophilen Seitenketten mit endstandiger tertiarer Aminfunktion erreicht
werden. Diese liegt bei neutralem pH vorwiegend protoniert vor und fihrt zu einer
Erhohung der Loslichkeit in wassrigem 2 M Phosphatpuffer pH 7,4 in den millimolaren
Bereich.

Auch fiir die Substanzklasse der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 32 konnten erste Aussagen
zum pH-abhangigen Loslichkeitsverhalten in wassrigen Medien getroffen werden. Fir acht
verschiedenartig 6-substituierte 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 wurde eine
wesentlich schlechtere Loslichkeit als bei der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 37
determiniert, die bei pH 7,4 nur nanomolar bis niedrig mikromolar war. Experimentell
bestimmte logD-Werte fir acht 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 zeigten flr
diese Verbindungsklasse zusatzlich eine unverhdltnismaRig hohe Lipophilie auf. Beide
Phdnomene, die sehr schlechte Wasserloslichkeit, sowie die hohe Lipophilie der
Azacarbazolklasse 33 konnten mit dem Auftreten dimerer Strukturen zwischen zwei
Molekiilen dieses Heterozyklus erklarbar sein. Die Methylierung des 11-Indolstickstoffatoms
der Beispielverbindung 160 und eine damit verbundene bessere Loslichkeit in polaren
organischen Losungsmitteln unterstiitzt diese Theorie.
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Im Gegenzug offenbarte die experimentelle Bestimmung 29 unterschiedlich 6- und 11-
substituierter Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 31 logD-Werte, die in
den meisten Fallen deutlich unter 5 lagen und im direkten Vergleich mit ihren C-Analoga,
den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen 27, viel hydrophiler waren und somit ein grofRer
Schritt hinsichtlich einer moéglichen oralen Bioverfiigbarkeit gemacht wurde.

Far funf in Hinblick auf ihre Zytotoxizitat vielversprechende Derivate wurde die ,rule of five”
von LIPINSKI angewendet, die, betrachtet man die experimentell ermittelten logD-Werte, von
allen analysierten Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 31 eingehalten
wird. Das Beispielderivat A-12 der Azacarbazolklasse 40 hingegen fallt aufgrund seiner hohen
Lipophile durch.*>*

Nachdem fir mehrere 6-Aminobenzo[c]phenanthridine 27 starke phototoxische Eigen-
schaften gefunden wurden, konnten auBerdem in einer wichtigen Teilstudie mittels in vitro
3T3-NRU-Phototoxizitdtstest im Sinne eines One-Dose Assays fiir die gleichen vielver-
sprechenden Derivate erste Aussagen Uber das phototoxische Potential dieser Substanzen
getroffen werden. In diesem Test zeigten die 6-O-aminoalkylierten Zielverbindungen der
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse, ebenso wie A-12, bei der eingesetzten Testkonzen-
tration keine Phototoxizitat.

Zusammenfassend erortert stellt die Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31
aufgrund ihrer vorteilhaften physikochemischen Eigenschaften einen pharmazeutisch
interessanten Heterozyklus dar. Das vielversprechendste Profil weisen hierbei die 6-O-
aminoalkylierten Verbindungen auf, die sowohl eine im Verhaltnis hohe Wasserldslichkeit
besitzen, als auch die ,rule of five” von LiPINskI zur Abschdtzung einer moglichen oralen
Bioverfligbarkeit bestehen, so dass die Modifikation der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
durch das Anknipfen hydrophilen Seitenketten diese hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften zu aussichtsreichen Arzneistoffkandidaten macht. Denkbar ist in diesem Sinne
die Gabe der Verbindungen sowohl intravenos, intramuskuladr oder intraperitoneal, da eine
ausreichende Loslichkeit gegeben ist, als auch oral, weil die dafiir erforderlichen Parameter
(nach Lipinski) erfillt werden und in Kombination mit der stark verbesserten Loslichkeit
dieser Aufnahmeweg ebenfalls erméglicht sein sollte.™*

Die 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33 konnen per se noch nicht als potentielle
Arzneistoffkandidaten angesehen werden, diese Verbindungen zeichnen sich derzeit noch
durch eine sehr schlechte Loslichkeit in wassrigen Medien, sowie eine hohe Lipophilie aus. In
weiterfiihrenden Studien gilt es hier, die Entstehung moglicher Dimere zwischen zwei
Molekiilen der Azacarbazolklasse 33 zu verhindern. Synthetische Moglichkeiten
diesbetreffend sind in Abschnitt 2.5 dargestellt und waren Thema parallel durchgefihrter

Arbeiten 113114
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5 IN VITRO-TESTUNG AUF ANTITUMORALE AKTIVITAT

Um Aussagen Uber das in vitro Antitumorpotential der in dieser Arbeit behandelten
Substanzklassen treffen zu konnen, wurden alle synthetisierten, aufgereinigten und in
genligender Menge zur Verfligung stehenden Verbindungen am National Cancer Institute
(NCI, Maryland, USA) im NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening auf zytostatische/-
zytotoxische Aktivitat untersucht. Die folgenden Unterkapitel liefern Informationen Gber die
besagten Einrichtungen und Testsysteme, Testergebnisse fir die Substanzklasse der
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31 sind in Abschnitt 5.2 und fiir die 11H-Pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole 33 in Abschnitt 5.3 wiedergegeben. In Abschnitt 5.4 wurden fiir relevante
Strukturen aus diesen beiden Klassen Selektivitaten auf einzelne Krebsarten errechnet.

5.1 Das Developmental Therapeutics Program des National
Cancer Institutes (NCIl)

Als Teil des National Institute of Health (NIH) ist das zur US-amerikanischen Behorde
gehorige National Cancer Institute (NCI) ein weltweit operierendes und anerkanntes
Krebsforschungszentrum mit ausgedehnten Forschungslaboratorien an den Standorten
Bethesda, Maryland und Frederick, Maryland.”** Neben der Hauptaufgabe der Information
der Offentlichkeit Gber Krebserkrankungen zihlt vor allem das 1976 unter dem Motto
LHturning molecules into medicine for the public health” ins Leben gerufene Developmental
Therapeutics Program (DTP) mit der Mission der Entdeckung und Entwicklung neuer
Chemotherapeutika zu den wichtigsten Funktionen dieser Organisation.™

Das DTP besteht aus einem stufenartig gegliederten in vitro- und in vivo-Screening-
Programm fir kleine synthetische Molekiile und Naturstoffe zur Identizifierung und
Evaluierung neuer chemischer Leitstrukturen sowie biologischer Wirkmechanismen. Dabei
wird das Hauptaugenmerk der Identifizierung der potentiellen Wirkstoffe auf ein im Jahre
1990 entwickeltes und standig angepasstes in vitro-Screening potentieller Zytostatika an 60
humanen Tumorzelllinien gelegt, welches ein in vivo P388-Leukdmie-Mausmodell als

Initialscreening vor allem aus tierschutzrechtlichen Griinden abléste.*>
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Mit einer Datenbank von tiber 600.000 potentiell antitumoralen Verbindungen, die dem NCI
von zahlreichen Forschungseinrichtungen weltweit zur Testung zur Verfligung gestellt
wurden, war es unter anderem maRgeblich an der Entdeckung und Weiterentwicklung von
ca. 40% der derzeitig auf dem amerikanischen Markt zugelassenen Chemotherapeutika
beteiligt.”>® Die Entwicklung eines potentiellen Chemotherapeutikums im Rahmen des DTP

ist schematisch in Abb. 5.1 dargestellt:

Akzeptanz
durch NCI

NCI-60 screening
Vortest
"one dose assay"

Online-Bereitstellung
relevanter Informationen
zur Substanz

{

Versand der Substanz H In vitro i
an das NCI Bewertung | __________._ '
durch das NCI
Review
durch NCI

NCI-60 screening
"five dose assay”
(+ Wiederholung)

Review der Daten durch
Expertenkommitee

=

Versand weiterer
Substanz an das NCI

Akute Toxizitat in vivo
"maximum tolerated
dose”

in vivo Studien
"hollow fiber assay"

=

Versand weiterer
Substanz an das NCI

in vivo Tumor Review der Daten durch
Xenograft-Studien Expertenkommitee

¥

Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Developmental Therapeutics Program (Anti-Cancer
Screening Paradigm (Stand 13.08.13)).”’

Um bei gleichzeitiger Erniedrigung des logistischen Aufwands den Screeningdurchsatz zu
erhohen, wird seit Anfang 2007 das NCI-60 screening im Sinne eines Vortests zunéachst in
einer Konzentration (10 uM) durchgefihrt, so dass nur Substanzen mit bereits ersten
nachgewiesenen wachstumshemmenden Eigenschaften auf die 60 Tumorzelllinien in die
Konzentrations-Zytotoxizitatsbestimmung Uber finf Konzentrationen (,Five-Dose Test“) ge-
langen.
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Nach Begutachtung der Daten durch sowohl das NCI und nachfolgend einem Experten-
kommitee (BEC = biological evaluation commitee), das die Verbindung hinsichtlich
ihrer/ihres zytostatischen/zytotoxischen Potenz, strukturellen Neuartigkeit, Wirkmecha-
nismus, Reproduzierbarkeit, sowie der drugability (die Moglichkeit, aus technischer, pharma-
kologischer, sowie finanzieller Sicht, aus dem entsprechenden Kandidaten einen Arzneistoff
zu entwickeln) im Allgemeinen bewertet. Als erste Studie der nun beginnenden in vivo-Phase
wird zunachst an Mausen die maximum tolerated dose (MTD) bestimmt, die der
Dosisfindung fiir den nachfolgenden in vivo hollow fiber assay dient. Bei diesem werden
nach einem standardisierten Verfahren Mause, welche mit menschlichen Tumorzellen
beschichtete Hohlfaserimplantate tragen, intraperitoneal mit der entsprechenden Substanz
behandelt.’®

Studien durch und ist daraufhin an der Weiterentwicklung bis hin zu klinischen Studien

Je nach Datenlage fihrt das NCI weitere, spezifischere Tumor-Xenograft-

beteiligt. Beispiele fir am NCI entwickelte, gescreente und sich derzeit in klinischer
Arzneistoffentwicklung befindliche Topoisomerase I|-Hemmstoffe sind die 5,11-Diketo-
indenoisochinoline NSC 725776 und NSC 724998, deren Strukturen in Abschnitt 1.3.2
dargestellt sind.*®

5.1.1 Das NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening

Im NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening (NCI-60 screening) werden wachstums-
hemmende Eigenschaften von Substanzen auf insgesamt 60 humane Tumorzelllinien von
neun verschiedenen Krebsarten (Leukdmie, Melanom, Lungenkrebsarten, Kolonkarzinom,
ZNS-Krebs, Ovarialkarzinom, Brustkrebs, Prostatakrebs und Nierenzellkarzinom) ermittelt.
Der Test ist in seiner Komplexizitait von 60 Zelllinien und seiner Reproduzierbarkeit
einzigartig und ist fir die Abschatzung des zytostatischen/zytotoxischen Potentials
synthetischer Forschungssubstanzen in vitro sehr gut geeignet. Das daraus flr eine Substanz
resultierende typische und auf jede einzelne Zelllinie spezifische Muster der
Wachstumshemmung kann Uber mathematische Algorithmen mit den Wachstums-
hemmungsmustern einer groBen am NCI verfligbaren Datenbank an Molekilen mit
bekannten Targetenzymen/Wirkmechanismen verglichen werden und somit erste Anhalts-
punkte lber die Wirkweise einer Substanz gewonnen werden (NCI-COMPARE Studien). Die
genaue Funktionsweise des COMPARE-Algorithmus und dessen Anwendung auf ausgewdhlte
in dieser Arbeit behandelte Verbindungen ist in Abschnitt 6.1 dargestellt.

Der Screeningprozess besteht aus zwei Schritten, beginnend mit der Evaluierung des
zytotoxischen Potentials einer Substanz auf alle 60 Zelllinien in der Konzentration 10 uM
(,One-Dose Test”). Verbindungen, die in diesem Test signifikante Wachstumshemmungen
aufweisen, werden im Anschluss in finf Konzentrationen an den 60 Zelllinien getestet (,,Five-
Dose Test”). Die aus diesem Test erhaltenen Daten ermoéglichen die Bestimmung
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spezifischer, vergleichbarer Parameter (Abschnitt 5.1.1.2), sowie die Anwendbarkeit dieser
Parameter im Zuge des NCI-COMPARE-Programms.159

5.1.1.1 Beschreibung des Testsystems

Die humanen Tumorzellen werden in RPMI-1640 Medium enthaltend 5% fotales Kalber-
serum, sowie 2mM L-Glutamin kultiviert und in 96-well plates bei Zelldichten von 5000 —
40.000 Zellen/well, abhangig von der Verdopplungszeit der entsprechenden Zelllinien,
inokuliert. Die Mikrotiterplatten werden 24 Stunden vor der Zugabe der Verbindung bei
37°C, 5% CO, und 100% relativer Feuchtigkeit inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen auf
den Platten (zwei pro Zellinie — eine dient als unbehandelte Referenz) mit Trichloressigsaure
(TCA) fixiert. Die entsprechende Testverbindung wird in DMSO/Glycerol (9:1) gel6st und
diese Stammldsung mit 50 mg/ml Gentamycin enthaltendem Medium bis auf die maximale
Testkonzentration (100 uM) verdiinnt, aus der noch vier weitere Testkonzentrationen durch
serielle Verdiinnung erhalten und dem Testsystem zugefiihrt werden. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 48 Stunden unter den zuvor genannten Bedingungen wird nach Beendigung
des Assays durch Zugabe kalter TCA und weiterer Fixierungs- und Waschvorgdange mit
Sulforhodamin B Losung in 1%-Essigsaure fir 10 min angefarbt. Ungebundener Farbstoff
wird durch Waschen mit Essigsdure entfernt, die Platten luftgetrocknet und gebundenes
Sulforhodamin B in den wells mit 10 mM TRIS-Base (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
gelost. Die Absorption in den einzelnen wells wird photometrisch bei 515 nm mit einem
19 Ober die ermittelte Absorption,
welche proportional zum Gesamtproteingehalt und somit zur Anzahl der Tumorzellen ist,

automatisierten Plattenreaderphotometer gemessen.

kann Gber den Vergleich mit unbehandelten Referenzkulturen eine quantitative Bestimmung
der Reduktion des Tumorzellwachstums erfolgen.*®

5.1.1.2 Dosis-Wirkungs-Beziehungen und Auswertungsparameter

Die Auswertung der aus dem ,Five-dose Assay” erhaltenen Daten erfolgt mittels Dosis-
Wirkungs-Kurven, von denen je eine pro getesteter Zelllinie tber die finf eingesetzten
Testkonzentrationen erhalten wird. Man erhdlt somit Aussagen Uber sowohl das in vitro-
Antitumorpotential einer Substanz, als auch iber mogliche Selektivitaten dieser gegentber
bestimmten Tumorzelllinien, respektive Tumorarten. Beispielhaft ist in Abbildung 5.2 eine
simulierte Dosis-Wirkungskurve mit relevanten dosisabhdngigen Parametern wiedergegeben,
letztere werden im Anschluss naher erlautert.
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Abb. 5.2: Simulierte Dosis-Wirkungskurve einer Beispielzelllinie und daraus abgeleitete relevante
Parameter.

Entlogarithmiert und bezogen auf Wachstumsprozente unbehandelter Referenzzellkulturen

sind die entsprechenden Parameter wie folgt definiert:**

Glso = ,,Growth inhibition 50%“ - Konzentration an eingesetzter Testsubstanz, die zu einer
Abnahme des Zellwachstums um 50% fihrt.

TGl = ,Total growth inhibition“ - Konzentration an eingesetzter Testsubstanz, die eine
vollstandige Wachstumshemmung hervorruft.

LCso = , Lethal concentration 50%“ - Konzentration an eingesetzter Testsubstanz, die zu einer
Abnahme der Tumorzelldichte um 50% fiihrt.

Der TGI-Wert macht hierbei Aussagen Uber das ,zytostatische Potential“, wahrend der LCso-
Wert als ein Mal flr die ,,Zytotoxizitat” der zu untersuchenden Substanz angesehen werden
kann. Als wichtigster vergleichbarer Wert hat sich aber der Glsp-Wert etabliert. Die Summe
aller Glsp-Werte gemittelt Gber alle 60 Tumorzelllinien (Glso/ncie0 - kurz: Glsgseo) liefert eine
aussagekraftige Kenngrofe (als Konzentration), die die allgemeine in vitro antitumorale
Potenz einer Substanz beschreibt und sich gut mit anderen, im NCI-60 screening getesteten
Verbindungen vergleichen ldsst. Dieser Term ist ebenso auf die TGl (TGl/s) oder die LCso
(LCso/e0) anwendbar. Ebenso kann der dekadische Logarithmus des entsprechenden
Parameters angegeben werden, der als ,meangraph midpoint“ (MG_MID) bezeichnet wird.

Glso/60 = 2(6;(1)50 ; logGlsg /60 = MG_MID (Glso)

Formel 5.1: Glsq/50 und meangraph midpoint (MG_MID).
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5.2 In Vitro-Antitumoraktivitat der Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinklasse

In diesem Kapitel sind die Testergebnisse aus dem NCI-60 screening fir verschiedene
Derivategruppen der Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline, die sich in ihrer 6-
und/oder 11-Substitution unterscheiden, dargestellt und diskutiert.

Tabelle 5.1 gibt eine Ubersicht tber alle im NCI-60 screening getesteten 6-Amino-11,12-di-
hydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37. Dargestellt sind sowohl die Ergebnisse des One-
Dose Assay, als auch, sofern verfiigbar, die unter Abschnitt 5.1.1.2 beschriebenen Parameter
Glsp, TGl und LCsg bezogen auf alle 60 Zelllinien aus dem Five-Dose Assay.

Tabelle 5.1: Testdaten des NCI fiir alle getesteten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline 37:

R 11 N
XX N
NI ~_N
NH, 37
One-Dose Assay’ Five-Dose Assay’
Code NSC-Nr.' 11-Rest (R=) Glsoeo TGl  LCsoeo

Zellwachstum [%] [uM] [uMm] [uM]

P1 755776 Phenyl- 106,51 - - -
P2 754000 4-Isopropylphenyl- 96,34 - - -
P3 753999 4-Methoxyphenyl- 101,22 - - -
P4 754001 H- 71,75 8,13 41,69 93,33
P5 754006 3-Bromphenyl- 34,12 2,69 11,02 38,90
P7 755777 2,4,6-Trimethoxyphenyl- 80,46 - - -
P8 751113 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 91,11 - - -
P9 755778 2,3-Dimethoxyphenyl- 103,53 - - -
P10 754002 3,5-Dimethoxyphenyl- 108,02 - - -
P12 755779 Biphenyl- 71,87 - - -
P13 755780 Thienyl- 107,12 - - -
P15 755781 4-Bromphenyl- 90,50 - - -
P16 755782 3-Chlorphenyl- 33,44 3,80 25,70 74,13
P17 755783 2-Bromphenyl- 102,09 - - -
P18 760949 3,4-Dichlorphenyl- 52,87 6,03 22,91 69,18
P20 760942 Furyl- 95,81 - - -
P21 760943 4-Fluorphenyl- 101,23 - - -
P22 760944 3-Fluorphenyl- 93,72 - - -

P24 760945 3-Methoxyphenyl- 91,94 - - -
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Fortsetzung Tabelle 5.1: Testdaten des NCI fiir alle getesteten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-
cJ[1,9]phenanthroline (37):

One-Dose Assay’ Five-Dose Assay’
Code NSC-Nr.' 11-Rest (R=) Gl TGI LC
Zellwachstum [% 50/60 /60 50/60
S N T )
P25 768117 3-Hydroxyphenyl- 84,61 - - -
P28 763165 n-Propyl- 54,55 4,07 28,18 85,11
P30 754005 2,3,4-Trimethoxyphenyl- 107,07 - - -

*Durch das NCI vergebener Code; *Testkonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-Dose Assay. — nicht durchgefiihrt.

Aus Tabelle 5.1 geht hervor, dass nur fiir eine geringe Anzahl an 6-Amino-11,12-
dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 37 signifikante Wachstumshemmungen im NCI/-60
screeening erzielt werden konnten. Hier zeigten vor allem die 11-(3-Halogenphenyl)-
Verbindungen P5 und P16 eine akzeptable Wachstumshemmung auf alle Tumorzelllinien mit
Glso/eo-Werten im unteren mikromolaren Bereich. Im Zuge erster Struktur-Aktivitats-
beziehungen fiihrte der Austausch des Halogenatoms in die o- oder p-Position hierbei zu
einem kompletten Aktivitatsverlust des entsprechenden Phenanthrolinderivates. Ebenso
wenig zeigte die Verbindung mit einem Fluoratom in 3-Position des Phenylrings eine
antitumorale Aktivitat (P22). Ein 11-(3,4-Dichlorphenyl)-Rest (P18) am 6-Amino-11,12-
dihydropyrido(3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgeriist hingegen fiihrt zu einer wachstums-
hemmenden Wirkung auf die Tumorzellen.

Der Austausch des sterisch anspruchsvollen (substituierten) Phenylrestes gegen H- oder
Propyl- ergibt ebenfalls Verbindungen mit moderaten Antitumorwirkungen im unteren
mikromolaren Bereich.

Uberraschenderweise  zeigt kein einziges 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolin 37 mit Mono- oder Polymethoxyphenylsubstitution an Position 11 relevante
Wachstumshemmungen auf die Tumorzelllinien des NCI. Diese Beobachtung steht entgegen
denen, die in vorherigen Arbeiten fiir verschiedene 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenan-
thridine 27 gemacht wurden.”*%*2 Die Aktivititen solcher Derivate, beispielhaft seien hier
das 3-Methoxyphenyl-Derivat BP-18 (Glso/s0 = 1,82 pM) und das 3,4,5-Trimethoxyphenyl-
Derivat BP-7 (Glso/e0 = 3,16 uM) genannt, lagen im unteren mikromolaren Bereich.>

Auch das 3-Hydroxyderivat P25 konnte keine signifikante Wachstumshemmung tber alle 60
Tumorzelllinien herbeiflhren.

Fiihrt man eine Doppelbindung in die 11,12-Position der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-
c][1,9]phenanthroline ein, ergibt sich hinsichtlich wachstumhemmender Eigenschaften im
NCI-60 screening ein anderes Bild. Eine Ubersicht (iber alle am NCI getesteten 6-Amino-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74 liefert Tabelle 5.2:
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Tabelle 5.2: Testdaten des NCI fiir alle getesteten 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74:

11
R X
X 2N
|
N___A__N
NH, 74
One-Dose Assay’ Five-Dose Assay’
Code NSC-Nr.! 11-Rest (R=) Gl TGI LC
Zellwachstum [% 50/60 /60 50/60
R T I
P1-D 763166 Phenyl- 69,83 9,55 87,10 > 100,00
P8-D 763168 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 16,76 0,76 7,24 72,44
P9-D 763167 2,3-Dimethoxyphenyl- 98,04 - - -
P16-D 768113 3-Chlorphenyl- 53,56 16,22 87,10 > 100,00
P20-D 763169 Furyl- 39,08 1,74 18,20 95,5
P24-D 763170 3-Methoxyphenyl- 55,57 3,71 37,16 97,72
P28-D 765620 n-Propyl- 59,47 7,94 7762 >100,00

*Durch das NCI vergebener Code; *Testkonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-Dose Assay. — nicht durchgefiihrt.

Wie in Tabelle 5.2 ersichtlich, resultiert aus der Einflihrung der Doppelbindung fir alle
dargestellten synthetisierten und getesteten Dehydro-Verbindungen verglichen mit ihren
11,12-Dihydro-Analoga aus Tabelle 5.1 mit Ausnahme des 2,3-Dimethoxyphenyl-Derivates
P9-D eine gewisse antitumorale Wirkung, die fir das 11-Furylderivat P20 (Glso/e0 = 1,82 uM)
und das 3,4,5-Trimethoxyderivat (Glsg/s0 = 0,76 puM) die besten Werte aus dieser Gruppe
annimmt. Die nicht vorhandene Zytotoxizitdit von P9-D konnte im Einklang mit den
Beobachtungen von Kock stehen, die fiir entsprechende 6-Aminobenzo|[c]phenanthridine
eine Erniedrigung der Zytotoxizitat durch die Einfliihrung eines Substituenten in 2-Position
des Phenylrings beobachtete.”® Diesen Sachverhalt begrindete Kock mit der Entstehung
einer durch sterische Wechselwirkung entstehenden energetisch unglinstigen Spezies. Die
Oxidation des 11-(3-Chlorphenyl)Derivates und der 11-Propylverbindung zu P16-D und P28-D
zieht eine leichte Verschlechterung der Zytotoxizitat nach sich. Ob dies allgemein fiir 11-(3-
halogenphenyl)- oder 11-alkylsubstituierte Derivate gilt, sollte durch die Synthese und
Testung weiterer Derivate dieser Unterklassen in zuklinftigen Arbeiten evaluiert werden.
Eine mogliche Erklarung der Verbesserung der wachstumshemmenden Effekte durch
Erreichen des vollaromatischen Zustandes des Ringsystems kdnnte die dadurch erzeugte
erhohte Planaritdt der Moleklle und eine damit verbundene bessere Befdhigung zur
Interkalation in die DNA sein.”®

Uber die Ergebnisse des One-Dose Assays sind die Wachstumshemmungen der 6-Amino-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74 und der entsprechenden 11,12-Dihydro-Analoga 37 auf
alle 60 Tumorzelllinien direkt vergleichbar. In Abbildung 5.3 sind die beiden Substanz-
gruppen gegenlber gestellt:
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Abb. 5.3: Vergleich der Wachstumshemmungen von 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinen 74
mit den entsprechenden 11,12-Dihydro-Analoga 37 (One-Dose Assay).

In Abbildung 5.4 werden die erhaltenen Glsos0-Werte aus dem Five-Dose Assay fir
verschiedene 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74 und 11,12-Dihydro-Derivate
Verbindungen 37 mit den entsprechenden Werten in gleicher Weise 11-substituierter 6-
Aminobenzo[c]phenanthridine 28 (und 11,12-Dihydro-Verbindungen 27), sowie den Glsg/s0-
Werten der Naturstoffe Fagaronin 16 und Nitidin 17 verglichen.
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Abb. 5.4: Glsy/50-Werte verschiedener Substanzklassen und Naturstoffe; ox. = oxidiert.
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Beim direkten Vergleich der Verbindunsklassen in Abb. 5.4 kann kein eindeutiger Trend
festgestellt werden. Bei drei von finf verglichenen Derivaten fihrten entsprechende
Verbindungen der Substanzklasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine (und 11,12-Dihydro-
Analoga) bei niedrigeren Konzentrationen zu einer 50 prozentigen Wachstumshemmung. Die
Verbindungen P5, P8-D und P20-D wiesen im NCI-60 screening bessere Glsg/s0-Werte auf, als
die natlrlichen Leitstrukturen Fagaronin und Nitidin. Als eine Verbindung mit guten
wachstumshemmenden Eigenschaften konnte P8-D identifiziert werden, das einen Glsg/s0-
Wert von 0,76 uM aufweist. Damit liegt es im Bereich gut wirksamer 6-Aminobenzo[c]-
phenanthridine, der flr diese Substanzklasse maximal erreichte Wert von 0,18 uM (BP-D6)
konnte jedoch fiir nicht-seitenkettentragende Verbindungen nicht unterschritten werden.
Folgende Reihenfolge zeigt P8-D und 6-Aminobenzo[c]phenanthridine mit einer Glspo < 1
uM aufsteigend geordnet nach ihrer Wirksamkeit:

BP-11 < BP-22 < P8-D < BP-D3 < BP-D8 < BP-34 < BP-D7 < BP-D6

Fir eine Reihe weiterer unterschiedlich 6- und/oder 11-substituierter, nicht seitenketten-
tragender Verbindungen aus der Klasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline wurden
ebenfalls Testdaten aus dem NCI-60 screening erhalten (Tabelle 5.3):

Tabelle 5.3: Aus dem NCI-60 screening erhaltene Daten weiterer Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

1 1 11
R N R N R N
N _N N _N N _N
| | |

N__~ NH N AN N N

o) a, b) Cl C) d)
89 107 91

One-Dose Assay’ Five-Dose Assay’
Code  NSC-Nr.! 11-Rest (R=) Glso/so TGl /60 LCso/s0

Zellwachstum [%] [uM] [uM] [1M]

a) 5,6,1,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-one

P1-0 760947 Phenyl- 97,37 - - -
P5-0 760946 3-Bromphenyl- 46,15 8,51 81,28 >100,00
P16-O0 765622 3-Chlorphenyl- 64,76 6,92 61,66 97,72
P24-0 760948 3-Methoxyphenyl- 94,94 - - -
b) 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-one
P8-D-O 765624 3,4,5-Trimethoxyphenyl- -2,33 1,00 4,47 28,84
¢) 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
P16-Cl 765624 3-Chlorphenyl- 8,98 2,57 12,30 38,02
d) 6-unsubstituierte Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
P4-H 768114 H- 46,77 3,89 37,15 97,72
P4-D-H 768115 H- 50,86 4,68 60,26  >100,00
P8-H 768116 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 84,73 - - -

*Durch das NCI vergebener Code; *Testkonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-dose Assay. — nicht durchgefiihrt.
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Tabelle 5.3 zeigt ebenfalls eine Wirksamkeit fiir Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline auf, welche eine Oxo-Funktion in 6-Position aufweisen. In diesem
Zusammenhang waren bei allen getesteten 6-Oxo-Verbindungen die korrespondierenden 6-
Amino-Derivate (Tabellen 5.1 und 5.2) im NCI-60 screening geringfligig potenter.

Das 6-Chlor-11,12-dihydropyrido([3,4-c][1,9]phenanthrolin P16-Cl zeichnet sich zwar durch
einen besseren Glsg/go-Wert als die korrespondierende 6-Oxo-Verbindung P16-O und das 6-
Amino-Derivat P16 aus, aufgrund einer sehr schlechten Lo&slichkeit der Verbindung in
wassrigen, bzw. polaren organischen Medien, war eine Weiterentwicklung dieses reaktiven
Verbindungstyps allerdings nicht von Interesse.

Die ganzlich unsubstituierten Heterozyklen Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (P4-D-H) und
11,12-Dihydropyrido([3,4-c][1,9]phenanthrolin  (P4-H) konnten ebenfalls Wachstums-
hemmungen auf die 60 Tumorzelllinien erzielen, welche im unteren mikromolaren Bereich
lagen. Auch hier war eine schlechte Loslichkeit gegeben und maéglicherweise limitierender
Faktor im Zytotoxizitdtsassay des NCI. Die Verbindung P8-H konnte keine signifikanten
Wachstumshemmungen in selbigem Assay hervorrufen.

Zuvor gemachte Beobachtungen zur in vitro Zytotoxzitat der Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinklasse kénnen in folgender Abbildung (Abb. 5.5) zusammengefasst werden und
folgende Schliisse hinsichtlich Struktur-Wirkungs-Beziehungen getroffen werden:

Substitution mit MeO- oder Hal- /\v
erstrebenswert
R2 (‘\ Substitution mit MeO- oder Hal-
scheint unglinstig zu sein
R1 Dehydrierung in 11,12-Position
glinstig fiir Zytotoxizitat

Besonders wirksame 11-Reste:

. R4
Wenn 11,12-Dihydro:
3-Bromphenyl-,
3-Chlorphenyl-

Wenn vollaromatisch:
3,4,5-Trimethoxyphenyl-,
Furyl-

NH,- leicht besser J

als OH-

Abb. 5.5: Aus den in vitro-Zytotoxizitéitsdaten des NCI abgeleitete Struktur-Aktivitéits-Beziehungen.

Unter Bericksichtigung der oben genannten Struktur-Aktivitats-Beziehungen wurde jeweils
eine Verbindung der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline (P16) und ein
vollstéandig ungesattigtes Derivat (P8-D) als Leitstrukturen fiir die Einfihrung hydrophiler
Seitenketten ausgewahlt. Hierbei richtete sich die Auswahl nach den besten Glsg/s0-Werten,
die im Five-Dose Assay erreicht worden sind. Die Bevorzugung des 3-Chlorphenylderivates
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(P16) als Vertreter der 11,12-Dihydro-Verbindungen trotz besserem Glsg/go-Wert des 3-
Bromphenylderivates (P5) wurde in Abschnitt 2.1.5 diskutiert.

Im Zuge der Strukturoptimierung der Leitverbindungen P16 und P8-D wurde, wie in
Abschnitt 2.1.5 dargelegt, der tetrazyklische Kern dieser beiden Molekile mit hydrophilen
Seitenketten mit endstandiger tertidarer Aminfunktion versehen, mit dem Ziel, neben der
Verbesserung der Loslichkeit in neutralem wadssrigen Medium die Zytotoxizitdt dieser
Verbindungen weiter zu steigern. Dies konnte in der Literatur bereits an vielen ahnlichen
Verbindungen gezeigt werden.”>***° Die Kopplung von unterschiedlich langen Aminoalkyl-
fragmenten erfolgte entweder Uber ein 6-O- oder ein 6-N-Atom. Die Ergebnisse des NCI-60
screening der strukturoptimierten Leitverbindungen sind in Tabelle 5.4 wiedergegeben.

Tabelle 5.4: Testdaten 6-N- und 6-O-aminoalkylierter Verbindungen (NCI-60 screening):

2 2
R X R X
NS N N N
N__ AN N A~ N
142 und 149 R! a) R b) 151 und 152
One-Dose Five-Dose Assay’
Assay’
NSC- 11-Rest
Code 1 6-Rest (R;=) Zell-
Nr. (Rz=) wachstum Glsoe0 TGlgo  LCsofe0
%] (uM] [pM] [pM]
a) 11,12-Dihydro-Verbindungen
I
P16-6- HN._~,.CHs  3-Chlor-
NEthNCH32 765623 l}l ohenyl- 11,10 2,45 6,92 20,42
CHj
I
P16-6- O~ -CHs 3-Chlor-
OEthNCH32 765625 I}l phenyl- - 30,06 0,45 2,34 13,8
CH;
b) Oxidierte Verbindungen
P8-D-6 (ID CH 34,5
-D-6- ~ N -CHs . o
OEthNCH32 768118 I}j Trimethoxy 34,05 0,049 0,65 30,20
CH,4 phenyl-
P8D-6- (|) EH3 34>
OPropNCH32 777955 ~ N “CHj Trl&itnhycii(y_ - 25,31 i.T. i.T. i.T.

'Durch das NCI vergebener Code; *Testkonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-dose Assay; i.T. — derzeit in Testung.
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Tabelle 5.4 zeigt, dass die Einfihrung von Dimethylaminoalkyl-Seitenketten an das
tetrazyklische Grundgerist der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31 in allen betrachteten
Fallen eine Verbesserung der wachstumshemmenden Eigenschaften verglichen mit den
korrespondierenden Leitstrukturen bewirkt. Betrachtet man die Seitenkettenverbindungen
ausgehend von der 6-Amino-11,12-dihydro-Leitstruktur P16 (Glso/e0 = 3,80 uM), so ergibt die
Einfihrung einer Dimethylaminoethylamino-Seitenkette eine leichte Verbesserung der
Zytotoxizitdt (P16-6-NEthNCH32, Glsoe0 = 2,45 pM), wahrend sich der Glsos0-Wert bei
Einflihrung einer Dimethylaminoethyloxy-Seitenkette bereits um fast eine Zehnerpotenz auf
Glsg/e0 = 0,45 uM (P16-6-OEthNCH32) verbessert. Die Ankopplung einer Dimethylamino-
ethyloxy-Seitenkette an die Leitstruktur des vollstandig ungesattigten 3,4,5-Trimethoxy-
phenyl-Derivats P8-D (Glso/so = 0,76 uM) resultiert in der Verbindung P8-D-60EthNCH32,
welche herausragende wachstumshemmende Eigenschaften besitzt. Die Verbindung weist
einen Glsp-Wert Uber alle 60 Tumorzelllinien im unteren nanomolaren Bereich auf (Glsg/e0 =
0,049 pM). Das Dimethylaminopropyloxy-Analogon P8-D-60PropNCH32 konnte im One-Dose
Assay ebenfalls sehr vielversprechende wachstumshemmende Eigenschaften aufweisen und
befindet sich derzeit im Five-Dose Asssay des NCI-60 screening.

Aufgrund des hohen zytotoxischen Potentials von P8-D-60EthNCH32 wird diese Verbindung
im Folgenden detailliert diskutiert. In Abbildung 5.6 sind die Dosis-Wirkungs Kurven von P8-
D-60EthNCH32 fir alle 60 Zelllinien dargestellt:
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Abb. 5.6: Dosis-Wirkungs Kurven von P8-D-60EthNCH32 auf alle 60 Tumorzelllinien.
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Abbildung 5.6 zeigt fiir alle getesteten humanen Tumorzelllinien eine rapide Abnahme des
Zellwachstums bei steigender Konzentration, wobei fiir finf Zelllinien der Glsp-Wert sogar
unterhalb der niedrigsten Testkonzentration von 10 nM liegt. Ebenso sind fiir nahezu alle
Zelllinien ausgeprdgte Plateaus in der Nadhe der totalen Wachstumshemmung zu
beobachten, was auf einen oder mehrere absattigbare(n) potentielle(n) zytostatische(n)
Effekt(e) hindeutet. Betrachtet man die vollstandige Wachstumshemmung gemittelt Gber
alle 60 Zelllinien von TGl/gp = 0,65 uM und die korrespondierende LCsq/60 = 30, 2 uM, welche
Aussagen Uber (zyto)toxische Effekte der Substanz macht, fillt eine Differenz der beiden
Werte von fast 2 Zehnerpotenzen auf. Diese grofRe Differenz ist unter allen anderen
getesteten Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Derivaten einzigartig und von wichtiger
Bedeutung. In diesem Zusammenhang kdnnte (unter Annahme &hnlichen pharmako-
dynamischen Verhaltens in vivo) zur Erreichung des (gewiinschten) therapeutischen zytosta-
tischen Wirkbereichs in einer entsprechend groBen therapeutischen Breite eine niedrige
Konzentration gewahlt werden, ohne dass in groRerem Malle (unerwiinschte) toxische
Effekte in diesen Konzentrationsbereichen auftreten diirften.

Das erhaltene Zytotoxizitatsprofil von P8-D-6-OEthNCH32 gibt im Sinne der o.g.
Beobachtungen Hinweise darauf, dass die Substanz ein oder mehrere Zielenzyme adressiert,
welche von den anderen im NCI-60 screening getesteten Verbindungen der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinklasse 31 nicht erreicht werden. Untersuchungen zum Wirk-
mechanismus, bzw. zu Wirkmechanismen der Verbindung sind in Kapitel 6 zu finden.

Aufgrund der bemerkenswerten Wirksamkeit von P8-D-60EthNCH32 |&sst sich die Substanz
nun mit bekannten Leitstrukturen fiir relevante Zytostatika, sowie zugelassenen
Arzneistoffen und vielversprechenden Forschungssubstanzen vergleichen, deren wachstums-
hemmende Eigenschaften ebenfalls im standardisierten NCI-60 screening  bestimmt
wurden.™ Einen solchen Vergleich liefert Tabelle 5.5, in der zusatzlich auch noch die beiden
wirksamsten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine, die im Arbeitskreis synthetisiert wurden, mit
aufgefihrt sind.

Aus dem Vergleich dieser Daten ist ersichtlich, dass P8-D-60EthNCH32 im NCI/-60 screening
ungefahr die gleiche Potenz besitzt wie Camptothecin 2, welches als natiirliche Leitstruktur
mehrerer Topoisomerase I-Hemmstoffe diente.” Die zugelassenen Arzneistoffe dieser Klasse
Irinotecan 3 und Topotecan 4, ebenso die sich in klinischer Priifung befindlichen nicht-
camptothecinartigen Topoisomerase I-Hemmer NSC 725776 21 und NSC 724998 22, zeigen
schwachere wachstumshemmende Eigenschaften als P8-D-60EthNCH32. Dies gilt auch fir
die zugelassenen Topoisomerase II-Hemmer Etoposid 7 und Teniposid 8, lediglich das starke
Spindelgift Podophyllotoxin 203, aus dem die zuvorgenannten Topoisomerase |I-Hemmstoffe
hervorgingen, kann einen niedrigeren Glsg/s0-Wert (21 nM) als P8-D-60EthNCH32 aufweisen.
Verglichen mit den 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen ist P8-D-60EthNCH32 drei- bis viermal
so potent wie BP-D6 204, die wirksamte Substanz aller 45 getesteten Verbindungen der 6-
Aminobenzo[c]phenanthridinklasse 27.
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Tabelle 5.5: Die in vitro-Wirksamkeit von P8-D-60EthNCH32 im Vergleich.

Verbindung NSC-Nr.! Glso/e0 [um]?
P8-D-6-OEthNCH32 (151) 768118 0,049
BP-D6 (204) 705878 0,18
BP-D7 (29) 705880 0,28
Topoisomerase I-Hemmstoffe
Camptothecin (2) 94600 0,038
Irinotecan (3) 728073 0,098
Topotecan (4) 60669 0,14
NSC 725776 (21) 725776 0,075
NSC 724998 (22) 724998 4,31
Topoisomerase lI-Hemmstoffe
Podophyllotoxin (203)* 24818 0,021
Etoposid (7) 141540 0,99
Teniposid (8) 122819 0,39

*Durch das NCI vergebener Code; *Werte aus den entsprechenden Five Dose Assays;m 3Podophyllotoxin ist

kein Topoisomerase ll-Hemmstoff, aber ist hier aufgefiihrt, da es als Leitstruktur zur Entwicklung von
Etoposid und Teniposid diente.

OMe OMe
MeO ! MeO
MeO X R ]
N R=H 204
XN 4
I
N A~ 2N O N R=MeO 29
NH
O\/\N/CHS 5
CH
151 °
(@]

MeO OMe

203

Abb. 5.7 zu Tabelle 5.5: Strukturformeln der in Tabelle 5.5 verglichenen Zytostatika.
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5.3 In Vitro-Antitumoraktivitat der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-aza-
carbazolklasse

Dieses Kapitel stellt die Testergebnisse aus dem NCI-60 screening fir alle getesteten Ver-

bindungen aus der Substanzklasse der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole (33) dar.

Eine Ubersicht Uber alle getesten 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole (40) gibt
Tabelle 5.6:

Tabelle 5.6: Testdaten des NCI fiir alle getesteten 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40:

H N=
N— \ /
R 40
NSC One-Dose Assay’ Five- Dose Assay’
Code 1 6-Rest (R=) Gl TGI LC
Nr. Zellwachstum [% 50/60 /60 50/60
Sl I L R )
A2 755784 3,4,5-Trimethoxyphenyl- 92,65 - - -
A5 760936 4-Bromphenyl- 76,95 - - -
A7 760938 3-Chlorphenyl- 89,92 - - -
A8 760939 4-Fluorphenyl- 98,21 - - -
A9 760940 Furyl- 94,08 - - -
Al12 765626 2,3,4-Trimethoxyphenyl- 18,56 0,32 47,86 > 100,00
Al15 765630 2,4,6-Trimethoxyphenyl- 98,52 - - -

*Durch das NCI vergebener Code; *Testkonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-dose Assay. — nicht durchgefiihrt.

Bei den 5,6-Dihydro-Derivaten der Azacarbazolklasse 40 konnten lediglich fiir die Verbindung

A12, welche einen 2,3,4-Trimethoxyphenylrest in 6-Position tragt, wachstumshemmende

Eigenschaften nachgewiesen werden. Das Derivat besitzt allerdings mit einer Glsg/s0= 0,32

UM eine im Vergleich relativ hohe Potenz, die sich im Bereich der Potenzen der am besten
wirksamsten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine 27 bewegt [ZUR NIEDEN, 2007]% Im direkten
Vergleich der Substanzklassen ist A12 um fast zwei Zehnerpotenzen wirksamer als 6-Amino-
11-(2,3,4-trimethoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin (BP-8, Glso/s0= 21,38), wahrend P30 aus
der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 31 gar keine inihibierenden Effekte auf das
Zellwachstum ausibt (Tabelle 5.1).
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Die Tabelle 5.7 legt den Verdacht nahe, dass auch fir die hier behandelten
Azacarbazolderivate 40 eine Oxidation der 5,6-Position und damit eine vollstindige
Aromatisierung die Wirksamkeit zu erhohen scheint:

Tabelle 5.7: Testdaten des NCI fiir alle getesteten 11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 179:

H N=
NN /
\_/
R 179
One-Dose Assay’ Five- Dose Assay’
Code NSC-Nr.* 6-Rest (R=) Gl TGI LC
Zellwachstum [% 50/60 /60 50/60
T
Al1-D 755785 H- 105,04 - - -
A3-D 755786 2,4-Dimethoxyphenyl- 24,07 1,12 60,26 97,72
A12-D 765627 2,3,4-Trimethoxyphenyl- 17,32 0,44 43,65 91,20
A-13-D 765628 3-Methoxyphenyl- 64,44 1,04 13,49 60,26

*Durch das NCI vergebener Code; *Teskonzentration: 10 uM; *Nur durchgefiihrt bei signifikanter Wachstums-
hemmung im One-dose Assay. — nicht durchgefiihrt.

Allerdings kann kein umfassender direkter Vergleich zwischen 5,6-Dihydroform und den
vollaromatisierten Analoga gezogen werden, da bis auf ein Beispiel (A12/A12-D) jeweils fur
nur eine der beiden Formen Testdaten vorliegen. Wie auch schon in Abschnitt 5.2 bei der
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse vermutet, kdnnte auch in diesem Falle die in vitro-
Zytotoxizitat durch die Oxidation, der dadurch erzeugten erhéhten Planaritat der Molekiile
und einer damit verbundenen besseren Befahigung zur Interkalation in die DNA, erhoht
werden.”®

Al12 und A12-D zeigen neben den besten wachstumshemmenden Eigenschaften auf alle
Tumorzelllinien auch die in Hinblick auf eine potentielle Weiterentwicklung der
Verbindungen vielversprechendsten Dosis-Wirkungs-Kurven der bisher gestesteten
Substanzen der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33. In Abbildung 5.8 sind beispielhaft die
Dosis-Wirkungs Kurven von A12-D fiir alle 60 Zelllinien dargestellt.

Ahnlich wie bei der Substanz P8-D-60EthNCH32 (Abschnitt 5.2) wird hier ein Plateau in der
Ndhe der absoluten Wachstumshemmung erreicht, die Substanzen A12 und A12-D besitzen
also eine bemerkenswerte in vitro zytostatische Wirkung. Zytotoxische Effekte sind bis zur
getesteten Maximalkonzentration von 100 uM bei nahezu allen Zelllinien nur gering
ausgepragt (A12-D; LCsos0 = 91,20 uM). Verglichen mit dem Glsos0-Wert der wirksamsten
Verbindung der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse, P8-D-60EthNCH32 151 (Glsg/e0 =
0,049 uM), sind A12 und A12-D allerdings eine Zehnerpotenz schwacher wirksam.

Fur A12 wurden weiterflihrende Untersuchungen beziglich des Wirkmechanismus/der
Wirkmechanismen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 6 dargestellt.
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Abb. 5.8: Dosis-Wirkungs Kurven von A12-D auf alle 60 Tumorzelllinien.

Eine allgemeine Aussage zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Azacarbazolklasse 33 lasst
sich durch die wenigen getesteten Verbindungen im NCI-60 screening noch nicht treffen.
Stark limitierend fir alle Verbindungen dieses Typs ist definitiv die sehr schlechte Loslichkeit
der Molekile in waéssrigen Medien und damit auch in Puffersystemen des
Zytotoxizitdtsassays des NCI. Mit den Verbindungen A12, respektive A12-D konnte im
Rahmen dieser Arbeit eine Leitstruktur gefunden werden, die in weiterflihrenden Arbeiten
hinsichtlich der pharmazeutisch relevanten physikochemischen Eigenschaften optimiert
werden sollte. In parallel durchgefiihrten Arbeiten wurden bereits umfangreiche Studien, die
unter anderem die Thematik der Anknipfung hydrophiler Seitenketten, bzw.
Zuckermolekiile an den Stickstoff in 11-Position an ein im NCI-60 screening zu der Zeit
wirksamstes 2,4-dimethoxyphenyl-substiuiertes Azacarbazolderivat zur Verbesserung der

Loslichkeit beinhalteten, durchgefiihrt.**>

Erste Ergebnisse im NCI-60 screening zeigten
hier eine schwachere Wirkung der seitenkettentragenden Verbindungen, verglichen mit dem
11-N-unsubstituierten Leitmolekiil.®® Die erarbeiteten Strategien sind dennoch sehr wertvoll
und zum Beispiel im Sinne von pro-drug-Funktionen und der Ubertragung dieser auf die
neue Leitstruktur A12/A12-D zur primaren Verbesserung der Wasserloslichkeit

hochinteressant und sollten in zukiinftigen Arbeiten realisiert werden.
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5.4 Selektivitaten ausgesuchter Verbindungen

Der Uber alle 60 Tumorzelllinien gemittelte Glso-Wert (meangraph midpoint) ist die
wichtigste aus dem NCI-60 screening erhaltene KenngrofRe. Mit diesem Wert kann die
durchschnittliche Zytotoxizitdt eines Molekils mit anderen Verbindungen verglichen
werden, allerdings berlicksichtigt er nicht eventuelle Selektivitdten auf einzelne Zelllinien,

beziehungsweise Tumorarten.'®*

Aus diesem Grunde wurden fir einige in dieser Arbeit
besprochene relevante Verbindungen die Selektivitaten fir alle neun Krebsarten bestimmt.

Dabei wird die Differenz aus dem meangraph midpoint (MG_MID) und dem dekadisch
logarithmierten Mittelwert der Glso-Werte aller Zelllinien zugehorig zu einer bestimmten

Krebsart bestimmt (Formel 4):

A = MG_MID (Glso) — MW Gl

MG_MID (Glsp): Mittelwert der logarithmierten Glso-Werte (iber alle 60 Zelllinien.
MW Glsg: Mittelwert aus den logarithmierten Glso-Werten der betreffenden
Krebsart.

Formel 5.2: Berechnung von tumorbezogenen Selektivititen iiber die im NCI-60 screening
erhaltenen Gls;-Werte.

Aus Formel 4 ergibt sich eine entsprechend hohere Selektivitat auf die betrachtete Krebsart,
je positiver diese Differenz ist. Im Gegensatz dazu weist ein negativer Wert daraufhin, dass
die zu untersuchende Substanz auf die entsprechende Krebsart unempfindlicher ist, als im
Mittel auf alle 60 Zelllinien. Ein Beispielwert von A = 1 enspricht einer Selektivitat einer
untersuchten Substanz von 10 zu 1 auf die entsprechende Tumorart bezogen auf alle
anderen Tumorzelllinien.

Aus diesem Kontext heraus wurden fir folgende acht in dieser Arbeit behandelten
relevanten Strukturen Selektivitatsanalysen durchgefiihrt: Die beiden Uber ihre Potenz im
NCI-60 screening ermittelten Leitstrukturen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 31
P16 und P8-D, die daraus strukturoptimierten Seitenkettenderivate P16-60EthNCH32, P16-
6-NEthNCH32 und die bestwirksamste Verbindung dieses Typs P8-D-60EthNCH32, der
ganzlich unsubstituierte Heterozyklus Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (P4-D-H), sowie die
wirksamsten Derivate der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33 A-12 und A3-D. Tabelle 5.8
zeigt die Ergebnisse dieser Selektivitatsanalysen.
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Tabelle 5.8: Selektivitéiten in dieser Arbeit behandelter relevanter Strukturen:

P16-  P16-  P8-D-
Interner Code P16 P8-D 60Eth- 6NEth- 60Eth- P4-D-H Al12 A3-D
NCH32 NCH32 NCH32
NSC-Nummer® | 755782 763168 765625 765623 768118 768115 765626 755786
Leukdmie 039 033 059 023 042  -008 033 0,17
NSCLC? 010 013 018  -0,03 0021 020 -019  -015
Kolonkarzinom | -0,03  -0,19 -0,05 002  -008 -004 0,18 0,25
ZNS-Krebs 008 016  -0,03 -014  -046 0,07  -0,05 013
Melanom 001  -015 -024 0,13  -019  -0,12  -0,16 0,24
Ovarial- 011 041 -028 027 033 016  -0,03 0,12
karzinom
Nierenzell- 002 026 011 006 012 030  -008  -0,30
karzinom
Prostatakrebs | -0,06 004 009  -006  -005  -028 005  -027
Brustkrebs 005  -004 -023 -0,02 -017  -015 006  -0,18

*Durch das NCI vergebener Code; 2NSCLC — non small cell lung cancer — Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom.

cl Cl Cl
MeO
X MeO
NN N NN N NN N
| |
N_ AN N AN N_ AN
NH, O\/\N/ HN\/\N/
P16 P16-60Eth- | P16-6NEth- |
NCH32 NCH32
OMe
MeO O
MeO A X
[ N Y N
N_ AN N AN
O\/\N/
P8-D-60Eth- | P4-D-H
NCH32

Abb. 5.9 zu Tabelle 5.8: Strukturformeln verglichener Verbindungen.
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Allen verglichenen Verbindungen gemein ist eine relativ stark ausgepragte Selektivitat fir
Tumorzelllinien der Krebsart Leukdmie, Ausnahme ist hier lediglich die Verbindung P4-D-H.
Diese Tumorselektivitat wird, betrachtet man die 6-Amino-Leitverbindungen P16 (A = 0,39)
und P8-D (A = 0,33), durch die Einfiihrung einer Dimethylaminoethyloxy-Seitenkette an die
6-Position leicht verstarkt (Apiesoethnchz2 = 0,57; Aps psoethnchs2 = 0,42) und liefert die groBten
Selektivitaten der getesteten Verbindungen. Die pharmazeutisch interessante Verbindung
P8-D-60EthNCH32 konnte mit A = 0,22 zudem eine gewisse Selektivitdt auf Zelllinien des
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC), sowie eine geringe Selektivitat flir das
Nierenzellkarzinom aufweisen (A = 0,11). Ahnliche Selektivititen wurden fir P16-
60EthNCH32 erhalten, welches die gleiche Seitenkette in 6-Position, verknipft an die
Leitstruktur P16, tragt. Fir die Azacarbazolderivate A12 und A3-D konnten keine
Selektivitdten auf die NSCLC-Zelllinien verzeichnet werden, dafiir zeigen diese aber eine
gewisse Selektivitdt auf Kolonkarzinomzelllinien (Aa.12=0,18; Aasp = 0,25). Fiir A3-D kommen
noch eine leichte Praferenz fir ZNS-Krebszellen (Aasp = 0,13) und das maligne Melanom
(Apz-p = 0,24) hinzu.

Betrachtet man riickblickend die untersuchten Selektivitdten verschiedener 6-Amino-11,12-
dihydrobenzo[c]phenanthridine 27 und 6-Aminobenzo|[c]phenanthridine 28 wurden in allen
Arbeiten, in denen diese Untersuchungen durchgefiihrt wurden, Selektivitdten fiir Leukdmie

°1°052 Neben den bei den von WOLSCHENDORF

und das Mammakarzinom beschrieben.
analysierten Verbindungen zusatzlich aufgetretenen Selektivitaten fur Prostata- und Nieren-
zellkarzinomzelllinien, konnte Kock erstmals ein gutes Ansprechen auf Melanomzelllinien

beschreiben.’**°

ZUR NIEDEN bestédtigte grofltenteils diese Ergebnisse fiir die von ihr
untersuchten Derivate und deren Selektivititen.>® Im Vergleich zu diesen Ergebnissen zeigen
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Verbindungen ebenfalls ausgepragte
Tumorselektivitaten auf Leukdamiezelllinien. In Abbildung 5.10 werden diese neu erhaltenen
Leukdamie-Selektivitditen mit entsprechenden Differenzwerten der auf diese Tumorart
selektivsten Verbindungen der 6-Aminobenzo[c]phenanthridinklasse 27 und 28

verglichen.”*?

In Abb. 5.10 aufgefiihrte Substanzen der 6-Aminobenzo[c]phenanthridinklasse 27 und 28:

BP-D2 -- 6-Amino-11-(4-methoxyphenyl)benzo[c]phenanthridin

BP-8 -- 6-Amino-11-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin

BP-D9 -- 6-Amino-11-(2-furyl)benzo[c]phenanthridin

BP-11 -- 6-Amino-11-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin
BP-16 -- 6-Amino-11-(4-ethoxyphenyl)-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin

BP-20 -- 6-Amino-11-(3-hydroxy-2,4-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridin
BP-D22 -- 6-Amino-11-(3,5-dimethoxyphenyl) benzo[c]phenanthridin
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Abbildung 5.10 Selektivitditen der einzelnen Substanzklassen auf Leukdmiezelllinien im Vergleich.

Abbildung 5.10 zeigt, dass bisher keine der Verbindungen, weder aus der Klasse der 6-
Aminobenzo[c]phenanthridine 27, noch von den getesten Derivaten der neuen
Heterozyklenklassen eine Differenz > 1 erreicht hat. Die groBte Selektivitat auf
Leukamiezellen wird von BP-D22 (A = 0,88) realisiert. Das 6-O-aminoethylierte Derivat P16-
60EthNCH32 kann eine Selektivitat auf diese Zelllinien im Bereich des zweitselektivsten 6-
Aminobenzo[c]phenanthridins BP-D9 vorweisen. Die getesteten Azacarbazolderivate Al12
und A3-D erscheinen im Vergleich der Substanzklassen weniger selektiv auf die
Leukdamiezellen.

Eine wie fir die Klasse der 6-Aminobenzo[c]phenanthridine beschriebene Praferenz fir
Mammakarzinomzellen konnte von keiner der in diesem Kapitel genannten Verbindungen
erreicht werden. Interessant und erstmalig beschrieben sind die bei den 6-
O-aminoethylierten Verbindungen P16-60EthNCH32 und P8-D-60EthNCH32 auftretenen
Selektivitaten fur Zelllinien des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms.

Zu der erfolgten Analyse der aus dem NCI-60 screening erhaltenen Daten auf Selektivitat
gegeniber bestimmten Tumorarten sei, wie auch bereits von WOLSCHENDORF, Kock und ZUur
NIEDEN erwdhnt, gesagt, dass diese errechneten Differenzen nur grobe Abschatzungen der
Selektivitat fiir eine Tumorart sein kénnen, vor allem, da es keine Untersuchungen oder
Definitionen gibt, ab welcher Differenz eine eindeutige Selektivitat flir eine entsprechende
Krebsart auszumachen ist.”>>2

AuBerdem werden teilweise und je nach Verfligbarkeit unterschiedliche Zelllinien im NCI-60
screening verwandt, so dass die errechneten Werte nur bedingt vergleichbar sind. Aus den
genannten Grinden wurde auf die Berrechnung von Tumorselektivitaten aller im Rahmen
dieser Arbeit im NCI-60 screening getesteten Verbindungen verzichtet.
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5.5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das in vitro Antitumorpotential der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinklasse 31 umfassend untersucht. Dabei konnten in einem Primarscreening
von 38 unterschiedlich 6- und 11-substituierten Verbindungen dieser Heterozyklenklasse im
NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening des National Cancer Institutes (NCI, USA) erste
Rackschliisse hinsichtlich Struktur-Aktivitats-Beziehungen gezogen werden. So fihrt als
wichtigster Aspekt dieser Untersuchungen die Einfliihrung einer Doppelbindung in 11,12-
Position zu einer zum Teil deutlich erhéhten wachstumshemmenden Wirkung auf die
Tumorzelllinien, bezogen auf die entsprechenden 11,12-Dihydro-Analoga. Fir die
vollaromatischen Verbindungen konnte ein 3,4,5-Trimethoxyphenylrest in 11-Position die
beste zytotoxische Wirkung erzielen, wahrend es fiir die 11,12-Dihydroformen 11-(3-
Halogenphenyl)-substituierte Molekiile waren. Der Austausch der Aminogruppe gegen eine
zum Ns-Atom alphastdndige Oxofunktion fihrte in allen vergleichbaren Féllen zu einer
geringfligigen Abschwéachung der zytotoxischen Aktivitat.

Im direkten Vergleich der 6-Aminoformen dieses Heterozyklentyps mit gleichartig 11-
substituierten 6-Aminobenzo[c]phenanthridinen 28 und 11,12-Dihydro-Analoga 27 konnte
keine signifikante Verbesserung hinsichtlich der Zytotoxizitat erreicht werden. 15 dieser 38
Substanzen aus dem Primaérscreening zeigten eine hdhere Aktivitdt als der Naturstoff
Fagaronin, funf von ihnen waren wirksamer als Nitidin.

Der ganzlich unsubstituierte Heterozyklus Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 31 und sein 11,12-
Dihydro-Analogon 111 zeigen Aktivitaten im unteren mikromolaren Bereich.

Aus den erhaltenen Informationen des Primdrscreenings wurden zwei Leitstrukturen zur
weiteren Strukturoptimierung mittels hydrophiler Seitenketten ausgewahlt. Im Zuge eines
Sekundarscreenings konnten vier dieser strukturoptimierten Molekile auf ihre Aktivitat im
NCI-60 screening untersucht werden, dabei konnte P8-D-60EthNCH32 als Molekil mit
herausragenden wachstumshemmenden Eigenschaften im unteren nanomolaren Bereich
identifiziert werden. Neben einem glnstigen Dosis-Wirkungs-Profil weist der Stoff im
direkten Vergleich mit natirlichen Leitstrukturen und daraus abgeleiteten zugelassenen
Zytostatika der Topoisomerase I- und lI-Hemmstoffe, sowie aktueller, sich in der klinischen
Arzneistoffentwicklung befindlicher strukturverwandter Topoisomerase I-Hemmer, bis auf
wenige Ausnahmen eine hohere Aktivitat im NCI-60 screening auf und eignet sich damit,
auch im Zusammenspiel mit seinen guinstigen physikochemischen Eigenschaften, fir in vivo-
Pharmakokinetikstudien und in vivo-Wirksamkeitsstudien (Tumor-Xenograft-Studien und
andere Modelle).

Des Weiteren konnten erste Riickschliisse auf das Antitumorpotential der 11H-Pyrido[3,2-i]-
1-azacarbazolklasse 33 gezogen werden. Von den 11 im NCI/-60 screening getesteten
Molekilen der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 179 und 5,6-Dihydroformen 40
demonstrierten lediglich vier Derivate eine antitumorale Wirkung in vitro, diese lag aber im
beachtlichen Bereich < 1 uM. Die Theorie der besseren Wirksamkeit des vollstandig
aromatisierten Verbindungstyps 179 kann auch fir diese Substanklasse postuliert werden.
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Als Vertreter der Azacarbazoklasse konnten A12 und A12-D mit guten wachstums-
hemmenden Eigenschaften in der oberen nanomolaren Region und als mogliche
Leitstrukturen fur die Strukturoptimierung ausgemacht werden, die zusatzlich dhnlich wie
P8-D-60EthNCH32 ein glinstiges Dosis-Wirkungs-Profil aufweisen.

Von acht vielversprechenden Verbindungen wurden eventuelle Selektivitaten auf die neun
verschiedenen Krebsarten im NCI-60 screening untersucht, dabei konnte bis auf eine
Ausnahme fiir alle Derivate eine erkennbare Selektivitat fiir Leukamiezelllinien identifiziert
werden. Die flr Zelllinien der Tumorart Brustkrebs evaluierte Selektivitat der 6-Aminobenzo-
[clphenanthridinklasse 27 konnte fir die getesteten Vertreter der neuen Hetero-
zyklenklassen nicht beobachtet werden.
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6 UNTERSUCHUNGEN zuM WIRKMECHANISMUS
AUSGEWAHLTER VERBINDUNGEN

6.1 NCI-COMPARE-Analysen

6.1.1 Beschreibung des COMPARE-Programms

Das NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening des National Cancer Institutes (NCI, USA)
produziert eine enorme Datenmenge an biologischen Testergebnissen, die in einer groflRen,
standig wachsenden Datenbank abgelegt wird und auf deren Ergebnisse (iber die NCI-
Homepage ein einfacher Zugang besteht.*®®

Eine effektive Analyse dieser Datenvolumina bietet die Anwendung des sogenannten
COMPARE-Programms, einem am NCI entwickelten Algorithmus, welcher das fir eine
untersuchte Substanz (oder auch: ,seed”) spezifische Muster der Wachstumshemmung auf
alle 60 Zelllinien mit den entsprechenden Mustern mehrerer tausend Substanzen aus
verschiedenen verfligbaren Datenbanken vergleicht.

Das Ergebnis einer COMPARE-Analyse ist dann eine tabellarische Auflistung der errechneten
Ahnlichkeiten, ausgedriickt als ein Pearson’scher Korrelationskoeffzient (PCC), der aus
entsprechenden A-Werten zweier betrachteter Verbindungen durch Matrixbildung und tber
einen Algorithmus diagonalisiert gebildet wird.*®® Er kann Werte zwischen 0 und 1
annehmen, wobei 1 eine totale Ubereinstimmung des Wachstumshemmungsmusters
bedeuten wiirde und 0 dementsprechend gar keine Korrelation zur untersuchten ,seed“-
Substanz. Hintergrund der COMPARE-Analyse ist der Grundgedanke, dass Verbindungen, die
sich in ihrem Aktivitatsmuster auf die 60 Tumorzelllinien stark dahneln, der PCC also Werte
nahe 1 annimmt, auch den gleichen Wirkmechanismus besitzen. Die Durchfiihrung von
COMPARE-Analysen mit Datenbanken, die Substanzen mit bekannten Wirkmechanismen
enthalten, kann also demnach zur Identifizierung des in vitro-Wirkmechanismus/der
Wirkmechanismen des untersuchten seeds fiihren. Dabei reagieren dann einzelne Zelllinien,
die je nach Enzymausstattung ein entsprechendes Beispiel-Targetenzym vermehrt
exprimieren, besonders empfindlich auf die Substanz, wahrend andere Zelllinien, bei denen
der entsprechende Signalweg bzw. das Zielenzym nur eine untereordnete Rolle spielt, eine
geringe Antwort auf die Substanz zeigen.

Ebenso wiirde die COMPARE-Analyse zeigen, dass eine untersuchte Verbindung nach keinem
der verglichenen Substanzen mit bekannten Wirkmechanismen, also lber einen neuen
Mechanismus, zytotoxisch auf die Tumorzellen wirkt.
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Es liegen keine Daten zur statistischen Validierung des COMPARE-Programms vor, allerdings
gibt es eine Vielzahl an Beispielen, in denen vor allem Vergleiche mit Stoffen mit bekannten
Wirkmechanismen gezogen wurden und gute Ergebnisse erhalten wurden.*®’

Das COMPARE-Programm ermoglicht den Vergleich verschiedener Endpunkte, den Glso-
Wert, TGl oder den LCso. In diesem Zusammenhang ist aber lediglich die Verwendung des
Glso-Wertes sinnvoll, da hier nahezu fiir jede Zelllinie Werte vorliegen. Bei der TGl oder dem
LCso-Wert miissen vermehrt Werte angenahert werden, da fir viele Zelllinien der
entsprechende Wert groRer als die getestete Hochstkonzentration von 100 uM ist.

6.1.2 Ergebnisse der COMPARE-Analysen ausgesuchter Verbin-
dungen

Gemal dem unter Abschnitt 6.1.1 beschriebenen Prozedere wurden fir finf ausgesuchte in
dieser Arbeit behandelte relevante Verbindungen COMPARE-Analysen durchgefiihrt. Hierbei
handelt es sich um die beiden Uber ihre Potenz im NCI-60 screening ermittelten
Leitstrukturen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinklasse 31 P16 und P8-D, die daraus
strukturoptimierten Seitenkettenderivate P16-60EthNCH32 und P8-D-60EthNCH32, die am
besten wirksame Verbindung dieses Typs, sowie Al2, das wirksamste Derivat der 11H-
Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33.

Durchgefuhrt wurde der Algorithmus ,Standard COMPARE”, als Datenbank wurde
SYNTHETIC_COMPOUNDS gewahlt, welche Uber 40.000 synthetische Verbindungen und
natlirliche Produkte mit bekannter Struktur enthalt. Als Minimalkorrelation wurde der Wert
0,2 gewahlt, die kleinstmogliche Anzahl an gemeinsamen verglichenen Zelllinien betrug 40
und als minimale Standardabweichung wurde 0,05 angegeben.

In Tabelle 6.1 sind die ersten flinf Ergebnisse fir die funf Substanzen mit Name, NSC-
Nummer, Strukturformel, Wirkmechanismus (alles sofern bekannt) und dem erhaltenen
Wert der Korrelation wiedergegeben. Dabei war an erster Stelle jeweils die untersuchte
seed-Verbindung selbst, in der Rangliste sind daher genaugenommen die Verbindungen auf
den Rangen 2 bis 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6.1: Ergebnisse der COMPARE-Analysen fiir fiinf ausgesuchte Verbindungen:
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Fortsetzung Tabelle 6.1: Ergebnisse der COMPARE-Analysen fiir fiinf ausgesuchte Verbindungen.
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Da nach einer empirischen Feststellung ab einem PCC > 0,6 eine statistisch signifikante
Korrelation vorliegt, zeigen alle aufgefiihrten Analysen mit einem Minimum von 0,78 und
einem Maximalwert von 0,94 exzellente Korrelationen.'”*

Die Auswertung der COMPARE-Analyse fiir P16 ergibt kein klares Bild. Die ersten fiinf
Verbindungen ergeben zwar gute Korrelationen von 0,86 — 0,88, die aufgefiihrten Strukturen
mit unbekanntem Mechanimus der Zytotoxizitat unterscheiden sich jedoch stark in ihrer
Struktur untereinander und im Vergleich mit P16. Ergdnzend zu der aufgefihrten
Korrelationsanalyse wurden wiederum COMPARE-Analysen mit den ersten drei aufgefiihrten
Verbindungen (NSC 637917, 666524 und 658301) durchgefiihrt, die ebenfalls diffuse
Ergebnisse lieferten. Auch die Verwendung der Datenbank STANDARD_AGENTS, die
ausschlieBlich eine Auwahl an Verbindungen mit bekannten Wirkmechanismen enthalt,
liefert kein klares Ergebnis und auch nur schwache Korrelationswerte (Maximalkorrelation
von 0,46 fir ein L-Cystein-Analogon). Diese Beobachtungen deuten daraufhin, dass P16
unspezifisch zytotoxisch wirksam und/oder moglicherweise nach einem unbekannten Wirk-
mechanismus agiert.

Betrachtet man die COMPARE-Resultate fir P8-D werden zundchst zwei weitere
Verbindungen aus der Klasse der 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74 mit einem
PCC von 0,81 aufgefiihrt. Darauf folgt das Acridin-Derivat m-AMSA (Amsacrin), das als
Topoisomerase lI-Hemmer und DNA-Interkalator in mehreren Landern zugelassen und vor
allem zur Behandlung der akuten myeloischen und der akuten lymphatischen Leukdamie
eingesetzt wird.'®® Die in Tabelle 6.1 weiter aufgefliihrten Ergebnisse der Korrelationsanalyse
von P8-D sind ebenso andere Salze oder Derivate des Amsacrins. Ein sehr dhnliches Bild
ergibt sich fiir die 6-O-Dimethylaminoethylierten Verbindungen P16-60EthNCH32 und P8-D-
60EthNCH32. Nachdem jeweils mit sehr hohen Korrelationen auf dem ersten Rang das
entsprechend andere 6-O-Seitenkettenderivat steht, werden bis auf Platz 5 mit an dieser
Stelle immer noch sehr guten Korrelationen von 0,88 aussschlielRlich verschiedene Salze
und/oder synthetische Derivate des Amsacrins oder des weltweit zugelassenen
Topoisomerase lI-Hemmstoffs Etoposid aufgefiihrt.’’ Die Korrelationsanalysen von P8-D,
P16-60EthNCH32 und P8-D-60EthNCH32 belegen, dass diese Substanzen in vitro sehr
ahnliche Zellantworten im NCI-60 zeigen wie potente Topoisomerase [I-Hemmer und es liegt
somit der Verdacht nahe, dass sie dieser Unterklasse der Zytostatika angehoren.
Untersuchungen auf Hemmung humaner Topoisomerasen durch die fiinf oben genannten
Stoffe wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Doris Marko in Wien
durchgefiihrt und sind im Abschnitt 6.2 aufgefihrt.

Das durch seine hochpotenten in vitro zytotoxischen Eigenschaften im NCI-60 screening
herausragende Molekiil P8-D-60EthNCH32 weist eine sehr hohe Korrelation (PCC = 0,90) zu
dem Topoisomerase ll-Hemmer m-AMSA (Amsacrin) auf. In Abbildung 6.1 wird die
Ahnlichkeit der Hemmmuster dieser beiden Substanzen deutlich, indem beispielhaft fiir drei
Tumorarten (Nierenzellkarzinom, Prostata- und Brustkrebs) die Hemmwirkungen auf die
einzelnen Tumorzelllinien visualisiert sind.
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Dabei sind von links nach rechts aufgefiihrt: Die zu einer Tumorart gehorige entsprechende
Zellinie, die logarithmierten Glso-Werte auf die einzelnen Zellinien (schwarz: P8-D-
60EthNCh32; rot: Amsacrin), sowie die Differenz zum MG_MID ulber alle 60 Zelllinien
(schwarze Linie in der Mitte), wobei Werte nach rechts potenter als im Mittel auf alle 60
Linien heisst und demnach Werte nach links geringere Wachstumhemmung als der
Gesamtmittelwert (Schwarze Balken: P8-D-60EthNCH32; rote Linien: Amsacrin). Auffallend
ist fur die betrachteten Zelllinien ein nahezu identisches Ansprechverhalten der einzelnen
Zelllinien auf die beiden Substanzen. Dabei ist P8-D-60EthNCh32 im Gesamtmittel auf alle 60
Zelllinien um ca. eine Zehnerpotenz wirksamer als Amsacrin.
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Abbildung 6.1: Ausschnitt aus der Visualisierung der COMPARE-Analyse der NCI-60 Daten von
P8-D-60EthNCH32 (schwarz) und Amsacrin (rot).
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Um die Aussage des sehr dhnlichen Hemmmusters beider Substanzen zu verifizieren, wurde
ebenfalls eine COMPARE-Analyse mit m-AMSA Hydrochlorid (NSC 141549) unter den
gleichen oben genannten Bedinungen ({ber die Datenbank SYNTHETIC_COMPOUNDS
durchgefiihrt. Bei dieser Korrelationsanalyse erscheint P8-D-60EthNCH32 nach
ausschlieRlich anderen Derivaten und Salzen des Amsacrins als erste nicht-Amsacrin-artige
Verbindung an Position 6 mit derselben Korrelation (PCC = 0,90). Dieses Ergebnis bekraftigt
die Theorie, dass sich P8-D-60EthNCh32 und Amsacrin in ihren in vitro-wachstums-
hemmenden Eigenschaften und somit moglicherweise auch in ihrem Wirkmechanismus sehr
stark dhneln. Intensivere theoretische Betrachtungen, die die genauen Bindemodi von
Amsacrin und Etoposid in der Topoisomerase Il, sowie mogliche Bindemodi von P8-D-6-
OEthNCH32 behandeln, sind in Kapitel 6.3 beschrieben. Ein anderes Bild zeigt sich bei der
Betrachtung der Ergebnisse der COMPARE-Analyse fir A12 (Tabelle 6.1). Mit Korrelationen
von 0,78 - 0,83 (Rdnge 1 bis 5) weist dieses Derivat der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole (40) signifikante Ahnlichkeiten mit strukturverschiedenen antimitotisch
wirksamen Verbindungen auf. Die Verbindungen TN 16 (NSC 100445) und NSC 50809 binden
169170 pen Strukturen des Colchicins, NSC

50809 und A12 gemein ist ein Trimethoxyphenylrest, der in aktuellen Forschungsarbeiten

dabei an die Colchicin-Bindestelle des Tubulins.

Uber potentielle Zytostatika, welche die Colchicin-Bindestelle des Tubulins adressieren

d."’>'” Der 2,3,4-Trimethoxyphenylrest in 6-Position von

sollen, als essentiell angesehen wir
A12 spielt in diesem Zusammenhang moglicherweise eine entscheidende Rolle. Dass unter
den ersten finf Verbindungen dieser Korrelationsanalyse ausschlielich Antimitotika
aufgefihrt werden, indiziert auch in diesem Fall, dass eine antimitotische Wirkung und
mogliche Interaktion mit Tubulin der Wirkmechanismus dieser Verbindung sein konnte. Das
NCI hat nach der Entscheidung des Biological Evaluation Commitee (BEC) gegen
weiterflihrende in vivo-Studien mit der Substanz Al12 diese auf eine Liste von moglichen
Hemmstoffen der Tubulinpolymerisation mit neuartiger Struktur gesetzt.

In Tabelle 6.2 sind noch einmal die Ergebnisse der durchgefiihrten COMPARE-Analysen und
die daraus abgeleiteten Aussagen liber mogliche Wirkmechanismen in einer Ubersicht

zusammengestellt:

Tabelle 6.2: Kurz-Ubersicht der erhaltenen COMPARE-Ergebnisse.

Substanz Uber COMPARE postulierter Wirkmechanismus
Keine genauen Aussagen treffbar, wenig Gemeinsamkeiten der
P16 N . .
aufgefihrten Strukturen, Wirkmechanismen unbekannt
P8-D Topoisomerase ll-Hemmung wahrscheinlich
P16-60EthNCH32 Topoisomerase lI-Hemmung sehr wahrscheinlich
P8-D-60EthNCH32 Topoisomerase [I-Hemmung sehr wahrscheinlich

A-12 Antimitotische Wirkung und Interaktion mit Tubulin wahrscheinlich




150| Untersuchungen zum Wirkmechanismus

6.2 Untersuchungen auf Hemmung humaner Topoiso-
merasen

In den im vorherigen Abschnitt beschriebenen COMPARE-Analysen zeigten drei der finf
untersuchten Verbindungen ein sehr dhnliches Wachstumshemmungsmuster auf die 60
Tumorzelllinien des NCI-60 screening wie potente Topoisomerase |I-Hemmstoffe. Um die
tatsachliche in vitro-Aktivitat auf diese Enzymfamilie zu evaluieren, wurden im Arbeitskreis
von Frau Prof. Dr. Doris Marko am Institut fiir Lebensmittelchemie und Toxikologie an der
Universitdt Wien in Kooperationsarbeiten folgende in dieser Arbeit behandelte
Verbindungen auf ihre Aktivitdt gegeniiber den humanen Topoisomerasen | und lla
untersucht, fir die auch COMPARE-Studien durchgefiihrt wurden (Abb. 6.2):

Cl Cl
[ B
| N X /N | A N /N
N_AN N AN
NH, O ~N"
| *HCI
P16 P8-D P16-60EthNCH32 P8-D-60EthNCH32 Al12
*HCI *HCI

Abb. 6.2: Im Arbeitskreis Marko auf Topoisomeraseaktivitdt untersuchte Verbindungen.

In bereits im Vorfeld durchgefiihrten Studien fand die Arbeitsgruppe bereits heraus, dass
von acht getesteten Verbindungen der strukturverwandten 6-Aminobenzo[c]phenanthridine
28 das vollstandig ungesattigte Derivat BP-D7 29 in der Lage ist, beide Topoisomerasen | und
Il mit ICso-Werten im unteren mikromolaren Bereich zu hemmen (Abb. 6.3).>*

OMe

MeO Topoisomerase I-Hemmung:
O TOP1:IC50 =66 £ 8 uM

e X
Topoisomerase lI-Hemmung:
_N TOP24: 1C50 =19 £ 2 uM

BP-D7 TOP23: 1C50 =15+ 1 uM
NH, 29

Abb. 6.3: BP-D7 (29) vermag die Aktivitit humaner Topoisomerasen zu hemmen.**

Dabei wies BP-D7 eine signifikant hohere Hemmwirkung gegeniiber den beiden
Topoisomerase ll-Isoformen auf, als auf die Topoisomerase |.
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Eine Selektivitat gegeniber der a- oder B-Isoform der Topoisomerase Il konnte bei diesen
Versuchen nicht festgestellt werden.>

Zur Bestimmung der Aktivitdten der in dieser Arbeit behandelten Verbindungen wurde zur
Untersuchung der Hemmeigenschaften auf die Topoisomerase | der sogenannte Relaxations-
assay, sowie zur Bestimmung der Aktivitdit gegenilber Topoisomerase Illa der
Dekatenierungsassay angewandt. Die Methoden und die erhaltenen Ergebnisse zur
Hemmung der beiden Enzymformen sind in den folgenden Abschnitten dargestellt.

6.2.1 Beschreibung der Assays und Methoden

6.2.1.1 Hemmung der katalytischen Aktivitat der Topoisomerase |
(Relaxationsassay)

Mit dem Relaxationsassay lasst sich die Inhibition humaner DNA-Topoisomerase | durch eine
Substanz bestimmen. Topo | ist in der Lage, superspiralisiertes Plasmid pUC18 in die
relaxierte Form zu Uberfiihren. Die resultierenden unterschiedlichen Wanderungs-
eigenschaften der Plasmid-Isoformen in einem Agarosegel bei Anlegen eines elektrischen

Feldes geben ein MaR fiir die Aktivitit des Enzyms.*’*

Tabelle 6.3: Verwendete Materialien und Gerdite des Relaxationsassays:'”*

Verwendete Gerdte und Materialien

Materialien Gelkammer, Kimme
puUC18 250 ng
Agarosegel 1 % (w/v) in TAE Puffer
Topoisomerase | 2U
Salzmix 1 (SM 1) 100 mM MgCl,
5mM DTT
5mM EDTA
0,3 mg/ml BSA
Trispuffer 100 mM Tris/HCI, pH =7,9
TAE-Puffer 4,84 g/l Tris

5,71 % (v/v) Eisessig
10 % (v/v) 0,5 M EDTA, pH = 8,0
Mit H,0 auf 1 L auffiillen und pH = 8,5 einstellen
Ladepuffer 25 % (v/v) Glycerol
0,125 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (w/v) Sarkosyl
Ethidiumbromid-Losung 1 pg/ml EtBrin H,0
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Tabelle 6.4: Zusammensetzung der Proben (Relaxationsassay):*”

Zusammensetzung der Proben

Kontrolle Substanz

H,0 20,5 ul 18,5 ul
SM | 3ul 3ul
KCl1 M 3ul 3ul
Tris 100 mM 3ul 3ul

pUC18 (0,5 pg/ul) 0,5 pl 0,5 ul
DMSO/Substanz - 1l
Topo | - 1ul

Die Proben wurden fiir 40 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Inkubation
durch Zugabe von 5 pl des 4 °C kalten Ladepuffers gestoppt. 19 pl jeder Probe wurden pro
Tasche auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 60 Volt fiir 3 Stunden. Dann
wurde das Gel in Ethidiumbromid fir 20 Minuten angefarbt und 10 Minuten mit Wasser
gewaschen. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzdetektion bei 560 nm.’>

6.2.1.2 Hemmung der katalytischen Aktivitit der Topoisomerase lla
(Dekatenierungsassay)

Mit Hilfe des Dekatenierungsassays lasst sich die Inhibtion humaner Topoisomerase Illa
durch eine Substanz bestimmen. Das Protein ist in der Lage, Kinetoplasten DNA (kDNA), die
in Form ineinander verzahnter Minizirkel (sog. Katenate) vorliegt, zu dekatenieren, d.h. in
einzelne Minizirkel zu spalten. Diese sind nun im Unterschied zur urspriinglichen kDNA im
Stande, im Agarosegel bei Anlegen eines elektrischen Feldes zu wandern. Bei Inhibition der
Topo lI-Aktivitat findet demnach keine bzw, eine verminderte Wanderung der DNA-Plasmide
statt, wodurch sich die hemmende Wirkung auf das Enzym durch die Testsubstanz

176,174

nachweisen lasst. Das Enzym Topoisomerase lla wurde bezogen von der Firma

Topogen.177
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Tabelle 6.5: Verwendete Materialien und Geriite des Dekatenierungsassays:*”

Verwendete Gerédte und Materialien

Materialien Gelkammer, Kimme
kDNA 200 ng
Agarosegel 1 % (w/v) in TAE Puffer
Topoisomerase lla o,5U
Puffer A 100 mM MgCl,
5 mM DTT
0,3 mg/ml BSA
500 mM Tris-HCI, pH = 8,0
1,5 M NaCl
Puffer B 20 mM ATP in H,0
TAE-Puffer 4,84 g/l Tris

5,71 % (v/v) Eisessig
10 % (v/v) 0,5 M EDTA, pH= 38,0
Mit H,0 auf 1 | auffiillen und pH = 8,5 einstellen
Ladepuffer 25 % (v/v) Glycerol
0,125 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (w/v) Sarkosyl
Ethidiumbromid Losung 1 pug/ml EtBr in H,0

Tabelle 6.6: Zusammensetzung der Proben (Dekatenierungsassay):'”

Zusammensetzung der Proben

H,0 13,2 ul
Puffer A 2 ul
Puffer B 2 ul

kDNA (250 ng/pul) 0,8 ul
DMSO/Substanz 1l
Topo lla (0,5 U) 1yl

Die Proben werden fiir 40 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Inkubation
durch Zugabe von 5 pl des 4 °C kalten Ladepuffers gestoppt. 19 ul jeder Probe werden pro
Tasche auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 60 Volt fir 3 Stunden. Dann
wird das Gel in Ethidiumbromid fir 20 Minuten angefarbt und 10 Minuten mit Wasser

gewaschen. Die Detektion erfolgt mittels Fluoreszenzdetektion bei 560 nm.'”
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6.2.2 Ergebnisse

Abbildung 6.4 zeigt die Agarose-Gelelektrophorese des Dekatenierungsassays zur
Untersuchung der Topoisomerase lla-Aktivitat der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
und getesteten Verbindungen (Testkonzentrationen: 10 uM und 100 uM).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Lane
+ + + + + + + + + kDNA!
+ + + + + + + + + Topo lla’
+ + + + + + + + + DMSO 5%
10 100 P8-D?
10 100 P8-D-60EthNCH32?
10 100 P16’
10 100 P16-60EthNCH32?
10 100 |A12®

Abb. 6.4: Dekatenierungsassay auf Beeinflussung der Topoisomerase lla-Aktivitit: 'kDNA =
Kinetoplasten-DNA; zTopoisomerase lla; ’Testkonzentrationen, Einheit: umol/L.

In diesem Versuch vermochte ausschlieBlich die Verbindung P8-D-60EthNCH32 die Aktivitat
der Topoisomerase lla potent zu hemmen, so dass es zu keiner Bildung ,entzahnter” DNA-
Minizirkel kam, ersichtlich an den der Immobilitdt der Banden in Lanes 4 und 5, verglichen
mit Lane 1, die als Referenz ohne Hemmsubstanz mit aufgetragen wurde. Darlber hinaus ist
festzustellen, dass bereits bei einer Konzentration von 10 uM P8-D-60EthNCH32 eine
nahezu vollstandige Hemmung der Enzymaktivitat eintritt, so dass von einem ICso-Wert von
P8-D-60EthNCH32 auf die Topoisomerase lla < 10 uM ausgegangen werden kann. Der
exakte 1Csqop2o-Wert der Substanz wird derzeit im AK Marko in Wien bestimmt.

Alle anderen getesteten Verbindungen zeigen keine Topoisomerase lla-Aktivitdat (Abb. 6.4,
Lanes 2,3 und 6-11, die angedeutete Bande auf der Hohe der verzahnten DNA in Lane 9

17> Konzentrationen oberhalb von 100 uM sind hinsichtlich

wurde als Messartefakt gewertet.
einer moglichen Bedeutung als Topoisomerase-Hemmstoff fir die Hemmung des
Tumorzellwachstums als unrelevant anzusehen.>® Uberraschend ist in diesem Zusammen-
hang die Tatsache, dass P8-D auf das Enzym vollstandig wirkungslos ist, wahrend die dazu C-
analoge Verbindung der Benzo[c]phenanthridinklasse BP-D7 als ein potenter Hemmstoff der

Topoisomerasen | und Il identifiziert werden konnte.>*
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Der einzige Unterschied zwischen den beiden Verbindungen liegt darin, dass die
Kohlenstoffatome 3 und 8 bei P8-D gegen Stickstoff ausgetauscht sind. Eine mogliche
Erklarung hierfir konnte eine durch die erniedrigte Lipophilie durch diese zusatzlichen
Stickstoffatome verminderte Befdhigung der Interkalation in die relevanten DNA-Bereiche
des katalytischen Zentrums sein.

Wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben, wurden von den gleichen in diesem Kapitel auf
Topoisomerase-Aktivitat getesteten Verbindungen NCI-COMPARE-Studien durchgefiihrt.
Diese Analysen sagten fiir drei der funf Verbindungen eine wahrscheinliche bis sehr
wahrscheinliche Aktivitdt gegenliber der Topoisomerase Il voraus. Fir die nanomolar
zytotoxisch wirksame Substanz P8-D-60EthNCH32 konnte diese Annahme bestatigt werden.
Interessanterweise hat P16-60EthNCH32, das einen 11-(3-Chlorphenyl)-Rest und in 11,12-
Position nicht oxidiert vorliegt, keinen Effekt auf das Enzym. Neben dem hier fehlenden
Interaktionspotential von Methoxygruppen als Wasserstoffbriickenakzeptoren mit der
Topoisomerase Il ist wahrscheinlich vor allem eine ungiinstige Ausrichtung des 11-Restes
zum Grundgerist durch eine zu hohe Anzahl moglicher Konformationen dafir
verantwortlich (Abschnitt 6.3.1). Die bemerkenswerte Giftwirkung von P16-60EthNCH32
(Glsgss0 = 0,45 pM) auf die Tumorzelllinien muss in diesem Fall einem anderen
Wirkmechanismus unterliegen.

P16, fir welches mit Hilfe des COMPARE-Programms kein klares Bild hinsichtlich eines
Wirkmechanismus prognostiziert werden konnte, sowie A12, das in der COMPARE-Analyse
das Zellwachstumshemmungsmuster eines antimitotisch wirksamen Stoffs aufzeigte, waren
in Analogie zu den COMPARE-Studien nicht aktiv gegenliber der Topoisomerase lla.

Zur Untersuchung der Aktivitdt gegeniber der Topoisomerase | wurden P16, P8-D, P16-
60EthNCH32, P8-D-60EthNCH32 und A12 im Relaxationsassay in verschiedenen
Konzentrationen (1, 50 und 100 uM) untersucht. Dabei konnte in hohen Konzentrations-
bereichen (50 und 100 puM) eine schwache Aktivitdt der Verbindungen P8-D und A-12
festgestellt werden, wahrend P8-D-60EthNCH32 bereits bei niedrigen Konzentrationen eine
potente Aktivitdt gegeniiber der Topoisomerase | aufweist. In Abbildung 6.5 ist der
konzentrationsabhdngige Effekt von P8-D-60EthNCH32 auf das Enzym Topoisomerase |
dargestellt, als Positivkontrolle fiir den Assay diente Camptothecin in der Konzentration 100
uM.

Klar ersichtlich ist eine konzentrationsabhangige Hemmung der Topoisomerase | Aktivitat
durch P8-D-60EthNCH32, die bei 10 uM bereits nahezu vollsténdig ist, verglichen mit Lane 1,
welche das Uberspiralisierte Plasmid ohne Topoisomerase | enthédlt. Auch auf die
Topoisomerase | liegt also der 1Cso-Wert fiir P8-D-60EthNCH32 < 10 uM. Die Bestimmung
des exakten ICsg-Wertes steht noch aus und wird zur Zeit im AK Marko in Wien durchgefihrt.



156| Untersuchungen zum Wirkmechanismus

2 3 4 5 6 7 8 9 10 |Lane
+ + + + + + + + + + | pUC18 supercoiled®
+ + + + + + + + Topo I?
+ + + + + + + + DMSO 3,3%
0,1 0,5 1 2,5 5 10 15 P8-D-60EthNCH32?
100 |Camptothecin®

Abb. 6.5: Relaxationsassay auf Beeinflussung der Topoisomerase I-Aktivitit: ‘superspiralisiertes
Plasmid pUC18; zTopoisomerase I; *Testkonzentrationen, Einheit: umol/L.

Bei den bisherigen Untersuchungen auf die Hemmung humaner Topoisomerasen durch in
dieser Arbeit behandelte Verbindungen konnten P8-D-60EthNCH32 als gleichermalien
potenter Topoisomerase |- und Topoisomerase lla-Inhibitor identifiziert werden. Die
Aktivitat gegenlber der B-Isoform der Topoisomerase Il wird zur Zeit im AK Marko evaluiert.
Tabelle 6.7 vergleicht die Aktivitdt von P8-D-60EthNCH32 mit Topoisomerase |- und/oder
Topoisomerase |I-Hemmstoffen, wobei aufgrund fehlender I1Cso-Werte der Verbindung die
Daten semiquantitativ dargestellt sind (+++ = ICsp < 10 uM; ++ = 10 — 50 uM; + =50 - 100

UM):

Tabelle 6.7: Die Topoisomerase-Aktivitéit von P8-D-60EthNCH32 im Vergleich:

Substanz Hemmung der Topo I-Aktivitat Hemmung der Topo lla-Aktivitat
P8-D-60EthNCH32" ++ +t
BP-D7° + ++
Etoposid® n.b. +
Camptothecin® + n.b.

Daten entnommen aus: “JAROLIM, MARKO, 2014"”>; MArko et al.”*; Utsual et al, 1996"7%; n.b. = nicht bestimmt.

Tabelle 6.7 macht deutlich, dass P8-D-60EthNCH32 im Vergleich mit dem topoisomerase-

aktiven BP-D7 und den bekannten Topoisomerase |- und II-Giften Camptothecin und
Etoposid die starkste Aktivitat aufweist.

Der folgende Abschnitt 6.3 beschaftigt sich mit weiterfihrenden theoretischen
Betrachtungen zur Hemmung humaner Topoisomerasen Typ Il durch P8-D-60EthNCH32,
sowie Docking-Studien der Substanz in Kristallstrukturen humaner Topoisomerasen.
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6.3 Theoretische Betrachtungen zur Hemmung humaner
Topoisomerasen durch P8-D-60EthNCH32

6.3.1 Mogliche Bindung von P8-D-60EthNCH32 in der Topoiso-
merase |l anhand der Bindemodi strukturverwandter Topo-
isomerase lI-Hemmstoffe

Das in Abschnitt 6.1 beschriebene und fiir finf relevante in dieser Arbeit behandelte
Verbindungen durchgefiihrte COMPARE-Programm des National Cancer Institute (Maryland,
USA) offenbarte ein sehr dhnliches Muster der Wachstumshemmung der 6-O-amino-
ethylierten Verbindung P8-D-60EthNCH32 und den Topoisomerase I|I-Hemmstoffen
Amsacrin und Etoposid auf die 60 Tumorzelllinien des NCI-60 screening (Abschnitt 6.1.2). Im
Zusammenhang mit der nachgewiesenen potenten Hemmung der Topoisomerase II-Aktivitat
in vitro und der herausragenden in vitro-Antitumoraktivitdt von P8-D-60EthNCH32 war es
von groBem Interesse, die Strukturen, sowie Wirkmechanismen und Bindemodi der beiden
Arzneistoffe in der Topoisomerase Il genauer zu betrachten, sowie Ahnlichkeiten und
Unterschiede zu P8-D-60EthNCH32 zu evaluieren.

OMe
MeO
H

O QN OMe
Ve N e X

| -

< o = 0O O
Oy N G@*
SH, RY o h OH
OH
P8-D-60EthNCH32 (151) Amsacrin (13) Etoposid (7)

Abb. 6.6: Strukturformeln von P8-D-60EthNCH32, Amsacrin und Etoposid.

Das Acridin-Derivat Amsacrin (m-AMSA) ist in mehreren Ldndern als antineoplastisch

wirksames Agens zur Behandlung maligner Erkrankungen des blutbildenden Systems, vor
allem der akuten lymphatischen und der akuten myeloischen Leukimie, zugelassen.'®”?
Obwohl es urspringlich als DNA-Interkalator entwickelt wurde, war es das erste Molekdil, bei

dem eine Aktivitat gegeniiber humaner Topoisomerase Il in vitro festgestellt werden

180

konnte.”™ Dabei fungiert es als Topoisomerase II-Gift, indem es sich aufgrund seiner
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glinstigen Struktur in den Komplex aus Topoisomerase Il und dem von dem Enzym gerade
zur Entdrillung bearbeiteten Abschnitt der DNA einlagern kann und dadurch die DNA-

Ligation verhindert.'**®

Amsacrin kann in eine Kopfgruppe, die fir die Giftwirkung auf die
Enzymkomponente verwantwortlich ist und in einen DNA-interkalierenden Molekilpart
unterteilt werden (Abb. 6.7). Dabei ist schon langer bekannt, dass es durch den Austausch
der Methoxygruppe meta-stindig zum Sulfonamid in die ortho-Position zu einem
kompletten Verlust der Topoisomerase II-Giftwirkung kommt, wahrend die interkalierenden

Eigenschaften durch diesen Positionswechsel zunehmen.!®%8!

Neuere Untersuchungen
belegen, dass der Verlust der Topoisomerase IlI-Hemmeigenschaften nicht durch das
Verlorengehen einer Ligand-Protein-Wechselwirkung zustande kommt, sondern vielmehr
sterische Grinde hat. Dabei hat die Gruppe um KeTRON et al. durch Energieminimierungs-
untersuchungen und Testungen mehrerer Amsacrin-Derivate herausgefunden, dass die
Methoxygruppe meta-standig zur Sulfonamidfunktion die Kopfgruppe in eine enge Auswahl
moglicher, zum interkalierenden Teil des Molekiils nahezu senkrecht stehender
Konformationen zwingt und damit die Topoisomerase II-Giftwirkung erzielt wird.'®®
Abbildung 6.7 zeigt die Energieminimierungsmodelle von m-AMSA (Topoisomerase Il aktiv)

und o-AMSA (Topoisomerase Il inaktiv).

m-AMSA
Kopfgruppe
H R
: Y _N R i
L HaCT Y E
3 NH !
- o o '___/

0-AMSA

DNA-Interkalationspart

R'= OMe, R?2=H = m-AMSA
R'=H, R2= OMe = 0-AMSA

Abbildung 6.7: Unterteilung der Amsacrin-Derivate und Energieminimierungsstudien. Rechter Teil
entnommen aus der Arbeit von KETRoN et al.’®
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Um die rdumliche Anordnung von P8-D-60EthNCH32 kldren und eventuelle Analogien zu
Amsacrin ziehen zu kdnnen wurde unter Zuhilfenahme der Software Maestro 9.6 der Firma
Schrodinger® eine Konformationsanalyse (conformational space analysis) von P8-D-
60EthNCH32 durchgefiihrt. Dabei berechnet die Software dhnlich den Studien von KETRON et
al. mogliche Konformationen unter Berlcksichtigung der energetisch glinstigsten Zustande
des Molekiils.’® In Abbildung 6.8 ist die Konformationsanalyse von P8-D-60EthNCH32
wiedergegeben:

Abb. 6.8: Mit Maestro 9.6 (Schrédinger®) errechnete Konformationen von P8-D-60EthNCH32.

Abbildung 6.8 macht deutlich, dass der 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-Rest durch die
Anordnung des tetrazyklischen Grundgeristes, vor allem aufgrund der rdumlichen Nahe der
Protonen an den Kohlenstoffatomen 10 und 12 zum 11-Phenylkern in eine nahezu
orthogonale Position zum Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgeriist gezwungen wird. In
diesem Zusammenhang wird die Bedeutung der Oxidation der 11,12-Position deutlich, da die
Entfernung des aliphatischen Charakters von C-11 durch die vollstandige Aromatisierung des
Systems neben der Entfernung des Stereozentrums an C-11 die Auswahl an moglichen
Konformationen des 11-Restes deutlich minimiert. In Analogie zu den Untersuchungen von
KETRON et al. wiirde demnach der 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-Rest von P8-D-60EthNCH32,
der die Kopfgruppe des Molekiils darstellte, in einer idealen Geometrie zur Erzeugung einer
Topoisomerase |I-Giftwirkung zu dem Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgerist stehen,

welches den DNA-Interkalationspart darstellen wiirde.'®®
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Vergleicht man die Ergebnisse der Hemmeigenschaften auf die Topoisomerase Il und die des
NCI-60 screenings der Verbindungen P8-D (keine Topoisomerase Il-Hemmung; Glsg/0= 0,76
uM), das eine Aminogruppe in 6-Position tragt, und P8-D-60EthNCH32 (potente
Topoisomerase ll-Hemmung; Glsgi0 = 0,049 uM), eine N,N-Dimethylaminoethyloxy-
Seitenkette an der 6-Position aufweisend, liegt der Verdacht nahe, dass diese Seitenkette
zusatzlich zu der Beschaffenheit und Geometrie des 11-Restes, die bei P8-D und P8-D-
60EthNCH32 identisch ist und daher nicht allein fiir die auRerordentlich Zytoxizitat von P8-
D-60EthNCH32 verwantwortlich sein kann, eine groRe Rolle spielt. Abb. 6.8 zeigt ein hohes
Mall an Flexibilitat fur die Seitenkette durch eine hohe Anzahl an moglichen
Konformationen. Neben der besseren Loslichkeit der Verbindung in wassrigen Medien kann
fur die drastische Verstarkung der Zytotoxizitdt auch die von NAGARAJAN et al. flr deren
beschriebene aminoalkyl-seitenkettentragende 5,11-Diketoindenoisochinoline aufgestellte
Theorie postuliert werden. Diese besagt, dass diese Verbindungen durch eine durch
Protonierung hervorgerufene positive Ladung an der endstindigen Aminfunktion eine
erhohte Affinitat zur DNA Uber elektrostatische Anziehungskrafte zu den negativ geladenen
Phosphodiesterbriicken des DNA-Rickgrats besitzen.'®*

Neben dieser Interaktion mit der DNA kdnnte die Seitenkette von P8-D-60EthNCH32 auch
eine, beziehungsweise mehrere relevante Aminosauren der Topoisomerase Il in der
Bindetasche Uber Wasserstoffbriickenbindungen erreichen. Zur Untersuchung solcher
etwaiger Interaktionen wurde der mittels Rontgenstrukturanalyse kurzlich aufgeklarte
Bindemodus von Etoposid in humaner Topoisomerase |IB, kokristallsiert mit DNA, ndher
betrachtet.'®?

Komplex aus Topoisomerase IIB und DNA erzielt wird:

In Abbildung 6.9 ist dargestellt, wie die Giftwirkung von Etoposid auf den

Abbildung 6.9: Etoposid in der Kristallstruktur der Topoisomerase 118 im Komplex mit DNA.
Abbildungen entnommen aus einer Arbeit von Wu et al."®
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Demnach liegen zwei Etoposid-Molekile in den beiden Bindetaschen des spaltbaren
Komplexes (cleavage complex) aus dem dimeren Protein und der DNA. Dabei interkaliert der
tetrazyklische Teil des Aglykons komplett zwischen zwei DNA-Basen, wahrend sich der 4-
Hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl-Rest (Kopfgruppe des Etoposids) zwischen den beiden
gebrochenen DNA-Riickgratsfragmenten und der Topoisomerase Il befindet und dadurch die
Ligation der beiden Einzelstrange verhindert. Betrachtet man den rechten Teil von Abb. 6.9
wird deutlich, dass der glykosidische Rest in einen groBen Raum hineinragt, der viele

82 Obertragt man diese Informationen auf P8-D-

Optionen der Interaktion bietet.
60EthNCH32 entsprache der 3,4,5-Trimethoxyphenylrest der Kopfgruppe, der sich wie bei
Etoposid in den katalytischen Teil der Bindetasche ausrichtete, und der Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthrolinkern dem DNA-Interkalationsteil. Die Seitenkette hatte durch ihre hohe
Beweglichkeit eine Vielzahl an Mdglichkeiten zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken mit
der Topoisomerase Il. Eventuell adressiert die Seitenkette von P8-D-60EthNCH32 ebenfalls
die Aminosdure Glutamin (Q778) der Topoisomerase |IB, was bei Etoposid durch den
glykosidischen Teil erreicht wird (Abb. 6.9 rechts). Interessanterweise ist genau diese
Aminosaure bei der a-lIsoform der Topoisomerase Il durch Methionin (M762) ersetzt und

182 Es kdnnte daher also

stellt einen der wenigen Unterschiede der beiden Isoformen dar.
theoretisch moglich sein, dass P8-D-60EthNCH32 eine isoformspezifische Topoisomerase II-
Aktivitat besitzt. Eine potentere Hemmung der a-Isoform wére hierbei von enormem Vorteil,
da die Hemmung der B-Variante durch unspezifische Topoisomerase lI-Hemmer wie Etoposid
oder Anthracyclin-Derivaten in den Zusammenhang mit der Entstehung sekundarer
Malignien, sowie kardiotoxischen Eigenschaften gebracht wurde.’**° Der Effekt von P8-D-
60EthNCH32 auf die Topoisomerase lIB-Isoform wird derzeit im Arbeitskreis Marko am
Institut fir Lebensmittelchemie und Toxikologie in Wien untersucht.”

Ebenso gut kdnnte die Dimethylaminoethyloxy-Seitenkette auch einige andere sich in der
Nahe befindliche Aminosduren erreichen oder wie bereits oben beschrieben mit dem
negativ geladenen Riickgrat der DNA interagieren.164

Das in dieser Arbeit angewandte Konzept der Einflihrung hydrophiler Aminoalkyl-
Seitenketten an ein starres Grundgeriist wurde bereits auch fir Etoposid verwirklicht. Die
Verbindung TOP-53, die anstelle des glykosidischen Teils eine Aminoalkyl-Seitenkette in 4-
Position tragt, besitzt nahezu doppelt so gute Topoisomerase ll-Hemmeigenschaften wie
Etoposid im Dekatenierungsassay und kann auch in vivo einige Vorteile gegeniiber dem
zugelassenen Arzneistoff aufweisen. In diesem Zusammenhang zeigte das Derivat in in vivo
Xenograft-Studien an Mausen ein besseres Ansprechverhalten gegeniiber menschlichen
Tumorzellen des Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC), sowie eine gegenlber

Etoposid langere Persistenz in den Lungen der Tiere.'83178
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Abbildung 6.10 gibt noch einmal eine Zusammenfassung der in diesem Abschnitt Gber
Analogieprinzipien der Topoisomerase lI-Hemmstoffe Amsacrin und Etoposid erhaltenen und
auf P8-D-6-OEthNCH32 Ubertragenen Informationen:

Kopfgruppe -
______ . , interagiert mit der
. *«.,». Topoisomerase Il

\§
(@]
DNA- O
Interkalationsteil

Abb. 6.10: Ubersicht iiber postulierte Ausrichtung und mégliche Interaktionen von P8-D-
60EthNCH32 im aktiven Zentrum der Topoisomerase Il.

Die endglltige Klarung des Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase lla/I1B
kann letztendlich nur mittels Rontgenstrukturanalyse erfolgen, die z.B. analog den
Bedingungen von Wu et al. durch Kokristallisation eines groRen Teils der Topoisomerase |l
mit DNA und P8-D-60EthNCH32 durchgefiihrt werden kénnte.

Um den oben genannten theoretischen Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 in der Topo-
isomerase |l zu Uberpriifen und um weitere Informationen lber diesen zu erhalten, wurden
Docking-Studien des Molekiils in der von Wu et al. beschriebenen Kristallstruktur aus
Topoisomerase Il im Komplex mit DNA durchgefiihrt."®> Da P8-D-60EthNCH32 auch die
Aktivitat der Topoisomerase | in hohem MaRe inhibiert, wurden ebenfalls Docking-Studien
in einer Kristallstruktur dieses Enzyms im Komplex mit DNA unternommen. Diese Studien
sind im folgenden Abschnitt (6.3.2) dargestellt.
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6.3.2 Docking-Studien von P8-D-60EthNCH32 in Kristallstrukturen
humaner Topoisomerasen | und Il

Da fiir die Verbindung P8-D-60EthNCH32 beachtliche Hemmeigenschaften gegeniiber den
humanen Topoisomerasen | und Il in vitro nachgewiesen werden konnten, war eine
computergestiitzte Betrachtung der Bindemodi in den jeweiligen Kristallstrukturen der
Enzyme Uber Docking-Studien erstrebenswert. Verwendet wurde die Software Maestro 9.6
der Firma Schrodinger® und die lber die RSCB Protein Databank (PDB) bezogenen Kristall-
strukturen 1SC7 (humane DNA Topoisomerase | (70 kDa) im Komplex mit einer kovalenten
22 Basenpaar-DNA-Duplex und dem Indenoisochinolin MJ-1-38)®* und 3QX3 (humane
Topoisomerase IIB im Komplex mit DNA und Etoposid)'®2. Die Enzyme wurden ber die
Funktion Prepwiz fir das Docking optimiert. P8-D-60EthNCh32 wurde als Ligand Uiber
folgende Funktionen optimiert: Minimization: Etablierung des globalen Energieminimuns der
Substanz; LigPrep: Ermittlung der Enantiomere, Tautomere, Protonierungszustande bei
physiologischem pH; Confgen: Evaluierung der moglichen Konformationen des Molekdls. Als
Docking-Funktion wurde Glide Ligand Docking mit standard precision (SP Modus)

185186 pa die Abbildung der gesamten durchgefiihrten Analysen den Rahmen dieser

gewadhlt.
Arbeit sprengen wiirde, sind im Folgenden jeweils nur die Uber den docking score
bestimmten, vielversprechendsten Bindemodi von P8-D-60EthNCH32 dargestellt. Der
docking score ist hierbei eine mathematische Anndherung, der die Starke nicht kovalenter

Interaktionen des Liganden mit der Zielstruktur als Zahlenwert ausdriickt.™®’

Je negativer
dieser Wert ist, desto intensiver sind diese Interaktionen. Abbildung 6.11 zeigt P8-D-6-
OEthNCH32, gedockt in das aktive Zentrum der Topoisomerase IIB mit einem dazugehorigen
docking score von -8,63. Dabei interkaliert die Verbindung wie erwartet mit dem
tetrazyklischen Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinkern zwischen zwei DNA-Basen, allerdings ist
die Ausrichtung der 6- und 11-Reste anders als die erwartete und im vorherigen Abschnitt
postulierte Art und Weise. Anstelle des 3,4,5-Trimethoxyphenylrests, wie es Uber
Analogieschlisse zu Etoposid zu erwarten gewesen ware, liegt die Dimethylaminoethyloxy-
Seitenkette zwischen dem transient gebrochenen DNA-Strang, wahrend der 3,4,5-
Trimethoxyphenylrest in einen groflen Raum hineinragt, der, wie Wu et al. berichteten, beim
Etoposid von dem glykosidischen Teil des Molekiils eingenommen wird.'®? Tatsichlich zeigt
dieser errechnete Bindemodus von P8-D-60EthNCh32 eine Wasserstoffbriickenbindung des
protonierten endstdandigen tertidren Amins zu einem Phosphat-Anion eines DNA-Nukleotids,
was eine plausible Erklarung fiur die deutlich verstarkte Zytotoxizitdat von P8-D-60EthNCH32
durch die Einfihrung der hydrophilen Seitenkette mit endstandiger positiver Ladung sein
konnte.'® In Abbildung 6.12 ist der beschriebene Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 und
dessen Interaktionen mit der Umgebung zweidimensional in der Aufsicht als sogenanntes
LJligand interaction diagram” wiedergegeben. Hier wird deutlich, dass in diesem
theoretischen Bindemodus die Seitenkette genau in der entstandenen Liicke des
Strangbruchs liegt und von beiden Seiten von den negativ geladenen Phosphatresten der
entsprechenden Nukleotide angezogen wird (dT, D:9 und dC, C:8).
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) ~Se ‘A\r \ ' N
Abb. 6.11: Mit Maestro 9.6 errechneter Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase
118: tiirkis - P8-D-60EthNCH32, rot — DNA-Doppelhelix; PDB-Code: 3QX3.
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Abb. 6.12: ,Ligand interaction diagram* von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase I16.
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Betrachtet man den Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase | im Komplex
mit DNA (Abbildung 6.13), zeigt sich, dass das Molekil fiir die Interaktion mit diesem
Komplex eine sehr vorteilhafte Struktur besitzt. Der docking score (-10,83) deutet hierbei

ebenfalls auf starke Interaktionen der Verbindung mit den Zielstrukturen hin.

<

<

/i :
<,

Abb. 6.13: Mit Maestro 9.6 errechneter Bindemodus von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase I:
tiirkis - P8-D-60EthNCH32; rot, orange — DNA-Doppelhelix; PDB-Code: 15C7.

Der im Gegensatz zur Topoisomerase Il hier sehr enge Bereich zwischen den DNA-Basen wird
komplett vom Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolinkdrper eingenommen. Dazu sind zwei Wasser-
stoffbriickenbindungen vom Ligand zur Topoisomerase | ersichtlich, wobei die erste eine
Interaktion des protonierten tertiagren Amins mit der Carboxylgruppe der Asparaginsaure
A533 darstellt und die zweite aus einer Wechselwirkung des Ringstickstoffatoms an Position
8 mit Asparagin A722 besteht. Die geringe Entfernung des Stickstoffs an Position 3 zum

188 Somit

Arginin 533 (2,9 A°) lasst eventuell auch hier eine Wasserstoffbriickenbindung zu.
spielen die exakten Positionen der Stickstoffatome im Ring moglicherweise eine
entscheidende Rolle fiir die Wirkung gegeniliber der Topoisomerase |. Diesbezliglich waren
weiterfiihrende Dockingstudien mit Derivaten mit veranderten Positionen der
Ringstickstoffatome und dem daraus resultierenden Einfluss auf die Ligand-Protein-Bindung

von Interesse.
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Der 11-Rest scheint vor allem hinsichtlich seiner Geometrie (ausfiihrlich diskutiert in

Abschnitt 6.3.1) auch fiir eine Hemmung der Topoisomerase | glinstig beschaffen zu sein.
Dies wird in Abbildung 6.14 deutlich, in der die Proteinoberflache zusatzlich dargestellt ist:

bl

| i - 4 [P S
Abb. 6.14: Oberfléiche der Topoisomerase | mit dem Ligand P8-D-60EthNCH32 in der Bindetasche;
PDB-Code: 15C7.

Durch die orthogonale Ausrichtung des 3,4,5-Trimethoxyphenylrestes zum Tetrazyklus
scheint dieser den Liganden regelrecht in der Bindetasche zu ,verankern”. Ebenso werden
Moglichkeiten zur Strukturoptimierung erkennbar, um eventuell die Selektivitdit der
Substanz auf die Topoisomerase | zu erhdhen. Hier kdnnte zum Beispiel Uber eine
Verlangerung der Alkylreste an den Positionen 3 und 5 des 11-Phenylrests nachgedacht
werden, z.B. im Sinne eines Austauschs von 2,4-Dimethoxy- gegen 2,4-Diethoxy- oder der
Einflhrung sterisch noch anspruchsvollerer Reste, um die erkennbaren Raume ober- und
unterhalb der Kopfgruppe auszufiillen und moglicherweise zusatzliche Wechselwirkungen
mit dem Enzym zu erwirken. Auch die Seitenkette scheint in Hinblick auf die Einnahme des
kleinen Raums der Topoisomerase | aullerhalb der DNA eine optimale Konfiguration zu
besitzen und stellt durch die ausgebildete Wasserstoffbriickenbindung eine gute Bindung
zum Enzym sicher.

Abbildung 6.15 zeigt das ,ligand interaction diagram” von P8-D-60EthNCH32 und dessen
Interaktionen mit der Topoisomerase | im Komplex mit DNA in der Ubersicht.
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Abb. 6.15: Ligand interaction diagram von P8-D-60EthNCH32 in der Topoisomerase I.

P8-D-60EthNCH32 zeigt bereits in vitro-Wachstumshemmungen im unteren nanomolaren
Bereich, so dass nicht unbedingt (iber eine weitere Optimierung der Potenz dieser Substanz
nachgedacht werden muss. Dennoch waren Strukturabwandlungen denkbar, um eine
Selektivitat gegenliber nur einer der beiden Topoisomerasen zu erzielen. Lukrativ scheint
neben dem beschriebenen Austausch der 3‘- und 5°-Methoxygruppen gegen raumfiillendere
Reste eine Hydroxygruppe in 4‘-Position zu sein, so dass die Kopfgruppe der des Etoposids
entsprdache. Die Synthese eines 4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenylsubstituierten Derivates der
Substanzklasse war bisher nicht moglich (siehe Abschnitt 2.1.1), aber eine nachtragliche
selektive Demethylierung, zum Beispiel mit Hilfe von BCl; oder AICl; kdnnte in diesem

189190 Interessant wiren auch weiterfiihrende

Zusammenhang zum Erfolg fihren.
Dockingexperimente von durch Variation in Kettenlange und Beschaffenheit der Seitenkette
in 6-Position angepassten Derivaten, gefolgt von der Synthese und Testung dieser
Verbindungen. Weiterfliihrend kdnnten auch induced-fit-docking-Studien von P8-D-
60EthNCH32 in den Kristallstrukturen der Topoisomerasen durchgefiihrt werden,™® bei
denen der Ligand und das entsprechende Enzym nicht mehr als statisch angesehen werden,
sondern eventuelle durch den Ligand hervorgerufene Konformationsdanderungen des Enzyms

mit beriicksichtigt werden.'*?
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6.4 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnten auf mehreren Ebenen relevante Informationen (iber
Wirkmechanismen der in dieser Arbeit behandelten Strukturen vor allem tber die sich durch
ihre herausragende in vitro-Zytotoxizitdt auszeichnende Verbindung P8-D-60EthNCH32
gewonnen werden.

Fir fanf in dieser Arbeit erstmalig beschriebene hinsichtlich ihrer in vitro-Zytotoxizitat
relevante Verbindungen wurden NCI-COMPARE-Analysen durchgefiihrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass mit guten Korrelationen um 90% eine hohe Ahnlichkeit der
Wachstumshemmungsmuster der strukturoptimierten 6-Dimethylaminoethyloxy-Seiten-
kettenverbindungen P8-D-60EthNCH32 und P16-60EthNCh32 zu den Mustern der
bekannten Topoisomerase-Gifte Amsacrin und Etoposid besteht. Die Untersuchungen legten
die Vermutung nahe, dass eine Hemmung dieses Enzyms den hauptsachlichen Wirk-
mechanismus der beschriebenen Substanzen in vitro auf die Tumorzellen darstellt. Auch flr
Verbindung P8-D war laut COMPARE-Analyse eine Topoisomerase ll-Hemmung wahr-
scheinlich. Die 6-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-Verbindung A12 der Azacarbazolklasse konnte
Uber die COMPARE-Studien der Klasse der Antimitotika zugeordnet werden. Das Zellantwort-
muster flir P16 entsprach keinem Muster von Substanzen mit bekanntem Wirkmechanismus,
was auf unspezifische und/oder unbekannte Wirkmechanismen hindeutet.

Die gleichen finf Derivate wurden in Kooperationsarbeiten im Arbeitskreis Marko am
Institut flir Lebensmittelchemie und Toxikologie in Wien auf ihre in vitro-Aktivitaten
gegeniliber den humanen Topoisomerasen | und lla untersucht. Dabei konnte P8-D-
60EthNCh32 als potentes Gift gegenliber beiden Enzymklassen identifiziert werden. Die
jeweiligen ICso-Werte liegen fir beide Proteine ndherungsweise < 10 puM und damit

178

signifikant niedriger als fur den zugelassenen Arzneistoff Etoposid (ICsq: 96 UM)~ " aus der

Klasse der Topoisomerase I|I-Gifte und das Leitmolekil der Topoisomerase [-Gifte

75 Die genauen |Cso-Werte sowie die Hemmeigenschaften von P8-D-

Camptothecin.
60EthNCH32 auf die PB-lsoform der Topoisomerase Il sind Gegenstand derzeitiger
Untersuchungen im Arbeitskreis von Prof. Marko in Wien. Die vier anderen getesteten
Verbindungen waren gegeniiber der Topoisomerase Il vollstandig inaktiv (bis 100 uM); P8-D
und A12 zeigten schwache Aktivitdt gegenliber der Topoisomerase | bei hohen
Konzentrationen (50-100 uM). Die Inaktivitat von P8-D, welches das direkte Aza-Analogon zu
BP-D7 ist, fur das in vorherigen Studien gewisse Aktivitat gegenliber beiden Topoisomerasen
| und Il gefunden wurde, war in diesem Zusammenhang liberraschend und méglicherweise
durch eine durch die zuséatzlichen Stickstoffatome im Ringgerist erniedrigte Lipophilie und
einer damit verbundenen verminderten Befahigung der Interkalation in die relevanten

Zielbereiche verbunden.
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Aufgrund des sehr dhnlichen Ansprechverhaltens der Tumorzelllinien auf die hinsichtlich
ihrer wachstumshemmenden Eigenschaften vielversprechendste Verbindung P8-D-
60EthNCH32 und den Topoisomerase II-Giften Amsacrin und Etoposid wurden theoretische
Betrachtungen der jeweiligen Bindemodi dieser Arzneistoffe unternommen und
Analogieschliisse zu P8-D-60EthNCH32 gezogen. Demnach scheint der 11-(3,4,5-Trimethoxy-
phenyl)-Rest (Kopfgruppe) durch seine orthogonale Ausrichtung zum tetrazyklischen
Grundgerist analog Amsacrin in einer optimalen Geometrie zur Erzielung einer Giftwirkung
auf die Topoisomerase Il zu stehen. Uber den Bindemodus von Etoposid konnte eine
theoretische Orientierung von P8-D-60EthNCH32 in der Bindetasche dieses Enzyms
postuliert werden. Dabei kann neben der geometrischen Ausrichtung des 11-Restes der
hydrophilen 6-Dimethylaminoethyloxy-Seitenkette eine grofle Bedeutung zur Giftwirkung
auf den Topoisomerase/DNA-Komplex beigemessen werden. Eine hohe Affinitat des positiv
geladenen endstdndigen Stickstoffatoms zum negativ geladenen DNA-Phosphodiester-
Skelett ist hier wahrscheinlich. Auch eine Interaktion mit relevanten Aminosduren der
Topoisomerase Il kann postuliert werden und eventuell in einer unterschiedlichen
Selektivitat der Verbindung gegentliber den beiden Topoisomerase ll-Isoformen resultieren.
In docking-Studien von P8-D-60EthNCH32 in Kristallstrukturen humaner Topoisomerasen
erwies sich die Substanz als ein vielversprechender Ligand in beiden Enzymen. In diesem
Zusammenhang war der Bindemodus in der Topoisomerase Il unterschiedlich zu dem von
Etoposid; Die Interaktion des Molekiils mit dem durch den DNA-Bruch hervorgerufenen
Raum erfolgte nicht Gber die Kopfgruppe sondern tber die hydrophile Seitenkette. Docking-
Ergebnisse des Stoffes in der Topoisomerase | identifizierten P8-D-60EthNCH32 als sehr gut
geeigneten Liganden zur Interaktion mit dem DNA/Topo I-Komplex. Die durchgefihrten
Docking-Analysen konnten demnach die Testergebnisse auf in vitro-Topoisomerase-
hemmung bekraftigen, beziehungsweise erklaren und lieferten gleichzeitig Optionen zur
Strukturoptimierung und gegebenenfalls Mdglichkeiten zur Erzielung einer eventuellen
Selektivitat gegenuber der Topoisomerase I.
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7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die folgenschwere Diagnose einer malignen Tumorerkrankung ist nach wie vor die
bedngstigendste fiir den Menschen. Nicht nur die Schwere der Krankheit und die weltweit
eskalierende Zunahme an Tumorneuerkrankungen, sondern vor allem die neben einer
mangelhaften Umsetzung von PraventionsmaBnahmen unzureichenden Therapieoptionen
zur Behandlung von Krebs geben grolRen Anlass zur Sorge und untermauern sofortigen
Handlungsbedarf.

Einen Grundpfeiler der bestehenden Mdglichkeiten stellt die medikamentdse Therapie mit
Zytostatika dar. In diesem Zusammenhang sind Arzneistoffe mit allgemein zytotoxischen
Eigenschaften, sogenannte klassische Zytostatika, trotz vieler neuer Therapieansatze immer
noch Mittel der ersten Wahl, obwohl sie erhebliche Nebenwirkungen auf gesunde
Korperzellen aufweisen und eine breite Entwicklung von Resistenzen gegeniiber diesen
Therapeutika beobachtet werden konnte. Die Kombination von mehreren Arnzeistoffen
unterschiedlicher Klassen von Zytostatika im Sinne einer Polychemotherapie wirkt diesen
Resistenzen weitestgehend entgegen und steigert die Effektivitdt der Behandlung dadurch,
dass mehrere Zielstrukturen in der Tumorzelle adressiert werden und diese schneller und
wirkungsvoller vernichtet wird. Unter den klassischen Zytostatika haben sich Hemmstoffe
der humanen Topoisomerasen | und Il als duRRerst wichtige Therapeutika etabliert und sind
Bestandteil nahezu jeden Therapieschemas, welches auf die vollstandige Heilung des
Patienten abzielt.

Aus der Klasse der Topoisomerase I-Hemstoffe werden derzeit die von dem natirlichen
Alkaloid Camptothecin strukturell abgewandelten halbsynthetischen Verbindungen
Irinotecan und Topotecan eingesetzt, aus der Klasse der Topoisomerase Il-Hemmer sind vor
allem Etoposid und Teniposid klinisch relevant. Trotz guten antitumoralen Aktivitaten
begrenzen Resistenzentwicklungen den Einsatz dieser Stoffe, so kann es zu schweren
dosislimitierenden Nebenwirkungen, wie einer Knochenmarksuppression oder kardio-
toxischen Nebenwirkungen kommen, auch die Induktion sekundarer Krebserkrankungen
hervorgerufen durch die Behandlung mit diesen Arzneien ist mehrfach belegt. Es ist daher
offensichtlich, dass die Entwicklung von potenten Topoisomerase-Hemstoffen mit neuartiger
Struktur ein Primarziel in der Forschung an neuen Zytostatika darstellt.

In der vorliegenden Abeit sollten potentielle Arzneistoffkandidaten mit herausragenden
zytotoxischen Eigenschaften in vitro entwickelt werden, deren physikochemisches Profil,
gerade in Hinblick auf die Aspekte Wasserloslichkeit und (orale) Bioverfligbarkeit, die
Weiterentwicklung in in vivo-Bioverfligbarkeits- und Wirksamkeitsstudien nicht behindern
sollte und letztendlich eine mogliche Anwendung als Arzneistoffe in der Krebstherapie
erlauben dirfte.



Zusammenfassung und Ausblick |171

Fiir dieses Vorhaben standen drei tetrazyklische Verbindungsklassen mit neuartiger Struktur
zur Verfugung, die als Weiterentwicklungen aus Gber 15 Jahren Forschung an der Klasse der
6-Aminobenzo[c]phenanthridine im Arbeitskreis CLEMENT am Pharmazeutischen Institut der
Universitat Kiel hervorgingen. Hierbei handelte es sich um Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-
Derivate 31, Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 32 und 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33.

Aus diesen drei heterozyklischen Grundgeriisten erwiesen sich die Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthroline 31 als vielversprechendste Substanzklasse. Uber die 1995 von CLEMENT und WEIDE
etablierte Eintopf-Synthese zur Darstellung von 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthri-
dinen 27 gelang durch Variation der Aldehydkomponente die Synthese einer Datenbank von
18 in 11-Position unteschiedlich substituierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinen 37. Durch die Entwicklung von auf die Substanzklasse adaptierten Oxi-
dationsprozeduren konnte zudem der Zugang zu acht Derivaten der vollstindig
ungesattigten Systeme 74 realisiert werden. Auch eine leichte Funktionalisierbarkeit der 6-
Position wurde durch den Austausch der Aminogruppe gegen eine Oxo-Funktion, ein Chlor-
Atom oder ein Wasserstoff-Atom fiir mehrere Derivate aufgezeigt. In diesem
Zusammenhang konnte in einer fiunfstufigen Syntheseroute ebenfalls der ganzlich
unsubstituierte, zuvor nicht literaturbekannte Heterozyklenkern Pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin (31) synthetisiert werden, der sich in eine Gruppe von bisher nur wenigen in der
Literatur beschriebenen Triaza-Chrysen-Grundgeristen einreiht.

Im Vergleich zu den C-analogen 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen 27 wiesen
die 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 durch das Vorhandensein
zweier zusatzlicher Stickstoffatome im Ringgerist eine deutlich reduzierte Lipophilie auf, die
in den betrachteten Fallen signifikant unter logP = 5 lag. Damit konnte ein groBer Schritt in
Hinblick auf eine mogliche orale Bioverfiigbarkeit gemacht werden. Die Loslichkeit der 6-
Amino-Derivate 37 bei physiologischem pH-Wert konnte allerdings durch die zusatzlichen
Stickstoffatome nicht erhéht werden und lag mit Werten in der unteren mikromolaren
Region im Bereich der Verbindungen 27.

Die zweite Heterozyklenklasse, die 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 33, waren ebenfalls
uber die effiziente Synthese nach CLEMENT und WEIDE zugadnglich. Hier konnten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nach Erniedriegung der Reaktionstemperatur und Etablierung einer
Aufreinigungsmethode neun verschiedenartig 6-substituierte 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-
1-azacarbazole 40 dargestellt, sowie in einer nachfolgenden Reaktion vier dehydrierte
Analoga 179 synthetisiert werden. Auch fir diese Substanzklasse konnte in einer
zweistufigen Reaktion der ganzlich unsubstituierte zuvor literaturunbekannte Heterozyklus
11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (33) hervorgebracht werden.

Das physikochemische Profil der Verbindungen 40 erwies sich allerdings fiir eine
Weiterentwicklung als potentielle Arzneistoffkandidaten als stark nachteilig, so wurden logP-
Werte groBer 5, teilweise auch oberhalb von 6 gefunden und auch die Loslichkeiten in
physiologischem Medium waren mit Werten grétenteils kleiner 1 uM stark begrenzt.
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Die Ausbildung von Dimeren durch Wasserstoffbriickenbindungen Uber die in diesem
Kontext unglinstigen Positionen der Stickstoffatome ist eine wahrscheinliche Ursache fiir
diese Phdnomene, die deutlich besser l6sliche N-11 methylierte Substanz 184 dieses
Verbindungstyps unterstitzt diese Theorie.

Die dritte Substanzklasse der Pyrido[2,3-c][1,10]phenanthroline 32 konnte durch ihre
aullerordentlich schlechten Losungseigenschaften auch in organischen Losungsmitteln im
Rahmen dieser Arbeit nicht zuganglich gemacht werden. Auch hier wurde die Ausbildung
von Dimeren in Betracht gezogen. Letztendlich wurde von einer Weiterverfolgung der
Substanzklasse aufgrund dieses extremen Nachteils im physikochemischen Profil abgesehen.
Dennoch konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Eintopf-Synthese nach
CLEMENT und WEIDE ein groBes Potential zur Darstellung einer Vielzahl unterschiedlich
substituierter Heterozyklen besitzt. Daher sollten in zukiinftigen Arbeiten durch Variation
der Reaktanden, vor allem der Nitrilkomponente, neue, bisher nicht synthetisch zugangliche
Verbindungsklassen synthetisiert werden.

Im Sinne eines priméaren Zytotoxizitdtsscreenings wurde ein Grofteil aller synthetisierten
Verbindungen der Substanzklassen 31 und 33 im NCI-60 screening auf in vitro-antitumorale
Aktivitat untersucht. Fir die Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 31 konnten Uber die
erhaltenen Informationen Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden. So war ein
entscheidender Faktor zur Erzielung, respektive Erhéhung der Zytotoxizitdt die Dehydrierung
der 11,12-Position, weiterhin waren Derivate mit Aminogruppe in 6-Position den korrespon-
dierenden Molekiilen mit 6-Oxo-Funktion im Vergleich leicht Uberlegen. Fiir die
Substanzklasse 31 konnten mit Glsgjgo-Werten im NCI-60 screening teilweise kleiner 1 pM
die Leitstrukturen P16 (52) und P8-D (78) identifiziert werden, fur die 11H-Pyrido[3,2-i]-1-
azacarbazole 33 erwies sich Al12 (161) als zytotoxischstes Derivat mit einem
vielversprechenden Dosis-Wirkungs-Profil.

In einem zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnten die als Leitstrukturen
identifizierten Verbindungen P16 (52) und P8-D (78) mittels Verlinkung hydrophiler
Seitenketten hinsichtlich ihrer Loslichkeit in wassrigen Medien und ihrer Zytotoxizitat
strukturoptimiert werden. Dabei wurden erfolgreich mehrere Molekiile mit in der
Kettenlange variierenden Dimethylaminoalkylamino- und Dimethylaminoalkyloxy-
Seitenketten in 6-Position synthetisiert. Die bei physiologischem pH-Wert grof3tenteils
protoniert vorliegende endstédndige tertidare Aminfunktion fihrte in diesem Zusammenhang
zu einem Anstieg der Loslichkeit der entsprechend getesteten Seitenkettenderivate um den
Faktor 1000 in den millimolaren und damit pharmazeutisch relevanten Bereich.

In einem Sekundarscreening der strukturoptimierten seitenkettentragenden Verbindungen
im NCI-60 screening konnte die Verbindung P8-D-60EthNCH32 (151) herausragende in vitro-
antitumorale Eigenschaften im unteren nanomolaren Bereich aufweisen.
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Neben einem glinstigen Dosis-Wirkungs-Profil weist die Substanz im direkten Vergleich mit
naturlichen Leitstrukturen und daraus abgeleiteten zugelassenen Zytostatika der
Topoisomerase |- und Il-Hemmstoffe, sowie aktueller, sich in der klinischen
Arzneistoffentwicklung befindlicher strukturverwandter Topoisomerase I-Hemmer, bis auf
wenige Ausnahmen eine hohere Aktivitat im NCI-60 screening auf und eignet sich damit,
auch im Zusammenspiel mit seinen guinstigen physikochemischen Eigenschaften, fir in vivo-
Pharmakokinetikstudien und in vivo-Wirksamkeitsstudien (Tumor-Xenograft-Studien und
andere Modelle).

Um Informationen hinsichtlich des Wirkmechanismus von P8-D-60EthNCH32 (151) zu
erhalten wurden mehrere Untersuchungen durchgefiihrt. In NCI-COMPARE-Studien zeigte
das spezifische Zellantwortmuster der Substanz mit sehr hohen Korrelationswerten eine
starke Ahnlichkeit zu den entsprechenden Mustern der Topoisomerase |l-Hemmstoffe
Amsacrin und verschiedenen Derivaten des Etoposids. Theoretische Betrachtungen einer
moglichen Bindung der Substanz in der Topoisomerase Il in Analogie zu den Bindemodi von
Amsacrin und Etoposid zeigten ein Zusammenspiel aus glinstiger Geometrie des 11-(3,4,5-
Trimethoxyphenyl)-Restes zum tetrazyklischen Grundgerist fir die Erzielung einer
Giftwirkung auf die Topoisomerase I, sowie erhohte Affinitdt und Toxizitat gegeniiber dem
negativ geladenen DNA-Ribosephosphat-Rickgrat und/oder den Topoisomerasen durch die
endstandige positive Ladung der basischen Seitenkette. Docking-Studien an Kristall-
strukturen der humanen Topoisomerasen | und Il konnten diese Interaktionen bestatigen,
die Substanz als vielversprechenden Liganden in beiden Enzymen identifizieren und
gleichzeitig Optionen zur Strukturoptimierung und gegebenenfalls Moglichkeiten zur
Erzielung einer eventuellen Selektivitat gegeniber der Topoisomerase | aufzeigen.
Letztendlich konnte in Kooperationsarbeiten mit dem Arbeitskreis um Prof. Marko in Wien
eine gleichermalien potente Hemmung beider Topoisomerasen | und lla in vitro durch die
Substanz P8-D-60EthNCH32 (151) bestétigt werden. Die ICso-Werte flir beide Enzyme liegen
hierbei unterhalb von 10 uM und demonstrieren eine signifikant starkere Hemmung der
Topoisomerase |l Aktivitdt als der Arzneistoff Etoposid und eine potentere Aktivitats-
inhibition der Topoisomerase | als das natiirliche Leitmolekil Camptothecin.

Um die endgiltigen Bindemodi von 151 zu kldren, waren Rontgenstrukturanalysen durch
Kokristallisation mit der entsprechenden Topoisomerase und einem groRen, die Bindetasche
enthaltenden Teil humaner DNA, von Interesse.

P8-D-60EthNCH32 (151) ist durch hochpotente in vitro antitumorale Eigenschaften,
vermittelt Uber eine Giftwirkung auf die Topoisomerasen | und Il, sowie einer
Wasserloslichkeit, die per se neben der Applikation als Infusion auch eine perorale Gabe
erlauben dirfte, pradestiniert fir die Weiterentwicklung als potentieller Arzneistoff in der
Krebstherapie. Diesbeziglich waren zunachst Studien zur Dosisfindung in Méausen &hnlich
oder orientierend an der Bestimmung der ,maximum tolerated dose” des in vivo-Prozederes
des NCI von Interesse, bei denen gleichzeitig erste pharmakokinetische Parameter bestimmt
werden koénnten. Dariberhinaus ist der Nachweis der Wirksamkeit von Zytostatika auf
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relevante menschliche Tumorzellimplantate (Xenografts) in Mausen oder anderen Tieren fiir
einen Fortschritt in der Entwicklung als Arzneistoff essentiell. Interessant ware dahingehend
zum Beispiel die Wirkung von P8-D-60EthNCH32 (151) auf Bronchialkarzinome, da ein
Aminoalkyl-Seitenketten-Derivat (TOP-53) des Etoposids liangere Persistenz und bessere
Wirksamkeit in der Lunge aufweisen konnte. Durch die unterschiedliche Struktur von P8-D-
60EthNCH32 ist auch ein Ansprechen von gegeniiber den zugelassenen Topoisomerase-
Hemmstoffen bereits resistenten Tumoren wahrscheinlich und fiir eine in vivo-Testung im
direkten Vergleich mit den bestehenden Arzneistoffen lukrativ.

Eine gute Stabilitdit der Verbindung in physiologischem Phosphatpuffer pH 7,4 Uber 2
Wochen konnte exemplarisch gezeigt werden. Dennoch sollten ausfiihrliche Studien zur
Stabilitat des Stoffes in wassrigen Medien bei relevanten physiologischen pH-Werten lber
einen langeren Zeitraum durchgefiihrt werden. Gleichauf miisste der Metabolismus der
Substanz aufgeklart werden, nicht zuletzt, weil zum Beispiel durch oxidative N-Demethy-
lierungsprozesse die Entstehung von ebenfalls zytotoxischen Metaboliten wahrscheinlich ist.
In Anbetracht der Tatsache, dass derzeit nahezu jedes Therapieschema zur kurativen
Behandlung maligner Tumorerkrankungen mindestens einen Topoisomerase-Hemmstoff
enthalt, erscheint eine Weiterentwicklung von P8-D-60EthNCH32 als sehr sinnvoll. Dass die
Substanz unselektiv beide Topoisomerasen | und Il in ihrer Funktion hindert, kann dabei
durchaus positiv bewertet werden, da durch das Adressieren mehrerer Zielenzyme eine
effektivere Vernichtung der Tumorzelle erreicht werden kann. Zu starke toxische Neben-
wirkungen bei einer polychemotherapeutischen Behandlung kénnten in diesem Zusammen-
hang durch eine eventuell geringere Anzahl an notwendigen weiteren Zytostatika moglicher-
weise ebenfalls vermieden werden.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Synthesen

8.1.1 Gerate und Materialien

NMR-Spektroskopie
Kernresonanzspektrometer Bruker Avance Ill, 300, Bruker Topspin 2.1 Software

'H-NMR: Messfrequenz = 300.13 MHz
BC-NMR: Messfrequenz = 75.47 MHz
PN-NMR:  Messfrequenz = 30.42 MHz
E-NMR: Messfrequenz = 282.03 MHz

Interner Standard: Tetramethylsilan (TMS). Sind keine internen Standards angegeben,
wurden die chemischen Verschiebungen auf die verwendeten Losungsmittelsignale bezogen.
N-NMR-Spektren: Die Auswertung erfolgte bezogen auf den externen Standard
Nitromethan in DMSO-ds (6/ppm = 0).

YELNMR-Spektren: Die Auswertung erfolgte bezogen auf den externen Standard
Fluortrichlormethan (CFCl3) in DMSO-de.

Zur Charakterisierung der Signale wurden folgende Abkiirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, dddd = Dublett eines Dubletts eines
Dublett eines Dubletts, t = Triplett, q = Quartett, sx = Sextett, m = Multiplett,
br = verbreitertes Signal, J = Kopplungskonstante in Hz.

Die Auswertung der Signale erfolgte entsprechend den Regeln fiir Spektren 1. Ordnung.

Massenspektrometrie (LC/MS)

Bruker Esquire~LC, Elektrosprayionisierung (ESI) unter Verwendung einer Agilent Zorbax
Eclipse XDB-C8-Saule, 125 x 4,6 mm; 5 um.

Elution: Eluent A: 10% Acetonitril, 90% 0,1%ige Essigsaure; Eluent B: 95% Acetonitril, 5%
0,1%ige Essigsaure.

Gradient: 0 — 5 min (0 — 60% B), 5 — 10 min (60 — 100% B), 10 — 12 min (100% B), 12 — 13 min
(100 — 0% B, 13-15 min (0% B).

Flussrate: 1 ml/min.
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Hochauflosende Massenspektrometrie

LTQ Velos Orbitrap, ESI (+), Institut fir Experimentelle Medizin am UK-SH, Kiel; Bruker
Daltonics Apex Il 7 Tesla, ESI (+), Institut fir Analytische Chemie der Universitat Leipzig;
Bruker Daltonics Apex lll FT-ICR, ESI (+), Institut fir Physikalische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitat, Kiel.

Elementaranalyse
CHNS-Analysator, HEKAtech GmbH, Institut fiir Anorganische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitat, Kiel.

Schmelzpunkte
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific SMP3, die Angabe der Schmelzpunkte erfolgte
unkorrigiert.

Diinnschichtchromatographie

DC-Fertigplatten: Polygram SIL G/UV;s4 0.2 mm Kieselgel der Firma Macherey-Nagel, Diiren.
Detektion erfolgte durch UV-Licht der Wellenlange 254 nm (Fluoreszenzléschung) und/oder
der Wellenlange 356 nm (Eigenfluoreszenz).

Praparative Chromatographie

Die sdaulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte Uber Kieselgel G60,
0,063-0,2 mm (Macherey-Nagel, Diiren).

Die Flashchromatographie wurde an der Anlage CombiFlash® Rf 200i (Teledyne Isco) unter
Verwendung von PF-30SIHO-JP/12G- oder PF-30SIHO-JP/40G-Sdulen (0,03 mm)
durchgefihrt.

Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Accela, Acros, Alfa-Aesar/Lancaster, Fluka, Sigma-
Aldrich, Merck und VWR kommerziell bezogen und ohne Aufreinigung verwendet.

Auller DMPU und DMF wurden alle Losungsmittel vor der Verwendung frisch destilliert. Die
Reaktionen wurden in ofengetrockneten Glasgeraten durchgefiihrt. Sofern luft- oder
feuchtigkeitsempfindliche Substanzen verwendet wurden, wurden die Apparaturen mit
Stickstoff gespiilt.
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8.1.2 Synthesevorschriften und synthetisierte Verbindungen

8.1.2.1 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 in Anlehnung an STenzeL, 2009
und WEIDE, 1995: %8

Eine Losung aus 4-Methylpyridin-3-carbonitril (36) (500 mg, 4.2 mmol) und 2.1 mmol des
entsprechenden Aldehyds 26 in 10 mL DMPU wird unter Stickstoffatmosphare zu einer
Lésung bestehend aus 600 mg (5.35 mmol) KO'Bu in 5 mL DMPU getropft. Nach einer
Reaktionszeit von 1 — 3 Stunden (DC-Kontrolle) wird das Reaktionsgemisch auf 80 mL
Eiswasser hydrolysiert. Entsteht hierbei nach 10 min kein Niederschlag wird die wassrige
Loésung mit konzentrierter Salzsdure auf pH 2 gebracht, 5 min gerGhrt und im Anschluss mit
konzentrierter wassriger Ammoniaklésung auf pH 9 gebracht. Der entstandene Niederschlag
wird abgesaugt und das Filtrat anschliefend mit Methylenchlorid extrahiert (3 x 50 mL).
Nach der Vereinigung der organischen Phasen wird Uber Natriumsulfat getrocknet, am
Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend das DMPU im Hochvakuum destillativ
entfernt. Der hierbei entstehende Riickstand wird gewonnen und mit dem erhaltenen
Niederschlag aus der Hydrolyse vereinigt. Die Aufreinigung der vereinigten Rohprodukte
geschieht entweder mittels Umbkristallisation aus Methanol/Dichlormethan oder
flashchromatographisch an Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol (5-20%)). Der
erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.2 Synthetisierte 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
line 37:

6-Amino-11-phenyl-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (56)

C21H1sN, (324.38)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von Benzaldehyd (223 mg, 2.1 mmol)

Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 373 mg (55%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl;) eines gelben
Feststoffs

Schmelzpunkt: 279°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.15 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 16.5 Hz), 3.54 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/-122 = 16.3 Hz,
*Ji-120/m11 = 7.6 Hz), 4.86 (d, 1H, H-11, *Jya1/m.12 = 7.3 Hz), 7.09 (m, 5H, Ar-H), 7.18 (d, 1H, Ar-
H, 3/ = 4.9 Hz), 7.45 (brs, 2H, -NH,), 7,55 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 6.0 Hz), 8.39 (d, 1H, Ar-H, *J= 4.9
Hz), 8.54 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.9 Hz), 9.36 (s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 35.2 (C-12), 35.9 (C-11), 112.8, 114.1, 115.7, 123.3, 126.3, 127.1 (2C), 128.4 (2C),
129.9,139.3, 143.0, 144.1, 145.7, 145.9, 147.7, 149.1, 149.6, 157.1.

IR (ATR):
cm™ = 3330, 3170, 3060, 2902, 1652, 1612, 1599, 1449, 1045.

MS (ESI):
m/z = 325 ([M+H]", 100%), 163 ([M+2H]"", 35%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 325.14476,

m/z gefunden fiir [M+H]": 325.14465.
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6-Amino-11-(3-methoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (43)

OMe

C22H1sN4O (354.40)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3-Methoxybenzaldehyd (286 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2.5h

Ausbeute: 312 mg (42%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines blassgelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 259°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.15 (d, 1H, H-12a, *Jy120/H-120 = 16.4 Hz), 3.52 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/-122 = 16.4 Hz,
*Ji-120/m11 = 7.7 Hz), 3.58 (s, 3H, OCHs), 4.82 (d, 1H, H-11, */ = 7.6 Hz), 6.46-6.53 (m, 1H, Ar-H,
3= 7.8 Hz, *J = 0.9 Hz), 6.55-6.60 (m, 1H, Ar-H), 6.61-6.68 (m, 1H, Ar-H, >/ = 8.1 Hz, “J = 0.8
Hz), 7.01 (m, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz), 7.19 (d, 1H, Ar-H, 3J = 4.9 Hz), 7.45 (br s, 2H, -NH,), 7,56
(d, 1H, Ar-H, *J = 5.9 Hz), 8.40 (d, 1H, Ar-H, *J= 4.9 Hz), 8.55 (d, 1H, Ar-H, 3 = 5.9 Hz), 9.35
(s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 35.1 (C-12), 35.9 (C-11), 54.7 (OCH;), 111.1, 112.7, 113.5, 114.1, 115.7, 119.3, 123.3,
129.4,129.9, 139.3, 144.2, 144.6, 145.7, 145.9, 147.7, 149.1, 149.6, 157.1, 159.1.

IR (ATR):
cm™ = 3326, 3170, 3082, 2930, 1651, 1598, 1454, 1061, 821.

MS (ESI):
m/z = 355 ([M+H]), 100%), 178 ([M+2H]**, 16%), 129 (13%), 124 ([M-3-Methoxy-
benzen+2H]"™, 4%).

Elementaranalyse (C;;,H1gN4O):
Berechnet: C74.56 H5.12 N 15.81,
gefunden: C74.04 H4.78 N 15.75.
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6-Amino-11-(2,3-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (44)

OMe

Ca3HoN,0; (384.43)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 2,3-Dimethoxybenzaldehyd (349 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2h

Ausbeute: 492 mg (61%, umkrist. aus MeOH/CH,Cl,) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 268°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.05 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 16.4 Hz), 3.54 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 16.4 Hz,
*Ji-120/m11 = 8.1 Hz), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.02 (s, 3H, OCHs), 5.10 (d, 1H, H-11, *Ju11/m126 = 7.9
Hz), 5.87 (dd, 1H, Ar-H, >J = 7.9 Hz, *J = 1.3 Hz), 6.58 (t, 1H, Ar-H, J = 8.0 Hz), 6.78 (dd, 1H,
Ar-H, %) = 8.2 Hz, *J = 1.3 Hz), 7.16 (d, 1H, Ar-H, 3J = 4.9 Hz), 7.38 (d, 1H, Ar-H, J = 5.9 Hz),
7.43 (br's, 2H, -NH,), 8.39 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 4.9 Hz), 8.54 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 9.37 (s, 1H,
Ar-H), 9.56 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):

8/ppm = 34.9 (C-12), 35.2 (C-11), 55.6 (OCH3), 60.6 (OCH3), 111.9, 113.1, 114.6, 119.1, 119.2,
124.0, 126.8, 131.9, 134.5, 137.2, 138.1, 141.5, 142.8, 144.0, 145.2, 147.7, 152.5, 156.6,
158.3.

R (ATR):
cm™ = 3415, 3306, 3148, 2929, 1648, 1601, 1453, 1075, 1005.

MS (ESI):
m/z = 385 ([M+H]", 100%), 247 ([M-2,3-Dimethoxybenzen+H]", 8%), 193 ([M+2H]"", 57%),
185 (8%), 124 ([M-2,3-Dimethoxybenzen+2H]*", 14%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 385.16589,

m/z gefunden fiir [M+H]": 385.16565.
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6-Amino-11-(3, 5-dimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (45)

OMe

MeO

Ca3HoN,0; (384.43)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3,5-Dimethoxybenzaldehyd (349 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2h

Ausbeute: 557 mg (69%, umkrist. aus MeOH/CH,Cl,) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 258°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.14 (d, 1H, H-12a, *Jy.12a/H-126 = 16.3 Hz), 3.50 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/H-122 = 16.2 Hz,
*Ji-126/0-11 = 7.6 Hz), 3.56 (s, 6H, 2 x OCH3), 4.77 (d, 1H, H-11, *Jy11/m12.6 = 7.3 Hz), 6.11 (m, 2H,
H-2’, H-6’, * = 2.2 Hz), 6.23 (m, 1H, H-4’, *J = 2.2 Hz), 7.20 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 4.9 Hz), 7.46 (br s,
2H, -NH,), 7.57 (d, 1H, Ar-H, *J = 5.9 Hz), 8.41 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 4.9 Hz), 8.56 (d, 1H, Ar-H, *J =
5.9 Hz), 9.35 (s, 1H, Ar-H), 9.58 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

&/ppm = 35.0 (C-12), 36.1 (C-11), 54.8 (2C, 2 x OCH3), 97.3, 105.6 (2C, C-2/, C-6'), 112.7, 114.1,
115.7, 123.3, 130.0, 139.3, 144.3, 145.4, 145.6, 145.9, 147.7, 149.1, 156.9, 157.1, 160.3 (2C,
C-3,C5).

IR (ATR):
cm™ = 3325, 3168, 2969, 2828, 1650, 1595, 1452, 1318, 1067.

MS (ESI):
m/z = 385 ([M+H]*, 100%), 247 ([M-3,5-Dimethoxybenzen+H]", 2%), 193 ([M+2H]"™, 73%).

Elementaranalyse (Cy3H2oN40;):
Berechnet: C71.86 H5.24 N 14.57,
gefunden: C71.34 H5.22 N 14.43.
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6-Amino-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (46)

OMe

C24H22N40; (414.46)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd (412 mg, 2.1 mmol)

Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 244 mg (28%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH (5-20%))
eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 219°C unter Zersetzung

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

6/ppm =3.13 (d, 1H, H-123, ZJH_lza/H_12b= 16.5 Hz), 3.48 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.51 (br s, 4H, OCHs,
H-12b), 4.78 (d, 1H, H-11, *Ju11/n12.0= 7.0 Hz), 6.30 (s, 2H, H-2’, H-6"), 7.22 (d, 1H, Ar-H, *J= 4.8
Hz), 7.44 (br s, 2H, -NH,), 7.65 (d, 1H, Ar-H, 3)=5.9 Hz), 8.42 (d, 1H, Ar-H, 3)=4.8 Hz), 8.57 (d,
1H, Ar-H, 3)=5.8 Hz), 9.35 (s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

Das Signal von Proton 12b wird von den Signalen der Methoxygruppen bei 3.51 ppm uberlagert.

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 35.2 (C-12), 36.3 (C-11), 55.5 (2C, 2 x OCHs), 59.8 (OCHs), 104.4 (2C, C-2’-C-6'),
112.7, 114.4, 115.8, 123.4, 130.0, 136.0, 138.8, 139.3, 144.4, 145.6, 145.8, 147.8, 149.0,
149.7,152.5 (2C, C-3', C-5'), 157.1.

IR (ATR):
cm™ = 3300, 3122, 3006, 2932, 1670, 1612, 1600, 1463, 1124.

MS (ESI):
m/z = 415 ([M+H]", 100%), 247 ([M-3,4,5-Trimethoxybenzen+H]", 4%), 208 ([M+2H]"", 7%),
124 ([M-3,4,5-Trimethoxybenzen+2H]"™, 16%).

Elementaranalyse (Cy4H2,N403):
Berechnet: C69.55 H 5.35 N 13.52,
gefunden: C69.18 H 4.93 N 13.49.
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6-Amino-11-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (47)

OMe

MeO

C24H22N40; (414.46)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 2,3,4-Trimethoxybenzaldehyd (412 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 547 mg (63%, umkrist. aus MeOH/CH,Cl,) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 262°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d; + 1% DCl in D,0):

8/ppm = 3.47 (d, 1H, H-12a, *Jy.12a/H-126 = 15.6 Hz), 3.59 (s, 3H, OCHs), 3.74 (s, 4H, OCHs, H-
12b), 4.00 (s, 3H, OCHs), 5.18 (d, 1H, H-11, *Jy11m126 = 6.5 Hz), 6.10 (d, 1H, Ar-H, *J = 8.7 Hz),
6.34 (d, 1H, Ar-H, *J = 8.8 Hz), 7.82 (d, 1H, Ar-H, 3J = 6.7 Hz), 8.02 (d, 1H, Ar-H, 3 = 5.9 Hz),
8.69 (d, 1H, Ar-H, *J = 6.7 Hz), 8.88 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 9.40 (s, 1H, Ar-H), 10.21 (s, 1H,
Ar-H). Das Signal von Proton 12b wird von dem Signal der Methoxygruppe bei 3.74 ppm iiberlagert.

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 1% DCl in D,0):

8/ppm = 29.4 (C-11), 34.9 (C-12), 55.5 (OCH3), 60.3 (OCHs), 61.2 (OCHs), 107.4, 113.2, 114.7,
119.4, 121.8, 126.2, 127.0, 131.9, 137.0, 137.9, 141.4, 141.7, 142.9, 143.9, 147.5, 150.1,
152.6, 156.9, 158.3.

IR (ATR):
cm™ = 3329, 3169, 2929, 1661, 1610, 1599, 1491, 1458, 1412, 1287, 1094.

MS (ESI):
m/z = 415 ([M+H]*, 100%), 247 ([M-2,3,4-Trimethoxybenzen+H]", 9%), 208 ([M+2H]*", 92%),
124 ([M-2,3,4-Trimethoxybenzen+2H]"™, 8%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 415.1765,

m/z gefunden fiir [M+H]": 415.1749.
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6-Amino-11-(2,4,6-trimethoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (48)

MeO

C24H22N40; (414.46)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 2,4,6-Trimethoxybenzaldehyd (412 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2h

Ausbeute: 547 mg (63%, umbkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines gelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 265°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 2.84 (d, 1H, H-12a, “Ji-12a/m-120 = 17.0 Hz), 3.43 (br s, 6H, 2 x OCH3), 3.53 (dd, 1H, H-
12D, 2112 = 17.0 Hz, *Jp1ap/ma1 = 10.2 Hz), 3.72 (s, 3H, OCH3), 5.25 (d, 1H, H-11, *Jy11/m12-
b = 10.2 Hz), 6.15 (s, 2H, H-3’, H-5’), 7.17 (d, 1H, Ar-H, >J = 4.9 Hz), 7.26 (br s, 2H, -NH,), 7.52
(d, 1H, Ar-H, *J = 5.9 Hz), 8.44 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz), 8.51 (d, 1H, Ar-H, *J = 5.9 Hz), 9.44 (s,
1H, Ar-H), 9.53 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 24.9 (C-11), 33.5 (C-12), 55.1 (3C, 2 x OCH3, OCH3), 91.1 (2C), 112.2, 112.6, 114.3,
119.4,124.7,132.4, 136.4, 137.3, 141.2, 143.1, 143.6, 148.1, 157.5, 158.0, 158.7, 159.9 (2C).

IR (ATR):
cm™ = 3115, 3060, 2839, 1655, 1600, 1541, 1413, 1203, 1115.

MS (ESI):
m/z = 415 ([M+H]*, 100%) 247 ([M-2,4,6-Trimethoxybenzen+H]*, 6%), 208 ([M+2H]*", 74%).

Elementaranalyse (Cy4H2;N4O3- 3 HCI - 1 H,0):
Berechnet: C53.20 H 5.02 N 10.34,
gefunden: C53.25 H 5.06 N 10.50.
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6-Amino-11-(fur-2-yl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (57)

CioH14N4O (314.34)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von Furfural (202 mg, 2.1 mmol)

Reaktionsdauer: 2h

Ausbeute: 441 mg (67%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines braunlich-
weillen Feststoffs

Schmelzpunkt: 267°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.36 (m, 2H, H-12a, H-12b), 4.92 (m, 1H, >/ = 4.0 Hz), 5.60 (m, 1H, /= 3,2 Hz, *J =
1.9 Hz, % = 0,9 Hz), 6.12 (m, 1H, */ = 1.8 Hz), 7.34 (d, 1H, Ar-H, >/ = 4.9 Hz), 7.39 (m, 1H, *J =
1.8 Hz, *J = 0.8 Hz), 7.45 (br s, 2H,-NH,), 7.78 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 8.44 (d, 1H, Ar-H, *J =
4.9 Hz), 8.62 (d, 1H, Ar-H, *J = 5.9 Hz), 9.29 (s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 30.6 (C-12), 31.9 (C-11), 106.4, 110.6, 112.9, 113.0, 116.4, 123.5, 123.6, 139.8,
142.4,145.0, 146.1, 146.4, 148.2, 149.5, 150.1, 156.1, 157.7.

IR (ATR):
cm™ = 3325, 3164, 2893, 1649, 1599, 1508, 1456, 1047, 822.

MS (ESI):
m/z = 315 ([M+H]*, 50%), 218 (100%), 158 ([M+2H]"*, 35%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 315.12404,

m/z gefunden fiir [M+H]*: 315. 12372.
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6-Amino-11-(thien-2-yl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (58)

C1oH1aN,S (330.41)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von Thiophen-2-carbaldehyd (236 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2h

Ausbeute: 374 mg (54 %, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines rotlich-gelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 269°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.27 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H120 = 16.2 Hz), 3.51 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 16.0 Hz,
*Ji12p/m11 = 6.9 Hz), 5.16 (d, 1H, H-11, *Ju11/n12.0= 6.9 Hz), 6.68-6.80 (m, 2H, >/ = 5.2 Hz, %/ =
1.3 Hz), 7.11 (dd, 1H, 3/ = 5.2 Hz, / = 1.3 Hz), 7.30 (d, 1H, Ar-H, = 4.9 Hz), 7.45 (br s, 2H, -NH,),
7.78 (d, 1H, Ar-H, 3J = 5.9 Hz), 8.44 (d, 1H, Ar-H, 3 = 4.9 Hz), 8.62 (d, 1H, Ar-H, */ = 5.9 Hz),
9.29 (s, 1H, Ar-H), 9.58 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
8/ppm = 31.1 (C-11), 35.8 (C-12), 112.7, 115.6, 119.3, 124.8, 125.3, 126.7, 126.9, 131.4,
138.1, 139.0, 142.3, 142.6, 144.6, 145.1, 146.7, 155.3, 158.4.

IR (ATR):
cm™= 3325, 3167, 3070, 2971, 1650, 1598, 1541, 1454, 1043, 825.

MS (ESI):
m/z = 331 ([M+H]*, 100%), 218 (79%), 166 ([M+2H]", 43%), 124 ([M-Thiophen+2H]"*, 14%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 331.10119,

m/z gefunden fiir [M+H]": 331.10078.
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6-Amino-11-(2-bromphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (49)

Br

C21H153rN4 (40327)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 2-Brombenzaldehyd (389 mg, 2.1 mmol)

Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 506 mg (60%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines braunlich
gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 312°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, D,0 + 10% DCl in D,0):

8/ppm = 3.46 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 16.8 Hz), 3.73 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 17.0 Hz,
*Ji12o/m11 = 8.3 Hz), 5.25 (d, 1H, H-11, *Ju11/n12.0= 8.3 Hz), 6.45 (m, 1H, Ar-H,*/ = 8.1 Hz,*/ =
1.6 Hz ) 6.76 (m, 1H, Ar-H, 3/ = 8.1 Hz, */ = 1.2 Hz), 6.93 (m, 1H, Ar-H, 3/ = 8.1 Hz, *J = 1.6 Hz),
7.53 (m, 1H, Ar-H, 3/ = 8.1 Hz, */ = 1.2 Hz), 7.71 (d, 1H, Ar-H, *J = 7.0 Hz), 7.79 (d, 1H, Ar-H, 3 =
6.0 Hz), 8.61 (d, 1H, Ar-H, ®/ = 6.0 Hz), 8.65 (d, 1H, Ar-H, * = 7.0 Hz), 9.39 (s, 1H, Ar-H), 9.98 (s,
1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, D,0 + DMSO-ds + 10% DCl in D,0):
8/ppm = 35.9 (C-12), 37.0 (C-11), 117.6, 119.4, 123.3, 124.8, 129.4, 129.6, 130.1, 130.4,
131.9,135.7, 138.5, 139.2, 141.9, 142.5, 144.5, 145.8, 147.3, 157.6, 159.0.

IR (ATR):
cm™ = 3338, 3173, 3065, 2970, 1661, 1611, 1600, 1543, 1463, 1379.

MS (ESI):
m/z = 405 ([M+H]", ®'Br, 47%), 403 ([M+H]", "°Br, 48%), 203 ([M+2H]™, ®Br, 100%), 202
(IM+2H1™, °Br, 87%), 124 ([M-2-Brombenzen+2H]"™, 6%).

Elementaranalyse (Cy3H1sBrNy):
Berechnet: C62.54 H3.75 N 13.89,
gefunden: C62.22 H3.79 N 13.86.
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6-Amino-11-(3-bromphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (50)

Br

C21H153rN4 (40327)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3-Brombenzaldehyd (389 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 161 mg (19 %, umkrist. aus MeOH/CH,Cl,) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 268°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.15 (d, 1H, H-12a, *Jy12a/H-120 = 16.3 Hz), 3.53 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/-122 = 16.2 Hz,
*Ji-120/m-11 = 7.4 Hz), 4.89 (d, 1H, H-11, *Jp11/m126= 7.4 Hz), 6.87 (d, 1H, Ar-H, , *J = 7.7 Hz), 7.05
(t, 1H, Ar-H, *J = 7.7 Hz), 7.20 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 4.8 Hz), 7.27 (d, 1H, Ar-H, , *J = 7.7 Hz), 7.29 (s,
1H, Ar-H), 7.49 (br s, 2H, -NH,), 7.56 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 8.41 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.0 Hz),
8.56 (d, 1H, Ar-H, ®/=5.8 Hz), 9.37 (s, 1H, Ar-H), 9.59 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
&/ppm = 35.0 (C-12), 35.5 (C-11), 112.7, 113.4, 115.5, 121.7, 123.3, 126.1, 129.3, 129.8,
130.0,130.5, 139.2, 143.8, 145.7, 145.8, 146.1, 147.9, 149.1, 149.8, 157.3.

IR (ATR):
cm™ = 3325, 3169, 3052, 2969, 1650, 1599, 1457, 1041, 818.

MS (ESI):
m/z = 405 ([M+H]", ®'Br, 70%), 403 ([M+H]*, "°Br, 71%), 203 ([M+2H]", ®'Br, 94%), 202
(IM+2H]™, "°Br, 100%), 163 (4%), 157 (10%).

Elementaranalyse (Cy3H1sN4Br):
Berechnet: C62.54 H 3.75 N 13.89,
gefunden: C61.85 H3.81 N 13.39.
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6-Amino-11-(4-bromphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (51)

Br

C21H153rN4 (40327)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 4-Brombenzaldehyd (389 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 313 mg (37 %, umkrist. aus MeOH/CH,Cl,) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 278°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d):
8/ppm = 3.12 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H120 = 16.5 Hz), 3.52 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 16.2 Hz,
*Ji-120/m11 = 7.5 Hz), 4.86 (d, 1H, H-11, *Jy11m12.0= 7.3 Hz), 6.94 (m, 2H, H-2’-H-6’, >J = 8.4 Hz),
7.18 (d, 1H, Ar-H, , ®/ = 4.9 Hz), 7.31 (m, 2H, H-3’-H-5’, *) = 8.4 Hz), 7.48 (br s, 2H, -NH,), 7.53
(d, 1H, Ar-H, , 3/ = 6.0 Hz), 8.40 (d, 1H, Ar-H, , >J = 4.9 Hz), 8.54 (d, 1H, Ar-H, , >/ = 5.9 Hz), 9.36
(s, 1H, Ar-H), 9.58 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 35.0 (C-12), 35.3 (C-11), 112.7, 113.6, 115.5, 119.5, 123.3, 129.4 (2C), 129.8, 131.2
(2C), 139.2, 142.3, 143.8, 145.8, 146.0, 147.8, 149.1, 149.7, 157.2.

IR (ATR):
cm™=3327, 3171, 2899, 1649, 1600, 1543, 1456, 1012, 818.

MS (ESI):
m/z = 405 ([M+H]", ®Br, 64%), 403 ([M+H]", "°Br, 63%), 203 ([M+2H]"*, ®'Br, 100%), 202
(IM+2H]*, ”®Br, 95%), 193 (5%), 124 ([M-4-Brombenzen+2H]"*, 10%).

Elementaranalyse (Cy1H1sN4Br):
Berechnet: C62.54 H3.75 N 13.89,
gefunden: C62.47 H3.99 N 14.17.
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6-Amino-11-(3-chlorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (52)

Cl

C21H1s5CIN, (358.82)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3-Chlorbenzaldehyd (295 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2.5h

Ausbeute: 241 mg (32%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines blassgelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 307°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.16 (d, 1H, H-12a, *Jy120/H-120 = 16.4 Hz), 3.53 (dd, 1H, H-12b, *Jy.120/-122 = 16.4 Hz,
*Ji-126/m-11 = 7.4 Hz), 4.90 (d, 1H, H-11, *Ju11/n12.0= 7.3 Hz), 6.80-6.90 (m, 1H, Ar-H), 7.07-7.16
(m, 3H, Ar-H), 7.20 (d, 1H, Ar-H, , *J = 4.9 Hz), 7.51 (br s, 2H, -NH,), 7.56 (d, 1H, Ar-H, , >/ = 6.0
Hz), 8.41 (d, 1H, Ar-H, , */ = 4.9 Hz), 8.56 (d, 1H, Ar-H, , >J = 5.9 Hz), 9.36 (s, 1H, Ar-H), 9.59 (s,
1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 35.4 (C-12), 36.0 (C-11), 113.2, 113.9, 116.0, 123.8, 126.2, 127.0, 127.6, 130.3,
130.7,133.5, 139.7, 144.3, 146.1, 146.3, 146.6, 148.4, 149.6, 150.3, 157.8.

IR (ATR):
cm™ = 3305, 3121, 2970, 2811, 1666, 1598, 1459, 1375, 820.

MS (ESI):
m/z = 361 ([M+H]*, *Cl, 35%), 359 ([M+H]*, *°Cl, 100%), 181 ([M+2H]**, *'Cl, 17%), 180
(IM+2H]™, 3>Cl, 46%), 124 ([M-3-Chlorbenzen+2H]"™, 7%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]", *>Cl: 359.10580,

m/z gefunden fir [M+H]*, *>Cl: 359.10526.
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6-Amino-11-(3,4-dichlorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (53)

Cl

C21H14Cl,N, (393.27)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3,4-Dichlorbenzaldehyd (368 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2.5h

Ausbeute: 116 mg (14%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines blassgelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 309°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.16 (d, 1H, H-12a, *Jy120/H-120 = 16.4 Hz), 3.52 (dd, 1H, H-12b, *Jy.120/H-122 = 16.4 Hz,
*Ji-12b/h-11 = 7.4 Hz), 4.92 (d, 1H, H-11, *Ji11m12= 7.3 Hz), 6.79 (dd, 1H, >/ = 8.4 Hz, */ = 2.2 Hz),
7.20 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz), 7.32 (d, 1H, Ar-H, *J = 8.4 Hz), 7.38 (d, 1H, Ar-H, %J = 2.1 Hz),
7.52 (brs, 2H, -NH,), 7.56 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 8.41 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.8 Hz), 8.56 (d, 1H,
Ar-H, 3J = 5.8 Hz), 9.36 (s, 1H, Ar-H), 9.58 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 34.8 (C-12), 35.0 (C-11), 112.7, 113.0, 115.5, 123.3, 127.3, 129.1, 129.3, 129.7,
130.5,130.9, 139.2, 143.6, 144.2, 145.8, 146.1, 148.0, 149.1, 149.8, 157.3.

IR (ATR):
cm™=3327, 3177, 1650, 1612, 1543, 1456, 1375, 821.

MS (ESI):
m/z = 395 ([M+H]", 3'Cl, 54%), 393 ([M+H]", **Cl, 61%), 194 ([M+2H]*", *>Cl, 100%), 180, 124
([M-3,4-Dichlorbenzen+2H]"", 7%).

Elementaranalyse (Cy1H14Cl;N4 - 1.5 H,0):
Berechnet: C60.01 H 4.08 N 13.33,
gefunden: C60.02 H 3.47 N 13.29.
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6-Amino-11-(3-fluorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (54)

F

X

N X N
|

NH,

C21H1sFN, (342.37)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 3-Fluorbenzaldehyd (261 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 201 mg (28%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines blassgelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 303°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 1% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 3.62 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 17.0 Hz), 3.83 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 17.1 Hz,
*Ji-126/0-11 = 7.5 Hz), 4.90 (d, 1H, H-11, *Jp11/m126= 7.4 Hz), 6.85 (d, 1H, H-6°,%J = 7.9 Hz), 6.90-
7.02 (m, 2H, H-2¢, H-4%), 7.17 (m, 1H, H-5‘, */ = 8.1 Hz ), 8.02 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.9 Hz), 8.10 (d,
1H, Ar-H, */ = 6.9 Hz), 8.71 (d, 1H, Ar-H, , */ = 6.8 Hz), 8.89 (d, 1H, Ar-H, , >/ = 5.9 Hz), 9.39 (s,
1H, Ar-H), 10.22 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg + 1% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 35.0 (C-11), 35.7 (C-12), 113.3, 114.0 (C-4*), 114.4 (C-2°), 114.4, 119.9, 123.4 (C-6°),
126.9, 130.8 (C-5%), 131.9, 137.5, 137.9, 141.7, 143.3, 144.1, 144.4 (C-1'), 147.8, 155.4, 158.7,
162.4 (C-3').

F-NMR (282 MHz, DMSO-dg + 1% DCI (36%) in D,0):
&6/ppm =-112.04

IR (ATR):
cm™=3328, 3165, 1651, 1611, 1598, 1454, 1283, 1061, 1042, 819.

MS (ESI):
m/z = 343 ([M+H]", 83%), 172 ([M+2H]"", 100%), 124 ([M-4-Fluorbenzen+2H]"", 5%).
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6-Amino-11-(4-fluorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (55)

=

Ca1H1sFN, (342.37)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 4-Fluorbenzaldehyd (261 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 215 mg (30%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines blassgelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 286°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d + 1% Essigsdure-d,):

8/ppm = 3.50 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 16.7 Hz), 3.76 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 16.9 Hz,
*Ji-120/m11 = 7.5 Hz), 5.09 (d, 1H, H-11, *Jy11/m120= 7.3 Hz), 6.87-6.97 (m, 2H, Ar-H, AA’-Teil, *J¢
= 8.8 Hz), 7.02-7.13 (m, 2H, Ar-H, XX’-Teil, 2Jye = 8.9 Hz), 7.84 (d, 1H, Ar-H, , 3/ = 5.8 Hz), 7.96
(d, 1H, Ar-H, , */ = 6.6 Hz), 8.66 (d, 1H, Ar-H, > = 6.6 Hz), 8.77 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.8 Hz), 9.39 (s,
1H, Ar-H), 9.99 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
8/ppm = 34.6 (C-11), 35.7 (C-12), 113.0, 114.7, 115.1, 115.4, 118.7, 126.2, 129.0, 120.1,
131.4,137.4,138.7, 140.1, 142.2, 143.0, 145.1, 154.4, 158.1, 159.4, 162.7.

IR (ATR):
cm™ = 3333, 3164, 3061, 2888, 1655, 1598, 1508, 1456, 826.

MS (ESI):
m/z = 343 ([M+H]", 51%), 172 ([M+2H]"*, 100%), 124 ([M-4-Fluorbenzen+2H]"", 10%).

Elementaranalyse (Cy1H1sN4F):
Berechnet: C73.67 H4.42 N 16.36,
gefunden: C74.03 H 4.69 N 16.69.
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6-Amino-11-(p-biphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (59)

| N X N
NH,

C27H20N4 (400.47)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 4-Phenylbenzaldehyd (383 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 2.5h

Ausbeute: 235 mg (28%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl,) eines gelben
Feststoffs
Schmelzpunkt: 265°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.21 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H-120 = 16.3 Hz), 3.57 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 16.3 Hz,
*Ji12b/m11 = 7.5 Hz), 4.91 (d, 1H, H-11, *Ju11/n12.0= 7.4 Hz), 7.08 (m, 2H, Ar-H,*/ = 8.2 Hz ), 7.21
(d, 1H, Ar-H, , 3/ = 4.9 Hz) 7.25-7.48 (m, 5H, Ar-H; br s, 2H, -NH,), 7.51 (m, 2H, Ar-H, , >/ = 8.1
Hz), 7.59 (d, 1H, Ar-H, , ®J = 5.9 Hz), 8.41 (d, 1H, Ar-H, , >J = 4.9 Hz), 8.56 (d, 1H, Ar-H, , >/ =5.9
Hz), 9.39 (s, 1H, Ar-H), 9.58 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d + 1% Essigsdure-d,):

8/ppm = 34.7, (C-11), 35.8 (C-12), 113.2, 114.9, 120.0, 126.4 (2C), 127.0 (2C), 127.4, 127.8
(2C), 128.8 (2C), 131.8, 131.9, 137.1, 137.6, 138.9, 139.4, 140.5, 141.5, 143.2, 143.8, 147.3,
156.7, 158.3.

IR (ATR):
cm™ = 3327, 3029, 2970, 2898, 1652, 1598, 1455, 1044. 821.

MS (ESI):
m/z = 401 ([M+H]", 59%), 201 ([M+2H]"", 100%), 124 (([M-p-Phenylbenzen+2H]"™, 8%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 401.17606,

m/z gefunden fiir [M+H]": 401.17587.
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6-Amino-11-propyl-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (60)

HaC

NH2

CigH18N4 (290.36)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von Butyraldehyd (151 mg, 2.1 mmol)

Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 128 mg (21%, umkristallisiert aus MeOH/CH,Cl;) eines gelben
Feststoffs

Schmelzpunkt: 231°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 0.78 (t, 3H, -CH3, >J = 6.9 Hz), 1.12-1.48 (m, 4H, -CH,-CH,-), 2.92-3.14 (m, 2H, H-12),
3.42-3.56 (m, 1H, H-11), 7.30 (br s, 2H, -NH,), 7.34 (d, 1H, Ar-H, , ® = 4.9 Hz), 7.75 (d, 1H, Ar-
H, 3/ =5.9 Hz), 8.46 (d, 1H, Ar-H, , 3/ = 4.9 Hz), 8.64 (d, 1H, Ar-H, , 3/ = 5.9 Hz), 9.27 (s, 1H, Ar-
H), 9.56 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 13.9 (-CHs), 19.9 (-CH,-), 29.9 (C-11), 30.8 (C-12), 35.3 (-CH,-), 112.5, 115.5, 117.1,
123.5,129.6, 138.9, 144.5, 144.9, 145.7, 147.5, 149.2, 149.5, 156.6.

IR (ATR):
cm™ = 3325, 3164, 3045, 2953, 2930, 2870, 1651, 1598, 1455, 1043, 821.

MS (ESI):
m/z = 291 ([M+H]", 59%), 146 ([M+2H]**, 25%), 124 ([M-Propan+2H]**, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 291.16041

m/z gefunden fiir [M+H]": 291.16046.
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6-Amino -11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (122)

N
|\ N N
N A _N

NH,

CisH1:N, (248.28)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von Paraformaldehyd (63 mg, 2.1 mmol)
Reaktionsdauer: 3h

Ausbeute: 150 mg (29%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: >310°C

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

8/ppm = 3.01 (m, 4H, CH,-CH,), 7.29 (br s, 2H, NH,), 7.33 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz), 7.77 (d, 1H,
Ar-H,>J = 5.8 Hz), 8.45 (d, 1H, Ar-H,>J = 4.9 Hz), 8.64 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 9.27 (s, 1H, Ar-
H), 9.55 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj + DCI (36%) in D,0):
&/ppm = 20.9 (C-11), 28.8 (C-12), 116.9, 120.1, 123.9, 128.8, 129.0, 138.2, 139.3, 142.4,
144.0, 145.5, 147.7, 156.8, 162.2.

IR (ATR):
cm™ = 3306, 3136, 1670, 1612, 1568, 1462.

MS (ESI):
m/z = 249 ([M+H]*, 92%), 125 ([M+2H]™*, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 249.11346

m/z gefunden fiir [M+H]": 249.11319.
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6-Amino-11-(3-hydroxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (70)

OH

C21H16N,4O (340.13)

Modifizierte Synthesevorschrift in Anlehnung an ZIMMERMANN et al.:*®
100 mg (0.28 mmol) 6-Amino-11-(3-methoxyphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin (43) werden in 10 mL wassriger Bromwasserstoffsdure (40-65%) und 5 mL Eisessig

gelost. Die Losung wird 5 Stunden auf 120°C erhitzt. Nach dem Erkalten des Gemischs wird
die Losung durch Zugabe von konzentrierter Ammoniaklésung neutralisiert. Der hierbei
entstehende Niederschlag wird abfiltriert, im Olpumpenvakuum getrocknet und mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol (5-20%))
aufgereinigt. Der resultierende Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 76 mg (80 %) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 296°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.13 (d, 1H, H-12a, *Jy120/H-120 = 16.2 Hz), 3.51 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/-122 = 16.2 Hz,
*Ji12o/m11 = 7.6 Hz), 4.76 (d, 1H, H-11, *Jia1m120 = 7.5 Hz), 6.26 (m, 1H, Ar-H,*J = 2.0 Hz),
6.42-6.48 (m, 1H, Ar-H,*/ = 7.9 Hz,*J = 2.0 Hz,”J = 0.9 Hz), 6.49-6.55 (m, 1H, Ar-H, >/ = 7.9 Hz),
6.94 (t, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz), 7.19 (d, 1H, Ar-H, >J = 4.9 Hz), 7.44 (br s, 2H, -NH,), 7.54 (d, 1H,
Ar-H, /= 6.0 Hz), 8.39 (d, 1H, Ar-H, *J= 4.9 Hz), 8.55 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.9 Hz), 9.09 (s, 1H, Ar-
OH), 9.36 (s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 35.2 (C-12), 35.9 (C-11), 112.8, 113.3, 114.0, 114.2, 115.8, 117.9, 123.3, 129.3,
129.9, 139.4, 144.3, 144.5, 145.7, 145.9, 147.7, 149.0, 149.6, 157.0, 157.1.

IR (ATR):
cm™ = 3158, 3069, 1654, 1597, 1422, 1045, 927, 801, 785.

MS (ESI):
m/z = 341 ([M+H]", 84%), 171 ([M+2H]"", 100%), 124 ([M-3-Hydroxybenzen+2H]*", 16%).
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8.1.2.3 Allgemeine Vorschrift zur Dehydrierung der 6-Amino-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 zu 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolinen 74, modifiziert, in Anlehnung an BEUGELMANS et al.,
1985:"

200 mg des entsprechenden 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 37
werden in 5 - 10 mL DMPU gelost und Palladium (10%) auf Aktivkohle (30 Gewichtsprozent)
wird hinzugefiigt. Die Suspension wird 10 - 30 min im Stickstoffstrom zum Ruickfluss erhitzt.
Nach dem Erkalten wird der Katalysator abfiltriert und mit 50 mL Dichlormethan
nachgewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer eingeengt und die verbleibende
Losung auf 80 mL Eiswasser gegeben, enstehender Niederschlag wird abfiltriert. Entsteht
kein Niederschlag wird mit konzentrierter Salzsdure auf pH 2 eingestellt und das DMPU mit 3
x 50 mL Dichlormethan aus der wassrigen Phase extrahiert. Im Anschluss wird die wassrige
Phase mit konzentrierter Ammoniaklésung auf pH 9 gebracht und der entstandene
Niederschlag abfiltriert. Die Aufreinigung des Rohproduktes geschieht mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol (10%). Der
erhaltene Feststoff wird 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.4 Synthetisierte 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 74:

6-Amino-11-phenylpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (75)

X
A = N
NH»
C21H14N4 (322.36)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 56
Reaktionsdauer: 10 min
Ausbeute: 178 mg (89%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 221°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, D,0 + 2% DCl in D,0):
&/ppm = 7.05-7.11 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.51 (m, 5H, Ar-H), 8.02 (d, 1H, Ar-H, */ = 6.6 Hz), 8.21
(d, 1H, Ar-H, /= 7.0 Hz), 8.53 (d, 1H, Ar-H, */ = 6.6 Hz), 9.55 (s, 1H, Ar-H), 9.84 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, D,0 + 2% DCl in D,0):
8/ppm = 113.7, 114.5, 123.1, 123.2 (2C), 124.4, 128.2 (3C), 129.8 (2C), 135.0, 136.5, 139.2,
141.4,142.0, 143.1, 143.8, 148.8, 159.2, 156.8.

IR (ATR):
cm™ = 3360, 3300, 3049, 1675, 1605, 1560, 1462, 1053, 860.

MS (ESI):
m/z = 323 ([M+H]", 100%), 162 ([M+2H]™", 32%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 323.12911,

m/z gefunden fiir [M+H]": 323.12891.
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6-Amino-11-(3-methoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (76)

OMe
X
A = N
NH»
C2,H16N40 (352.39)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 43
Reaktionsdauer: 10 min
Ausbeute: 116 mg (58%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 260°C unter Zersetzung

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

8/ppm =3.79 (s, 3H, OCHs), 6.96-7.03 (m, 1H, Ar-H, *J = 7.5 Hz, *J = 0.9 Hz), 7.04-7-07 (m, 1H,
Ar-H), 7.08-7.15 (m, 1H, Ar-H; d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 7.45 (m, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz), 7.52 (s,
1H, Ar-H, H-12), 7.78-7.94 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz; br s, 2H, -NH,), 8.38 (d, 1H, Ar-H, 3/ =5.9
Hz), 8.67 (d, 1H, Ar-H, *J = 6.0 Hz), 9.68 (br s, 1H, Ar-H), 10.33 (brs, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
&/ppm = 55.4, 113.5, 113.6, 115.0, 115.1, 120.5, 121.9, 122.7, 123.4, 124.4, 130.9, 135.2,
137.7,141.1, 141.9, 142.5, 143.1, 143.4, 148.1, 149.2, 157.3, 160.0.

IR (ATR):
cm™ = 3358, 3272, 3047, 1673, 1606, 1559, 1462, 786.

MS (ESI):
m/z = 353 ([M+H]*, 100%), 177 ([M+2H]™, 12%), 169 (17%).

Elementaranalyse (Cy;H16N40):
Berechnet: C74.89 H 4.58 N 15.90,
gefunden: C74.33 H 4.66 N 15.57.
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6-Amino -11-(2,3-dimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (77)

OMe
OMe
X
A 7 N
NH»
C23H15N40; (382.41)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 44
Reaktionsdauer: 10 min
Ausbeute: 144 mg (72%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 231°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

6/ppm = 3.35 (s, 3H, OCH3s), 3.91 (s, 3H, OCHs), 7.04 (m, 1H, Ar-H, J = 4.6 Hz), 7.36 (m, 2H, Ar-
H,J = 4.6 Hz), 7.53 (dd, 1H-Ar-H, *J = 6.7 Hz, */ = 0.6 Hz), 7.89 (s, 1H, Ar-H, H-12), 8.53 (dd, 1H,
Ar-H, 3/ = 6.5 Hz, *J = 0.8 Hz), 8.69 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 6.7 Hz, *J = 0.6 Hz), 8.93 (dd, 1H-Ar-H, *J
= 6.5 Hz, %/ = 0.8 Hz), 10.21 (m, 1H, Ar-H), 10.23 (m, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 56.0 (OCHs), 60.1 (OCHs), 114.2, 114.4, 114.6, 120.0, 120.8, 123.0, 123.6, 124.2,
125.6, 126.2, 129.0, 134.9, 135.0, 140.6 (2C), 142.1, 142.8, 144.8 (2C), 144.9, 148.1, 153.0,
157.1.

IR (ATR):
cm™= 3328, 3163, 2952, 1641, 1606, 1553, 1407, 1267, 1050.

MS (ESI):
m/z = 383 ([M+H]", 100%), 184 (19%), 169 (14%); 163 (13%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 383.15024,

m/z gefunden fiir [M+H]": 383.14987.
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6-Amino -11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (78)

OMe
MeO
MeO X
A = N
NH-
Ca4H20N403 (412.44)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 46
Reaktionsdauer: 10 min
Ausbeute: 149 mg (75%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10%)) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 246°C unter Zersetzung

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

6/ppm =3.73 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.79 (s, 3H, -CHs), 6.79 (s, 2H, H-2’, H6’), 7.18 (d, 1H, Ar-H, 3
= 6.0 Hz), 7.58 (s, 1H, Ar-H, H-12), 7.78-7.93 (d, 1H, Ar-H; br s, 2H, -NH,) 8.46 (d, 1H, Ar-H, 3/
=6.0 Hz), 8.67 (d, 1H, Ar-H, 3/=6.1 Hz), 9.68 (brs, 1H, Ar-H), 10.33 (br's, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 56.1 (2C, 2 x OCH3), 60.3 (OCH3), 106.0 (2C; C-2/, C-6'), 113.2, 113.8, 118.6, 119.8,
122.4,123.6, 136.2, 137.4, 138.1, 138.3, 142.3, 145.6, 145.9, 147.2, 148.7, 149.4, 153.4 (2C,
C-3, C-5'), 156.3.

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

MS (ESI):
m/z = 413 ([M+H]*, 91%), 207 ([M+2H]"*, 100%).

Elementaranalyse (CyaH0N40s):
Berechnet:  C69.89 H 4.89 N 13.58,
gefunden: €69.99 H5.43 N 13.75.
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6-Amino -11-(fur-2-yl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (79)

C1oH12N40 (312.32)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 57

Reaktionsdauer: 15 min

Ausbeute: 126 mg (63%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines ockergelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 248°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 6.96 (m, >/ = 1.9 Hz), 7.12 (dd, 1H, Ar-H, *J = 6.8 Hz, *J = 0.7 Hz), 7.27 (dd, 1H, Ar-H,
3J=3.4 Hz, *J= 0.8 Hz), 8.03 (m, 1H, >/ = 1.8 Hz, *J = 0.8 Hz), 8.13 (s, 1H, Ar-H, H-12), 8.54 (dd,
1H, 3/ =6.7 Hz, *J = 0.8 Hz), 8.88 (dd, 1H, *J = 6.8 Hz, *J = 0.6 Hz), 8.97 (dd, 1H, > = 6.5 Hz, J =
0.8 Hz), 10.11 (m, 1H, Ar-H), 10.31 (m, 1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
&/ppm = 111.7, 112.5, 113.1, 114.4, 120.9, 121.6, 123.6, 124.5, 135.1, 135.3, 138.8, 141.2,
142.1,142.3, 143.8, 145.3, 149.1, 151.4, 157.2.

IR (ATR):
cm™ = 3359, 3278, 3049, 2822, 1674, 1610, 1559, 1408, 863.

MS (ESI):
m/z = 313 ([M+H]", 100%), 157 ([M+2H]™, 8%), 143 (6%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 313.10838,

m/z gefunden fiir [M+H]": 313.10803.
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6-Amino -11-propylpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (80)

H5;C
X
AN > N
N~ =N
NH,

CigH16N4 (288.35)
Nach 8.1.2.3 durch Umsetzung von 60
Reaktionsdauer: 15 min
Ausbeute: 154 mg (77%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH

(10%)) eines ockergelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 242°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 1.04 (t, 3H, -CHs, >/ = 7.2 Hz), 1.70-1.85 (m, 2H, H3C-CH,-CH,-), 3.43 (t, 2H, H3C-CH,-
CH,-), 7.88 (s, 1H, H-12), 8.37 (d, 1H, Ar-H, , */ = 6.4 Hz ), 8.81 (d, 1H, Ar-H, , >/ = 6.4 Hz), 8.91
(d, 1H, Ar-H, , 3/ = 7.0 Hz), 9.04 (d, 1H, Ar-H, , *J = 7.0 Hz), 10.08 (s, 1H, Ar-H), 10.29 (s, 1H, Ar-
H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
8/ppm = 13.7 (-CHs), 22.3 (H3C-CH,-CH,-), 39.1 (H3C-CH,-CH,-), 114.4, 114.6, 122.0, 122.7,
123.0, 123.5, 134.8, 139.0, 141.0, 142.6, 142.8, 143.2, 149.1, 150.4, 156.7.

IR (ATR):
cm™ = 3313, 3050, 2957, 1667, 1608, 1556, 1405, 825.

MS (ESI):
m/z = 289 ([M+H]*, 100%), 130 (3%).

Elementaranalyse (CigH1¢N4- 0.5 H,0):
Berechnet: C72.71 H5.76 N 18.84,
gefunden: C72.73 H 5.40 N 18.22.
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8.1.2.5 Allgemeine Vorschrift zur Dehydrierung 11-halogenphenyl-
substituierter 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
line 81 oder 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-
one 85, modifiziert, basierend auf YonG-BaIk CHo et al., 2006:’*

100 mg des entsprechenden 11-halogenphenyl-substituierten 6-Amino-11,12-dihydropyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthrolins 81 oder 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 85
werden in 5 mL trockenem DMF geldst und die Losung auf 0°C abgekihlt. 100 mg (100
Massenprozent) NaH (60% als Mineral6lsuspension) werden (iber eine halbe Stunde lang bei
0°C portionsweise hinzugegeben, wobei eine Dunkelrotfarbung der Losung zu beobachten ist.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktionszeit wird das DMF am Rotationsverdampfer auf ca. 1 mL eingeengt
und nach dem Abkihlen mit 50 mL Eiswasser versetzt. Der entstehende Niederschlag wird
abfiltriert, im Olpumpenvakuum getrocknet und mittels Flashchromatographie an Kieselgel
(FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol (10%)) aufgereinigt. Der erhaltene Feststoff wird 24 h
im Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.6 Synthetisierte 11-halogenphenylsubstituierte 6-Aminopyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline und 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
lin-6-one:

6-Amino -11-(3-chlorphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (83)

Cl
X
A = N
NH»
C21H13N4Cl (356.81)
Reaktionsdauer: 1. 30 min, 0°C; 2. 24 h, Raumtemperatur
Ausbeute: 71 mg (71%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10%)) eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 279°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 7.45 (d, 1H, Ar-H, *J = 6.6 Hz), 7.49-7.54 (m, 1H, Ar-H), 7.59-7.66 (m, 1H, Ar-H),
7.66-7.75 (m, 2H, Ar-H), 8.50 (d, 1H, Ar-H, , >/ = 6.4 Hz), 8.66 (d, 1H, Ar-H, */ = 6.6 Hz), 8.93 (d,
1H, Ar-H, *J = 6.4 Hz), 10.18 (s, 1H, Ar-H), 10.22 (s, 1H, Ar-H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
&/ppm = 113.6, 114.9, 121.3, 123.0, 123.6, 124.4, 127.3, 128.0, 129.2, 131.4, 134.2, 135.3,
140.0, 140.8, 141.8, 142.7, 142.8, 144.7, 146.4, 148.7, 157.3.

IR (ATR):
cm™ = 3275, 3048, 2922, 1606, 1595, 1461, 1367. 1160, 1053, 785.

MS (ESI):
m/z =359 ([M+H]", 3'Cl, 34%), 357 ([M+H]", **Cl, 82%), 179 ([M+2H]"*,**CI, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fir [M+H]": 357.0902,

m/z gefunden fiir [M+H]": 357.0889.
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6-Amino -11-(3-bromphenyl) pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (84)

Br
X
N N
N.__~~_2N
NH,
C21H13N4Br (401.26)
Reaktionsdauer: 1. 30 min, 0°C; 2. 24 h, Raumtemperatur
Ausbeute: 67 mg (67%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH

(10%)) eines ockergelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 259°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
8/ppm = 7.37-7.52 (m, 3H, Ar-H), 7.61 (d, 1H, Ar-H), 7.65-7.75 (m, 2H, Ar-H), 8.36 (d, 1H, Ar-
H), 8.44 (d, 1H, Ar-H), 8.68 (d, 1H, Ar-H), 9.96 (s, 1H, Ar-H), 10.16 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
&/ppm = 114.4, 115.8, 123.6, 124.0, 124.3, 124.7, 125.3, 125.7, 128.6, 131.7, 133.0, 133.5,
136.4, 137.6, 142.4, 143.7, 144.2, 144.6, 147.8, 150.8, 158.2.

IR (ATR):
cm™ = 3275, 3048, 2922, 1607, 1560, 1461, 1367, 1053, 783.

MS (ESI):
m/z = 403 ([M+H]*, 8'Br, 70%), 401 ([M+H]", "Br, 72%), 202 ([M+2H]"*, ®Br, 100%), 201
(IM+2H]™, "°Br, 72%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 401.0396,

m/z gefunden fiir [M+H]": 401.0388.
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11-(3-Chlorphenyl)-5,6-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (86)

Cl
X
X = N
N _~ NH
O

C21H1,CIN30 (357.79)
Ausbeute: 59 mg (59%, Rohprodukt) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 299°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 6.83 (d, 1H, Ar-H, 3 = 5.9 Hz), 7.34 (s, 1H, Ar-H), 7.37-7.44 (m, 1H, Ar-H), 7.51-7.64
(m, 3H, Ar-H), 7.76 (d, 1H, Ar-H, ®J = 5.5 Hz), 8.29 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 8.60 (d, 1H, Ar-H,
3J=5.5Hz),9.51 (s, 1H, Ar-H), 10.25 (s, 1H, Ar-H), 12.47 (br s, 1H, RCONHR).

“C-NMR (75 MHz DMSO-d):
8/ppm = 118.5, 119.7, 120.6, 120.7, 121.3, 127.4, 127.7, 127.8, 128.1, 130.8, 133.6, 136.1,
139.8, 140.9, 144.8, 145.0, 145.3, 147.6, 149.1, 150.9, 160.9.

MS (ESI):
m/z = 360 ([M+H]*, ¥Cl, 35%), 358 ([M+H]*, *°Cl, 100%), 180 ([M+2H]*", *Cl, 61%).

Das Produkt entstand als Nebenprodukt beim Versuch einer Alkylierung des N5-Atoms nach
YONG-BAIK CHO et al., 2006 ’* und wurde nicht weiter aufgereinigt.
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8.1.2.7 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von 5,6,11,12-Tetrahydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-onen 99 und 5,6-Dihydropyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthrolin 6-onen 98, modifiziert in Anlehnung an
Kock et al., 2003 und KornsLum, 1944 ¢

3 N Schwefelsdure (5 mL) wird auf 0°C abgekihlt und langsam portionsweise nacheinander
NaNO, (250 mg, 3.6 mmol, 3-facher Uberschuss) und auf 4°C vorgekiihlte Phosphinsiure
(1 mL, 1.2 mmol, 50 Gewichtsprozent in H,0) dazugegeben. Eine zweite Loésung bestehend
aus 300 mg des entsprechenden 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 37
oder 6-Aminopyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 74 in 5 mL Eisessig und 2 mL Wasser wird
langsam zu der ersten Losung getropft. Nach Zugabe einer Spatelspitze Kupfer(ll)sulfat wird
das Losungsgemisch eine Stunde bei 0°C gerihrt und im Anschluss 24 Stunden im
Kihlschrank bei 4-7°C gelagert. Danach wird die Losung filtriert und das Filtrat mit
konzentrierter Ammoniaklosung auf pH 9 eingestellt, bis eine tiefblaue Farbung entsteht.
Das hierbei entstehende Prazipitat wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen (3 x 50 mL) und
im Vakuum getrocknet. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgt mittels Flashchromato-
graphie an Kieselgel (FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol (5-20%)). Der erhaltene Feststoff
wird 24 Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.8 Synthetisierte 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
lin-6-one 99 und 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin 6-one
98:

11-Phenyl-5,6,11,12-tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (93)

X
A /N
N _~ NH
O
C,1H15N30 (325.36)
Ausbeute: 193 mg (64%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 275°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.14 (d, 1H, H-12a, *Jy12a/H120 = 16.1 Hz), 3.52 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.126/-122 = 16.1 Hz,
*Ji-126/0-11 = 7.6 Hz), 4.75 (d, 1H, H-11, *Jy11/m126= 7.5 Hz), 7.00-7.18 (m, 5H, Ar-H), 7.23 (d, 1H,
Ar-H, 3J = 4.9 Hz), 7.48 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.8 Hz), 8.44 (d, 1H, Ar-H, >/ = 4.9 Hz), 8.67 (d, 1H,
Ar-H, 3/ = 5.7 Hz), 9.20 (s, 1H, Ar-H), 9.39 (s, 1H, Ar-H), 12.15 (br s, 1H, RCONHR).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
&/ppm = 35.1 (C-11), 35.3 (C-12), 111.1, 116.4, 120.5, 123.7, 124.4, 126.6, 127.1 (2C), 128.5
(2C), 136.6, 141.2, 141.9, 144.3, 144.5, 150.1, 150.6, 151.5, 161.8.

IR (ATR):
cm™ = 3153, 3025, 2907, 1649, 1619, 1595, 1488, 1409.

MS (ESI):
m/z = 326 ([M+H]*, 100%), 164 ([M+2H]™, 9%).

Elementaranalyse (C;1H15N30 - 0.3 H,0):

Berechnet: C76.25 H4.75 N 12.70,
gefunden: C76.36 H4.61 N 12.62.
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11-(3-Methoxyphenyl)-5,6,11,12-tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (94)

OMe
X
A /N
N _~ NH
O
C2,H17N30; (355.39)
Ausbeute: 211 mg (70%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 288°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-dj + 2% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 3.54 (d, 1H, H-12a, *Jy-124/m-12 = 16.1 Hz), 3.64 (s, 3H, OCH3), 3.74 (dd, 1H, H-12b, *J..
12b/H-12a = 16.2 HZ, *Jy1opym-11 = 7.4 Hz), 4.99 (d, 1H, H-11, *Ju11/m12-0= 7.4 Hz), 6.58-6.64 (m, 1H,
Ar-H, 3/ = 7.8 Hz, ¥/ = 0.9 Hz), 6.68-6.74 (m, 1H, Ar-H, *J = 7.9 Hz, */ = 0.7 Hz), 6.74-6.78 (m,
1H, Ar-H), 7.05 (t, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz), 7.93 (d, 1H, Ar-H, *J = 5.7 Hz), 7.97 (d, 1H, Ar-H, *J =
6.4 Hz), 8.80-8.90 (m, 2H, Ar-H), 9.50 (s, 1H, Ar-H), 9.54 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj + 2% DCI (36%) in D,0):
8/ppm = 34.6 (C-11), 35.9 (C-12), 54.9 (OCH3), 112.0, 112.3, 113.6, 119.2, 119.8, 122.2, 126.3,
126.4,129.8, 138.6, 139.0, 141.5, 143.2, 143.6, 144.7, 146.2, 154.8, 159.3, 160.3.

IR (ATR):
cm™ = 3148, 2956, 1649, 1620, 1596, 1489, 1245, 1034, 834.

MS (ESI):
m/z = 356 ([M+H]", 60%), 248 ([M-3-Methoxybenzen+H]", 4%), 179 ([M+2H]", 100%), 125
([M-3-Methoxybenzen+2H]™, 50%).

Elementaranalyse (C;,H17N30;):
Berechnet: C74.35 H4.75 N 11.82,
gefunden: C74.03 H4.83 N 11.84.
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11-(3-Bromphenyl)-5,6,11,12-tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (96)

Br
\
A = N
N _~ NH
O
C21H14BrN30 (40426)
Ausbeute: 244 mg (81%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines blassgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 278°C unter Zersetzung

Aufgrund der sehr begrenzten Loslichkeit der Verbindung 96 sowohl in organischen, als auch
in wadssrigen sauren deuterierten Losungsmitteln konnte keine NMR-spektroskopische
Untersuchung vorgenommen werden.

IR (ATR):
cm™=3150, 3047, 2944, 1654, 1617, 1597, 1419, 1071, 1039, 831.

MS (ESI):
m/z = 406 ([M+H]", 8'Br, 100%), 404 ([M+H]*, "°Br, 94%), 385 (7%), 341 (8%), 297 (3%), 204
(IM+2H]™, 8'Br, 4%), 203 ([M+2H]"™*, "°Br, 3%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 404.0393,

m/z gefunden fiir [M+H]": 404.0385.
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11-(3-Chlorphenyl)-5,6,11,12-tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (97)

Cl
X
A /N
N _~ NH
O
C21H14CIN3O (359.81)
Ausbeute: 277 mg (91%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines blassgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 261°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.17 (d, 1H, H-12a, *Jy12a/H-126 = 16.3 Hz), 3.52 (dd, 1H, H-12b, 2Jy.120/-122 = 16.2 Hz,
*Ji126/m11 = 7.4 Hz), 4.81 (d, 1H, H-11, *Ju11/m12-0= 7.3 Hz), 6.84-6.94 (m, 1H, Ar-H), 7.08-7.20
(m, 2H, Ar-H), 7.22-7.30 (m, 2H, Ar-H), 7.50 (d, 1H, Ar-H, , ®/ = 5.6 Hz), 8.46 (d, 1H, Ar-H, , *J =
4.9 Hz), 8.70 (d, 1H, Ar-H, 3/=56 Hz), 9.20 (s, 1H, Ar-H), 9.40 (s, 1H, Ar-H), 12.20 (br s, 1H,
RCONHR).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 34.7 (C-11), 35.0 (C-12), 110.3, 116.3, 120.5, 123.6, 124.2, 125.7, 126.8, 127.3,
130.3,133.1, 136.9, 141.7, 143.8, 144.0, 144.6, 150.2, 150.7, 151.6, 161.8.

IR (ATR):
cm™ = 3146, 2947, 1651, 1617, 1595, 1418, 1038, 828.

MS (ESI):
m/z = 362 ([M+H]", 'Cl, 34%), 360 ([M+H]", **Cl, 100%), 124 ([M-3-Chlorbenzen+2H]"*, 3%).

Elementaranalyse (Cy1H14CIN30):
Berechnet: C70.10 H3.92 N 11.68,
gefunden: €69.92 H3.92 N 11.71.
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5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (95)

X
AN /N
N _~ NH
@)
C15H11N30 (249.27)
Ausbeute: 222 mg (74%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines blassgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 261°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 5% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 3.01 (t, 2H, 3 = 7.6 Hz, H-12), 3.23 (t, 2H, *J = 7.6 Hz, H-11), 8.02 (d, 1H, Ar-H, *J =
5.9 Hz), 8.28 (d, 1H, Ar-H, */ = 6.8 Hz), 8.71 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.9 Hz), 8.74 (d, 1H, Ar-H, >/ = 6.9
Hz), 9.23 (s, 1H, Ar-H), 9.39 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj + 5% DCI (36%) in D,0):
8/ppm = 15.6 (C-11), 24.0 (C-12), 109.4, 118.2, 119.1, 123.5, 123.8, 133.4, 135.1, 137.0,
138.5,139.7, 144.7, 156.7, 157.1.

IR (ATR):
cm™=3013, 1643, 1619, 1586, 1556, 1422, 1288.

MS (ESI):
m/z = 250 ([M+H]", 100%), 125 ([M+2H]™", 53%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 250.09749,

m/z gefunden fiir [M+H]": 250.09747.
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11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on (98)

OMe
MeO

MeO X

C2sH19N30, (413.43)

Ausbeute: 243 mg (81%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines blassgelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 270°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.74 (br's, 6H, 2 x OCHs), 3.78 (s, 3H, OCH3), 6.78 (s, 2H, Ar-H, H-2’, H-6"), 7.00 (d, 1H,
Ar-H, 3J = 5.9 Hz), 7.67 (s, 1H, Ar-H), 7.86 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.5 Hz), 8.51 (d, 1H, Ar-H, 3>/ = 5.9
Hz), 8.68 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.5 Hz), 9.46 (s, 1H, Ar-H), 10.18 (s, 1H, Ar-H), 12.49 (br s, 1H,
RCONHR).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 56.1 (OCH3), 60.3 (2C, 2 x OCH3), 106.2 (2C), 111.3, 116.8, 119.5, 120.1, 121.0, 123.6,
135.7,136.7, 137.0, 137.6, 140.4, 142.0, 145.6, 147.5, 150.1, 150.2, 153.4 (2C), 160.9.

IR (ATR):
cm™ = 3159, 3106, 3054, 3006, 2938, 1666, 1651, 1593, 1349, 1237, 1119.

MS (ESI):
m/z = 414 ([M+H]", 100%), 208 ([M+2H]"", 42%).

Elementaranalyse (C;4H19N304 - 0.3 H,0):
Berechnet: C68.82 H4.72 N 10.03,
gefunden: C68.67 H4.35 N 9.99.
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8.1.2.9 Allgemeine Vorschriften zur Darstellung der 6-Chlor-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 92 und 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline 109:

a) Methode unter konventionellen Reaktionsbedingungen, modifiziert, in Anlehnung an
Zur NIEDEN, 2007:%2

Zu einer Losung aus 100 mg des entsprechenden 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthrolin-6-ons 99 oder 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-ons 98
suspendiert in 5 mL Phosphoroxychlorid werden vorsichtig wenige Tropfen konzentrierter
Salzsdure unter Rihren hinzugefiigt bis eine klare Losung entsteht. Nachdem 2 Stunden zum
Rackfluss erhitzt wurde, wird vorsichtig auf 50 mL Eiswasser hydrolysiert, dabei eventuell
entstehender Niederschlag wird langsam geldst. AnschlieBend wird die Losung mit
konzentrierter wassriger Ammoniaklosung vorsichtig auf pH 9 gebracht, wobei die
Temperatur nicht tiber 10°C steigen darf (Kihlung mit Eiswasser). Das gebildetete Prazipitat
wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen (2 x 50 mL) und im Vakuum getrocknet. Die
Aufreinigung des Rohproduktes gelingt flashchromatographisch an Kieselgel (FlieBmittel:
Dichlormethan/Methanol (0-10%)). Der erhaltene Feststoff wird 24 Stunden im Olpumpen-
vakuum getrocknet.

b) Methode unter Verwendung einer Mikrowelle (CMS):

In einem fiir die Mikrowelle geeigneten Reaktionsgefdld werden zu einer Losung aus 100 mg
des entsprechenden 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-ons 99 oder 5,6-
Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-ons 98 suspendiert in 5 mL Phosphoroxychlorid
vorsichtig wenige Tropfen konzentrierte Salzsdure unter Riihren hinzugefiigt bis eine klare
Losung entsteht. Das Gefdall wird mit einem geeigneten Verschluss versiegelt und die
Reaktion 2 Stunden bei 100°C im ,,closed vessel mode” in der Mikrowelle durchgefiihrt. Die
Aufarbeitung und Aufreinigung der Substanzen erfolgt analog zu Methode a.
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8.1.2.10 Synthetisierte 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
line 92 und 6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 109:

6-Chlor-11-phenyl-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]1phenanthrolin (106)

C21H14CIN3 (343.81)

Vorschrift: 8.1.29aund8.1.29b

Ausbeute: a: 22 mg (42%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(0-10%)) eines weillen Feststoffs
b: 76 mg (72%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(0-10%)) eines graulich weiBen Feststoffs

Schmelzpunkt: 270°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 5% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 3.66 (d, 1H, H-12a, *Jy.120/H120 = 17.1 Hz), 3.91 (dd, 1H, H-12b, *Jy.12p/-122 = 17.2 Hz,
*Ji-126/0-11 = 7.8 Hz), 5.41 (d, 1H, H-11, *Jy11/m126= 7.7 Hz), 7.00-7.24 (m, 5H, Ar-H), 8.03 (d, 1H,
Ar-H, 3/ = 5.8 Hz), 8.07 (d, 1H, Ar-H, , 3/ = 5.9 Hz), 8.86 (d, 1H, Ar-H, > = 5.9 Hz), 8.92 (d, 1H,
Ar-H, 3/ = 5.7 Hz), 9.43 (s, 1H, Ar-H), 9.78 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj + 5% DCl (36%) in D,0):
8/ppm = 35.5 (C-12), 35.7 (C-11), 117.1, 121.5, 126.9, 127.3 (2C), 128.0, 128.9 (2C), 131.7,
137.4,139.9, 140.7, 142.0, 143.4, 148.4, 151.0, 151.4, 155.4, 172.0.

IR (ATR):
cm™ = 3047, 2945, 2923, 1603, 1544, 1317,1259, 1047, 950, 828.

MS (ESI):
m/z = 346 ([M+H]", 3'Cl, 37%), 344 ([M+H]", **Cl, 100%), 133 (2%).

Elementaranalyse (C;1H14CIN; - 0.3 H,0):
Berechnet: C72.23 H4.21 N 12.03,
gefunden: C72.28 H4.35 N 11.64.




218| Experimenteller Teil

6-Chlor-11-(3-chlorphenyl)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (107)

C,1H13CI;N3 (378.25)
Vorschrift:
Ausbeute:

Schmelzpunkt:

Cl

8.1.29aund8.1.29b

a: 43 mg (41%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(0-10%)) eines weillen Feststoffs

b: 82 mg (78%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(0-10%)) eines weillen Feststoffs

206°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, CDCls):

8/ppm = 3.14 (d, 1H, H-12a, Yy.12a/m-126 = 16.5 Hz), 3.57 (dd, 1H, H-12b, Yp.126/1-122 = 16.5 Hz,
*Jiaab/ar = 7.7 Hz), 4.80 (d, 1H, H-11, *Jy11jm12.0= 7.7 Hz), 6.63-6.69 (m, 1H, Ar-H), 6.92-7.02
(m, 3H, Ar-H), 7.03-7.08 (m, 1H, Ar-H), 7.51 (d, 1H, Ar-H, , 3/ = 6.0 Hz), 8.45 (d, 1H, Ar-H, 3/ =
4.9 Hz), 8,67 (d, 1H, Ar-H, , 3 = 6.0 Hz), 9.50 (s, 1H, Ar-H), 9.67 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):

&/ppm = 35.5 (C-12), 37.7 (C-11), 115.6, 121.7, 123.6, 124.6, 125.5, 127.2, 127.5, 127.9,
130.5, 135.0, 140.1, 142.9, 143.2, 147.1, 147.4, 149.0, 151.1, 151.9, 152.4.

IR (ATR):

cm™ = 3045, 1603, 1546, 1323, 1048, 951, 832, 783.

MS (ESI):

m/z = 380 ([M+H]*, *’Cl, 63%), 378 ([M+H]", **Cl, 100%).

HRMS (ESI):

m/z berechnet fiir [M+H]": 378.0559,
m/z gefunden fiir [M+H]": 378.0547.
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6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (108)

C1sH10CIN; (267.71)

Vorschrift: 8.1.29a

Ausbeute: 46 mg (43%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(0-10%)) eines grauweiBen Feststoffs

Schmelzpunkt: 227°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, CDCls):

8/ppm = 3.10 (t, 2H, H-12, */ = 7.8 Hz), 3.29 (m, 2H, H-11), 7.21 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 5.0 Hz, °J =
0.8 Hz), 7.78 (dd, 1H, Ar-H, */ = 6.0 Hz, °J = 1.0 Hz), 8.56 (d, 1H, Ar-H, >/ = 5.0 Hz), 8.84 (d, 1H,
Ar-H, */ = 6.0 Hz), 9.47 (s, 1H, Ar-H), 9.73 (d, 1H, Ar-H, °J = 1.0 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
&/ppm = 21.4 (C-11), 26.4 (C-12), 115.3, 121.1, 122.4, 123.7, 128.9, 139.9, 145.6, 146.8,
147.2, 148.3, 150.5, 150.9, 152.1.

IR (ATR):
cm™= 2851, 1614, 1592, 1562, 1418, 1392, 1071.

MS (ESI):
m/z = 268 ([M+H]*, *Cl, 100 %), 270 ([M+H]", *’Cl, 31 %).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 268.06360,

m/z gefunden fiir [M+H]": 268.06383.
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6-Chlor-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (109)

OMe
MeO
MeO N
XN /N
N.__~_ N
Cl
C24H15CIN;0; (431.87)
Vorschrift: 8.1.29a
Ausbeute: 38 mg (36%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH

(0-10%)) eines grauen Feststoffs
Schmelzpunkt: 258°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, CDCls):

6/ppm =3.84 (s, 6H, 2 x OCHs), 4.00 (s, 3H, OCHs), 6.67 (s, 2H, Ar-H), 7.41-7.45 (dd, 1H, Ar-H,
3)=6.2 Hz, °J = 0.9 Hz), 7.74 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 5.6 Hz, °J = 0.9 Hz), 7.89 (s, 1H, Ar-H), 8.61 (d,
1H, Ar-H, 3/ = 6.2 Hz), 8.85 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 5.5 Hz), 9.87 (d, 1H, Ar-H, °>J = 0.9 Hz), 10.59 (s,
1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
8/ppm = 56.5 (2C, 2 x OCHs), 61.4 (OCH;), 106.0 (2C), 119.0, 119.3, 119.7, 121.0, 124.7, 129.4,
136.3, 137.3, 138.6, 139.3, 142.1, 144.0, 147.0, 148.5, 150.6, 151.8, 152.0, 154.3 (2C).

IR (ATR):
cm™=3051, 2936, 1588, 1577, 1549, 1503, 1455, 1412, 1348, 1235, 1123, 833.

MS (ESI):
m/z = 434 ([M+H]*, *7Cl, 30%), 432 ([M+H]*, 3°Cl, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fir [M+H]": 432.1109,

m/z gefunden fir [M+H]": 432.1102.
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8.1.2.11 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der 6-unsubstituierten 11,12-
Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 91 wund Pyrido[3,4-c]-
[1,9]phenanthroline 112 in Anlehnung an CaILLY et al., 2007:”

100 mg des entsprechenden 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 91 oder
6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 112 werden in 200 mL Methanol gelést und
nacheinander Ammoniumformiat (200 mg, 3.17 mmol) und Palladium (10%) auf Aktivkohle
(50 mg) hinzugefligt. Die Losung wird eine Stunde lang zum Rickfluss erhitzt. Nach
Beendigung der Reaktionszeit wird der Katalysator abfiltriert, das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff im Vakuum getrocknet. Die
Aufreinigung des Rohproduktes wird mittels Flashchromatographie an Kieselgel (FlieBmittel:
Dichlormethan/Methanol (5-20%)) realisiert. Das Produkt wird 24 Stunden im Olpumpen-
vakuum getrocknet.
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8.1.2.12 Synthetisierte 6-unsubstituierte 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]-
phenanthroline 91 und Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline:

11-Phenyl-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (110)

N X N

C21H15N3 (309.36)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch SOMMER, 2012%

Ausbeute: 68 mg (76%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 181°C Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, CDCl3):

8/ppm = 3.23 (d, 1H, H12a, *Jy.124/120 = 16,3 Hz), 3.63 (dd, 1H, H-12b, *Jiy.120/122 = 16,3 Hz, ).
1abjia1 = 7,7 Hz), 4.95 (d, 1H, *Ji11/m120 = 7,7 Hz), 6.95 (dd, 2H, H-2°,H-6°, °J = 7,5 Hz, *J = 2,5
Hz) 7.06 (d, 1H, H-1, 3/ = 5,1 Hz) 7.14 (m, 3H, H-3‘,H-4, H-5‘) 7.64 (d, 1H, H-10, *J = 6,0) 8.51
(d, 1H, H-2, ) = 5,1 Hz) 8.66 (d, 1H, H-9, 3J=6,0) 9.41 (s, 1H, H-7) 9.47 (s, 1H, H-6) 9.67 (s, 1H,
H-4).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5):
&/ppm = 35.5 (C-12), 38.1 (C-11), 115.7, 123.4 (2C), 127.2, 127.3 (2C), 128.9 (2C), 137.7,
128.5,129.1, 130.0, 143.5, 147.0, 147.8 (2C), 150.6, 152.5, 153.3.

IR (ATR):
cm™=3059, 2889, 1611, 1599, 1555, 1430, 1415, 1372, 1034.

MS (ESI):
m/z =310 ([M+H]+, 100 %).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fir [M+H]": 310.1339,

m/z gefunden fiir [M+H]": 310.1316.
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11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (112)

OMe
MeO
MeO N
N N
C24H19N303 (397.43)
Ausbeute: 63 mg (68%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 249°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, CDCl3):

8/ppm = 3.84 (s, 6H, 2 x OCHs), 4.01 (s, 3H, OCHs), 6.68 (s, 2H, Ar-H), 7.33-7.38 (m, 1H, Ar-H,
3J=6.2 Hz,>J = 0.9 Hz), 7.77 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 5.6 Hz, / = 0.9 Hz), 7.90 (s, 1H, Ar-H), 8.56 (d,
1H, Ar-H, *J = 6.2 Hz), 8.87 (d, 1H, Ar-H, */ = 5.6 Hz), 9.51 (d, 1H, Ar-H, J = 0.9 Hz), 9.63 (d, 1H,
Ar-H, J = 0.8 Hz), 10.76 (s, 1H, Ar-H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3):
8/ppm = 56.5 (2C, 2 x OCH3), 61.4 (OCH3), 106.1 (2C), 119.2, 119.3, 119.8, 122.9, 129.0, 136.2,
137.0,137.7, 142.5, 145.1, 146.6, 147.8, 148.1, 150.5, 150.7, 153.0, 153.1, 154.2 (2C).

IR (ATR):
cm™ = 3045, 2938, 1610, 1577, 1417, 1345, 1117, 1005, 830.

MS (ESI):
m/z = 398 ([M+H]*, 100%), 200 ([M+2H]**, 46%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 398.1499,

m/z gefunden fiir [M+H]": 398.1482.
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11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (111)

N X =N

CisH1:N3 (233.27)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch SOMMER, 201253

Ausbeute: 53 mg (60%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(5-20%)) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 235°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, CDCl3):

8/ppm =3.09 (t, 2H, H-12a,b, >/ = 7.4 Hz), 3.31 (t, 2H, H-11a,b, *J = 7.4 Hz), 7.22 (d, 1H, H-1, %)
= 4.9 Hz), 7.80 (d, 1H, H-10, *J = 6.1 Hz), 8.58 (d, 1H, H-10, *J = 4.9 Hz), 8.78 (d, 1H, H-9, *J =
6.1 Hz), 9.37 (s, 1H, H-6), 9.41 (s, 1H, H-7), 9.58 (s, 1H, H-4).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3):

8/ppm = 21.6 (C-11), 26.9 (C-12), 115.4 (C-10), 122.5 (C-1), 123.0 (C-6a), 123.9 (C-10b), 130.0
(C-4a), 137.4 (C-10a), 145.7 (C-12a), 147.3 (C-4), 147.5 (2C, C-4b, C-9), 150.2 (C-2) 151.5 (C-6)
153.4 (C-7).

IR (ATR):
cm™=3051, 3013, 1613, 1598, 1570, 1493, 1039.

MS (ESI):
m/z = 234 ([M+H]*, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 234.10257,

m/z gefunden fiir [M+H]": 234.10271.
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Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (31)

C1sHoN; (231.25)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch SOMMER, 2012%

Synthesevorschrift:

50 mg (0.21 mmol) 11,12-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (111) wurden nach
Vorschrift 8.1.2.5 dehydriert.

Ausbeute: 35 mg (70%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10%)) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 235°C unter Zersetzung

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, Trifluoressigsdure-d; (5:1)):

8/ppm = & = 8.62 (d, 1H, H-12, *J= 9.1 Hz), 8.76 (d, 1H, H-1, *J= 6.4 Hz), 9.22 (d, 1H, H-9, 3J=
6.3 Hz), 9.24 (d, 1H, H-10, *J= 6.3 Hz), 9.53 (d, 1H, H-11, *J= 9.1 Hz), 9.84 (d, 1H, H-2, *J= 6.4
Hz), 10.09, 10.11, 10.75 (3 x s, 3H, H-6, H-7, H-4).

“C-NMR (75 MHz, DMSO-d,, Trifluoressigsdure-d; (5:1)):

§/ppm = 119.4 (C-10), 121.5 (C-10b), 122.5 (C-6a), 125.6 (C-1), 126.1 (C-4a), 127.5 (C-12),
132.2 (C-11), 136.3 (C-2), 138.8 (C-10a), 141.8 (C-12a), 143.8 (C-9), 144.2 (C-4b), 144.5 (C-4),
150.9 (C-7), 155.5 (C-6).

“N-NMR (30 MHz, DMSO-ds, Trifluoressigsdure-d; (5:1) + 0.2% Nitromethan (externer
Standard in DMSO-dg): 8/ppm =-79.9 (N-5),-128.1 (N-8), -177.3 (N-3).

IR (ATR):
cm™=2962, 1615, 1599, 1571, 1398, 1259, 1070.

MS (ESI):
m/z = 232 ([M+H]", 100 %).

Elementaranalyse (CisHgN3 - 1.5 H,0):
Berechnet: C69.76 H 4.68 N 16.27,
gefunden: €69.29 H4.20 N 15.92.
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8.1.2.13 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der 11,12-Dihydropyrido[3,4-
c][1,9]phenanthroline 142 und Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
146 mit Dimethylaminoalkylamino-Seitenkette in 6-Position:

100 mg des entsprechenden 6-Chlor-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 92 oder
6-Chlorpyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolins 112 werden in 5 mL (4.72 g, 53.5 mmol, =200-facher
Uberschuss) des entsprechenden w-Dimethylaminoalkylamins gelést und eine Stunde lang
bei 50°C erhitzt. Das Uberschiissige Amin wird nach Beendigung der Reaktionszeit im
Hochvakuum weitesgehend abdestilliert und das verbleibende Ol mit 10 mL Wasser versetzt.
Der erhaltene Riickstand wird abfiltriert und im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt kann
flashchromatographisch an Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/-Methanol (10-30%))
aufgereinigt werden und wird anschlieBend 24 Stunden im Olpumpen-vakuum getrocknet.

8.1.2.14 Synthesevorschrift zum Ausfillen der 6-(2-Dimethylaminoalkyl-
amino)-seitenkettentragenden Verbindungen 142 als Hydrochlorid-
Salze (optional):

Das aufgereinigte und getrocknete Produkt nach 8.1.2.13 wird in 100 mL frisch destilliertem
Dichlormethan gelést und fiir maximal 5 min mit HCl(g) begast (mindestens bis zur
Entstehung eines persistierenden Niederschlags). Das Losungsmittel wird am Rotations-
verdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff 24 Stunden im Olpumpenvakuum
getrocknet.
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8.1.2.15 Synthetisierte 6-(2-dimethylaminoethylamino)-11,12-dihydro-
pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 142 und 6-(2-dimethylamino-
ethylamino)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 146:

11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminoethylamino)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinhydrochlorid (144)

CasH,5Cl,Ns (466.41)

Ausbeute: 111 mg (90%, gefallt als Hydrochlorid nach flashchromato-
graphischer Aufreinigung, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH (10-30%))
eines grinlich gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 185°C

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

&/ppm =2.90 (m, 6H, RHN(CHs),), 3.53 (q, 2H, H-2°), 3.60 (d, 1H, H-12a, ZJH_lza/H_lzb =17.4 Hz),
3.80 (dd, 1H, H-12-b, *J.120/.122 = 17.4 Hz, *Jya2opm.11 = 7.8 Hz), 4.17 (m, 2H, H-1°), 5.20 (d, 1H,
H-11, *Ju11jmi26= 7.7 Hz), 6.80-6.88 (m, 1H, H-6), 7.09-7.17(m, 1H, H-5%), 7.17-7.23 (m, 1H,
H-4), 7.30 (m, 1H, H-2*), 7.94 (d, 1H, H-1, *J = 5.7 Hz), 8.06 (d, 1H, H-10, >/ = 6.7 Hz), 8.72 (d,
1H, H-9, ®J = 6.7 Hz), 8.80 (d, 1H, H-3, 3/ = 5.7 Hz), 9.61 (m, 1H, RNHR), 9.73 (s, 1H, H-4), 10.25
(s, 1H, H-7), 11.01 (m, 1H, RHN(CHs)-).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 34.8 (C-11), 35.5 (C-12), 36.0 (C-1'), 42.2, 42.3 (2C, RHN(CHs),), 54.5 (C-2), 114.1
(2C), 119.1, 125.6, 126.4, 127.1, 127.3, 130.5, 132.2, 133.3, 139.1, 142.5, 142.7, 144.1, 144.3,
147.5, 154.7, 156.0.
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IR (ATR):
cm™ = 3368, 3224, 3016, 2584, 1637, 1585, 1551, 1454, 1349, 823, 793.

MS (ESI):
m/z = 432 ([M+H]", *’Cl, 35%), 430 ([M+H]", **Cl, 100%), 385 ([M-C,H;N+H]", **Cl, 25%), 361
(IM-C4HION+H]", 37Cl, 24%), 359 ([M-C4HgN+H]*, 3°Cl, 71%), 193 ([M-CoH,N+2H]™, 3°Cl, 20%),
137 (6%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 431.1633,

m/z gefunden fiir [M+H]": 431.1622.

11-(3-Chlorphenyl)-6-(3-dimethylaminopropylamino)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin (145)

Ca6H26CINs (443.97)

Ausbeute: 104 mg (89%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10-30%)) eines ockergelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 179°C

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

8/ppm = 1.92 (m, 2H, H-2°), 2.19 (s, 6H, RHN(CHs),), 2.41 (t, 2H, H-3‘), 3.16 (d, 1H, H-12a, *J.
12a/-12b = 16.4 Hz), 3.53 (dd, 1H, H-12-b, *Ji-120/n-124 = 16.4 Hz, *Jy12p/m11 = 7.4 Hz), 3.71 (m, 2H,
H-1°), 4.89 (d, 1H, H-11, *Jy11/n12.6= 7.4 Hz), 6.83 (m, 1H, H-6), 7.07-7.17 (m, 3H, H-2, H-4“,
H-5%), 7.20 (d, 1H, H-1, *J = 4.9 Hz), 7.56 (d, 1H, H-10, */ = 5.9 Hz), 8.20 (m, 1H, RNHR), 8.42 (d,
1H, H-2, *) = 4.9 Hz), 8.56 (d, 1H, H-9, *J = 459 Hz), 9.41 (s, 1H, H-4), 9.56 (s, 1H, H-7).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
&/ppm = 25.5 (C-2’), 34.9 (C-12), 35.5 (C-11), 39.5 (C-3’), 45.2 (2C, RHN(CH3),), 57.2 (C-17),
112.6, 113.3, 115.6, 123.2, 125.7, 126.5, 127.1, 130.1, 130.2, 132.9, 139.1, 143.8, 145.6,

145.7,145.8, 147.8, 148.0, 149.8, 155.0.
Das Signal von C-3’ bei 39.5 ppm ist nur im 13C-DEPT—Spektrum sichtbar, da es vom DMSO-d; Signal Uberlagert

wird.

IR (ATR):
cm™ = 3383, 2971, 2693, 1634, 1600, 1553, 1468, 1006, 989, 824.

MS (ESI):
m/z = 446 (IM+H]", *'Cl, 24%), 444 (IM+H]", *Cl, 60%), 361 (IM-C4HgN+H]", *’Cl, 21%), 359
(IM-CsHgN+H]", 3°Cl, 39%), 223 ([M+2H]", 3*Cl,100%).

6-(2-Dimethylaminoethylamino)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolin (146)

OMe
MeO
MeO N

N N

I
N =N
HN\/\I?I/CH3
CHj

Ca8H29N503 (483.56)

Ausbeute: 52 mg (93%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10-30%)) eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 220°C
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):

8/ppm = 2.30 (s, 6H, RHN(CHs),), 2.72 (t, 2H, H-2’), 3.73 (s, 6H, 2 x OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs),
3.91 (g, 2H, H-1'), 6.77 (s, 1H, H-2", H-6"), 7.16 (d, 1H, H-10, *J = 6.0 Hz), 7.57 (s, 1H, H-12),
7.82 (d, 1H, H-1, %/ = 5.7 Hz), 8.39 (t, 1H, RNHR), 8.44 (d, 1H, H-9, */ = 6.0 Hz), 8.67 (d, 1H, H-2,
’)=5.6 Hz), 9.64 (s, 1H, H-7), 10.32 (s, 1H, H-4).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

&/ppm = 39.1 (C-1'), 45.4 (2C, RHN(CHs),), 56.1 (2C, 2 x OCH3), 57.7 (C-2’), 60.3 (OCHs), 106.0
(2C), 112.8,114.3, 118.8, 119.8, 122.4, 123.9, 136.2, 137.4, 138.0, 138.2, 142.3, 145.5, 145.6,
147.1, 147.7, 149.4, 153.4 (2C), 153.9.

IR (ATR):
cm™' = 3286, 3000, 2939, 1608, 1566, 1409, 1344, 1230, 1124, 828.

MS (ESI):
m/z = 484 ([M+H]", 100%), 413 ([M-CqHoN+H]", 19%), 243 ([M+2H]™, 21%), 220 (13%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 484.2343,

m/z gefunden fiir [M+H]": 484.2328.

6-(2-Dimethylaminoethylamino)-11-phenyl-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin
(143)

CasH25Ns5 (395.50)
Ausbeute: 8 mg (41%, Rohprodukt) eines gelben Feststoffs
Schnelzpunkt: 232 °C
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):

&/ppm =2.28 (s, 6H, RHN(CH3),), 2.66 (m, 2H, H-2), 3.15 (d, 1H, H-12a, ZJH_lza/H_lzb =16.4 Hz),
3.54 (dd, 1H, H-12-b, *Ji-120/n-122 = 16.5 Hz, *Jya2p/11 = 7.4 Hz), 3.80 (mc, 2H, H-1’), 4.85 (d,
1H, H-11, *Ju11/m12-0= 7.4 Hz), 6.92-7.17 (m, 5H, Ar-H), 7.19 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.7 Hz), 7.55 (d,
1H, Ar-H, 3/ = 5.9 Hz), 8.04 (m, 1H, RNHR), 8.40 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 4.8 Hz), 8.54 (d, 1H, Ar-H, *J
= 5.8 Hz), 9.41 (s, 1H, Ar-H), 9.57 (s, 1H, Ar-H).

MS (ESI):
m/z = 396 ([M+H]", 100%), 414 ([M-C4HoN+H]", 77%), 248 ([M-C4HsN-Benzen+H]™", 5%), 176
(43%), 137 (10%).

8.1.2.16 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der 11,12-Dihyropyrido[3,4-
c]l[1,9]phenanthroline 149 und Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline
151, 152 mit Dimethylaminoalkyloxy-Seitenkette in 6-Position:

a) Variante nach KiseLEv et al., 2011 (Mitsunobu Reaktion): °*

Das entsprechende 5,6,11,12-Tetrahydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on 99 oder 5,6-
Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-on 98 (300 mg) wird mit Triphenylphosphin
(3 eqg.) in 10 — 50 mL frisch getrocknetem THF geldst. Anschlielend werden nacheinander 3
Moldquivalente des entsprechenden w-Dimethylaminoalkylalkohols und DIAD (3 eq.)
hinzugetropft. Die Suspension wird unter Ausschluss von Wasser 72 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei sich nach und nach eine klare Lésung ergibt. Nach
Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
erhaltene Feststoff im Vakuum getrocknet. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgt per
Flashchromatographie an Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol (10-30%)) und das
resultierende Produkt wird im Anschluss 24 Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet.

b) Variante nach Genks et al., 2011, modifiziert: *

100 mg des zu derivatisierenden 5,6-Dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-6-ons 98
werden bei 0°C mit 1.5 Moldquivalenten Nal und dem der einzufiihrenden Seitenkette
entsprechenden w-Dimethylaminoalkylchlorid hydrochlorid (1.1 eq.) in 20 mL trockenem
DMF gelost und anschlieBend mit Natriumhydrid (60% als Mineraldlsuspension, 3 eq.)
portionsweise 5 min lang versetzt. Die Mischung wird 45 min lang geriihrt wahrend die
Temperatur auf Raumtemperatur ansteigt. Das Reaktionsgefall wird dann in ein auf 65°C
vorgeheiztes Olbad (iberfiihrt und 3 Stunden bei 110°C erhitzt. Nachdem die Edukte
umgesetzt worden sind (DC-Kontrolle), wird auf Raumtemperatur gekiihlt und die Reaktion
durch Zugabe weniger Tropfen Wasser gequencht.
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Nach dem Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird das zuriickbleibende
Ol auf 50 mL Eiswasser hydrolysiert, der dabei entstehende Niederschlag wird abgesaugt
und im Vakuum getrocknet. Die Aufarbeitung gelingt durch Flashchromatographie an
Kieselgel (FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol (10-30%)), der entstehende Feststoff wird
24 Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet.

8.1.2.17 Synthesevorschrift zum Ausfallen der 6-(2-Dimethylaminoalkyloxy)-
seitenkettentragenden Verbindungen 149 als Hydrochlorid-Salze
(optional):

Das aufgereinigte und getrocknete Produkt nach 8.1.2.16 wird in 100 mL frisch destilliertem
Dichlormethan gelést und fiir maximal 5 min mit HCl(g) begast (mindestens bis zur
Entstehung eines persistierenden Niederschlags). Das Losungsmittel wird am Rotations-
verdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff 24 Stunden im Olpumpenvakuum
getrocknet.

8.1.2.18 Synthetisierte 6-(2-dimethylaminoethoxy)-11,12-dihydropyrido[3,4-
c][1,9]phenanthroline 149 und 6-(2-dimethylaminoethoxy)-pyrido-
[3,4-c][1,9]phenanthroline 151, 152:

11-(3-Chlorphenyl)-6-(2-dimethylaminoethoxy)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinhydrochlorid (147)

Cl

C25H24C|2N40 (46739)
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Ausbeute: 177 mg (45%, als Hydrochlorid gefallt nach flashchromato-
graphischer Aufreinigung, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH (10-30%))
eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 188°C

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

8/ppm = 2.93 (t, 6H, RHN(CHs),), 3.62 (d, 1H, H-12a, 4120120 = 17.2 Hz), 3.75 (q, 2H, H-2’,
3J = 5.1 Hz), 3.84 (dd, 1H, H-12-b, 2Jy126/H-12 = 17.3 Hz, *Jyap/m11 = 7.9 Hz), 5.15 (m, 2H, H-1Y),
5.32 (d, 1H, H-11, *J411/n126= 7.8 Hz), 6.80-6.86 (m, 1H, H-6“, >/ = 7.7 Hz), 7.14 (m, 1H, H-5">J
= 7.8 Hz), 7.18-7.23 (m, 1H, H-4" %/ = 7.8 Hz), 7.30 (m, 1H, H-2*), 7.94 (d, 1H, H-1, 3/ = 5.7 Hz),
8.05 (d, 1H, H-10, *J = 6.4 Hz), 8.80 (d, 1H, H-2, *J = 5.7 Hz), 8.85 (d, 1H, H-9, *J = 6.3 Hz), 9.60
(s, 1H, H-4), 10.09 (s, 1H-H-7), 11.21 (m, 1H, RHN(CH;),).

“C-NMR (75 MHz DMSO-dj):

8/ppm = 35.0 (C-12), 35.2 (C-11), 42.3, 42.4 (2C, RHN(CHs),), 54.7 (C-2), 61.4 (C-1), 114.8,
117.6, 120.8, 125.7, 126.4, 127.1, 127.3, 130.5, 131.8, 133.4, 138.5, 140.9, 142.9, 134.3,
143.7, 145.5, 148.4, 160.0.

IR (ATR):
cm™ = 3364, 2970, 2468, 1632, 1592, 1561, 1465, 1425, 1342, 829.

MS (ESI):
m/z = 433 ([M+H]", 3Cl, 18%), 431 ([M+H]", *°Cl, 44%), 362 ([M-C4HsN+H]", 3’Cl, 35%), 360
(IM-C4qH1oN+H]", 3°Cl, 100%), 343 (3%), 248 ([M-3-Chlorbenzen+H]*, 6%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 431.1633,

m/z gefunden fiir [M+H]": 431.1613.
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11-(3-Chlorphenyl)-6-(3-dimethylaminopropoxy)-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phen-
anthrolinhydrochlorid (150)

C26H26CI;N40 (481.42)

Ausbeute: 355 mg (89%, als Hydrochlorid gefdllt nach flashchromato-
graphischer Aufreinigung, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH (10-30%))
eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 224°C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d;):

8/ppm = 2.42 (m, 2H, H-2¢), 2.82 (d, 6H, RHN(CHs),), 3.43 (m, 2H, H-3‘), 3.64 (d, 1H, H-12a,
?Ji-12a/H-120 = 17.4 Hz), 3.85 (dd, 1H, H-12-b, *Jy126/H.122 = 17.4 Hz, *Jya2p/.11 = 8.0 Hz), 4.89 (m,
1H, H-1%), 5.32 (d, 1H, H-11, *Ji11m12.6= 7.9 Hz), 6.80-6.86 (m, 1H, H-6“, >J = 7.7 Hz), 7.13 (t,
1H, H-5 3/ = 7.8 Hz), 7.17-7.43 (m, 1H, H-4" %/ = 7.8 Hz), 7.32 (m, 1H, H-2*), 7.98 (d, 1H, H-1,
3J = 5.7 Hz), 8.05 (d, 1H, H-10, *J = 6.3 Hz), 8.83 (d, 1H, H-2, 3/ = 5.7 Hz), 8.85 (d, 1H, H-9, */ =
6.3 Hz), 9.58 (s, 1H, H-4), 9.81 (s, 1H-H-7), 11.21 (m, 1H, RHN(CHs),).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 23.4 (C-2’), 35.0 (C-11), 35.2 (C-12), 41.9 (2C, RHN(CHs),), 53.8 (C-3’), 64.6 (C-1'),
114.9, 117.8, 120.5, 125.7, 126.6, 127.1, 127.3, 130.5, 132.1, 133.4, 137.9, 141.0, 142.3,
143.4,143.7, 145.4, 147.5, 154.4, 160.5.

MS (ESI):
m/z = 447 ([M+H]*, 3’Cl, 20%), 445 ([M+H]", *°Cl, 44%), 362 ([M-CsHoN+H]", 3’Cl, 36%), 360
(IM-CqHgN+H]", 33Cl, 100%), 224 ([M+2H]™,%Cl, 21%), 223 ([M+2H]*, >Cl, 21%).

Das Produkt hat sich nach einer Woche Lagerung bei Raumtemperatur an der Luft zersetzt.
(HPLC-Kontrolle).
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6-(2-Dimethylaminoethoxy)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-
hydrochlorid (151)

OMe

C2sH29CIN;O4 (521.01)

Ausbeute: 274 mg (72%, gefallt als Hydrochlorid nach flashchromato-
graphischer Aufreinigung, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH (10-30%))
eines gelben Feststoffs

Schmelzpunkt: 206°C

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

8/ppm = 2.96 (d, 6H, RHN(CHs),), 3.74 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.81 (s, 5H, OCHs, H-2‘), 5.33 (m, 2H,
H-1‘), 6.88 (s, 2H, H-2*, H-6"), 7.37 (dd, 1H, H-10, >/ = 6.2 Hz, *J = 0.8 Hz), 8.28 (s, 1H, H-12),
8.56 (d, 1H, H-1, *J = 6.3 Hz), 8.74 (d, 1H, H-9, */ = 6.2 Hz), 8.95 (d, 1H, H-2, *J = 6.3 Hz), 10.08
(d, 1H, H-7,J=0.7 Hz), 10.64 (s, 1H, H-4), 11.25 (m, 1H, RHN(CHs),).

Das Signal der Methylenprotonen an C-2‘ wird durch das Singulett der Methoxygruppe bei 3.81 iberlagert.

“C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 42.5 (2C, RHN(CHs),), 54.8 (C-2°), 56.2 (2C, 2 x OCH3), 60.4 (OCH3), 61.8 (C-1°), 106.0
(2C), 115.3, 118.0, 119.2, 124.0, 124.1, 126.0, 136.1, 136.5, 138.2, 139.0, 139.6, 143.8, 144.3,
147.1,148.9, 153.7 (2C), 159.6.

IR (ATR):
cm™ = 3399, 2946, 2467, 1639, 1606, 1578, 1453, 1412, 1338, 1111, 988.

MS (ESI):
m/z = 485 ([M+H]", 41%), 414 ([M-C4HgN+H]*, 100%), 243 ([M+2H]™, 44%).



236| Experimenteller Teil

Elementaranalyse (CygHsN4O4 - 3 HCI):
Berechnet: C56.62 H5.26 N 9.43,
gefunden: C56.20 H 5.52 N 9.40.

6-(3-Dimethylaminopropoxy)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin
(152)

OMe
MeO
MeO N
X /N
N N
N\ A C|)H3
O N
~ \CH3
C29H30N404 (49857)
Ausbeute: 163 mg (55%, Flashchromatographie, Kieselgel, CH,Cl,/MeOH
(10-30%)) eines gelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 172°C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-djs + 1% DCI (36%) in D,0):

8/ppm = 2.46 (m, 2H, H-2°), 2.83 (s, 6H, RHN(CHs),), 3.49 (m, 2H, H-3¢), 3.72 (s, 6H, 2 x OCHs),
3.78 (s, 3H, OCHs), 5.07 (t, 2H, H-1°), 6.90 (s, 2H, H-2“, H-6/), 7.71 (dd, 1H, H-10, */ = 6.6 Hz),
8.37 (s, 1H, H-12), 8.66 (d, 1H, H-1, *J = 6.5 Hz), 8.83 (d, 1H, H-9, *J = 6.6 Hz), 8.96 (d, 1H, H-2,
3J=6.4 Hz), 10.10 (s, 1H, H-7, J = 0.7 Hz), 10.64 (s, 1H, H-4).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d; + 1% DCI (36%) in D,0):
8/ppm = 23.3 (C-2’), 42.2 (2C, RHN(CHs),), 53.9 (C-3’), 56.5 (2C, 2 x OCH3), 60.7 (OCHs), 66.0
(C-1’), 106.4 (2C), 116.9, 117.6, 122.6, 124.2, 125.0, 126.6, 135.5, 135.7, 138.7, 139.5, 140.6,
143.4,144.1, 144.5, 146.4, 148.1, 154.1 (2C), 160.4.

IR (ATR):
cm™ = 3363, 2936, 2834, 1610, 1566, 1407, 1343, 1230, 1126, 1112, 830.

MS (ESI):
m/z = 499 ([M+H]*, 51%), 414 ([M-CsH1:N+H]", 100%), 250 ([M+2H]**, 73%).
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HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 499.2345,

m/z gefunden fiir [M+H]": 499.2326.

8.1.2.19 Allgemeine Vorschriften zur Darstellung unterschiedlich substitu-
ierter Nitrile:

2,6-Dimethoxy-4-methylpyridin-3-carbonitril (129)

CoH1oN,0; (178.19)

Modifizierte Synthesevorschrift in Anlehnung an DAINTER et al.: ©’

374 mg (2.00 mmol) 2,6-Dichlor-4-methylpyridin-3-carbonitril (128) werden in 10 mL
trockenem Methanol gel6st und langsam zu einer Losung aus 200 mg (8.7 mmol) Natrium in

5 mL trockenem Methanol getropft. Die Losung wird 2 Stunden bei 50°C geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktionszeit wird auf 100 mL Eiswasser hydrolysiert und der entstandene
Niederschlag  abfiltriert. Die  Aufreinigung des Rohprodukts erfolgt mittels
Flashchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat (20%)).

Ausbeute: 275 mg (77%) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 107°C

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):
8/ppm = 2.26 (d, 3H, Ar-CHs, *J = 0.7 Hz), 3.91 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H, OCHs), 6.48 (d, 1H,
H-5, %/ = 0.7 Hz).

MS (ESI):
m/z = 179 ([M+H]*, 100%), 164 (36%), 147 (9%).

Die analytischen Daten entsprechen den Angaben in der Literatur [SAKAMOTO et al., 2003].*%
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2-Chlor-4-methylpyridin-3-carbonitril (135)

CH;
__CN
™

NT >l

C;HsCIN; (152.58)

Modifizierte Synthesevorschrift in Anlehnung an KiseLev et al.:*
200 mg (1.07 mmol) 2,6-Dichlor-4-methylpyridin-3-carbonitril (128) werden in 20 mL
Methanol gelést und 1,35 g (21.4 mmol, 20 eq.) Ammoniumformiat, sowie 2 mg

(1 Gewichtsprozent) Palladium (5%) auf Aktivkohle hinzugegeben. Die Suspension wird 5
Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Abfiltrieren des Katalysators wird das
Filtrat auf 50 mL Wasser gegossen und mit Dichlormethan (3 x 50 mL) extrahiert. Die
wassrige Phase wird mit 3 x 25 mL CH,Cl, extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
erneut mit Wasser (3 x 25 mL) gewaschen, letztere mit Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat (20-40%)) aufgereinigt und 24 h im Olpumpenvakuum

getrocknet.
Ausbeute: 17 mg (10%) eines weiBen Feststoffs
Schmelzpunkt: 109°C

'H-NMR (300 MHz, CDCls):
8/ppm = 2.60 (d, 3H, Ar-CHs, *J = 0.7 Hz), 7.23 (dd, 1H, H-5, >/ = 5.2 Hz, *J = 0.7 Hz), 8.43 (d,
1H, H-6, *J = 5.2 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl):
8/ppm = 20.9 (CH3), 111.7, 114.0, 123.7, 151.8, 153.4, 154.9.

MS (ESI):
m/z = 153 ([M+H]*, *Cl, 100%), 155 ([M+H]", 3’Cl, 39%).

Die analytischen Daten entsprechen den Angaben in der Literatur [KISELEV et al., 2012].%°
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2-Methoxy-4-methylpyridin-3-carbonitril (136)

CH,
= CN
N

N OMe

CsHgN,O (148.16)

Modifizierte Synthesevorschrift in Anlehnung an DAINTER et al.:®’

500 mg (3.3 mmol) 2-Chlor-4-methylpyridin-3-carbonitril (135) werden in 10 mL trockenem
Methanol gelost und langsam zu einer Losung aus 100 mg (4.35 mmol) Natrium in 5 mL
trockenem Methanol getropft. Die Losung wird 2 Stunden bei 50°C gerihrt. Nach
Beendigung der Reaktionszeit wird auf 100 mL Eiswasser hydrolysiert und der entstandene

Niederschlag abfiltriert. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgt mittels Flashchromato-
graphie an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat (20%)).

Ausbeute: 285 mg (58%) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 298°C

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):
8/ppm = 2.51 (d, 3H, Ar-CHs, */ = 0.5 Hz), 4.04 (s, 3H, OCHs), 6.84 (dd, 1H, H-5, %/ = 5.3 Hz,*) =
0.6 Hz), 8.18 (d, 1H, H-6, >/ = 5.3 Hz).

MS (ESI):
m/z = 149 ([M+H]*, 100%).

Die analytischen Daten entsprechen den Angaben der Literatur von VICTORY et al., 1993.%%



240| Experimenteller Teil

8.1.2.20 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung 6-substituierter 5,6-Dihydro-
11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 nach LANGLE, STEINHAUER, 2011,
2010 und STENZEL:*1/163108:109

650 mg (5.8 mmol) KO'Bu werden im Stickstoffstrom mit 5-10 mL DMPU versetzt und
anschliefend unter Riihren mit Hilfe eines Eisbades auf eine Temperatur von 0°C gebracht.
Im Anschluss wird vorsichtig eine Lésung von 2.1 mmol des entsprechenden Aldehydes und
500 mg (4.2 mmol) 3-Methylpyridin-2-carbonitril (38) in 5-10 mL DMPU dazugetropft und
eine Stunde bei 0°C und anschlieBend eine Stunde bei 8°C geriihrt. Nach Beendigung der
Reaktionszeit wird in 250 mL Wasser hydrolysiert und flir zwei weitere Stunden geriihrt. Der
entstandene Niederschlag wird abgesaugt und fiir 24 Stunden im Olpumpenvakuum
getrocknet. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kiesel-
gel mit dem FlieBmittel Ethylacetat. Der erhaltene Feststoff wird erneut 24 Stunden im
Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.21 Synthetisierte 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40:

6-(3-Methoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (159)

C,1H1N;0 (327.38)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 3-Methoxybenzaldehyd (286 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3
Ausbeute: 91 mg (13%) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 220°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 3.35 (dd, 1H, H-5a, *Jusamsy = 16.2 Hz, *Jusame = 7.4 Hz), 3.55 (dd, 1H, H-5b, *Jusame =
16.2 Hz, *Jysapms = 7.4 Hz), 3.67 (s, 3H, OCHs), 4.66 (t, 1H, H-6, >J = 7.4 Hz), 6.82 (m, 3H, Ar-H),
7.10 (dd, 1H, Ar-H, *J = 8.0 Hz, ® = 4.9 Hz), 7.19 (t, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz), 7.46 (dd, 1H, Ar-H, 3J
=7.6 Hz, *J = 5.3 Hz), 7.52 (dd, 1H, Ar-H,*J = 8.0 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.97 (dd, 1H, Ar-H, *J = 7.6 Hz,
%J=1.5Hz), 8.32 (dd, 1H, *J = 4.9 Hz, *>J = 1.5 Hz), 8.57 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 5.3 Hz, ¥/ = 1.5 Hz).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg + 2% DCl in D,0):
8/ppm = 36.4 (C-5), 36.7 (C-6), 54.9 (OCHs), 112.0, 113.6, 116.3, 118.8, 119.2, 119.6, 123.4,
129.7,130.1, 130.8, 132.6, 139.1, 143.2 (2C), 144.0, 144.8, 147.6, 159.4.

IR (ATR):
cm™ = 3070, 1635, 1585, 1425, 1268, 1045, 788, 774.

MS (ESI):
m/z = 328 ([M+H] *, 100%).
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6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (160)

C22H15N30; (357.41)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 2,4-Dimethoxybenzaldehyd (349 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.1%3

Ausbeute: 152 mg (20%) eines weilen Feststoffs

Schmelzpunkt: 245°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.15 (dd, 1H, H-5a, *Jusamss = 16.0 Hz, *Jusajme = 6.9 Hz), 3.38 (dd, 1H, H-5b, *Jusams =
16.0 Hz, *Jysams = 6.9 Hz), 3.68 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H, OCH3), 4.80 (t, 1H, H-6, >/ = 6.9 Hz),
6.56 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 8.4 Hz, *J = 2.4 Hz), 6.56 (d, 1H, Ar-H, >/ = 8.4 Hz), 6.61 (d, 1H, Ar-H, *J
= 2.4 Hz), 6.94 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz, ) = 4.7 Hz), 7.18 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 7.5 Hz, > = 4.9
Hz), 7.34 (dd, 1H, Ar-H,%J = 7.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 7.59 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 7.5 Hz, % = 1.5 Hz),
8.20 (dd, 1H, *J = 4.7 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.45 (dd, 1H, Ar-H, */ = 4.9 Hz, %/ = 1.5 Hz), 12.25 (br s,
1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 29.3 (C-6), 35.6 (C-5), 55.0 (OCHs), 55.6 (OCH3), 98.6, 104.5, 115.3, 115.6, 118.8,
122.2,123.1,127.3,128.4,130.9, 134.1, 135.9, 143.5, 146.8, 147.1, 149.5, 157.3, 159.2.

IR (ATR):
cm™ = 2935, 2833, 1610, 1580, 1505, 1434, 1285, 1206, 1155, 1041, 785, 774.

MS (ESI):
m/z = 358 ([M+H] *, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 358.1550,

m/z gefunden fiir [M+H]": 358.1553.
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6-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (161)

C,3H,1N;0; (387.43)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 2,3,4-Trimethoxybenzaldehyd (412 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3

Ausbeute: 152 mg (20%) eines weilen Feststoffs

Schmelzpunkt: 229°C

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

8/ppm = 3.14 (dd, 1H, H-5a, *Jusamsb = 15.9 Hz, *Jusajme = 7.4 Hz), 3.40 (dd, 1H, H-5b, *Jusame =
15.9 Hz, *Jusa/me = 7.4 Hz), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H, OCHs), 4.78 (t, 1H,
H-6, %/ = 7.4 Hz), 6.47 (d, 1H, Ar-H, ®J = 8.7 Hz), 6.59 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 8.7 Hz), 6.93 (dd, 1H, Ar-
H,3J=7.9 Hz, *J = 4.7 Hz), 7.20 (dd, 1H, Ar-H, *J = 7.5 Hz, 3/ = 4.9 Hz), 7.28 (dd, 1H, Ar-H,%J =
7.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 7.62 (dd, 1H, Ar-H, *J = 7.6 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.20 (dd, 1H, *J = 4.7 Hz, *J =
1.6 Hz), 8.46 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 4.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 12.27 (br s, 1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 30.1 (C-6), 36.5 (C-5), 55.7 (OCH3), 60.3 (OCH3), 61.1 (OCHs), 107.8 (C-5), 115.3,
115.6, 118.3, 122.2, 122.4, 127.2, 128.7, 130.7, 130.4, 135.6, 141.7, 134.6, 147.0, 147.1,
149.6, 150.8, 152.0.

IR (ATR):
cm™ = 2967, 2935, 1582, 1574, 1493, 1463, 1435, 1416, 1285, 1095, 791.

MS (ESI):
m/z = 388 ([M+H]*, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 388.1656,

m/z gefunden fiir [M+H]": 388.1652.
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6-(2,4,6-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (162)

C23H,1N303 (387.43)

Nach 8.1.2.1 durch Umsetzung von 2,4,6-Trimethoxybenzaldehyd (412 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3
Ausbeute: 184 mg (23%) eines weillen Feststoffs

Schmelzpunkt: 232°C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 3.37 (dd, 1H, H-5a, 2Jsa/msp = 16.2 Hz, *Jusams = 7.4 Hz), 3.55 (br s, 7H, 2 x OCH3, H-
5b), 3.77 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s, 3H, OCHs),5.19 (t, 1H, H-6, *J = 7.4 Hz), 6.27 (s, 2H, Ar-H),
7.11 (dd, 1H, Ar-H, /= 8.0 Hz, */ = 5.0 Hz), 7.36 (dd, 1H, Ar-H, *J = 8.0 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.53
(dd, 1H, Ar-H, *J = 7.6 Hz, *J = 5.5 Hz), 8.01 (dd, 1H, Ar-H, *J = 6.9 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.30 (dd, 1H,
Ar-H, 3J = 5.0 Hz, *J = 1.4 Hz), 8.55 (dd, 1H, >/ = 5.6 Hz, */ = 1.2 Hz).

Das Signal des Protons 5b wird von dem breiten Singulett der Methoxygruppen bei 3.55 ppm Uberlagert.

Aufgrund der Unloslichkeit genligender Mengen der Verbindung in gangigen deuterierten
Losungsmitteln gelang die Aufnahme von 13C—NI\/IR—Spektren nicht.

IR (ATR):
cm™=2937, 2836, 1604, 1574, 1449, 1418, 1200, 1118, 1036, 785, 768.

MS (ESI):
m/z = 388 ([M+H]*, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 388.1656,

m/z gefunden fiir [M+H]": 388.1652.
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6-(3-Chlorphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (163)

C20H14CIN; (331.80)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 3-Chlorbenzaldehyd (295 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3
Ausbeute: 182 mg (26%) eines weillen Feststoffs

Schmelzpunkt: 254°C unter Zersetzung

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 3.42 (dd, 1H, H-5a, *Jysamsy = 16.6 Hz, *Jusame = 7.3 Hz), 3.66 (dd, 1H, H-5b, *Jusame =
16.6 Hz, *Jysame = 7.3 Hz), 4.86 (t, 1H, H-6, °J = 7.3 Hz), 7.13-7.18 (m, 1H, Ar-H), 7.24-7-30 (m,
3H, Ar-H), 7.39-7.36 (m, 1H, Ar-H), 7.70 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 7.7 Hz, ®) = 5.8 Hz), 7.75 (dd, 1H,
Ar-H, 3/ = 8.0 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.27 (dd, 1H, Ar-H, */ = 7.7 Hz, *J = 1.3 Hz), 8.46 (dd, 1H, Ar-H, *J
=5.2 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.67 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 5.7 Hz, *J = 1.4 Hz).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):
8/ppm = 35.9 (C-5), 36.0 (C-6), 117.3, 119.8, 121.3, 124.8, 126.4, 127.4, 127.6, 128.1, 130.8,
132.9, 133.4, 134.1, 139.8, 141.0, 142.9 (2C), 145.1, 145.5.

IR (ATR):
cm™= 3053, 2968, 2779, 1574, 1477, 1433, 1286, 787, 772.

MS (ESI):
m/z = 334 ([M+H] %, *’Cl, 36%), 332 ([M+H] ", **Cl, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]*: 332.0949

m/z gefunden fiir [M+H]": 323.0946.
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6-(4-Fluorphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (164)

CaoH14FN; (315.34)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 4-Fluorbenzaldehyd (261 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3
Ausbeute: 152 mg (20%) eines weilRen Feststoffs

Schmelzpunkt: 251°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.20 (dd, 1H, H-5a, *Jysamss = 16.0 Hz, *Jusajme = 7.4 Hz), 3.44 (dd, 1H, H-5b, *Jusame =
16.0 Hz, *Jysams = 7.4 Hz), 4.59 (t, 1H, H-6, >/ = 7.4 Hz), 6.93 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 7.9 Hz, >/ = 4.7
Hz), 7.04-7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.21 (dd, 1H, Ar-H, 3 = 7.5 Hz, 3 = 4.9 Hz), 7.23-7.30 (m, 3H, Ar-
H), 7.64 (dd, 1H, Ar-H, *J = 7.5 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.20 (dd, 1H, Ar-H,>J = 4.6 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.46
(dd, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz, *J = 1.5 Hz), 12.31 (br s, 1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
&/ppm = 36.3 (C-6), 37.2 (C-5), 115.2 (2C), 115.7, 118.2, 122.3, 127.1, 129.2 (2C), 129.3,
130.5, 133.7, 135.7, 140.1, 140.2, 143.8, 147.1, 147.2, 149.7.

IR (ATR):
cm™ = 3047, 2970, 2777, 1574, 1506, 1434, 1285, 1220, 829, 770.

MS (ESI):
m/z = 316 ([M+H] ¥, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 316.1245

m/z gefunden fir [M+H]": 316.1242.
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6-(4-Bromphenyl)-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (165)

C20H14BrN3 (37625)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von 4-Brombenzaldehyd (389 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.1%3
Ausbeute: 165 mg (21%) eines weilRen Feststoffs
Schmelzpunkt: 232°C unter Zersetzung

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

8/ppm = 3.18 (dd, 1H, H-5a, *Jusamsy = 16.0 Hz, *Jusajme = 7.2 Hz), 3.46 (dd, 1H, H-5b, *Jusame =
16.0 Hz, *Jysams = 7.2 Hz), 4.57 (t, 1H, H-6, >/ = 7.2 Hz), 6.94 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 7.9 Hz, >/ = 4.7
Hz), 7.27-7.13 (m, 3H, Ar-H), 7.32 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 7.9 Hz, %/ = 1.5 Hz), 7.41-7.48 (m, 2H, Ar-
H), 7.63 (dd, 1H, Ar-H, ) = 7.6 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.21 (dd, 1H, Ar-H,3/ = 7.9 Hz, %/ = 1.5 Hz), 8.46
(dd, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 12.34 (br s, 1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 36.2 (C-6), 36.8 (C-5), 114.6, 115.6, 118.2, 119.5, 122.2, 127.0, 129.6 (2C), 130.2,
131.2 (2C), 133.7, 135.6, 143.4, 143.7, 146.9, 147.1, 149.6.

IR (ATR):
cm™ = 3047, 2966, 2779, 1575, 1488, 1435, 1287, 1011, 822, 784, 768.

MS (ESI):
m/z = 376 ([M+H] ", "°Br, 97%), 378 ([M+H] *, ®'Br, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 376.0444

m/z gefunden fiir [M+H]": 376.0442.
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6-Phenyl-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (166)

N=

CaoH1sN; (297.35)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von Benzaldehyd (223 mg, 2.1 mmol)
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.
Ausbeute: 100 mg (16%) eines weilRen Feststoffs
Schmelzpunkt: 240°C unter Zersetzung

163

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds + 2% DCl in D,0):

8/ppm = 3.46 (dd, 1H, H-5a, *Jusamsy = 16.2 Hz, *Jusame = 7.5 Hz), 3.69 (dd, 1H, H-5b, *Jusams =
16.2 Hz, *Jysapms = 7.5 Hz), 4.81 (t, 1H, H-6, ) = 7.5 Hz), 7.21 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 8.1 Hz, */ = 5.0
Hz), 7.28-7.40 (m, 5H, Ar-H), 7.60 (dd, 1H, Ar-H, *J = 8.1 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.65 (dd, 1H, Ar-H, *J
=7.7 Hz,*)=5.5 Hz), 8.20 (dd, 1H, Ar-H,*J = 7.7 Hz, *J = 1.4 Hz), 8.44 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 5.0 Hz,
%)= 1.5 Hz), 8.69 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 5.5 Hz, *J = 1.4 Hz).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg+ 2% DCl in D,0):
8/ppm = 36.3 (C-5), 36.5 (C-6), 117.5, 120.7, 122.9, 125.2, 127.7, 127.9 (2C), 128.1, 129.2
(2C), 134.3, 134.9, 139.6, 140.7, 142.1, 142.5, 143.7, 144.6.

IR (ATR):
cm™ = 3044, 2987, 2847, 2777, 1573, 1433, 1284, 764.

MS (ESI):
m/z = 298 ([M+H] *, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]*: 298.1339

m/z gefunden fiir [M+H]": 298.1337.
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6-Furyl-5,6-dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (167)

C1sH13N;0 (287.32)

Nach 8.1.2.20 durch Umsetzung von Furfural (202 mg, 2.1 mmol)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.
Ausbeute: 110 mg (18%) eines weilRen Feststoffs
Schmelzpunkt: 222°C unter Zersetzung

163

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

8/ppm = 3.36-3.45 (m, 2H, H-5), 4.66 (t, 1H, H-6, *J = 6.6 Hz), 5.97 (dd, 1H, Ar-H, >/ =3.2 Hz, *J
= 0.8 Hz), 6.30 (dd, 1H, Ar-H, ®/ = 3.2 Hz, ®J = 1.9 Hz), 7.03 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 7.9 Hz, >/ = 4.7
Hz), 7.22 (dd, 1H, Ar-H,%J = 7.5 Hz, 3/ = 4.9 Hz), 7.52 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 1.9 Hz, ¥ = 0.9 Hz),
7.60 (dd, 1H, Ar-H, ®J = 7.9 Hz, *J = 1.7 Hz), 7.69-7.74 (m, 1H, Ar-H), 8.24 (dd, 1H, Ar-H, >/ = 4.7
Hz, *J = 1.6 Hz), 8.45 (dd, 1H, Ar-H, 3/ = 4.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 12.31 (br s, 1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
8/ppm = 30.2 (C-6), 33.3 (C-5), 105.5, 110.2, 113.0, 115.8, 118.4, 122.2, 126.9, 130.4, 133.3,
135.7,141.8, 143.8, 146.7, 147.0, 149.4, 156.0.

IR (ATR):
cm™ = 3051, 2970, 2779, 1576, 1437, 1284, 1146, 919, 767, 738.

MS (ESI):
m/z = 288 ([M+H] *, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fur [M+H]": 288.1131

m/z gefunden fiir [M+H]": 288.1124.
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8.1.2.22 Allgemeine Vorschriften zur Dehydrierung der 5,6-Dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 zu 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarba-
zolen 179:

a) Variante a, in Analogie zu Vorschrift 8.1.2.3 in Anlehnung an BEUGELMANS et al., 1985
und LANGLE, STEINHAUER, 2011: 71

Eine Suspension aus 0.21 mmol 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol 40 und
Palladium (10%) auf Aktivkohle (50 Gewichtsprozent) wird flir 2 Stunden im Stickstoffstrom
zum Ruckfluss erhitzt. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde der Katalysator abfiltriert
und mit 20 mL Dichlormethan nachgewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer
eingeengt und die verbleibende Losung auf 80 mL Eiswasser gegeben. Der erhaltene
Feststoff wird abfiltriert und 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde
im Anschluss in 20 mL Dichlormethan gelést und fiir maximal 5 min mit HCl(g) begast
(mindestens bis zur Entstehung eines persistierenden Niederschlags). Das Losungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff 24 Stunden im Olpumpen-
vakuum getrocknet.

b) Variante b, nach LANGLE, 2010, in Anlehnung an WEIDE, 1995 und CLEMENT und WEIDE,
2005: 108, 48,47

Zu einer Losung aus 0.5 mmol eines 6-substituierten 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-aza-
carbazols 40 in 80 mL Dichlormethan wird langsam eine Losung aus 150 mg (0.66 mmol)
DDQ 73 in 50 mL Dichlormethan getropft. Nach vollstindiger Zugabe wird der
Reaktionsansatz 6 Stunden zum Riickfluss erhitzt. Das erkaltete Reaktionsgemisch wird im
Anschluss in 300 mL einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung hydrolysiert, die
organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase zweimal mit je 80 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (iber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Der so erhaltene Riickstand wurde in einem Gemisch aus 150 mL
Dichlormethan und 20 mL Methanol geldst und das Dichlormethan vorsichtig am Rotations-
verdampfer entfernt. Die daraus entstandene Suspension wurde filtriert und der gewonnene
Feststoff erneut in 80 mL frisch destilliertem Dichlormethan geldst und flir maximal 5 min
mit HCl(g) begast (mindestens bis zur Entstehung eines persistierenden Niederschlags). Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff 24
Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet.
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8.1.2.23 Synthetisierte und teilweise aufgereinigte 11H-Pyrido[3,2-i]-1-aza-
carbazole 179:

6-Phenyl-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (180)

C20H13N3 - X HCI (295.34 + X 36.46)

Vorschrift: 8.1.2.22 a

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.
Rohausbeute: 19 mg (13%) eines gelbgriinen Feststoffs. Eine vollstandige Aufreinigung und
Isolierung des Produktes gelang nicht.

163

6-(4-Methoxyphenyl)-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (181)

C,1H1sN30 - x HCI (325.36 + x 36.46)

Vorschrift: 8.1.2.22 b

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.
Ausbeute: 38 mg (5%) eines ockergelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 187°C unter Zersetzung

163
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'H-NMR (300 MHz, Methanol-d,):

6/ppm = 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.14 (d, 1H, Ar-H, 3/=8.0 Hz), 7.60 (m, 3H, Ar-H), 7.97 (s, 1H, Ar-
H), 8.08 (dd, 1H, Ar-H,*J = 7.8 Hz, ®/ = 5.0 Hz), 8.40 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.8 Hz), 8.67 (d, 1H, Ar-H,
3)=4.8 Hz),9.14 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 8.1 Hz), 9.23 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.6 Hz).

“C-NMR (75 MHz, Methanol-d,):
8/ppm = 56.1 (OCHs), 115.5, 115.9 (2C), 118.1, 122.2, 122.3, 123.9, 124.1, 129.5, 130.8,
131.2,131.4 (2C), 139.9, 140.1, 141.1, 145.1, 146.0, 146.8, 162.3.

MS (ESI):
m/z = 326 ([M+H] ¥, 100%), 164 ([M+2H]", 12%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 326.1288,

m/z gefunden fiir [M+H]": 326.1285.

6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (182)

MeO *x HCI

C22H17N302 - X HCI (39707 + X3646)

Vorschrift: 8.1.2.22 b

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.
Ausbeute: 93 mg (11%) eines ockergelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 275°C unter Zersetzung

163

'H-NMR (300 MHz, Methanol-d,):

6/ppm = 3.63 (s, 3H, OCH3), 3.96 (s, 3H, OCHs), 6.82 (d, 1H, Ar-H, 3/=8.0 Hz), 7.60 (m, 3H, Ar-
H), 7.97 (s, 1H, Ar-H), 8.08 (dd, 1H, Ar-H,>J = 7.8 Hz, *J = 5.0 Hz), 8.40 (d, 1H, Ar-H, >/ = 4.8 Hz),
8.67 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.8 Hz), 9.14 (d, 1H, Ar-H, 3/ = 8.1 Hz), 9.23 (d, 1H, Ar-H, *J = 4.6 Hz).
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BC-NMR (75 MHz, Methanol-d,):
8/ppm = 56.1 (OCHs), 56.2 (OCHs), 100.0, 100.7, 118.2, 120.2, 122.6, 123.3, 123.8, 124.8,
129.7,130.8, 131.1, 132.6, 138.0, 139.6, 140.0, 144.8, 146.0, 146.4, 159.4, 164.1.

MS (ESI):
m/z =398 ([M+H] ", 100%), 179 ([M+2H]", 12%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 356.1394,

m/z gefunden fiir [M+H]": 356.1390.

6-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (183)

C23H19N303 - X HCI (385.42 + X 36.46)

Vorschrift: 8.1.2.22 a
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3

Rohausbeute: 24% eines grinlich gelben Feststoffs

Eine Isolierung des Produktes konnte teilweise erreicht werden, eine endgiltige
Aufreinigung schlug allerdings fehl, so dass auch keine NMR-spektroskopische Charakteri-
sierung erfolgen konnte.

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 386.1499,

m/z gefunden fiir [M+H]": 386.1496.
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8.1.2.24 Synthese von 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-11-methyl-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (184) nach LANGLE, STEINHAUER, 2011, ®% in
Anlehnung an SALAMATINA et al., 2011:'*

MeO

C23H21N30; (371.43)

Zu einer Losung bestehend aus 50 mg (0.14 mmol) 6-(2,4-Dimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-
11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (160) und 8 mg (0.15 mmol) Kaliumhydroxid in 1 mL DMPU
werden 8,7 pL (20 mg, 0.14 mmol) Methyliodid bei Raumtemperatur zugetropft. Die
Reaktionslésung wird fir drei Stunden bei Raumtemperatur gerlGhrt und anschlieend mit
7 mL Wasser hydrolysiert. Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt und fiir 24 h im
Olpumpenvakuum getrocket. Die Aufreinigung des Rohproduktes gelingt mittels Flash-
chromatographie an Kieselgel (FlieRmittel: Ethylacetat).

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch LANGLE, STEINHAUER, 2011.%%3
Ausbeute: 33 mg (64%) eines gelben Feststoffs

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

8/ppm = 3.18 (dd, 1H, H-5a, *Jusamsp = 15.4 Hz, *Jusame = 7.1 Hz), 3.32 (dd, 1H, H-5b, *Jusams =
15.4 Hz, Jysame = 7.1 Hz), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.88 (s, 3H, OCHs), 4.47 (s, 3H, NCH;), 4.87 (t,
1H, H-6, %) = 7.1 Hz), 6.24 (dd, 1H, Ar-H, *J = 8.4 Hz, *J = 2.4 Hz), 6.52 (d, 1H, Ar-H, *J = 2.4 Hz),
6.73 (d, 1H, Ar-H, */ = 8.4 Hz), 6.90 (dd, 1H, Ar-H,%J = 7.9 Hz, *J = 4.7 Hz), 7.02 (dd, 1H, Ar-H, *J
=7.5Hz, *J = 4.9 Hz), 7.36 (dd, 1H, 3/ = 7.9 Hz, ®/ = 1.6 Hz), 7.40 (m, 1H, Ar-H), 8.33 (dd, 1H,
Ar-H, %= 4.7 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.47 (dd, 1H, Ar-H, *J = 4.9 Hz, *J = 1.7 Hz).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 30.2 (C-6), 31.5 (NCH3), 37.1 (C-5), 55.4 (OCHs), 55.6 (OCHs), 98.7, 104.0, 115.7,
116.7, 118.5, 121.5, 123.5, 128.3, 129.4, 132.2, 134.4, 135.8, 143.7, 147.0, 149.4, 149.9,
157.9, 159.7.

MS (ESI):
m/z = 372 ([M+H]*, 100%).
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8.1.2.25 Synthese von 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (33) nach STEINHAUER,
2010, in Anlehnung an Li et al., 2006:®
H N=
N

/N\ \_/

Ci4HoN;3 (219.24)

Eine Suspension aus 117 mg (0.30 mmol) 6-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-11H-
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazol (170, STENzEL, 2009%%) in 1 mL Chloroform und 2 mL Trifluor-
methansulfonsdure werden unter Stickstoffatmosphare 72 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Im Anschluss wird auf 10 g Eiswasser hydrolysiert und erneut 24 Stunden gerihrt.
Nach Neutralisation mit 1,5 M Natriumhydroxid-Losung wird weitere zwei Stunden geriihrt.
Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt und 24 Stunden im Olpumpenvakuum
getrocknet. Die Aufreinigung erfolgt mittels Flashchromatographie an Kieselgel (FlieBmittel:
Ethylacetat/Petrolether 1:1).

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch STEINHAUER, 2010.*%
Ausbeute: 35 mg (53%) eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 216°C

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

8/ppm = 7.33 (dd, 1H, H-2, *J = 7.8 Hz,3J = 4.5 Hz), 7.53 (dd, 1H, H-8, */ = 8.3 Hz,%J = 4.3 Hz),
7.64, 8.18 (d, 2H, H-10, H-11), 8.32 (dd, 1H, H-9,%/ = 8.3 Hz, *J = 1.6 Hz), 8.46 (dd, 1H, H-1, %/ =
7.8 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.82 (d, 1H, H-3, */ = 3.81 Hz), 9.13 (dd, 1H, H-7,%/ = 4.3 Hz, J = 1.6 Hz),
11.99 (s, 1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d):
8/ppm = 115.9, 116.7, 118.9, 119.4, 120.2, 121.0, 127.4, 128.5, 135.1, 136.4, 137.6, 146.3,
149.1, 151.3.

R (ATR):
cm™=3062, 3031, 2939, 2849, 1587, 1576, 1522, 1370, 1282, 820, 785, 765.

MS (ESI):
m/z = 220 ([M+H]*, 100%).

HRMS (ESI):
m/z berechnet fiir [M+H]": 220.0869,

m/z gefunden fiir [M+H]": 220.0865.



256| Experimenteller Teil

8.2 HPLC-Analytik

8.2.1 Loslichkeit

8.2.1.1 Materialien und Gerate

Acetonitril, Methanol, konzentrierte Salzsdure (Fa. J.T. Baker, Griesheim), Dikalium-
hydrogenphosphat (Fa. Roth, Karlsruhe), Kaliumdihydrogenphosphat, Kaliumhydroxid,
Phosphorsdure, Trifluoressigsaure (Fa. Merck, Darmstadt).

Die Suspendierung der Proben erfolgte mit einem Kleinschittler Vortex Genie 2 der Firma
Scientific Industries, Inc. Die Ansatze wurden mit einem Vibrationsmischer IKA-Vibrax VXR
(Fa. Jahnke & Kunkel, Staufen) geschiittelt. Fir die Messung der pH-Werte wurde ein
Microprozessor pH-Meter pH 537 der Wissenschaftlich-Technische Werkstdtten (Weilheim)
mit der Elektrode Blue Line 16 p-H der Firma Schott (Mainz) verwendet. Die Zentrifugation
erfolgte mit Hilfe einer Hettich Mikroliter Zentrifuge (Fa. Hettich, Tuttlingen).

8.2.1.2 HPLC-Analytik zur Bestimmung pH-abhangiger Sattigungsloslich-
keiten (Abschnitt 4.1.1 und 4.1.3)

Die Analytik erfolgte unter Verwendung eines Waters Alliance HPLC-Systems mit einem
Waters 2695 XC Trennmodul, Waters 2998 Photodiodenarraydetektor, Sdulenofen und der
Software Empower 2.

Temperatur: 25°C

Stationare Phase: LiChrospher® 60 RP-select B (125 x 4 mm, 5 um), Vorsaule:
Phenomenex C18 (4 x 4 mm)

Mobile Phase: Eluent A: 0,1% Trifluoressigsdure in aqua bidest.
Eluent B: Acetonitril

Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pL

Elution der 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline 37 (Abschnitt 4.1.1):

Gradientenelution mit variierendem Anteil Acetonitril: 26 — 50% (0 — 8 min), 50 — 26% (8 —
9.5 min), 26% (9.5 — 12 min). Eine Elution erfolgte innerhalb von 12 min.
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Detektionswellenldnge: 265 nm

Elution der 5,6-Dihydro-11H-pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole 40 (Abschnitt 4.1.3):

Isokratische Elution mit 40% Acetonitril. Die Elution erfolgte innerhalb von 8 min.

Detektionswellenldnge: 220 nm

Probenaufbereitung und Kalibrierung siehe Abschnitte 4.1.1 und 4.1.3.

8.2.1.3 HPLC-Analytik zur Bestimmung der Loslichkeiten in Abschnitt 4.1.2

Die Analytik erfolgte unter Verwendung eines Merck-Hitachi HPLC-Anlage mit L6200A
Pumpensysten, AS-2000 Autsosampler, L4000 UV-Detektor (Merck-Hitachi) und der
Software ClarityLite 2.5.6.99 (Fa. DataApex).

Temperatur: 25°C

Stationare Phase: Merck RP Select B C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 uM), Vorsaule:
Phenomenex C18 (4 x 3 mm)

Mobile Phase: Eluent A: 0,1% Trifluoressigsaure in aqua bidest.
Eluent B: Acetonitril

Flussrate: 0,8 ml/min

Injektionsvolumen: 5uL

Elution der untersuchten Verbindungen 52, 78, 147, 150, 151 (Abschnitt 4.1.2):

Gradientenelution mit variierendem Anteil Acetonitril: 10 — 70% (0 — 12 min), 70 — 10%
(12 — 13 min), 10% (13 — 20 min). Eine Elution erfolgte innerhalb von 20 min.

Detektionswellenlange: 230 nm

Probenaufbereitung und Kalibrierung siehe Abschnitt 4.1.2.
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8.2.2 Lipophilie
8.2.2.1 Materialien und Gerate

Ammoniumformiat, Kaliumdihydrogenphosphat, Kaliumhydroxid, Phosphorsaure (Fa. Merck,
Darmstadt), Ammoniak (25%), Methanol (J.T. Baker, Griesheim), Dikaliumhydrogen-
phosphat (Fa. Roth, Karlsruhe). Die verwendeten Standards 4-Chlortoluol, Toluol,
Chlorbenzol, Benzophenon, Testosteron, Thymol, Biphenyl, Ketoconazol, Clotrimazol,
4-Acetylpyridin, Acetanilid, Acetophenon, Benzoesduremethylester, Benzoesdureethylester,
Benzoesdurephenylester, Diphenylether, 1,2-Diphenylethan und Triphenylamin wurden von
den Firmen Alfa-Aesar, Fluka, Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen.

Die Suspendierung der Proben erfolgte mit einem Kleinschiittler Vortex Genie 2 der Firma
Scientific Industries, Inc. Fiir die Messung der pH-Werte wurde ein Microprozessor pH-Meter
pH 537 der Wissenschaftlich-Technische Werkstatten (Weilheim) mit der Elektrode Blue Line
16 pH der Firma Schott (Mainz) verwendet.

8.2.2.2 Methode a zur Bestimmung von logD-Werten per HPLC-Analytik
(Abschnitt 4.2)

Die Analytik erfolgte unter Verwendung eines Waters Alliance HPLC-Systems mit einem
Waters 2695 XC Trennmodul, Waters 2998 Photodiodenarraydetektor, Sdulenofen und der
Software Empower 2.

Temperatur: 25°C

Stationare Phase: LiChrospher® 100 RP-8 (125 x 4 mm, 5um), Vorsaule:
Phenomenex C18 (4 x 4 mm)

Mobile Phase: Eluent A: 20 mM Phosphatpuffer pH 7,4 (40%)
Eluent B: Methanol (60%)

Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pL

Die Elution der untersuchten Verbindungen erfolgte isokratisch innerhalb von 30 min.

Detektionswellenlange: 220 nm
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Die Untersuchungslésungen bestanden aus 100 puM Losungen der entpsrechenden
Verbindung in der mobilen Phase. Die logD-Werte wurden lber eine externe Kalibriergerade,
erhalten durch die Analyse von neun verschiedenen Standards, jeweils in der Konzentration
100 pM fur den logP-Bereich von 2,5-6,1, berechnet. Details zur Kalibrierung und
Auswertung siehe Abschnitt 4.2.

8.2.2.3 Methode b zur Bestimmt von logD-Werten per HPLC-Analytik
(Abschnitt 4.2)

Die Analytik erfolgte unter Verwendung eines Merck-Hitachi HPLC-Anlage mit L6200A
Pumpensysten, AS-2000 Autsosampler, L4000 UV-Detektor (Merck-Hitachi) und der
Software ClarityLite 2.5.6.99 (Fa. DataApex).

Temperatur: 30°C

Stationare Phase: Waters Xterra MS C8 (4,6 x 50 mm, 3,5 um), Vorsaule:
Phenomenex C18 (4 x 3 mm)

Mobile Phase: Eluent A: 95 Vol-% wassriger Ammoniumformiatpuffer (21,05
mM) pH 7,4, 5 Vol-% Methanol
Eluent B: 5 Vol-% wassriger Ammoniumformiatpuffer (360 mM)
pH 7,4, 95 Vol-% Methanol.

Flussrate: 0,6 ml/min

Injektionsvolumen: 5puL

Elution der untersuchten Verbindungen:
Gradientenelution: 100% A — 100% B (0 — 40 min), 100% B — 100% A (40 — 42 min), 100% A

(42 — 60 min). Eine Elution erfolgte innerhalb von 60 min.
Detektionswellenldnge: 220 nm
Die Untersuchungslosungen bestanden aus der entsprechenden Verbindung und den 10

internen Standards mit log P-Werten im Bereich von 0,5 — 5,7 (2 mg/ml) in Methanol. Details
zur Kalibrierung und Auswertung siehe Abschnitt 4.2.
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Anhang |i

10 ANHANG

Der Anhang enthdlt die Original-Testdaten aus dem NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line
Screening des National Cancer Institute (Maryland, USA) aller in dieser Arbeit behandelter
Verbindungen, fiir die ein Five-Dose Assay durchgefihrt wurde. Gezeigt sind interne
Bezeichnung und vom NCI vergebene NSC-Nummer, Testnummer und Testdatum, und die
fir die einzelnen Zelllinien und getesteten Konzentrationen aufgelisteten gemessenen
Absorptionen und daraus ermittelten Wachstumsprozente, sowie die berechneten Glsg-, TGI-,
und LCso-Werte der einzelnen Zelllinien.

Fiir folgende Verbindungen sind diese Testdaten nacheinander aufgefiihrt:

Verbindungen der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Klasse 31:

P4 (NSC 754001)

P5 (NSC 754006)

P16 (NSC 755782)

P18 (NSC 760949)

P28 (NSC 763165)

P1-D (NSC 763166)

P8-D (NSC 763168)

P16-D (NSC 768113)

P20-D (NSC 763169)

P24-D (NSC 763170)

P28-D (NSC 765620)

P5-0 (NSC 765946)

P16-O (NSC 765622)

P8-D-O (NSC 765624)

P16-Cl (NSC 765621)

P4-H (NSC 768114)

P4-D-H (NSC 768115)
P16-6NEthNCH32 (NSC 765623)
P1660EthNCH32 (NSC 765625)
P8-D-60EthNCH32 (NSC 768118)

Verbindungen der 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazolklasse 33:

A12 (NSC 765626)
A3-D (NSC 755786)
A12-D (NSC 765627)
A13-D (NSC 765628)
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P4 (NSC 754001)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC : D - 754001 /1 Experiment ID : 1009NS21 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : September 20, 2010 QNS : MC :

COMI : ICN-4 (94999) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctl  -80 70 60 50 -40 80 70 -60 50 40 GI50 el LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0516 2.072 1.992 2.017 2.050 0.942 0.385 95 96 99 27 -25 4.81E-6 3.30E-5 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0484 1829 1.745 1.771 1685 0.682 0.325 94 96 89 15 -33 3.36E-6 2.03E-5 > 1.00E-4
K-562 0.198  1.411 1.365 1.381 1.354 0.647 0.276 96 98 95 37 6 5.99E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0470 1774 1760 1710 1.520 0.598 0.397 99 95 81 10 -16 2.70E-6 244E-5 > 1.00E-4
RPMI-8226 0.857 2485 2444 2430 2431 1.683 0.761 98 97 97 51 -1 1.03E-5 6.59E-5 > 1.00E-4
SR 0.387 2215 2158 2.182 2032 0.802 0.288 97 98 90 23 -26 3.93E-6 2.94E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0309 1.349 1297 1334 1.319 0766 0.237 95 99 97 44 -23 7.69E-6 4.50E-5 > 1.00E-4
EKVX 0648 1562 1564 1.557 1.673 1.355 0.606 100 99 112 44 -7 2.12E-5 8.35E-5 > 1.00E-4
HOP-62 0.393  1.000 0.993 1.010 1.181 0.787 0.300 99 102 130 65 -24 1.47E-5 5.39E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1107 1482 1432 1416 1.782 1.752 1.064 87 82 180 172 -4 4.94E-5 9.50E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 0.634 1.384 1.340 1.287 1.268 0.749 0.552 94 87 85 15 -13 3.16E-6 3.49E-5 > 1.00E-4
NCI-H23 0610 1634 1598 1.607 1.776 1.366 0.491 96 97 114 74 -20 1.80E-5 6.17E-5 > 1.00E-4
NCI-H322M 0.858 1.568 1520 1514 1562 1.177 0.613 93 92 99 45 -29 8.05E-6 4.08E-5 > 1.00E-4
NCI-H460 0213 169 1764 1802 1.635 0526 0.111 105 107 96 21 -48 4.11E-6 2.02E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 0656  1.350 1.351 1.293 1.230 0.888 0.270 100 92 83 33 -59 4.59E-6 2.30E-5 8.02E-5
Colon Cancer
COLO 205 0.253 0.760 0.801 0.873 0.944 0.359 0.174 108 122 136 21 -31 5.60E-6 2.52E-5 > 1.00E-4
HCC-2998 0591 1676 1689 1740 1.805 1.160 0.389 101 106 112 52 -34 1.07E-5 4.02E-5 > 1.00E-4
HCT-116 0212 1430 1447 1486 1427 0.476 0.138 101 105 100 22 -35 4.34E-6 241E-5 > 1.00E-4
HCT-15 0219 1.337 1.232 1219 1.104 0.365 0.147 91 89 79 13 -33 2.76E-6 1.92E-5 > 1.00E-4
HT29 0232 1.174 1.191 1201 1.119 0616 0.183 102 103 94 41 -21 6.71E-6 4.56E-5 > 1.00E-4
KM12 0.316  1.456 1.454 1527 1599 0974 0.278 100 106 113 58 -12 1.29E-5 6.69E-5 > 1.00E-4
SW-620 0241 1429 1432 1466 1685 0.832 0.210 100 103 122 50 -13 9.92E-6 6.19E-5 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.561  1.661 1.713 1.802 2.041 1.161 0.356 1056 113 135 55 -37 1.12E-5 3.96E-5 > 1.00E-4
SF-295 0.710  1.990 1.825 2.024 2.042 1.448 0.538 87 103 104 58 -24 1.24E-5 5.06E-5 > 1.00E-4
SF-539 0549 1540 1508 1499 1424 0.774 0.119 97 96 88 23 -78 3.84E-6 1.68E-5 5.24E-5
SNB-19 0458 1.271 1239 1299 1564 1.311 0.403 96 103 136 105 -12 2.94E-5 7.88E-5 > 1.00E-4
SNB-75 0632 1063 1.002 1.015 0.958 0.919 0.066 86 89 76 67 -90 1.28E-5 2.67E-5 5.57E-5
U251 0244 0989 0960 0.949 1.087 0.613 0.247 96 95 113 49 . 9.80E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0.253 1.745 1.705 1.865 1.869 0.732 0.090 97 108 108 32 -65 5.82E-6 2.15E-5 7.06E-5
MALME-3M 0617 1.078 . . . . . . . . . . .
M14 0390 1.302 1.316 1.447 1475 1271 0.112 102 116 119 97 -1 1.89E-5 3.76E-5 7.46E-5
MDA-MB-435 0.338 1.198 1.194 1232 1404 0.863 0.194 100 104 124 61 -43 1.28E-5 3.87E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0669 1.013 1.000 1.056 1.098 0.734 0.163 9% 113 125 19 -76 5.07E-6 1.58E-5 5.34E-5
SK-MEL-28 0.610 1.392 1413 1462 1.882 1.298 0.439 103 109 163 88 -28 2.12E-5 5.73E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0631 2686 2719 2685 2765 1462 0.574 102 100 104 40 -9 7.06E-6 6.57E-5 > 1.00E-4
UACC-257 0.560 1.085 : g : 3 : i . 5 . g g
UACC-62 0.639 1.797 1714 1901 2452 1.660 0.078 93 109 157 88 -88 1.65E-5 3.17E-5 6.10E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0.441  1.047 . . . . . . . . . . . . .
OVCAR-3 0437 1.268 1.322 1329 1.350 0.727 0.357 106 107 110 35 -18 6.29E-6 451E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0458 0.931 0.904 00931 1.097 0.690 0.453 94 100 135 49 -1 9.71E-6 9.51E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0446 1.121 1.116 1.184 1.613 1.397 0.450 99 109 173 141 1 4.44E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0.447 1495 1505 1.515 1.586 0.851 0.396 101 102 109 39 -12 6.86E-6 5.89E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0479 1421 1445 1420 1.394 1.144 0.504 103 100 97 71 3 2.01E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0553 1.192 1.182 1.207 1.281 0.761 0.467 98 102 114 33 -16 6.11E-6 4.74E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.730 2.101 2112 2105 2272 1.318 0.341 101 100 113 43 -53 7.91E-6 2.79E-5 9.24E-5
A498 1340 2114 2002 1.958 2062 1511 0.224 85 80 93 22 -83 4.05E-6 1.62E-5 4.83E-5
ACHN 0.317 1.094 1.078 1.101 0.877 0.460 0.256 98 101 72 18 -19 2.57E-6 3.07E-5 > 1.00E-4
CAKI-1 0545 1776 1.784 1.839 1470 0.783 0.390 101 105 75 19 -28 2.82E-6 2.54E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0.614 1.250 1.227 1.234 1212 0.880 0.254 96 98 94 42 -59 6.98E-6 261E-5 8.19E-5
SN12C 0.581 1.654 1578 1.570 1.605 1.000 0.425 93 92 95 39 -27 6.40E-6 3.91E-5 > 1.00E-4
TK-10 0523 1.052 1075 1.027 0818 0611 0252 04 95 56 17 -52 1.40E-6 1.75E-5 9.38E-5
Uo-31 0598 1301 1233 1296 1.249 0.906 0.490 90 99 93 4 18 7 48E-6 5.10E-5 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0522 1.389 1.353 1429 1702 1.231 0.541 96 105 136 82 2 2.50E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0309 1.161 1135 1.112 1.024 0639 0.287 97 94 84 39 -7 5.62E-6 6.94E-5 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0363 1614 1536 1564 1.716 0.919 0.395 94 96 108 44 3 8.17 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.654  1.140 1.166 1.236 1.758 1.355 0.348 105 120 227 144 -47 3.11E-5 5.68E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0796 1.371 1.350 1.375 1.281 0.966 0.486 96 101 84 30 -39 4.23E-6 2.70E-5 > 1.00E-4
T-47D 0.647 1.219 1.230 1.300 1.502 1.017 0.565 102 114 150 65 -13 1.55E-5 6.84E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0569 1484 1414 1467 1480 1.042 0.282 92 98 100 52 -51 1.04E-5 3.21E-5 9.88E-5
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P5 (NSC 754006)

In-Vitro Testing Results

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

NSC : D - 754006 / 1 Experiment ID : 1009NS21 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : September 20, 2010 QNS : MC :
COMI : ICN-9 (95004) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctl 80 70 60 50 40 80 70 60 50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0516  1.911 1.848 1.809 1.584 0.498 0.355 96 93 77 -4 -31 2.15E-6 9.02E-6 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0484 1629 1556 1.644 1656 0.277 0.214 94 101 102 -43 -56 2.29E-6 5.07E-6 3.59E-5
K-562 0.198 1255 1.250 1.206 0.715 0.219 0.119 100 95 49 2 -40 9.45E-7 1.11E-5 > 1.00E-4
MOLT-4 0470 1.501 1493 1532 1377 0465 0213 99 103 88 -1 -55 2.67E-6 9.73E-6 8.15E-5
RPMI-8226 0857 2520 2382 2421 2228 1.025 0.578 92 94 82 10 -33 281E-6 1.73E-5 > 1.00E-4
SR 0.387 1.908 1.850 1.812 1.284 0.326 0.197 96 94 59 -16 -49 1.32E-6 6.13E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0309 1.337 1.269 1.247 1274 0451 0.027 93 91 94 14 -91 3.53E-6 1.35E-5 4.05E-5
EKVX 0.648 1.505 1.491 1502 1.366 0.811 0.036 98 100 84 19 -94 3.32E-6 1.47E-5 4.06E-5
HOP-62 0393 1.027 1.037 1.018 0.993 0.524 -0.002 102 99 95 21 -100 4.01E-6 1.48E-5 3.85E-5
HOP-92 1107 1409 1367 1.375 1461 1.178 0.328 86 89 117 24 -70 5.22E-6 1.78E-5 6.07E-5
NCI-H226 0634 1353 1283 1265 1.193 0.772 0.216 90 88 78 19 -66 2.97E-6 1.68E-5 6.50E-5
NCI-H23 0610 1595 1543 1557 1618 0.816 0.111 95 96 102 21 -82 4.39E-6 1.60E-5 4.90E-5
NCI-H322M 0.858 1.458 1505 1.481 1.514 1.052 0.055 108 104 109 32 -94 5.90E-6 1.81E-5 4.50E-5
NCI-H460 0213 1510 1576 1.556 1.331 0.166 0.019 106 104 86 -22 -91 2.16E-6 6.25E-6 2.54E-5
NCI-H522 0.656  1.397 1.366 1.365 1.238 0.350 0.012 96 96 79 -47 -98 1.69E-6 4.24E-6 1.16E-5
Colon Cancer
COLO 205 0253 0.717 0.753 0.747 0.740 0.138 -0.011 108 106 105 -46  -100 2.32E-6 4.98E-6 1.20E-5
HCC-2998 0.591 2.201 2.161 2.081 2.161 1.091 -0.001 98 93 98 31 -100 5.19E-6 1.73E-5 4.15E-5
HCT-116 0212 1482 1393 1483 1436 0.247 0.005 93 100 96 3 -98 3.13E-6 1.06E-5 3.35E-5
HCT-15 0219 1.201 1.164 1.136 1.009 0.263 0.006 96 93 80 4 -97 2.52E-6 1.11E-5 3.42E-5
HT29 0232 1173 1177 1.196 1.055 0.159 0.008 100 102 87 -32 -97 2.06E-6 5.42E-6 1.92E-5
KM12 0316 1263 1.268 1.270 1.144 0.375 0.007 101 101 87 6 -98 2.89E-6 1.15E-5 3.47E-5
SW-620 0.241 1.304 1.326 1.294 1237 0435 0.010 102 99 94 18 -96 3.80E-6 1.45E-5 3.96E-5
CNS Cancer
SF-268 0.561 1519 1467 1477 1391 0.734 0.037 95 96 87 18 -93 3.42E-6 1.45E-5 4.08E-5
SF-295 0.710 1975 1.851 1.913 1.749 0.591 0.130 90 95 82 -17 -82 2.11E-6 6.76E-6 3.24E-5
SF-539 0549 1452 1459 1377 1.352 0.378 0.037 101 92 89 -31 -93 2.11E-6 5.50E-6 2.00E-5
SNB-19 0458 1.255 1.231 1.258 1.266 0.637 0.004 97 100 101 22 -99 4.47E-6 1.53E-5 3.94E-5
SNB-75 0632 1.067 0965 0.970 0.941 0435 0.071 77 78 7 -31 -89 1.61E-6 4.96E-6 2.12E-5
U251 0244 0972 0.936 0.924 0.907 0.325 -0.003 95 93 91 11 -100 3.26E-6 1.26E-5 3.55E-5
Melanoma
LOX IMVI 0.253 1.621 1.611 1571 1.566 0.485 0.053 99 96 96 17 -79 3.82E-6 1.50E-5 497E-5
MALME-3M 0617  1.057 1.031 1.032 0.983 0.751 0.145 94 94 83 30 -76 4.24E-6 1.92E-5 5.65E-5
M14 0.390 1.326 1.306 1.311 1.362 0.244 0.002 98 98 104 -37  -100 2.41E-6 5.43E-6 1.59E-5
MDA-MB-435 0338 1295 1.238 1.212 0.636 0.159 0.021 94 91 31 -53 -94 4.86E-7 2.35E-6 9.22E-6
SK-MEL-2 0.669 0.951 0.967 0973 0.918 0474 0.037 106 108 88 -29 -95 2.11E-6 5.64E-6 2.08E-5
SK-MEL-28 0610 1392 1403 1.375 1.381 0.857 0.008 101 98 98 32 -99 5.30E-6 1.75E-5 4.22E-5
SK-MEL-5 0.631 2.738 2686 2582 2.193 0.556 -0.003 97 93 74 -12 -100 1.91E-6 7.26E-6 2.70E-5
UACC-257 0560 1.058 1.043 1.028 1.019 0.723 0.003 97 94 92 33 -100 5.12E-6 1.77E-5 4.22E-5
UACC-62 0639 1.717 1654 1.689 1615 00682 0.012 94 97 91 4 -98 2.94E-6 1.09E-5 3.38E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0.441 1.019 1.107 1.150 1.140 0.618 0.228 115 123 121 31 -48 6.10E-6 2.44E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0437 1.098 1.133 1.111 1.134 0.292 -0.001 106 102 105 -33  -100 2.51E-6 5.75E-6 1.78E-5
OVCAR-4 0458 0.880 0.874 0.837 0.891 0482 0.235 99 90 103 6 -49 3.49E-6 1.27E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0446 1.068 1.029 1.037 1.006 0.524 -0.002 94 95 90 13 -100 3.28E-6 1.29E-5 3.59E-5
OVCAR-8 0.447 1494 1.505 1.469 1437 0.636 0.253 101 98 95 18 -44 3.82E-6 1.96E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0479 1429 1409 1417 1.359 0.349 0.318 98 99 93 -27 -34 2.27E-6 5.94E-6 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.553 1.256 1.240 1.225 1.288 0.400 -0.006 98 96 105 -28  -100 2.58E-6 6.17E-6 2.03E-5
Renal Cancer
786-0 0.730 2.168 2132 2.097 2073 0.782 0.013 97 95 93 4 -98 3.04E-6 1.08E-5 3.36E-5
A498 1.340  1.941 1.880 1.797 1.553 0.675 -0.010 90 76 35 -50 -100 4.36E-7 261E-6 1.02E-5
ACHN 0.317  1.099 1.098 1.069 0.990 0.382 -0.017 100 96 86 8 -100 2.91E-6 1.19E-5 3.45E-5
CAKI-1 0545 1.752 1.785 1.830 1482 0479 0.153 103 106 78 -12 -72 2.03E-6 7.33E-6 4.29E-5
RXF 393 0.614 1.183 1.121 1.128 1.040 0.510 0.045 89 90 75 -17 -93 1.86E-6 6.53E-6 2.73E-5
SN12C 0.581 1570 1547 1551 1469 0.701 0.229 98 98 90 12 -61 3.25E-6 1.47E-5 7.13E-5
TK-10 0.523 1.056 1.036 1.035 1.053 0.573 0.002 96 96 99 9 -100 3.53E-6 1.22E-5 3.50E-5
Uo-31 0598 1.287 1.225 1.213 1.063 0.656 0.161 91 89 67 8 -73 1.97E-6 1.27E-5 5.21E-5
Prostate Cancer
PC-3 0522 1475 1447 1451 1410 0.789 0.549 97 97 93 28 3 4.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0.309 0.920 0.942 0.909 0.825 0.193 . 104 98 84 -38  -100 1.91E-6 4.91E-6 1.58E-5
Breast Cancer
MCF7 0.363  1.551 1476 1494 1401 0.505 0.056 94 95 87 12 -85 3.13E-6 1.33E-5 4.37E-5
MDA-MB-231/ATCC 0.654 1203 1.236 1.230 1.233 0.692 0.153 106 105 105 7 -77 3.65E-6 1.21E-5 4.79E-5
HS 578T 0.796  1.302 1.302 1.289 1.158 0.671 0.399 100 97 7 -16 -50 1.76E-6 6.60E-6 > 1.00E-4
T-47D 0647 1176 1.184 1.166 1.190 0.748 0.029 101 98 103 19 -96 4.26E-6 1.46E-5 4.00E-5
MDA-MB-468 0.569  1.462 1.386 1.383 1.073 0462 0.079 91 91 56 -19 -86 1.22E-6 5.62E-6 2.90E-5
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P16 (NSC 755782)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D -755782/1 Experiment ID : 1102NS11 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : February 28, 2011 QNS : MC :
COMI : ICN-17 (100769) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 60 -50 40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0477 2223 2.144 2076 2.055 0.574 0.462 95 92 90 6 -3 2.99E-6 4.35E-5 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0.713 2307 2247 2272 2450 0.573 0.331 96 98 109 -20 -54 2.87E-6 7.04E-6 7.85E-5
K-562 0.185 1.386 1.406 1414 1.199 0331 0.185 102 102 84 12 s 2.99E-6 9.51E-5 > 1.00E-4
MOLT-4 0.528 1.634 1626 1.656 1.657 0.597 0.311 99 102 102 6 -41 3.49E-6 1.35E-5 > 1.00E-4
RPMI-8226 0873 2.789 2211 1.716 1410 1.193 0.521 70 44 28 17 -40 5.86E-8 1.96E-5 > 1.00E-4
SR 0433 2078 2.091 2.064 1.770 0.598 0.308 101 99 81 10 -29 2.75E-6 1.81E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0.361 1.591 1612 1572 1478 0.588 0.338 102 98 91 18 -7 3.67E-6 5.49E-5 > 1.00E-4
EKVX 0.721 2067 1.924 2015 2224 1339 0.892 89 96 112 46 13 8.66E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0.406 1.236 1.241 1240 1.364 0496 0.149 101 101 115 11 -63 4.22E-6 1.40E-5 6.61E-5
HOP-92 1.099 1.766 1.717 1.777 1.823 1.459 1.177 93 102 109 54 12 1.24E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 0719 1763 1716 1.719 1.721 0.857 0.260 96 96 96 13 -64 3.59E-6 1.48E-5 6.60E-5
NCI-H23 0.589 2.044 1985 1.979 2067 1.050 0.559 96 96 102 32 -5 5.47E-6 7.24E-5 > 1.00E-4
NCI-H322M 0696 1.754 1.691 1678 1.824 1.051 0.399 94 93 107 34 -43 5.95E-6 2.75E-5 > 1.00E-4
NCI-H460 0244 2665 2707 2684 2654 0.398 0.133 102 101 100 6 -45 3.40E-6 1.33E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 0.615 1.486 1.398 1434 1430 0.381 0.183 90 94 94 -38 -70 2.14E-6 5.13E-6 2.34E-5
Colon Cancer
COLO 205 0310 1411 1.399 1415 1544 0.325 0.075 99 100 112 1 -76 3.64E-6 1.04E-5 4.63E-5
HCC-2998 0669 2538 2535 2449 2508 1.434 0.206 100 95 98 41 -69 6.96E-6 2.35E-5 6.68E-5
HCT-116 0.265 2.049 2.008 1.991 1.849 0.527 0.057 98 97 89 15 -78 3.34E-6 1.44E-5 4.95E-5
HCT-15 0281 2056 2014 1995 1914 0579 0215 98 97 92 17 -23 3.62E-6 261E-5 > 1.00E-4
HT29 0.223  1.403 1.397 1.387 1.390 0.314 0.037 99 99 99 8 -83 3.43E-6 1.21E-5 4.30E-5
KM12 0303 1860 1.850 1.823 1.798 0.609 0.076 99 98 96 20 -75 4.00E-6 1.61E-5 5.43E-5
SW-620 0.196 1.175 1.174 1.155 1210 0.365 0.123 100 98 104 17 -38 4.17E-6 2.07E-5 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.341 1.402 1.389 1.360 1412 0.612 0.330 99 96 101 26 -3 4.73E-6 7.72E-5 > 1.00E-4
SF-295 0.720 2326 2136 2.167 2.141 0.999 0487 88 90 88 17 -32 3.48E-6 2.23E-5 > 1.00E-4
SF-539 0674 2149 2136 2147 2088 0.587 0.201 99 100 96 -13 -70 2.64E-6 7.61E-6 4.44E-5
SNB-19 0475 1.498 1.455 1471 1531 0.792 0.524 96 97 103 31 5 5.45E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0695 1.521 1550 1.476 1.559 1.112 0.664 104 95 105 50 -5 1.02E-5 8.27E-5 > 1.00E-4
U251 0315 1.336 1.301 1.285 1.277 0432 0.113 97 95 94 1" -64 3.42E-6 1.42E-5 6.48E-5
Melanoma
LOX IMVI 0.301 2312 2180 2232 2.151 0.812 0.123 93 96 92 25 -59 4.27E-6 2.00E-5 7.80E-5
MALME-3M 0.733 1.780 1.691 1.702 1.647 1.139 0423 91 93 87 39 -42 5.87E-6 3.01E-5 > 1.00E-4
M14 0.384 1.376 1.332 1.350 1.443 0.396 0.110 96 97 107 1 -71 3.45E-6 1.04E-5 5.06E-5
MDA-MB-435 0.411 1.854 1.827 1.782 1.501 0.206 0.196 98 95 76 -50 -52 1.60E-6 4.00E-6 1.00E-5
SK-MEL-2 0838 1500 1.484 1486 1577 0.557 0.169 97 98 112 -34 -80 2.66E-6 5.87E-6 2.26E-5
SK-MEL-28 0.526  1.557 1.561 1.579 1.615 0.950 0.392 100 102 106 41 -25 7.29E-6 4.15E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0608 2265 2252 2255 2177 0.606 0.019 99 99 95 i -97 2.95E-6 9.92E-6 3.27E-5
UACC-257 0.719  1.455 1.414 1427 1405 0.956 0.444 94 96 93 32 -38 5.09E-6 2.86E-5 > 1.00E-4
UACC-62 0.764 2388 2378 2204 2288 0.886 0.165 99 89 94 8 -78 3.22E-6 1.22E-5 4.67E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0410 1.541 1558 1.585 1.638 0.863 0.278 101 104 109 40 -32 7.15E-6 3.58E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0.366  1.621 1664 1.637 1.614 0.388 0.186 103 101 99 2 -49 3.21E-6 1.08E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0500 1.374 1378 1.387 1.507 0.901 0.448 100 101 115 46 -10 8.73E-6 6.54E-5 > 1.00E-4
OVCAR-8 0441 1796 1.809 1.775 1.722 0.767 0.422 101 98 95 24 -4 4.28E-6 6.99E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.538 2.006 2.031 1.966 1.965 0.589 0.526 102 97 97 3 -2 3.19E-6 3.95E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
A498 1171 2.531 2367 2461 2327 1.155 0.543 88 95 85 -1 -54 2.54E-6 9.64E-6 8.52E-5
ACHN 0316  1.417 1.481 1431 1405 0.590 0.250 106 101 99 25 -21 4.57E-6 3.48E-5 > 1.00E-4
CAKI-1 0.840 2369 2320 2393 2404 1424 0.860 97 102 102 38 1 6.54E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0611 1098 1.083 1.098 1.054 0.382 0.047 97 100 91 -37 -92 2.08E-6 5.11E-6 1.69E-5
SN12C 0442 1659 1629 1595 1634 0.709 0.398 98 95 98 22 -10 4.27E-6 4.87E-5 > 1.00E-4
TK-10 0.706 1.210 1.168 1.209 1.285 0.880 0.539 92 100 115 35 -24 6.42E-6 3.92E-5 > 1.00E-4
Uo-31 0720 1.803 1.646 1.621 1.610 0.977 0.569 86 83 82 24 -21 3.55E-6 3.40E-5 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0599 2122 2218 2159 2079 0.967 0.686 106 102 97 24 6 4.43E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0376  1.623 1644 1.654 1650 0.624 0.352 102 102 102 20 -7 4.30E-6 5.66E-5 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0229 1.133 1.111 1115 1.203 0464 0225 98 98 108 26 -2 5.08E-6 8.65E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC0.500 1.095 1.098 1.097 1.125 0.704 0.289 100 100 105 34 -42 5.99E-6 281E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0.731 1.689 1676 1.652 1.642 0.943 0.799 99 96 95 22 i 4.15E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.667 1403 1406 1.375 1.408 0.845 0.266 100 96 101 24 -60 4 59E-6 1.93E-5 7.57E-5
T-47D 0703 1.832 1.752 1.877 1772 1.074 0.651 93 104 95 33 -7 5.27E-6 6.53E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.580 1.405 1.363 1.338 1.276 0.386 0.207 95 92 84 -34 -64 1.96E-6 5.19E-6 3.42E-5




Anhang |v
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D -760949 /1 Experiment ID : 1109NS17 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : September 06, 2011 QNS : MC :

COMI : ICN-23 (107838) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero  Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0498 1672 1658 1596 1.498 0813 0235 99 94 85 27 53 4.01E-6 2.17E-5 9.22E-5
HL-60(TB) 0.758  2.281 2201 2.159 1.879 0.853 0.373 95 92 74 6 -51 2.24E-6 1.28E-5 9.69E-5
MOLT-4 0679 2105 2127 2092 2115 0993 0.339 102 99 101 2 50 4.40E-6 2.02E-5 9.98E-5
RPMI-8226 1.007 2324 2327 2333 2027 1.405 0.750 100 101 77 30 -26 3.81E-6 3.48E-5 > 1.00E-4
SR 0200 0695 0682 0680 0665 0.256 0.168 97 97 94 1 -16 3.40E-6 2.59E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0312 1611 1.596 1.568 1.345 0.707 0.092 99 97 80 30 -71 3.99E-6 2.00E-5 6.24E-5
EKVX 0572 1.596 1.578 1.633 1.509 1.016 0.201 98 104 91 43 -65 7.28E-6 2.52E-5 7.29E-5
HOP-62 0435 1.104 1.089 1.097 1.097 0.751 0.183 98 99 99 47 -58 8.83E-6 2.81E-5 8.39E-5
HOP-92 1.026  1.505 1488 1475 1441 1.276 0.298 96 94 87 52 -7 1.04E-5 2.65E-5 6.75E-5
NCI-H226 0679 1646 1586 1608 1.609 1.192 0.362 94 96 96 53 47 1.07E-5 3.40E-5 > 1.00E-4
NCI-H23 0483 1.316 1.310 1.309 1.274 0.959 0.080 99 99 95 57 -83 1.12E-5 2.55E-5 5.78E-5
NCI-H322M 0868 1790 1.716 1.655 1.717 1.392 0.080 92 85 92 57 91 1.11E-5 2.42E-5 5.29E-5
NCI-H460 0205 1.823 1.819 1.890 1.620 0.703 0.043 100 104 87 31 -79 4.58E-6 1.91E-5 5.44E-5
NCI-H522 0735 1774 1724 1.725 1.719 1.057 0.303 95 95 95 31 59 5.03E-6 2.21E-5 7.98E-5
Colon Cancer
COLO 205 0.334 1.268 1.268 1.316 1.445 0.932 0.064 100 105 119 64 -81 1.25E-5 2.76E-5 6.11E-5
HCC-2998 0389 1293 1.286 1.278 1.215 0.798 0.050 99 98 91 45  -87 7.86E-6 2.19E-5 5.24E-5
HCT-116 0.140 1172 1.104 1.174 1.105 0481 0.154 93 100 93 33 1 5.24E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0350 1.810 1.794 1.770 1682 0692 0.136 99 97 91 23 61 4.05E-6 1.89E-5 7.36E-5
HT29 0.227  1.402 1407 1426 1366 0.641 0.067 100 102 97 35 -7 5.76E-6 2.15E-5 6.38E-5
KM12 0420 1876 1.949 1859 1.835 0902 0.063 105 99 97 33 -8 5.45E-6 1.91E-5 5.05E-5
SW-620 0.247  1.651 1.636 1.651 1.617 0.817 0.038 99 100 98 41 -85 6.84E-6 2.11E-5 5.28E-5
CNS Cancer
SF-268 0.451 1.410 1.444 1382 1326 0911 0.075 104 97 91 48 -83 8.96E-6 2.32E-5 5.56E-5
SF-295 0583 2076 2.000 2.055 1.878 1.076 0.174 95 99 87 33 -70 4.82E-6 2.09E-5 6.37E-5
SF-539 0670 1.954 1.905 2.026 1.989 1.259 0.162 96 106 103 46 -76 8.47E-6 2.38E-5 6.13E-5
SNB-19 0458 1659 1640 1581 1.549 0979 0.121 98 93 91 43 74 7.24E-6 2.35E-5 6.27E-5
SNB-75 0.748 1615 1.661 1471 1445 1.079 0463 94 83 80 38 -38 5.25E-6 3.17E-5 > 1.00E-4
U251 0298 1523 1490 1480 1.315 0723 0.042 97 96 83 35  -86 4.82E-6 1.94E-5 5.04E-5
Melanoma
LOX IMVI 0.194 1317 1299 1.289 1.235 0.637 0.084 98 98 93 39 -57 6.34E-6 2.57E-5 8.47E-5
MALME-3M 0.531 1.099 1.123 1.133 1.125 0.856 0.238 104 106 104 57 -55 1.16E-5 3.23E-5 8.99E-5
M14 0.361 1.355 1.319 1.318 1.427 0.866 0.226 96 96 107 51 -37 1.02E-5 3.77E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0516 2280 2300 2253 2.155 0.564 0.189 101 98 93 3 -63 2.99E-6 1.10E-5 6.26E-5
SK-MEL-2 0869 1.704 1.702 1684 1766 1.073 0.259 100 98 107 24 -70 4.91E-6 1.81E-5 6.11E-5
SK-MEL-28 0.441 1.360 1.364 1.356 1.263 0.915 0.111 100 100 89 52 -75 1.03E-5 2.56E-5 6.36E-5
SK-MEL-5 0295 2246 2200 2106 1.843 0.882 0.090 98 93 79 30 -70 3.94E-6 2.00E-5 6.35E-5
UACC-257 0653 1.416 1.395 1.392 1.351 1.024 0.122 97 97 91 49 -81 9.26E-6 2.36E-5 5.73E-5
UACC-62 0689 2023 1974 2003 1927 1373 0.158 96 99 93 51 77 1.02E-5 2.51E-5 6.15E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0456 1.568 1.5561 1.631 1.659 1.077 0.141 98 106 108 56 -69 1.11E-5 2.80E-5 7.02E-5
OVCAR-3 0552 1.520 1.543 1540 1.585 0.969 0.083 102 102 107 43 -85 7.78E-6 217E-5 5.33E-5
OVCAR-4 0420 1.009 0.999 0977 0.935 0.635 0.204 98 95 87 36 -52 5.42E-6 2.59E-5 9.60E-5
OVCAR-5 0.527 1.451 1417 1407 1480 1.194 0.115 96 95 103 72 -78 1.40E-5 3.02E-5 6.49E-5
OVCAR-8 0376 1.535 1.668 1.598 1.418 0.783 0.184 103 105 90 35 -51 5.35E-6 2.55E-5 9.69E-5
NCI/ADR-RES 0.451 1.595 1.634 1567 1.480 0.729 0.245 103 97 90 24 -46 4.05E-6 2.22E-5 > 1.00E-4
SK-OV-3 0356 0.883 0.888 0.900 0.964 0.632 0.034 101 103 115 52 -91 1.04E-5 2.33E-5 5.20E-5
Renal Cancer
786-0 0457  1.861 1.834 1.771 1614 0.968 0.212 98 94 82 36 -54 5.06E-6 2.53E-5 9.09E-5
A498 1.040 1566 1426 1484 1289 0.816 0.049 73 84 47 22 95 8.45E-7 4.86E-6 2.43E-5
ACHN 0403 1.636 1.622 1.659 1.635 0.907 0.052 99 102 100 41 -87 7.00E-6 2.09E-5 5.13E-5
CAKI-1 0595 2026 1953 2111 1977 1.076 0235 95 106 97 34  -61 5.49E-6 2.27E-5 7.72E-5
RXF 393 0550 1.064 1.045 1.019 0937 0548 0.060 96 91 75 -89 2.15E-6 9.86E-6 3.62E-5
SN12C 0449 1596 1515 1543 1567 0921 0210 93 95 97 41 53 6.96E-6 2.72E-5 9.22E-5
TK-10 0.708 1.531 1.504 1464 1480 1.130 0.138 97 92 94 51 -81 1.02E-5 2.45E-5 5.87E-5
Uo-31 0540 1470 1.389 1.365 1.332 0.609 0.125 91 89 85 7 -7 2.83E-6 1.22E-5 4.80E-5
Prostate Cancer
PC-3 0483 1.238 1.212 1205 1.114 0.714 0.203 96 96 83 31 -58 4.29E-6 2.21E-5 8.11E-5
DU-145 0.333  1.240 1.308 1.278 1.249 0.830 0.039 108 104 101 55 -88 1.08E-5 241E-5 5.40E-5
Breast Cancer
MCF7 0250 1.352 1.295 1.298 1.202 0.499 0.082 95 95 86 23 -67 3.72E-6 1.79E-5 6.43E-5
MDA-MB-231/ATCC 0.637  1.644 1.634 1.691 1.763 1.277 0.436 99 105 112 64 -32 1.39E-5 4.66E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0814 1597 1.599 1.581 1.493 1.039 0.482 100 98 87 29 -41 4.30E-6 2.59E-5 > 1.00E-4
BT-549 0679 1.586 1.545 1.581 1.546 1.055 0.399 95 99 96 41 -41 6.96E-6 3.17E-5 > 1.00E-4
T-47D 0525 1.110 1.070 1.063 1.084 0.832 0.238 93 92 96 52 -55 1.05E-5 3.08E-5 9.03E-5
MDA-MB-468 0608 1.196 1.160 1.154 1.088 0.502 0.135 94 93 82 -18 -78 2.08E-6 6.66E-6 3.46E-5
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P28 (NSC 763165)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D -763165/1 Experiment ID : 1201NS03 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : January 30, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-24 (113532) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0717 2287 2278 2310 1.709 0.783 0471 99 101 63 4 -34 1.67E-6 1.28E-5 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.075 1760 1.815 1.899 1.044 0.907 0.668 108 120 -3 -16 -38 3.72E-7 9.47E-7 > 1.00E-4
K-562 0249 1235 1305 1.344 0576 0.372 0.230 107 111 33 12 -8 6.08E-7 4.17E-5 > 1.00E-4
MOLT-4 0817 1.763 1973 2.087 1.748 0.781 0.603 122 134 98 -4 -26 2.96E-6 9.06E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 1563 2885 2870 23857 2752 1977 1.016 99 98 90 31 -35 4.79E-6 2.96E-5 > 1.00E-4
SR 0526 1.234 1.346 1241 0.719 0.535 0.368 116 101 27 1 -30 4.92E-7 1.09E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0414 1.963 1.940 2.051 1.529 0.885 0.356 99 106 72 30 -14 3.38E-6 4.84E-5 > 1.00E-4
EKVX 0716 1640 1614 1865 1.802 1.423 0.594 97 124 118 76 -17 1.92E-5 6.57E-5 > 1.00E-4
HOP-62 0402 0914 0.911 1.035 1.022 0.794 0.270 99 124 121 77 -33 1.75E-5 5.00E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1.168  1.625 . . . . . : 3 : . . ; . .
NCI-H226 0.792 1.800 1.793 1.954 2214 1.340 0.705 99 115 141 54 -1 1.16E-5 6.79E-5 > 1.00E-4
NCI-H23 0640 1.702 1.625 1.747 1722 1.093 0.455 93 104 102 43 -29 7.51E-6 3.94E-5 > 1.00E-4
NCI-H460 0.271 2317 2370 2485 2.156 0.581 0.151 103 108 92 15 -44 3.53E-6 1.80E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 0.831 1587 1599 1.584 1304 0.848 0.184 102 100 63 2 -78 1.61E-6 1.06E-5 4.49E-5
Colon Cancer
COLO 205 0297 1126 1194 1260 1.374 0.629 0.215 108 116 130 40 -28 7.74E-6 3.89E-5 > 1.00E-4
HCC-2998 0475 1584 1.5564 1656 1576 0911 0.253 97 106 99 39 -47 6.63E-6 2.86E-5 > 1.00E-4
HCT-116 0222 2200 1.985 2239 1.329 0485 0.230 89 102 56 13 . 1.38E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.359 1.929 1925 2.055 1.100 0.530 0.292 100 108 47 1 -19 9.00E-7 2.32E-5 > 1.00E-4
HT29 0242  1.061 1.098 1.107 0425 0.363 0.148 104 106 22 15 -39 4.65E-7 1.89E-5 > 1.00E-4
KM12 0405 1.784 1.861 1.985 1.213 0.955 0.227 106 115 59 40 -44 2.88E-6 2.98E-5 > 1.00E-4
SW-620 0279 1492 1534 1786 1.141 0.801 0.225 103 124 7 43 -20 5.62E-6 4.87E-5 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0474 1331 1.434 1543 1.178 0.767 0.281 112 125 82 34 -41 4.67E-6 2.85E-5 > 1.00E-4
SF-295 0.862 2427 2246 2477 1958 1.252 0.596 88 103 70 25 -31 2.78E-6 2.80E-5 > 1.00E-4
SF-539 0.704 1923 1954 2105 1.540 0.940 0.139 102 115 69 19 -80 2.38E-6 1.56E-5 4.96E-5
SNB-19 0682 1925 1.875 2148 2232 1.679 0.602 9% 118 125 80 -12 2.13E-5 7.45E-5 > 1.00E-4
SNB-75 0598 1.178 1.073 1.067 1.029 0.720 0.153 82 81 74 21 -74 2.85E-6 1.66E-5 5.54E-5
Melanoma
LOX IMVI 0.298 1.881 1.878 1.953 1.362 0.673 0.100 100 105 67 24 -66 2.48E-6 1.83E-5 6.57E-5
MALME-3M 0573 0944 0966 1.168 1.260 0.936 0.294 106 161 185 98 -49 2.12E-5 4.65E-5 > 1.00E-4
M14 0.367 1.696 1518 1.705 1.111 0.609 0.102 87 101 56 18 -72 1.44E-6 1.59E-5 5.68E-5
MDA-MB-435 0489 2023 2009 2.040 0.837 0.545 0.084 99 101 23 4 -83 4.48E-7 1.10E-5 4.17E-5
SK-MEL-2 0.898 1.717 1.774 2.007 1.545 1.065 0.300 107 135 79 20 -67 3.12E-6 1.71E-5 6.44E-5
SK-MEL-28 0498 1370 1.398 1.518 1.359 0.862 0.318 103 117 99 42 -36 7.16E-6 3.44E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0.628 2597 2596 2711 1515 0.345 0.014 100 106 45 -45 -98 8.28E-7 3.16E-6 1.24E-5
UACC-257 0671  1.354 1.311 1512 1306 1.104 0488 94 123 93 63 -27 1.41E-5 5.00E-5 > 1.00E-4
UACC-62 0.964 2352 2266 2692 2411 1.785 0.342 94 124 104 59 -65 1.19E-5 3.01E-5 7.62E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0639 2133 2251 2614 2340 1.334 0.641 108 132 114 47 . 8.87E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0464 1433 1.563 1.700 0.887 0.770 0.359 113 128 44 32 -23 8.40E-7 3.82E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0510 0.955 0953 0.972 1.034 0.816 0.459 99 104 118 69 -10 1.72E-5 7.44E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0483 1.374 1.392 1.752 1.886 1.269 0.453 102 142 158 88 -6 2.54E-5 8.57E-5 > 1.00E-4
OVCAR-8 0430 1.527 1511 1.545 1.353 0.589 0.284 98 102 84 14 -34 3.09E-6 1.99E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0409 1.284 1.275 1.279 1.032 0.507 0.312 99 99 7 1 -24 2.25E-6 2.08E-5 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.607 1.342 1.341 1451 1395 0.727 0497 100 115 107 16 -18 4.26E-6 2.98E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0678 2.351 2235 2724 2158 1.420 0.228 93 122 88 44 -66 7.45E-6 2.52E-5 7.11E-5
A498 1.188 1.994 1.853 2.080 2.115 1.435 0.322 83 111 115 31 -73 5.89E-6 1.98E-5 6.01E-5
ACHN 0420 1538 1.585 1.650 1.455 0.741 0.384 104 110 93 29 -9 4.64E-6 5.86E-5 > 1.00E-4
CAKI-1 0.764 2.358 2302 2410 2.368 1.316 0.675 96 103 101 35 -12 5.84E-6 5.59E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0527 1.014 1.015 1.106 1.230 0.682 0.135 100 119 144 32 -74 6.89E-6 1.99E-5 5.89E-5
SN12C 0.549 1.869 1.786 1.790 1.793 0.980 0.468 94 94 94 33 -15 5.23E-6 4.87E-5 > 1.00E-4
TK-10 0667 1318 1316 1407 1556 1.045 0.424 100 114 136 58 -37 1.21E-5 4.11E-5 > 1.00E-4
UO-31 0.786 1.460 1.386 1.822 2.139 1.196 0.492 89 154 201 61 -37 1.29E-5 4.16E-5 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0746 2.048 2.064 2259 1982 1.330 0.610 101 116 95 45 -18 7.89E-6 5.13E-5 > 1.00E-4
DU-145 0.269 0.956 1.079 1.147 1.092 0.407 0.195 118 128 120 20 -28 5.01E-6 2.64E-5 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0.304 1.633 1.561 1.553 0.692 0.518 0.267 95 94 29 16 -12 4.77E-7 3.68E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC0.517 1299 1298 1.544 1.531 1.132 0.365 100 131 130 79 -29 1.84E-5 5.34E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0.883  1.601 1569 1.629 1.614 1.081 0.636 96 104 102 28 -28 4.98E-6 3.13E-5 > 1.00E-4
BT-549 0804 1675 1475 1655 1418 1.011 0.208 77 98 70 24 -74 2.74E-6 1.75E-5 5.66E-5
T-47D 0.821 1.819 1.813 1.943 1969 1.377 0.663 99 112 115 56 -19 1.19E-5 5.54E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0595 1146 1146 1.235 1214 0.831 0.083 100 116 112 43 -86 7.90E-6 2.15E-5 5.25E-5




Anhang | vii
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D -763166 /1 Experiment ID : 1201NS03 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : January 30, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-11-D (113533) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctl 80 70 -60 50 40 80 70 -60 -50 40 Gl50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.717 1.885 1934 1.927 1.384 0.755 0.998 104 104 57 3 24 1.35E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.075  1.891 1820 1.773 1.569 0.793 1.213 91 86 61 -26 17 1.32E-6 ; > 1.00E-4
K-562 0.249 1.209 1.308 1.194 0919 0.797 0.912 110 98 70 57 69 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0817 1869 1912 1.742 0814 0531 0.550 104 88 : -35 -33 2.69E-7 9.90E-7 > 1.00E-4
RPMI-8226 1563 2464 2431 2381 2041 1.523 1.835 96 91 53 -3 30 1.14E-6 : > 1.00E-4
SR 0526 1.104 1.072 0973 0.661 0.454 0.493 95 77 23 -14 -6 3.21E-7 4.25E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0414 1872 1829 1.716 1.062 0.553 0.930 97 89 44 10 35 751E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
EKVX 0.716  1.808 1.760 1.753 1.867 1.856 1.734 96 95 105 104 93 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0402 0923 0.897 0.908 0.826 0.426 0.578 95 97 81 5 34 2.56E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-92 1.168 1.480 1463 1513 1.378 1.208 1.283 94 110 67 13 37 2.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 0792 1780 1.668 1.589 1.418 0.723 0.974 89 81 63 -9 18 1.53E-6 . > 1.00E-4
NCI-H23 0640 1616 1586 1606 1.601 1.128 1.348 97 99 98 50 72 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0271 2117 2208 2.072 0.638 0.355 0.471 105 98 20 5 " 4.09E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H522 0.831 1605 1579 1.602 1400 1.136 1.213 97 100 74 39 49 4.89E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0297 1176 1.188 1.172 0.656 0.939 0.590 101 100 41 73 33 : > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 0475 1.675 1656 1.715 1615 1402 1.315 98 103 95 77 70 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0222 2002 2070 1.807 1441 0931 1.055 104 89 68 40 47 4.42E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.359 1.926 1908 1.836 1.441 0914 1.205 99 94 69 35 54 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0242 1115 1.068 1.107 0.937 0.600 0.753 95 99 80 41 59 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0405 1.757 1.721 1679 1.313 1.026 1.127 97 94 67 46 53 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0279 1408 1496 1624 1295 1.017 1.082 108 119 90 65 7 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0474 1337 1319 1.388 1.135 0.741 0.773 98 106 77 31 35 3.82E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-295 0862 2572 2487 2476 2134 1.083 1.819 95 94 74 13 56 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0704 1856 1.884 1.837 1.699 1.274 1.358 102 98 86 50 57 g > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0.682 1.885 1.866 1.927 1.887 1.286 1.516 98 104 100 50 69 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0598 1190 1.117 1.109 0.928 0.696 0.674 88 86 56 16 13 1.40E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0298 1.886 1.971 1.909 1.188 0.505 0.975 105 101 56 13 43 1.38E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0573 0922 0926 0.952 0.986 0.759 0.846 101 109 118 53 78 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0.367 1.631 1576 1.494 1324 0.864 1.190 96 89 76 39 65 : > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0489 2137 2140 2163 2.166 1.846 2.016 100 102 102 82 93 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0898 1.670 1.690 1.747 1.842 1.568 1.622 103 110 122 87 94 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0498 1360 1405 1479 1400 1.221 1.268 105 114 105 84 89 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0628 2619 2549 2521 1944 1492 1.833 96 95 66 43 61 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0.671 1.378 1.411 1425 1478 1.297 1415 105 107 114 89 105 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0.964 2.408 2451 2452 2458 1694 1.993 103 103 103 51 ¥ > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0.639 1.959 2.035 2129 2034 1.694 1.540 106 113 106 80 68 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0464 1.431 1448 1575 1.389 1.111 1.065 102 115 96 67 61 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-4 0510 0944 0.940 0985 0.967 0.827 0.857 99 109 105 73 80 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0483 1349 1480 1431 1575 1.246 1.378 115 110 126 88 103 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0430 1.587 1543 1556 1.132 0.698 0.862 96 97 61 23 37 1.92E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0409 1.209 1.211 1.166 1.025 0.777 0.916 100 95 77 46 63 : > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.607 1.329 1.328 1.325 1.228 0.760 0.909 100 99 86 21 42 3.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0678 2346 2422 2282 2149 0977 1638 105 96 88 18 58 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1.188  2.018 1.911 1.855 1.692 1.462 1.669 87 80 61 33 58 : > 1.00E-4 > 1.00E-4
ACHN 0420 1552 1517 1476 0.862 0429 0.686 97 93 39 1 24 6.27E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0.764 2337 2308 2315 1510 1.222 1.465 98 99 47 29 45 8.91E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0527 1.018 0998 0.977 0.993 0.765 0.847 96 92 95 48 65 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
SN12C 0549 1928 1.726 1.720 1.391 0.795 1.189 85 85 61 18 46 1.80E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0667 1298 1263 1.248 1.132 0.949 1.088 94 92 74 45 67 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
UO-31 0786 1519 1415 1445 1241 0.768 1.050 86 90 62 -2 36 1.54E-6 : > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC- 0.746  1.833 1.796 1.846 1.574 1.349 1.407 97 101 76 55 61 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0269 0919 0977 0.969 0.751 0.278 0.416 109 108 74 1 23 2.15E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0304 1582 1570 1.531 0.763 0.621 0.727 99 96 36 25 33 5.83E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.517  1.264 1.2564 1301 1.333 1.202 1.092 99 105 109 92 77 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0883 1615 1.632 1.637 1429 1.288 1.261 102 103 75 55 52 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.804 1.659 1.631 1492 1.382 1.100 1.270 97 80 68 35 54 " > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0821 1815 1.755 1.742 1.729 1.047 1.168 94 93 91 23 35 4.00E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0595 1.146 1.104 1.120 1.161 0.952 0.769 92 95 103 65 32 2.78E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
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P8-D (NSC 763168)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC :D-763168 /1 Experiment ID : 1201NS03 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : January 30, 2012 QNS : MC :
COMI : ICN-2-D (113536) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctil 80 70 60 50 40 80 70 60 50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0717 1910 1972 1869 0.724 0.587 0.514 105 97 1 -18 -28 3.05E-7 .07E-6 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.075 1788 1.894 1.832 0.879 0.743 0.652 115 106 -18 -31 -39 2.83E-7 713E-7 > 1.00E-4
K-562 0249 1.101 1.150 0.941 0694 0.295 0.243 106 81 52 5 -3 1.12E-6 4.70E-5 > 1.00E-4
MOLT-4 0817 1.836 2.008 1.977 0.567 0.568 0.493 117 114 -31 -31 -40 277E-7 6.13E-7 > 1.00E-4
RPMI-8226 1563 2433 2480 2371 1764 1.025 0.965 105 93 23 -34 -38 4.11E-7 2.52E-6 > 1.00E-4
SR 0526 1.181 1.223 0957 0.548 0.481 0.401 106 66 3 -9 -24 1.79E-7 1.91E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0414 1912 1.859 1.562 0.695 0.238 0.315 96 77 19 -43 -24 2.88E-7 2.02E-6 > 1.00E-4
EKVX 0716  1.781 1.746 1687 1542 1.176 0.984 97 91 7 43 25 6.33E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0402 0.907 0.872 0.842 0451 0.258 0.256 93 87 10 -36 -36 3.01E-7 1.63E-6 > 1.00E-4
NCI-H226 0792 1732 1718 1.651 0.775 0.620 0.604 98 91 -2 -22 -24 277E-7 9.48E-7 > 1.00E-4
NCI-H23 0.640 1.669 1597 1517 1.011 0.446 0.365 93 85 36 -30 -43 5.19E-7 3.49E-6 > 1.00E-4
NCI-H460 0271 2214 2227 1.880 0.504 0.235 0.194 101 83 12 -13 -28 291E-7 2.98E-6 > 1.00E-4
NCI-H522 0.831 1.584 1.548 1.455 1.183 0.858 0.227 95 83 47 4 -73 8.10E-7 1.11E-5 5.04E-5
Colon Cancer
COLO 205 0.297 1.096 1.166 1.148 0.696 0.150 0.031 109 106 50 -50 -90 9.97E-7 3.17E-6 1.02E-5
HCC-2998 0475 1945 1925 1.788 1.460 0.494 0.106 99 89 67 1 -78 1.81E-6 1.04E-5 4.46E-5
HCT-116 0.222 1.867 1.692 1.716 0.893 0.393 0.137 89 91 41 10 -38 6.54E-7 1.63E-5 > 1.00E-4
HCT-15 0359 1.902 1.857 1.756 1.197 0.349 0.268 97 90 54 -3 -25 1.19E-6 8.89E-6 > 1.00E-4
HT29 0.242 1.060 1.076 1.074 0.624 0.204 0.145 102 102 47 -16 -40 8.70E-7 5.60E-6 > 1.00E-4
KM12 0405 1.757 1.813 1.660 1.255 0.298 0.191 104 93 63 -27 -53 1.39E-6 5.05E-6 7.72E-5
SW-620 0.279 1.408 1.404 1.339 0.991 0463 0.289 100 94 63 16 1 1.90E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0474 1365 1402 1332 0959 0.459 0.401 104 96 54 -3 -16 1.19E-6 8.81E-6 > 1.00E-4
SF-295 0.862 2.607 2423 2255 1.194 0.825 0.833 89 80 19 -4 -3 3.09E-7 6.54E-6 > 1.00E-4
SF-539 0704 1873 1944 1883 1.153 0.498 0.309 106 101 38 -29 -56 6.51E-7 3.69E-6 5.89E-5
SNB-19 0.682 1.901 1.865 1.779 1.224 1.038 0.813 97 90 44 29 11 7.55E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0598 1.188 1.123 1.048 0.581 0.504 0.386 89 76 -3 -16 -36 2.15E-7 9.18E-7 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0298 1.849 1.826 1.553 0.546 0.106 0.161 99 81 16 -65 -46 2.99E-7 1.58E-6 .
MALME-3M 0.573 0.937 0.939 0.935 0.792 0.589 0.207 101 99 60 4 -64 1.52E-6 1.15E-5 6.26E-5
M14 0367 1.411 1.308 1.377 0.718 0.311 0.083 90 97 34 -15 -78 5.50E-7 4.87E-6 3.61E-5
MDA-MB-435 0489 2112 1.998 1.066 1.556 0.745 0.401 93 36 66 16 -18 : 2.92E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0898 1.669 1.714 1666 1.709 0970 0.327 106 100 105 9 -64 3.77E-6 1.34E-5 6.50E-5
SK-MEL-28 0.498 1.411 1.371 1.303 1.135 0.623 0.243 96 88 70 14 -51 2.25E-6 1.62E-5 9.55E-5
SK-MEL-5 0628 2537 2535 2282 1548 0.079 0.027 100 87 48 -87 -96 8.97E-7 2.27E-6 5.30E-6
UACC-257 0.671 1.381 1.363 1.301 1.138 0.728 0.287 97 89 66 8 -57 1.87E-6 1.32E-5 7.73E-5
UACC-62 0964 2309 2335 2111 1.389 0.797 0.230 102 85 32 17 -76 4.53E-7 4.42E-6 3.59E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0.639 1.998 2.091 1918 1543 00911 0448 107 94 67 20 -30 2.26E-6 251E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0464 1443 1533 1507 1.301 0.586 0.326 109 107 86 12 -30 3.06E-6 1.97E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0510 0.999 0.994 0948 0.870 0.751 0.505 99 90 74 49 -1 9.37E-6 9.52E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0483 1425 1414 1397 1.248 0.720 0459 99 97 81 25 -5 3.61E-6 6.80E-5 > 1.00E-4
OVCAR-8 0430 1550 1.534 1.478 0945 0454 0.358 99 94 46 2 -17 8.24E-7 1.30E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0409 1.291 1.267 1.202 0.884 0.476 0.329 97 90 54 8 -20 1.21E-6 1.89E-5 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.607 1.264 1.300 1.261 0.750 0.391 0.300 105 100 22 -36 -51 4.33E-7 2.39E-6 9.15E-5
Renal Cancer
786-0 0.678 2.195 1.927 2.039 0.877 0494 0.441 82 90 13 =27 -35 3.30E-7 2.12E-6 > 1.00E-4
A498 1.188 1993  1.832 1.753 1.442 0.537 0.451 80 70 31 -55 -62 3.32E-7 2.32E-6 8.79E-6
ACHN 0420 1.551 1520 1.465 0467 0.293 0.303 97 92 4 -30 -28 3.02E-7 1.32E-6 > 1.00E-4
CAKI-1 0.764 2332 2231 2.056 0.991 0.792 0.691 94 82 14 2 -10 3.00E-7 1.43E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0.527 1.030 1.040 1.014 0.837 0.408 0.143 102 97 62 -23 -73 1.37E-6 5.38E-6 3.49E-5
SN12C 0549 1.837 1.705 1.593 0.760 0.573 0.464 90 81 16 2 -16 3.02E-7 1.27E-5 > 1.00E-4
TK-10 0.667 1.284 1.297 1.253 0.946 0461 0.370 102 95 45 -31 -45 7.98E-7 3.92E-6 > 1.00E-4
UO-31 0786 1578 1.482 1.395 0.907 0.612 0.480 88 77 15 -22 -39 2.73E-7 2.56E-6 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC- 0746 1456 1420 1.350 1.110 0952 0.737 95 85 51 29 -1 1.13E-6 9.12E-5 > 1.00E-4
DU-145 0269 1413 1409 1404 0.505 0.208 0.210 100 99 21 -23 -22 4.23E-7 2.98E-6 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0.304 1.651 1600 1.373 0.778 0.573 0.167 96 79 35 20 -45 4.62E-7 2.02E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.517  1.249 1.248 1.195 1.039 0.669 0.448 100 93 7 21 -13 2.63E-6 4.06E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0883 1597 1536 1514 1.159 0.887 0.842 91 88 39 1 -5 5.90E-7 1.28E-5 > 1.00E-4
BT-549 0804 1515 1.391 1400 1.161 0.679 0.142 83 84 50 -16 -82 1.01E-6 5.80E-6 3.28E-5
T-47D 0821 1687 1658 1598 1.051 0.838 0.597 97 90 26 2 =27 4.24E-7 1.16E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0595 1.146 1.121 1.040 0.910 0.302 0.105 95 81 57 -49 -82 1.17E-6 44E-6 1.05E-5




Anhang | ix
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC:D-768113/1 Experiment ID : 1303NS37 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : March 11, 2013 QNS : MC :

COMI : ICN-17-D (122394) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.402 1.422 1.420 1.401 1.402 0.748 0.319 100 98 98 34 -21 5.61E-6 4.17E-5 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.031 3.054 3.007 3.083 3.230 2.032 0.846 98 101 109 49 -18 9.80E-6 541E-5 > 1.00E-4
K-562 0.366  2.301 2414 2337 2384 1264 0.792 106 102 104 46 22 8.67E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 1.017 2848 2810 2795 2.809 0.780 0.526 98 97 98 -23 -48 2.48E-6 6.42E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 1220 2.892 2.890 2930 2.859 2299 1.278 100 102 98 65 3 1.73E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0675 2657 2408 2454 2468 0.763 0.393 87 90 90 4 -42 2.95E-6 1.25E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0376 1.845 1.803 1.845 1.785 0.940 0.545 97 100 96 38 12 6.29E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0.394 1.064 1.064 1.083 1.121 0.905 0.525 100 103 108 76 19 2.90E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 1.075 2643 2540 2560 2468 1.945 0.993 93 95 89 55 -8 1.22E-5 7.57E-5 > 1.00E-4
NCI-H23 0853 2320 2208 2211 2306 1.931 1475 92 93 99 73 42 5.68E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0.800 1.610 1582 1591 1.678 1.581 1.342 97 98 108 96 67 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0220 2037 2115 2137 2.050 0.652 0.345 104 106 101 24 7 4.56E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H522 1.032 2166 1.990 1.951 2.075 1.393 1.162 85 81 92 32 11 4.99E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0616  2.053 2.080 2.137 2.093 0.656 0.955 102 106 103 3 24 3.37E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 1.089 3.046 3.039 3.067 3.174 2799 2.351 100 101 107 87 64 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.235 1.926 1904 1.993 1.951 1.232 0.620 99 104 101 59 23 1.77E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0325 2311 2273 2326 2318 1435 0.973 98 101 100 56 33 1.79E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0259 1.421 1464 1438 1401 0.751 0447 104 101 98 42 16 7.29E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0498 2307 2257 2211 2313 1.744 1.061 97 95 100 69 31 3.16E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0357 2317 2266 2308 2399 1.622 1.151 97 100 104 65 41 4.03E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.551 1.717  1.715 1.738 1.736 1.394 0.806 100 102 102 72 22 2.77E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-295 1121 2647 2559 2539 2638 1.868 1.077 94 93 99 49 -4 9.52E-6 8.43E-5 > 1.00E-4
SF-539 0.846 2.636 2.600 2660 2428 1.844 1.277 98 101 88 56 24 1.52E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 1249 2392 2342 2309 2389 2280 1.781 96 93 100 90 47 8.32E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0.760 1.485 1.405 1446 1402 1.119 0.744 89 95 89 49 -2 9.70E-6 9.10E-5 > 1.00E-4
Melanoma
MALME-3M 0807 1539 1514 1498 1.632 1.352 1.024 97 94 113 74 30 3.51E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0449 1.664 1596 1.625 1.755 1.330 0.920 94 97 107 72 39 4.64E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0563 1978 1935 1.971 1.838 0.863 1.119 97 99 90 21 39 3.82E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0493 1486 1438 1498 1540 1.122 0.862 95 101 105 63 37 3.23E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 1.002 3352 3326 3.326 3.314 2604 1.493 99 99 98 68 21 242E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0860 1.803 1.784 1.752 1.817 1.622 1.283 98 95 102 81 45 7.20E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0.834 2453 2440 2463 2316 169 1.138 99 101 92 53 19 1.24E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0563 1.552 1495 1.621 1.589 1.149 0.735 94 107 104 59 17 1.66E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0.478 1.425 1.443 1487 1.550 1.307 0.756 102 106 113 87 29 4.41E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.716  1.304 1309 1298 1.311 1.313 0.688 101 99 101 101 -4 3.08E-5 9.17E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0.545 1.568 1.5632 1.528 1.601 1.415 1.426 96 96 103 85 86 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0.550 1.964 1.977 1980 1.864 1.403 0.922 101 101 93 60 26 2.01E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.625 1.868 1.888 1.864 1.888 1.314 0.952 102 100 102 55 26 1.54E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0579 1213 1198 1.219 1214 0902 0.667 98 101 100 51 14 1.06E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Renal Cancer
786- 0659 2442 2346 2369 2227 1.830 1.054 95 96 88 66 22 2.29E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1.311 1.993 1.894 1953 1.891 1.526 1.258 85 94 85 32 -4 4.52E-6 7.70E-5 > 1.00E-4
ACHN 0374 1.671 1.739 1660 1.704 0.912 0.507 105 99 103 41 10 7.24E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0823 2624 2623 2650 2606 1499 0.825 100 101 99 38 E 6.27E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0796 1424 1389 1.441 1352 1.088 0.843 94 103 88 46 4 8.25E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SN12C 0735 2347 2292 2332 2251 1665 0927 97 99 94 58 12 1.47E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0846 1576 1483 1478 1583 1.313 1.031 87 87 101 64 25 2.30E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UOo-31 0543 1579 1504 1491 1556 0.951 0.576 93 92 98 39 3 6.58E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer

- 0470 1315 1293 1.271 1.210 1.006 0.654 97 95 88 63 22 2.10E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0404 1.356 1413 1399 1472 1.032 0.406 106 104 112 66 % 1.75E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0.170  1.096 0.994 1.076 1.090 0.468 0.373 89 98 99 32 22 5.42E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.651 1.355 1435 1.348 1.323 1.213 1.017 111 99 95 80 52 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 1254 2107 2.042 2036 2.103 1.701 1.322 92 92 99 52 8 1.13E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0991 208 2157 2105 2.138 1.662 1.190 106 102 105 61 18 1.82E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0.577 1.441 1.375 1.455 1345 1.276 0.715 92 102 89 81 16 2.99E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0802 1.665 1.637 1.675 1.547 1251 1.142 97 101 86 52 39 1.43E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4




x| Anhang

P20-D (NSC 763169)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC :D-763169/1 Experiment ID : 1201NS03 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : January 30, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-19-D (113537) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.717 1.933 2.049 2033 1.265 0.552 0.597 109 108 45 -23 -17 8.35E-7 4.58E-6 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.075 1875 1.886 2012 1.329 0.646 0.668 101 117 32 -40 -38 6.12E-7 2.77E-6 > 1.00E-4
K-562 0.249 1.215 1.182 1.275 0.941 0432 0.429 97 106 72 19 19 2.57E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0817  1.791 1.886 1.881 0.763 0.531 0.542 110 109 -7 -35 -34 3.25E-7 8.76E-7 > 1.00E-4
RPMI-8226 1563 2.368 2.358 2246 1.879 0.978 1.094 99 85 39 -37 -30 5.80E-7 3.25E-6 > 1.00E-4
SR 0526 1.141 1.072 1.060 0.620 0.376 0.352 89 87 15 -29 -33 3.27E-7 2.22E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0414 1870 1.862 1.881 1.167 0.338 0.349 99 101 52 -18 -16 1.06E-6 5.45E-6 > 1.00E-4
EKVX 0.716  1.782 1.821 1.937 2133 1320 1.177 104 114 133 57 43 3.12E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0402 0903 0.889 0.939 0.941 0.293 0.118 97 107 108 -27 -7 2.67E-6 6.29E-6 3.34E-5
NCI-H226 0.792 1.749 1676 1.746 1.594 0.696 0.362 92 100 84 -12 -54 2.25E-6 7.46E-6 7.91E-5
NCI-H23 0640 1690 1615 1.701 1673 0.705 0.782 93 101 98 6 14 3.35E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0.271 2173 2215 2260 0666 0.272 0.220 102 105 21 . -19 4.48E-7 1.01E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 0.831 1487 1403 1417 1236 0.582 0478 87 89 62 -30 -42 1.34E-6 4.71E-6 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0297 1.123 1.148 1.160 0.987 0.375 0.418 103 104 83 9 15 2.83E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 0475 1882 1.800 2047 1.697 0.910 0.813 94 112 87 31 24 4.56E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0222 1977 1982 1.846 1.050 0.295 0.289 100 93 47 4 4 8.66E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0359 1943 1907 1.851 0.968 0.326 0.303 98 94 38 -9 -16 6.20E-7 6.38E-6 > 1.00E-4
HT29 0242 1.028 1.069 1.087 0.701 0.189 0.158 105 108 58 -22 -35 1.27E-6 5.34E-6 > 1.00E-4
KM12 0405 1.868 1.818 1.813 1.011 0.501 0.479 97 96 41 T 5 6.97E-7 > 1.00E4 > 1.00E-4
SW-620 0279 1426 1435 1716 1.229 0.398 0.460 101 125 83 10 16 2.84E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0474 1330 1.321 1442 1.074 0.502 0.350 99 113 70 3 -26 1.99E-6 1.29E-5 > 1.00E-4
SF-295 0862 2583 2388 2585 2562 0.802 0.747 89 100 99 -7 -13 2.89E-6 8.58E-6 > 1.00E-4
SF-539 0.704 1.957 1.940 2.000 1.694 0.548 0.458 99 103 79 -22 -35 1.93E-6 6.04E-6 > 1.00E-4
SNB-19 0682 1.821 1.780 1991 2176 0.864 0.774 9% 115 131 16 8 5.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0598 1.181 1129 1.128 0.952 0.602 0.341 91 91 61 1 -43 1.50E-6 1.03E-5 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0.298 1.921 1.945 1.985 0.872 0.192 0.246 101 104 35 -36 -17 6.12E-7 3.14E-6 > 1.00E-4
MALME-3M 0573 0.941 0939 0967 1.019 0.658 0.538 99 107 121 23 -6 5.31E-6 6.13E-5 > 1.00E-4
M14 0.367 1.492 1.508 1.332 0.865 0.463 0.482 101 86 44 9 10 7.28E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0489 2084 2048 2260 1.908 0.752 0.780 98 111 89 16 18 3.45E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0.898 1.668 1676 1.748 1.655 1.181 0.970 101 110 98 37 9 6.08E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0498 1.381 1428 1551 1.338 0.617 0.652 106 119 95 13 17 3.57E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0.628 2499 2437 2470 1572 0.809 0.761 97 98 50 10 7 1.03E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0671 1.344 1.332 1475 1465 0.659 0.754 98 119 118 -2 12 3.70E-6 3 > 1.00E-4
UACC-62 0.964 2318 2.344 2535 2234 0.938 0.932 102 116 94 -3 -3 2.84E-6 9.38E-6 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0.639 2.035 2104 2298 1.884 0.871 0.726 105 119 89 17 6 3.47E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0464 1.441 1479 1685 1.295 0.738 0.281 104 125 85 28 -39 4.12E-6 2.60E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.510 0.967 0.942 1.016 0918 0.675 0.367 95 111 89 36 -28 5.48E-6 3.65E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0483 1423 1467 1643 1657 0792 0.779 106 123 125 33 31 6.51E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0430 1423 1.469 1458 0.955 0.353 0.363 105 104 53 -18 -16 1.10E-6 5.57E-6 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0409 1280 1.305 1.315 1.104 0.528 0.441 103 104 80 14 4 281E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.607 1.251 1255 1.294 0915 0497 0.314 101 107 48 -18 -48 9.16E-7 5.30E-6 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0678 2315 2316 2324 1651 0648 0515 100 101 59 -4 -24 1.40E-6 8.52E-6 > 1.00E-4
A498 1.188 1.947 1.893 2048 1.709 0.928 0.745 93 113 69 -22 -37 1.60E-6 5.73E-6 > 1.00E-4
ACHN 0420 1536 1557 1424 0661 0.371 0.304 102 90 22 -12 -28 3.84E-7 4.43E-6 > 1.00E-4
CAKI-1 0764 2341 2369 2420 1.317 0.724 0571 102 105 35 -5 -25 6.11E-7 7.41E-6 > 1.00E-4
RXF 393 0527 1046 0.993 1.013 0.958 0.538 0.453 90 94 83 2 -14 2.56E-6 1.33E-5 > 1.00E-4
SN12C 0549  1.792 1.791 1726 1.114 0569 0.521 100 95 45 2 -5 8.07E-7 1.72E-5 > 1.00E-4
TK-10 0.667 1.252 1234 1207 1.056 0.652 0.617 97 92 66 -2 -7 1.74E-6 9.27E-6 > 1.00E-4
UO-31 0786 1502 1415 1636 1.253 0.685 0.669 88 119 65 -13 -15 1.57E-6 6.85E-6 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0.746  1.440 1.434 1470 1.227 0.852 0.599 99 104 69 15 -20 2.28E-6 2.73E-5 > 1.00E-4
DU-145 0.269 0.984 1.011 1.054 0.675 0.208 0.201 104 110 57 -23 -25 1.22E-6 5.16E-6 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0304 1597 1492 1529 0.827 0.460 0.419 92 95 40 12 9 6.67E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.517 1.176 1209 1.319 1461 0.591 0.675 105 122 143 1 24 5.09E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0883 1.611 1573 1631 1.527 0.952 0.807 95 103 88 9 -9 3.06E-6 3.32E-5 > 1.00E-4
BT-549 0.804 1.625 1.605 1.559 1.308 0.475 0.242 97 92 61 -41 -70 1.29E-6 3.98E-6 2.05E-5
T-47D 0821 1685 1.653 1.694 1665 0.794 0.747 96 101 98 -3 -9 2.96E-6 9.26E-6 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0595 1.125 1.091 1.139 1.008 0.327 0.315 94 103 78 -45 -47 1.69E-6 4.30E-6 > 1.00E-4




Anhang

P24-D (NSC 763170)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC:D-763170/1 Experiment ID : 1201NS03 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : January 30, 2012 QNS : MC :
COMI : ICN-22-D (113538) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 60 -50 -40 -80 -70 60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.717 1.788 1963 1.821 1.739 0.580 0.674 116 103 95 -19 -6 2.49E-6 6.81E-6 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1075 2039 2149 2129 1.998 0.665 0.706 111 109 96 -38 -34 2.19E-6 5.19E-6 > 1.00E-4
K-562 0249 1509 1.455 1470 1.428 0.541 0.590 96 97 94 23 27 4.15E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0817 1877 1930 1.896 1.687 0.530 0.541 105 102 82 -356 -34 1.88E-6 5.01E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 1563 2076 2083 2040 1.875 1.049 1.008 101 93 61 -33 -36 1.30E-6 4.46E-6 > 1.00E-4
SR 0526 1.221 1.149 1190 1.056 0.472 0.446 90 96 76 -10 -15 2.01E-6 7.59E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0414 1939 1872 1920 1.571 0.504 0.502 96 99 76 6 6 2.34E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
EKVX 0716 1799 1812 1.768 1.740 1.344 1.124 101 97 95 58 38 248E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0402 089 0.862 0.839 0.904 0.381 0.097 93 88 102 -5 -76 3.04E-6 8.93E-6 4.29E-5
NCI-H226 0792 1779 1.714 1699 1571 0.707 0.368 93 92 79 -1 -54 2.10E-6 7.59E-6 8.27E-5
NCI-H23 0.640 1.689 1.628 1.634 1.680 0.869 0.861 94 95 99 22 21 4.32E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0271 2304 2376 2420 1.692 0.322 0.209 104 106 70 3 -23 1.97E-6 1.26E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 0.831  1.500 1491 1476 1574 0832 0.595 99 96 111 . -28 3.55E-6 1.01E-5 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0297 1.113 1.161 1.070 1.061 0.392 0.628 106 95 94 12 41 341E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 0475 1767 1776 1.800 1.884 1.115 0.929 101 103 109 50 35 9.82E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0222 2035 2034 1.834 1.841 0541 0.549 100 89 89 18 18 3.53E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0359 1980 1.902 1973 1.859 0.661 0.670 95 100 93 19 19 3.76E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0242 1.080 1.140 1.092 0999 0.357 0427 107 101 90 14 22 3.35E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0405 1928 1913 1866 1.719 0.709 0.692 99 96 86 20 19 3.52E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0279 1456 1409 1446 1454 0.696 0.687 96 99 100 35 35 5.94E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0474 1386 1350 1.331 1.314 0.626 0.342 96 94 92 17 -28 3.61E-6 2.36E-5 > 1.00E-4
SF-295 0.862 2584 2427 2451 2459 1072 0.815 91 92 93 12 -6 3.39E-6 4.88E-5 > 1.00E-4
SF-539 0704 1902 1938 1.894 1922 1.107 0.601 103 99 102 34 -15 5.75E-6 4.98E-5 > 1.00E-4
SNB-19 0.682 1.946 1.855 1.851 1.953 1.029 0.832 93 92 101 27 12 4.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0598 1195 1125 1.131 1.088 0.611 0.255 88 89 82 2 -57 2.52E-6 1.09E-5 7.52E-5
Melanoma
LOX IMVI 0298 1.884 1.828 1.840 1.620 0.355 0.391 96 97 83 4 6 2.62E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0.573 1.012 1.008 1.011 1.121 0.736 0.567 99 100 125 37 -1 7.11E-6 9.34E-5 > 1.00E-4
M14 0367 1582 1568 1432 1.564 0.594 0.677 99 88 98 19 25 4.05E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0489 2239 2229 2159 1.843 0.974 1.034 99 95 77 28 31 3.55E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0898 1604 1.652 1.658 1.804 0.962 0.847 107 108 128 9 -6 4.53E-6 4.08E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0498 1410 1420 1446 1415 0.766 0.638 101 104 101 29 15 5.13E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0.628 2518 2493 2481 2513 1.004 0.924 99 98 100 20 16 4.19E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0671 1327 1.302 1.301 1.328 0.844 0.747 96 96 100 26 12 4.78E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0.964 2319 2245 2264 2243 1.036 0.885 95 96 94 5 -8 3.15E-6 2.47E-5 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0639 2082 2193 2198 2144 1.103 0.893 108 108 104 32 18 5.65E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0464 1548 1628 1496 1.632 0.841 0.249 107 95 108 35 -46 6.19E-6 2.68E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.510 0.990 1.006 1.008 1.006 0.715 0.329 103 104 103 43 -36 7.56E-6 3.51E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0483 1396 1.380 1437 1.479 0.969 0.873 98 105 109 53 43 2.03E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0430 1.745 1.828 1.806 1.603 0.618 0.388 106 105 89 14 -10 3.34E-6 3.90E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0409 1.281 1290 1279 1.216 0.654 0.383 101 100 93 28 -6 4.57E-6 6.50E-5 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.607 1.262 1.271 1.260 1.284 0.545 0.387 101 100 103 -10 -36 2.95E-6 8.12E-6 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.678 2471 2363 2200 2326 0.774 0.655 94 85 92 5 -3 3.05E-6 4.09E-5 > 1.00E-4
A498 1.188  2.001 1.908 1.876 1.754 1.126 0.895 89 85 70 -5 -25 1.83E-6 8.51E-6 > 1.00E-4
ACHN 0420 1528 1.542 1.554 1.340 0.457 0.357 101 102 83 3 -15 2.59E-6 1.51E-5 > 1.00E-4
CAKI-1 0.764 2369 2309 2292 2072 0.821 0.757 96 95 81 4 -1 2.53E-6 6.22E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0527 1.013 1.029 1.003 1.009 0.556 0.402 103 98 99 6 -24 3.36E-6 1.58E-5 > 1.00E-4
SN12C 0.549 1.877 1.761 1.791 1.664 0.679 0.736 91 94 84 10 14 2.87E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0667 1286 1.258 1.273 1.258 0.739 0.617 95 98 95 12 -7 3.48E-6 4.06E-5 > 1.00E-4
UO-31 0.786  1.550 1413 1434 1448 0.725 0.767 82 85 87 -8 -2 2.44E-6 8.26E-6 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0.746 1541 1499 1499 1436 0.957 0.683 95 95 87 27 -8 4.08E-6 5.74E-5 > 1.00E-4
DU-145 0269 1.026 1.023 1.053 0913 0.253 0.199 100 104 85 -6 -26 243E-6 8.60E-6 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0304 1643 1613 1590 1.245 0.562 0.345 98 96 70 19 3 2.49E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.517  1.222 1213 1.117 1.082 0.826 0.780 99 85 80 44 37 6.73E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0.883 1.657 1.611 1.635 1592 1.069 0.689 94 97 92 24 -22 4.13E-6 3.33E-5 > 1.00E-4
BT-549 0804 1618 1553 1.458 1.499 0.973 0.463 92 80 85 21 -42 3.53E-6 2.13E-5 > 1.00E-4
T-47D 1821 1792 1707 1.698 1.790 0.864 0.753 91 90 100 4 -8 3.33E-6 2.22E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0595 1.094 1.041 1.050 1.052 0.637 0.588 89 91 91 8 -1 3.16E-6 7.54E-5 > 1.00E-4




xii] Anhang

P28-D (NSC 765620)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D -765620/ 1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-24-D(118814) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.627 2.694 2681 2715 1.646 0.951 0.732 99 101 49 16 5 9.68E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0895 2.531 2426 2180 1.742 1.754 1.150 94 79 52 53 16 1.17E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
K-562 0.240 1.904 1.842 1.896 1512 1.114 0.811 96 100 76 53 34 1.37E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2084 2058 2017 1.229 0559 0.490 98 95 40 -16 -26 6.54E-7 5.19E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2921 2837 2737 2325 1991 1.653 95 89 64 44 23 4.83E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0221 0552 0545 0518 0.281 0218 0.222 98 90 18 -1 3.58E-7 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0400 1678 1677 1783 1.241 0919 0.629 100 108 66 41 18 4.23E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0410 1.302 1.331 1.391 1.247 0905 0.718 103 110 94 56 35 1.83E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-92 1410 1.947 8 § . 5 . . g 5 . e 5 5 §
NCI-H226 0904 2460 2369 2648 2240 1.404 0.930 94 112 86 32 2 4.65E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2.265 2181 2276 2125 1490 1.241 94 101 90 46 29 8.25E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1722 1658 1672 1371 0.954 0.853 93 95 61 15 4 1.76E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0264 2433 2467 2333 1.780 0.803 0.553 102 95 70 25 13 2.76E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.710 1.780 1.859 1.774 1.331 0.941 105 1 105 71 42 5.40E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 1199 3234 3249 3275 3.037 2.720 2.092 101 102 90 75 44 6.33E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1.868 1.899 1.665 1.040 0.575 0.334 102 88 51 23 9 1.07E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.160 2.058 1930 1.726 0.544 0.335 0.268 93 82 20 9 6 3.33E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0303 1562 1.553 1.641 1.287 0.828 0.619 99 106 78 42 25 5.90E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0409 2115 2.040 2.109 1.574 1.048 0.790 96 100 68 37 22 3.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0247 2003 2,000 2290 1.579 0.935 0.564 100 116 76 39 18 5.07E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.878 1.940 2.069 1.418 1.004 0.889 106 114 65 34 25 3.01E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0493 2510 2465 2575 1.539 0422 0.399 98 103 52 -14 -19 1.07E-6 6.06E-6 > 1.00E-4
SNB-19 0.824 2258 2241 2661 2441 1908 1.426 99 128 113 76 42 5.77E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 1227 2367 2187 2283 2111 2.047 1.89%4 84 93 78 72 59 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
U251 0496 2.073 1996 2.144 1.647 1.269 0.985 95 105 73 49 31 9.07E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0.715 3.100 3.113 3.061 2344 1.782 1.246 101 98 68 45 22 5.99E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0563 1.134 1.141 1.156 1.153 1.016 0.827 101 104 103 79 46 7.64E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1.710 1675 1376 1.310 1.129 1.101 97 74 68 54 52 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0376 1672 1639 1.885 1422 1.150 0.876 97 116 81 60 39 2.88E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-2 1.033 1.958 1943 1.741 1.739 1.795 1.630 98 77 76 82 65 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0539 1495 1527 1635 1.369 1.306 1.152 103 115 87 80 64 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0676 2989 2946 2993 2021 1.703 1.156 98 100 58 44 21 3.92E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0900 2215 2227 2605 2592 2192 1.753 101 130 129 98 65 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 1049 2843 2852 3.026 2763 2345 1.878 100 110 96 72 46 7.14E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0638 1813 1.945 1913 1493 1.017 0.777 111 108 73 32 12 3.64E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1.561 1.571 1693 1530 1.168 0.793 101 112 97 63 29 2.43E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-4 0769 1.644 1698 1.758 1.478 1.494 1257 106 113 81 83 56 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1478 1.494 2.003 1.845 1.415 1.032 102 150 135 94 57 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1.671 1.748 1611 1.062 0.652 0.538 106 95 51 19 10 1.11E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.748 2319 2261 2234 1.813 1.407 1.200 96 95 68 42 29 4.87E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1326 1.335 1306 1.063 1.090 0.897 101 97 64 68 41 4.75E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2830 2904 2975 2246 1916 1.662 104 107 71 54 41 2.11E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1396 2059 1990 2168 1.762 1431 1.328 90 117 55 5 -5 1.27E-6 3.31E-5 > 1.00E-4
ACHN 0259 1.742 1.733 1.218 0.676 0.541 0.479 99 65 28 19 15 2.52E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 1099 2804 2679 2505 1.888 1.200 1.039 93 82 46 6 -6 7.88E-7 3.29E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0.885 1.287 1.261 1.338 1.026 0.710 0.670 94 113 35 -20 -24 6.41E-7 4.35E-6 > 1.00E-4
SN12C 0958 2799 2762 2697 1.864 1.754 1.450 98 94 49 43 27 9.60E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0.779 1377 1.332 1250 1.205 1.111 0.999 92 79 71 55 37 1.96E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UO-31 0.680 2.061 1.926 2085 1.791 1.302 0.856 90 102 80 45 13 7.23E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0518 1935 1958 2066 1.559 1.379 1.190 102 109 73 61 47 6.38E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0.389 1.551 1634 1421 1.020 0.925 0.657 107 89 54 46 23 3.36E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0424 2407 2297 2248 2098 1.183 0.826 94 92 84 38 20 5.57E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.358 1420 1619 1590 1.350 0.985 109 138 134 99 45 8.11E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0912 2006 2000 2.105 1.841 1.542 1.294 99 109 85 58 35 2.15E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.746  1.841 1.787 1.821 1.575 0.880 0.789 95 98 76 12 4 2.54E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0684 1.591 1588 1.701 1.664 1.339 0.939 100 112 108 72 28 3.18E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.767 1.647 1.562 1.764 1.129 0.732 0.700 90 113 41 -5 -9 7.52E-7 7.94E-6 > 1.00E-4




Anhang | xiii

P5-O (NSC 760946)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D - 760946 / 1 Experiment ID : 1109NS17 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : September 06, 2011 QNS : MC :

COMI : ICN-9-O (107835) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Cil  -80 70 60 50 -40 80 70 60 50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0498 1.709 1563 1.573 1.600 0.860 0.746 88 89 91 30 20 4.69E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0758 2300 2219 2170 2170 1.031 0.782 95 92 92 18 2 3.65E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0679 2111 2183 2227 2228 1.039 0.931 105 108 108 25 18 5.02E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 1.007 2410 2349 2265 2274 1811 1.612 96 90 90 57 43 3.27E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0.200 0.714 0.708 0.732 0.662 0.241 0.198 99 104 90 8 -1 3.07E-6 7.32E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0312 1579 1.541 1509 1.497 0.799 0.519 97 94 94 38 16 6.16E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
EKVX 0572 1595 1.528 1.479 1474 1.242 1.052 93 89 88 65 47 6.82E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0435 1.091 1.070 1.072 1.105 0.714 0.300 97 97 102 43 -31 7.49E-6 3.78E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1.026  1.482 1448 1411 1.366 1.282 0.989 93 85 75 56 -4 1.27E-5 8.69E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 0679 1.559 1.504 1.505 1.510 0.993 0.903 94 94 94 36 25 5.71E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0483 1.332 1.264 1.254 1236 1.059 0.735 92 91 89 68 30 2.93E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0.868 1.749 1.741 1704 1725 1642 1.388 99 95 97 88 59 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0205 1.791 1.885 1.820 1.784 0.490 0.324 106 102 100 18 8 4.05E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H522 0.735 1.774 1.701 1.694 1.708 0.816 0.699 93 92 94 8 -5 3.22E-6 4.10E-5 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0.334 1.169 1.224 1207 1.251 0.561 0.509 106 104 110 27, 21 5.28E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 0.389 1.337 1.295 1.251 1.305 1.059 0.655 95 91 97 7 28 3.05E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.140 1.095 1.136 1.119 1.190 0.474 0.299 104 102 110 35 17 6.31E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0350 1.786 1.759 1.779 1.801 0.794 0.614 98 100 101 31 18 5.35E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0227 1.363 1445 1403 1462 0.364 0.291 107 104 109 12 6 4.05E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0420 1.868 1.903 1.934 1813 0.851 0.666 102 105 96 30 17 4.96E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0247 1621 1.570 1.561 1.509 0.641 0.554 96 96 92 29 22 4.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.451 1.374 1.389 1452 1426 1.029 0.568 102 108 106 63 13 1.79E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-295 0583 2077 1.963 1.905 1.894 1.145 0.759 92 88 88 38 2 5.66E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0670 1.966 1.932 1904 1.871 1.317 0.797 97 95 93 50 10 9.94E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0458 1.725 1.665 1596 1544 1.116 0.772 95 90 86 52 25 1.17E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0.748  1.559 1.451 1.408 1.441 0.899 0.686 87 81 85 19 -8 3.39E-6 4.92E-5 > 1.00E-4
U251 0298 1.419 1.358 1.368 1.357 0.706 0.358 95 95 94 36 5 5.83E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0.194 1.258 1215 1.225 1.203 0.602 0.367 96 97 95 38 16 6.20E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0.531 1.101 1.090 1.105 1.082 0.768 0.534 98 101 97 42 1 7.04E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0.361 1.354 1.311 1412 1405 0.637 0.584 96 106 105 28 22 5.16E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0516 2163 2118 2049 1.805 0465 0474 97 93 78 -10 -8 2.09E-6 7.72E-6 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0869 1.656 1.666 1.691 1.744 0.982 0.733 101 105 111 14 -16 4.28E-6 3.00E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0.441 1.296 1.253 1.226 1.207 0.804 0.531 95 92 90 42 10 6.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0295 2232 2150 2152 2.070 0.611 0.420 96 96 92 16 6 3.57E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0653 1.392 1.326 1.331 1.321 1.068 0.762 91 92 90 56 15 1.41E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0689 2176 2.062 2036 1.963 1.111 0.840 92 91 86 28 10 4.19E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0456  1.482 1.593 1.528 1.585 0.983 0.619 111 104 110 51 16 1.09E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0552 1.494 1.568 1.534 1563 0.726 0.529 108 104 107 18 -4 4.41E-6 6.54E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0420 0937 0.927 0906 0.879 0.781 0.533 98 94 89 70 22 2.59E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0527 1.390 1.359 1.377 1.388 1.128 0.886 96 98 100 70 42 5.00E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0.376  1.601 1.603 1.531 1.517 1.078 0.525 100 94 93 57 12 1.45E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.451 1.581 1.657 1500 1.474 0.682 0.572 98 93 91 20 11 3.79E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0356 0.889 0.902 0918 0.916 0.606 0.307 102 105 105 47 -14 8.82E-6 5.90E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0457 1.727 1.665 1.674 1676 1.129 0.720 95 96 96 53 21 1.23E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1.040 1.581 1.375 1.336 1.335 1.061 1.030 62 55 55 4 -1 1.23E-6 6.33E-5 > 1.00E-4
ACHN 0403 1.603 1.645 1.647 1642 1.174 0.862 104 104 103 64 38 3.53E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0595 1.984 1.854 1.839 1.875 1.168 1.033 91 90 92 41 32 6.72E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0550 1.086 1.017 1.021 0.980 0.666 0.452 87 88 80 22 -18 3.28E-6 3.52E-5 > 1.00E-4
SN12C 0449 1662 1.596 1.560 1.563 1.085 0.711 95 92 92 52 22 1.20E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0.708  1.498 1486 1495 1516 1.342 1.038 98 100 102 80 42 6.08E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UOo-31 0540 1.420 1.350 1.306 1.230 1.025 0.817 92 87 78 55 31 1.64E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0483 1.256 1.200 1.184 1.211 0.963 0.645 93 91 94 62 21 1.96E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0333 1214 1.255 1.261 1.260 1.040 0.518 105 105 105 80 21 3.24E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0250 1.295 1.256 1.206 1.191 0.486 0.330 96 92 90 23 8 3.92E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.637  1.587 1.613 1.545 1.608 1.184 0.932 103 96 102 58 31 1.92E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0814 1.621 1.561 1.507 1.516 1.136 0.852 93 86 87 40 5 6.09E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0679 1528 1.556 1.587 1.560 1.118 0.848 103 107 104 52 20 1.13E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0525 1.019 0.992 1.041 0974 0.690 0.567 94 105 91 33 9 5.13E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0608 1.176 1.108 1.086 1.065 0.554 0.567 88 84 80 -9 -7 2.19E-6 7.94E-6 > 1.00E-4




xiv]| Anhang

P16-O (NSC 765622)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC : D -765622 /1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-17-O (118816) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctil 80 70 60 50 40 80 70 60 50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0627 2741 2.681 2704 2624 1423 0.739 97 98 94 38 5 6.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0895 2487 2427 2430 2533 0.827 0.736 96 9 103 -8 -18 3.01E-6 8.53E-6 > 1.00E-4
K-562 0240 1862 1.743 1.794 1579 0440 0353 93 96 83 12 7 2.90E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2138 2112 2.095 2234 0961 0.643 98 97 107 20 -3 451E-6 7.32E-5 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 3.014 2977 3.001 2874 1994 1338 98 99 92 41 4 6.77E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0221 0625 0574 0.589 0579 0.244 0.217 87 91 89 6 -2 2.92E-6 5.74E-5 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0400 1.683 1.763 1.656 1.631 0.793 0.492 106 98 96 31 7 5.05E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0410 1305 1313 1270 1.310 0.827 0.521 101 96 101 47 12 8.65E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-92 1410 1.934 1.898 1.855 1.792 1.608 1.274 93 85 73 38 -10 4.48E-6 6.26E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 0904 2459 2386 2398 2419 2116 1.087 95 96 97 78 12 2.64E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2.281 2223 2170 2.196 1.599 0.793 96 92 94 53 -3 1.14E-5 8.69E-5 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1.653 1.622 1582 1.663 1.474 0.991 96 91 101 79 21 3.14E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0.264 2589 2710 2726 2567 0.692 0.305 105 106 99 18 2 4.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.640 1.667 1593 1652 0.619 0.079 102 96 101 19 -79 4.18E-6 1.56E-5 5.04E-5
HCC-2998 1199 3298 3.238 3293 3.305 2901 1.013 97 100 100 81 -16 2.10E-5 6.91E-5 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1.764 1.768 1.703 1.788 0.604 0.225 100 96 102 26 2 4.86E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.160 2.222 2.081 2153 1.907 0.748 0.403 93 97 85 28 12 4.14E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0.303 1414 1.469 1.448 1475 0400 0.272 105 103 105 9 -10 3.74E-6 2.85E-5 > 1.00E-4
KM12 0409 2017 2009 1.955 1963 0.916 0.598 99 96 97 31 12 5.20E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0.247 1.980 1975 1.983 1.858 0.801 0.651 100 100 93 32 23 5.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.873 1.808 1.805 1.833 1.279 0.784 95 95 97 55 17 1.33E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0493 2567 2513 2546 2378 1.438 0.560 97 99 91 46 3 7.98E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0824 2212 2104 2085 2070 1.523 1.191 92 91 90 50 26 1.03E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 1227 2199 2.048 2.042 2036 1.587 1.201 84 84 83 37 -2 5.24E-6 8.83E-5 > 1.00E-4
U251 0496 2030 2024 1.958 1.860 1.072 0.538 100 95 89 38 3 5.72E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0715 3155 3.042 3.088 3.112 1.866 0.795 95 97 98 47 3 8.80E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0.563 1.078 1.069 0.993 1.051 0.709 0.573 98 83 95 28 2 4.72E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1.756 1.701 1.676 1.710 0.792 0.693 96 94 96 26 19 461E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0.376 1.646 1614 1613 1.145 0.267 0.316 97 97 61 -29 -16 1.31E-6 4.73E-6 > 1.00E-4
SK-MEL-2 1.033 1814 1.820 1.787 1.796 1.056 0.833 101 97 98 3 -19 3.19E-6 1.35E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0.539  1.402 1426 1.350 1.299 0.964 0.712 103 94 88 49 20 9.54E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0676 2940 2873 2899 2726 1.165 0.153 97 98 91 22 -77 3.87E-6 1.65E-5 5.28E-5
UACC-257 0.900 2.165 2130 2.169 2.061 1.751 1.354 97 100 92 67 36 3.55E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 1.049 2822 2845 2782 2646 1525 0.684 101 98 90 27 -35 4.30E-6 2.72E-5 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0.638 1.761 1.772 1792 1.839 1.047 0.622 101 103 107 36 -3 6.41E-6 8.62E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1.481 1.511 1.538 1.544 0.542 0.348 103 106 106 6 -28 3.63E-6 1.47E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.769  1.600 1557 1563 1.499 1.257 0.882 95 96 88 59 14 1.56E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1483 1411 1465 1.397 1.293 0.801 93 98 92 82 35 4.79E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1624 1.653 1.604 1.596 1.043 0.500 102 98 98 52 7 1.10E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0748 2266 2249 2250 2279 1.224 0.830 99 99 101 31 5 5.39E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1.321 1.272 1287 1.311 1.048 0.533 93 95 99 63 -10 1.49E-5 7.27E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2.905 2.870 2.824 2788 2.002 0.988 98 96 94 56 7 1.34E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1.396 2.074 1.999 1.844 1681 1.207 0815 89 66 42 -14 -42 4.66E-7 5.71E-6 > 1.00E-4
ACHN 0.259 1.817 1.832 1.809 1.741 1.144 0.580 101 99 95 57 21 1.54E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 1.099 3.049 2994 2997 2927 1.886 1.005 97 97 94 40 -9 6.59E-6 6.68E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0.885 1.327 1.297 1.324 1.260 0.889 0.626 93 99 85 ) -29 2.60E-6 1.06E-5 > 1.00E-4
SN12C 0958 2869 2727 2732 2663 1.943 1.041 93 93 89 52 4 1.08E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0.779 1.333 1294 1279 1.314 1.089 0.619 93 90 97 56 -21 1.20E-5 5.38E-5 > 1.00E-4
UO-31 0.680 2.037 1.831 1.703 1.736 1.355 0.655 85 75 78 50 -4 9.78E-6 8.51E-5 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC- 0.518 2.306 2168 2.146 1.995 1.209 0.525 92 91 83 39 5.51E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0389 147 1545 1.449 1460 1.093 0.390 107 98 99 65 1.70E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0424 2424 2205 2239 2067 0.876 0.604 89 91 82 23 9 3.46E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.404 1.361 1.340 1.300 0.894 0.563 94 91 86 30 -17 4.36E-6 4.36E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0912 2230 2168 2163 1.953 1.447 0.987 95 95 79 41 6 5.67E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.746  1.929 1.882 1.862 1.785 1.261 0.848 96 94 88 43 9 7.13E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0684 1.671 1634 1619 1523 1.170 0.810 96 95 85 49 13 9.51E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.767  1.589 1515 1516 1451 0.725 0.449 91 91 83 -5 -41 2.37E-6 8.68E-6 > 1.00E-4




Anhang | xv
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D - 765624 / 1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : ICN-2-D-O (118828) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero  Ctrl -80 -70 60 -50 -40 -80 -70 60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0627 2656 2597 2538 1.003 0480 0.514 97 94 19 -24 -18 3.84E-7 2.76E-6 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0895 2765 2.631 2507 0.805 0.547 0.599 93 86 -10 -39 -33 2.38E-7 7.86E-7 > 1.00E-4
K-562 0240 1.952 1.906 1.912 1.231 0.244 0.267 97 98 58 . 2 1.37E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2292 2177 2114 0630 0435 0.498 93 89 5 34 25 2.60E-7 8.82E-7 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2878 2808 2810 2224 0.900 0.935 96 96 59 -29 -27 1.27E-6 4.67E-6 > 1.00E-4
SR 0221 0589 0.532 0.500 0.249 0.173 0.188 84 76 il -22 -15 2.38E-7 1.79E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0400 1.847 1.807 1.652 0.687 0.099 0.110 97 87 20 -75 -73 3.53E-7 1.62E-6 5.43E-6
HOP-62 0410 1.316 1.3256 1.296 0.959 0.094 0.001 101 98 61 -77  -100 1.19E-6 2.75E-6 6.36E-6
HOP-92 1410 1.868 1.818 1.813 1572 1.032 0.345 89 88 35 -27 -76 5.26E-7 3.70E-6 2.99E-5
NCI-H226 0904 2386 2285 2225 1.737 0.305 0.252 93 89 56 -66 -72 1.12E-6 2.88E-6 7.37E-6
NCI-H23 0.821 2346 2268 2260 1.999 0.537 0.210 95 94 77 -35 -74 1.75E-6 4.90E-6 243E-5
NCI-H322M 0815 1664 1569 1.563 1581 0.695 0.523 89 88 9 -15 -36 2.42E-6 7.23E-6 > 1.00E-4
NCI-H460 0264 2319 2396 2291 0.533 0.083 0.053 104 99 13 -69 -80 3.70E-7 1.45E-6 5.93E-6
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.720 1.742 1.707 0.768 0.383 0.537 102 99 29 . 12 5.00E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 1199 3296 3263 3.248 2962 0.700 0.630 98 98 84 42 47 1.87E-6 4.66E-6 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1.715 1.725 1.789 0962 0.091 0.048 101 105 51 -52 -74 1.02E-6 3.13E-6 9.65E-6
HCT-15 0.160 1.788 1.711 1711 1.137 0.194 0.243 95 95 60 2 5 1.49E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0.303 1.552 1.528 1.604 1.100 0.239 0.297 98 104 64 -21 -2 1.45E-6 5.64E-6 > 1.00E-4
KM12 0409 2057 2.091 2.044 1.785 0.396 0.485 102 99 83 -3 5 2.43E-6 . > 1.00E-4
SW-620 0247 1966 1.920 1.850 1.092 0.265 0.310 97 93 49 1 4 9.55E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.855 1.798 1814 1.398 0412 0235 96 97 65 -27 -58 1.45E-6 5.10E-6 5.50E-5
SF-539 0493 2092 2243 2025 1.089 0.055 0.027 109 96 37 -89 -95 6.06E-7 1.97E-6 4.91E-6
SNB-19 0.824 2177 2.043 1997 1.625 0.645 0.310 90 87 59 22 -62 1.30E-6 5.39E-6 4.96E-5
SNB-75 1227 2260 2.029 1.938 1.722 0.731 0.272 78 69 48 -40 -78 7.94E-7 3.48E-6 1.80E-5
U251 0496 2043 2030 1966 1.167 0.175 0.089 99 95 43 -65 -82 7.43E-7 2.52E-6 7.31E-6
Melanoma
LOX IMVI 0715 3168  3.101 2.995 1.891 0.267 0.194 97 93 48 63 .73 9.00E-7 2.71E-6 7.67E-6
MALME-3M 0.563 1.031 1.009 0.993 0.773 0.250 0.127 95 92 45 -56 -78 7.73E-7 2.79E-6 8.78E-6
M14 0445 1.793 1.753 1.776 1.352 0.291 0.256 97 99 67 -35 -43 1.48E-6 4.57E-6 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0376 1.504 1.447 1433 1.193 0.228 0.049 95 94 72 -39 -87 1.58E-6 4.44E-6 1.66E-5
SK-MEL-2 1.033  1.906 1.857 1.898 1.998 0.663 0.142 94 99 111 -36 -86 2.59E-6 5.69E-6 1.91E-5
SK-MEL-28 0539 1437 1464 1411 1.143 0.273 0.109 103 97 67 -49  -80 1.41E-6 3.77E-6 1.05E-5
SK-MEL-5 0676 2924 2.901 2.823 1.697 0.053 0.073 99 96 45 -92 -89 8.10E-7 2.14E-6 4.93E-6
UACC-257 0900 1.754 1.703 1.701 1.347 0.625 0.440 94 94 52 -31 -51 1.07E-6 4.28E-6 8.78E-5
UACC-62 1.049 2882 23837 2760 2053 0429 0.168 98 93 55 -59 -84 1.10E-6 3.03E-6 8.32E-6
Ovarian Cancer
IGROV1 0638 1.928 1.954 1.855 1.353 0.515 0.284 102 94 55 -19 -56 1.18E-6 5.52E-6 7.03E-5
OVCAR-3 0485 1557 1583 1.643 1.345 0.277 0.196 102 108 80 43 -60 1.76E-6 4.48E-6 2.64E-5
OVCAR-4 0.769 1571 1.615 1.561 1.376 0.640 0.432 105 99 76 -17 -44 1.90E-6 6.59E-6 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1.339 1.310 1.343 1.111 0.392 0.375 97 100 75 -10 -14 1.97E-6 7.68E-6 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1772 1717 1724 1.111 0302 0.203 96 96 51 -28 51 1.04E-6 4.47E-6 8.70E-5
NCI/ADR-RES 0.748 2345 2333 2271 2149 0945 0.575 99 95 88 12 -23 3.16E-6 2.22E-5 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1369 1.348 1.335 1.050 0.259 0.018 97 96 59 56 -97 1.20E-6 3.25E-6 8.83E-6
Renal Cancer
786-0 0838 2855 2827 2801 2071 0.126 0.033 99 97 61 -85 -96 1.19E-6 2.62E-6 5.76E-6
A498 1.396  2.048 1.965 1.887 1.672 0.340 0.164 87 75 42 -76 -88 5.82E-7 2.28E-6 6.06E-6
ACHN 0259 1562 1.604 1.547 0.630 0.049 0.024 103 99 28 -81 -91 4.94E-7 1.82E-6 5.19E-6
CAKI-1 1.099 2842 2752 2698 1590 0.615 0473 95 92 28 -44 -57 4.53E-7 2.45E-6 2.88E-5
RXF 393 0885 1.241 1.249 1.220 1.080 0.302 0.072 102 94 55 -66 -92 1.09E-6 2.84E-6 7.38E-6
SN12C 0958 2815 2734 2671 1.643 0.611 0.505 96 92 37 -36 -47 5.79E-7 3.19E-6 > 1.00E-4
TK-10 0.779  1.370 1.317 1.315 1.140 0.325 0.114 91 91 61 -58 -85 1.24E-6 3.25E-6 8.52E-6
U0o-31 0680 1943 1.795 1.725 1.103 0.135 0.091 88 83 33 -80 -87 4.62E-7 1.97E-6 5.42E-6
Prostate Cancer
PC-3 0518 2.003 1.951 1918 1434 0428 0.519 97 94 62 -17 . 1.41E-6 . > 1.00E-4
DU-145 0.389  1.487 1.542 1491 1.181 0.187 0.112 105 100 72 -52 -71 1.51E-6 3.81E-6 9.63E-6
Breast Cancer
MCF7 0424 2269 2148 2092 0.810 0404 0.188 93 90 21 -5 -56 3.82E-7 6.55E-6 7.74E-5
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.367  1.383 1.326 1.247 0.464 0.364 102 94 83 -31 -46 1.93E-6 5.30E-6 > 1.00E-4
HS 578T 0912 1.939 1.847 1909 1593 0.824 0.698 91 97 66 -10 -24 1.64E-6 7.46E-6 > 1.00E-4
BT-549 0.746  2.006 1.973 1.990 1.646 0.387 0.061 97 99 71 -48 -92 1.51E-6 3.96E-6 1.10E-5
T-47D 0.684 1.661 1.607 1519 1.263 0.622 0.341 94 85 59 -9 -50 1.37E-6 7.35E-6 9.92E-5
MDA-MB-468 0.767 1.631 1.572 1531 1.313 0.374 0.249 93 88 63 -51 -68 1.30E-6 3.57E-6 9.75E-6




xvi| Anhang

P16-Cl (NSC 765621)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC : D -765621/1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :
COMI : ICN-17-CI (118815) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0627 2686 2678 2685 2486 0698 0.754 100 100 90 3 6 2.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0895 2421 2389 2312 2367 0632 0.643 98 93 96 -29 -28 2.34E-6 5.84E-6 > 1.00E-4
K-562 0240 1874 1.817 1.848 1362 0.281 0.267 96 98 69 3 2 1.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2229 2153 2177 2259 0.783 0.751 95 97 102 8 6 3.55E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2944 2878 2903 2771 0.777 0.837 96 98 90 -39 -34 2.03E-6 4.98E-6 > 1.00E-4
SR 0221 0.621 0.601 0.605 0.596 0.237 0.232 95 96 94 4 3 3.07E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0400 1.669 1.647 1.620 1.584 0.285 0.107 98 96 93 -29 -73 2.26E-6 5.80E-6 2.99E-5
HOP-62 0410 1307 1319 1.290 1.294 0.242 0.039 101 98 98 -41 -91 2.23E-6 5.08E-6 1.52E-5
HOP-92 1410 1.903 1.854 1.842 1.813 1.150 0.903 90 88 82 -18 -36 2.08E-6 6.55E-6 > 1.00E-4
NCI-H226 0904 2447 2389 2363 2309 1.285 1.205 96 95 91 25 19 4.15E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2292 2162 2.165 2231 0.978 0.893 91 91 96 1 5 3.45E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1700 1.627 1.665 1.671 0.138 0.088 92 96 97 -83 -89 1.82E-6 3.45E-6 6.54E-6
NCI-H460 0.264 2323 2.388 2446 2435 0.099 0.118 103 106 105 -63 -55 2.14E-6 4.24E-6 8.40E-6
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.682 1.705 1.681 1.760 1.082 0.052 102 100 106 54 -86 1.07E-5 242E-5 5.50E-5
HCC-2998 1199 3246 3239 3234 3.209 0494 0.112 100 99 98 -59 -91 2.03E-6 4.22E-6 8.79E-6
HCT-116 0.187 1.834 1.808 1.776 1.810 0.050 0.042 98 96 99 -73 -78 1.92E-6 3.75E-6 7.32E-6
HCT-15 0.160 2.096 1.971 1993 1.812 0268 0.222 94 95 85 6 3 2.77E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0.303 1.479 1.458 1419 1478 0.137 0.148 98 95 100 -55 -51 2.10E-6 4.42E-6 9.31E-6
KM12 0409 2160 2.096 2.077 2.184 0.107 0.085 96 95 101 -74 -79 1.96E-6 3.79E-6 7.30E-6
SW-620 0.247 1.976 1.933 1.921 1.903 0.270 0.195 97 97 96 1 -21 3.05E-6 1.15E-5 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.842 1.796 1.776 1.884 0.407 0.259 96 95 103 -28 -54 2.55E-6 6.16E-6 7.05E-5
SF-539 0493 2510 2497 2469 2354 0.258 0.122 99 98 92 -48 -75 2.00E-6 4.56E-6 1.21E-5
SNB-19 0.824  2.201 2106 2.034 2.041 0.684 0.078 93 88 88 17 -91 231E-6 6.89E-6 281E-5
SNB-75 1227 2146 1989 1.998 2065 1.145 0.513 83 84 91 -7 -58 2.63E-6 8.54E-6 6.92E-5
U251 0496 2059 1962 1969 1.910 0.091 0.094 94 94 90 -82 -81 1.72E-6 3.35E-6 6.54E-6
Melanoma
LOX IMVI 0715 3.096 3.030 3.021 2977 0.869 0.843 97 97 95 6 5 3.22E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0.563 1.108 1.122 1.057 1.130 0.801 0.713 103 91 104 44 27 7.84E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1.707 1.691 1.679 1.717 0.380 0423 99 98 101 -15 -5 2.76E-6 7.47E-6 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0.376 1.630 1596 1.529 1472 0.183 0.242 97 92 87 -51 -36 1.86E-6 4.27E-6 :
SK-MEL-2 1.033 1817 1816 1.768 1.847 0.623 0.464 100 94 104 -40 -55 2.37E-6 5.29E-6 4.68E-5
SK-MEL-28 0.539  1.421 1.443 1412 1408 0.036 0.022 102 99 99 -93 -96 1.79E-6 3.26E-6 5.95E-6
SK-MEL-5 0676 2962 2889 2988 2383 0.417 0.336 97 101 75 -38 -50 1.65E-6 4.58E-6 9.44E-5
UACC-257 0.900 2.200 2158 2124 2.136 0.908 0.153 97 94 95 1 -83 3.00E-6 1.02E-5 4.03E-5
UACC-62 1.049 2848 2814 2844 2732 0.752 0.488 98 100 94 -28 -53 2.28E-6 5.85E-6 7.27E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0.638 1.773 1.810 1.781 1.777 0.478 0.395 103 101 100 -25 -38 2.52E-6 6.31E-6 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1500 1557 1529 1.632 0.087 0.037 106 103 113 -82 -92 2.10E-6 3.79E-6 6.85E-6
OVCAR-4 0769 1574 1.584 1.597 1.531 1.013 0.828 101 103 95 30 7 4.95E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1469 1429 1447 1352 0.797 0637 96 98 89 35 20 5.26E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1577 1630 1.610 1.588 0462 0.392 105 103 101 4 -6 3.35E-6 2.44E-5 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0748 2340 2310 2291 2295 0.898 0.787 98 97 97 9 2 3.45E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1350 1.319 1.288 1.260 0.796 0.406 96 92 88 27 -32 4.19E-6 2.88E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2.831 2772 2754 2820 1.080 0.672 97 96 99 12 -20 3.68E-6 2.39E-5 > 1.00E-4
A498 1396 2014 1.873 1.849 1.920 1.353 0.075 77 73 85 -3 -95 2.48E-6 9.22E-6 3.25E-5
ACHN 0.259 1.743 1.744 1.738 1.600 0.499 0.257 100 100 90 16 -1 3.50E-6 9.00E-5 > 1.00E-4
CAKI-1 1.099 2845 2715 2750 2.689 0.941 0.585 93 95 91 -14 -47 2.45E-6 7.30E-6 > 1.00E-4
RXF 393 0.885 1.301 1276 1.301 1.274 0.178 0.124 94 100 94 -80 -86 1.78E-6 3.46E-6 6.73E-6
SN12C 0958 2796 2685 2688 2589 1.164 1.088 94 94 89 11 4 3.16E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0.779 1.333 1285 1.299 1.338 0.731 0.331 91 94 101 -6 -58 2.99E-6 8.76E-6 7.14E-5
U0-31 0680 2029 1907 1.879 1907 0.099 0.113 91 89 91 -85 -83 1.71E-6 3.28E-6 6.30E-6
Prostate Cancer
PC- 0518 2035 1946 1.990 1.897 0.082 0.102 94 97 91 -84 -80 1.71E-6 3.30E-6 6.37E-6
DU-145 0389 1475 1522 1532 1586 0.011 0.012 104 105 110 -97 -97 1.95E-6 3.40E-6 5.92E-6
Breast Cancer
MCF7 0424 2339 2178 2.088 2.140 0.127 0.103 92 87 90 -70 -76 1.77E-6 3.64E-6 7.49E-6
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.309 1.309 1.276 1.302 0.320 0.248 100 95 99 -53 -63 2.10E-6 4.49E-6 9.58E-6
HS 578T 0912 2003 1938 1927 1.885 0.800 0.761 94 93 89 -12 -17 2.43E-6 7.57E-6 > 1.00E-4
BT-549 0746 1.868 1.744 1.819 1.829 0.841 0.709 89 96 97 8 -5 3.37E-6 4.24E-5 > 1.00E-4
T-47D 0684 1599 1534 1566 1.558 0458 0.301 93 96 96 -33 -56 2.26E-6 5.53E-6 547E-5
MDA-MB-468 0767 1.639 1526 1.544 1515 0.068 0.106 87 89 86 -91 -86 1.59E-6 3.05E-6 5.85E-6




Anhang | xvii
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC:D-768114 /1 Experiment ID : 1303NS40 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : March 18, 2013 QNS : MC :

COMI : ICN-4-H (122395) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero  Ctrl -80 -70 60 -50 -40 -80 -70 60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.860 3.065 3.111 3.107 3.179 0.876 0.585 102 102 105 1 -32 3.37E-6 1.05E-5 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.045 3.018 3.037 3.135 3.139 1.593 0.902 101 106 106 28 -14 5.20E-6 4.67E-5 > 1.00E-4
K-562 0.239 1.944 2.064 1.961 2.193 1.026 0.348 107 101 115 46 6 8.79E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0957 2964 2947 3.103 2913 0.906 0.786 99 107 97 -5 -18 2.89E-6 8.86E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 0795 2513 2498 2451 2439 1.295 0.582 99 96 96 29 -27 4.86E-6 3.32E-5 > 1.00E-4
SR 0720 2822 2769 2647 2247 0.649 0.499 97 92 73 -10 -31 1.88E-6 7.59E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0.641 2288 2204 2224 2005 0.644 0.529 95 96 83 . -17 2.49E-6 1.02E-5 > 1.00E-4
HOP-62 0558 1676 1680 1.751 1.647 0.857 0.551 100 107 97 27 -1 4.69E-6 9.02E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 1.176  2.531 2296 2364 2.100 0.758 1.022 83 88 68 -36 -13 1.50E-6 4.54E-6 > 1.00E-4
NCI-H23 1219 3117 3.091 3.121 3.079 1.837 1.134 99 100 98 33 -7 541E-6 6.65E-5 > 1.00E-4
NCI-H322M 0699 1.827 1.651 1.714 1.638 0.998 0.627 84 90 83 26 -10 3.85E-6 5.25E-5 > 1.00E-4
NCI-H460 0440 3357 3.376 3.395 3.307 0.615 0.320 101 101 98 6 =27 3.33E-6 1.51E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 1.167 2418 2368 2360 2259 1.586 0.924 96 95 87 33 -21 4.93E-6 4.13E-5 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0526 2150 2260 2.215 2.036 0.735 0.321 107 104 93 13 -39 3.44E-6 1.77E-5 > 1.00E-4
HCC-2998 0.894 25890 2983 2962 2900 1.950 0.843 105 104 100 53 -6 1.12E-5 7.99E-5 > 1.00E-4
HCT-116 0207 1.775 1.785 1.810 1.447 0241 0.265 101 102 79 2 4 2.39E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0301 2299 2167 2201 1.983 0.547 0.353 93 95 84 12 3 2.99E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0407 2125 2133 2104 1664 1.029 0.424 100 99 73 36 1 4.23E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0434 2441 2476 2557 2424 0795 0418 102 106 99 18 -4 4.03E-6 6.69E-5 > 1.00E-4
SW-620 0292 2259 2204 2237 2213 0.689 0.344 97 99 98 20 3 4.12E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0648 2055 2.087 2125 2.016 0919 0.524 102 105 97 19 -19 4.03E-6 3.16E-5 > 1.00E-4
SF-295 0.762 2866 2.807 2765 2519 1.126 0.920 97 95 83 17 8 3.21E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0813 2498 2523 2388 2.000 0.788 0.487 101 93 70 -3 -40 1.89E-6 9.06E-6 > 1.00E-4
SNB-19 0947 2615 2516 2525 2663 1.578 1.079 94 95 103 38 8 6.50E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0.876  1.641 1.500 1.488 1.306 0.806 0.352 82 80 56 -8 -60 1.25E-6 7.50E-6 6.45E-5
U251 0507 1.855 1.775 1.743 1696 1.015 0.504 94 92 88 38 -1 5.70E-6 9.65E-5 > 1.00E-4
Melanoma
MALME-3M 0758 1.663 1534 1.600 1.685 1.186 0.574 86 93 102 47 -24 8.91E-6 4.58E-5 > 1.00E-4
M14 0557 2172 2202 2250 2296 1.271 0476 102 105 108 44 -15 8.11E-6 5.66E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0686 2817 2814 2801 2664 1.564 0.261 100 99 93 41 -62 6.75E-6 2.51E-5 7.66E-5
SK-MEL-28 0612 1583 1605 1536 1.535 0.873 0.517 102 95 95 27 -16 4.58E-6 4.29E-5 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0692 2923 2715 2795 2700 0.812 0.636 91 94 90 5 -8 2.97E-6 2.49E-5 > 1.00E-4
UACC-257 1.029 2205 2057 2.069 2153 1.618 0.961 87 88 96 50 -7 1.00E-5 7.63E-5 > 1.00E-4
UACC-62 0782 2571 2568 2526 2585 1.202 0.382 100 97 101 23 51 4.53E-6 2.06E-5 9.63E-5
Ovarian Cancer
IGROV1 0.849 2338 2247 2383 2332 0.977 0.805 94 103 100 9 -5 3.51E-6 4.17E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0.533 1.470 1.541 1.581 1.437 0.683 0407 108 112 96 16 -24 3.78E-6 2.53E-5 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.741 1.314 1319 1.249 1.261 1.058 0.728 101 89 91 55 -2 1.24E-5 9.29E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0.447 1.351 1.281 1.235 1.314 0.814 0482 92 87 96 41 4 6.75E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0613 2.646 2591 2.091 2257 1.057 0.694 97 73 81 22 4 3.33E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.703 2451 2543 2567 2422 1285 0.779 106 107 98 33 4 5.54E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.812 1.568 1.574 1615 1.488 1.004 0.793 101 106 89 25 -2 4.12E-6 8.20E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0872 2813 2.861 2.851 2530 0.967 0.758 102 102 85 5 -13 2.75E-6 1.87E-5 > 1.00E-4
A498 1.633 2485 2373 2385 2179 1.071 0.850 87 88 64 -34 -48 1.39E-6 4.47E-6 > 1.00E-4
ACHN 0340 1695 1728 1644 1.440 0401 0.358 102 96 81 5 1 2.55E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0.640 2614 2541 2476 2055 1.050 0.647 96 93 72 21 . 267E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0960 1503 1.383 1434 1.277 0.542 0475 78 87 58 -44 -51 1.21E-6 3.74E-6 8.29E-5
SN12C 0684 2603 2567 2512 2373 1.052 0.713 98 95 88 19 1 3.56E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0938 1779 1806 1.752 1.619 1.290 0.861 103 97 81 42 -8 6.20E-6 6.86E-5 > 1.00E-4
U0-31 0736 2211 1968 2117 1995 0.476 0.730 8 94 8 35 -1 1.96E-6 5.10E-6 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC- 0.570 1.729 1617 1.646 1.526 1.017 0.639 90 93 82 39 6 5.48E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0456  1.622 1.721 1.803 1.696 0.727 0.409 109 116 106 23 -10 4.77E-6 4.90E-5 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0.300 1.631 1.541 1468 1410 0295 0.318 93 88 83 -2 1 247E-6 5 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.766 1.640 1623 1.609 1.804 1.319 0.777 98 96 119 63 1 1.64E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 1.168 2274 2216 2172 1.987 1.142 0973 95 91 74 -2 -17 2.07E-6 9.35E-6 > 1.00E-4
BT-549 1203 2.326 2.328 2406 2.106 1.336 0.895 100 107 80 12 -26 2.78E-6 2.07E-5 > 1.00E-4
T-47D 0726 1.722 1670 1.666 1.646 0.967 0.671 95 94 92 24 -8 4.18E-6 5.78E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.600 1.221 1.130 1.138 1.068 0.664 0.225 85 87 75 10 -63 2.45E-6 1.38E-5 6.72E-5
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P4-D-H (NSC 768115)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC:D-768115/1 Experiment ID : 1303NS40 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : March 18, 2013 QNS : MC :

COMI : ICN-4-D-H (122396) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -4.0 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.860 3.069 3.109 2906 2.949 1.629 0.903 102 93 95 35 2 5.57E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 1.045 2884 2726 2826 3.016 2.024 1.150 91 97 107 53 6 1.17E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
K-562 0239 1.724 1.646 1.651 1.686 0.872 0.642 95 95 97 43 27 7.33E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0957 2918 2977 2902 2819 0.885 0.814 103 99 95 -8 -15 2.74E-6 8.43E-6 > 1.00E-4
RPMI-8226 0.795 2.362 2474 2374 2354 1619 1.039 107 101 99 53 16 1.17E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0.720 2.680 2421 2516 2153 0.672 0.568 87 92 73 -7 -21 1.95E-6 8.23E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0641 2164 2206 2.168 1.552 0.603 0.634 103 100 60 -6 -1 141E-6 8.12E-6 > 1.00E-4
HOP-62 0.558 1.749 1.691 1.734 1.605 0.847 0.577 95 99 88 24 2 3.94E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 1176 2494 2380 2254 2057 1.117 0.741 91 82 67 -5 -37 1.71E-6 8.51E-6 > 1.00E-4
NCI-H23 1219 3114 3.012 2975 2956 1.764 1418 95 93 92 29 11 4.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0699 1.864 1789 1.724 1.687 1.125 0.902 94 88 85 37 17 5.26E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0440 3.268 3.321 3.311 2.893 0.590 0.382 102 102 87 5 -13 2.83E-6 1.94E-5 > 1.00E-4
NCI-H522 1167 2314 2205 2177 2074 1.338 1.194 90 88 79 15 2 2.84E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0526 2.056 1.978 2.022 1.805 0.761 0.420 95 98 84 15 -20 3.10E-6 2.70E-5 > 1.00E-4
HCC-2998 0894 2786 2795 2802 2.818 1.987 1.327 100 101 102 58 23 1.67E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.207  1.696 1.761 1.667 1.478 0.325 0.159 104 98 85 8 -23 2.86E-6 1.80E-5 > 1.00E-4
HCT-15 0301 2293 2282 2301 1970 0.821 0.512 99 100 84 26 1 3.85E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0407 1879 1.877 1.730 1511 1.012 0.597 100 90 75 41 13 5.46E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0434 2330 2246 2255 2312 1.177 0.598 96 96 99 39 9 6.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0292 2132 2133 2078 1.991 0.785 0.504 100 97 92 27 1" 4.42E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.648 2.054 1.974 1992 1973 1.129 0.687 94 96 94 34 3 5.46E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-295 0762 2905 2732 2696 2447 1.259 00958 92 90 79 23 9 3.28E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0813 2566 2590 2490 2290 1.210 0.762 101 96 84 23 -6 3.59E-6 6.07E-5 > 1.00E-4
SNB-19 0947 2637 2467 2451 2353 1586 1.375 90 89 83 38 25 5.38E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0876 1.588 1494 1519 1402 0.726 0.758 87 90 74 17 -13 1.83E-6 6.48E-6 > 1.00E-4
U251 0507 1.784 1.729 1.715 1.658 0.992 0.767 96 95 90 38 20 5.88E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
MALME-3M 0.758  1.650 1.581 1.491 1.603 0.972 0.696 92 82 95 24 -8 4.28E-6 5.56E-5 > 1.00E-4
M14 0.557 2.196 2119 2180 2209 1.352 0.822 95 99 101 48 16 9.35E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0686 2744 2771 2726 2512 1664 1.186 101 99 89 48 24 8.70E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0612 1463 1462 1454 1431 1.083 0.799 100 99 96 55 22 1.45E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0692 2876 2787 2689 2623 1.060 0.472 96 91 88 17 -32 3.44E-6 2.22E-5 > 1.00E-4
UACC-257 1.029 2.053 2.041 2.045 2.107 1.435 1.048 99 99 105 40 2 6.94E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0.782 2657 2536 2518 2186 1.065 0.740 94 93 75 15 -5 2.61E-6 5.44E-5 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0.849 2389 2439 2384 2256 1.201 0.883 103 100 91 23 2 4.01E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0.533 1.466 1.489 1541 1459 0.936 0.553 102 108 99 43 2 7.55E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-4 0741 1272 1288 1.268 1.204 1.047 0.840 103 99 87 58 19 1.56E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0.447 1315 1.334 1.347 1.347 0.901 0.692 102 104 104 52 28 1.24E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0613 2547 2573 2570 2276 1.294 0.857 101 101 86 35 13 5.12E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.703 2337 2299 2340 2287 1.290 0.979 98 100 97 36 17 5.88E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0812 1576 1507 1572 1.492 0.984 0.771 91 99 89 22 -5 3.85E-6 6.52E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0872 2.841 2736 2697 2701 1.374 0.871 95 93 93 25 4.33E-6 9.90E-5 > 1.00E-4
A498 1.633 2.589 2386 2403 2149 1487 1.198 79 81 54 -9 =27 1.16E-6 7.20E-6 > 1.00E-4
ACHN 0.340 1.732 1.792 1.783 1.442 0428 0.449 104 104 79 6 8 251E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0.640 2.706 2582 2492 2129 0.854 0.743 94 90 72 10 5 2.28E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0960 1457 1435 1362 1.312 0.753 0.560 95 81 7 -22 -42 1.68E-6 5.84E-6 > 1.00E-4
SN12C 0.684 2.603 2570 2534 2263 1.267 0.875 98 96 82 30 10 4.19E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0938 1.713 1624 1575 1414 1.088 0.949 88 82 61 19 1 1.86E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UO-31 0.736 2.206 2.041 2.018 1.858 0.852 0.571 89 87 76 8 -22 243E-6 1.82E-5 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0570 1649 1668 1.630 1.565 1.153 0.913 102 98 92 54 32 1.52E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0456 1.633 1.662 1.631 1.498 0.866 0.494 102 100 89 35 3 5.21E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0.300 1527 1423 1.396 1.355 0432 0.295 91 89 86 11 -2 3.01E-6 7.34E-5 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.766  1.655 1.711 1749 1716 1480 1.175 106 il 107 80 46 7.63E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 168 2257 2240 2161 2162 1.320 1.120 98 91 91 14 -4 3.42E-6 5.89E-5 > 1.00E-4
BT-549 1203 2.366 2323 2332 2155 1.508 1.233 96 97 82 26 3 3.74E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0726 1.717 1669 1622 1615 1211 0.838 95 90 90 49 i 9.39E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.600 1.199 1.142 1.084 1.011 0.786 0.628 90 81 69 31 5 3.12E-6 > 1.00E4 > 1.00E-4




Anhang | xix

P16-6-NEthNCH32 (NSC 765623)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results
NSC : D -765623 /1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :
COMI : ICN-17-6-DAED-HCI (118819) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Cil  -80 70 60 50 -40 80 70 60 50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0627 2704 2683 2519 2372 0.534 0.162 99 91 84 -15 -74 21E-6 7.08E-6 3.91E-5
HL-60(TB) 0895 2554 2724 2633 2296 0.299 0.209 110 105 84 -67 =77 1.69E-6 3.62E-6 7.76E-6
K-562 0240 1922 2.004 1.990 1.567 0.127 0.063 106 104 79 -47 -74 1.69E-6 4.22E-6 1.26E-5
MOLT-4 0664 2325 2464 2571 1.683 0440 0.181 108 115 61 -34 -73 1.32E-6 4.42E-6 2.61E-5
RPMI-8226 1272 2857 2829 2747 2540 0.699 0.444 98 93 80 -45 -65 1.74E-6 4.36E-6 1.76E-5
SR 0221 0610 0.602 0567 0.373 0.181 0.147 98 89 39 -18 -34 6.02E-7 4.82E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0400 1817 1.803 1.783 1.343 0.147 0.073 99 98 67 -63 -82 1.34E-6 25E-6 7.89E-6
HOP-62 0410 1337 1364 1.381 1.362 0.468 0.022 103 105 103 6 -95 3.52E-6 1.15E-5 3.60E-5
HOP-92 1410 1900 1805 1.800 1.780 1.474 0.189 81 79 75 13 -87 2.55E-6 1.35E-5 4.29E-5
NCI-H226 0904 2413 2404 2467 2364 0792 0.371 99 104 97 -12 -59 2.68E-6 7.69E-6 6.40E-5
NCI-H23 0.821 2349 2333 2346 2295 1448 0.131 99 100 96 41 -84 6.88E-6 2.13E-5 5.34E-5
NCI-H322M 0815 1.746 1.651 1.781 1.637 0.942 0.019 90 104 88 14 -98 3.26E-6 1.33E-5 3.73E-5
NCI-H460 0264 2476 2561 2518 1.611 0.075 0.053 104 102 61 -72 -80 1.21E-6 2.88E-6 6.85E-6
Colon Cancer
COLO 205 0380 1.656 1.732 1.735 1.666 0.047 0.040 106 106 101 -88 -89 1.86E-6 3.42E-6 6.31E-6
HCC-2998 1199  3.281 3.267 3.275 3.209 1.632 0.161 99 100 97 21 -87 4.12E-6 1.56E-5 4.56E-5
HCT-116 0.187 1.745 1903 1.832 1552 0.111 0.053 110 106 88 -41 -72 1.96E-6 4.80E-6 1.98E-5
HCT-15 0.160 1.814 1.745 1.707 1.342 0.205 0.059 96 94 71 3 -63 2.05E-6 1.10E-5 6.26E-5
HT29 0303 1552 1.604 1.580 1.242 0.192 0.063 104 102 75 -37 -79 1.68E-6 4.69E-6 2.04E-5
KM12 0409 2145 2207 2282 2.130 0.582 0.057 104 108 99 10 -86 3.56E-6 1.27E-5 4.20E-5
SW-620 0.247  2.036 1.981 1.985 1.675 0.197 0.039 97 97 80 -20 -84 1.98E-6 6.28E-6 2.92E-5
CNS Cancer
SF-268 0562  1.943 1.951 2.009 1.933 0.664 0.090 101 105 99 4 -84 3.44E-6 1.20E-5 4.24E-5
SF-539 0493 2184 2141 2170 2131 0.044 0.034 97 99 97 -91 -93 1.77E-6 3.27E-6 6.04E-6
SNB-19 0.824 2258 2126 2114 2095 1.243 0.032 91 90 89 29 -96 4.46E-6 1.71E-5 4.28E-5
SNB-75 1227 2227 1980 1.933 1.981 1.745 0.096 75 71 75 52 -92 1.03E-5 2.29E-5 5.09E-5
U251 0496 2066 2012 1.977 1.857 0.100 0.028 97 94 87 -80 -94 1.66E-6 3.31E-6 6.62E-6
Melanoma
LOX IMVI 0715 3148 3126 3.202 3.024 0.126 0.112 99 102 95 -82 -84 1.79E-6 3.43E-6 6.57E-6
MALME-3M 0563 1.047 1.069 1.071 1.028 0.081 0.074 104 105 96 -86 -87 1.79E-6 3.37E-6 6.36E-6
M14 0445 1.884 1.907 1919 1923 0.139 0.082 102 102 103 -69 -82 2.03E-6 3.97E-6 7.77E-6
MDA-MB-435 0376 1652 1588 1.547 1.507 0.077 0.034 95 92 89 -80 -91 1.70E-6 3.36E-6 6.67E-6
SK-MEL-2 1.033  1.901 1.976 2016 2.048 0.401 0.054 109 113 117 -61 -95 2.38E-6 4.53E-6 8.65E-6
SK-MEL-28 0539 1412 1417 1.383 1.393 0.023 0.004 101 97 98 -96 -99 1.77E-6 3.20E-6 5.80E-6
SK-MEL-5 0676 3.015 3.021 3.021 2.885 0.008 0.005 100 100 94 -99 -99 1.70E-6 3.08E-6 5.59E-6
UACC-257 0.900 1.765 1.724 1672 1.646 0.131 0.040 95 89 86 -86 -96 1.62E-6 3.18E-6 6.21E-6
UACC-62 1.049 2937 2921 2938 2.827 0.152 0.039 99 100 94 -86 -96 1.76E-6 3.34E-6 6.34E-6
Ovarian Cancer
IGROV1 0638 1.769 1912 1.936 1.727 0.764 0.054 113 115 96 11 -92 3.50E-6 1.28E-5 94E-5
OVCAR-3 0485 1585 1.695 1.715 1670 0.384 0.029 110 112 108 -21 -94 281E-6 6.89E-6 2.50E-5
OVCAR-4 0769 1522 1.544 1492 1462 0.906 0.055 103 96 92 18 -93 3.71E-6 1.46E-5 4.11E-5
OVCAR-5 0434 1327 1290 1.264 1.333 0915 0.028 96 93 101 54 -94 1.06E-5 2.32E-5 5.06E-5
OVCAR-8 0417 1746 1753 1.676 1.481 0.562 0.049 100 95 80 11 -88 2.72E-6 1.29E-5 4.11E-5
NCI/ADR-RES 0.748 2330 2.387 2443 2304 1.330 0.180 104 107 98 37 -76 6.10E-6 2.12E-5 5.89E-5
SK-OV-3 0592 1350 1.322 1.375 1.338 0.859 0.015 9% 103 98 35 -97 5.83E-6 1.84E-5 4.39E-5
Renal Cancer
786-0 0.838 2.854 2.895 2955 2730 0.394 0.120 102 105 94 -53 -86 1.99E-6 4.36E-6 9.54E-6
A498 1396 2096 1918 1.890 1.773 1.329 0.042 75 71 54 -5 -97 1.17E-6 8.28E-6 3.09E-5
ACHN 0259 1.534 1518 1499 1.386 0.137 0.029 99 97 88 -47 -89 1.92E-6 4.49E-6 1.17E-56
CAKI-1 1.099 2981 2890 2789 2.768 1.441 0.053 95 90 89 18 -95 3.54E-6 1.45E-5 3.99E-5
RXF 393 0885 1.249 1.248 1.278 1.230 0.454 0.096 100 108 95 -49 -89 2.05E-6 4.58E-6 1.08E-5
SN12C 0958 2950 2774 2867 2678 1.191 0.092 91 96 86 12 -90 3.07E-6 1.30E-5 4.02E-5
TK-10 0779 1328 1313 1.363 1.331 0.613 0.027 97 106 101 -21 -97 2.60E-6 6.69E-6 2.40E-5
UO-31 0.680 2.044 1934 1929 1.758 0.467 0.015 92 92 79 -31 -98 1.83E-6 5.20E-6 1.91E-5
Prostate Cancer
PC-3 0518 1.952 1934 1.874 1.747 0.586 0.030 99 95 86 5 -94 2.76E-6 1.12E-5 3.57E-5
DU-145 0389 1532 1600 1663 1.503 0.369 0.013 106 11 97 -5 -97 2.90E-6 8.91E-6 3.09E-5
Breast Cancer
MCF7 0424 2358 2124 2151 1.929 0.141 0.145 88 89 78 -67 -66 1.56E-6 3.45E-6 7.66E-6
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.467 1.461 1450 1.320 0.326 0.052 99 98 81 -52 -92 1.72E-6 4.08E-6 9.69E-6
HS 578T 0912 2.086 2.061 2.040 1.985 0.960 0.565 98 96 91 4 -38 2.98E-6 1.25E-5 > 1.00E-4
BT-549 0.746  2.010 2,021 2.065 1.937 1431 0.057 101 104 94 54 -92 1.07E-5 2.34E-5 5.14E-5
T-47D 0.684 1.641 1.680 1.664 1.591 0.334 0.221 104 102 95 -51 -68 2.03E-6 4.46E-6 9.81E-6
MDA-MB-468 0.767 1.664 1599 1618 1.550 0.290 0.120 93 95 87 -62 -84 1.77E-6 3.83E-6 8.29E-6
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P16-60EthNCH32 (NSC 765625)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results
NSC : D -765625/1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar
Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :
COMI : ICN-17-6-OEthNCH32-HCI (118829)| Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J
Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctrl -80 -70 -60 -50 40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.627 2509 2435 2005 0590 0.459 0.168 96 73 -6 =27 -73 1.96E-7 8.40E-7 3.15E-5
HL-60(TB) 0.895 2590 2428 1.768 0.666 0.310 0.184 90 51 -26 -65 -79 1.04E-7 4.66E-7 4.10E-6
K-562 0.240 1.843 1.826 1.561 0.407 0.186 0.050 99 82 10 -23 -79 2.82E-7 2.07E-6 3.04E-5
MOLT-4 0664 2205 2175 0976 0475 0436 0.145 98 20 -28 -34 -78 4.14E-8 2.60E-7 2.27E-5
RPMI-8226 1272 2823 2686 2598 1.262 0.642 0.368 91 86 -1 -50 -71 2.58E-7 9.79E-7 1.05E-5
SR 0.221 0.569 0.509 0.306 0.225 0.174 0.119 83 24 1 -21 -46 3.63E-8 1.11E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0400 1.795 1.713 0.994 0.297 0.186 0.057 94 43 -26 -54 -86 7.17E-8 4.20E-7 7.48E-6
HOP-62 0410 1.320 1.314 1.239 0474 0.255 0.014 99 91 7 -38 -97 3.08E-7 1.43E-6 1.61E-5
HOP-92 1410 1.845 1.812 1.812 1579 1.102 0.154 92 92 39 -22 -89 6.19E-7 4.37E-6 2.62E-5
NCI-H226 0904 2359 2298 2234 1.107 0522 0.223 96 91 14 -42 -75 3.42E-7 1.77E-6 1.71E-5
NCI-H23 0.821 2.367 2225 2156 1.208 0.385 0.102 91 86 25 -53 -88 3.91E-7 2.09E-6 9.11E-6
NCI-H322M 0815 1.649 1.560 1.543 1.464 0.674 0.042 89 87 78 -17 -95 1.96E-6 6.57E-6 2.64E-5
NCI-H460 0264 2323 2385 0926 0.287 0.113 0.046 103 32 1 -57 -83 5.59E-8 1.04E-6 7.53E-6
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.709 1.735 1513 0.998 0.103 0.034 102 85 47 -73 -91 8.13E-7 2.45E-6 6.43E-6
HCC-2998 1199 3.277 3.241 3.149 2748 0.107 0.130 98 94 75 -91 -89 1.41E-6 2.82E-6 5.65E-6
HCT-116 0.187 1.765 1.804 1.557 0.644 0.034 0.008 102 87 29 -82 -96 4.33E-7 1.83E-6 5.16E-6
HCT-15 0.160 1.685 1.669 1.331 0.287 0.150 0.011 99 77 8 -7 -93 2.46E-7 3.62E-6 3.16E-5
HT29 0.303 1.536 1.565 1.493 0.602 0.217 0.030 102 97 24 -28 -90 4.40E-7 2.89E-6 2.24E-5
KM12 0409 2.140 2.067 1.834 1.021 0.460 0.058 96 82 35 3 -86 4.87E-7 1.08E-5 3.95E-5
SW-620 0247 1971 1.969 1463 0.746 0.214 0.047 100 71 29 -14 -81 3.12E-7 4.80E-6 3.46E-5
CNS Cancer
SF-268 0562 1.825 1.767 1.759 0.843 0458 0.127 95 95 22 -19 -77 4.14E-7 3.51E-6 3.43E-5
SF-539 0493 2282 2168 2200 0.941 0.066 0.003 94 95 25 -87 -99 4.42E-7 1.68E-6 4.70E-6
SNB-19 0824 2257 2180 2092 1.077 0.785 0.082 95 88 18 -5 -90 3.49E-7 6.15E-6 3.39E-5
SNB-75 1227 2215 1.976 2.033 1.866 1.024 0.024 76 82 65 -17 -98 1.52E-6 6.25E-6 2.57E-5
U251 0496 2.033 1.948 1.792 0502 0.262 0.028 94 84 ) -47 -94 2.56E-7 1.02E-6 1.15E-5
Melanoma
LOX IMVI 0.715 3.186 3.079 2636 1.289 0.130 0.067 96 78 23 -82 -91 3.23E-7 1.66E-6 4 97E-6
MALME-3M 0.563 1.020 1.008 0.987 0.755 0.068 0.096 97 93 42 -88 -83 6.92E-7 2.10E-6 5.10E-6
M14 0445 1819 1.743 1.691 0.802 0.068 0.041 94 91 26 -85 -91 4.25E-7 1.71E-6 4.85E-6
MDA-MB-435 0.376  1.507 1479 1401 0.879 0.074 0.016 98 91 44 -80 -96 7.60E-7 2.27E-6 5.72E-6
SK-MEL-2 1.033  1.907 1.891 1.901 1.839 0.405 0.096 98 99 92 -61 -91 1.89E-6 4.00E-6 8.49E-6
SK-MEL-28 0.539  1.440 1.463 1.398 1.196 0.201 0.003 103 95 73 -63 -99 1.48E-6 3.45E-6 8.05E-6
SK-MEL-5 0676 2877 2789 2601 1.504 0.021 0.023 96 87 38 -97 -97 5.64E-7 1.90E-6 4.48E-6
UACC-257 0.900 2.055 2.005 1.919 1435 0.070 0.052 96 88 46 -92 -94 8.15E-7 2.16E-6 4.95E-6
UACC-62 1.049 2872 2880 2780 2011 0.300 0.059 100 95 53 -71 -94 1.05E-6 2.66E-6 6.72E-6
Ovarian Cancer
IGROV1 0.638 1.835 1.799 1606 1.191 0.443 0.083 97 81 46 -31 -87 7.75E-7 4.00E-6 2.21E-5
OVCAR-3 0485 1495 1524 1532 0.970 0.359 0.041 103 104 48 -26 -92 9.21E-7 4.46E-6 2.32E-5
OVCAR-4 0.769  1.609 1.601 1.641 1.307 0.717 0.106 99 104 64 -7 -86 1.58E-6 8.02E-6 3.50E-5
OVCAR-5 0.434 1.353 1.403 1.108 0.973 0.290 0.006 105 73 59 -33 -99 1.24E-6 4.34E-6 1.80E-5
OVCAR-8 0417 1659 1.682 1.499 0670 0.259 0.051 102 87 20 -38 -88 3.60E-7 2.23E-6 1.75E-5
NCI/ADR-RES 0.748 2357 2350 2312 1.655 0.709 0.110 100 97 56 -5 -85 1.27E-6 8.21E-6 3.62E-5
SK-OV-3 0592 1.379 1.370 1.379 0.821 0.536 0.025 99 100 29 -9 -96 5.06E-7 5.68E-6 2.95E-5
Renal Cancer
786-0 0838 2736 2730 2658 0.597 0.172 0.059 100 96 -29 -79 -93 2.33E-7 5.88E-7 2.62E-6
A498 1.396 2.063 1.969 1.903 1.647 0.250 0.181 86 76 38 -82 -87 4.75E-7 2.06E-6 5.39E-6
ACHN 0.259 1.508 1.528 1.206 0.248 0.116 -0.006 102 76 -4 -55  -100 2.10E-7 8.80E-7 7.89E-6
CAKI-1 1.099 2845 2776 2429 1.146 0.660 0.041 96 76 3 -40 -96 2.27E-7 1.16E-6 1.51E-5
RXF 393 0.885 1.168 1.144 1198 1.010 0.175 0.069 92 iy | 44 -80 -92 8.12E-7 2.26E-6 5.71E-6
SN12C 0.958 2900 2797 2627 0.900 0.710 0.088 95 86 -6 -26 -91 2.46E-7 8.58E-7 2.35E-5
TK-10 0779 1341 1.282 1.259 1.002 0.402 0.042 89 85 40 -48 -95 5.93E-7 2.82E-6 1.08E-5
UO-31 0.680 1.953 1.787 1.625 0.942 0.059 0.057 87 74 21 -91 -92 2.83E-7 1.53E-6 4.27E-6
Prostate Cancer
PC-3 0518  1.991 1.966 1914 1.143 0.334 0.025 98 95 42 -36 -95 7.16E-7 3.50E-6 1.74E-5
DU-145 0.389 1.527 1.568 1.147 0.413 0.306 0.016 104 67 2 =21 -96 1.81E-7 1.22E-6 242E-5
Breast Cancer
MCF7 0424 2316 2178 1.621 0.682 0.349 0.061 93 63 14 -18 -86 85E-7 2.72E-6 2.98E-5
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.422 1.459 1420 1.225 0452 0.051 105 100 73 -33 -92 1.66E-6 4.88E-6 1.91E-5
HS 578T 0912 1.937 1.931 1933 1.680 0.930 0.401 99 100 75 2 -56 2.19E-6 1.07E-5 7.85E-5
BT-549 0.746  2.000 1.918 2.003 1.572 0.529 0.019 93 100 66 -29 -97 1.47E-6 4.93E-6 2.02E-5
T-47D 0684 1.620 1.585 1510 0.995 0.670 0.125 96 88 33 -2 -82 4.95E-7 8.75E-6 4.00E-5
MDA-MB-468 0.767 1.621 1.548 1.551 0.951 0.328 0.104 91 92 22 -57 -87 3.94E-7 1.88E-6 8.08E-6
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P8-D-60EthNCH32 (NSC 768118)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC:D-768118/1 Experiment ID : 1303NS40 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : March 18, 2013 QNS : MC :

COMI : ICN-2-D-6-OEthNCH32-HCI (122403) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctl 80 70 -60 50 40 80 70 -60 -50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.860 3.073 2.663 0.802 0.684 0.569 0.312 81 -7 -21 -34 -64 2.27E-8 8.37E-8 3.47E-5
HL-60(TB) 1.045 3.012 2493 0992 0.895 0.843 0.404 74 -5 -14 -19 -61 2.00E-8 8.62E-8 5.37E-5
K-562 0.239 1.836 1.500 0.563 0.322 0.297 0.159 79 20 5 4 -33 3.12E-8 1.25E-5 > 1.00E-4
MOLT-4 0957 2925 1.624 0.755 0.747 0.606 0.584 34 -21 -22 -37 -39 < 1.00E-8 4.13E-8 > 1.00E-4
RPMI-8226 0.795 2274 2.191 0.764 0496 0481 0.403 94 -4 -38 -39 -49 2.83E-8 9.13E-8 > 1.00E-4
SR 0720 2775 1.606 0.750 0.723 0.607 0.396 43 1 s -16 -45 < 1.00E-8 02E-6 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0.641 2208 1405 0.701 0.331 0.426 0.213 49 4 -48 -34 -67 < 1.00E-8 1.18E-7 3.11E-5
HOP-62 0.558 1.593 1.373 0.768 0437 0460 0.132 79 20 -22 -18 -76 3.10E-8 3.04E-7 3.56E-5
NCI-H226 1176 2559 2224 1.131 0525 0.615 0.396 76 -4 -55 -48 -66 2.11E-8 8.94E-8 .
NCI-H23 1219 3.062 2866 1.860 1.079 0.878 0.639 89 35 -1 -28 -48 5.26E-8 5.65E-7 > 1.00E-4
NCI-H322M 0699 1.753 1.683 1.417 0.642 0.648 0.260 93 68 -8 -7 -63 1.72E-7 7.80E-7 5.88E-5
NCI-H460 0440 3328 1464 0673 0391 0379 0.137 35 8 -1 -14 -69 < 1.00E-8 261E-7 4.53E-5
NCI-H522 1167 2283 2120 1421 0.695 0.579 0.333 85 23 -40 -50 - 3.67E-8 2.29E-7 9.14E-6
Colon Cancer
COLO 205 0.526 2.120 1.626 1.283 0.343 0.229 0.070 69 47 -35 -57 -87 7.64E-8 3.78E-7 5.00E-6
HCC-2998 0.894 2.766 2471 1914 0423 0.347 0.257 84 54 -53 -61 -1 1.10E-7 3.22E-7 9.43E-7
HCT-116 0.207 1.749 1.430 0.835 0.187 0.236 0.182 79 41 -10 2 -12 5.75E-8 . > 1.00E-4
HCT-15 0301 2434 1.994 0785 0.446 0.501 0.276 79 23 Fé 9 -8 3.30E-8 3.39E-5 > 1.00E-4
HT29 0407 1905 1.833 1.043 0419 0.437 0.235 95 42 1 2 -42 7.19E-8 1.11E-5 > 1.00E-4
KM12 0434 2334 2013 1.072 0532 0.487 0.216 83 34 5 3 -50 4.66E-8 1.13E-5 9.90E-5
SW-620 0292 2212 1728 1.041 0443 0.413 0.174 75 39 8 6 -40 4.93E-8 1.36E-5 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0648 2073 1.871 0.933 0.580 0.498 0.074 86 20 -1 -23 -89 3.50E-8 451E-7 2.57E-5
SF-295 0762 2925 2595 0.970 0.716 0.687 0.296 85 10 -6 -10 -61 2.90E-8 4.09E-7 6.05E-5
SF-539 0.813 2540 2567 1.689 0.536 0.507 0.190 102 51 -34 -38 =77 1.02E-7 3.96E-7 2.07E-5
SNB-19 0947 2504 2309 1436 1.099 0961 0.553 87 31 10 1 -42 4.66E-8 1.05E-5 > 1.00E-4
SNB-75 0.876 1.651 1547 1.189 0.590 0.425 0.026 87 40 -33 -51 -97 6.17E-8 3.57E-7 8.34E-6
U251 0507 1.813 1.602 0.594 0.343 0.397 0.064 84 7 -32 -22 -87 2.74E-8 1.48E-7 2.69E-5
Melanoma
MALME-3M 0.758  1.604 1481 1.044 0468 0.220 0.245 85 34 -38 -7 -68 4.86E-8 2.95E-7 2.28E-6
M14 0.557 2.311 2168 1.139 0.500 0.386 0.247 92 33 -10 -31 -56 5.16E-8 5.79E-7 5.92E-5
MDA-MB-435 0686 2.758 2601 2175 0.331 0.266 0.139 92 72 -52 -61 -80 1.50E-7 3.81E-7 9.68E-7
SK-MEL-28 0612 1572 1523 1.166 0.376 0.254 0.044 95 58 -39 -58 -93 1.20E-7 3.97E-7 3.75E-6
SK-MEL-5 0692 3.034 2656 1482 0.114 0.083 0.042 84 34 -84 -88 -94 4.74E-8 1.94E-7 517E-7
UACC-257 1.029 2059 1998 1561 0.900 0.599 0.380 94 52 -13 -42 -63 1.06E-7 6.37E-7 2.42E-5
UACC-62 0782 2514 2234 1475 0373 0.179 0.053 84 40 -52 -77 -93 591E-8 2.71E-7 9.43E-7
Ovarian Cancer
IGROV1 0.849 2.381 2.089 1.677 0968 0.915 0.520 81 54 8 4 -39 1.22E-7 1.26E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0533 1466 1468 1.047 0.343 0452 0.194 100 55 -36 -15 -64 1.14E-7 4.05E-7 5.23E-5
OVCAR-4 0.741 1.258 1.245 1.128 0495 0.562 0.317 97 75 -33 -24 -57 1.70E-7 4.93E-7 6.02E-5
OVCAR-5 0.447  1.491 1.360 1.000 0.492 0.538 0.379 87 53 4 9 -15 1.15E-7 2.30E-5 > 1.00E-4
OVCAR-8 0613 2.521 2267 1.289 0505 0.641 0.336 87 35 -18 1 -45 5.19E-8 . > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.703  2.382 2291 1.794 0.914 0694 0413 95 65 13 -1 -41 1.93E-7 8.08E-6 > 1.00E-4
SK-OV-3 0.812 1.555 1.487 1.028 0.666 0.680 0.374 91 29 -18 -16 -54 4.58E-8 4.15E-7 7.83E-5
Renal Cancer
786-0 0872 2965 2812 0862 0.527 0.671 0.150 93 -1 -40 -23 -83 2.85E-8 9.72E-8 2.82E-5
A498 1.633 2563 2259 1969 0.287 0.254 0.298 67 36 -82 -84 -82 3.59E-8 2.02E-7 5.33E-7
ACHN 0340 1763 1399 0534 0.238 0.245 0.334 74 14 -30 -28 -2 2.52E-8 2.05E-7 > 1.00E-4
CAKI-1 0640 2616 2210 0.827 0499 0.573 0.554 79 9 -22 -11 -14 2.63E-8 1.99E-7 > 1.00E-4
RXF 393 0960 1524 1497 1278 0485 0316 0.135 95 56 49 67 -86 1.15E-7 341E-7 1.07E-6
SN12C 0684 2638 2294 0.848 0657 0.643 0.441 82 8 -4 -6 -36 2.74E-8 4.74E-7 > 1.00E-4
TK-10 0938 1.784 1.612 1.295 0486 0.838 0.507 80 42 -48 -1 -46 6.17E-8 2.93E-7 > 1.00E-4
U0-31 0736 2228 1902 0.906 0.154 0.484 0.260 78 1 79 34 -65 2.64E-8 1.34E-7 .
Prostate Cancer
PC-3 0.570 1.691 1.583 1.293 0.675 0.655 0.297 90 65 9 8 -48 1.83E-7 1.37E-5 > 1.00E-4
DU-145 0456 1.650 1.223 0457 0.372 0.312 0.059 64 s -19 -32 -87 1.67E-8 1.01E-7 2.14E-5
Breast Cancer
MCF7 0300 1539 0.823 0490 0.237 0.319 0.127 42 15 -21 1 -58 < 1.00E-8 : 7.42E-5
MDA-MB-231/ATCC 0.766  1.646 1.618 1.502 0.776 0.804 0.157 97 84 1 4 -80 2.55E-7 1.13E-5 4 44E-5
HS 578T 1.168 2386 2292 2033 1.325 1.139 0.697 92 71 13 -3 -40 2.30E-7 6.86E-6 > 1.00E-4
BT-549 1.203 2446 2.358 2144 1.064 0.719 0.200 93 76 -12 -40 -83 1.97E-7 7.37E-7 1.68E-5
T-47D 0726 1.698 1.580 0.953 0.682 0.690 0.291 88 23 -6 -5 -60 3.86E-8 6.22E-7 6.58E-5
MDA-MB-468 0.600 1.275 1.165 0.714 0.421 0417 0.209 84 17 -30 -31 -65 3.19E-8 2.29E-7 3.65E-5
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A12 (NSC 765626)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program

In-Vitro Testing Results

NSC : D - 765626 / 1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : AIC-12 (118830) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero  Ctrl -80 -70 60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0627 2513 2476 2.047 0.784 0.732 0.813 98 75 8 6 10 2.39E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0.895 2.603 2701 2.037 0.823 0.688 0.729 106 67 -8 -23 -19 1.68E-7 7.80E-7 > 1.00E-4
K-562 0240 1782 1803 0669 0.353 0.310 0.351 101 28 7 5 7 4.99E-8 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2211 2321 2270 0.861 0.803 0.871 107 104 13 9 13 3.90E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2.806 2717 2504 1441 1112 1.324 94 80 1 -13 3 2.74E-7 . > 1.00E-4
SR 0221 0588 0.580 0.342 0.248 0.216 0.239 98 33 7 -2 5 5.44E-8 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0.400 1.657 1614 1.276 0.647 0.581 0.508 97 70 20 14 9 2.47E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0410 1.291 1.285 1.137 0.696 0.654 0.388 99 82 32 28 -5 4.45E-7 6.83E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1.410 1.808 1.755 1.629 1.560 1.471 1.409 87 55 38 15 . 1.92E-7 9.84E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 0904 2363 2369 2278 1.804 1.537 1.149 100 94 62 43 17 4.34E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2.269 2217 2123 1235 0.995 1.120 96 90 29 12 21 4.47E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1578 1.625 1573 1.101 1.080 0.963 106 99 37 35 19 6.27E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0.264 2436 2457 2193 0429 0.305 0.339 101 89 8 2 3 3.00E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0380 1674 1.735 1.532 0.183 0.073 0.218 105 89 -52 -81 -43 1.89E-7 4.29E-7 .
HCC-2998 1.199  3.231 3.231 3.087 1.105 1.146 1.119 100 93 -8 -4 -7 267E-7 8.35E-7 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1749 1809 1552 0.381 0.264 0.409 104 87 12 5 14 3.15E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.160 1.620 1.475 1.027 0.380 0.325 0.376 90 59 15 i 15 1.63E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0303 1568 1599 1270 0.336 0.307 0.304 102 76 3 i : 2.28E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0409 2075 2208 1403 0.772 0.639 0.706 108 60 22 14 18 1.80E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0.247 2.013 1.985 1.280 0.672 0.663 0.579 98 58 24 24 19 1.76E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.845 1.898 1.769 1.115 0.872 0.815 104 94 43 24 20 7.31E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0493 2223 2172 1.773 0482 0.568 0.515 97 74 -2 4 1 2.06E-7 g > 1.00E-4
SNB-19 0824 2227 2119 1.956 1.335 1.344 1.150 92 81 36 37 23 4.93E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 1227 2200 1.985 1.871 1.530 1.603 1.057 78 66 31 39 -14 2.89E-7 5.44E-5 > 1.00E-4
U251 049 1.941 1.846 1699 0.645 0.546 0473 93 83 10 3 -5 2.86E-7 2.63E-5 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0715  3.091 3.026 2945 1764 1.161 1.400 97 94 44 19 29 7.63E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0.563 1.024 1.049 0.765 0.758 0.831 0.690 105 44 42 58 27 3 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1836 1.816 1430 0623 0.664 0.730 99 71 13 16 20 2.28E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0.376 1.486 1.377 0.193 0.172 0.211 0.247 90 -49 -54 -44 -34 1.94E-8 4.45E-8 .
SK-MEL-2 1.033 1943 1990 1651 1.376 1.272 1.054 105 68 38 26 2 391E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0.539 1.399 1.402 1.034 0.850 0.945 0.710 100 58 36 47 20 2.25E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0676 2897 2887 2119 0.990 0.467 0.758 100 65 14 -31 4 1.97E-7 . > 1.00E-4
UACC-257 0.900 1.979 1924 1680 1.623 1585 1.518 95 72 67 63 57 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 1.049 2892 2821 2318 1.707 1.365 1.518 96 69 36 17 25 3.70E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0.638 1.809 1909 1.733 0.855 0.694 0.667 109 94 18 5 2 3.80E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1565 1.634 1434 0403 0413 0.273 106 88 -17 -15 -44 2.30E-7 6.90E-7 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.769  1.580 1554 1415 1.099 1.015 0.701 97 80 41 30 -9 5.75E-7 5.93E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1321 1.285 1.220 0.752 0.729 0.752 96 89 36 33 36 5.40E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1635 1604 1.539 0670 0.599 0.474 97 92 21 15 5 3.89E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0748 2303 2234 1888 0.779 0.883 0.851 96 73 2 9 7 2.12E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1337 1326 1.195 0.654 0.597 0.549 98 81 8 1 -7 2.66E-7 1.19E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2753 2791 2743 1514 0965 1.202 102 99 35 & 19 5.90E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1396  2.121 2025 1.718 1.277 1.286 1.279 87 44 -9 -8 -8 7.39E-8 6.90E-7 > 1.00E-4
ACHN 0.259 1.407 1411 1.163 0.664 0.459 0.600 100 79 35 17 30 4.58E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 1.099 2790 2677 2443 1.692 1.288 1.463 93 79 35 1" 21 4.60E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0.885 1.258 1.221 1.031 0.660 1.000 0.516 90 39 -25 31 -42 6.10E-8 . > 1.00E-4
SN12C 0958 2865 2727 2650 1.478 1.124 1.354 93 89 27 9 21 4.27E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0.779  1.440 1.387 1.375 1.145 1.088 0.914 92 90 55 47 20 4.09E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UO-31 0.680 1.944 1.882 1.749 1.173 0.927 1.045 95 85 39 20 29 5.74E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0518 1.964 1.880 1.610 0.643 0.552 0.625 94 76 9 2 4 241E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0389 1528 1.626 1.502 0.517 0451 0423 109 98 1" 5 3 3.56E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0424 2340 2206 1.075 0.725 0.602 0.659 93 34 16 9 12 5.35E-8 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.677  1.400 1.361 1.288 0.694 0.737 0.672 95 84 2 8 -1 2.63E-7 8.27E-5 > 1.00E-4
HS 578T 0912 1987 1965 1.775 1.339 1.304 1.061 98 80 40 36 14 5.57E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.746  1.858 1.861 1.819 1.163 0.987 1.141 100 96 37 22 36 6.13E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0684 1.615 1.621 1.504 1.308 0.872 1.092 101 88 67 20 44 231E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0.767 1.626 1559 1.027 0.852 0.729 0.787 92 30 10 -5 2 4.80E-8 . > 1.00E-4




Anhang | xxiii
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D - 755786/ 1 Experiment ID : 1102NS11 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : February 28, 2011 QNS : MC :

COMI : AIC-3 (100773) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctl 80 70 -60 50 40 80 70 -60 50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0477 2227 2.102 2.149 1.248 0.577 0.701 93 96 44 6 13 7.67E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0713 2463 2.381 2386 0.812 0.581 0.698 95 96 6 -19 -2 3.21E-7 1.71E-6 > 1.00E-4
K-562 0.185 1.554 1549 1.643 0.554 0.380 0.316 100 107 27 14 10 5.13E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0528 1.706 1.844 1.793 1.127 0.785 0.817 112 107 51 22 25 1.07E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 0.873 2970 2.898 2919 2437 1.263 1.266 97 98 75 19 19 2.75E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0433 2345 2401 2401 1.041 0.993 0.936 103 103 32 29 26 5.55E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0.361 1.733 1.711 1684 1.109 0.606 0.588 98 96 55 18 17 1.33E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
EKVX 0.721 1.487 1412 1402 1.183 0.992 0.864 90 89 60 35 19 2.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0406 1.258 1.240 1.221 0.832 0.636 0.337 98 96 50 27 -17 9.98E-7 4.10E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1.099 1.781 1.679 1.721 1559 1.308 1.196 85 91 67 31 14 2.97E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 0719 1.794 1.708 1.713 1.439 0.827 0.754 92 92 67 10 3 1.99E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0589 1.936 1.865 1.854 1.361 0.934 0.795 95 94 57 26 15 1.70E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0696 1.747 1.698 1646 1610 1.224 1.191 95 90 87 50 47 1.15E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0244 2263 2309 2263 0.748 0.351 0.336 102 100 25 5 5 4.64E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H522 0615 1.556 1.491 1.485 0.670 0.596 0.719 93 93 6 -3 11 3.09E-7 . > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0.310 1.512 1564 1.549 0.861 0.312 0.332 104 103 46 . 2 8.47E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 0669 2.180 2211 2.059 1.641 0.804 0.816 102 92 64 9 10 1.81E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.265 1.865 1.804 1.761 0.690 0.525 0.345 96 93 27 16 5 4.46E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.281 2.088 2027 2007 0.898 0.631 0.601 97 96 34 19 18 5.52E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0223 1533 1.559 1.540 0.660 0.294 0.234 102 100 33 5 1 5.65E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0.303 1.861 1.869 1.808 0.778 0.577 0.430 101 97 30 18 8 5.06E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0.196 1.203 1.184 1.194 0372 0.376 0.326 98 99 17 18 13 4.00E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0.341 1.380 1.344 1306 0936 0.629 0.602 97 93 57 28 25 1.76E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-295 0720 1.133 1.138 1.077 0575 0.430 0.308 101 87 -20 -40 -57 2.20E-7 6.47E-7 3.71E-5
SF-539 0674 2145 2132 2136 1.351 0.858 0.778 99 99 46 12 7 8.42E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0475 1.530 1489 1449 1.025 0.809 0.613 96 92 52 32 13 1.27E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 0695 1.295 1.231 1.241 0988 0.882 0.572 89 91 49 31 -18 9.36E-7 4.33E-5 > 1.00E-4
U251 0315 1.375 1.377 1.367 0.805 0.556 0.456 100 99 46 23 13 8.48E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0.301 2123 1.982 2031 1.113 0.991 0.877 92 95 45 38 32 7.80E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0733 1.784 1.682 1.582 1.141 1.086 1.101 90 81 39 34 35 5.41E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0.384 1.373 1.357 1.342 0.694 0.586 0.474 98 97 31 20 9 5.19E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0.411 1.380 1.360 1.315 0.243 0.225 0.288 98 93 -41 -45 -30 2.10E-7 4.96E-7 > 1.00E-4
SK-MEL-2 0.838 1.710 1.698 1.718 1.244 1.097 0.933 99 101 47 30 11 8.65E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0526  1.490 1496 1466 1.110 0.952 0.821 101 98 61 44 31 4.44E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0608 2279 2202 2.118 0.803 0.730 0.685 95 90 12 T 5 3.26E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0719 1.504 1.462 1461 0858 1.119 1.140 95 94 18 51 54 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 0764 2412 2339 2254 1312 1.275 1.061 96 90 33 31 18 5.09E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0410 1.631 1.616 1.583 1.087 0.859 0.799 99 96 55 37 32 1.95E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0.366 1.603 1.649 1.557 0.607 0.242 0.217 104 96 19 -34 -41 4.01E-7 2.31E-6 > 1.00E-4
OVCAR-5 0500 1.365 1.374 1327 1.163 0.897 0.797 101 96 77 46 34 7.37E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0.441 1.841 1.856 1.810 1.471 0.831 0.702 101 98 74 28 19 3.28E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.538 1.871 1.902 1.797 0.768 0.585 0.586 102 94 17 4 4 3.76E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Renal Cancer
A498 1171 2560 2444 2365 2.031 1468 1.583 92 86 62 21 30 1.97E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
ACHN 0316  1.500 1.529 1.455 0906 0.788 0.619 102 96 50 40 26 9.93E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 0840 1.810 1.749 1773 1.101 0.930 0.741 94 96 27 9 -12 4.64E-7 2.75E-5 > 1.00E-4
RXF 393 0.611 1.174 1.172 1.161 0.766 0.509 0.396 100 98 28 -17 -35 4.79E-7 4.19E-6 > 1.00E-4
SN12C 0442 1603 1.653 1.598 1.171 0.899 0.744 104 100 63 39 26 3.51E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0706 1.415 1.378 1.408 1.353 1.180 1.094 95 99 91 67 55 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UOo-31 0720 1.795 1.635 1.633 1.312 1.097 1.030 85 85 55 35 29 1.78E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0599 2120 2157 2086 1.539 1.006 0.937 102 98 62 27 22 2.17E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0.376  1.642 1.656 1.640 1.190 0.593 0.473 101 100 64 17 8 2.01E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0229 0979 1.055 0.988 0452 0.408 0.325 110 101 30 24 13 5.20E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.500  1.109 1.124 1.137 0979 0.716 0.650 102 105 79 35 25 4.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0731 1817 1.769 1.818 1.277 1.049 0.901 96 100 50 29 16 1.03E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0667 1.385 1.381 1.359 1.167 0.891 0.864 100 96 70 31 27 3.24E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0.703 1.963 1.852 1.894 1387 1.332 1.251 91 95 54 50 44 9.64E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0580 1.420 1.417 1.374 0600 0.566 0.497 100 94 2 -2 -14 3.04E-7 3.14E-6 > 1.00E-4




xxiv| Anhang

A12-D (NSC 765627)

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D - 765627 / 1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : AIC-12-D-HCI (118831) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero  Ctrl -80 -70 60 -50 -40 -80 -70 -60 -50 -40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.627  2.730 2701 2534 0.885 0.840 0.851 99 91 12 10 1 3.30E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0895 2424 2217 2144 0762 0.605 0.637 86 82 -15 -32 -29 2.13E-7 7.02E-7 > 1.00E-4
K-562 0240 1878 1760 1.033 0.356 0.323 0.321 93 48 7 5 5 9.19E-8 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2163 2170 2115 0.826 0.750 0.815 100 97 11 6 10 3.50E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2878 2837 2809 1653 1.399 1.283 97 96 24 8 1 4.31E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0221 0570 0.567 0.440 0245 0.234 0.232 99 63 7 4 3 1.70E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 0400 1.747 1.728 1621 0.683 0.657 0.551 99 91 21 19 1 3.83E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0410 1269 1.2562 1.273 0.606 0.659 0.390 98 101 23 29 -5 4.47E-7 7.12E-5 > 1.00E-4
HOP-92 1410 1913 1.843 1.751 1.608 1519 1.361 86 68 39 22 -4 4.21E-7 7.24E-5 > 1.00E-4
NCI-H226 0904 2454 2388 2338 1.752 1.660 1.406 96 92 55 49 32 6.22E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2272 2230 2078 1.260 1.087 1.080 97 87 30 18 18 4.46E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1.647 1610 1569 1.136 1.088 1.022 96 91 39 33 25 6.02E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0264 2392 2471 2445 0.410 0.387 0.366 104 102 4 6 5 3.54E-7 > 1.00E4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0380 1.644 1.686 1.557 0.120 0.061 0.041 103 93 -68 -84 -89 1.85E-7 3.77E-7 7.69E-7
HCC-2998 1199 3179 3.115 3.135 1.295 1.268 1.079 97 98 5 3 -10 3.26E-7 1.81E-5 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1956 1907 1.734 0.365 0.280 0.159 97 87 10 5 -15 3.05E-7 1.82E-5 > 1.00E-4
HCT-15 0.160 1.944 1.843 1571 0485 0.466 0.406 94 79 18 17 14 3.00E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0303 1482 1514 1501 0.388 0.353 0.278 103 102 7 4 -8 3.52E-7 2.17E-5 > 1.00E-4
KM12 0409 2084 2055 1.712 0.757 0.563 0.440 98 78 21 9 2 3.07E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0247 1967 1.915 1663 0.638 0.655 0.611 97 82 23 24 21 3.49E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1.934 1.902 1.773 1.102 0.956 0.772 98 88 39 29 15 6.05E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0493 2.39% 2211 2231 0.638 0.661 0.602 90 91 8 9 6 3.12E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0824 2142 2029 1975 1413 1.343 1.175 91 87 45 39 27 7.50E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 1.227 2357 2188 2.128 1.693 1.568 1.007 85 80 41 30 -18 5.93E-7 4.23E-5 > 1.00E-4
U251 049 2.014 1.947 1.867 0.690 0.701 0.574 96 9 13 14 5 3.31E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0715 3.036 2960 2.881 1.686 1481 1.351 97 93 42 33 27 6.94E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0563 1.101 1.065 0.873 0.796 0.762 0.584 93 58 43 37 4 3.38E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1859 1.807 1.620 0.647 0.739 0.701 96 83 14 21 18 3.02E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0376 1613 1.545 0469 0.241 0.302 0.282 94 8 36 20 25 3.25E-8 1.49E-7 > 1.00E-4
SK-MEL-2 1.033 1840 1.822 1712 1.269 1.285 1.113 98 84 29 31 10 4.18E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-28 0539 1481 1489 1278 0.905 0.932 0.650 101 78 39 42 12 5.21E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0676 2986 2952 2688 0.784 0.512 0.324 99 87 5 -24 -52 2.82E-7 1.45E-6 8.38E-5
UACC-257 0900 2173 2141 1.878 1.520 1.528 1.418 97 77 49 49 41 8.96E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 1.049 2711 2722 2531 1.710 1.567 1.355 101 89 40 31 18 6.20E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0638 1.824 1.820 1.736 0.795 0.753 0.567 100 93 13 10 -1 3.44E-7 2.91E-5 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1605 1.602 1.507 0.425 0408 0.330 100 91 -12 -16 -32 2.50E-7 7.58E-7 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.769  1.651 1697 1610 1.124 1.114 0763 105 95 40 39 -1 6.64E-7 9.52E-5 > 1.00E-4
OVCAR-5 0434 1469 1403 1452 0933 0919 0.866 94 98 48 47 42 9.21E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417  1.652 1.611 1.603 0.635 0.662 0.569 97 96 18 20 12 3.86E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0748 2297 2258 2054 0.833 0919 0.882 97 84 5 11 9 2.72E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1293 1240 1.239 0.713 0.739 0.529 92 92 17 21 -11 3.66E-7 4.60E-5 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2809 2.801 2727 1573 1422 0.862 100 96 37 30 1 6.06E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1.396 2.048 1.981 1.821 1.288 1.227 1.095 90 65 -8 -12 -22 1.62E-7 7.83E-7 > 1.00E-4
ACHN 0259 1593 1.595 1517 0.835 0.710 0.599 100 94 43 34 25 7.36E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 1.099 2937 2799 2788 1.964 1.748 1.397 92 92 47 35 16 8.59E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0.885 1.306 1.289 1.170 0.816 1.031 0.834 96 68 -8 & -6 1.72E-7 . > 1.00E-4
SN12C 0958 2783 2722 2671 1530 1.405 1.345 97 94 31 24 21 5.03E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0779 1400 1.326 1322 1.134 1.150 0.899 88 87 57 60 19 1.73E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
U0-31 0680 2.009 1.826 1.746 1.299 1.087 0.805 86 80 47 31 9 7.89E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0518 2.027 1990 1.832 0.792 0.764 0.710 98 87 18 16 13 3.45E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0389 1570 1.604 1.559 0.469 0.407 0.382 103 99 it 1 -2 3.40E-7 2.83E-5 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0424 2401 2230 1484 0.831 0.731 0.617 91 54 21 16 10 1.28E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.677 1.313  1.360 1.282 0.619 0.652 0.671 107 95 -9 -4 -1 2.72E-7 8.27E-7 > 1.00E-4
HS 578T 0912 2010 1950 1.895 1.379 1.328 1.159 95 90 43 38 23 6.93E-7 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0746 1.847 1.754 1.827 1.003 1.073 0.951 91 98 23 30 19 4.40E-7 > 1.00E4 > 1.00E4
T-47D 0684 1614 15637 1452 1365 1.350 1.121 92 83 73 72 47 7.53E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0767 1.656 1553 1.235 0.849 0.834 0.714 88 53 9 4 -7 1.15E-7 3.31E-5 > 1.00E-4




Anhang | xxv
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
In-Vitro Testing Results

NSC : D- 765628 /1 Experiment ID : 1207NS08 Test Type : 08 Units : Molar

Report Date : January 15, 2014 Test Date : July 16, 2012 QNS : MC :

COMI : AIC-13-D (118880) Stain Reagent : SRB Dual-Pass Related SSPL : U38J

Log10 Concentration
Time Mean Optical Densities Percent Growth

Panel/Cell Line Zero Ctl 80 70 60 -50 40 80 70 -60 -50 40 GI50 TGl LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.627 2.694 2.683 2560 2489 1.016 1.272 99 93 90 19 31 3.65E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HL-60(TB) 0.895 2.531 2778 2719 2650 0.876 1.042 115 111 107 -2 9 3.34E-6 5 > 1.00E-4
K-562 0.240 1.904 1928 1.996 1.754 0.394 0.397 101 106 91 9 9 3.17E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MOLT-4 0664 2.084 2198 2334 2099 0.834 0.943 108 118 101 12 20 3.74E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RPMI-8226 1272 2921 2.872 2780 2626 1.585 1.812 97 91 82 19 33 3.23E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SR 0221 0552 0577 0.604 0.568 0.260 0.280 108 116 105 12 18 3.88E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Non-Small Cell Lung Cancer
AB49/ATCC 0400 1678 1.662 1.603 1.585 0.682 0.777 99 94 93 22 29 4.02E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-62 0410 1.302 1.342 1333 1.321 0.807 0.762 104 103 102 45 39 8.03E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HOP-92 1410 1947 1860 1.799 1.718 1.571 1.627 84 72 57 30 40 1.86E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H226 0.904 2460 2476 2501 2359 1.765 1.810 101 103 94 55 58 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H23 0.821 2265 2247 2231 2113 1.257 1.377 99 98 89 30 38 4.63E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H322M 0815 1722 1695 1.807 1.694 1493 1.410 97 109 97 75 66 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI-H460 0.264 2433 2.391 2477 2382 0.530 0.557 98 102 98 12 13 3.61E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Colon Cancer
COLO 205 0.380 1.710 1.797 1.796 1.770 0.450 0.601 107 106 104 5 17 3.54E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCC-2998 1199 3234 3239 3293 3.170 2483 2479 100 103 97 63 63 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-116 0.187 1.868 2.004 1918 1.865 0.417 0.510 108 103 100 14 19 3.79E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HCT-15 0.160 2.058 1.910 1.898 1.774 0.528 0.580 92 92 85 19 22 341E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HT29 0303 1562 1.594 1.602 1.485 0.377 0.361 102 103 94 6 5 3.15E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
KM12 0409 2115 2119 2197 2062 0.924 0.783 100 105 97 30 22 5.04E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SW-620 0.247 2.003 1954 1.943 1.851 0611 0.622 97 97 91 21 21 3.85E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CNS Cancer
SF-268 0562 1878 1870 1977 1.940 1.305 1.363 99 108 105 56 61 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SF-539 0493 2510 2409 2315 2280 1.217 1.691 95 90 89 36 59 : > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-19 0.824 2.258 2.070 2.048 2015 1.594 1.776 87 85 83 54 66 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SNB-75 1227 2367 2129 2025 1.993 1.643 1.720 79 70 67 36 43 3.62E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
U251 0496 2.073 1952 1918 1.880 0.840 1.057 92 90 88 22 36 3.73E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Melanoma
LOX IMVI 0715 3.100 3.090 3.118 2992 1.643 1.750 100 101 95 39 43 6.36E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MALME-3M 0563 1.134 1.094 1.152 1.174 0.800 0.804 93 103 107 41 42 7.41E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
M14 0445 1710 1.768 1.788 1.906 0.707 1.040 105 106 115 21 47 4.91E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-435 0376 1.672 1.659 1.622 1.351 0.294 0.358 99 96 75 -22 -5 1.82E-6 5.96E-6 > 1.00E-4
SK-MEL-2 1.033 1958 2035 1.997 2018 0.958 1.098 108 104 106 -7 7 3.13E-6 . > 1.00E-4
SK-MEL-28 0539 1495 1430 1429 1422 0.995 0.984 93 93 92 48 47 8.86E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-MEL-5 0676 2989 2959 3013 2822 0.781 1.296 99 101 93 5 27 3.05E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-257 0900 2215 2160 2.147 2.146 1.926 1.913 96 95 95 78 77 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UACC-62 1.049 2843 2.835 2765 2583 1590 1.734 100 96 86 30 38 4.38E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Ovarian Cancer
IGROV1 0638 1813 1.786 1.869 1.738 1.008 1.006 98 105 94 31 31 5.03E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-3 0485 1.561 1.685 1.675 1.607 0.696 0.837 11 1 104 20 33 4.37E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-4 0.769 1.644 1571 1522 1.458 1.185 1.146 92 86 79 48 43 8.33E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-5 0.434 1.478 1424 1376 1400 1.158 1.257 95 90 93 69 79 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
OVCAR-8 0417 1.671 1668 1626 1.635 1.046 1.017 100 96 97 50 48 1.17E-5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
NCI/ADR-RES 0.748 2319 2337 2362 2255 1.065 1.309 101 103 96 20 36 4.04E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SK-OV-3 0592 1326 1.343 1.385 1.382 1.033 1.027 102 108 108 60 59 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Renal Cancer
786-0 0.838 2.830 2863 2933 2832 2004 2.261 102 105 100 59 71 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
A498 1396 2059 1918 1.886 1.863 1.375 1.804 79 74 70 -2 62 5 g > 1.00E-4
ACHN 0259 1.742 1679 1.664 1596 1.005 1.023 96 95 90 50 52 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
CAKI-1 1.099 2.804 2.691 2602 2493 1613 1.882 93 88 82 30 46 4.12E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
RXF 393 0885 1.287 1.296 1.344 1.302 1.020 1.027 102 114 104 33 35 5.82E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
SN12C 0958 2799 2704 2675 2564 1.657 1.920 95 93 87 38 52 5 > 1.00E-4 > 1.00E-4
TK-10 0779 1377 1354 1.392 1443 1.193 1.274 9% 103 M 69 83 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
UOo-31 0680 2.061 1.945 1956 1.826 1.257 1.522 92 92 83 42 61 . > 1.00E-4 > 1.00E-4
Prostate Cancer
PC-3 0518 1935 1937 1.806 1.758 1.059 1.007 100 91 88 38 35 5.76E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
DU-145 0.389  1.551 1.638 1.676 1.617 1.198 1.064 107 1 106 70 58 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
Breast Cancer
MCF7 0424 2407 2179 2182 2105 0.740 0.839 88 89 85 16 21 3.20E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-231/ATCC 0.677 1.358 1.319 1.386 1.239 0.864 0.918 94 104 82 27 35 3.89E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
HS 578T 0912 2006 1952 1.903 1.888 1.415 1.450 95 91 89 46 49 8.06E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
BT-549 0.746 1.841 1816 1.868 1.813 1.342 1.507 98 103 97 54 69 > 1.00E-4 > 1.00E-4 > 1.00E-4
T-47D 0.684 1.591 1563 1.566 1.545 1.000 1.122 97 97 95 35 48 5.59E-6 > 1.00E-4 > 1.00E-4
MDA-MB-468 0767 1.647 1586 1.583 1.476 0.662 0.763 93 93 80 -14 -1 2.11E-6 7.15E-6 > 1.00E-4
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Kurzfassung

Maligne Tumorerkrankungen zdhlen weltweit zu den haufigsten Todesursachen. Dabei sind
neben einer mangelhaften Umsetzung von PraventionsmaBnahmen vor allem unzu-
reichende Therapieoptionen dafir verantwortlich, dass ein dramatischer Anstieg an Krebs-
neuerkrankungen und damit verbundenen Todesfdllen zu verzeichnen ist. Einen Grund-
pfeiler der Behandlungsmoglichkeiten stellt die Chemotherapie dar. Auf diesem Gebiet
haben sich vor allem Kombinationen aus mehreren sogenannten klassischen zytotoxischen
Arzneistoffen im Sinne einer Polychemotherapie fiir die Erstlinienbehandlung der meisten
Krebserkrankungen bewdhrt. Unter diesen stellen Topoisomerase-Hemmstoffe eine vielver-
sprechende Substanzklasse dar, die sehr gute antitumorale Eigenschaften aufweist und
daher in nahezu jedem Therapieschema zur kurativen Behandlung maligner Tumoren
eingesetzt wird. Nichtsdestotrotz verursacht der Einsatz dieser Therapeutika teilweise
schwerwiegende Nebenwirkungen, auBerdem sind mittlerweile eine Vielzahl unterschied-
licher Resistenzmechanismen beschrieben. Die Entwicklung neuer Topoisomerase-
Hemmstoffe mit neuartiger Struktur ist daher unabdingbar.

Fir natirliche Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide wie Fagaronin und Nitidin konnten in der
Vergangenheit vielversprechende antitumorale und Topoisomerase-inhibierende Eigen-
schaften in vitro und in vivo gefunden werden, ungiinstige physikochemische Eigenschaften
verhinderten allerdings den Einsatz dieser Stoffe als Zytostatika am Menschen. Dennoch
wird derzeit gezielt an verschiedenartig modifizierten Verbindungen geforscht, die sich von
den natlrlichen Leitstrukturen ableiten.

Aus diesem Kontext heraus wurden in dieser Arbeit zwei auf dem Benzo[c]phenanthridin-
Gerist basierende Heterozyklen intensiv untersucht. Mit Hilfe der effizienten Eintopf-
Synthese nach CLEMENT und WEIDE, urspriinglich eingesetzt um den Benzo[c]phenanthridin-
Tetrazyklus darzustellen, konnte eine Vielzahl unterschiedlich substituierter aza-analoger
Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline und strukturdhnlicher 11H-Pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole
synthetisiert und physikochemisch charaktierisiert werden. Auch die beiden ganzlich
unsubstituierten zuvor nicht literaturbekannten Grundkorper dieser Stoffklassen konnten im
Rahmen dieser Arbeit dargestellt werden. Uber ein priméires Zytotoxizititsscreening am
National Cancer Institute (NCI, Maryland, USA) konnten zwei Leitstrukturen der Pyrido[3,4-
c][1,9]phenanthrolinklasse identifiziert werden, die im Anschluss weiter strukturoptimiert
wurden. Die Einfihrung hydrophiler Aminoalkyl-Seitenketten an den Tetrazyklus fihrte in
diesem Zusammenhang zu einer signifikanten Erhéhung der Wasserloslichkeit in pharma-
zeutisch relevante Bereiche. In einem zweiten Zytotoxizitdtsscreening der seitenketten-
tragenden Verbindungen am NCI erwies sich die Verbindung P8-D-60EthNCH32 als
hochpotent und konnte in darauffolgenden Kooperationsarbeiten als starkes Topoisomerase
I- und II-Gift identifiziert werden. Durch sowohl eine starkere Zytotoxizitat, als auch
potentere Gitwirkung auf Topoisomerase-Enzyme als die der zugelassenen Topoisomerase-
Hemmstoffe Etoposid und Derivate des Camptothecins ist P8-D-6-OEthNCH32 daher im
Zusammenspiel mit der guten Wasserloslichkeit, die auch eine orale Gabe des Stoffes
erlauben wiirde, pradestiniert fir die Erprobung in in vivo-Xenograft-Wirksamkeitsstudien
und einer anschlieBenden eventuellen Weiterentwicklung zur Anwendung als Arzneistoff.






Abstract

Cancer, a generic term for a large group of malignant tumor diseases, is one of the leading
causes of death worldwide. Besides an inadequate implementation of prevention strategies
to avoid malignant tumor diseases, insufficient therapeutic options are responsible for an
alarming increase of global cancer incidence and cancer deaths. Anticancer drugs are among
the most effective possibilities to treat the disease, especially classic cytotoxic drugs
combined in terms of a polychemotherapeutic treatment represent frontline therapy for
most of the cancer diseases. Within the range of approved cytostatics, topoisomerase
inhibitors arose as promising and highly effective antitumoral agents that are used in almost
every therapeutic regimen that targets the complete remission of the tumor and cure of the
patient. Nevertheless, current medicines of this class are associated with serious side effects
and are particularly vulnerable for the development of resistance mechanisms of the tumor
cells against them, revealing a great demand of structurally different compounds that target
the topoisomerase enzymes.

Naturally occurring quarternary benzo[c]phenanthridine alkaloids (QBA’s) like Fagaronine
and Nitidine were found to possess potent antitumor and topoisomerase inhibitory activities
in vitro and in vivo but a pharmaceutical use was prevented by their dissatisfactory physic-
chemical profile. However, current research set focus on the development of differently
modified benzo[c]phenanthridines as potent antitumoral topoisomerase inhibitors.

With this background two novel heterocyclic systems based on the benzo[c]phenanthridine
skeleton were investigated in this work. Using the easy-access synthesis of CLEMENT and
WEIDE developed to construct the benzo[c]phenanthridine core a multitude of differently
substituted aza-analogous pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolines and structurally related
pyrido[3,2-i]-1-azacarbazole  derivatives was synthesized and physicochemically
characterized (HPLC-analytics regarding pH dependent water solubility and lipophilicity)
including the two previously undescribed totally unsubstituted heterocycles of these
compound classes. Two lead structures of the pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline series with
remarkable antitumor activities could be identified by cytotoxicity screening at the NCI
(National Cancer Institute, USA) and were further structurally optimized. Linking hydrophilic
aminoalkyl side chains to the tetracyclic core, water solubilty of corresponding molecules
increased significantly, allowing an application of these structures in the medicinal sector. A
second cytotoxicity screening of side-chain linked structures at the NCI identified compound
P8-D-60EthNCH32 as outstanding cytotoxic agent, which was later found to be a potent type
| and lla topoisomerase inhibitor. In addition to a water solubility in the micromolar region
(allowing both i.v. and an oral administration), its cytotoxicity as well as topoisomerase
inhibitory activity was superior to corresponding acitivites of approved topoisomerase
poisons like Etoposide or Camptothecin derivatives predestining P8-D-60EthNCH32 to show
efficacy in in vivo tumor Xenograft studies and a possible further clinical development.



