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Abkirzungen

AM1 Austin Model 1 (quantenchemischer Parametersatz)
BEC Biological Evaluation Comitee

BOC tert.-Butyloxycarbonyl

CDI N,N"-Carbonyl-di-imidazol

CDMC (Chloromethylen)dimethylammoniumchlorid
CT-DNA Kalbthymus-DNA

AHyso Standardbildungsenthalpie

DC Dunnschichtchromatographie

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DMAP N,N-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

ds double strand

EA Ethylacetat

EI-MS Electron impact mass spectroscopy

EtOH Ethanol

eV Elektronenvolt

FD-MS Field desorption mass spectroscopy

GABA y-Aminobuttersdure

Glsg molare Konzentration einer Verbindung, die zu einer 50

%igen Zellwachstumshemmung fuhrt

Hmbc Heteronuclear multiple-bond correlation
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital

Hp Hydroxypyrrol

Hunigs Base Diisopropyl-ethylamin

IR Infrarot-(Spektroskopie)

LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital
MeOH Methanol

MEP Molekulares elektrostatisches Potential

MG_MID Mean Graph Midpoint



NCI National Cancer Institute (Bethesda, MD, USA)

NMR Nuclear magnetic resonance
NOE Nuclear Overhauser Effect
PDB Protein Datenbank

PE Petrolether

PGp P-Glycoprotein

PNA Peptide Nucleic Acid

Py Pyrrol(carboxamid)

RT Raumtemperatur

SC Saulenchromatographie
SDS Sodium dodecylsulfat

THF Tetrahydrofuran

Tm Schmelztemperatur der DNA

TOPO Topoisomerase
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1 Einleitung

Krebs ist zusammen mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen die haufigste Todesursache in
Industrienationen. Alleine in Deutschland gibt es jahrlich 350.000 - 400.000
Neuerkrankungen M. Die Entstehung beruht darauf, dass es durch Umwelteinfliisse
(ionisierende Strahlung, Chemikalien, Ernahrung, Tumorviren, etc.), unter
Umstéanden verbunden mit vererbten genetischen Defekten zur Modifikation und
anschlieBenden Mutation von Proto-Onkogenen zu Onkogenen bzw. zur
Inaktivierung von Tumorsupressorgenen kommt, was zu einer ungehemmten Teilung
von Zellen fuhrt.

Aufgrund der genetischen Krankheitsursache steht bei der Pharmakotherapie neben
zahlreichen anderen Targets wie z.B. im Tumor vermehrt gebildeten Proteinen (z.B.
Topoisomerasen) folglich der direkte Angriff an der DNA im Vordergrund. Bei den
heute in der Klinik eingesetzten DNA-bindenden Arzneistoffen lasst allerdings die
Selektivitat des Angriffs noch sehr zu wiinschen ubrig, was aufgrund der Schadigung
gesunden Gewebes mit einer hohen Toxizitdt und damit starken Nebenwirkungen
einhergeht. Die selektive Hemmung der Transkription defekter Gene und damit die
Kontrolle der Genexpression durch sequenzspezifischen Angriff an der DNA ist

deshalb ein attraktives und innovatives Forschungsgebiet geworden.
11 Struktur der DNA

Die DNA ist einer der bestuntersuchten Rezeptoren fur Arzneistoffe Uberhaupt. Sie
besteht aus 2 rechtshandigen antiparallel verlaufenden helikalen Ketten, die eine
Doppelhelix bilden. Jede Kette besteht aus einem Rickgrat aus Desoxyribosen, die
am 3’-und 5°-Ende Uber Phosphodiestergruppen miteinander verknipft sind. Am
Zuckeranteil sind N-glykosidisch Purin- (Adenin, Guanin) und Pyrimidin- (Thymin,
Cytosin) Basen gebunden. Adenin und Thymin sowie Guanin und Cytosin paaren
sich jeweils Uber 2 bzw. 3 Wasserstoffbrickenbindungen und sind fir den
energetischen Zusammenhalt der beiden Ketten verantwortlich . Neben der hier
beschriebenen und in Abbildung 1.1 (S. 2) dargestellten physiologisch relevantesten
Konformation der DNA, der B-DNA, gibt es auch noch A- und Z-DNA, die aber beim

Angriff von Zytostatika in der Zelle keine Bedeutung haben.
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Abb. 1.1: Schematischer molekularer Aufbau der B-DNA (links) und Kalottenmodell der Doppelhelix
(rechts; die groRe Furche ist orange, die kleine gelb dargestellt; die Kohlenstoffatome im
Molekdlrickgrat sind weif3).

Fur die nattrlichen Funktionen der DNA unverzichtbar ist die in der Abbildung 1.1 zu
erkennende groBe Rinne/Furche (Major Groove). An dieser greifen
Transkriptionsfaktoren, Promotionsrepressoren und Kontrollproteine an, um die
Ubersetzung der genetischen Information in Proteine zu regulieren.

Die Bindung an die kleine Rinne/Furche (Minor Groove) ist hingegen neben
Interkalation (Einlagerung eines planaren polycyclischen aromatischen Chromophors
zwischen Ubereinanderliegende [= gestapelte] Basenpaare durch Charge-Transfer-
Wechselwirkungen ¥; intercalare = dazwischenschieben) und Alkylierung (kovalente
Bindung eines Molekiils an die DNA-Basen) der dritte und wichtigste Bindungstyp fir

sogenannte ,small molecules” an der DNA.



Abb. 1.2: Die Abbildung zeigt die verschiedenen Bindungsarten von Wirkstoffen an die B-DNA:
A: unspezifische Bindung von auf3en; B: Interkalation; C: Minor-Groove-Binding; D: Major

Groove Binding M,

1.2 Minor-Groove-Binder

Die Minor-Groove-Binder sind eine strukturell heterogene Gruppe von Molekilen, die
sich uber nicht-kovalente Wechselwirkungen an die kleine Rinne der DNA anlagern.
Allen ist gemein, dass sie eine isohelicale Konformation annehmen, die sich der
Kurvature der kleinen Rinne anpasst, um in vielen Fallen sequenzspezifisch an ihr
Target binden zu kdnnen.
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Oligopyrrolcarboxamidreihe Netropsin 1 und Distamycin A 2 (aus Streptomyces

netropsis (1959) bzw. distallicus (1964) isoliert) waren die ersten entdeckten Minor-



Groove-Binder, die selektiv an Adenin-Thymin (AT)-reiche Regionen der DNA binden
B! Heute weiR man, dass dies bei den meisten Minor Groove Bindern der Fall ist. Die
Grinde hierfur sind, dass zum einen AT-reiche Regionen der DNA raumlich enger
sind, was eine starkere Fixierung des Liganden ermdglicht, und zum anderen in der
kleinen Rinne am N-3 des Adenins das elektrostatische Potential einen negativen
Ladungsschwerpunkt aufweist, wodurch es zu einer guten elektrostatischen
Interaktion mit dem biskationischen Netropsin bzw. mit den auf der konkaven Seite
im allgemeinen elektronenarmen Minor-Groove Bindern kommt . AuRerdem
zeichnen sich Guanin-Cytosin  (GC)-reiche Regionen durch eine geringere
konformative Flexibilitat aus, was sehr passgenaue Molekiile erfordert ") Hierbei
muss insbesondere die Aminogruppe an C-2 des Guanins beachtet werden, die fir
eine sterische Behinderung zahlreicher Liganden verantwortlich ist.

Abbildung 1.4 zeigt die Konformation der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Leistruktur Netropsin 1 in der Bindegeometrie im Vergleich zu der von Netropsin
alleine. Beim gebundenen Netropsin (A) ist infolge des induced-fit-Effektes eine
starkere Streckung erkennbar, um die oben erwahnte isohelicale Konformation
anzunehmen. Energetisch unterscheiden sich die beiden Konformationen allerdings
nur geringfugig (Ano = 29.932 kcal/mol und 27.88 kcal/mol; nach SPARTAN-AM1-
Rechnung ).

Abb. 1.4: A Kristallstruktur von Netropsin 1 in der Bindegeometrie (hier alleine abgebildet;
urspriinglich gebunden an Sequenz 5'-CGCGAATTCGCG-3) o

B Kristallstruktur von Netropsin ohne DNA ™.



Abb. 1.5: Kiristallstruktur von Netropsin gebunden an 5-CGCGAATTCGCG-3" (Darstellung als
Kalottenmodell). Netropsin ist hier griin gefarbt.

Der Bindungsprozess kann in 2 Stufen unterteilt werden:

1. hydrophober Transfer des Netropsins in die Rinne unter Freisetzung von

Wasser und Gegenionen

2. Ausbildung molekularer Wechselwirkungen
Wahrend elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen die Stabilitat des
Komplexes gewahrleisten und Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Thymin-O-
2/Adenin-N-3 und Amid-NH-Gruppen des Netropsins fur die Positionierung des
Molekils sorgen, sind van der Waals-Kréfte zwischen den Methylen- oder Pyrrol-CH-
Gruppen des Netropsins und den Adenin-C-2-Atomen verantwortlich fir die
Sequenzspezifitat der Bindung “***? (s. Abbildung 1.7, S. 7).

Abb. 1.6: Zahlweise bei den DNA-Basen Thymin und Adenin.
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der van der Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoff-

brickenbindungen zwischen Netropsin und Poly-dAT-DNA [, Netrospin bindet an die

kleine Rinne an eine Sequenz von 4 Basenpaaren.



13 Weiterentwicklungen der Naturstoffe Netropsin und Distamycin A

In den letzten 2 Jahrzehnten gab es zahlreiche Bemuhungen, durch synthetische
Abwandlung der Naturstoffe Netropsin/Distamycin A eine Erhéhung der
antitumoralen Aktivitdt und der Sequenzselektivitat zu erreichen. Dabei wurden
primar 2 Ziele verfolgt:
1. die Entwicklung von zytotoxischen Wirkstoffen mit relativ geringem
Molekulargewicht (z.B. Combilexine)
2. das Design von supramolekularen Verbindungen als Werkzeuge fur die

Molekularbiologie (z.B. Hairpins)

Zu 1:

Als Combilexine (von lat. legere = lesen) bezeichnet man sequenzspezifisch
bindende Minor-Groove Binder, die mit einem Interkalator verknipft sind und deshalb
einen dualen Bindungsmodus an der DNA zeigen ™. Pioniere auf dem Gebiet der
Synthese solcher Molekiile waren Krivtsova 3! und Dervan ™. Ersterer verkniipfte,
basierend auf dem natirlichen Combilexin Actinomycin D 5 (s. Abbildung 1.8, S. 9),
1-3 N-Methylpyrrol-Einheiten mit den Positionen 1 und 9 des Interkalators
Phenoxazon und nannte die Produkte Distactins.

Dervan modifizierte diese Molekile wie z.B. das dimere Hybridsystem 6 (s.
Abbildung 1.9, S. 9) durch Einfigen eines Glycin-Linkers und zeigte mittels DNA-
Affinity-Cleaving-Assay einen selektiven Angriff an der Sequenz 5 -TATAGGTTAA-
3". Da Interkalatoren in der Regel in GC-reichen Regionen binden, weil hier die kleine
Rinne zum einen elektronenreicher und zum anderen weiter und damit die
Mdglichkeit des Einschiebens zwischen die Basen groRer ist !, legt dieses Ergebnis
eine zentrale Interkalation des Phenoxazons mit flankierendem Minor-Groove-

Binding der beiden Distamycin-Anteile nahe 2.
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Abb. 1.8: Actinomycin D; Phenoxazon-Ring interkaliert in die DNA, die beiden cyclischen

Pentapeptidketten binden oberhalb und unterhalb in der kleinen Rinne.
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Abb. 1.9: Ein von Dervan synthetisiertes modifiziertes Distactin. Der zentrale Interkalator Phenoxazon
wird flankiert von 2 Oligopyrollketten, die in der Minor Groove binden. Die Eisenchelat-Komplexe
verstarken die DNA-Schadigung Uber Sauerstoff-Radikal-Bildung.
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Diese grundlegenden Arbeiten fuhrten zur Synthese der verschiedensten

Combilexine durch mehrere Arbeitsgruppen. Einige Beispiele zeigt Abbildung 1.10.
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Abb. 1.10: Beispiele fur synthetische Combilexine %,

Die Antitumoraktivitat der Combilexine ist aber nicht alleine auf die Interaktion mit der
DNA zurtickzufuhren. Vielmehr konnte bei den meisten Verbindungen eine Inhibition
der Topoisomerase | nachgewiesen werden ™" Dieses Enzym relaxiert die DNA
durch Einzelstrangbriiche, um Replikation oder Transkription zu erméglichen. Durch
Hemmung der Religation der durchtrennten Strange (TOPO-Poisons) kommt es zum
Absterben der Zelle *®. Sogenannte TOPO-Supressors, die nur den Angriff der

Enzyme an der DNA hemmen, zeigten dagegen keinen klinischen Effekt 8,
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Neben Interkalatoren wurden Netropsin- und Distamycin A-Analoge auch an
Alkylantien, photosensitive Gruppen, Metall-Komplexe und Enediyne-Antibiotika
gekuppelt ! (allgemeine Bezeichnung fiir solche Verbindungen: ,Hybridmolekiile®).
Das Ziel war auch in diesen Féllen die Erhéhung der Selektivitat und damit Senkung

der Toxizitdt von bekannten zytotoxischen Verbindungen.
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Abb. 1.11: Hybridmolekul aus Distamycin A und einem N-Lost-Derivat

Zu 2:

Um Werkzeuge fir die Molekularbiologie zu erhalten, war man bestrebt Molekile zu
entwickeln, die nicht nur wie Netropsin oder die meisten Combilexine selektiv an AT-
reiche Regionen der DNA binden, sondern tatsachlich zwischen allen 4 Basen
differenzieren konnen. Die Bezeichnung Lexitropsin wurde in diesem
Zusammenhang das erste Mal von Dickerson verwendet ! (ebenfalls von lat. legere
= lesen; ,eine Sequenz lesen durch sequenzspezifisches Binden in der Minor-
Groove*). Er war es auch der postulierte, dass durch Austausch eines Pyrrolrings
durch einen Heterocyclus mit zuséatzlichem Wasserstoffbriicken-Akzeptor eine
Verschiebung der Bindungsaffinitat in Richtung GC mdglich sei. Lown bestétigte
diese Vermutung durch Synthese von Imidazol-haltigen Verbindungen *°. wie
Abbildung 1.12 (S. 12) zeigt, kann die sterische Hinderung durch die Guanin-NH,-
Gruppe in der Rinne mittels Austausch der CH-Funktion am Pyrrolring gegen N unter

Ausbildung einer zusatzlichen Wasserstoffbrickenbindung umgangen werden.
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Abb. 1.12: Durch Austausch von Pyrrol gegen Imidazol wird die sterische Hinderung der Guanin-NH,-

Gruppe durch den Energiegewinn einer zuséatzlichen Wasserstoffbriickenbindung berkompensiert.

Das Erreichen einer GC-Praferenz war auch insofern fir die Entwicklung von
zytotoxischen Substanzen interessant, als GC-reiche Sequenzen v.a. in Genen, die
mit der Zellproliferation assoziiert sind (inclusive Onkogenen), vorkommen 4.

Der néchste Meilenstein war die Entdeckung von Wemmer | dass Distamycin mit
kurzen Oligonucleotiden Komplexe im Verhéltnis 2:1 bildet, wobei die beiden

Distamycin-Molekule antiparallel orientiert sind (s. Abbildung 1.13).

Abb. 1.13: Durch NMR-Spektroskopie ermittelte Struktur des 2:1 Distamycin-DNA-Komplexes.

A: schematische Interaktionspositionen; B: van der Waals — Modell (22
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Dervan synthetisierte daraufhin eine grol3e Anzahl sogenannter Hairpin- (Haarnadel)
Molekile; 2 Oligoamidketten wurden Uber einen Linker derart miteinander verknupft,
dass die sichelformige DNA-Bindekonformation der singularen Trispyrrolcarboxamide

voll erhalten bliep [1#19.22:26]

. Durch den aus der synthetischen Fixierung bedingten
geringeren Verlust an Freiheitsgraden bei der Targetbindung kommt es durch

verminderten Entropieverlust zu einem Anstieg der Bindungsaffinitat.

Abb. 1.14: Hairpin-Bindemodell; das Amino- und Carboxy-Ende des antiparallelen Dimers ist tber

GABA miteinander verknupft 2.

Chiral turn Cycle B/ring pair
§-T G T A C A-% 5-T G T A C A-3 5T GT G T A-3
o F T £ F
¥-ACATG T-5 ¥-ACATG T-5 3-ACACAT-5

6 bp 6 bp 6 bp
K,=10""M"" K,=10"Mm"! K,=10M""
H-pin Tandem-Hairpin
5T GTA A C A-3 T GTTATTGT T A-3

+
=+, +] F
¥-ACATTG A-§ ¥ACAATAACA AAT-Y
7bp 11 bp
K,=10 M’ K,=102M"!

Abb. 1.15: verschiedene Hairpin-Typen 22 K, = Bindekonstante, Affinitatskonstante; bp = base pairs
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Bahnbrechend war die Entdeckung, dass die Verwendung von 3-Hydroxypyrrol-
derivaten als Strukturelement eine Differenzierung zwischen AT und TA ermdglicht
(3] Hydroxypyrrol bindet namlich bevorzugt an Thymin, da dieses im Vergleich zu

Adenin eine zusatzliche Wasserstoffbrickenbindung ausbilden kann.

oo
N N
H
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Abb. 1.16: Thymin-O-2 ist in der Lage, zwei Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden, wohingegen
Adenin-N-3 nur ein freies Elektronenpaar besitzt. Eine Bindung an Cytosin, welches ebenfalls ein
Sauerstoff-Atom mit zwei freien Valenzen enthdlt, ist dagegen aufgrund der sterischen Hinderung

durch die Aminogruppe des mit Cytosin gepaarten Guanins nicht méglich.

Daruberhinaus fillt die Hydroxygruppe die durch das benachbarte Adenin bedingte
.Lucke" in der van-der-Waals-Oberflache perfekt aus; mit Thymin als ,Nachbar* ware

es erneut zu einer sterischen Hinderung gekommen.

Abb. 1.17: Das Modell der Hp/Py-Interaktion mit dem TA-Basenpaar zeigt die exakte Ausfullung der
durch Adenin-C2 geformte Licke durch Hp-OH &,
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Durch die Verwendung der drei Hetarene Pyrrol, Hydroxypyrrol und Imidazol in
unterschiedlichen Kombinationen kann somit eine Differenzierung zwischen allen 4

DNA-Basen erreicht werden.

Py/Im targets C+ G

Py/Hp targets AT

Hp/Py targets T+ A

1 I N

Im/Py targets G=C

5-T G T A C A-%F

+
- CATG T-5

Abb. 1.18: Molekulare Erkennung der kleinen Rinne der DNA durch die Heterocyclen Pyrrol,
Hydroxypyrrol und Imidazol.

In den letzten Jahren gab es zahlreiche Bemihungen mit dieser Art von Molekdlen,
selektiv Transkriptionsfaktor- oder andere Schlisselgene auszuschalten. Die Erfolge
in Zellkulturen kénnen aber nicht (iber die Probleme der Ubertragbarkeit auf in vivo-
Verhéaltnisse wie Transport in die Zellen, Schutz der DNA durch Assoziation mit

Histonen oder enzymatischen Abbau hinwegtéuschen 192227,
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1.4 Peptide Nucleic Acids (PNASs)

Ein weiterer interessanter Ansatz, sequenzspezifisch an der DNA anzugreifen, ist die
erstmals von Nielsen 1991 beschriebene Entwicklung von Polyamid oder Peptide
Nucleic Acids (PNAs) 8. Bej diesen handelt es sich um DNA-Mimetika, bei denen
das Zucker-Phosphat-Rlckgrat durch eine N-(2-Aminoethyl)glycin-Polyamidstruktur

ersetzt wurde.

™ O-\
| /P\. - ol )
" 0 0% 0 0% 0
|0 0
DNA: R = H
RNA: R = CH
- B B
e o
N"\/N\‘i)kl\i' %,NVJJ\N,/\/N\_/U«
LH - H n
PNA |

Abb. 1.19: Grundstruktur von DNA, RNA und PNA. B = Nucleobase.

Trotz der drastischen strukturellen Anderung binden die PNAs mit groRerer Affinitat
an die DNA als natirliche Oligonucleotide, unter Ausbildung einer Watson-Crick-
Doppelhelix ?°!, Bei der Bindung an ds(= double strand)DNA kommt es aufgrund der
hohen Stabilitait des PNA-DNA-Hybrids héaufig zu einer Strangverdrdngung. FUr
(DNA-)Homopyrimidine wurde ferner gezeigt, dass sie an dsDNA unter Ausbildung
von Watson-Crick-Hoogsteen-Triplex-Strukturen, eventuell auch durch
~Stranginvasion unter Ausbildung von (PNA)./DNA-Komplexen binden kdnnen,
wahrend bei PNAs, die alle 4 Basen enthalten, keine Tripelhelices méglich sind 2°32
(s. Abbildung 1.20, S. 17).
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Abb. 1.20: Modellinteraktion mit PNA-Teilstrukturen; nur Purine sind in der Lage, Hoogsteen-

Basenpaarungen einzugehen. Deshalb kommt es nur bei Homopurin/-pyrimidin-Strangen (1,11l) zur

Ausbildung von tripelhelicalen Strukturen B2,

PNAs sind des weiteren resistent gegeniber Proteinasen und DNAsen BY und im
Gegensatz zu DNA relativ saurestabil 2.

Um eine Weiterentwicklung dieser innovativen Molekile handelt es sich bei den
DNA-PNA-Chimaren (s. Abbildung 1.21, S. 18) 33 Diese aus DNA- und PNA-
Strukturelementen gemischten Verbindungen haben neben der hervorragenden

Bindung zahlreiche Vorteile gegeniber den reinen PNAs.
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Abb. 1.21: PNA/DNA-Chimare: (1) 5"-DNA-(Linker)-PNA-(pseudo-3"), X = NH oder O; (Il) (pseudo-5")-

PNA-(Linker)-DNA-3"; (lll) (pseudo-5")-PNA-(Linker)-DNA-(Linker)-PNA-(pseudo-3°); B = Nucleobasen
29]

Neben der Erhéhung der Wasserl6slichkeit aufgrund der Poly-Anionenstruktur, was
eine erhohte Verfluigbarkeit in Zellen zur Folge hat, und der im Vergleich zu PNAs
fehlenden Tendenz zur Selbstaggregation, sind v.a. biologische Funktionen wie die
Primer-Funktion fir DNA-Polymerasen und die RNase H-Stimulierung bei der
Verwendung als Antisense-Oligomere zu nennen . Im Vergleich zu dsDNA zeigen
sie eine gewisse Resistenz gegeniber Nucleasen, was ihre Stabilitdt in Serum und

zellularen Extrakten mit der von PNAs vergleichbar macht 2%,

Potentielle Anwendungsmaglichkeiten von PNAs und PNA-DNA-Chiméaren ergeben
sich aus ihren Eigenschaften. Es gibt zahlreiche Studien zur Inhibition der Translation
(Antisense-Strategie), zur Modulierung von Transkription und Replikation (Antigen-
Strategie) sowie zu Wechselwirkungen mit Ribonucleoproteinen, wie z.B.
Telomerasen (Enzyminhibitor-Strategie). Wahrend PNAs v.a. in zellfreien Systemen

zu vielversprechenden Ergebnissen fihrten, zeigen die Chiméaren aufgrund ihrer
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aufgefuhrten verbesserten physikalischen und biologischen Eigenschaften bereits in
Zellkulturen Aktivitat #3133,
Als weiteres Einsatzgebiet der PNAs und PNA-DNA-Chiméren ist die

molekularbiologische Diagnostik, z.B. das Screening von Genmutationen, zu nennen
[29]
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15 Zielsetzung

Als Zusammenfassung der einleitenden und den bisherigen Wissensstand
beschreibenden Kapitel kann man sagen, dass es zur Zeit drei bedeutende
Forschungsgebiete gibt, die sich mit sequenzspezifischer Bindung synthetischer
Molekile an der DNA beschaftigen:

1. Minor-Groove bindende  Hybridmolekile, bestehend aus einem
Netropsin/Distamycin A- analogen Grundgerust gekoppelt an ebenfalls
zytotoxisch aktive Substanzen, wie z.B. Interkalatoren (>Combilexine),
Alkylantien, etc.

2. Supramolekulare Polyamide, die sequenzspezifisch bestimmte Abschnitte der
kleinen Rinne ,lesen* kdnnen (Lexitropsine), wobei hier die aufgrund ihrer
haarnadelartigen Form ,Hairpins“ genannten Molekile die grofite Bedeutung
haben

3. Die naturliche Oligonucleotide imitierenden PNAs, die lber Watson-Crick-
oder Hoogsteen-Basenpaarungen in physiologische Vorgédnge von
Nucleinsauren wie Replikation, Transkription oder Translation eingreifen
kénnen, und sich damit als therapeutische (z.B. Antisense-Therapie) oder

diagnostische (z.B. Aufklarung von Genmutationen) Werkzeuge anbieten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, von Netropsin/Distamycin A abgeleitete DNA-
bindende und/oder zytotoxische Mono-, Bis- bzw. Oligopyrrolcarboxamide zu
synthetisieren, die am N-terminalen Ende Uber Linker unterschiedlicher Lange mit
einem Heterocyclus verknipft sind. Das C-terminale Ende war durch die
vororientierenden Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Arbeiten von Hotzel B%
vorgegeben: eine  N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette, die die
Amidinstrukturen der beiden Leitsubstanzen nachahmt und aufgrund ihrer bei
physiologischem pH-Wert positiven Ladung eine elektrostatische Affinitat fur die
elektronenreiche kleine Rinne begtnstigt.
In Bezug auf den N-terminalen Heterocyclus sollten zwei funktionell verschiedene
Vertreter eingefuhrt und damit zwei Richtungen eingeschlagen werden:
1. Zunéachst war, basierend auf Nielsens PNA-Ansatz, die Verwendung von
Nucleobasen geplant, um die Sequenzspezifitait der Bindung des

Pyrrolcarboxamidgrundgerustes weiter zu erhdhen. Es wurde dabei vermutet,
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dass durch Ausbildung von Hoogsteen-Basenpaarungen die durch den
Oligopyrrolteil verursachte Stérung des DNA-Metabolismus weiter verstarkt
wirde. Aufgrund der AT-Selektivitdét von Oligopyrrolcarboxamiden war die
Verwendung der DNA-Basen Adenin und Thymin und der zu Adenin
komplementaren RNA-Base Uracil geplant. Durch N-Alkylierung sollten
Nucleobasenalkancarbonséauren unterschiedlicher Seitenkettenlange
dargestellt werden, die anschlieRend Uber optimierte literaturbekannte
Kupplungsverfahren zu den potentiellen Lexitropsinen aufgebaut werden
sollten. Hierbei sollte die Seitenkettenlange, die eine optimale Passform an
der DNA begiinstigt, ermittelt werden; interessant war auch zu erfahren, ob bei
den verschiedenen Heterocyclen jeweils unterschiedliche Linkern zur
optimalen Bindekonformation des Zielmolekuls fuhrten.

2. Im 2.Teil der Arbeit sollten klassische Combilexine synthetisiert und getestet
werden. Als Heterocyclen sollten folglich Interkalatoren dienen, die tUber Linker
verschiedener Lange ebenfalls an das von Netropsin/Distamycin A abgeleitete

Grundgerust geknipft werden sollten.

Im Vergleich zu vielen literaturbekannten Lexitropsinen und Combilexinen sollte das
Molekulargewicht der Testsubstanzen mdglichst gering gehalten werden, um eine
gute Permeabilitat durch biologische Membranen zu gewahrleisten (s. Lipinskis ,Rule
of Five"). Es waren daher Zielmoleklle von maximal 3 Pyrrolringen mit Nucleobasen

oder relativ einfachen Interkalatoren geplant.

Heterocyclen:

Nucleobasen

CH;

H |
/ \ N\/\/N\CH3
m=1-3 N
|l o :
N-terminales CHs C-terminales Ende
Ende

Interkalatoren

Linker

Pyrrol-Kette
n=13

Abb. 1.22: Grundstruktur der geplanten Verbindungen
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3. Nach den jeweiligen Stoffklassen geordnet sollten dann an den Zielmolekilen
Zytotoxizitats-Studien (NCI, Bethesda, MD, USA) und in einem externen
Forschungslabor (Laboratory of Pharmacology, INSERM, Lille, Frankreich)
spezielle biophysikalische bzw. biochemische DNA-Bindestudien und
Topoisomerase-Inhibitor-Aktivitatstests durchgefihrt werden. Aus diesen
Daten konnten weiterfihrende bzw. neue Struktur-Wirkungs-Beziehungen
aufgestellt werden.

4. Zur Rationalisierung der experimentellen Daten aus den
biologischen/biophysikalischen Evaluierungen sollten dann an den Molektlen
vororientierende Molecular Modelling-Studien auf der Basis semiempirischer
guantenchemischer Rechnungen durchgefihrt werden. Eventuell sollten die
Rechnungen dann auch Hinweise zum Aufbau von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen und damit verbunden auch Hinweise auf zuklnftige

Strukturoptimierungen liefern.
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2. Auswahlkriterien fur Substituenten bei der Syntheseplanung der

Pyrrolcarboxamide

In diesem Abschnitt sollen die Eigenschaften, NMR-spektroskopischen
Charakteristika sowie die mechanistischen Hintergrinde der einzelnen
Strukturelemente der geplanten synthetischen Pyrrolcarboxamide diskutiert werden.

Als Grundstruktur diente analog zur Dissertation Hotzel B®* bzw. zur Leitstruktur
Netropsin die 1-Methyl-2-carbonyl-4-amino-mono- bzw. -bispyrrolcarboxamid-Einheit
(s.Tabelle 2.1). Auf die Synthese von Trispyrrol-Derivaten, abgeleitet vom Naturstoff
Distamycin A, wurde noch verzichtet. Es sollte in der Arbeit zunachst die Aktivitat der
.Kleineren* Molekule Gberprift und nur potentiell wirkungsrelevante Heterocyclen an

die sehr aufwendig herzustellenden Trispyrrol-Derivate gekoppelt werden.
2.1 C-terminale Seitenfunktion

Zielsetzung der Dissertation Hotzel ¥ war in erster Linie die Untersuchung der
Einflisse verschiedener C-terminaler Funktionen auf Antitumoraktivitdt und DNA-
Bindung. Dabei wurde der EinfluR von Methylester-, Carbonsaure-, N,N-Dimethyl-
1,3-diaminopropan- und Aminopropionitril-Gruppen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit an

DNA und Tumorzell-Linien untersucht.

R2 ﬁ ]
bai
o [\ R,
| \
cH, ©
— —n
n=1,2

getestete C-terminale Substituenten

R;=-OCHjs

R;=-OH
R1=-HN(CH2)sN(CHz),
R;=-HN(CH,),CN

Tab. 2.1: 1-Methyl-2-carbonyl-4-amino-mono- bzw. -bispyrrolcarboxamid-Grundeinheit und

C-terminale Substituenten B,
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Hotzel kam zu dem Ergebnis, dass Verbindungen mit der Methylesterfunktion sich
beim NCI-Screening als besonders zytotoxisch erweisen, wogegen Testsubstanzen
mit N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette eine starkere DNA-Bindung

31 Letzteres

aufweisen, was durch AT,-Messungen (s. S. 55) gezeigt wurde !
Resultat lasst sich damit begriinden, dass diese Funktion, die die ebenfalls basische
Amidin-Gruppe des Minor-Groove-Binders Netropsin 1 imitiert, unter physiologischen
Bedingungen protoniert vorliegt und dadurch gut mit der elektronenreichen kleinen
Rinne interagieren kann.

Da eine gute DNA-Bindung fur die im Rahmen dieser Arbeit geplanten Verbindungen
essentiell ist, sollte ausschlie3lich die N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitengruppe
als C-terminale Funktion dienen; Variationen sollten nur am N-terminalen Teil

durchgefuhrt werden (s. Abbildung 1.22, S. 21).
2.2 Linker

Eine groRe Bedeutung im Hinblick auf die Aktivitat der geplanten Hybridmolekiile hat
die Wahl eines geeigneten Linkers, der den Pyrrolcarboxamid-Teil mit dem N-
terminalen Heterocyclus bzw. Triheterocyclus verbindet. Die Flexibilitdt und Lénge
eines Linkers sind sehr wahrscheinlich von entscheidender Bedeutung fir die
Einstellung der optimalen (d.h. méglichst dehnungsfreien) Anpassungsgeometrie an
der DNA und damit fur die biologische Wirkung des Ligand-DNA-Komplexes.

Bailly et al. stellte am Beispiel des Combilexins NetAmsa 10 (S. 10) eine besonders

gute Bindung eines Butanoyl-Linkers fest [14

. Eine ahnliche Prognose gab eine
australische Forschergruppe ab, die ebenfalls ein Acridinderivat Uber Linker
verschiedener Lange an Netropsin 1 bzw. Distamycin A 2 koppelte. Konstruktions-
Modellierungen am Kalottenmodell zeigten hier eine optimale Passform mit GABA als
Linker P, Auch Untersuchungen einer italienischen Arbeitsgruppe zeigten eine
deutliche Zunahme der Zytotoxizitdt durch Einbau einer Trimethylenkette in
Tallimustin 11 (S. 11), was ebenfalls auf die bessere Interaktion mit der DNA
aufgrund der erh6hten Flexibilitat des Linkers zurlickgefuhrt wurde.

Eine Ubersicht tiber Linker bekannter zytotoxischer Hybridmolekiile zeigt Tabelle 2.2

(S. 25).
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Linker Name Atome Literatur
der Kette
o Distel (1+) 6 [11]
Het_ /\/\N/U\Py Distel (2+)
H H
H H NetAmsa 7 [11]
Het N\/\/N\H/Py
T o
o) H R-132 9 [52]
N\
Het/u\N/\/\/\ﬂ/ Py
H o)
Het Acridin- 4 [35]
Netropsin
Py
o)
Het MEN 4 [36]
_\_>7 10710
Py
0

Tab. 2.2: Verschiedene in der Literatur aufgefiihrte Linker am N-terminalen Ende; Het = Heterocyclus,

Py = Pyrrolcarboxamid

Trotz der Existenz einiger Vertreter dieses Verbindungssystems fehlt jedoch nach
wie vor eine systematische Untersuchung der Korrelation von Linkerlange mit
Antitumoraktivitat bzw. DNA-Bindung, wenn man eine grof3ere Anzahl verschiedener
Hybridmolekile vergleicht. Interessant, v.a. in Hinblick auf die Synthesen zu
bestimmten geplanten Combilexinen, ist hierbei, ob es eine Linker-Minimallange gibt,
bei der noch eine Interkalation stattfinden kann.

Dies sollte ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit sein, wobei es anhand obiger
Beispiele und in Hinblick auf den praparativen Aufwand sinnvoll erschien, die Lange
auf 4 Atome zu beschranken. Die Verknupfung mit dem Aminopyrrolcarboxamid-
Baustein sollte Uber eine amidische Bindung erfolgen. Die Art der kovalenten
Bindung an den Heterocyclus sollte in Abhangigkeit von dessen funktionellen
Gruppen gewahlt werden.
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2.3 N-terminale Funktionen
2.3.1 Nucleobasen

Der erste Teil der Arbeit bestand darin, Nucleobasen-gekoppelte Pyrrolcarboxamide
zu synthetisieren und zu evaluieren. Als Vorbilder sind die Arbeiten von Nielsen
[28:30.3233 nd Dervan ?*27 zu nennen, die mit Peptide-Nucleic-Acids (PNAs) bzw.
Hairpins sequenzspezifisch an der DNA bindende Molekile synthetisierten. Im
Vergleich zu diesen supramolekularen bzw. polymeren Verbindungen sollte aber der
~Small-molecule“-Bereich nicht verlassen werden, um neben einer
sequenzspezifischen Bindung auch madglichst eine gute Zellmembranpermeation zu
erreichen.

Da die Leitstrukturen Netropsin 1 und Distamycin A 2 - bzw. Oligopyrrolcarboxamide
im Allgemeinen - in der Regel an AT-/TA-reiche Sequenzen binden ?2, fiel die Wahl
auf die zueinander komplementaren DNA-Basen Adenin und Thymin bzw. auf die zu

Adenin komplementare RNA-Base Uracil.
2.3.2 Interkalatoren und Photosensibilisatoren

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden Acridon, Acridin, und (Nitro-)Naphthalimid als
Interkalatoren und Anthrachinon als Interkalator und Photosensibilisator ausgewabhit.
Eine Ausnahmestellung nimmt das ebenfalls verwendete, jedoch nicht vdllig planare
Iminostilben ein. Naheres zu den aufgeflhrten Heterocyclen s. Kapitel 7 (S. 63ff)
bzw. zum Anthrachinon s. Kapitel 9 (S. 89ff).

3. Synthese und Strukturaufklarung der Pyrrolcarboxamide

3.1 Synthese der Pyrrolcarboxamide

Zum Aufbau des Pyrrolcarboxamidgeristes mit C-terminaler N,N-Dimethyl-1,3-
diaminopropan-Funktion wurde ein von Nishiwaki und Shibuya " entwickeltes und
von Hotzel ®*3! gptimiertes Syntheseverfahren verwendet. N-Methylpyrrol 12 wurde

in 2-Position mit Trichloressigsaurechlorid in CH,Cl, acetyliert und anschliel3end in 4-
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Position mit Ac;O/HNO3(65%) bei -40°C regioselektiv nitriert, wobei 14 entstand. Bei
letzterem Schritt kommt es intermediar zur Bildung von Acetylnitrat, welches das

eigentlich nitrierende Agens ist.

O,N
cl,ccocl
I\ s 7\ ccl HNOg/AC,0
LY e 3 — A e
¢H CHy © L. ©
3 3 CHy
12 13 14

Weitere Umsetzung mit N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan in CH,Cl, unter Zusatz von

Hunigs Base (N,N-Diisopropylethylamin) flihrte zum Carbonséaureamid 15.

O.N
2 02N H3(%
HoN(CHy)sN(CHo)3 N
/A CCls — ) 7\ H\/\/ ~CH,
N (CH,CI / Hunigs Base)

hy © o

3 CHy ©

14 15

Zum Aufbau des Bispyrrols 16 wurde 15 mit Palladium(10%)/Aktivkohle unter
Wasserstoffatmosphére in Dioxan reduziert, der Katalysator abfiltriert und die Losung

des entstandenen Amins ohne weitere Aufarbeitung zu einer Lésung von 14 in DMF

gegeben.
NO,
=
//
N H
%
H4C N Haq
o) H N
\
CHy ©

16
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3.2 Strukturaufklarung der Pyrrolcarboxamide

Hotzel hatte die Konstitution von Verbindung 16 mittels verschiedener NMR-

B4 Allerdings fehlte der eindeutige Beweis der trans-(Z-)-

Experimente bewiesen
Konfiguration der die beiden Pyrrol-Ringe verbindenden Amid-Gruppe bzw. die
exakte Konformation des Nitro-Pyrrol-Ringes in Ldsung. Zur Aufklarung dieser
Problematik wurde der Kern Overhauser Effekt (NOE: Nuclear Overhauser Effect)
mittels NOE-Differenzanalyse genutzt. Zuerst wurde in H-5 eingestrahlt. Durch den
NOE kam es zu einer Intensivierung der Signale von H-3 und N-CHjs, nicht aber von
N'-CH3 oder H-3", womit die cis-(E-)-Amid-Stellung ausgeschlossen werden konnte
(s. Abbildung 3.1 und Abbildung 3.4, S. 30). Um zu uberprifen welche Konformation
der Nitropyrrol-Ring zum benachbarten Hetaren aufweist, wurde zusatzlich in das
Amid-H zwischen den Pyrrolbausteinen eingestrahlt. Da neben H-5 und H-3 auch H-
3" eine Signalintensivierung zeigte, konnten sowohl Amid-Konfiguration als auch
Konformation der Pyrrolringe zueinander eindeutig bewiesen werden (s. Abbildung
3.2, S. 29 und Abbildung 3.5, S. 30). Die Ergebnisse decken sich in der Tat mit der

durch Réntgenkristallographie ermittelten 3D-Struktur des Netropsins ™.,

N~cH,

| |
cHy, © \>CH3 ©

Abb.3.1: Oben die beiden Amid-cisoiden, darunter die beiden transoiden Konformationen. Da es beim

Einstrahlen in H-5 nur zu einer Signalintensivierung von H-3 und N-CH; kommt, kénnen die Amid-
cisoiden Konformationen ausgeschlossen werden, da hier (wie durch die Pfeile angedeutet) mit

jeweils einem zuséatzlichen NOE-Signal zu rechnen waére.
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Abb.3.2: Da es nach Einstrahlen in das zentrale NH zu einer Signalintensivierung von H-3", nicht aber
von N’-CH3; kommt, kann man bei der Konformation | davon ausgehen, dass diese im Gleichgewicht

Uberwiegt. Population Il sollte im Rahmen der NMR-Nachweisgrenze unterreprasentiert sein.

N(CHs).
H3C\N/CH3
O2N . /H
R T
5/ \ N N
L
CH; O 7 ey,
N- N-
CH3 CHj3
NH Py-H-5 py g 57> CH;
Py-H-3 CH2 CH2
T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

S[ppm]

Abb. 3.3: 1H-NMR-Spektrum von 16. Losungsmittel: DMSO-d°.
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Py-H-3 N-CHj

B[ppm] 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Abb. 3.4g Einstrahlexperiment auf Py-H-5. Signalintensivierung bei N-CHz und Py-H-3. Losungsmittel:
DMSO-d".

HaC,
O.N / N—CHs
3
4
s \ H 3 NH
M N\
T N
\CH3
Jt \( — ‘ }
Py-H-5
, Py-H-3
Py-H-3
\'\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

S[ppm]

Abb. 3.5: Einstrahlexperiment auf das zentrale Amid-H zwischen den Pyrrolbausteinen.
Signalintensivierung bei Py-H-3", Py-H-5 und Py-H-3. Lésungsmittel: DMSO-d°.
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4. Synthese und  Strukturaufklarung der Nucleobasen-

alkancarbonsauren

4.1 Darstellung der Uracil- und Thyminalkancarbonsé&uren

4.1.1 Synthese der Uracilessigsaure

Die Uracilessigsaure 17 wurde nach dem Verfahren von Wheeler und Liddle B
dargestellt. Hierbei wurde zu einer wassrigen Losung von Uracil neben dem 2-fach
molaren Uberschuss an KOH ein 1,5-facher Uberschuss an Chloressigsaure
gegeben und die Mischung refluxiert. Nach wenigen Minuten kam es aufgrund der
Saurezugabe und einer damit verbundenen Protonierung des primar gebildeten
Uracilanions zu einem milchigen Niederschlag, welcher aber durch weitere Zugabe
einiger Tropfen KOH-LOsung wieder verschwand. Es fand eine Sy2-Reaktion am a-
C-Atom der Chloressigsaure mit Uracil-N-1 als Nucleophil statt, welches aufgrund der
sterischen Abschirmung des N-3 durch die benachbarten Carbonylgruppen trotz der
geringeren NH-Aciditat an Position 1 begunstigt war. Die Fallung des Produktes

durch Zugabe von 1M HCI beendete die Reaktion.

o
1.KOH
2.HCl HN |
—_—
OH
o)
17

Abb. 4.1: Darstellung von Uracilessigsaure.

4.1.2 Synthese der Uracil- und Thyminbutterséure

Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit der 4-Halogenbuttersauren im Vergleich
zu 2-Chloressigséure und der zumeist schwierigen Isolierung von Carbonsauren im
Allgemeinen, wurden bei der Synthese der Uracil- und Thyminbuttersaure jeweils
zundchst die Ethylester hergestellt. Hierbei wurde der Heterocyclus mit

Natriumhydrid in  DMF  deprotoniert und nach einer Stunde 4-
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Brombuttersaureethylester und eine Spatelspitze  Tetrabutylammoniumjodid
hinzugefugt. Letzteres fihrte durch eine Finkelstein-Reaktion beim 4-
Brombuttersaureester zum Austausch des Broms gegen Jod. Jodid ist bekanntlich
die bessere Abgangsgruppe, wodurch der nucleophile Angriff des Heterocyclus
erleichtert wird. Die Isolierung der Pyrimidinbuttersaureethylester erfolgte mittels
Saulenchromatographie. Hierbei wurden auch in etwa &quimolarer Menge wie die
monosubstituierten Hauptprodukte die N-1,N-3-bisalkylierten Derivate gewonnen.

Die Hydrolyse wurde wieder mit 2M NaOH durchgefuhrt, anschliel3ende
Neutralisation erfolgte mit 1M HCI (s. Tabelle 4.1, S. 45).

4.1.2.1 Strukturaufklarung von Thyminbutterséaureethylester

Es sollte mittels NMR-Analytik der Beweis fur die N-1-Alkylierung am Thymin
erbracht werden. Dafiir wurde zunachst ein *H-NMR-Spektrum aufgenommen. Die
Zuordnung der einzelnen Signale kann man Abbildung 4.3 (S. 33) entnehmen.
Interessant ist hierbei v.a. die Buttersaure-Seitenkette. Die mittlere Methylengruppe
verursacht ein Quintett, das eigentlich ein doppeltes Triplett ist, da die Kopplung
durch jeweils eine Methylengruppe erzeugt wird. Die benachbarten Gruppen fuhren
zum Auftreten von 2 Tripletts. Da wegen der zu geringen Auflésung des
Messgerates keine “J-Kopplungen zu erkennen sind, kann man das System in erster
Naherung als Spektrum 1.0rdnung interpretieren. Genau genommen handelt es sich
hierbei um ein AA BB XX -System, da die flankierenden Gruppen (Thymin-NH und
CO) verschieden sind. Aufgrund der freien Drehbarkeit der einzelnen
Methylengruppen und der im zeitlichen Mittel nicht mehr zu differenzierenden
Kopplungskonstanten der jeweiligen chemisch aquivalenten Kerne, kann man aber
von einem scheinbaren A;B,X,-System sprechen.

Um die N-1-Alkylierung eindeutig zu beweisen, wurde erneut ein NOE-Experiment
durchgefuhrt. Bei einer Einstrahlung in Thymin-H-6 sollte es bei dem vermuteten
Regioisomer aufgrund des raumlichen Abstandes von < 3 A° zu einer
Signalintensivierung der H-Atom-Kerne mindestens einer Methylengruppe der
Seitenkette kommen. Wie in Abbildung 4.4 (S. 34) zu erkennen, wurde diese
Vermutung bestéatigt. Neben der Thymin-CHs-Gruppe zeigten auch die H-Atome an

der a zum Heterocyclus stehenden Methylengruppe ein NOE-Signal.



Abb. 4.2: NOE durch Einstrahlen in Thymin-H-6
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Abb. 4.3: "H-NMR-Spektrum von 1-Thyminbuttersaureethylester. Losungsmittel: DMSO-d®.
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Abb.4.4:6Einstrahlexperiment in Th-H. Signalintensivierung bei a-CH, und Th-CHz. Losungsmittel:
DMSO-d".

4.1.3 Synthese der Uracil- und Thyminpropionsaure

Auch hier wurden zunachst die Ethylester hergestellt und anschlieRend hydrolysiert.

Als Base wurde in diesem Fall aber K,CO3 verwendet (s. Tabelle 4.1, S. 45).

4.2 Besonderheiten bei der Synthese von Adeninalkancarbonsé&uren

Als néchstes sollten die Adeninalkancarbonsauren dargestellt werden. Dies konnte
prinzipiell analog zur Synthese der Pyrimidinalkancarbonsauren erfolgen. Allerdings
waren an dieser Stelle zwei grundséatzliche Probleme zu beachten. Zum einen
bestand bei der folgenden Amidbildung (s. Kapitel 5, S. 46) die Gefahr der
Selbstkondensation; die freie Aminogruppe am Purin konnte theoretisch mit der
Aminogruppe des Oligopyrrolcarboxamid-Bausteins um die Carbonsaurefunktion

eines Nachbarmolekils konkurrieren. Auf3erdem war die nach Hydrolyse des
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kauflichen Adeninessigsaureethylesters entstehende freie Saure in allen gangigen
organischen Lésungsmitteln unléslich, was vermutlich auf die zwitterionische Struktur
(s. Abbildung 4.5), die im Gleichgewicht mit der ungeladenen Form Uberwiegt,
zurtckzufuhren ist. Abbildung 4.5 zeigt die vermutete Protonierung an N-1, da hier
nach quantenchemischer AM1-Rechnung der Nicht-Betain-Form das HOMO mit dem

héchsten Koeffizienten vorliegt.

Abb. 4.5: Zwitterionische Struktur der Adeninessigséaure.

4.2.1 Einfuhren der Anisoyl-Schutzgruppe

Die beiden genannten Probleme sollten durch Anfligen einer Schutzgruppe an die

Amino-Gruppe in Position 6 des Adeninessigsaureesters umgangen werden. Als
Reagenz wurde Anisoylchlorid verwendet . Nach anschlieRender Hydrolyse der
Estergruppe des Zwischenproduktes mit 2M NaOH entstand das Salz der
gewunschten Séaure. Jedoch erwies sich diese ebenso wie die N-ungeschutzte
Adeninessigsaure als unldslich in den gangigen organischen Ldsungsmitteln.
Daraufhin wurde die Synthese in modifizierter Form durchgefihrt: es wurde die
doppelte Menge an Anisoylchlorid eingesetzt und die spatere Esterhydrolyse
lediglich mit 1M NaOH durchgefuhrt. Dadurch wurde das bisanisoylierte Derivat 19
erhalten, welches in [40] schon als Nebenprodukt erwahnt, spater aber durch
Hydrolyse zerstort wurde. Dieses Derivat war I6slich in DMF. Die Ursache hierfir ist
vermutlich die verringerte Basizitdit des gesamten Heterocyclus durch den
Elektronenzug der beiden aromatischen Schutzgruppen. Adenin-Derivat 19 konnte
mittels DCC (s. Kapitel 5.1.1, S. 46) mit den zum freien Amin reduzierten
(Pd/C(10%)/H;) Nitro-mono- und -bis-pyrrol-Derivaten zu den entsprechenden
Amiden gekuppelt werden. Hierbei wurde jeweils eine der beiden Schutzgruppen
abgespalten, so dass nur noch die mono-anisoylierten Produkte 20 und 21

identifiziert werden konnten.
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Abb. 4.6: Syntheseschema der 6-Amino-geschiitzten Adenin-haltigen Pyrrolcarboxamide.
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4.2.2 Abspaltung der Schutzgruppe

Nun folgte die Aufgabe, an 20 und 21 die Anisoyl-Schutzgruppen selektiv unter
Erhalt der anderen in den Molekulen vorhandenen Amidgruppen abzuspalten. Hierzu
wurde das in der Nucleinsdurechemie und speziell bei Adenin haufig eingesetzte
CDMC [(Chloromethylen)dimethylammoniumchlorid)] verwendet “Y. Das Reagenz
wurde aus Thionylchlorid und Dimethylformamid in Dichlormethan hergestellt und als
2M Lo6sung zu den jeweils in DMF geldsten, geschitzten Adeninderivaten bei
Raumtemperatur hinzugegeben. Durch Zugabe von Methanol wurden nach 10
Minuten die Reaktionen gestoppt wund die primar gebildeten  6-N-
Dimethylaminomethylenderivate A (Formamidinium-lonen) (s. Abbildung 4.7)

zerstort, so dass sich die freien Adeninderivate 22 und 23 bildeten.

NH,
c® (
HiC 9 CH; /N///N
kNH MeOH B _
% H
N2 N N

3

N H
4 | NN

A H3C O CH3
— —n
n=1 22
n=2 23

Abb.4.7: Methanolyse der intermedidar entstehenden kationischen 6-N-Dimethylamino-

methylenderivate

Deren Strukturen konnten mittels EI-MS bestétigt werden und auch die *H-NMR-
Spektren zeigten die Abwesenheit der Anisoylreste. Leider konnten die Produkte
aber aufgrund zahlreicher Nebenprodukte und der Labilitat nicht in der notwendigen

Reinheit isoliert werden.
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4.2.3 Loslichkeitsvermittlung durch Pyridiniumchlorid

Hisatome et al. 2

gelang es, an der Aminogruppe ungeschutzte Adenin-butter-und -
valeriansaure mit einem Anilinderivat zu Amiden zu koppeln. Die Reaktionen fanden
in Anwesenheit von Pyridiniumchlorid statt, welches als Ldslichkeitsvermittler in einer
DMF/THF-Mischung diente. Der hierflr verantwortliche Mechanismus ist jedoch
bislang nicht geklart. Pyridiniumchlorid hat in Wasser einen pKs-Wert von ca. 5.2 3],
was theoretisch nicht ausreicht, um die Betainform der Adeninalkancarbonsauren
durch Protonierung der Carboxylatgruppe in das Kation zu Uberfihren, da die
Carbonsauren einen pKs-Wert in Wasser von unter 5 haben. Deshalb ist eine
lonenpaarbildung der Adeninalkancarbonsaure mit dem Pyridiniumchlorid als
Ursache der Loslichkeitsvermittlung in Betracht zu ziehen.

Da bei Hisatome auch keine Konkurrenzreaktion der Amino-Gruppe an Position 6
des Adenins mit der Anilin-Aminogruppe des von ihm eingesetzten
Porphyrinderivates auftrat, sollte dies in unserem Fall, wegen der im Vergleich zum
Anilin groBeren Nucleophilie des Aminopyrrolderivates, ebenfalls auszuschliel3en
sein. Folglich wurden die Adeninalkancarbonsduren in ungeschitzter Form

synthetisiert.
4.2.4 Darstellung der Adeninalkancarbonsauren

Die Adeninessigsaure wurde durch alkalische Hydrolyse ihres kauflichen Esters
gewonnen, die Adeninpropion- und -buttersdure analog zu den jeweiligen Pyrimidin-
alkancarbonséuren durch N-Alkylierung mit einem w-Bromalkancarbonsaureester
und anschlieBender Esterhydrolyse dargestellt (s. Kapitel 4.1.2/4.1.3, S. 31/34, s.
Tabelle 4.1, S. 45).

Auch  beim Adenin traten Regioisomere auf, die wieder mittels
Saulenchromatographie isoliert und mit speziellen NMR-Verfahren identifiziert

wurden.
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4.2.4.1 Strukturaufklarung der beiden Regioisomeren von

Adeninbuttersaureethylester
Es konnten 2 Regioisomere isoliert werden:
1. 4-(Adenin-9-yl)buttersaureethylester 24

2. 4-(Adenin-3-yl)buttersédureethylester 25

4.2.4.1a 4-(Adenin-9-yl)butterséureethylester (24)

NH,
6 5 ,\]
=
' | \> 6 CHs,
ZKN 4 N 9
: 17 12
: 1<
o}
CH,
Ad.-H-8 (OCH,) CH,
CH, (H-13)
Ad.-H-2 (H-11)
CH,
NH, (H-12)
N ) _J )JLL

N R N RN R
o ]8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50
ppm

Abb.4.8: *H-NMR-Spektrum von 4-(Adenin-9-yl)buttersaureethylester 24. Losungsmittel: DMSO-d°.

Die Zuordnung der 'H-NMR-Signale der Seitenkette von 24 erfolgte analog zu
Thyminbuttersaureethylester und die Zugehdrigkeit des Signals bei 6=7.22 zur
Aminogruppe wurde durch Zugabe von D,O und daraus resultierender Ausléschung
des Signals durch Austausch der H- gegen D-Atome bewiesen. Nur die genaue

Zuordnung der beiden Adenin-H-Atome war noch nicht sofort méglich. Die Signale
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des *C-NMR-Spektrums (hier nicht abgebildet) konnten dagegen problemlos unter
Zuhilfenahme von Datenbankspektren den entsprechenden C-Atomen zugeteilt
werden.

Zum Beweis der N-9-Alkylierung beim Hauptprodukt war es ndétig, ein low-pass-
HMBC-Spektrum aufzunehmen. Hierbei handelt es sich um eine zweidimensionale
heteronukleare Korrelation des *H- mit dem *C-NMR-Spektrum, bei der die *J-und

2J-Kopplungen unterdriickt werden, da sie fiir die Auswertung nicht von Relevanz

sind.
H-2;H-8 H-11 OCH, H-13
N ' U H-12
—t s _J\__. - Ll ] f _jL
| , | N
NH,
c5 — { ) .
! 1( | \>8
2 \2\1 ~Ne
|_‘ ‘§ ] 1 12 ) OCZHS _. 1
b |
c8— [1 | = - 140
ot r g 115C-8
|
ca 4 fH-11>C-4 -
c2— |1 |4
C-6 — i
c-14 ’ l
14 | i
R
S ' sippm]

S[ppm] 7 6 - a 3

Abb.4.9: low-pass-HMBC-Spektrum von 4-(Adenin-9-yl)-buttersaureethylester. Lésungsmittel:
DMSO-d°.
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Die entscheidenden Signale fiir den Beweis der N-9-Alkylierung waren die °J-
Kopplungen zwischen H-11 und C-4 und H-11 und C-8.

Zur Zuordnung der beiden Adenin-H-Atome wurde erneut der NOE genutzt. Hierbei
wurde in H-11 eingestrahlt, was zu einer Signalintensivierung des hoherfeldigen der
beiden Signale fiihrte. Bei diesem handelte es sich folglich um H-8 (s. Abbildung
4.10).

Q_ﬂ/v OC,Hs5
/ {

H-13'H-12
Ad.-H-8 T

\ \ ‘ \
10.0 5.0 0.0
S[ppm]

Abb. 4.10: Einstrahlexperiment in H-11, Signalintensivierung bei Adenin-H-8, H-12 und H-13.
Lésungsmittel: DMSO-d°.
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4.2.4.1b 4-(Adenin-3-yl)buttersaureethylester (25)

NH,
6 ! CH,
5 N
lN \
| »s
2\\ 4\N
9
11
12
O - 13 CH,
Ad.-H-2 (OCH,) CH,
Ad.-H-8 OC,H;5 CH, (H-13)
(H-11)
CH,
(H-12)
NH,
A el e~ A l N ) SN
T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
8[ppm] 80 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Abb. 4.11: "H-NMR von 4-(Adenin-3-yl)buttersaureethylester 25. Losungsmittel: DMSO-d°.

Die 'H-und '*C-Signale von 25 konnten in Analogie zum in Position 9 alkylierten
Derivat zugeordnet werden, mit Ausnahme der beiden Adenin-H-Signale.
Auch in diesem Fall wurde wieder ein low-pass-HMBC-Spektrum zur Identifizierung

des alkylierten N-Atoms aufgenommen.
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Abb. 4.12: low-pass-HMBC-Spektrum von 4-(Adenin-3-yl)buttersaureethylester 25. Ldsungsmittel:
DMSO-d°.

Den Beweis fur die N-3-Alkylierung lieferten die 3J—Kopplungen zwischen H-11 und
C-2 und H-11 und C-4.

Das Einstrahlen in die Frequenz von H-11 fihrte zu einer Signalintensivierung des
tieferfeldigen der beiden aromatischen Signale durch den NOE, weswegen dieses H-
2 zugeordnet werden konnte, wogegen H-8 wie auch bei 24 das hoherfeldige Signal

verursachte (s. Abbildung 4.13, S. 44).
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Abb.4.13: Einstrahlexperiment in H-11. Signalintensivierung bei Adenin-H-2. Lésungsmittel:
DMSO-d°.
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Edukt Reagenzien Produkt Ausbeute Verbindung
[%0] Nr.
o)
Uracil 1. KOH 64 17
Chloressigsaure H
2. HCl O)\ |
S(OH
o]
R:=H O) R,=C,Hs
1. K,CO3 Ry
: 2. 3-Brom- HN _
Uracil propionsaure- O)\ | 34 (Ry=H) 26
ethylester 39 (R1=CH3) |27
R]_: CH3
R2:H
Thymin 3. NaOH
4. HCl oR _
2 100 (R=H 28
R1: H, CH3 :CH3) 29
R2: C2H5, H
R:=H o) R,=C,H5
1. NaH R,
; 2. 4-Brom- HN _
Uracil buttersaure- O)\ | 22 (R1=H) 30
ethylester 26 (R=CH3) |31
R1: CH3
R2:H
i 3. NaOH
Thymin 2 H?:I OR, .
100 (R=H 32
o =CHy) | 33
R;=H, CH,
R2: Csz, H
NH,
i 1. K2CO3 —
Adenin 5 3800 AN 61 (R1=C;Hs) | 34
propionsaure- k |
ethylester A 100 (R1=H) 35
3. NaOH
4. HCl OR,
o
RJ_: Csz, H
NH,
i 1. NaH _
Adenin > 4-Brom- _ N\ 71 (R1=C3Hs) | 24
buttersdure- k |
ethylester A 100 (R1=H) 36
3. NaOH OR;
4. HCI
o}

R]_: CzH5, H

Tab.4.1: Uberblick tiber die synthetisierten Nucleobasenalkancarbonséure(ester), die zur

Kupplungsreaktion verwendet werden.
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5 Darstellung von Pyrrolcarboxamiden mit Nucleobasen-

alkancarbonsauren als N-terminaler Funktion
5.1 Auswahl des geeigneten Kupplungsverfahrens

5.1.1 Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)
als Reagenzien

Zur Durchfihrung der Amidkupplung wurde zunachst das seit der Ergebnisse von
Sheehan und Hess (1955) bei Peptidsynthesen am haufigsten verwendete DCC
ausgewahlt Y. Die eingesetzte Carbonsaure bzw. das in Lésung vorliegende
Carboxylat-Anion addiert sich hierbei nucleophil an das DCC unter Bildung eines O-

Acylisoharnstoffderivates, das ein wirksames Acylierungsmittel ist (s. Abbildung 5.1).

Abb.5.1: Schematische Darstellung der Bildung des O-Acylisoharnstoffderivates aus Carbonsaure
und DCC

Durch Zugabe eines Amins (in diesem Fall des Aminopyrrolderivates) kommt es zur
raschen  Aminolyse, wobei sich neben dem Carbonsaureamid der
Dicyclohexylharnstoff bildet (s. Abbildung 5.2).

Ry | 0
@_Eb — Rl‘(ﬁ_ R, + o:<::

Abb. 5.2: Schematische Darstellung der Bildung des Dicyclohexylharnstoffs
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Ein Problem bei der Kupplung mit DCC ist, dass es aufgrund der Reaktivitat des
Zwischenproduktes - insbesondere bei eher langsam reagierenden Aminen - zu
einem intramolekularen Acyltransfer unter Bildung eines N-Acylharnstoffderivates
(Ureid) kommt, welches nicht mehr zum gewlinschten Produkt umgesetzt werden
kann (s. Abbildung 5.3).

Abb. 5.3: Intramolekulare Umlagerung des O-Acylisoharnstoffderivates zum N-Acylharnstoffderivat

Diese Gefahr lasst sich in Gegenwart von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) deutlich
vermindern. Dieses kann mit dem O-Acylisoharnstoffderivat sehr rasch reagieren,
bevor Nebenreaktionen auftreten. Im Gegensatz zum Ureid ist das O-Acyl-
hydroxybenzotriazol ebenso wie das O-Acylisoharnstoffderivat als aktivierte
Carbonsaure aufzufassen und somit ebenfalls der Aminolyse zuganglich. Aus diesem
Grund kann die Ausbeute im Vergleich zur Verwendung von DCC alleine gesteigert

werden.

R—4
N—R, + HOBt

Abb.5.4: Reaktion des O-Acylisoharnstoffderivates mit 1-Hydroxybenzotriazol zum O-Acyl-hydroxy-

benzotriazol
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Zur Durchfihrung der Reaktion wurden die Carbonsaure, DCC und das Aminopyrrol
im Verhaltnis 1:1:1 (jeweils in DMF geldst) bei Raumtemperatur zusammengegeben,
mit einigen Tropfen Hunigs Base versetzt und die Mischung fur 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Trotz Verwendung von HOBt waren die Ausbeuten bei der
Umsetzung der Nucleobasenalkancarbonsduren vergleichsweise gering, was
maoglicherweise an der - aufgrund der schlechten Edukt-Ldslichkeit in organischen
Losungsmitteln - relativ hohen bendtigten DMF-Menge lag. Demzufolge fanden

weitere Kupplungsreagenzien Verwendung.

5.1.2 1-Methyl-2-chlor-pyridiniumiodid (Methode nach Mukaiyama)!*®!
Beim Verfahren nach Mukaiyama wird die Carbonséure zunachst durch nucleophile
Substitution des Chloratoms im 2-Chlor-N-methylpyridiniumiodid aktiviert. Die sich

anschlielBende Aminolyse fuhrt zum gewlnschten Carbonséureamid und dem 1-
Methyl-a-pyridon (s. Abbildung 5.5).

@) =
B A o PR
(e} Cl ) |

CHj

CH;

Abb. 5.5: Mechanismus der Amidbildung nach der Mukaiyama-Methode

Es wurden 1.1 mmol Thyminbuttersaure, 1.3 mmol 1-Methyl-2-chlor-pyridiniumiodid,
1.1 mmol Aminopyrrolcarboxamid (jeweils in DMF gel6st) und einige Tropfen Hinigs
Base miteinander versetzt und 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend liel3

man bei Raumtemperatur weiterriihren. Weder die aufgeflihrte Reaktionsfiihrung,
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noch Modifikationen des Verfahrens in Bezug auf Menge der eingesetzten

Komponenten und Temperatur flihrten zu der gewlinschten Umsetzung.
5.1.3 Chlorameisensaureethylester 4%

Dieses Verfahren beruht auf der Bildung und Aminolyse eines gemischten
Carbonsaure-Kohlensaureanhydrids. Als Aktivierungsreagenz wird Chlorameisen-

saureethylester eingesetzt.

R>NH,;

o)
red
-CO; N—R,
—EtOH H

Abb. 5.6: Mechanismus der Amidbildung mit Chlorameisensaureethylester als Aktivierungsreagenz.

Der Angriff des Amins erfolgt selektiv an der urspriinglichen Carbonséaure-
Carbonylgruppe (s. Abbildung 5.6), weil die Reaktivitat der O-Acylkohlenséureester-
Carbonylgruppe durch Mesomeriestabilisierung mit den zwei benachbarten
Sauerstoffatomen vermindert ist . AuRerdem fihrt die Bildung von
thermodynamisch stabilem Kohlendioxid zu einem Entropiegewinn. Da die
gemischten Anhydride sehr labil sind und sich bei Raumtemperatur zersetzen, ist
eine Reaktionsdurchfihrung bei Temperaturen unter -20°C erforderlich.

Dieses Verfahren erwies sich nach praparativ notwendigen Modifikation der
Vorschrift [42] als geeignet. Die Ausbeuten waren deutlich besser als beim DCC-
Verfahren, weshalb es fir die meisten der folgenden Amidkupplungen verwendet

wurde.
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5.2 Darstellung der Carboxamide

521 Amid-Kupplung der Thymin- und Uracilalkancarbonsauren

Die Thymin- bzw. Uracilalkancarbonsauren wurden mit Chlorameisensaureethylester
zum gemischten  Anhydrid aktiviert  und anschlie3end mit  dem
Aminopyrrolcarboxamid, das zuvor durch Reduktion des Nitropyrrol-Derivates
gewonnen wurde, zum Carbonsdureamid umgesetzt (s. Abbildung 5.7). Die

Isolierung des Produktes erfolgte mittels Saulenchromatographie.

5.2.2 Amid-Kupplung der Adeninalkancarbonséuren

Die Durchfuhrung entsprach der Synthese der Thymin- und Uracilderivate mit dem
Unterschied, dass die Adeninalkancarbonsauren zunéchst mit Pyridiniumchlorid (s.
Kapitel 4.2.3, S. 38) in LOsung gebracht wurden. Vor Durchfihrung der
saulenchromatographischen Trennung wurde das Pyridiniumchlorid durch Extraktion
entfernt.

Die Adeninessigsaure war selbst in Anwesenheit von Pyridiniumchlorid nicht 18slich,

weshalb nur die Propion- und Buttersaurederivate gekuppelt werden konnten.

H H3C
N \
HC LLDITIN H N-cH,
H N~cH, DMF I\ N
N ™ N \
|
\ CHs N
n
he 0 ’1 n= 1,2
e Hiinig Base
. K 35 RCOOH
N N\
H ~CH, (Pyrldlmumchlond) CHg
\ Chlorame|sen
| saureethylester
CH
8 n
n= 1,2 n= 12

Abb.5.7: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung der Nucleobasen-gekoppelten Oligopyrrol-
carboxamide; R = Nucleobasen-Alkyl-Rest
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Abb. 5.8: Uberblick iiber die synthetisierten Nucleobasen-gekoppelten Lexitropsine



52

6. Zellbiologische Zytotoxizitats-Studien und bio-
physikalische, biochemische Untersuchungen an der
DNA

Alle Verbindungen der ersten Serie der vorliegenden Arbeit wurden beim NCI
(National Cancer Institute, Bethesda, Maryland, USA) “® auf ihre Zytotoxizitat an
verschiedenen Tumorzelllinien getestet. Parallel dazu wurden von Bailly et al. im
Laboratory of Pharmacology, INSERM in Lille, Frankreich, mit ausgewahlten
Substanzen validierte biophysikalische und biochemische Testungen an DNA bzw.
Topoisomerasen | und Il durchgefuhrt.

Die Ergebnisse sollten zeigen, ob Wechselwirkungen mit DNA und Topoisomerasen
auftreten, und bei positiven Resultaten Aussagen uUber den Bindungsmodus und die
Sequenzselektivitdt der Bindung erlauben. Das NCI-Screening sollte zuséatzlich
Hinweise auf die Membranpermeation liefern: sind die Testsubstanzen in der Lage
ihr Target zu erreichen und das Wachstum von Tumorzellen zu hemmen?

Anhand dieser Ergebnisse war die Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
geplant. Hierbei sollte neben der Untersuchung der Eigenschaften der einzelnen
Basen insbesondere der Linkerlange und der Anzahl der Pyrrolbausteine besondere

Beachtung geschenkt werden.

Die Verfahrensweise und die Ergebnisse werden in folgender Weise besprochen:

1) Zellbiologische NCI-Testungen (Antitumor-Screening) und deren Ergebnisse

2) Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und biochemischen Verfahren
3) Ergebnisse der Verfahren aus 2)

4) Interpretation der Ergebnisse
6.1 Zellbiologische NCI-Testungen und deren Ergebnisse

Alle Nucleobasen-gekoppelten Verbindungen wurden im Primary Anticancer Assay
des NCI auf ihre zytotoxische Potenz hin an drei empfindlichen Tumorzelllinien
(MCF7 breast cancer, NCI-H460 lung cancer und SF-268 glioma) untersucht. Eine
Substanz wird als aktiv betrachtet, wenn ihre 10* molare Lésung in DMSO das
Wachstum mindestens einer Zellinie auf 32 % oder weniger reduziert (Durchfiihrung

s. [46]). Dieses Ziel wurde von keiner der Testsubstanzen erreicht.



Eine Ubersicht tiber die genauen Ergebnisse liefert Tabelle 6.2 (S. 54).
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Tab.6.1: Im Primary Anticancer Assay des NCI untersuchte Verbindungen



Verbindung MCF7 NCI-H460 SF-268 Ergebnis
(Brust) (Lunge) (ZNS)
37 105 111 129 inaktiv
38 104 101 113 inaktiv
39 108 111 126 inaktiv
40 88 112 121 inaktiv
41 108 110 127 inaktiv
42 86 87 98 inaktiv
43 98 103 107 inaktiv
44 78 116 122 inaktiv
45 99 94 102 inaktiv
46 97 108 98 inaktiv
47 97 92 101 inaktiv
48 101 90 107 inaktiv
49 81 96 94 inaktiv
50 81 115 123 inaktiv

Tab.6.2: Ergebnisse des Primary Screenings. Die Werte in der Tabelle geben das Zellwachstum der
Tumorzell-Linien in Prozent an, nachdem die Zellkulturen mit einer 10* M Ldsung der Testsubstanz in
DMSO versetzt worden sind. Je kleiner die Werte in der Tabelle sind, desto starker zytotoxisch

wirksam ist die Substanz.
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Abb.6.1: Ubersicht Uber die NCI-Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms. x-Achse: Verbindungs-
Nummer; y-Achse: Prozentuales Zellwachstum, welches nach Einwirkung einer 10" M L6sung der

Testsubstanz in DMSO auf die jeweilige Tumor-Zellkultur verbleibt.
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Wie Abb. 6.1 (S. 54) zeigt, liegen die Substanzen in ihrer Aktivitat in einem Bereich
von 78-129 %. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verbindungen

mit verschiedenen Nucleobasen bzw. unterschiedlicher Linkerlange.

6.2 Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und

biochemischen Verfahren

6.2.1 Thermische Denaturierung/Bestimmung der Schmelztemperatur
der DNA (AT,-Wert) 13447481

Durch Temperaturerhbhung einer wassrigen DNA-LOsung kommt es zum
~>chmelzen®* der DNA, d.h. die Doppelstrange werden getrennt. Der
Denaturierungsprozess kann anhand einer charakteristischen hyperchromen
Absorptionsverschiebung im UV-Bereich (A = 250-280 nm; Absorptionsmaxima der
Purin- und Pyrimidinbasen), die durch Aufhebung der elektronischen
Wechselwirkungen (11-Stacking) zwischen den gestapelten Basen bedingt ist, verfolgt
werden. Der T,-Wert ist der Wendepunkt der Absorptionskurve; hier liegt folglich die
Halfte der DNA doppelstrangig, die andere Halfte einzelstrangig vor.

Tritt eine Substanz in Wechselwirkung mit der DNA, wird die Doppelhelix stabilisiert
und es kommt zur Erhéhung der Denaturierungstemperatur. Die Differenz zwischen
Tm der Nucleinsaure mit gebundener Substanz und T’ der reinen Nucleinséure ist
der AT-Wert. Dieser korreliert in der Regel mit der Bindungsstarke einer Substanz
an die DNA, ohne aber Aussagen uber den Bindungsmodus zu machen.

Im Labor von Bailly (INSERM, Lille) wurde jeweils sowohl Kalbthymus DNA, die
einen GC-Anteil von 42% hat, als auch das doppelstrangige Polymer Poly(dAT), mit
der doppelt molaren Menge der Testsubstanzen versetzt. Aufgrund des GC-Anteils
schmilzt CT-DNA bei einer htheren Temperatur (T,= 87 °C), was zur Folge hat, dass
der Nachweis mit Poly(dAT), (Tm= 47 °C) empfindlicher ist 1°% Deshalb wurde

diese zusatzlich im Verhaltnis 1:10 mit den ausgewahlten Verbindungen getestet.
6.2.2 DNA-Relaxations-Assay/Topoisomerase-Hemmtest

DNA-Molekle, die sich nur in ihrer Verwindungszahl Lk (linking number; Anzahl der

Rechtswindungen eines DNA-Stranges um die in einer Ebene gelegte Helixachse)
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voneinander unterscheiden, bezeichnet man in der Stereochemie als Topoisomere.
Diese kdnnen durch Schneiden eines oder beider DNA-Strange und anschlieBender
Religation ineinander Uberfuhrt werden, was durch Topoisomerasen katalysiert wird.
Typ-I-Topoisomerasen katalysieren durch Spaltung nur eines DNA-Stranges die
Entspiralisierung negativ superspiralisierter DNA, wobei die relaxierte Form entsteht.
Typ-ll-Topoisomerasen ermoglichen dagegen in Anwesenheit von ATP durch

Spaltung beider Strange den entgegengesetzten Prozess - die Superspiralisierung
(51]

Da die negativ superspiralisierte, die relaxierte und auch die sogenannte nicked DNA

(DNA mit Einzelstrangbruch) mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden kénnen

(s. Abb. 6.2, S. 57), kann mit diesem Verfahren die Aktivitdt von Topoisomerase-I-
Inhibitoren sichtbar gemacht werden. Diese Inhibitoren, sofern es sich um TOPO-I-
Poisons (s. Einleitung S. 10) handelt, hemmen namlich die Religation der DNA-
Strange. Je grofRer folglich der nicked-DNA-Anteil ist, desto starker ist die
Topoisomerase-I-hemmende Aktivitat.

Nach Einwirkung von Topoisomerase |l entsteht dagegen durch Doppelstrangbruch

statt der nicked DNA die lineare Form 2. Diese kann ebenfalls gelelektrophoretisch
von der negativ superspiralisierten und relaxierten Form separiert werden. Der
Topoisomerase Il - Hemmtest wurde bei den folgenden Serien (s. Kapitel 8 und 10,
S. 81ff. und 98ff.) zusatzlich zur Uberprifung der Topoisomerase-l-Hemmaktivitat,
die zahlreiche Combilexine aufweisen (s. Einleitung, S. 10), durchgefthrt, da die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Interkalatoren Naphthalimid, Acridin und

Anthrachinon Struktur-Bestandteil bekannter TOPO-lI-Hemmer sind 5%,

Durchfiihrung des Hemmtests:

Negativ superspiralisierte Plasmid-DNA (nicked DNA-Anteil: max. 10%) wurde bei
37°C fur 30 min mit Topoisomerase | oder Il in einem die physiologischen
Bedingungen imitierenden Reaktionspuffer (beim TOPO-II-Hemmtest muss dieser
zusatzlich ATP enthalten) in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen (1, 10 und
50 pM) an Testsubstanz inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS und
Proteinase K gestoppt. Es folgte eine Gelelektrophorese der DNA-Proben in einem
1%igen, Ethidiumbromid (1 mg/ml) enthaltenden Agarosegel. Die Detektion der
Banden erfolgte unter UV-Licht 5%,
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Wie oben erwahnt, gelingt in Anwesenheit von Ethidiumbromid eine Auftrennung von
nicked, negativ superspiralisierter und relaxierter DNA (s. Abb. 6.2) (beim TOPO II-
Hemmtest erscheint statt der nicked-Form lineare DNA ). Wihrend der Interkalator
namlich keinen Einfluss auf die Struktur der nicked DNA hat, bindet die relaxierte
Form im Gel an Ethidiumbromid, wodurch es zu einer Verdrillung zu positiv
superspiralisierter DNA kommt, welche aufgrund anderer Ladungsverhaltnisse auf

der Oberflache noch schneller als die negativ superspiralisierte Form wandert 4.

(+) ethidium

Nok : {_@ nicked DNA

negativ super-
spiralisierte DNA

<GOQ
{_&n’f\@ +_E_ OrelaX|erte DNA

positiv superspiralisierte
DNA

Ethidiumbromid
Sc-|
Rel-|

Abb.6.2: Auftrennung von nicked (Nck), negativ superspiralisierter (Sc) und relaxierter (Rel) DNA in
Ethidiumbromid-haltigem Agarosegel; DNA: negativ superspiralisierte pKMp27 DNA, Topo-I: DNA
inkubiert mit Topoisomerase |, CPT: DNA inkubiert mit Topoisomerase | in Anwesenheit des TOPOI-

Hemmers Camptothecin, ASC: DNA inkubiert mit Topoisomerase | in Anwesenheit von Ascididemin.

Im Labor von Prof. Bailly wurde zusatzlich eine Variation des Topoisomerase-I-
Hemmtests durchgefiihrt. Die Vorgehensweise war bis auf die Verwendung von
Ethidiumbromid-freiem Gel identisch. Dadurch wurde das Laufverhalten der
Topoisomere verandert. Die relaxierte Form wanderte nun genauso wie nicked DNA
wesentlich langsamer im Gel als die kompakte superspiralisierte Form (s. Abb. 6.3,
S. 58), was eine Unterscheidung von relaxierter und nicked Form nicht mehr mdglich
machte.

Dieser Test dient primar der Untersuchung von DNA-Entspiralisierung, welche auch
durch interkalierende Substanzen und nicht notwendigerweise durch TOPO-I-

Poisons verursacht wird.
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Abb.6.3: Laufverhalten von nicked (Nck), superspiralisierter (Sc) und relaxierter (Rel) DNA in

Ethidiumbromid-freiem Agarosegel. Weitere Abkurzungen siehe Abbildung 6.2, S. 57.

6.2.3 Circulardichroismus (CD) 15358

Beim Durchgang von links- und rechtscircular polarisiertem Licht durch ein optisch
aktives Molekil, kommt es zu einer unterschiedlichen Wechselwirkung der beiden
Strahlenarten mit der Substanz und damit zu einer unterschiedlichen Lichtabsorption.
Dies ist die Grundlage des sogenannten Circulardichroismus, welcher als Differenz
AA der Absorption des links- und rechtszirkular polarisierten Lichtes in Abhangigkeit
von der Wellenlange definiert ist !,

Durch Bindung der achiralen Testsubstanzen an die chirale DNA kommt es zu einer
induzierten optischen Aktivitat der Liganden. Dadurch wird es mdglich mittels CD-
Analyse Aussagen Uber den Bindungsmodus zu machen.

Tragt man AA gegen die Wellenlange A auf, kommt es bei DNA-bindenden
Combilexinen zu 2 charakteristischen Signalen: ein positives CD-Signal bei ca.
A=310 nm, das durch minor-groove-binding des Oligopyrrolbausteins verursacht wird,
und ein negatives CD-Signal bei der Wellenlange des jeweiligen

Interkalatorbausteins.
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Insbesondere letzteres Signal kann in der Intensitat stark schwanken, was durch
unterschiedliche Lokalisation des Interkalators in der DNA bedingt ist. Unter
Umstéanden sollten deshalb weitere Verfahren wie Viskosimetrie oder ELD (Electric
Linear Dichroism) hinzugezogen werden. Hierauf wurde im Rahmen dieser Arbeit
verzichtet.

6.2.4 UV-Absorptionsspektroskopie [47:5057]

Die Absorptionsspektroskopie ist ebenfalls ein Verfahren, mit dem die Bindung einer
Testsubstanz an DNA nachgewiesen werden kann.

Hierzu verfolgt man die Anderung der Absorptionskurve des zu untersuchenden
Molekils wahrend einer Titration mit z.B. CT-DNA. Kommt es zur Bindung so ist dies
an einer hypochromen - in der Regel assoziiert mit einer bathochromen -
Verschiebung im Absorptionsspektrum zu erkennen. Diese Effekte sind auf =n,n-
Wechselwirkungen der Elektronen der Testsubstanz mit denen der Nucleobasen der
DNA zuriickzufuhren. Ein gut aufgeloster isosbestischer Punkt (s. Abbildung 6.4) gibt
Hinweise auf eine homogene Interaktion, ein schlecht aufgeldster lasst auf mehrere

verschiedene Bindungstypen schliel3en.
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Abb.6.4: Absorptionsmessungen mit einer Testsubstanz wéhrend einer Titration mit CT-DNA.

|
250

Veranderung des DNA/Testsubstanz-Verhaltnisses von 0 nach 20, mit der Folge einer hypochromen
(Pfeil nach unten) und bathochromen (Pfeil nach oben) Verschiebung. Der isosbestische Punkt ist in
dieser Modell-Abbildung gut aufgeldst, was flr eine homogene Interaktion der Testsubstanz mit der

DNA spricht.

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit war in der Arbeitsgruppe
Bailly (INSERM, Lille) noch keine ausreichende Anzahl an Titrationen durchgefihrt
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worden, um den isosbestischen Punkt genau zu lokalisieren. Die Aussagekraft der zu

kommentierenden UV-Ergebnisse ist also vorerst beschrankt.

6.3 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen Verfahren

Aus der Serie der Nucleobasen-Hybridmolekile wurden die Substanzen 37, 39, 40,
41, 43, 44, 45, 46 und 50 ausgewahlt, um mittels der in Kapitel 6.2 (S. 55)
beschriebenen Methoden analysiert zu werden. Tabelle 6.3 zeigt die Ergebnisse
dieser Verfahren. Bei den Verbindungen, die zu keinem signifikanten Anstieg des Tn-
Wertes fuhrten, die also keine DNA-Bindung zeigten, wurde auf die weiterfihrende
Messung des Circulardichroismus und die UV-Titration verzichtet. Der TOPO II-
Inhibitions-Assay wurde nicht durchgefuhrt, da eine Aktivitdt der Testsubstanzen

aufgrund fehlender interkalierender Heterocyclen nicht zu erwarten war.

Verbindung ATq ATm ATm CD uv topo |

CT DNA polydAdT polydAdT inhibition

r=0,5 r=0,5 r=0,1
-BET +BET

37 0 1,3 0 - - -
39 0 0 0 -
40 0 5,2 0 + +(hb) - -
41 0 0 0 -
43 0 0 0 - -
44 13 6,5 2,8 + +(b) - -
45 0 0 14 - - - -
46 11 59 1,2 + +(hb) - -
50 13 6,8 2,8 + +(hb) - -

Tab.6.3: Ergebnisse der DNA-Bindungs- und Topoisomerasehemm-Assays. AT,,: Differenz zwischen
T., der Nucleinsaure mit gebundenem Ligand und T,,’ der reinen Nucleinsaure. r = molares Verhaltnis
DNA zu Testsubstanz. CD: Circulardichroismus, (+) und (=) steht fihrt positives bzw. negatives CD-
Signal. UV: UV/VIS-Spektroskopie, (-) keine Anderung der Absorptionskurve, (+) Anderung der
Absorptionskurve, (b) bathochrome Verschiebung, (h) hypochrome Verschiebung. Der Topoisomerase
| -Hemm-Assay wurde in Agarosegel in Anwesenheit und Abwesenheit von Ethidiumbromid (BET)

durchgefihrt.

Wie Tabelle 6.3 zu entnehmen ist, zeigen vier der getesteten Verbindungen (40, 44,

46, 50) einen signifikanten Anstieg der DNA-Schmelztemperatur, v.a. bei polydAdT
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mit r = 0,5. Damit korrelierend ist auch jeweils ein positiver Circulardichroismus und
eine hypo- und bathochrome Verschiebung bei der UV-Titration. Keine der neun

Verbindungen zeigte Topoisomerase | - Hemmaktivitat.

6.4 Interpretation der Ergebnisse

Die Testergebnisse dieser Nucleobasen-Hybridverbindungen lassen sich nun wie
folgt kommentieren:

Vier der mittels biophysikalischer und biochemischer Verfahren getesteten
Verbindungen zeigten einen signifikanten wenngleich schwachen Anstieg der DNA-
Schmelztemperatur. Bei diesen handelt es sich um die Bispyrrolderivate 40, 44, 46
und 50, bei den inaktiven Verbindungen ausnahmslos um Monopyrrolderivate. Es
sind also mindestens zwei Pyrrolcarboxamidbausteine nétig, um eine ausreichende
Affinitdt zur DNA zu erhalten. Die Affinitat der Bispyrrolderivate wird durch die
positiven Ergebnisse der vier Substanzen bei den CD- bzw. UV-Messungen noch
untermauert. Der positive Circulardichroismus, der bei A=320-330 nm und damit dem
Absorptionsmaximum des Bispyrrolstrukturelementes auftritt, ist ferner ein Beweis fir
Minor-Groove-Binding. Signifikante Unterschiede zwischen den Adenin-, Thymin-
und Uracilderivaten wurden nicht festgestellt, dafir gibt es Hinweise auf steigende
Bindungsaffinitat mit steigender Lange der aliphatischen Kette, wenngleich das
Kollektiv der untersuchten Substanzen fur eine eindeutige Aussage noch zu klein ist.
Eine Hemmung der Topoisomerase | konnte bei keiner Substanz der ersten Serie
nachgewiesen werden.

Auch beim Primary-Zytotoxizitatsscreening des NCI waren alle Testsubstanzen
inaktiv (s. Kapitel 6.1, S. 52ff.). Als Hauptgrund ist neben der zu schwachen DNA-
Bindung und der fehlenden Topoisomerase-l-Hemmung die zu grof3e Hydrophilie
aufzufihren. Berechnungen mit den Programmen ACD (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, Kanada) und ChemDraw (ChemDraw Ultra, Cambridge,
USA) ergaben LogP-Werte im negativen Bereich (Werte: -1,2 - -2,1), was eine

passive Aufnahme der Molekiile in die Zelle erschwert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Nucleobasen-gekoppelten
Hybridmolekile den PNAs wund Hairpins in Bezug auf DNA-Bindung
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erwartungsgemal’ weit unterlegen sind, ohne aber den entscheidenden Vorteil, den
~small molecules” haufig gegentber supramolekularen Strukturen haben, namlich
verbesserte Membranpermeation, aufzuweisen. Von daher erscheint es aus der Sicht
der vorliegenden Befunde wenig vielversprechend, den mit den Nucleobasen-

gekoppelten Pyrrolcarboxamiden eingeschlagenen Weg weiterzuverfolgen.
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7. Versuche zur Darstellung von Acridon-, Acridin-, Iminostilben-
und (Nitro-)Naphthalimid-N-terminal-gekoppelten Pyrrol-

carboxamiden

Nachdem die Nucleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide weder bei den
biochemischen/biophysikalischen Assays noch im Zytotoxizitats-Screening des NCI
eine ausreichende Aktivitat gezeigt hatten, wurden weitere strukturell sehr
verschiedene N-terminale Gruppen mit tricyclischer Aromatenfunktion ausgewahlt.
Diese sollten alle den von Hotzel B definierten Struktur-Wirkungs-Beziehungen
entsprechen: elektronenarmer Heterocyclus aus mindestens 3 anelierten Ringen
bzw. ein Anthrachinongerust. Auf3erdem sollte das aromatische System planar sein,
damit - wie bei Combilexinen Ublich - neben der Bindung des Pyrrolcarboxamid-
Bausteins in der Minor-Groove auch eine Interkalation des N-terminalen

Chromophors mdglich ist.

Nach intensiver Literaturrecherche (s. Kapitel 7.1, 7.2, 7.3, 7.4) wurden folgende N-
terminale tricyclische Systeme ausgewahlt:

- Acridon

- Acridin

- Iminostilben

- Naphthalimid

- 5-Nitronaphthalimid

- Anthrachinon
Das Anthrachinon-Grundgerist ist neben interkalativer Aktivitat auch als
Photosensibilisator bekannt 8. Hotzel hatte erstmals Anthrachinon-2-sulfonséure
direkt an die Aminopyrrolcarboxamide gekoppelt: die synthetisierten Testsubstanzen
(s. Abbildung 7.1) zeigten im NCI-Screening in bestimmten Krebs-Zelllinien eine

signifikante Wachstumshemmung 34,

CHj
o\ R A
~
I
L CHs n
n=12

Abb. 7.1: HO 85 und HO 86
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Angesichts der im Kapitel 2.2 (S. 24) aufgefiihrten Untersuchungen mit dem Resultat,
dass ein Linker von 4 Atomen aufgrund groRerer konformativer Anpassungs-
Freiheitsgrade optimaler zur Bindung an die DNA beitrdgt, schien es
vielversprechend zu sein, einen GABA-oder [-Alanin-Linker speziell zwischen

Anthrachinon- und Oligopyrrol-Baustein zu schalten.

Im Folgenden soll nun naher auf die einzelnen tricyclischen Heterocyclen bzw.

Aromaten eingegangen werden.

7.1 Acridon

@)

H

Obwohl Acridon allen oben aufgefuhrten Anforderungen an N-terminale Gruppen von
Combilexinen entspricht, wurde es bisher ganz im Gegensatz zu seinem
Desoxoderivat Acridin nur selten bei der Entwicklung von zytostatischen Wirkstoffen
eingesetzt. Bei den literaturbekannten antitumoraktiven Acridonen handelt es sich

60-63 viele von

primar um anelierte Derivate wie (Bis)-imidazo- und Triazoloacridone !
ihnen zeigten sowohl in vitro (NCI-Screening, L1210 Leukamie-Zellen), als auch in
vivo (P388 Leukamiezellen in Mausen) beachtliche antineoplastische Aktivitat. Belegt
ist auRerdem die antivirale Wirksamkeit von Acridoncarbonsaureamiden und -
carboxylaten bei verschiedenen RNA- und DNA-, z.B. Herpes-Viren ©4.

Eine indische Forschergruppe wies ferner einen modulierenden Effekt von N-
alkylierten Acridonen auf die PGp-vermittelte Multi Drug Resistance (MDR)
bestimmter Tumoren nach [,

Aufgrund dieser Literaturangaben wurde Acridon als N-terminale Funktion

ausgewabhlt.
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7.1.1 Darstellung der Acridoncarbonséuren

Auch die Acridoncarbonsauren wurden wieder durch Alkylierung des Heterocyclus
mit w-Brom-Alkancarbonséureestern und anschlieBender alkalischer Hydrolyse
synthetisiert (s. Abbildung 7.2, S. 66). Im Vergleich zu den Nucleobasen-
Alkylierungen traten hier aber keine Nebenprodukte in nennenswerter Menge auf, da
nur ein N-Atom im Heterocyclus vorhanden ist. Der erste Schritt der Darstellung, die
N-Deprotonierung mit NaH bzw. K,COs als Base, war nach wenigen Minuten an
einer intensiven Fluoreszenz zu erkennen. Diese ist bedingt durch eine aus der
Starrheit des Acridon-Anions und der relativ geringen 1,1 -Differenz resultierenden
Emission von Lichtenergie nach Tt-Elektronenanregung. Zugabe der w-Brom-
Alkancarbonsaureester fihrte Uber eine Sy2-Reaktion zu den gewlnschten
funktionalisierten Produkten, die mittels Saulenchromatographie isoliert wurden. Die
relativ geringen Ausbeuten (s. Kapitel 14.2.17/19/20, S. 155-158) durften auf die
hohe Stabilitat und damit relativ geringe Reaktivitat des anionischen Nucleophils
zurtckzufiihren sein. Hydrolyse mit NaOH und anschlieBende Fallung mit HCI
fihrten zu den freien Sauren 52, 54 und 56 (s. Abbildung 7.2, S. 66).
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Abb.7.2: Darstellung der Acridonalkancarbonsduren durch Alkylierung des Acridons mit w-

Bromalkancarbonsaureestern und anschlieRender Esterhydrolyse.

7.2 Acridin

Acridin ist einer der in der Literatur zu DNA-Liganden meist zitierten heterocyclischen
Grundkdrper Uberhaupt. War bei der Anwendung des Aminoacridinderivates
Mepacrin 57 (Atebrin®) als Malaria- und Bandwurmmittel 557 im 19. und der ersten
Halfte des 20.Jahrhunderts das Wirkprinzip noch nicht bekannt, so weil3 man heute,
dass die Interkalation in die DNA und damit die Interferenz mit kritischen
metabolischen Prozessen einen entscheidenden Anteil hat. Acridin, 9-Aminoacridin

58 und Proflavin 59 waren sogar die ersten Modellsubstanzen zur Entdeckung des
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Interkalationsprozesses 869,

Das in der Leukémietherapie eingesetzte
Aminoacridinderivat Amsacrin 60 war der erste synthetisierte Interkalator im
klinischen Einsatz " und Acridin im allgemeinen ist der am haufigsten vorkommende
Interkalator in zytostatischen Wirkstoffen 77!,

Als weitere Beispiele seien das ebenfalls im klinischen Einsatz befindliche
Nitroacridinderivat Ledakrin 63 (Nitracrine) 'Y, und das fir die vorliegende Arbeit
besonders interessante Combilexin NetGa 62 genannt ["? (s. Abbildung 7.3, S. 68).
Hierbei handelt es sich um einen Hybrid aus Amsacrin 60 und Netropsin 1, der ein
potentes Topoisomerase IlI-Poison ist und an P388 Leukamiezellen in Mausen
zytotoxisch wirkt >4, Bailly et al. konnte mittels ESR-Spektroskopie nachweisen,
dass die Acridinkomponente sozusagen als Vektor des nur langsam Membranen
permeierenden Netropsins dient, und das Molekil dadurch schnell im Zellkern
kumuliert. Mit diversen spektroskopischen Techniken konnte sowohl Minor-Groove-
Binding, als auch Interkalation nachgewiesen werden, wenngleich aufgrund des
ungeeigneten Linkers die Passform an der DNA nicht optimal bzw. die Bindung

vergleichsweise schwach war 5%,

Um eine Weiterentwicklung zu NetGa 62 handelt es sich bei Verbindung R132 B3
(ohne Abbildung). Es ist das erste Combilexin mit 3 gut definierten Funktionalitaten:
ein Netropsin- und ein Anilinoacridin-Teil wie bei NetGa und zusatzlich - Gber einen ¢-
Amino-capronsaure-Linker angeknupft - Ethidium. Bailly et al. konnten mit UV-, CD-,
ELD- und Fluoreszenzmessungen zeigen, dass alle 3 Funktionalititen an der DNA-
Bindung beteiligt sind. Auch diese Verbindung zeigte TOPO Il-Inhibition und
Zytotoxizitat an P388-Zellen.

Als letztes und vielleicht bedeutendstes Beispiel in der Reihe der Acridine ist hier
NetAmsa 10 aufzufuhren. Bei diesem handelt es sich ebenfalls um eine
Weiterentwicklung von NetGa, wobei durch eine N-terminale, positiv geladene
Seitenkette, die Methoxy- und Methansulfonamid-Gruppe an der C-terminalen
Anilino-Funktion und die Verknipfung des Netropsin- mit dem Amsacrin-Teil tber
einen langeren Linker an Position 4 des Acridins eine grof3ere AT-Selektivitat und
bessere Interaktion mit den Topoisomerasen resultieren. Auf3erdem zeigt NetAmsa
10 eine sogenannte ,threading intercalation”, d.h. Netropsin- und Methansulfoanilin-
Teil, die sowohl in Minor- als auch in Major-Groove binden, dienen als ,Anker” fir das
interkalierende Acridin, das sich wie ein Faden durch die DNA zieht "' (s. Abbildung
7.4,S.69).
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Abb.7.4: Computer-Modell von NetAmsa als ,threading intercalator* an DNA gebunden

7.2.1 Darstellung der Acridinpropionsaure

Die Acridincarbonséuren konnten nicht nach dem bisher verwendeten
Syntheseschema dargestellt werden, weil keine NH-acide Funktion vorhanden war
bzw. eine N-Alkylierung unter Beibehaltung des aromatischen und damit planaren
Systems eine quartdre und damit in organischen Ldsungsmitteln unldsliche
Acridinium-Verbindung zur Folge gehabt hatte. Deshalb war geplant, (Acridin-9-yl)-
alkancarbonsauren darzustellen.

Es sollte zunachst Acridinpropionsaure durch ZnCly-vermittelte Zyklisierung
hergestellt und nach Optimierung des Verfahrens auch die entsprechende
Acridinessig - und -butterséaure synthetisiert werden ¢,

Diphenylamin, Bernsteinsaure und Zinkchlorid wurden hierzu vermischt und bei
230°C 24 h langsam geruhrt. Nach Zugabe von 20%iger H,SO, wurde weitere 4 h
unter RuUckfluR gekocht. Hierdurch protonierte man die schon entstandene

Acridinpropionsaure und brachte sie in Lésung. Der zurickbleibende schwarze
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Bodensatz wurde abfiltriert, das Filtrat neutralisiert, zur Trockne eingedampft und
mittels Saulenchromatographie gereinigt.

Leider trat bei der 3-(Acridin-9-yl)propionséure ein ahnliches Problem wie bei den
Adenincarbonsauren auf; Unldslichkeit in organischen Losungsmitteln. Der pKs-Wert
von Acridin betragt 5.6 '®, der von Propionsaure 4.8 I'"). Trotz dieser relativ geringen
Differenz ist es wahrscheinlich, dass die Unléslichkeit dadurch bedingt ist, dass die
Acridinpropionsaure mit ihrer Betainform im Gleichgewicht vorliegt. Auch durch
Zugabe verschiedener Mengen an Pyridiniumchlorid gelang es nicht, dieses Problem
zu lésen. Da die Laslichkeit in einem nicht wassrigen Losungsmittel fur die folgende
Amidkupplung essentiell war, wurde die Weiterarbeit an Acridin zunachst aufgegeben
(s. Kapitel 9.2, S. 94).

ZnCl 7 X 2
2 ) ?\
6 = 3

Abb.7.5: Darstellung der Acridinpropionséaure aus Diphenylamin und Bernsteinsaure; Gleichgewicht

mit Betainform.

7.3 Iminostilben
X
— D
N N H
H
Carbazol Acridin Iminostilben

Hinsichtlich seiner raumlichen Struktur stellt Iminostilben im Vergleich zu den

anderen eingesetzten Hetarenen eine Besonderheit dar. Zwar treffen die von Hotzel
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allgemein postulierten Struktur-Wirkungs-Beziehungen primar zu, das Iminostilben-
geriist ist aber, zumindest in der Momentaufnahme der Kristallstruktur ["®, nicht
planar. Deswegen gibt es in der Literatur auch keinerlei Hinweise auf Wechsel-
wirkungen mit der DNA. Es kommt vielmehr in ZNS-wirksamen Arzneistoffen wie
Opipramol (Antidepressivum) und Carbamazepin (Antikonvulsivum) vor.

Der Grund fur die Verwendung von Iminostilben als Strukturelement ist, weil es gut in
die chemische Homologie-Reihe hineinpasst, die von Hotzel mit Carbazol B4
begonnen wurde und Uber das als Interkalator bekannte Acridin und eben
Iminostilben weitergefiihrt werden sollte. Dartiber hinaus kann beim Iminostilben von
einer zeitlich gemittelten, planaren Konformation bei der Wechselwirkung mit DNA
durch einen ,induced fit* ausgegangen werden. Ein weiterer Grund fir die Auswahl
dieses Tricyclus als N-terminale Funktion war die Aufklarung gegebenenfalls

auftretender nicht-interkalativer Interaktionen.
7.3.1 Darstellung der Iminostilbenbutterséaure

Die Synthese der Iminostilbenbuttersdure wurde erneut nach der ublichen
Vorgehensweise durch N-Deprotonierung mit NaH, Alkylierung mit w-
Bromalkancarbonsaureester und abschlielBender alkalischer Hydrolyse durchgefuhrt.
Aufgrund der geringen NH-Aciditat musste mit 120°C eine héhere Temperatur als bei
den anderen Heterocyclen gewahlt werden ["®. Trotzdem war die Ausbeute an 66
sehr gering und das Verfahren auch nicht reproduzierbar. In anderen
Reaktionsansétzen trat z.B. als Hauptprodukt das Urethan 67 auf. Eine Optimierung

der Synthese ist fur zukinftige Studien folglich unverzichtbar.

NaH,
- 4-Bro mbuters dure- O O R =C;Hs65
O O ethylester
— > R=H 66
NaOH

H HCI
OR

Abb.7.6: Darstellung der Iminostilbenbutterséure.
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CH,
67
7.4 (Nitro-)Naphthalimid
90
o) N o
H
R= H, NO,

Naphthalimide werden seit 1973 bei der Entwicklung von zytostatischen Wirkstoffen
eingesetzt %, Der planare anelierte Aromat ist Bestandteil der in klinischen Studien
befindlichen Verbindung Amonafide 69 und dessen Prodrug Mitonafide 68. Beide
sind aufgrund des interkalierenden Heterocyclus und der basischen Seitenkette, die
Loslichkeit und Verankerung des Naphthalimids in der DNA gewabhrleistet,
zytotoxisch wirksam %882 Als Hauptwirkmechanismus wurde Topoisomerase I-
Hemmung nachgewiesen 2. Auch antivirale und antibiotische Aktivitat der beiden
Wirkstoffe wurde gezeigt #3834, Um eine Weiterentwicklung handelt es sich bei dem
Bisnaphthalimid Elinafide 70, das sich ebenfalls in klinischer Prufung befindet und
sich durch im Vergleich zu den Mononaphthalimiden gesteigerte Zytotoxizitat
auszeichnet ®°, Bailly et al. zeigten bei diesem Molekiil Bisinterkalation in die

DNA 861,

Da es sich bei Mitonafide um eine Nitroverbindung handelt und aufgrund der weiten
Verbreitung von Nitroderivaten unter antimikrobiellen und zytostatischen Wirkstoffen,
sollte neben der Naphthalimidalkancarbonsaure als N-terminaler Funktion auch ein
Nitro-Derivat synthetisiert und getestet werden. Die Substitution in Position 5 zeigte
in mehreren Untersuchungen Vorteile in Bezug auf die Zytotoxizitat gegentber der 4-
bzw. 6-Substitution, deren Ursache vermutlich in der zum Heterocyclus koplanaren
Anordnung der 5-Nitro-Gruppe liegt, was gunstigere Wechselwirkungen mit den

¢ [85

DNA-Basenpaaren ermdoglicht . Deshalb sollte in Analogie zum Mitonafide 68 das

5-Nitroderivat dargestellt werden.
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Als Beispiele fur Arzneistoffe mit Nitrogruppe seien die Imidazolderivate
Metronidazol 71 und Misonidazol 72 %" das Furanderivat Nitrofurantoin 73 ¥ und
das schon oben aufgefuhrte Ledakrin 63 (Nitracrine) (s. Abbildung 7.3, S. 68)
genannt. Allen gemein ist eine selektive Toxizitat gegeniber hypoxischen Zellen
[7071 “welche in schnellwachsenden Tumoren vorkommen, da die Vaskularisierung
und damit Sauerstoffversorgung nicht mehr mit der Zellvermehrung Schritt halt ©7),
Diese Selektivitat erklart sich dadurch, dass es in vitro und in vivo zu einer Reduktion
der Nitrogruppe zu reaktiven Metaboliten kommt, deren erster Schritt durch
Sauerstoff riickgangig gemacht werden kann ©8. Die genaue Reaktionsfolge ist die
primére Bildung eines Nitro-Radikalanions, das weiter Uber das Nitroxid und

[/071 " |nsbesondere Nitroxide und

Hydroxylamin zum Amin reduziert wird
Hydroxylamine, bzw. das aus letzterem gebildete Nitreniumion, greifen als

Elektrophile an der DNA an und fuhren zu interstrand cross links und Strangbriichen

[87,89)]
nR
(s e
A e
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Abb.7.7: Wirkstoffe mit Nitrogruppe als Strukturelement an einem Hetaren.
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7.4.1 Darstellung des 5-Nitronaphthalimids

Da unsubstituiertes Naphthalimid k&uflich war, musste zunachst nur das Nitro-Derivat
synthetisiert werden. Als Edukt diente das 3-Nitronaphthalsdureanhydrid, das mit
konzentrierter NHz-Losung refluxiert wurde %, was zur Bildung des Produktes 74 in

guter Ausbeute fuhrte.

NO, NO,
NH,
_—>

o o N0 O/H\O

74
Abb.7.8: Darstellung  des  5-Nitronaphthalimids 74  durch  Ammonolyse des  3-

Nitronaphthalsaureanhydrids.

7.4.2 Darstellung der (5-Nitro-)Naphthalimidbuttersaure

Da die biophysikalisch-biochemischen und zytotoxischen Testungen der
Nucleobasen-Derivate und erste Zwischenergebnisse der Acridonalkancarbonséaure-
gekoppelten Combilexine auf eine deutliche Uberlegenheit des Buttersaurelinkers
gegenuber Propion- und Essigsaure hinwiesen, wurden bei den Naphthalimiden
ausschlieB3lich die Buttersaurederivate synthetisiert. Der erste Schritt - die Bildung
des Esters - erfolgte nach der bewahrten Methode mit Natriumhydrid und 4-
Brombuttersaureethylester. Wahrend das Zwischenprodukt in ausreichender Menge
durch Extraktion mit verschiedenen LoOsungsmitteln gewonnen werden konnte,
musste bei der Hydrolyse auf ein anderes Verfahren zuriickgegriffen werden. Die
Verwendung der bisher eingesetzten 2M NaOH-Ldsung fuhrte namlich aufgrund der
Alkalilabilitdt der Imidstruktur zur Abspaltung der Alkylkette. Bei den nicht-
substituierten Naphthalimidbuttersdureestern konnte dieses Problem durch 6-
stundiges Erhitzen mit 15%iger HCI-Lésung umgangen werden ®Y was zur
guantitativen Umsetzung zur freien Saure fuhrte. Beim Nitroderivat gelang hingegen

%2 erfolgreich eingesetzt

die saure Hydrolyse nicht, weshalb die LiOH-Methode !
wurde. Durch den grél3eren kovalenten Anteil der LIOH-Bindung ist diese Methode

wesentlich milder als die Verwendung von NaOH.
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Abb.7.9: Darstellung der (5-Nitro)-Naphthalimidbuttersaure.
7.4.3 Strukturaufklarung des Naphthalimidbuttersaureethylesters (76)
7 6
8 5
9 4
1 2 3
0 N 0
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Abb.7.10: "H-NMR-Spektrum von Naphthalimidbuttersaureethylester. Lésungsmittel: DMSO-d°.
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Eine eindeutige Zuordnung der *H-NMR-Signale von Verbindung 76 konnte ohne
weitere Experimente wie NOE oder HMBC erfolgen. Die Signale der Alkylseitenkette
lagen im Bereich der bisher synthetisierten Buttersdureesterderivate und im
aromatischen Bereich gab es infolge der Symmetrie nur 2 Signallagen: ein
Pseudotriplett der Intensitat 2 bei 7.82 ppm und ein Multiplett der Intensitat 4 bei 8.42
ppm. Das hochfeldigere Pseudotriplett wurde verursacht durch die aromatischen
Protonen C-5 und C-8, da diese von jeweils 2 Protonen flankiert werden, das
tieffeldigere Signal durch die Protonen H-4,6,7,9, die folglich isochron sind. Die
Begriindung daftir, dass die zur Imid-Struktur o- und p-stédndigen Protonen bei
tieferem Feld erscheinen liefert zum einen die elektronische Betrachtung des
Molekiils — durch negativen induktiven und mesomeren Effekt der Imidstruktur haben
diese Protonen die elektronendrmere Umgebung - und zum anderen der Anisotropie-
Effekt.

Erklaren kann man dieses Phanomen anhand der Betrachtung von Naphthalin.

T

Allgemein erlaubt das Ringstrom-Modell bei anelierten Aromaten eine qualitative
Deutung der Spektren, wenn man die beobachtete Verschiebung als Summe der
Betrage einzelner Benzolkerne auffasst. Die Resonanz der a-stéandigen Protonen
erfolgt in diesem Fall bei tieferem Feld als die der B-standigen, da der anisotrope
Beitrag des 2.Rings aufgrund des kurzeren Abstands der a-Stellung diese starker
beeinflusst 3,

Ubertragt man diese Beobachtung auf Naphthalimid, so erkennt man, dass die
Protonen 5 und 8 weiter vom benachbarten Benzol- bzw. Dioxopyridinring als ihre
jeweiligen Nachbarprotonen entfernt sind. Daraus resultiert eine hochfeldigere Lage

der zugehérigen Signale.
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7.4.4 Strukturaufklarung des 5-Nitronaphthalimid-
buttersaureethylesters (78)
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Abb.7.11: *H-NMR-Spektrum von 5-Nitronaphthalimidbuttersaureethylester. Losungsmittel: DMSO-d®.

Interessanter ist der aromatische Bereich des 'H-NMR-Spektrums des 5-Nitro-
Derivates (s. Abbildung 7.11). Infolge Symmetrieverlustes fuhren 5 Ringprotonen zu
5 verschiedenen Signalséatzen. Das hochfeldigste Signal ist wieder ein Pseudotriplett,
das eindeutig Position 8 zugeordnet werden kann. In Richtung Tieffeld folgen 2
Pseudodupletts und 2 Pseudosinguletts; H-7+H-9 (haben jeweils ein benachbartes
Proton) und H-4+H-6 (haben kein benachbartes Proton). Zur eindeutigen Zuordnung
wurde jedoch ein NOE-Experiment durchgefuhrt. Einstrahlen in das tieferfeldige
Pseudosingulett fuhrte zu einer Signalintensivierung beim tieferfeldigen der beiden
Pseudodupletts, was aufgrund des Maximalabstandes beim NOE von 3 A nahe legt,
dass es sich bei beiden Signalen um die jeweils zur Imidstruktur p-standigen
Protonen (H-6+H-7) handelt (s. Abbildung 7.12, S. 78). Zum Ausschluss einer
Fehlinterpretation wurde in das hochfeldigere Pseudosingulett eingestrahlt, wobei
kein NOE auftrat (s. Abbildung 7.13, S. 78). Dies entsprach den Erwartungen, da das

o-standige H-4 keine Nachbarprotonen im Abstand von 3 A hat.
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Abb.7.12: NOE-Einstrahlexperiment auf H-6. Losungsmittel: DMSO-d°.
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Abb.7.13: NOE-Einstrahlexperiment auf H-4. Lésungsmittel: DMSO-d°.
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7.5 Darstellung der Combilexine

Nach intensiven Studien zur praparativen Kupplungschemie bei Peptidsynthesen und
zahlreichen Versuchen hat sich die Chlorameisensaureester-Methode - analog zur
Darstellung der Pyrimidinalkancarbonsauren (s. Kapitel 5.2.1, S. 50) - besonders
bewahrt. Als Lésungsmittel diente wie zuvor DMF.

Eine Ubersicht zu den Produkten gibt Tabelle 7.1, S. 80.
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Tab.7.1: Ubersicht iiber die synthetisierten Combilexine; Py = Aminopyrrolcarboxamid.
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8. Zellbiologische Zytotoxizitats-Studien und bio-
physikalische, biochemische Untersuchungen an der
DNA

In Analogie zu den Nucleobasen-gekoppelten Verbindungen wurden auch die
Pyrrolcarboxamide der 2. Serie dieser Arbeit (s. Tabelle 7.1, S. 80) den
biophysikalischen, biochemischen und zellbiologischen Testungen unterzogen.

Insbesondere beim NCI-Screening wurde aufgrund der im Vergleich zu den
Nucleobasen-Derivaten gesteigerten Lipophilie und der Tatsache, dass es sich bei
den verwendeten tricyclischen Heterocyclen um bekannte Interkalatoren handelt,

eine groRRere Aktivitat erwartet.

8.1 Zellbiologische NCI-Testungen und deren Ergebnisse

Tabelle 8.1 zeigt das prozentuale Zellwachstum dreier Tumorzelllinien nach

Inkubation mit einer 10* M Lésung der Testsubstanzen in DMSO.

Verbindung MCF7 NCI-H460 SF-268 Ergebnis
(Brust) (Lunge) (ZNS)

79 106 95 109 inaktiv
80 88 99 115 inaktiv
81 72 93 108 inaktiv
82 93 52 89 inaktiv
83 82 126 109 inaktiv
84 48 47 112 inaktiv
85 0 0 0 aktiv
86 104 92 107 inaktiv
87 68 97 94 inaktiv
88 72 90 112 inaktiv
89 64 84 109 inaktiv

Tab.8.1: Ergebnisse des NCI-Primary Screenings; die Werte in der Tabelle geben das Zellwachstum
der Tumorzell-Linien in Prozent an, nachdem die Zellkulturen mit einer 10* M Lésung der
Testsubstanz in DMSO versetzt worden sind. Je kleiner die Werte in der Tabelle sind, desto starker

zytotoxisch wirksam ist die Substanz.
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Abb.8.1: Ubersicht iiber die NCI-Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms. X-Achse:
Verbindungs.Nr.; y-Achse: Prozentuales Wachstum, welches durch Einwirkung einer 10 M Loésung

der Testsubstanz in DMSO auf die jeweilige Tumor-Zellkultur verbleibt.

Wenngleich bei dieser zweiten Serie mehrere Testsubstanzen eine deutliche
Tumorzellwachstumshemmung verursachten (z.B. 82 und 84 ), zeigte nur die
Verbindung 85 eine ausreichend hohe Aktivitat (Tumorzellwachstum < 32%), um in
der 2. Stufe des NCI-Screenings weiter getestet zu werden.

Hierbei werden Testsubstanzen an 60 humanen Tumorzelllinien in vitro auf
Zytotoxizitat geprift. Dabei wird ein Selektivitatsprofil fur jede Verbindung erstellt, das
die relative Wachstumshemmung fir jede einzelne Zelllinie beschreibt. Diese
Selektivitatsprofile werden auch Fingerprints genannt, da sie charakteristisch fur eine
Substanz und damit auch reproduzierbar sind. Fingerprints von Substanzen
verschiedener Stoffklassen &ahneln sich interessanterweise dann, wenn auch die
Wirkmechanismen vergleichbar sind, was man sich bei der COMPARE-Analyse

zunutze macht 464,

Abbildung 8.2 (S. 83) zeigt den Fingerprint von 85.
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Abb.8.2: Selektivitatsprofil von Verbindung 85; log;0Glse: dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration von 85, die zu einer Hemmung des Wachstums von 50% der Zelllinien fuhrt; MG_MID:
Mean Graph Midpoint, durchschnittlicher Log;,Gls-Wert bezogen auf alle 60 Zelllinien; Glsg:
graphische Darstellung der Abweichung des jeweiligen Log;oGlse-Wertes vom Mean Graph Midpoint;
Balken nach rechts: Uberdurchschnittiche Sensitivitat der Zelllinien, Balken nach links:
unterdurchschnittliche Sensitivitat der Zelllinien.
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Die Vorraussetzungen, die erfillt sein mussen, damit eine Substanz im Anschluss an
den 60-Zelllinien-Assay fur den Tierversuch ausgewahlt wird, sind beim NCI nicht
genau definiert. Das Biological Evaluation Comitee (BEC) ! entscheidet anhand der
Struktur, des Selektivitatsprofils bzw. einer damit durchgefihrten COMPARE-
Analyse, der Glso-Werte und weiterer Parameter, wie verfahren wird.

Da Verbindung 85 relativ unselektiv viele verschiedene Zelltypen aus den
verschiedenen Krankheitsgruppen (Leukamie, Darmkrebs, Melanom; s. Abb. 8.2, S.
83) hemmt und auch die Hemmkonzentrationen nicht im nanomolaren Bereich liegen
(bei allen Zelllinien > 10°), was auch der Durchschnittswert aller log1oGlso-Werte
bezogen auf alle 60 Zellinien bestatigt (Mean Graph Midpoint: -5,23;
Referenzsubstanzen: Topotecan 90: -7,2, Amsacrin 60: -6,36), wurde vom Biological

Evaluation Comitee auf eine in vivo-Testung verzichtet.

T
N__
H4CO S//O CHs
:©/\ | ~cHs "o N 0
o)
HN
=
990 -
o]
SN
Amsacrin Topotecan OH O
60 90
8.2 Beschreibung der  verwendeten biophysikalischen und
biochemischen Verfahren (s. Kapitel 6.2, S. 55)
8.3 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen Verfahren

Fur die biophysikalischen und biochemischen Testungen wurden die Verbindungen
79, 80, 81, 83, 84, 85, 86, 87, 88 und 89 ausgewahlt.

Wenngleich die Zytotoxizitdtsdaten der Verbindungen dieser 2.Serie nicht den
Erwartungen entsprachen (Ausnahme: Substanz 85), lieferten die Assays an DNA
bzw. Topoisomerasen sehr interessante Ergebnisse (s. Tabelle 8.2, S. 85). So
konnten insbesondere bei den Bispyrrolderivaten  beachtliche = DNA-
Schmelzpunkterhbhungen gemessen werden (v.a. bei polydAdT; ATm bis zu

26,6°C), die Monopyrrolderivate waren in etwa im Bereich der besten Substanzen
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der 1.Serie (Ausnahme: 79). Alle Verbindungen bis auf das Iminostilbenderivat 85
und die Monopyrrol-naphthalimidbuttersaurederivate 86 und 88 zeigten Minor-
Groove-Binding (CD: +). Uberraschenderweise deutete dagegen nur beim
Naphthalimid-bispyrrol-Derivat 87 ein negativer Circulardichroismus auf Interkalation
hin, was aber auch an den in Kapitel 6.2.3 (S. 58) erwéhnten Intensitats-
schwankungen der Banden liegen kann. Alle Testsubstanzen bis auf die nicht-
nitrierten  Naphthalimide  zeigten  beim  UV-Assay eine  hypochrome
Bandenverschiebung, Verbindung 84 zusétzlich eine bathochrome.

Die Aktivitat im Topoisomerase Il - Assay hing erwartungsgemafd von den
Eigenschaften des N-terminalen Heterocyclus ab. Besonders interessant sind die
Resultate der Acridonderivate: die Aktivitat nimmt hier mit steigender Linkerlange ab,
was zum einen der sowohl bei den Substanzen der 1. Serie als auch dieser 2. Serie
abzulesenden Tendenz der Uberlegenheit der Buttersdureamidderivate gegeniiber
Essig- und Propionsaureamiden widerspricht, zum anderen aber mit dem
prozentualen Anteil des TOPO Il - inhibierenden Acridons am Gesamtmolekl
korreliert. Desweiteren ist aufzufiihren, dass die Nitronaphthalimide 88 und 89 starker
die Topoisomerase Il hemmen als die unsubstituierten Derivate 86 und 87.

Keine der Verbindungen der 2. Serie hemmte die Topoisomerase |, der
Relaxationsassay ohne Ethidiumbromid weist aber bei allen Derivaten einschlief3lich

des Iminostilbens auf DNA-Unwinding durch Interkalation hin.

Verbindung AT AT AT CD uv topo | topo Il
CT DNA polydAdT polydAdT inhibition inhibition
r=0,5 r=0,5 r=0,1
-BET +BET

79 0 2,7 1,4 + + (h) + - ++

80 2,7 18,5 6,8 + + (h) ++ - ++

81 2,6 11,8 4,2 +  +(h) + - +

83 2,7 12,0 54 + + (h) + - -

84 9,5 26,6 14,8 +  +(hb) ++ - -

85 2,3 13,7 4,7 - + (h,b) + - .

86 1,1 7,0 1,2 - - + - +

87 5,7 20,4 6,9 - - ++ - +

88 1,1 5,9 0 + (h) + - ++

89 57 18,2 57 + + (h) ++ - ++

Tab.8.2: Ergebnisse der DNA-Bindungs- und Topoisomerasehemm-Assays. AT, Differenz zwischen

T., der Nucleinsaure mit gebundenem Ligand und T,,’ der reinen Nucleinsaure. r = molares Verhaltnis
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DNA zu Testsubstanz. CD: Circulardichroismus, (+) und (=) steht fihrt positives bzw. negatives CD-
Signal. UV: UV/VIS-Spektroskopie. (b) bathochrom, (h) hypochrom. Der Topoisomerase | - Hemm-
Assay wurde in Agarosegel in Anwesenheit und Abwesenheit von Ethidiumbromid (BET) durchgefihrt.
Bei den TOPO-Inhibitionsassays steht (++) fur eine Hemmung des Enzyms durch 10uM der

Testsubstanz und (+) fir eine Hemmung durch 50 pM.

8.4 Interpretation der Ergebnisse

Zusammenfassend kann man sagen, dass

a) mit Ausnahme von 79 alle Verbindungen gut bis hervorragend an AT-reiche
DNA-Sequenzen binden (die negativen UV-Ergebnisse von 86 und 87 werden
zur Zeit Uberpruft),

b) mit Ausnahme von dem Iminostilbenderivat 85 und Uberraschenderweise
auch den Acridonbuttersdureamidderivaten 83 und 84 alle Verbindungen die
Topoisomerase || hemmen und

c) ausnahmslos alle Verbindungen im TOPO-I-Relaxationsassay in Abwesenheit
von Ethidiumbromid Aktivitat zeigen, was bei wie in diesem Fall nicht

stattfindender Topoisomerase | - Hemmung auf Interkalation hinweist.

Trotzdem gelang es nur einer Verbindung, dem Iminostilbenderivat 85, die 2. Stufe
des NCI-Zytotoxizitatsprogramms zu erreichen. Das ist insofern Uberraschend, als
Iminostilben weder planar noch Bestandteil bekannter zytotoxischer oder DNA-
bindender Substanzen ist.

Uberraschend ist allerdings auch, dass die Acridon- und Naphthalimid-Derivate trotz
erwartungsgemal’ guter bis sehr guter Affinitdt zur DNA bzw. Topoisomerase Il beim
NCI-Screening nicht aureichend aktiv waren. Der Hauptgrund hierfur durfte folglich
die mangelhafte Membranpermeation und damit ein kinetisches bzw.
Transportproblem sein. Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurden die NCl-inaktiven
Verbindungen dem aktiven Iminostilbenderivat anhand der Parameter von Lipinskis

»Rule of Five" gegenubergestellt.

,Rule of Five* [

Regeln fir Wirkstoffdesign und Pharmakokinetik zur Uberwindung der endogenen
Barrieren. Schlechte Wirkstoff-Resorption bzw. Permeation liegt vor, wenn ein
Molekul



87

1. mehr als 5 Wasserstoff-Briicken-Donatoren besitzt (ausgedriickt als Summe
von OH und NH)

2. mehr als 2 x 5 Wasserstoffbriicken-Akzeptoren besitzt (ausgedriickt als
Summe von O- und N-Atomen)

3. das Molekulargewicht von 500 Ubersteigt

4. einen Verteilungskoeffizient (logP) von Uber 5 besitzt (bei diesem Punkt sei
angemerkt, dass ein zu niedriger logP-Wert fir die Permeation biologischer

Membranen ebenfalls unginstig ist)

Verbindung | Anzahl Anzahl M; logP
HBB- HBB- (berechnet
Donatoren | Akzeptoren mit ACD)

79 2 3 460 2,15

80 3 4 582 1,53

81 2 3 474 2,57

83 2 3 488 3,02

84 3 4 610 2,39

85 3 3 608 2,92

86 2 4 490 2,02

87 3 5 613 1,39

88 2 4 536 1,84

89 3 5 658 1,22

Tab.8.3: Ubersicht iiber die 4 Parameter der ,Rule of Five* am Beispiel der Verbindungen der 2. Serie.
Rot unterlegt ist die einzige NCl-aktive Verbindung 85. HBB = Wasserstoffbriickenbindungen; ACD =

Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Kanada.

Vergleicht man die NCl-inaktiven Verbindungen mit dem rot unterlegten
Iminostilbenderivat, so erkennt man, dass es bei den ersten 3 Regeln der ,Rule of
Five" keine bedeutenden Unterschiede gibt, wenn man von der geringeren Molmasse
der Monopyrrolderivate absieht. Bei den logP-Werten fallt allerdings auf, dass sie bei
den inaktiven Verbindungen (Ausnahme: 83) deutlich geringer liegen als bei
Verbindung 85. Da sich 85 bei den biophysikalischen/biochemischen Parametern

nicht signifikant von den anderen Molekiilen unterscheidet, liegt die Vermutung nahe,
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dass durch Steigerung der Lipophilie der Acridon- bzw. Naphthalimidderivate durch
Einfuhrung von Halogenatomen bzw. hydrophoben Gruppen auch die zytotoxische
Aktivitat gesteigert werden konnte.

Unberucksichtigt bleibt hier die Mdéglichkeit, dass die auffallend groRe Zytotoxizitat
von Verbindung 85 auf einen sich von den anderen Molekilen unterscheidenden

Wirkmechanismus zuriickzufiihren ist.
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9. Darstellung von Anthrachinon- und Acridin-gekoppelten

Pyrrolcarboxamiden und weitere Syntheseversuche

9.1 Anthrachinon

Anthrachinone sind Bestandteil von Zytostatika im klinischen Einsatz wie z.B. der
Anthracycline Dauno-, Doxo-, und Idarubicin 91 - 93 bzw. des nur aus 3 anelierten
Ringen bestehenden Mitoxantrons 94.

OH

OH O HN\/\N/\/OH
H

R, =0CH;; R,=H Daunorubicin 91 Mitoxantron 94
R, =0OCH;; R, =OH Doxorubicin 92
R; =H; R, =H Idarubicin 93

Allen gemein ist eine Interkalation in die DNA und die Induktion von Strangbriichen

7091 Eine Besonderheit der Anthrachinone

durch Hemmung der Topoisomerase I |
ist auBerdem ihr hohes Oxidationspotential. UV-induziert kommt es Uber eine
Radikalbildung an einem der beiden Carbonyl-Sauerstoff-Atome zur H-Abstraktion an
Desoxyribose der DNA, was ebenfalls zu Strangbriichen fiihrt 58!,

Von den zahlreichen synthetisierten Anthrachinonderivaten sind fur diese Arbeit
besonders die an Netropsin bzw. Distamycin gekoppelten Verbindungen interessant

(1197 Wahrend Combilexin 97 zwar selektiv an AT-reiche Sequenzen bindet, in
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Bezug auf eine DNA-Spaltung aber inaktiv ist, spalten die inversen Amide 95 und 96

die DNA unspezifisch.

(@]
L ®
\”/ H NH, ©
oo b
T \ NH,
o cHy  ©

n= 2, AQNC-Net 95
n = 3, AQuc-Dist 96

(6]
H
N H
Cl
SOOIk i ksl I
N
(e}

n =2, AQcn-Net 97

Hotzel synthetisierte als neue Variation Anthrachinonsulfonamid-gekoppelte
Combilexine ¥*%% (s.a. S. 63). Verbindung 98 und 99 zeigten Zytotoxizitat im NCI-

Pre-Screening und schwache TOPO I-Hemmung.

n=1, HO 85 98
n=2, HO 86 99

Eine Optimierung der Strukturen tber einen GABA-Linker zwischen Anthrachinon-
und Pyrrolcarboxamid-Baustein, um eine konformativ spannungsfreie interkalative
Anpassung in Bezug auf die DNA-Bindung zu erreichen, wurde in ersten Ansatzen

%l An diese Bemiihungen sollte

versucht, aber nicht erfolgreich abgeschlossen !
angeknupft werden, da zudem durch Einfihrung von GABA oder auch [3-Alanin als

Linker durch Erweiterung des Systems im N-terminalen Bereich um eine Amid-
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Funktion eine zusatzliche Moglichkeit zur H-Bricken-Interaktion an der DNA-Rinne

bestiinde.

9.1.1 Darstellung der Anthrachinonsulfonamid- und carbonsaureamid-

gekoppelten Pyrrolcarboxamide mit GABA bzw. B-Alanin als Linker

Zur Darstellung der Combilexine mit GABA-Linker wurde zun&chst die gleiche

t ¥4 Anthrachinon-2-sulfonylchlorid, das

Synthesestrategie wie von Hotzel gewahl
vorher durch Erhitzen von Na-Anthrachinonsulfonat mit Thionylchlorid hergestellt
wurde, wurde mit GABA zum Sulfonamid umgesetzt. Eine Verkipfung der
entstandenen Carbonsaure mit dem durch Reduktion mit Pd(10%)/C/H, gewonnenen
Aminopyrrolderivat konnte aber selbst mit dem im Vergleich zu den von Hotzel
verwendeten DCC und CDI starkeren Kupplungsreagenz Chlorameisensaure-
ethylester nicht erreicht werden (s. Abbildung 9.1). Eine mégliche Begriindung ist,
dass das bei der Kupplung im basischen Milieu im Gleichgewicht vorliegende
deprotonierte Sulfonamid-N-Atom die Reaktion durch Konkurrenz mit der nur relativ

schwach nucleophilen aromatischen Aminogruppe des Pyrrols stort.
(0]
(1 A
H
s/o n /o N\/\/N\CH3 T
o

Abb.9.1: Erfolgloser Kupplungsversuch mit Chlorameisensaureethylester.

Es mussten daher andere Synthesestrategien gewahlt werden. Die am N-Atom BOC-
geschutzte GABA wurde zunachst mit dem Aminopyrrol nach der ublichen
Chlorameisensaureethylester-Methode zum Carboxamid aufgebaut. Es schloss sich
eine von Jansen optimierte BOC-Abspaltung mit ethanolischer HCI-Lésung an 8,
Das resultierende Amin wurde in DMF geldst und mit Anthrachinonsulfonylchlorid in
Anwesenheit von Hiunigs Base bei 120°C zum Sulfonamid umgesetzt. Die Ausbeute
war gering. Analog wurde das Bispyrrol dargestellt (s. Abbildung 9.2, S. 93).

Um eine groBere Varianz an Testsubstanzen zu erhalten, wurde zum einen der
GABA- gegen einen [B-Alanin-Linker, zum anderen die Anthrachinonsulfonsaure

gegen eine -carbonsdure ausgetauscht. Die Synthesen verliefen analog. Zunnachst
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wurde BOC-B-Alanin mit dem Aminopyrrol umgesetzt. Nach Schutzgruppen-
abspaltung in ethanolische HCI-Losung kam es mit einem Anthrachinonsaurechlorid
zur Bildung des Produktes. Das Anthrachinoncarbonséurechlorid wurde durch
Umsetzung von Anthrachinoncarbonsaure mit Thionylchlorid gewonnen 9 (s.
Abbildung 9.2, S. 93).

Anzumerken ist, dass der letzte Synthese-Schritt bei der Bildung von Sulfonamiden
kinetisch und thermodynamisch gunstiger ist als bei der Bildung der
Carbonsaureamide. Die kinetische Aussage nach dem FMO-Konzept " wurde
durch semiempirische AM1-Berechnung der LUMO-Energien der beiden
Saurechloride untermauert: Anthrachinonsulfonylchlorid hat mit -2.39 eV ein
signifikant niedrigeres LUMO als Anthrachinoncarbonsaurechlorid (-1.87 eV), wird
also schneller von Nucleophilen angegriffen. Die thermodynamische Aussage ist an
den Ausbeuten der jeweiligen Produkte abzulesen (s. Tabelle 9.1, S. 94) und ist
bedingt durch die erhohte Stabilitat des schwefelhaltigen Produktes aufgrund
besserer Delokalisierung der Elektronen durch d-Orbitalbeteiligung.

Desweiteren reagierten die B-Alanin-Derivate schneller bei hbherer Ausbeute als die
GABA-Derivate, was ggf. auf die zahlreicheren Moglichkeiten der intramolekularen

Interaktionen der langerkettigen Derivate zurtickzufiihren ist.
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Abb.9.2: Darstellung der Combilexine mit Anthrachinon als Strukturelement durch konvergente

Kupplungsreaktion mit den Aminopyrrol-Bausteinen.



94

H
h N H T
H " A\ N N
o | ~ N CH,
N
\
CHs
n

R m n Ausbeute Verbindung
[%6] Nr.

o

| 2 1 28 100
“‘ 3 ) 17 101

| SOzé 2 2 17 102

o) 3 2 13 103

o

| 2 1 25 104
“ 3 1 14 105

o) o)

Tab.9.1: Ubersicht iiber die Anthrachinon-haltigen Combilexine

9.2 Acridin —weitere Versuchstrategien

Nach der erfolgreichen Synthese der Anthrachinonderivate und den hier
gesammelten Erfahrungen wurde erneut das Acridin als Funktion aufgegriffen (s.a.
Kapitel 7.2, S. 66). Zur Umgehung der in organischen Lésungsmitteln unldslichen
Acridincarbonsauren sollte nun nach der gleichen Strategie wie bei den
Anthrachinonen vorgegangen werden.

Als Linker sollte B-Alanin dienen, da die B-Alanin-haltigen Anthrachinonderivate im
NCI-Screening den GABA-Derivaten deutlich Uberlegen waren (s. Kapitel 10.1, S.
08ff.).

Analog zu der Anthrachinoncarbonsaure wurde Acridin-9-carbonsdure zunachst mit
Thionylchlorid zum S&urechlorid umgesetzt und dieses dann bei 100°C in DMF mit
dem entschitzten [-Alanin-mono- und -bispyrrol-Bausteinen 100b und 102b
umgesetzt. Die Ausbeute war geringer als bei den entsprechenden
Anthrachinonderivaten, eine Optimierung der Synthese wurde aber nicht

vorgenommen.
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Abb.9.3: Darstellung der Combilexine mit Acridin als Strukturelement.

Ausbeute [%]

Verbindung Nr.

11
10

106
107

Tab.9.2: Ubersicht iiber die Acridin-haltigen Combilexine

9.3 Weitere Syntheseversuche

Da die Acridonbuttersaure-gekoppelten Pyrrolcarboxamide nur knapp die Schwelle
des NCI-Primary-Screenings zum 60 Zellkultur-Assay verfehlt hatten (s. Kapitel 6.1,
S. 52ff.), wurde - wie in Kapitel 8.4 (S. 87/88) geplant - versucht, diese Strukturen
synthetisch zu optimieren. Es sollte folglich die Lipophilie der Acridonderivate durch
Halogenierung des anelierten Heterocyclus erhdéht werden. Desweiteren sollte

analog zum Naphthalimid ein Nitroderivat synthetisiert werden.



96

9.3.1 Synthese von 2-Chlor-, 2-Brom- und 2-Nitroacridon

Zuerst wurde versucht, das Chlor- bzw. Nitroacridon aus kleinen Einheiten
aufzubauen. Hierzu sollte o-Chlorbenzoeséaure und 3-Chlor- bzw. 3-Nitroanilin mit
K,COs3, Pentanol und Kupfer nach Art einer Ullmann-Reaktion zu den
Diphenylaminderivaten umgesetzt und diese anschlielend mit Phosphoroxychlorid

zyklisiert und anschlieRend zu den Acridonderivaten verseift werden 04,

R Cl
f f .COOH
NH,

R = Cl, N02
K,CO3
Cu
Pentanol
R
} NH
HOO
R= CI, NOZ
POCI;
. H
X H*/H,0
— |
/
Cl (0]
R =ClI, NO, R = ClI, NO,

Abb.9.4: Syntheseschema zur Darstellung von Chlor-/Nitro-acridon.
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Leider konnten schon die Diphenylaminderivate aufgrund nur geringer Umsetzung
nicht sauber isoliert werden. Auch weitere Versuche der Bromierung, Chlorierung
und Nitrierung des Acridons waren wegen nicht geglickter Isolierung der

monosubstituierten Derivate nicht von Erfolg gekront.
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10. Zellbiologische Zytotoxizitats-Studien und bio-
physikalische, biochemische Untersuchungen an der
DNA

Auch die Anthrachinon- und Acridin-Derivate wurden den biophysikalischen,

biochemischen und zellbiologischen Untersuchungen unterzogen.

10.1 Zellbiologische NCI-Testungen und deren Ergebnisse !

H s
N
\
CH,4
n
m n Ausbeute Verbindung
[%0] Nr.
2 1 28 100
3 1 17 101
2 2 17 102
3 2 13 103
2 1 25 104
3 1 14 105
2 1 11 106
2 2 10 107

Tab.10.1: Synthetisierte Anthrachinon- und Acridin-haltigen Combilexine.
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Verbindung MCF7 NCI-H460 SF-268 Ergebnis
(Brust) (Lunge) (ZNS)

100 1 1 2 aktiv

101 104 50 87 inaktiv

102 27 84 98 aktiv

103 91 96 106 inaktiv

104 32 103 113 aktiv

105 39 53 76 inaktiv

106 98 106 112 inaktiv

107 90 104 110 inaktiv

Tab.10.2: Ergebnisse des Primary Screenings. Die Werte in der Tabelle geben das Zellwachstum der

Tumorzell-Linien in Prozent an, nachdem die Zellkulturen mit einer 10 M Lésung der Testsubstanz in

DMSO versetzt worden sind. Je kleiner die Werte in der Tabelle sind, desto starker zytotoxisch

wirksam ist die Substanz.

Abb.10.1:
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105 106

107

Ubersicht Uber

die NCI-Ergebnisse

in Form eines Balkendiagramms. X-Achse:

Verbindungs-Nr.; Y-Achse: Prozentuales Wachstum, welches durch Einwirkung einer 10 M Lésung

der Testsubstanz in DMSO auf die jeweilige Tumor-Zellkultur verbleibt.

Wie man der Tabelle 10.2 bzw. Abbildung 10.1 entnehmen kann, zeigten bei der

letzten Serie an synthetisierten Verbindungen sogar 3 Combilexine die vom NCI

geforderte Zellwachstumshemmung; die Anthrachinon-Verbindungen 100, 102 und

104. Diese Combilexine, die interessanterweise alle R-Alanin als Linker besitzen,

wurden im 60-Zellinien-Assay getestet und die resultierenden Selektivitatsprofile
erstellt (ohne Abbildung).
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Verbindung 60 Zellinien ~ Tumorzell-Linie  Glsg [M] MG_MID

(Auswahl)
100 UACC-257 Melanoma 5,44 10° -4,01
102 NCI-H322M  Non-Small Cell 3,57 10® -4,01
Lung Cancer
104 keine selektive Hemmung -4,13

Tab.10.3: Die hier angegebenen Werte stammen aus dem 60 Tumorzell-Linien-Assay des NCI. Gls:
molare Konzentration der Testsubstanz, bei der die Wachstumshemmung der ausgewahlten Zelllinie
50 % betragt; MG_MID: Mean Graph Midpoint; durchschnittlicher Log;oGlso-Wert bezogen auf alle 60

Zelllinien.

Tabelle 10.3 zeigt, dass die Verbindungen 100 und 102 zwar selektiv jeweils eine
bestimmte Zelllinie hemmen, die Hemmkonzentration aber noch zu hoch sind, um die
Testsubstanzen fur den Tierversuch zu qualifizieren. Verbindung 104 zeigt keine

selektive Hemmung und ebenfalls sehr geringe Potenz (s. MG_MID).

10.2 Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und
biochemischen Verfahren (s. Kapitel 6.2, S. 55ff.)
10.3 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen Verfahren

Die Testergebnisse der fur die biophysikalischen und biochemischen Assays
ausgewahlten Verbindungen der 3.Serie (101, 102, 104, 105, 106, 107) korrelieren
teilweise gut mit den NCI-Ergebnissen. Alle Testsubstanzen zeigten DNA-Bindung,
wobei auch hier in der Gruppe der Anthrachinonderivate die Verbindungen mit R3-
Alanin-Linker hervorstachen und die hochste Affinitat aufwiesen. Im scheinbaren
Widerspruch zu den Zytotoxizitdtsdaten steht nur die starke DNA-Bindung des
Acridin-bispyrrolderivates 107.

Alle getesteten Verbindungen bis auf 107 sind zumindest schwache TOPO-II-
Hemmer ohne Affinitdt zur Topoisomerase |. Die positiven Resultate des
Relaxationsassays ohne Ethidiumbromid weisen wieder auf eine Interkalation des

Anthrachinon- bzw. Acridinanteils hin.

Eine Ubersicht Uber die Testergebnisse der Verbindungen der 3.Serie gibt Tabelle
10.4 (S. 101).
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Verbindung AT AT AT CD uv topo | topo Il
CT DNA polydAdT polydAdT inhibition inhibition
r=0,5 r=0,5 r=0,1
-BET +BET

101 -1,3 6,8 2,8 +-  +(h) + - +

102 3,9 17,4 9,7 +  +(h) + - +

104 3,9 13,1 55 +-  +(h) + - +

105 1,3 10,5 2,8 +-  +(h) + - +

106 1,1 5,9 1,2 + (h) + - +

107 5,7 18,2 8,0 + (h) + -

Tab.10.4: Ergebnisse der DNA-Bindungs- und Topoisomerasehemm-Assays. AT,,: Differenz zwischen
T der Nucleinsaure mit gebundenem Ligand und TmO der reinen Nucleinsaure. r = molares Verhéltnis
DNA zu Testsubstanz. CD: Circulardichroismus, (+) und (=) steht fihrt positives bzw. negatives CD-
Signal. UV: UV/VIS-Spektroskopie. (b) bathochrom, (h) hypochrom. Der Topoisomerase | Hemm-
Assay wurde in Agarosegel in Anwesenheit und Abwesenheit von Ethidiumbromid (BET) durchgefihrt.
Bei den TOPO-Inhibitionsassays steht (+) fur eine Hemmung des Enzyms durch 50uM der

Testsubstanz.

10.4 Interpretation der Ergebnisse

Fasst man die Ergebnisse der Testungen der Anthrachinonderivate zusammen so
stellt man fest, dass 3-Alanin der y-Aminobuttersdure als Linker sowohl bei den DNA-
Bindungsassays, als auch beim NCI-Screening Uberlegen war.

Im Vergleich zu den ersten beiden Serien erkennt man hier dagegen keine ein-
deutige Uberlegenheit der Bispyrrol- gegeniiber den entsprechenden Monopyrrol-
derivaten. Es ist sogar vielmehr so, dass letztere im Primary-NCI-Screening
durchweg potenter sind. Da aber von den Bispyrrolderivaten nur Verbindung 102 auf
DNA-Bindung getestet wurde und sowohl dort als auch im 60-Zellinienassay die
besten Resultate lieferte, kann hier keine Uberlegenheit eine der beiden Gruppen
herausgearbeitet werden. Der Grund fur die auffallend hohe Aktivitat der
Monopyrrolderivate ist sicherlich die zuséatzliche Amidgruppe im Vergleich zu den
Monopyrrolderivaten der ersten beiden Serien, was durch einen zusatzlichen
Wasserstoffbriickenbindungsdonator (s.Abb.1.7, S. 7) eine festere Bindung an die
DNA ermoglicht.

Uberraschend ist die sehr geringe Zytotoxizitat der Acridinderivate. Da Acridin in
anderen Verbindungen sogar als Vektor zur Membranpermeation diente (s. Kapitel

7.2, S. 67), scheint eine zu geringe Verfugbarkeit im Zellkern als Grund hierfur
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unwahrscheinlich. Es féllt aber auf, dass das Monopyrrolderivat 106 nur schwach an
die DNA bindet und dem sehr stark bindenden Bispyrrolderivat 107 die TOPO-II-
hemmende Wirkung fehlt. Weitergehende Aussagen konnten aber zum Zeitpunkt der
Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht gemacht werden, da zum einen noch nicht alle
Testergebnisse von Bailly vorlagen (CD, isosbetische Punkte der UV-Spektren) und

zum anderen die Anzahl der synthetisierten Acridinderivate zu gering war.

10.5 Testung von ausgewahlten Verbindungen auf antibiotische und
antimykotische Aktivitat

[14]

Aufgrund der antibiotischen Aktivitdt von Netropsin 1 und anderen

1921 wurde exemplarisch aus allen 3 getesteten Serien

Oligopyrrolcarboxamiden !
jeweils eine Substanz ausgewahlt (50, 84 und 104), um am Department of Natural
Products, Quest Institute of Life Sciences in Mumbai, Indien, an Bakterien- und
Pilzzelllinien (Staphylococcus aureus 209p, Escherichia coli ESS 2231, Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei GO3,
Candida glabrata HO5) auf Wachstumshemmung untersucht zu werden (Assay-
Beschreibung s. [103]). Bei keiner der Testsubstanzen konnte antibiotische oder

antimykotische Aktivitat festgestellt werden.
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11. Molecular  Modelling  Studien auf der Basis von
semiempirischen Berechnungen; Vergleich der Ergebnisse

ausgewahlter Verbindungen mit den experimentellen Datensétzen

In Analogie zu den Berechnungen von Hotzel ®* wurden im Rahmen dieser Arbeit
mittels semiempirisch-quantenchemischer Verfahren (AM1-Tool in SPARTAN [}
Konformationen, Molekulare Elektrostatische Potentiale (MEP) und LUMOs (tiefste
unbesetzte Molekulorbitale) ausgewahlter Verbindungen berechnet. Es sollte durch
Gegenuberstellung  dieser  Parameter mit den  zellbiologischen  und
biophysikalischen/biochemischen Resultaten Gberprift werden, ob die von Hotzel
erstmals postulierten Struktur-Wirkungs-Beziehungen auch auf die strukturell
verwandten Molekile dieser Arbeit anwendbar sind. Auch sollte damit festgestellt
werden, ob diese Rechenverfahren zur Vorhersage und Strukturoptimierung geeignet
sind.

Die Verfahrensweise und deren Ergebnisse werden in folgender Weise besprochen:

1) Berechnung einer Minimums-Konformation der ausgewéhlten Molekiile

2) Vergleich von Konformationen, MEPs und LUMOs der ausgewahlten Molekile
mit den zellbiologischen und biophysikalischen, biochemischen Daten

3) Bilanz der SPARTAN-Berechnungen

11.1 Berechnung der Konformation der ausgewahlten Molekile

Aufgrund Hotzels Vorarbeit konnte auf eine Validierung des Verfahrens verzichtet
werden, da als Ausgangskonformation dieselbe Kristallstruktur von Netropsin an
DNA gebunden (101D) ! ausgewéhlt wurde. Die Kristallstruktur von isoliertem (DNA-

n 1919 \wurde nicht als Basisstruktur verwendet, da zum

ungebundenen) Netropsi
einen bei dieser Fragestellung die Bindekonformation am Target entscheidend ist
und zum anderen die Vergleichbarkeit mit Hotzels Ergebnissen gewabhrleistet sein
sollte.

Zunéchst wurde die Kristallstruktur von Netropsin an DNA gebunden (101D) aus der
PDB-Datenbank  in das Programm WEB-LAB-VIEWER importiert. Die DNA-Helix

und das Kristallwasser wurden entfernt und das isolierte Netropsin in das Programm
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SPARTAN transferiert. Da SPARTAN den Hybridisierungszustand der Atome nicht
erkennen kann, mussten die Atome zunachst konfiguriert werden. Die so erhaltene
Struktur diente als Ausgangsbasis fur alle berechneten Verbindungen. Es mussten
nur jeweils mittels der in SPARTAN integrierten ,build-up“-Tools die C- und N-
terminalen Reste substituiert bzw. bei den Monopyrrolderivaten zusatzlich eine 5-
Amino-2-carbonyl-N-methyl-pyrrol-Einheit entfernt werden. Anschlielend konnte
dann ohne vorherige Kraftfeldminimierung eine quantenchemische AM1-Rechnung
durchgefuhrt werden.

Bei allen Molekilen wurden die Berechnungen mit mehreren verschiedenen
Ausgangskonformationen durchgefuhrt, um moglichst lokale Energieminima ausfindig
zu machen. Jeweils die Konformation mit der geringsten Standardbildungsenthalpie
(AHs) wurde ausgewahlt.

Tabelle 11.1 zeigt die Konformationen, MEPs, LUMOs und Standardbildungs-
enthalpien der berechneten Molekule. Bei allen ist die fir die Bindung an die Minor-
Groove erforderliche (s. Kapitel 1.2, S. 3) und durch trans-(Z-)-Konfiguration der
Amidgruppen und 2,5-Substitution des Pyrrols bedingte sichelférmige Kurvature zu
erkennen.

Es sei an dieser Stelle allerdings daran erinnert, dass sich diese quantenchemischen
Berechnungen auf Systeme, die sich bei 0 °K (-273,15 °C) ohne Lésungsmittel im
Vakuum befinden, beziehen, also nicht unbedingt die Molekileigenschaften im

physiologischen Milieu widerspiegeln.

Verb. | MEP AHso LUMO
[kcal/mol] | [eV]

Net. +29,93 -0,01
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Verb. | MEP AHs, LUMO
[kcal/mol] | [eV]
44 -68,23 -0,44
45 -91,46 -0,29
46 -75,36 -0,4
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Verb. | MEP AHs, LUMO
[kcal/mol] | [eV]
50 +70,65 -0,30
80 +24,73 -0,71
84 +12,37 -0,63
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Verb. | MEP AHs, LUMO
[kcal/mol] | [eV]
85 +65,04 -0,50
87 -36,39 -1,59
89 -29,56 -2,24




108

Verb. | MEP AHs, LUMO
[kcal/mol] | [eV]
100 -98,41 -1,82
101 -104,97 | -1,84
102 -82,82 -1,82
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Verb. | MEP AHs, LUMO
[kcal/mol] | [eV]
104 -69,50 -1,72
105 -75,81 -1,67
106 +16,62 -1,45
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Verb. | MEP AHo LUMO

[kcal/mol] | [eV]

107 | +2953 |-158

Tab.11.1: Molekulare elektrostatische Potentiale (MEPs), Standardbildungsenthalpien (AHy) und
LUMOs von Netrospin (Net.) und 16 ausgewahlten Testsubstanzen. Die MEPs in der electrostatic
potential surface-Darstellung (0,002 e/au®) Bl sind mit Farben visualisiert: rot bedeutet negative
Ladung, gelb schwach negativ bis neutral, grin neutral bis schwach positiv und blau positiv. Es
wurden jeweils die Konformationen mit der niedrigsten Standardbildungsenthalpie ausgewahlt.

11.2 Vergleich von Konformation, molekularem elektrostatischem
Potential und LUMO der ausgewdahlten Molekile mit den

zellbiologischen und biophysikalischen, biochemischen Daten

In diesem Kapitel sollen die LUMO-Koeffizienten und molekularen elektrostatischen
Potentiale (MEPS) zum einen mit den NCI-Daten und zum anderen mit den ATp-
Werten bzw. Ergebnissen aus den Topoisomerase-Assays korreliert werden. Dazu
ist es zunachst notwendig zu erklaren, warum bei Minor Groove Bindern gerade
diese beiden Gro3en von Interesse sind.

LUMO steht fir Lowest Unoccupied Molecular Orbital und gibt folglich den
Energiebetrag des niedrigsten unbesetzten Molekulorbitals an. Da die in dieser
Arbeit synthetisierten Molekile als Netropsin-Varianten in AT- und damit elektronen-
reichen Regionen der kleinen Rinne der DNA binden (s.Kapitel 6, 8, 10, S.
52ff/81ff/98ff), war es interessant zu Uberprifen, ob nach dem Grenzorbitalkonzept
001 hestimmte LUMO-Betrage der Hybridmolekille besonders giinstig fiir die
Interaktion mit den HOMOs (Highest Occupied Molecular Orbitals) der DNA-
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Fragmente sind. Hotzel postulierte, dass LUMO-Energie-Werte von Combilexinen
von maximal -0,15 eV oder niedriger (= starker negativ) Vorraussetzung fur
zellbiologische Aktivitat sind 34,

Molekulare Elektrostatische Potentiale geben die Ladungsverteilung in einem
Molekul an, die aus unterschiedlicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit von Elektronen
in den verschiedenen Teilstrukturen resultiert. Jedes Molekdl hat ein
charakteristisches Muster dieser Ladungsfelder auf seiner Oberflache. Wenn sich
nun ein Minor Groove Binder der kleinen Rinne der DNA nahert, ordnen sich die
elektrischen Felder der beiden Molekile zueinander an. Je besser sie zusammen
passen, desto groRer ist die Bindungsstarke bzw. Anziehungskraft 1195107,

Aufgrund des oben erwédhnten Elektronentiberschusses AT-reicher Regionen der
kleinen Rinne und des Vergleiches mit bekannten Minor-Groove-Bindern (s.a. Kapitel
1.2, S. 3), wei3 man, dass bei Combilexinen eine elektronenarme konkave Seite der
Kurvature fur eine feste Bindung besonders gunstig ist.

Im zur Berechnung verwendeten Programm SPARTAN ist die Elektronenverteilung
farbcodiert. Blau steht fur elektronenarme, rot fur elektronenreiche Regionen,
Mischfarben charakterisieren Bereiche mittlerer Elektronendichte [© (s. Tabelle 11.1,
S. 104-110). Da der C-terminale Teil der in der vorliegenden Arbeit synthetisierten
Verbindungen konstant ist, sollte folglich besonderes Augenmerk auf die Farbung der
konkaven Seite des N-terminalen Heterocyclus und die Linkerregion mit amidischer

NH-Funktion gelegt werden.

Tabelle 11.2 (S. 112) zeigt eine Ubersicht tiber die entsprechenden Daten.
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Verb. | LUMO | NH Konkavseite | NCI | NCI NCI NCI AT, | TOPO | TOPO
Nr. [eV] des N- | Aktiv | MCF7 | H460 | SF268 | Poly- | II |
terminalen Cell- Cell- Cell- dAdT -BET
Restes Growth- | Growth- | Growth- | ) g
Inh. [%] | Inh.[%] | Inh. [%] -
44 -0,44 | blau | rot nein | 78 116 122 6,5 - -
45 -0,29 | blau |rot nein | 99 94 102 |0 - -
46 -0,4 | blau |rot nein | 97 108 |98 59 |- -
50 -0,30 | blau | gelb-rot nein | 81 115 123 6,8 - -
80 -0,71 | blau | blau nein | 88 99 115 | 18,5 | ++ ++
84 -0,63 | blau | grin nein | 48 47 112 26,6 |- ++
85 -0,50 | blau | blau ja 0 0 0 13,7 | - +
87 -1,59 | blau |rot nein | 68 97 94 20,4 | + ++
89 -2,24 | blau | rot nein | 64 84 109 18,2 | ++ ++
100 |-1,82 |blau |X ja 1 1 2 k.A. | kKA. | kKA.
101 |-1,84 | blau |gelb nein | 104 |50 87 6,8 + +
102 |-1,82 |blau | X ja 27 84 98 174 | + +
104 |-1,72 |blau | X ja 32 103 | 113 (13,1 |+ +
105 | -1,67 | grun |grun nein | 39 53 76 10,5 |+ +
106 |-1,45 |blau | X nein | 98 106 |[112 (59 |+ +
107 |-1,58 |blau |rot nein | 90 104 | 110 18,2 |- +

Tab.11.2: Die Tabelle zeigt die LUMO-Energie-Werte im Vergleich zu den Farbcodierungen der
Ladungsverteilungen auf der van der Waals-Oberflache am N-terminalen Carboxamid-Stickstoff (NH)
und der Konkavseite des N-terminalen Restes, sowie die NCI- und biophysikalischen, biochemischen
Testergebnisse. X = N-terminaler Rest aullerhalb der Kurvature, (-) = keine Topoisomerase-
Hemmung, (+) = Hemmung mit 50uM einer Verbindung, (++) = Hemmung mit 10uM einer Verbindung,

k.A. = Assay nicht durchgefihrt.

11.3 Bilanz der quantenchemischen Berechnungen mit dem SPARTAN-

Programm

Aufgrund des in Kapitel 11.2 erlauterten theoretischen Ansatzes musste eine
Korrelation der mittels SPARTAN berechneten Parameter primar mit der DNA-

Bindungsstéarke und damit der Grol3e des AT,-Wertes mdglich sein. Die Zytotoxizitat
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einer Verbindung korreliert in der Regel nicht mit ihnrer DNA-Bindungsstarke und kann
zudem durch die in den vorigen Kapiteln diskutierte Permeationsproblematik negativ
beeinflusst werden.

Bei naherer Betrachtung der in Tabelle 11.2 aufgeflhrten Resultate fallt es allerdings
schwer, Uberhaupt Gesetzmaligkeiten zu erkennen. Die LUMO-Energien der
berechneten Molekile liegen im Bereich zwischen -0,29 eV und -2,24 eV und erfiillen
damit die von Hotzel postulierte Mindestanforderung von -0,15 eV oder darunter. Das
Spektrum der 3 Verbindungen mit den hdchsten AT-Werten (80, 84 und 87) reicht
aber von LUMO-Energie -1,59 eV bis -0,63 eV, was keine Konkretisierung der
Anforderung zuldsst. Die Elektronenverteilung in der Linkerregion inclusive N-
terminalem amidischen NH unterscheidet sich dagegen nicht signifikant zwischen
den einzelnen Testsubstanzen; bei allen Verbindungen sind die Linker
gleichermal3en elektronenarm.

Interessant ist die Betrachtung des N-terminalen Restes. Bis auf die Tatsache, dass
Verbindung 85, die den elektronendarmsten Heterocyclus von allen Testsubstanzen
aufweist, die zytotoxischste Verbindung der vorliegenden Arbeit ist, erkennt man
anhand der MEPs ebenfalls keine Gesetzmaligkeit. Die durch die imidischen
Carbonyl-Sauerstoffatome auf der konkaven Seite nach auf3en elektronenreichen
Naphthalimide 87 und 89 zeigen z.B. eine ausgezeichnete DNA-Bindung (AT, = 20,4
bzw. 18,2°C). Es fallt allerdings auf, dass die 3 NCl-aktiven Anthrachinonderivate
100, 102 und 104 durch den R-Alanin-Linker eine sich von den anderen Molekulen
unterscheidene gestreckte Konformation annehmen (s.Tabelle 11.1, S. 108/109).
Das aromatische System reicht aus der Kurvature heraus und ermdoglicht dadurch
gaf. eine bessere Interaktion mit der DNA. Um diese Beobachtung bewerten zu
konnen, misste aber eine noch groRere Anzahl an strukturell &hnlichen Molekilen
synthetisiert werden. ldeal waren hier Rontgenstrukturen mit DNA und Ligand.
Interessant ist auch, dass die hochpotente Verbindung 85 mit dem Iminostilben-
Gerlst einen nichtplanaren N-terminalen Rest hat (s.Tabelle 11.1, S. 107) und
trotzdem die biophysikalischen, biochemischen Testergebnisse auf DNA-Bindung
prinzipiell und speziell auf eine Interkalation hinweisen (TOPO | - Assay ohne
Ethidiumbromid positiv).



114

Fazit:
- allgemeine Regeln wie niedrige LUMO-Energie und elektronenarme

Linkerregion kdnnen nicht weiter verfeinert bzw. konkretisiert werden

- schon in Hinblick auf die Membranpermeationsproblematik scheint ein
elektronenarmer, kohlenstoffreicher N-terminaler Rest glnstig zu sein

- vollige Planaritat des Triheterocyclus scheint keine Vorraussetzung flr

Interkalation bzw. Zytotoxizitat eines Combilexins zu sein
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12.  Versuche der Kristallisation von ausgewahlten Verbindungen fir

mogliche Rontgenstrukturanalysen

Da es keine publibizierten Kristallstrukturen von nicht DNA-gebundenen
Combilexinen gibt "% wurde mittels verschiedener Kristallisationsverfahren
versucht, Reinkristalle einiger der synthetisierten Verbindungen zu erhalten. Die
durch Roéntgenstrukturanalyse erhaltenen Kiristallstrukturen sollten mit den
guantenchemisch berechneten Konformationen verglichen werden, um Aussagen
Uber die Leistungsfahigkeit des Rechenverfahrens machen zu kénnen.

Zur Kristallisation ausgewéahlt wurden die Bispyrrolderivate 50 und 84.

Zunachst wurden mit etherischem Chlorwasserstoff die Hydrochloride aus der
etherischen L6sung der freien Basen ausgefallt, da Salze sich besser zur

Kristallisation eignen.

AnschlieRend wurden 3 verschiedene Kristallisationsverfahren angewendet:
1. ,klassische” oder Verdunstungsmethode:
2. Sublimation

3. ,Hanging Drop“-Methode

12.1 Verdunstungsmethode

Eine konzentrierte wassrige bzw. ethanolische Combilexin-Losung wird mehrere
Wochen in einem mit einer Kanule belifteten Analysenréhrchen bei Raumtemperatur
stehengelassen. Durch kontinuierliche Verdunstung des Ldsungsmittels kommt es
nach Uberschreitung des Sattigungspunktes der Losung zur Bildung von

Kristallisationskeimen. Diese wachsen anschlieRend zu Kristallen heran.
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— Kanlle

=23
-+ Analysen-
réhrchen

Lésung der
Testsubstanz

12.2 Sublimation

Wenige Milligramm des Combilexins werden unter Vakuum bei einer geeigneten
Temperatur sublimiert. Das entstehende Gas scheidet sich anschlie3end an einem
wassergekuhlten Kuhlfinger in Form von kleinen Kristallen ab.

Bei den verwendeten Combilexinen kam es allerdings sowohl bei der Durchfiihrung
bei 150°C als auch bei 100°C nach Tagen bzw. Wochen zur Zersetzung.

Kuhlfinger

Vakuum-
schlauch

Graphitbad
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12.3 »Hanging-Drop*“-Methode

Ein Tropfen einer konzentrierten wassrigen Combilexin-Lésung wird auf ein
siliconisiertes Deckglaschen gegeben. Dieses wird anschlie3end unter Zuhilfenahme
von Silicongel zur luftdichten Abdeckung einer Vertiefung auf einer Linbro-Platte, die
das Nicht-Losungsmittel n-Hexan enthalt, verwendet. Nach Tagen bis Wochen
kommt es durch Verdunstung des n-Hexans und Kondensation an der wassrigen
Losung zur Auskristallisation des Combilexins im Tropfen. Ethanol oder Methanol als
Lésungsmittel sind ungeeignet, da aufgrund der geringen Oberflachenspannung die

Bildung eines Tropfens nicht moglich ist.

3 _— _— Wassrige
Siliconfett {‘_L ig Testsubstanz-
Ldsung

n-Hexan

Methode 12.1 und 12.3 fuhrten zu Kristallwachstum. Die Kristalle konnten aber
aufgrund der geringen Lange und Breite nicht rontgenkristallographisch vermessen
werden. Das Problem war hierbei, dass sich neben den Kristallen auch ein amorpher
Feststoff abschied, was aufgrund des resultierenden Substanzmangels in Lésung ein
weiteres Kristallwachstum verhinderte.

Eine Optimierung der Kristallisationsverfahren wird fur die nachfolgenden Arbeiten

empfohlen.
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13. Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA ist als molekulare Gensubstanz das wichtigste Target in der Entwicklung
von Zytostatika, da DNA-Modifikationen und daraus resultierende Mutationen
ursachlich an der Krebsentstehung beteiligt sind. Man unterscheidet drei
verschiedene Bindungstypen: Interkalation, kovalente Bindung durch Alkylantien und
Minor-Groove-Binding oder eine Kombination. Von den Vertretern der letzten
Gruppe, den sogenannten Rinnenbindern, ist noch keine Substanz tber die Phase I
klinischer Studien hinausgekommen. Ausgehend von den Leitstrukturen Netropsin 1
und Distamycin A 2 - Pyrrolcarboxamide, die AT-selektiv an die DNA binden - gibt es
aber zahlreiche Weiterentwicklungen, die unter der Bezeichnung Lexitropsine (lat.=
legere; die Sequenz der DNA lesen) zusammengefasst werden.

Die erste Gruppe dieser Weiterentwicklungen bilden die Hybridmolekdle, bei denen
es sich um Kombinationen aus sequenzselektiv bindenden Minor Groove Bindern
und Interkalatoren (auch genannt: Combilexine), Alkylantien, Antibiotika, etc. handelt.
Als zweite grol3e Gruppe sind die aufgrund ihrer haarnadelférmigen Konformation
Hairpins genannten supramolekularen Molekile zu nennen. Es handelt sich hierbei
um Peptidomimetika (Nachahmung von DNA-bindenden Peptiden oder Proteinen),
bei denen durch Kombination verschiedener Heterocyclen wie Pyrrol, Hydroxypyrrol
und Imidazol eine Differenzierung zwischen allen 4 DNA-Basen erreicht wurde und
die somit sequenzspezifisch binden. Ebenfalls sequenzspezifisch bindend,
wenngleich nicht von Netropsin/Distamycin A abgeleitet, sind die Peptide Nucleic
Acids (PNAs), bei denen es sich um Oligonucleotidderivate mit durch Peptidgruppen

ausgetauschtem Phosphorsaureesterrickgrat handelt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es vom Netropsin abgeleitete, selektiv an
bestimmte DNA-Sequenzen bindende zytotoxische Hybridmolekile zu synthetisieren,
biologisch und biophysikalisch zu evaluieren und anhand der ermittelten Datensétze
und quantenchemischer Rechnungen Struktur-Wirkungs-Beziehungen abzuleiten.
Das Augenmerk sollte auf neue N-terminal-funktionalisierte Pyrrolcarboxamide
gerichtet werden. Nach Erfahrungen im Arbeitskreis und vielen Vorversuchen waren
die herkbmmlichen Syntheseoperationen im speziellen nicht reproduzierbar, so dass
zahlreiche Verfahren von Grund auf optimiert bzw. praktisch vollig neu erarbeitet

werden mussten.
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Im ersten Teil der Arbeit wurden zunéchst Uber verschiedene Amidkupplungs-
verfahren Nucleobasenalkancarbonsauren - dargestellt durch Alkylierung der
Nucleobasen mit w-Halogenalkancarbonsaureestern und anschlie3ender Hydrolyse -
an Aminopyrrolcarboxamide geknupft. Letztere wurden nach einem von Nishiwaki
und Shibuya " entwickelten und von Hotzel ¥*3® optimierten Syntheseverfahren
synthetisiert. Da Oligopyrrolcarboxamide selektiv an AT-reiche Sequenzen der DNA
binden, wurden die zueinander komplementéren Nucleobasen Adenin, Thymin und
Uracil ausgewahlt. Sie sollten, &hnlich wie die PNAs uber Ausbildung von
Hoogsteen-Basenpaarungen quasi als ,DNA-Tripelhelix* die Sequenzselektivitat der
Bindung weiter erhohen und durch Stérung des physiologischen DNA-Metabolismus
die Zytotoxizitat steigern. Neben der Auswahl der unterschiedlichen Basen erfolgten
Variationen bei der Anzahl der Pyrrolbausteine (1 und 2) und der Lange des

aliphatischen Linkers zwischen Pyrrol- und Nucleobasen-Baustein (C,-C.).

Bei der Testung der synthetisierten Derivate auf Zytotoxizitat durch das National
Cancer Institute (NCI) der USA und auf DNA-Bindung und Topoisomerase-Hemmung
durch das Laboratory of Pharmacology, INSERM in Lille, Frankreich, stellte sich
allerdings heraus, dass keine der Substanzen ausreichend zytotoxisch oder TOPO-
hemmend und nur die Bispyrrolderivate 40, 44, 46 und 50 v.a. mit zunehmender
Linkerlange schwach DNA-bindend waren. Neben der zu schwachen DNA-Bindung
wurden fur die unzureichende Zytotoxizitat auch Permeationsprobleme vermutet; alle
Verbindungen waren mit einem berechneten logP-Wert von unter -1 vermutlich zu

hydrophil, um an ihren Zielort, den Zellkern, zu gelangen.

Auf die Synthese dieser 1.Serie an Lexitropsinen folgte die Darstellung ,klassischer*
Combilexine (Pyrrolcarboxamid mit Interkalator verknlpft) mit Acridon, Naphthalimid,
5-Nitronaphthalimid und Iminostilben als Interkalatorkomponente. Die Alkylierung der
Heterocyclen mit  w-Halogenalkancarbonsaureestern,  Esterhydrolyse  und
anschlielBender Amidkupplung erfolgte analog zu den Nucleobasen-gekoppelten
Verbindungen. Interessanterweise enthielt die im NCI-Screening potenteste
Substanz dieser Serie (Verbindung 85) vdllig tberraschend den nicht coplanaren und
in der Entwicklung von zytotoxischen Verbindungen noch nicht erprobten
Heterocyclus Iminostilben. Verschiedene in Lille durchgefiihrte Assays weisen auf

Interkalation des Aromaten hin. Die restlichen Testsubstanzen mit den in zahlreichen
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Zytostatika enthaltenen Interkalatoren Acridon und (Nitro-)Naphthalimid waren
dagegen trotz ausgezeichneter DNA-Bindung bzw. TOPO Il - Hemmung nicht
ausreichend zytotoxisch aktiv. Sie erreichten also im Gegensatz zum
Iminostilbenderivat 85 nicht den 60-Zelllinien-Assay des NCI-Screenings, was
vermutlich ebenfalls pharmakokinetische Grinde haben durfte. Insgesamt waren in
dieser Serie erneut die Bispyrrolderivate mit Cs-Linker die vielversprechendsten
Kandidaten.

Im dritten synthetischen Teil der vorliegenden Arbeit wurden sich strukturell im
chromophoren Rest und Linkerbereich von den Verbindungen der 2. Serie
unterscheidende Combilexine dargestellt. Als Interkalatoren dienten hier
Anthrachinon und Acridin. Letzteres sollte schon im 2.Teil der Arbeit als
Acridincarbonsaure an die Aminopyrrolcarboxamide gekuppelt werden. Diese Saure
war aber aufgrund ihrer zwitterionischen Struktur unlgslich in nicht wéssrigen
Losungsmitteln und damit einer Amidbildung nicht zugénglich.

Da die Ergebnisse der ersten beiden Serien eine signifikante Uberlegenheit des Cy-
Linkers in Bezug auf DNA-Bindung und Zytotoxizitat gezeigt hatten, wurden die
Anthrachinon- und Acridin-saurechloride Gber GABA bzw. 3-Alanin als Linker an die
Pyrrolcarboxamidbausteine gebunden. Diese praparativ sehr aufwendigen
Synthesen (bis zu 12 Stufen) fihrten zumindest bei den Anthrachinonderivaten zu
den in Sachen Zytotoxizitat potentesten Verbindungen; 3 der Testsubstanzen (100,
102, 104) gelangten in die 2.Stufe (60-Zelllinien-Assay) des NCI-Screenings,
wenngleich sie hier genauso wie Verbindung 85 keine ausreichende Aktivitat flr den
Tierversuch zeigten. Auch gute DNA-Bindung und TOPO Il - Hemmung wurden
nachgewiesen. Interessant ist, dass in diesem Fall die Monopyrrol- den
Bispyrrolderivaten in jeder Beziehung ebenblrtig waren, was wohl an der im
Vergleich zu den Monopyrrolderivaten der ersten beiden Serien zusatzlich
eingefuhrten Amidgruppe am Heterocyclus lag. Die [-Alanin-Derivate waren
dagegen den GABA-Derivaten deutlich Uberlegen.

Uberraschend war die trotz guter DNA-Bindung relativ geringe zytotoxische Aktivitat
der Acridinderivate.

Molecular Modelling Studien sollten die Befunde rationalisieren. Es wurden daher

einfache quantenchemische Berechnungen an 16 ausgewaéhlten Testsubstanzen
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durchgefuhrt, bei denen besonderes Augenmerk auf die Konformationen,
molekularen elektrostatischen Potentiale und die Energien der LUMOs gelegt wurde.
Hotzel hatte in seiner Dissertation eine LUMO-Energie von -0,15 eV oder darunter
und eine elektronenarme Linkerregion als Vorraussetzung flr Zytotoxizitat postuliert,
weil dadurch eine besonders gute Bindung an die AT- und damit elektronenreichen
Regionen der kleinen Rinne mdglich sei. Da jede der 16 ausgewahlten Substanzen
dieser Arbeit die beiden Bedingungen erflllte, aber nur die wenigsten ausreichend
zytotoxisch aktiv waren und zudem Zytotoxizitat in der Regel nicht mit DNA-Bindung
korreliert, wird die Aussagekraft dieses Postulats durch die Kollektiverweiterung
relativiert. Leider konnten aus den Datensidtzen auch keine anderen
GesetzméaRigkeiten abgelesen werden. Zu Erwdhnen ist aber, dass sich die
Konformationen der Anthrachinon-Verbindungen 100, 102 und 104 deutlich von den
Konformationen der restlichen Molekile unterscheiden, weil das Anthrachinon aus
der Kurvature des Pyrrolcarboxamid-Bausteins herausreicht. Es liegt nahe, dass
diese konformative Besonderheit eine besonders ginstige Interaktion mit der DNA
ermdglicht. Desweiteren ist der Iminostilben-Strukturteil der zytotoxisch sehr aktiven
Verbindung 85 der elektronendrmste (zu erkennen an den MEPS) der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Heterocyclen, was eventuell ein Kriterium bei der

Auswahl weiterer anelierter Aromaten fur zukinftige Molekulvarianten sein kdnnte.

Die Gesamtheit der Ergebnisse sollte eine fundierte Basis fur weiterfihrende
Arbeiten liefern. So sollte man sich v.a. mit dem im zytostatischen Bereich noch
unerforschten Heterocyclus Iminostilben befassen. Die entsprechende Verbindung
85 ist wie schon erwéahnt die am starksten zytotoxische Substanz dieser Arbeit. Da
aber die Synthese der Vorstufe Iminostilbenbuttersdure nur minimale Ausbeuten
lieferte und zudem die Darstellung nicht reproduzierbar war, muss zunachst an
dieser Stelle eine Optimierung erfolgen. AnschlieRend sollten verschiedene
Derivatisierungen durchgeftihrt werden.

Ebenfalls sollten die Acridon- und Naphthalimidderivate derivatisiert werden. Da die
Vertreter dieser Arbeit eine sehr starke DNA-Bindung und Topoisomerase Il -
Hemmung aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass durch Erhéhung des logP-
Wertes durch Halogenierung des Aromaten auch eine Zytotoxizitatssteigerung

maoglich ware.
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Ansonsten gibt es genug Variationsmoglichkeiten in viele verschiedene Richtungen,
z.B. den Austausch der Pyrroleinheiten durch andere Aromaten nach dem
Bioisosterie-Prinzip zur Modifizierung der Sequenzselektivitat,
Arbeitskreis Pindur zum Teil schon gearbeitet wird.

an denen im
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14 Experimenteller Teil

14.1 Allgemeine Angaben

Schmelzpunkte:

Geréat: Buchi 510, unkorrigierte Werte in °C

Elementaranalysen:

Geréat: Haereus CHN rapid (Institut fir Organische Chemie, Universitat Mainz)

Massenspektren:

Gerate: Mascom 311-A El-Massenspektrometer (Institut fir Pharmazie,
Universitat Mainz, Herr Dr. C. Peifer, Frau S. Dieler, Frau S. Maehrlein);
70 eV lonisierungsenergie
Finnigan MAT 7 FD-Massenspektrometer (Institut fir Organische

Chemie, Universitat Mainz), 5 kV lonisierungsenergie

IR-Spektren:

Gerét: Perkin-Elmer 1310 (Institut fur Pharmazie, Universitat Mainz)
KBr-Presslinge
Avatar 330 FT-IR (Institut fir Pharmazie, Universitat Mainz)

Messung der Reinsubstanz mittels AMTIR-Kristall

NMR-Spektren:

Geréte: 300 MHz (*H) bzw. 75 MHz (*3C): Bruker AC-300 (Institut fiir
Pharmazie, Universitat Mainz, Herr Dr. Th. Lemster, Frau Dr. M.

Jansen, Frau A. Bauer, Frau J. Jambor, Frau B. Bichs)
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Bruker DRX 600 MHz (Institut fir Organische Chemie, Universitéat

Mainz, Herr H. Kolshorn);

Signal-
Abklrzungen: s: Singulett
d: Duplett
t: Triplett
q: Quartett
quint:  Quintett
m: Multiplett
p: pseudo; der nachfolgende Kennbuchstabe beschreibt

lediglich den Signalhabitus
J: Kopplungskonstante als Absolutwert in Hz
LM: Losungsmittel

O[ppm]: chemische Verschiebung in 8-Skala

Chromatographie:

Dunnschichtchromatographie (DC): DC-Plastikfolien, Kieselgel 60 Fzs4,
Schichtdicke 0.25 mm (Fa. Merck)
DC-Plastikfolien, Aluminiumoxid 60 Fs4,

neutral

Saulenchromatographie (SC): Kieselgel 60, KorngréRe 0.063-0.2 mm (Fa.
Merck), Aluminiumoxid (neutral), Korngroi3e
0.063-0.2 mm (Fa. Merck)

Alle Pyrrolcarboxamid-Testsubstanzen als Peptid-analoge Verbindungen waren frei
von unerwiinschten Signalen in *H- und **C-NMR und zeigten bei der
Dunnschichtchromatographie in mindestens 3 verschiedenen Fliemitteln nur einen
Fleck. Trotzdem wurden aufgrund unstéchiometrischer Losungsmittel-Einschlisse
keine akzeptablen C,H,N-Analysen (Abweichung von < 0.3 %) erhalten. Aufgrund

dessen wird im Folgenden bei den Endprodukten auf die Angabe der Ergebnisse der
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Elementaranalysen verzichtet. Auch in der Literatur sind bei Oligopyrrolcarboxamiden

so gut wie keine Elementaranalysen beschrieben.

Im folgenden stehen Literaturangaben in der Kopfzeile dafiir, dass das
Syntheseverfahren (ggf. in modifizierter Form) bernommen wurde, aber nicht

zwangslaufig, dass die entsprechende Verbindung literaturbekannt ist.

14.2 Synthesevorschriften
14.2.1 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon B4 (13)
(}\KC%
1
cHy ©

Vorschrift und physikalische Daten: s. Dissertation Hotzel %

Ausbeute: 2.66 g (11.77 mmol) (47.1 %), gelbe Nadeln
14.2.2 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon 3% (14)
O,N
Q\chb
l o}
CHs

Vorschrift und physikalische Daten: s. Dissertation Hotzel 34

Ausbeute: 650 mg (2.37 mmol) (53.5 %), farblose Kristalle
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14.2.3 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-
carboxamid B¥ (15)

Vorschrift und physikalische Daten: s. Dissertation Hotzel 4
Auf Umkristallisierung und Saulenchromatographie wurde verzichtet, da das

Rohprodukt eine fur die weitere Verwendung ausreichende Reinheit besal3.

Ausbeute: 1.31 g (5.16 mmol) (99.9 %), farbloser Feststoff

14.2.4 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-carboxamid B4 (16)

CHj

Vorschrift und physikalische Daten: s. Dissertation Hotzel %

Ausbeute: 1.06 g (2.81 mmol) (35.8 %), gelber Feststoff

14.2.5 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
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pyrrolyl]-1-methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrolyl)carbonyl]-

amino}1H-2-pyrrol-carboxamid *¥ (16a)

O,N HsC

\N/CH3
@ //)
HC ) N ! NH
S\ N
cl:H3 ° CHs

Vorschrift und physikalische Daten: s. Dissertation Hotzel [34]

Ausbeute: 953 mg (1.91 mmol) (36.1 %), gelber Feststoff

14.2.6.1 2-{6-[Di(4-methoxybenzoyl)amino]-9H-9-purinyl}essigsaure®! (19)

HyCO OCHs

9-Adeninessigsaureethylester (442 mg) (2 mmol) wird in wasserfreiem Pyridin
suspendiert und 30 Minuten auf 80°C erhitzt. Anschlie3end tropft man 1.7 g (10
mmol) 4-Methoxybenzoylchlorid hinzu und lasst 24 h bei RT ruhren. Das LM wird
unter vermindertem Druck entfernt. Dieser Vorgang wird noch dreimal mit Toluol
wiederholt. Der Ruckstand wird in 70 ml Dichlormethan geldst und zweimal mit je 30
ml wassriger Citronensaurelésung (10 %, m/V) gewaschen. Man trocknet die
organische Phase mit MgSO, und entfernt das LM.

Der Ruckstand wird in ca. 60°C warmem Ethanol (40 ml) gel6st, auf RT abgekuhlt

und mit 15 ml 1 M NaOH-L6sung versetzt. Man rihrt 3 h bei RT, erganzt weitere 3 ml
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1 M NaOH-L6sung und unterbricht die Reaktion nach 4 h durch Anséduern mit 1 M
HCI-Loésung bis pH 5. Das Produkt fallt aus, wird abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: 276.64 mg (0.6 mmol) (30%), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 97 °C

'H-NMR, & [ppm]: 3.8 (s, 3H, CHa), 3.84 (s, 3H, CH3), 5.11 (s, 2H, CH,), 7.03 (m,

(300 MHz) (DMSO d°) 4H, Anisoyl-H), 7.87 (pd, 2H, J=8.8 Hz, Anisoyl-H), 8.04 (pd, 2H,
3J=8.9 Hz, Anisoyl-H), 8.44 (s, 1H, Adenin-Hg), 8.7 (s, 1H,
Adenin-H,), 11.0 (s, 1H, COOH);

EI-MS: m/z (%): 461 (100)

Summenformel: C23H19N506, 461.43

14.2.6.2 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-{[(2-(6-[(4-methoxybenzoyl)amino)-9H-9-
purinyl}acetyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (21)

< g

414 mg (1,1 mmol) 16 werden zunachst mit 200 mg Pd (10 %/C) in 20 ml DMF
(absolut) unter Wasserstoffatmosphare reduziert. Nach 12 h erfolgt DC-Kontrolle auf
neutralen Aluminiumoxid-Platten mit EtOH als FlieBmittel. Anschlie3end wird der
Katalysator abfiltriert und das Filtrat unter Rihren auf 0°C gekuhlt. Man flgt 327 mg
(2 mmol) 19 geldst in 40 ml DMF sowie eine Spatelspitze DMAP hinzu. 248 mg (1.2
mmol) in 10 ml Methylenchlorid geldstes DCC werden langsam hinzugetropft. Dann
wird 24 h bei RT gerihrt.
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keine Angabe, da Rohprodukt

'H-NMR, & [ppm]: 1.61 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.12 (s, 6H, 2 CHs), 2.25 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d°) 3J=6.7 Hz, CH,), 3.16 (q, 2H, 3J=6.7 Hz, CH,), 3.71 (s, 3H, CHa),

3.77 (s, 3H, CHs), 3.78 (s, 3H, CHs), 5.15 (s, 2H, CH,), 6.24 (d,
1H, “J=1.9 Hz, Pyrrol-H-3), 6.34 (d, 1H, *J= 1.9 Hz, Pyrrol-H-5),
6.77 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.8 (d, 1H, *J=1.3 Hz,
Pyrrol-H-57), 7.12 (m, 2H, Anisoyl-H), 8.09 (m, 2H, Anisoyl-H),
8.44 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.69 (s, 1H, Adenin-H-2), 9.56 (s, 1H,
NH), 9.88 (s, 1H, NH), 10.48 (s, 1H, NH);

FD-MS: m/z (%) 656 (100)
Summenformel: C32H37N110s5, 655.71

14.2.6.3

N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(2-{6-[(4-methoxybenzoyl)amino]-
9H-9-purinyl}acetyl)amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (20)

Die Synthese verlauft analog zur Darstellung von 21. Anstelle von 1,1 mmol 16

werden 1,1 mmol (280 mg) 15 eingesetzt.

Ausbeute:

keine Angabe, da Rohprodukt

'H-NMR, & [ppm]: 1.63 (quint., 2H, 3J=6.8 Hz, CHy), 2.26 (s, 6H, 2 CHa), 2.39 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d) 3J=6.6 Hz, CH,), 3.18 (q, 2H, %J=7.7 Hz, CH,), 3.76 (s, 3H, CHa),

3.85 (s, 3H, CHj3), 5.13 (s, 2H, CHy), 6.71 (d, 1H, Pyrrol-H-3),
7.07 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.07 (m, 2H, Anisoyl-H), 8.04 (m, 2H,
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Anisoyl-H), 8.1 (t, 1H, NH), 8.43 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.68 (s, 1H,
Adenin-H-2), 10.43 (s, 1H, NH);

FD-MS: m/z (%): 535 (100)

Summenformel: C26H31NgO4, 533.59.

14.2.6.4 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-{[(2-(6-amino0-9H-9-
purinyl)acetyl]amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid “%(22)

NH, HyC_
N—CHs

LS
« I N //J
N N) H NH
N
N
O
"CHs

267 mg (0.5 mmol) 20 werden in 10 ml DMF gel6st. 1.25 ml (2.5 mmol) einer 2 M
Lésung von CDMC ([Chloromethylen]dimethylammoniumchlorid) in Dichlormethan
werden hinzugegeben und es wird 10 Minuten gerihrt. Nach dieser Zeit stoppt man
die Reaktion durch Zugabe von 5 ml Methanol. Hierdurch wird das primér gebildete
6-N-Dimethylaminomethylen-Derivate zum freien Amin umgesetzt. Nach 90
mindtigem Ruhren bei RT, wird die Losung mit 7,5 ml einer Methanol-Wasser-
Triethylamin-Mischung (5:5:2) verdinnt und anschliel3end zur Trockne eingedampft.
Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie. Leider konnte aufgrund
zahlreicher Nebenprodukte trotz mehrfachen Saulens mit verschiedenen FlieBmitteln

das gewtinschte Produkt nicht in ausreichender Reinheit isoliert werden.
EI-MS: m/z (%): 400

Summenformel: C1gHo5NgO,, 399.45

14.2.7 3-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)

propionsaureethylester %! (27)
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/—O

CHs

3.44 g (19 mmol) 3-Brompropionséaureethylester werden in 20 ml DMF geldst. Man
gibt 1.59 g (12.6 mmol) Thymin und 5.75 g (41.6 mmol) Kaliumcarbonat hinzu und
rahrt die Mischung fr 24 h bei 70°C. AnschlieRend wird das Kaliumcarbonat
abfiltriert und das Filtrat bis zur Trockne eingedampft. Den Rickstand reinigt man
mittels Saulenchromatographie tUber Kieselgel (CHCI;-MeOH (40:1)).

Ausbeute: 1.1 g (4.86 mmol) (38.6 %), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 71 °C [lit. [108]: 68-70 °C]

'H-NMR, & [ppm]: 1.15 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs), 1.75 (s, 3H, Thymin-CHs), 2.48 {t,

(300 MHz) (DMSO d°) 2H, CHy), 4.0 (2t, 4H, 2 CHy), 7.31 (s, 1H, Thymin-H-6), 10.93
(s, 1H, Thymin-NH);

EI-MS: m/z (%): 226 (100)

Summenformel: C10H14N204, 226.23.

14.2.8 4-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)

buttersaureethylester [*4 (31)
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Zu einer Suspension von 2 g Thymin (15.9 mmol) in 160 ml DMF gibt man 0.4 g
Natriumhydrid (95 %) (15.9 mmol) und rihrt unter Stickstoffatmosphére bei RT. Nach
einer Stunde werden 6.2 g. 4-Brombuttersédureethylester (31.8 mmol) und eine
Spatelspitze Tetrabutylammoniumjodid hinzugefiigt. Man rihrt die Mischung 48 h bei
RT. AnschlieRend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt
mittels Saulenchromatographie tUber Kieselgel (CHCI;-MeOH (20:1)) isoliert.

Ausbeute: 980 mg (4.08 mmol) (25.7 %), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 134-135 °C [lit. [42]: 134-135 °C]

'H-NMR, & [ppm]: 1.2 (t, 3H, “J=7.2 Hz, CHs), 1.75 (d, 3H, Thymin-CHz), 1.8

(300 MHz) (DMSO d) (quint., 2H, *J=7.2 Hz, CH,), 2.3 (t, 2H, *J=7.4 Hz, CH,), 3.6 (t,
2H, “J=6.9 Hz, CHy), 4.0 (q, 2H, *J=7.1 Hz, CH,), 7.5 (d, 1H,
4J=1.15 Hz, Thymin-H-6), 11.2 (s, 1H, Thymin-NH);

EI-MS: m/z (%): 240 (100)

Summenformel: C11H16N20y4, 240.25.

14.2.9 2-(2,4-Diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)essigsaure % (17)
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O

)\ |

S(OH

o

1.12 g (10 mmol) Uracil, 1.12 g (20 mmol) Kaliumhydroxid und 1.42 g (15 mmol)
Chloressigséaure werden in 100 ml Wasser geldst und unter Ruckfluss gekocht. Nach
wenigen Minuten bildet sich ein weil3er Niederschlag, der sich durch Zugabe einiger
Tropfen einer gesattigten KOH-LOsung wieder 16st. Nach 24 h lasst man die
Mischung auf RT abkihlen und séuert mit 1 M HCI an. Die Losung wird so weit
eingeengt, bis sich ein weil3er Niederschlag bildet, den man abfiltriert. Hierbei

handelt es sich um das Produkt, welches abfiltriert wird .

Ausbeute: 1.1 g (6.47 mmol) (64.7 %), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 285 °C [lit. [39]: 285 °C]

'H-NMR, & [ppm]:  4.39 (s, 2H, CH>), 5.59 (d, 1H, 3J=7.7 Hz, Uracil-H-5), 7.61 (d,
(300 MHz) (DMSO d°) 1H, 3J=7.9 Hz, Uracil-H-6), 11.36 (s, 1H, COOH);

EI-MS: m/z (%): 170 (100)

Summenformel: CesHsN204, 170.12.

14.2.10 3-(2,4-Dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)propionsaureethylester *%(26)
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26 wird analog zu 27 synthetisiert. Uracil (1.41 g) (12.6 mmol), 3-
Brompropionsaureethylester (3.44 g) (19 mmol), Kaliumcarbonat (5.75 g) (41.6
mmol).

Ausbeute: 900 mg (4.24 mmol) (33.7 %), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 94 °C [lit. [109]: 68-70 °C]

'H-NMR, & [ppm]: 1.14 (t, 3H, 2J=7.1 Hz, CH3), 2.51 (t, 2H, CH,), 3.99 (m, 4H,

(300 MHz) (DMSO d) 2 CHy), 5.57 (d, 1H, J=7.6 Hz, Uracil-H-5), 7.42 (d, 1H, J=7.6
Hz, Uracil-H-6), 11.15 (s, 1H, Uracil-NH);

EI-MS: m/z (%): 212 (100)

Summenformel: CgH12N20y4, 212.2.

14.2.11 4-(2,4-Dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)buttersaureethylester? (30)
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30 wird analog zu 31 synthetisiert. Uracil (1.78 g) (15.9 mmol), 4-
Brombuttersaureethylester (6.2 g) (31.8 mmol), NaH (95 %) (0.4 g) (15.9 mmol).

Ausbeute: 800 mg (3.54 mmol) (22.2 %), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 120-125 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.15 (t, 3H, “J=7.1 Hz, CH3), 1.82 (quint., 2H, “J=7.1 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO d°) 2.29 (t, 2H, *J=7.4 Hz, CH,), 3.66 (t, 2H, “2J=6.9 Hz, CH>), 4.0 (q,
2H, %3=7.1 Hz, CH,), 5.51 (d, 1H, *J=7.9 Hz, Uracil-H-5), 7.59 (d,
1H, “J=7.6 Hz, Uracil-H-6), 11.2 (s, 1H, Uracil-NH);

EI-MS: m/z (%): 226 (100)

Summenformel: C10H14N204, 226.23

Elementaranalyse: Ber.: C 53,09 H 6,24 N 12,38
Gef.:C 53,60 H6,20 N 12.44.

14.2.12 3-(6-Amino-9H-9-purinyl)propionséureethylester 1% (34)

O
-

34 wird analog zu 27 synthetisiert. Adenin (1.7 g) (12.6 mmol), 3-
Brompropionsaureethylester (3.44 g) (19 mmol), Kaliumcarbonat (5.75 g) (41.6
mmol). Kaliumcarbonat wird auch hier abfiltriert und das Filtrat zur Trockne
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eingedampft. Bei Verbindung 34 ist aber keine Reinigung mittels

Saulenchromatographie nétig, sondern das Produkt wird durch Umkristallisierung mit

20 ml einer Mischung aus Methanol und Wasser (1:1) gewonnen.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

EI-MS: m/z (%):

Summenformel:

1.8 g (7.66 mmol) (60.7%), farbloser Feststoff

170 °C [lit. [108]: 170-171 °C]

1.1 (t, 3H, 2J=7.1 Hz, CHs), 2.93 (t, 2H, 3J=6.6 Hz, CHy), 4.0 (q,
2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 4.38 (t, 2H, %J=6.7 Hz, CH,), 7.21 (s, 2H,
NH,), 8.08 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.13 (s, 1H, Adenin-H-2);

235 (100)

C10H13N503, 235.24.

14.2.13 4-(6-Amino-9H-9-purinyl)buttersaureethylester 2 (24)

NH,
N
N/
Ly
N
o
O

24 wird analog zu 31 synthetisiert. Adenin (2 g) (14.8 mmol), DMF (200 ml),
4-Brombuttersaureethylester (4.4 g) (22.57 mmol), NaH (95 %) (0.4 g), (15.9 mmol).
Reinigung mittels S&ulenchromatographie tber Kieselgel (MeOH-CHCI; (10:1)).

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(600 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, & [ppm]:

2.6 g (10.44 mmol) (70.5 %), farbloser Feststoff

108-109 °C [lit. [42]: 108-109 °C]

1.11 (t, 3H, 3J=7.1 Hz, CHs), 2.05 (quint., 2H, 3J=6.8 Hz, CH)),
2.27 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CHy), 3.97 (q, 2H, J=7.2 Hz, CH,), 4.16
(t, 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 7.22 (s, 2H, NH>), 8.11 (s, 1H, Adenin-H-
8), 8.12 (s, 1H, Adenin-H-2);

14.0 (CHg), 24.9 (CHj), 30.6 (CH,), 42.2 (CH,), 59.9 (CH,),



(150 MHz) (DMSO d°)

EI-MS: m/z (%):

Summenformel:
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118.7 (C,), 140.8 (CH), 149.6 (C,), 152.4 (CH), 156.0 (Cg), 172.1
(CO);

249 (100)

C11H15N50,, 249.27.

14.2.14 Allgemeine Arbeitsvorschrift fir die Darstellung der Nucleobasen-

alkancarbonsé&uren durch Hydrolyse ihrer Ester

Die Carbonsaureester werden in Ethanol (20 ml pro mmol) gel6st. Der 2-fach molare

Uberschuss an 2M-NaOH wird hinzugegeben und die Mischung 12 h bei RT geriihrt.

Bei nicht quantitativer Umsetzung (Verlaufskontrolle mittels DC; Fliessmittel s. Ester)

wird noch weitere 2M-NaOH ergénzt. Bei kompletter Umsetzung sduert man mit 1M-

HCI an, filtriert den entstehenden Niederschlag ab und trocknet ihn unter

vermindertem Druck. Die Carbonauren werden ohne weitere Reinigung verwendet.

14.2.14.1  3-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)
propionsaure (29)

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

EI-MS: m/z (%):
Summenformel:

quantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

> 250 °C

1.75 (s, 3H, Thymin-CHg), 2.42 (t, 2H, 3J=7.6 Hz, CH,), 3.96

(t, 2H, 3J=7.7 Hz, CH,), 7.29 (s, 1H, Thymin-H-6), 10.92 (s, 1H,
NH), 12.32 (s, 1H, COOH);

198 (100)

CsH10N204, 198.18.
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14.2.14.2  4-(5-Methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)buttersaure
(33)

o)
CH
HN | 3
oA
OH
0
Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.73 (s, 3H, Thymin-CHs), 1.77 (quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CH,), 2.21

(300 MHz) (DMSO d) (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CH,), 3.62 (t, 2H, 2J=7.0 Hz, CH,), 7.48 (s, 1H,
Thymin-H-6), 11.19 (s, 1H, Thymin-NH);

EI-MS: m/z (%): 212 (100)

Summenformel: CoH12N20y4, 212.2.

14.2.14.3  3-(2,4-Dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)propionsaure (28)

o)
HN |
PN
0~ “OH
Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C
'H-NMR, & [ppm]: 2.43 (t, 2H, J=8.0 Hz, CH,), 3.93 (t, 2H, 3J=7.7 Hz, CH,), 5.56
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(300 MHz) (DMSO d) (d, 1H, 3J=7.3 Hz, Uracil-H-5), 7.4 (d, 1H, ®J=7.6 Hz, Uracil-H-6),
11.2 (s, 1H, NH);

EI-MS: m/z (%): 184 (100)

Summenformel: C7HgN,0O4, 184.15.

14.2.14.4  4-(2,4-Dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)buttersaure (32)

)\ |

OH

Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.78 (quint., 2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 2.23 (t, 2H, 3J=7.3 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO d) 3.65 (t, 2H, J=6.8 Hz, CH>), 5.55 (d, 1H, 2J=7.1 Hz, Uracil-H-5),
7.6 (d, 1H, 33=7.9 Hz, Uracil-H-6), 11.22 (s, 1H, NH);

EI-MS: m/z (%): 198 (100)

Summenformel: CgH1gN>O4, 198.18.

14.2.14.5 3-(6-Amino-9H-9-purinyl)propionsaure (35)
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Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 2.85 (t, 2H, 2J=6.7 Hz, CH,), 4.32 (t, 2H, J=6.8 Hz, CH)), 7.20
(300 MHz) (DMSO d°) (s, 2H, NHy), 8.07 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.12 (s, 1H, Adenin-H-2);
EI-MS: m/z (%): 207 (100)

Summenformel: CgHoN50,, 207.19.

14.2.14.6 4-(6-Amino-9H-9-purinyl)buttersaure (36)

NH,
N

N~

N

S N
OH
\
o

Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 298 °C [lit. > 300 °C] ¥4

'H-NMR, & [ppm]: 2.01 (quint., 2H, 2J=7.0 Hz, CH,), 2.2 (t, 2H, %J=7.2 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO o) 4.15 (t, 2H, J=6.9 Hz, CH,), 7.21 (s, 2H, NH,), 8.12 (s, 2H,
Adenin-H-2+8), 12.1 (s, 1H, COOH);

EI-MS: m/z (%): 221 (100)

Summenformel: CgH11N50,, 221.21.

14.2.15 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der

Pyrrolcarboxamide mit Thymin- und
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Uracilalkancarbonsauren als Strukturelementen 42

1.3 mmol der Nucleobasen-Alkancarbonsaure wird in 40 ml DMF geldst. Die

Lésung wird auf -20°C gekuhlt, 1.2 mmol (0,1 ml) Chlorameisensaureethylester
werden hinzugefigt und man rihrt die Mischung bei dieser Temperatur fir 20
Minuten. Dann gibt man 1 mmol des Aminopyrrolderivates, welches zuvor durch
Reduktion der jeweiligen Nitroeinheit mit Pd (10%/ C) in 20 ml DMF unter
Wasserstoffatmosphére hergestellt wurde (s. 14.2.6.2, S. 128), und 1 mmol (129 mg)
N,N-diisopropyl-ethylamin hinzu. Man rthrt lichtgeschutzt bei RT fir 24 h.
Anschlie3end wird die Losung zur Trockne eingedampft und der Rickstand mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel MeOH-NH; (97:3)) gereinigt.

14.2.15.1  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[2-(5-methyl-2,4-dioX0-
1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)acetyllamino}-1H-2-pyrrol-

carboxamid (38)

O

CHs HC.

(@) N
A
(0] N (@)
\
CH,

Einwaage: 240 mg 2-Thyminessigsaure, 254 mg 15

Ausbeute: 192.4 mg (0.49 mmol) (49.4 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.6 (quint., 2H, 3J=6.5 Hz, CH,), 1.75 (s, 3H, Thymin-CHs), 2.2

(300 MHz) (DMSO d°) (s, 6H, 2 CH3), 2.4 (t, 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 3.2 (g, 2H, 3J=6.7 Hz,
CH,), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.4 (s, 2H, CH,), 6.7 (d, 1H,
4J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 7.1 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-5), 7.5 (s,
1H, Thymin-H-6), 8.1 (t, 1H, 3J=6.7 Hz, NH), 10.1 (s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 12.71 (CHs), 27.25 (CH,), 36.31 (CH3), 37.23 (CHy), 45.24 (2
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(75 MHz) (DMSO d°) CHs), 49.81 (CH,) , 56.85 (CHy), 103.6 (CH), 108.23 (Cy),

117.83 (CH), 121.52 (C,), 123.51 (Cq), 142.79 (CH), 151.41
(CO), 161.34 (CO), 164.3 (CO), 164.78 (CO);

FD-MS: m/z (%): 391 (100)
Summenformel: Ci1gH26Ne04, 390.44
IR (KBr) (cm‘l): 3303, 3157, 3040, 2945, 2812, 1660, 1577, 1524, 1463, 1435,

14.2.15.2

Einwaage:

Ausbeute:

1406, 1346, 1223, 1144, 805, 760.

N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[3-(5-methyl-2,4-dioxo0-
1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)propanoyl]amino}-1H-2-pyrrol-

carboxamid (41)

CH,

o HaC,
~ N—CHjz

HNY ] H ﬁ

258 mg 29, 254 mg 15
101 mg (0.25 mmol) (25 %), gelber Feststoff

Schmelzbereich:  130-140 °C
'H-NMR, & [ppm]: 1.62 (quint., 2H, 2J=7 Hz, CH,), 1.76 (s, 3H, Thymin-CHs), 2.2 (s,
(300 MHz) (DMSO d) 6H, 2 CHs), 2.34 (t, 2H, 2J=7.1 Hz, CHy), 2.46 (t, 2H, 3J=7.3 Hz,

CH,), 3.17 (g, 2H, 3J=5.6 Hz, CHy), 3.77 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.1
(t, 2H, 3J=7.8 Hz, CH,), 6.64 (d, 1H, *J=1.9 Hz, Pyrrol-H-3), 7.07
(d, 1H, *J=1.5 Hz, Pyrrol-H-5), 7.3 (s, 1H, Thymin-H-6), 8.11 (t,
1H, NH), 9.84 (s, 1H, NH), 10.9 (s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 12.76 (CHs), 26.32 (CH,), 33.79 (CH,), 36.28 (CHs), 36.63 (CHy),
(75 MHz) (DMSO d) 36.84 (CH,), 44.17 (2 CH3), 56.34 (CH,), 103.83 (CH), 107.47

(Cq), 117.98 (CH), 122.09 (C,), 123.12 (Cy), 136.69 (CH), 151.44
(CO), 161.59 (CO), 164.00 (CO), 167.26 (CO);

FD-MS: m/z (%): 406 (100)
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IR (KBr, cm™):
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C19H28N6O4, 404.46
3230, 2900, 2680, 2420, 1680, 1610, 1500, 1420, 1360, 1260,
1180, 1100, 750, 600.

14.2.15.3  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[3-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)propanoyllamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (42)

O
H

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

N
N\(
| —
o § NH—\ A
N CHg3
W
O N (0]
\CH3

HaCo N/CH3

CHj
HN

O

258 mg 29, 376 mg 16

190 mg (0.36 mmol) (36.1 %), gelber Feststoff

180-190 °C

1.61 (quint., 2H, J=5.9 Hz, CH,), 1.77 (s, 3H, Thymin-CHz), 2.2
(s, 6H, 2 CH3), 2.31 (t, 2H, 3J=6.4 Hz, CH,), 3.16 (g, 2H, CH,),
3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.81 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.03 (t, 2H,
3J=6.4 Hz, CH,), 6.81 (d, 1H, Pyrrol-H-3), 6.84 (d, 1H, Pyrrol-H-
5), 7.14 (d, 1H, Pyrrol-H-3%), 7.17 (d, 1H, Pyrrol-H-57), 7.31 (s,
1H, Thymin-H-6), 8.08 (t, 1H, NH), 9.86 (s, 1H, NH), 9.9 (s, 1H,
NH), 10.9 (s, 1H, Thymin-NH);

12.77 (CHg), 27.15 (CH,), 33.83 (CH,), 36.24 (CHg), 36.4 (CHy),
36.85 (CHy), 37.15 (CHy), 45.1 (2 CHj3), 57.07 (CHy), 104.29
(CH), 104.35 (CH), 107.48 (Cg), 118.1 (CH), 118.51 (CH), 122.0
(Cy), 122.25(Cy), 122.36 (Cy), 123.04 (Cy), 136.84 (CH), 151.42
(CO), 158.66 (CO), 161.51 (CO), 164.0 (CO), 167.31 (CO);

528 (100)
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IR (KBr, cm™):
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Cys5H34NgOs5, 526.59
3380, 3250, 3100, 2820, 2660, 1640, 1620, 1520, 1480, 1420,
1370, 1260, 1150, 800, 620.

14.2.15.4  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[4-(5-methyl-2,4-diox0-
1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)butanoyllamino}-1H-2-pyrrol-

carboxamid (45)

)\ |
H,;C
o 3

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, 3 [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

Summenformel:

“N—CHs

276 mg 33, 254 mg 15

188 mg (0.45 mmol) (44.9 %), gelber Feststoff

105 °C

1.6 (quint., 2H, 3J=7.4 Hz, CH,), 1.72 (s, 3H, Thymin-CHs), 1.84
(quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CHy), 2.2 (t, 2H, 3J=6.6 Hz, CHy), 2.3 (s,
6H, 2 CHa), 2.5 (t, 2H, CH,), 3.2 (q, 2H, 3J=6.3 Hz, CH,), 3.65 (t,
2H, 2J=6.9 Hz, CH,), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.63 (d, 1H, *J=1.9
Hz, Pyrrol-H-3), 7.05 (d, 1H, *J=1.45 Hz, Pyrrol-H-5), 7.5 (d, 1H,
Thymin-H-6), 8.05 (t, 1H, 3J=5.5 Hz, NH), 9.8 (s, 1H, NH), 11.2
(s, 1H, Thymin-NH);

12.26 (CHs), 24.99 (CH,), 26.77 (CH,), 32.71 (CH,), 36.24 (CHs),
36.92 (CHy), 44.7 (2 CHa), 47.18 (CH,), 55.21 (CH,), 103.65
(CH), 108.78 (C,), 117.83 (CH), 122.22 (C,), 123.19 (C,), 141.67
(CH), 151.21 (CO), 161.5 (CO), 164.62 (CO), 168.8 (CO);

420 (100)

C20H30Ns04, 418.49
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3400, 2920, 1650, 1520, 1450, 1440, 1390, 1340, 1270, 1200,
1110, 720, 610.

14.2.15.5  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)butanoyl]amino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (46)

CH
H3C\N/ 3
(@)

CHg

HN

A
o
— o}
H
NH N\
R0t
| A\
(@) N (@)
\CH3

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, 3 [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

HN

276 mg 33, 376 mg 16

200 mg (0.37 mmol) (37 %), gelber Feststoff

170-175 °C

1.6 (quint., 2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 1.73 (s, 3H, Thymin-CHjs), 1.85
(quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CHy), 2.2 (s, 6H, 2 CH3), 2.2 (t, 2H, CH>),
2.3 (t, 2H, 33=6.0 Hz, CH,), 3.2 (q, 2H, %J=6.3 Hz, CH,), 3.65 (t,
2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-
CHa), 6.8 (d, 1H, “J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.83 (d, 1H, *J=1.9 Hz,
Pyrrol-H-5), 7.13 (d, 1H, “J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3), 7.16 (d, 1H,
4J=1.6 Hz, Pyrrol-H-57), 7.5 (s, 1H, Thymin-H-6), 8.1 (t, 1H,
3J=5.5 Hz, NH), 9.84 (d, 1H, “J=1.3 Hz, NH), 11.2 (s, 1H,
Thymin-NH);

12.26 (CHj3), 25.02 (CHy), 27.1 (CHy), 32.72 (CHy), 36.24 (CHg),
36.37 (CH3), 37.13 (CH,), 45.05 (2 CH3), 47.19 (CH,), 57.04
(CHy), 104.21 (CH), 104.38 (CH), 108.83 (C), 118.11 (CH),
118.41 (CH), 122.25 (C,), 122.36 (Cy), 123.05 (Cy), 123.25 (Cy),
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141.72 (CH), 151.24 (CO), 158.67 (CO), 161.56 (CO), 164.65
(CO), 168.89 (CO);

FD-MS: m/z (%): 542 (100)

Summenformel: C26H3sNgOs, 540.62

IR (KBr, cm™): 3380, 2880, 1650, 1600, 1550, 1500, 1440, 1410, 1380, 1340,
1260, 1180, 1100, 1040, 700, 590.

14.2.15.6  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[2-(2,4-diox0-1,2,3,4-
tetrahydro-1-pyrimidinyl)acetylJamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid
(37)

O
H3C\
N—CHj

|
N Ve
S(H NH
O
O N (@]
‘cH,

HN

Einwaage: 222 mg 17, 254 mg 15

Ausbeute: 178 mg (0.47 mmol) (47 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.65 (quint., 2H, 2J=7.0 Hz, CH,), 2.3 (s, 6H, 2 CH3), 2.45 (t, 2H,

(300 MHz) (DMSO d°) CHy), 3.16 (q, 2H, 3J=6.1 Hz, CHy), 3.76 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 4.46
(s, 2H, CH,) 5.57 (d, 1H, 3J=7.9 Hz, Uracil-H-5), 6.68 (d, 1H,
Pyrrol-H-3), 7.07 (d, 1H, *J=1.1 Hz, Pyrrol-H-5), 7.58 (d, 1H,
83=7.9 Hz, Uracil-H-6), 8.13 (t, 1H, NH), 10.16 (s, 1H, NH), 11.32
(s, 1H, Uracil-NH);

BC-NMR, & [ppm]: 26.65 (CH,), 36.33 (CHs), 36.82 (CH,), 44.58 (2 CH3), 50.0

(75 MHz) (DMSO o) (CH_), 58.1 (CH,), 100.77 (CH), 104.3 (CH), 117.91 (CH), 121.4
(Cy), 121.52 (C,), 123.42 (CH), 147.1 (CO), 151.4 (CO), 161.4
(CO), 164.16 (CO);

FD-MS: m/z (%): 377 (100)

Summenformel: C17H24NeOy4, 376.41
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IR (KBr, cm™): 3300, 3160, 3040, 2940, 2810, 1660, 1580, 1520, 1460, 1430,

14.2.15.7

Einwaage:

Ausbeute:

1400, 1350, 1220, 1150, 800, 760.

N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[3-(2,4-diox0-1,2,3,4-
tetrahydro-1-pyrimidinyl)propanoyl]lamino}-1H-2-pyrrol-

carboxamid (39)

o
)~ N
° z}\/n\/\/ .
Y
CH, ©

240 mg 28, 254 mg 15
121 mg (0.31 mmol) (31%), gelber Feststoff

Schmelzbereich:  140-145 °C
'H-NMR, & [ppm]: 1.6 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.18 (s, 6H, 2 CHs), 2.3 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d) 3J=7.0 Hz, CHy), 2.47 (t, 2H, CH,), 3.14 (q, 2H, %J=6.7 Hz, CH,),

3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.98 (t, 2H, 3J=7.6 Hz, CH,), 5.57 (d,
1H, “J=7.7 Hz, Uracil-H-5), 6.61 (d, 1H, *J=1.5 Hz, Pyrrol-H-3),
7.07 (s, 1H, Pyrrol-H-5), 7.41 (d, 1H, 3J=7.6 Hz, Uracil-H-6), 8.08
(t, 1H, 3J=5.3 Hz, NH), 9.85 (s, 1H, NH);

1BC-NMR, & [ppm]: 27.16 (CH,), 33.78 (CH,), 36.24 (CHs), 36.6 (CH,), 37.16 (CH>),
(75 MHz) (DMSO d°) 45.16 (2 CH3), 57.14 (CH,), 100.09 (CH), 103.62 (CH), 117.85

(CH), 122.04 (Cg), 123.25 (Cg), 140.91 (CH), 151.56 (CO),
161.43 (CO), 163.3 (CO), 167.15 (CO);

FD-MS: m/z (%): 392 (100)
Summenformel: C1gH26N60y4, 390.44
IR (KBr, cm'l): 3380, 3060, 2900, 2820, 2780, 1680, 1640, 1520, 1440, 1380,

1350, 1260, 1220, 1110, 780, 760, 610.
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Einwaage:

Ausbeute:

148

N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[3-(2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)propanoyllamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (40)

240 mg 28, 376 mg 16
138 mg (0.27 mmol) (27 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C
'H-NMR, & [ppm]: 1.67 (quint., 2H, 3J=7.3 Hz, CH,), 2.32 (s, 6H, 2 CHs), 2.5 (2 t,
(300 MHz) (DMSO d°) 4H, 2 CH,), 3.18 (q, 2H, 3J=6.6 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-

CHs), 3.81 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.01 (t, 2H, 3J=7.6 Hz, CH,), 5.58
(d, 1H, 3J=7.7 Hz, Uracil-H-5), 6.83 (2 d, 2H, Pyrrol-H-3+5), 7.13
(d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3"), 7.17 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-
57), 7.42 (d, 1H, 3J=7.7 Hz, Uracil-H-6), 7.94 (s, 1H, NH), 8.1 (t,
1H, NH), 9.87 (s, 1H, NH), 9.9 (s, 1H, NH);

BC-NMR, & [ppm]: 26.67 (CH,), 30.1 (CH,), 33.8 (CH,), 36.26 (CHs), 36.61 (CH3),
(75 MHz) (DMSO d) 36.85 (CH,), 44.55 (2 CHa), 56.64 (CH,), 100.1 (CH), 104.32

(CH), 104.54 (CH), 118.17 (CH), 118.51 (CH), 121.99 (Cy),
122.27 (Cy), 122.38 (Cy), 123.00 (Cg), 140.94 (CH), 151.58
(CO), 158.68 (CO), 161.7 (CO), 163.32 (CO), 167.31 (CO);

FD-MS: m/z (%): 513 (100)
Summenformel: C,4H3oNgOs5, 512.56
IR (KBr, cm'l): 3380, 2900, 1680, 1620, 1550, 1500, 1420, 1370, 1080, 780,

750, 600.
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14.2.15.9  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[4-(2,4-diox0-1,2,3,4-
tetrahydro-1-pyrimidinyl)butanoyl]lamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid

(43)

HN

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, 5 [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

H3C\
N—CHg

A NHﬁ
R
(0] N O

\
CHs

258 mg 32, 254 mg 15

142 mg (0.35 mmol) (35 %), gelber Feststoff

ab 150 °C Zersetzung

1.63 (quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CH,), 1.84 (quint., 2H, %J=7.2 Hz,
CH,), 2.22 (t, 2H, CHy), 2.26 (s, 6H, 2 CHs), 2.4 (t, 2H, 2J=7.0 Hz,
CH,), 3.15 (q, 2H, CHy), 3.67 (t, 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 3.75 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 5.53 (d, 1H, 3)=7.9 Hz, Uracil-H-5), 6.62 (d, 1H,
#J=1.9 Hz, Pyrrol-H-3), 7.06 (d, 1H, *J=1.9 Hz, Pyrrol-H-5), 7.61
(d, 1H, 33=7.9 Hz, Uracil-H-6), 8.07 (t, 1H, 3J=5.3 Hz, NH), 9.78
(s, 1H, NH), 11.23 (s, 1H, Uracil-NH);

24.97 (CHy), 27.12 (CHy), 32.61 (CH,), 36.24 (CHs), 37.0 (CH,),
45.01 (2 CHs), 47.42 (CH,), 56.85 (CH,), 101.21 (CH), 103.62
(CH), 117.82 (CH), 122.18 (C,), 123.21 (C), 145.96 (CH),
151.25 (CO), 161.46 (CO), 164.05 (CO), 168.79 (CO);

405 (100)

C19H28Ns04, 404.46

3410, 1660, 1620, 1520, 1450, 1390, 1280, 1110, 800, 620.

14.2.15.10 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)butanoyl]amino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (44)



o

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

A
H —
NH N\
H}(W NS ok,
(@] N O
‘oHs

150

CH
ch\N/ 3
O

HN

HN

O

258 mg 32, 376 mg 16

173 mg (0.33 mmol) (32.9 %), gelber Feststoff

> 250 °C

1.7 (quint., 2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 1.86 (quint., 2H, 3J=7.2 Hz,
CHy), 2.24 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CHy), 2.39 (s, 6H, 2 CHa), 2.57 (t,
2H, 3J=7.3 Hz, CH,), 3.18 (q, 2H, 2J=6.4 Hz, CH,), 3.7 (t, 2H,
3J=6.8 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-
CHs), 5.54 (d, 1H, 3J=7.8 Hz, Uracil-H-5), 6.83 (s, 2H, Pyrrol-H-
3+5), 7.13 (d, 1H, *3=1.4 Hz, Pyrrol-H-3"), 7.16 (d, 1H, *J=1.5 Hz,
Pyrrol-H-5"), 7.63 (d, 1H, 3J=7.9 Hz, Uracil-H-6), 8.11 (t, 1H,
3J=5.3 Hz, NH), 9.85 (s, 2H, 2 NH), 11.24 (d, 1H, “J=0.6 Hz,
Uracil-NH);

25.01 (CHy), 26.32 (CHy), 32.64 (CH,), 36.28 (CHs), 36.38 (CHs),
36.64 (CHy), 44.14 (2 CHs), 47.44 (CH,), 56.31 (CH,), 101.22
(CH), 104.25 (CH), 104.53 (CH), 118.22 (CH), 118.45 (CH),
122.24 (C,), 122.38 (Cy), 123.01 (Cy), 123.09 (C,), 145.98 (CH),
151.27 (CO), 158.69 (CO), 161.68 (CO), 164.09 (CO), 168.87
(CO);

528 (100)

C2sH34NgOs, 526.59

3420, 1660, 1560, 1530, 1450, 1420, 1380, 1340, 1250, 1090,
800, 770, 610.

14.2.16 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der
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Pyrrolcarboxamide mit Adeninalkancarbonsé&uren als

Strukturelementen 4

1.3 mmol der Adeninalkancarbonséure werden in 40 ml DMF suspendiert. 789 mg
(6.89 mmol) Pyridiniumchlorid werden in 20 ml DMF geldst und zu der Suspension
hinzugegeben. Die Mischung wird fuir 5 Minuten heftig geriihrt. Es entsteht eine
kolloidale bis klare Lésung, welche auf -20°C abgekuhlt wird. 1.2 mmol (0,1 ml)
Chlorameisensaureethylester werden ergénzt und man ruhrt die Mischung bei dieser
Temperatur fir 20 Minuten. Dann gibt man 1 mmol des Aminopyrrolderivates,
welches zuvor durch Reduktion der jeweiligen Nitroeinheit mit Pd (10%/ C) in 20 ml
DMF unter Wasserstoffatmosphare hergestellt wurde (s, 14.2.6.2, S. 128), und 1
mmol (129 mg) N,N-diisopropyl-ethylamin hinzu. Man ruhrt bei RT im Dunkeln fur

24 h.

AnschlieRend versetzt man den Reaktionsansatz mit 300 ml Chloroform, wéscht die
organische Phase mehrmals mit 10 %-iger NaOH- sowie anschliel3end geséttigter
NaCl-Lésung und trocknet Gber Na,SO,4. Das Trockenmittel wird abfiltriert, das Filtrat
eingedampft und das Produkt mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel MeOH-NH3
(97:3)) gereinigt.

14.2.16.1  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-{[(3-(6-amino-9H-9-
purinyl)propanoyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (47)

H HsC
/ N N
H CH
|
CHs ©
Einwaage: 270 mg 35, 254 mg 15
Ausbeute: 125 mg (0.3 mmol) (30.2 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 235 °C
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'H-NMR, & [ppm]:  1.69 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.45 (s, 6H, 2 CH3), 2.65 (t, 2H,

(300 MHz) (DMSO d) 3J=6.9 Hz, CH,), 2.84 (t, 2H, J=6.5 Hz, CHy), 3.17 (q, 2H, J=6.0
Hz, CH,), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.39 (t, 2H, 3J=6.5 Hz, CH,),
6.62 (d, 1H, Pyrrol-H-3), 7.06 (d, 1H, *J=1.1 Hz, Pyrrol-H-5), 7.19
(s, 2H, NH,), 8.0 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.1 (t, 1H, J=5.2 Hz, NH),
8.14 (s, 1H, Adenin H-2), 9.88 (s, 1H, NH);

1BC-NMR, & [ppm]: 26.19 (CH,), 35.48 (CH,), 36.28 (CHj3), 36.54 (CH,), 40.1 (CH,),

(75 MHz) (DMSO d) 44.01 (2 CHa), 56.20 (CHy), 103.73 (CH), 117.94 (CH), 119.02
(Cy), 121.87 (Cy), 123.16 (Cy), 141.26 (CH), 149.72 (C,), 152.68
(CH), 156.23 (C,), 161.56 (CO), 166.90 (CO);

FD-MS: m/z (%): 415 (100)

Summenformel: C19H27NoO2, 413.48

IR (KBr, cm™): 3380, 2910, 2700, 2070, 1620, 1510, 1420, 1390, 1100, 790,
760, 710, 610.

14.2.16.2  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-{[3-(6-amino-9H-9-purinyl)propanoylllJamino}-1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (48)

CHs “CH,
Einwaage: 270 mg 35, 376 mg 16
Ausbeute: 100 mg (0.19 mmol) (18.7 %)

Schmelzpunkt: 145 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.68 (quint., 2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 2.38 (s, 6H, 2 CHs), 2.6 (t,

(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.86 (t, 2H, %J=6.4 Hz, CH,), 3.18 (q, 2H,
3J=6.0 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-
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CHs), 4.4 (t, 2H, 3J=6.3 Hz, CHy), 6.8 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-
3), 6.83 (d, 1H, “J=1.6 Hz, Pyrrol-H-5), 7.12 (d, 1H, *J=1.5 Hz,
Pyrrol-H-37), 7.15 (d, 1H, “J=1.4 Hz, Pyrrol-H-57), 7.19 (s, 2H,
NH,), 8.0 (s, 1H, Adenin-H-8), 8.1 (t, 1H, 2J=3.0 Hz, NH), 8.15 (s,
1H, Adenin-H-2), 9.84 (s, 1H, NH), 9.93 (s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 26.18 (CH,), 35.44 (CH,), 36.56 (CHs3), 36.62 (CHs), 36.84 (CH,),

(75 MHz) (DMSO d) 40.1 (CHy), 44.1 (2 CHs), 57.1 (CH,), 104.01 (CH), 104.45 (CH),
117.8 (CH), 118.01 (CH), 118.56 (C), 121.89 (C), 122.47 (Cy),
123.06 (Cq), 123.15 (Cg), 141.2 (CH), 149.81 (C,), 152.74 (CH),
156.23 (Cy), 159.7 (CO), 161.3 (CO), 166.91 (CO);

FD-MS: m/z (%): 537 (100)

Summenformel: Cas5H33N1103, 535.6

IR (KBr, cm™): 3380, 3350, 2880, 2700, 2050, 1620, 1500, 1440, 1400, 1370,
1100, 790, 750, 600.

14.2.16.3  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-{[(4-(6-amino-9H-9-
purinyl)butanoyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (49)

NH, H3C\N/CH3
N
\
m Z N> ////
NH
H
See.
N\
o CH,
Einwaage: 288 mg 36, 254 mg 15
Ausbeute: 160 mg (0.37 mmol) (37.4 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 201 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.67 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.09 (quint., 2H, J=6.5 Hz,

(300 MHz) (DMSO o) CH,), 2.2 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CH,), 2.39 (s, 6H, 2 CHs), 2.57 (t, 2H,
3J=6.8 Hz, CH,), 3.18 (q, 2H, J=6.0 Hz, CH,), 3.75 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 4.16 (t, 2H, 3J=6.4 Hz, CH,), 6.63 (s, 1H, Pyrrol-H-
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3), 7.07 (s, 1H, Pyrrol-H-5), 7.2 (s, 2H, NH,), 8.08 (t, 1H, J=5.6
Hz, NH), 8.13 (s, 2H, Adenin-H-8+2), 9.79 (s, 1H, NH);

B3C-NMR, & [ppm]: 26.04 (CH,), 26.37 (CH,), 32.82 (CH,), 36.26 (CHs), 36.64 (CHy),

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

42.84 (CHy), 44.21 (2 CHs), 56.37 (CHy), 103.74 (CH), 117.89
(CH), 119.06 (Cy), 122.19 (Cy), 123.10 (Cy), 141.14 (CH), 149.88
(C,), 152.69 (CH), 156.28 (Cy), 161.60 (CO), 168.69 (CO);

429 (100)

CaoH20NgO2, 427.5

3380, 2910, 2700, 2070, 1620, 1510, 1450, 1420, 1380, 1100,
785, 760, 710, 640, 610.

14.2.16.4  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-

pyrrolyl]-4-{[4-(6-amino-9H-9-purinyl)butanoylllJamino}-1-methyl-

1H-2-pyrrol-carboxamid (50)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

/CH3
HsC—N
NH, HN
N O
AN
LY -
— N—
N NH X CHj3
§ AN
O
\ N,
9 CHj

288 mg 36, 376 mg 16

120 mg (0.22 mmol) (21.8 %), gelber Feststoff

ab 150 °C Zersetzung

1.66 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.1 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz,
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(300 MHz) (DMSO d) CHy), 2.21 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CH,), 2.32 (s, 6H, 2 CHa), 3.19 (t+q,
4H, 2 CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-CHy),
4.17 (t, 2H, 3J=6.6 Hz, CH,), 6.83 (s, 2H, NH,), 7.13 (d, 1H,
4J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3), 7.16 (d, 1H, “J=1.4 Hz, Pyrrol-H-5), 7.21
(s, 2H, Pyrrol-H-3"+5"), 8.09 (t, 1H, 3J=5.9 Hz, NH), 8.14 (s, 2H,
Adenin H-8+2), 9.85 (s, 2H, 2 NH);

1BC-NMR, & [ppm]: 26.05 (CH,), 26.7 (CH>), 32.84 (CH,), 36.26 (CHs), 36.39 (CHs),

(75 MHz) (DMSO d) 36.84 (CHy>), 42.86 (CH,), 44.57 (2 CH3), 56.65 (CHy), 104.22
(CH), 104.45 (CH), 118.16 (CH), 118.43 (CH), 119.08 (C,),
122.22 (Cg), 122.38 (Cg), 123.03 (Cy), 123.15 (Cy), 141.13 (CH),
149.9 (Cg), 152.7 (CH), 156.29 (C), 158.67 (CO), 161.62 (CO),
168.76 (CO);

FD-MS: m/z (%): 552 (100)

Summenformel: CoeH3sN1103, 549.63

IR (KBr, cm™): 3380, 2900, 1620, 1580, 1560, 1520, 1450, 1420, 1390, 1250,
1190, 1130, 1110, 1090, 1050, 790, 760, 640, 610.

14.2.17 2-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)essigsaureethylester 1%(51)

O

8 1

7 9 2
6 10 3
5 4
S(O\/CH\?

O

0.15 g (6.06 mmol) NaH (97 %) werden in 10 ml DMF suspendiert. Man gibt eine
Suspension von 1 g (5.12 mmol) Acridon in 20 ml DMF hinzu und lasst die Mischung
0.5 h bei RT rihren. Die Deprotonierung an N-10 ist an der auftretenden Fluoreszenz
zu erkennen. Man kuhlt auf 0°C, fugt 1.28 g (7.66 mmol) 2-Bromessigsaureethylester
sowie eine Spatelspitze Tetrabutylammoniumjodid hinzu und lasst 24 h bei RT

rihren. Der Reaktionsansatz wird in 25 ml kaltes Wasser gegossen. Den
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entstehenden Niederschlag filtriert man ab und trocknet ihn unter Vakuum. Eine

weitere Reinigung ist nicht notwendig.

Ausbeute: 1.2 g (4.27 mmol) (83.3 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 172 °C

H-NMR, & [ppm]:  1.23 (t, 3H, 2J=7.2 Hz, CHa), 4.21 (q, 2H, 3J=7.2 Hz, CH,), 5.4 (s,

(300 MHz) (DMSO d°) 2H, CHy), 7.35 (pt, 2H, 3)=7.4 Hz, Acridon-H), 7.65 (pd, 2H,
33J=8.6 Hz, Acridon-H-4+5), 7.8 (pt, 2H, 2J=7.1 Hz, Acridon-H),
8.35 (pd, 2H, J=7.9 Hz, Acridon-H-1+8)

FD-MS: m/z [%]: 283 (100)

Summenformel: C17H15sNO3, 281.31.

14.2.18 2-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)essigsaure **%(52)

O

L
S(OH

O

1.2 g (4.27 mmol) 51 werden in 200 ml heillem Ethanol geldst. Man gibt 4 ml 2M-
NaOH-L6sung hinzu und kocht die Mischung 25 Minuten unter Ruckfluf3. Nach ca. 20
Minuten féllt ein gelber Niederschlag aus. Zur Vervollstandigung der Fallung wird 30
min auf -20°C gekuhlt, der Niederschlag abfiltriert und mit Chloroform gewaschen.
Der Feststoff wird in 20 ml Wasser gel6st und mit 1M-HCI angeséuert. Der
entstehende Niederschlag wird wieder abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: 500 mg (1.97 mmol) (46.2 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, & [ppm]: 5.33 (s, 2H, CH), 7.35 (pt, 2H, 3J=7.5 Hz, Acridon-H), 7.66 (pd,

(300 MHz) (DMSO d°) 2H, 3J=8.7 Hz, Acridon-H-4+5), 7.81 (pt, 2H, 2J=8.3 Hz, Acridon-
H), 8.34 (pd, 2H, 3J=7.9 Hz, Acridon-H-1+8);
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FD-MS: m/z (%): 254 (100)
Summenformel: Ci5H11NO3, 253.25.

14.2.19 3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propionsaureethylester (53)

O
o O
e

2.8 g (15.46 mmol) 3-Brompropionsaureethylester werden in 20 ml DMF gel6st.

Man fugt 1 g (5.1 mmol) Acridon und 2.35 g (17.03 mmol) K,COg3 hinzu und rihrt 24 h
bei 90°C. Der Ansatz wird zur Trockne eingedampft. Die Reinigung erfolgt mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel PE-EA 1.5:1).

Ausbeute: 250.92 mg (0.84 mmol) (16.6 %)

Schmelzpunkt: 97 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.13 (t, 3H, 2J=7.1 Hz, CH3), 2.86 (t, 2H, 3J=7.5 Hz, CH,), 4.03

(300 MHz) (DMSO d) (q, 2H, 3J=7.2 Hz, CH,), 4.74 (t, 2H, 2J=7.5 Hz, CH,), 7.32 (m,
2H, Acridon-H), 7.82 (m, 4H, Acridon-H), 8.34 (m, 2H, Acridon-H-

1+8).
EI-MS: m/z (%): 296 (100)
Summenformel: C1gH17NOs.

14.2.20 4-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buttersdureethylester (55)
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o

0.15 g (6.06 mmol) NaH (97 %) werden in 10 ml DMF suspendiert. Man gibt eine
Suspension von 1 g (5.12 mmol) Acridon in 20 ml DMF hinzu und lasst die Mischung
0.5 h bei RT ruhren. Anschliel3end ergéanzt man 3 g (15.38 mmol) 4-
Brombuttersaureethylester und eine Spatelspitze Tetrabutylammoniumjodid und rihrt
2 Stunden bei 80°C. Das LM wird im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt mittels

Saulenchromatographie Uber basischem Aluminiumoxid (PE-EA 2:1).

Ausbeute: 270 mg (0.87 mmol) (17.1 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 93 °C

H-NMR, & [ppm]:  1.21 (t, 3H, 2J=7.1 Hz, CHs), 2.05 (quint., 2H, 3J=7.6 Hz, CHy)

(300 MHz) (DMSO d°) 2.65 (t, 2H, 3J=6.6 Hz, CHy), 4.1 (q, 2H, 3)=7.1 Hz, CHy), 4.47 (t,
2H, 3J=8.2 Hz, CH,), 7.34 (m, 2H, Acridon-H), 7.82 (m, 2H,
Acridon-Hgss), 7.93 (m, 2H, Acridon-H), 8.34 (m, 2H, Acridon-H-
1+8);

FD-MS: m/z (%): 309 (100)

Summenformel: C19H19NO3, 309.36

Elementaranalyse: Ber.: C 73,77 H 6,19 N 4,53
Gef.:C 73,42 H6,32 N4,91.

14.2.21 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridon-

propion und -butterséure durch Hydrolyse ihrer Ester

Durchfiihrung identisch mit der Vorschrift 14.2.14 (S. 137).
14.2.21.1 3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propionsaure (54)



Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

Summenformel:

159

OH

@)

guantitative Umsetzung, gelber Feststoff

> 250 °C

2.69 (t, 2H, 2J=6.2 Hz, CHy), 4.7 (t, 2H, ®J=7.6 Hz, CH,), 7.31
(m, 2H, Acridon-H), 7.83 (m, 4H, Acridon-H), 8.32 (m, 2H,
Acridon-H-1+8);

267 (100)

Ci16H13NO3, 267.28.

14.2.21.2 4-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)butterséure (56)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

EI-MS: m/z (%):

Summenformel:

O

guantitative Umsetzung, gelber Feststoff

193 °C

2.0 (quint., 2H, 3J=8.2 Hz, CH,), 2.57 (t, 2H, 3J=6.8 Hz, CH,),
4.47 (t, 2H, %3=8.3 Hz, CH,), 7.33 (m, 2H, Acridon-H), 7.83 (m,
2H, Acridon-H-4+5), 7.94 (m, 2H, Acridon-H), 8.34 (m, 2H,
Acridon-H-1+8);

281 (100)

C17H15NO3, 281.31.
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14.2.22 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der

Pyrrolcarboxamide mit Acridonalkancarbonséuren als

Strukturelementen

Durchfiihrung identisch mit Vorschrift 14.2.15 (S. 141).

14.2.22.1  N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[2-(9-0x0-9,10-dihydro-
10-acridinyl)acetyl]amino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (79)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, 5 [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

O

| HyG
(L X N
S(H NHﬁ
N
W
(@) N\ (@)
CHj

331 mg 52, 254 mg 15

250 mg (0.54 mmol) (54.4 %), gelber Feststoff

206-208 °C

1.68 (quint., 2H, J=6.7 Hz, CH,), 2.4 (s, 6H, 2 CH3), 2.6 (t, 2H,
3J=7.1 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, %J=6.3 Hz, CH,), 3.76 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 5.33 (s, 2H, CH,), 6.76 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 7.09 (s,
1H, Pyrrol-H-5), 7.35 (pt, 2H, 3)=7.5 Hz, Acridon-H), 7.65 (pd,
2H, 3J=8.8 Hz, Acridon-H-4+5), 7.79 (m, 2H, Acridon-H), 8.11 (t,
1H, 3J=5.1 Hz, NH), 8.35 (m, 2H, Acridon-H-1+8), 10.43 (s, 1H,
NH);

26.29 (CHy), 36.32 (CHgs), 36.58 (CHy), 44.13 (2 CHs), 49.14
(CHy), 56.26 (CH>), 104.08 (CH), 116.21 (2 CH), 118.12 (CH),
121.56 (Cg), 121.79 (2 CH), 121.95 (2 C,), 123.36 (Cy), 126.88 (2
CH), 134.38 (2 CH), 142.91 (2 Cg), 161.52 (CO), 164.48 (CO),
177.09 (CO);



FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):
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460 (100)

Ca6H20N503, 459.54

3350, 3200, 1570, 1470, 1440, 1380, 1350, 1270, 1220, 1160,
1090, 740, 660, 605.

14.2.22.2  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[2-(9-0x0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)acetyllamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (80)

H3C\|\KCH3

O

L ”N
o

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, & [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

H —
NH N\
SR oy
| Q
(@) N (@)
\CH3

331 mg 52, 376 mg 16

296.65 mg (0.51 mmol) (51.4 %), gelber Feststoff

212 °C

1.67 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.35 (s, 6H, 2 CHa), 2.5 (t, 2H,
3J=7.1 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, %J=6.4 Hz, CH,), 3.77 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-CHj3), 5.33 (s, 2H, CHy), 6.82 (d,
1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.97 (d, 1H, *J=1.6 Hz, Pyrrol-H-5),
7.15 (s, 2H, 2 Pyrrol-H), 7.35 (pt, 2H, 3)=7.4 Hz, Acridon-H), 7.65
(pd, 2H, 3J=8.8 Hz, Acridon-H-4+5), 7.79 (m, 2H, Acridon-H),
8.08 (t, 1H, 3J=5.5 Hz, NH), 8.35 (m, 2H, Acridon-H-1+8), 9.86 (s,
1H, NH), 10.48 (s, 1H, NH);

26.58 (CHy), 36.26 (CHs), 36.43 (CHa), 36.78 (CH,), 44.43 (2
CHs), 49.2 (CH,), 56.56 (CH,), 104.43 (CH), 104.56 (CH),
116.21 (2 CH), 118.16 (CH), 118.64 (CH), 121.6 (Cg), 121.78 (2
CH), 121.99 (2 Cg), 122.36 (C), 123.19 (Cy), 123.3 (Cy), 126.89
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(2 CH), 134.38 (2 CH), 142.93 (2 C,), 158.58 (CO), 161.65 (CO),
164.54 (CO), 177.11 (CO).

FD-MS: m/z (%): 582 (100)
Summenformel: CaoH35N704, 581.67
IR (KBr, cm'l): 3350, 3190, 1600, 1540, 1470, 1440, 1400, 1380, 1350, 1270,

14.2.22.3

Einwaage:

Ausbeute:

1220, 1120, 1070, 910, 790, 740, 650, 600.

N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[3-(9-0x0-9,10-dihydro-
10-acridinyl)propanoyllamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (81)

Ly
" N—
b, o

348 mg 54, 254 mg 15
280 mg (0.59 mmol) (59,1 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C
'H-NMR, 3 [ppm]: 1.68 (quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CH,), 2.38 (s, 6H, 2 CHs), 2.57 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d°) 3J=6.4 Hz, CH,), 2.85 (t, 2H, J=7.2 Hz, CHy), 3.18 (q, 2H, 3J=6.3

Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.78 (t, 2H, %J=7.1 Hz, CH,),
6.67 (d, 1H, “J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3), 7.15 (d, 1H, *J=1.4 Hz,
Pyrrol-H-5), 7.35 (pt, 2H, 3J=7.3 Hz, Acridon-H), 7.86 (m, 4H,
Acridon-H), 8.1 (t, 1H, NH), 8.35 (m, 2H, Acridon-H-1+8), 10.02
(s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 26.46 (CH,), 33.96 (CH,), 36.36 (CH3), 36.7 (CH,), 42.53 (CH,),
(75 MHz) (DMSO d) 44.3 (2 CHs), 56.43 (CH,), 103.72 (CH), 116.03 (2 CH), 118.03

(CH), 121.74 (2 CH), 121.98 (2 Cy), 123.25 (2 Cy), 127.12 (2



FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):
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CH), 134.61 (2 CH), 141.76 (2 C,), 161.53 (CO), 167.17 (CO),
176.84 (CO).

474.4 (100)

Co7H31NsO3, 473.57

3400, 1610, 1590, 1570, 1480, 1440, 1390, 1360, 1280, 1170,
1100, 750, 670.

14.2.22.4  N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[3-(9-0x0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)propanoyl]amino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (82)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

348 mg 54, 376 mg 16

290 mg (0.49 mmol) (48.7 %), gelber Feststoff

190-200 °C

1.69 (quint., 2H, 3J=7.1 Hz, CH,), 2.4 (s, 6H, 2 CH3), 2.58 (t, 2H,
3J=6.9 Hz, CH,), 2.87 (t, 2H, J=7.0 Hz, CH,), 3.2 (q, 2H, 3J=6.3
Hz, CHy), 3.79 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 3.83 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 4.79
(t, 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 6.85 (d, 1H, *J=1.8 Hz, Pyrrol-H-3), 6.87
(d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-5), 7.17 (d, 1H, *J=1.8 Hz, Pyrrol-H-
3), 7.21 (d, 1H, *J=1.6 Hz, Pyrrol-H-5"), 7.35 (pt, 2H, 3J=7.0 Hz,
Acridon-H), 7.86 (m, 4H, Acridon-H), 8.1 (t, 1H, 5.7 Hz, NH), 8.35
(m, 2H, Acridon-H-1+8), 9.87 (s, 1H, NH), 10.07 (s, 1H, NH);
26.51 (CHy), 33.99 (CHy), 36.29 (CHa), 36.48 (CHs), 36.73 (CH,),
42.54 (CH,), 44.36 (2 CHa), 56.49 (CH,), 104.23 (CH),
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104.5 (CH), 116.04 (2 CH), 118.22 (CH), 118.58 (CH), 121.74 (2
CH), 121.98 (2 Cy), 122.35 (2 Cy), 123.15 (2 Cy), 127.13 (2 CH),
134.62 (2 CH), 141.78 (2 C,), 158.63 (CO), 161.67 (CO), 167.24
(CO), 176.84 (CO);

FD-MS: m/z (%): 596.3 (100)

Summenformel: Cs3H37N7O4, 595.7

IR (KBr, cm™): 3350, 1620, 1570, 1480, 1440, 1420, 1390, 1360, 1270, 1250,
1160, 1100, 750, 660, 610.

14.2.22.5 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[4-(9-0x0-9,10-dihydro-
10-acridinyl)butanoyllamino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (83)

o
|
LI
N—CHs
N\EH
(0] N (@]

\

CHs
Einwaage: 365 mg 56, 254 mg 15
Ausbeute: 300 mg (0.62 mmol) (61.5 %), gelber Feststoff

Schmelzbereich:  140-145 °C

'H-NMR, 3 [ppm]: 1.67 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.08 (quint., 2H, CH>), 2.32 (s,

(300 MHz) (DMSO o) 3H, 2 CHs), 2.5 (t, 2H, CH,), 2.58 (t, 2H, 2J=6.2 Hz, CH,), 3.19
(0, 2H, 23=6.0 Hz, CH,), 3.79 (s, 3H, Pyrrol-CHzs), 4.51 (t, 2H,
3J=8.0 Hz, CHy), 6.71 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H-
5), 7.34 (pt, 2H, 3J=7.4 Hz, Acridon-H), 7.84 (pt, 2H, J=7.3 Hz,
Acridon-H), 7.97 (pd, 2H, 3J=8.6 Hz, Acridon H-4+5), 8.14 (t, 1H,
NH), 8.35 (pd, 2H, 3J=7.9 Hz, Acridon-H1.g), 9.92 (s, 1H, NH);

1BC-NMR, 5 [ppm]: 22.58 (CH,), 26.67 (CH,), 32.01 (CH,), 36.3 (CHs), 37.02 (CH,),



(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

165

44.58 (2 CHs), 45.39 (CH,), 56.68 (CHy), 104.12 (CH), 116.21 (2
CH), 117.95 (CH), 121.61 (2 CH), 121.89 (2 C,), 122.17 (Cy),
123.29 (C,), 127.06 (2 CH), 134.57 (2 CH), 141.86 (2 Cy), 161.55
(CO), 169.28 (CO), 176.81 (CO);

488.3 (100)

Ca2gH33NsO3, 487.6

3200, 3000, 2880, 1600, 1570, 1500, 1460, 1440, 1420, 1370,
1350, 1260, 1240, 1160, 1120, 1080, 1020, 910, 730, 660, 590.

14.2.22.6 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(9-0x0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)butanoyl]amino}-1H-2-pyrrol-carboxamid (84)

CH
HaCe
0
O ‘ HN
0
H H Q
0
(0] N 0]
\
CH3

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

365 mg 56, 376 mg 16

290 mg (0.48 mmol) (47.5 %), gelber Feststoff

> 250 °C

1.67 (quint., 2H, CHy), 2.09 (quint., 2H, CH,), 2.37 (s, 6H, 2 CHj3),
2.59 (2t, 4H, 2 CHy), 3.2 (g, 2H, 6.3 Hz, CHy>), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-
CHs), 3.85 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.53 (t, 2H, 2J=7.7 Hz, CH,), 6.86
(d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.92 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-
5), 7.18 (d, 1H, *J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3"), 7.21 (d, 1H, Pyrrol-H-5),
7.34 (pt, 2H, 3J=7.4 Hz, Acridon-H), 7.84 (pt, 2H, J=7.0 Hz,
Acridon-H), 7.99 (pd, 2H, 3J=8.8 Hz, Acridon-H-4+5), 8.1 (t, 1H,



13C-NMR, 3 [ppm]:

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

166

3J=5.5 Hz, NH), 8.36 (pd, 2H, 3J=8.2 Hz, Acridon-H-1+8), 9.88 (s,
1H, NH), 9.96 (s, 1H, NH);

22.59 (CHy), 26.58 (CHy), 32.03 (CHy), 36.28 (CHj3), 36.44 (CHg),
36.78 (CHy), 44.41 (2 CHa), 45.4 (CHy), 56.53 (CH,), 104.4 (CH),
104.5 (CH), 116.23 (2 CH), 118.21 (CH), 118.54 (CH), 121.62 (2
CH), 121.91 (2 Cy), 122.22 (Cy), 122.4 (Cy), 123.13 (2 Cy),
127.07 (2 CH), 134.59 (2 CH), 141.87 (2 C), 158.69 (CO),
161.65 (CO), 169.36 (CO), 176.81 (CO);

610.3 (100)

C34H39N7O4, 609.72

3360, 3220, 2900, 1610, 1570, 1480, 1440, 1420, 1380, 1360,
1340, 1280, 1250, 1190, 1160, 1080, 920, 800, 750, 660.
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14.2.23 3-(9-Acridinyl)propionséaure [°® (64)

1.7 g (10 mmol) Diphenylamin, 3.55 g (30 mmol) Bernsteinséure und 2 g (50 mmol)
Zinkchlorid werden gemischt und bei 230°C 24 h erhitzt. Man erganzt anschlielRend
50 ml 20 %ige H,SO,4-Losung und kocht weitere 4 h unter Rickfluss. Man lasst
abkihlen und filtriert den schwarzen Rickstand ab. Das Filtrat wird mit 25 %iger
NHs-Losung neutralisiert und bis zur Trockne eingedampft. Die Isolierung des

Produktes erfolgt mittels Sdulenchromatographie (MeOH-EA (1:4)).

Ausbeute: 630 mg (2.5 mmol) (25.1 %), leuchtend griiner Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C (lit. [66]: 300 °C)

'H-NMR, & [ppm]: 2.65 (t, 2H, 2J=8.0 Hz, CH,), 3.9 (t, 2H, 3J=7.85 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO d°) 7.64 (pt, 2H, Acridin-H-2+7), 7.84 (pt, 2H, Acridin-H-3+6), 8.14
(pd, 3J=8.6 Hz, 2H, Acridin-H-4+5), 8.38 (pd, 2H, 3J=8.6 Hz,
Acridin-H-1+8), 12.13 (s, 1H, COOH);

BBC-NMR, 3 [ppm]: 22.61 (CHy), 35.29 (CH,), 124.57 (CH), 124.92 (CH), 126.37 (2
CH), 130.16 (2 CH), 130.4 (2 CH), 142.3 (C), 145.45 (2 Cy),
148.4 (2 Cy), 173.74 (COOH);

EI-MS: m/z (%): 250.9 (100)

Summenformel: C16H13NO2, 251.28.
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14.2.24 4-(5H-Dibenzo[b,flazepin-5-yl)buttersaure (66)

O A0

0.15 g (6.06 mmol) NaH (97 %) werden in 10 ml DMF suspendiert. Man gibt eine
Suspension von 1 g (5.17 mmol) Iminostilben in 20 ml DMF hinzu und lasst 0.5 h
rihren. Dann erganzt man 3 g (15.38 mmol) 4-Brombuttersaureethylester und eine
Spatelspitze Tetrabutylammoniumjodid und ruhrt 48 h bei 120°C. Reinigung erfolgt
mittels Saulenchromatographie tber Kieselgel (PE-EA (8:1)).

Der entstehende 4-(5H-dibenzo[b,flazepin-5-yl)buttersaureethylester wird ohne
Aufreinigung als Rohprodukt der Hydrolyse unterzogen.

Hierzu I6st man den Ester (ca. 300 mg, 0.98 mmol) in 50 ml Ethanol, figt 5 ml 2M-
NaOH-L6sung hinzu und ruhrt 12 h bei RT. Nach kompletter Umsetzung (Kontrolle
mittels DC: Kieselgel PE-EA (8:1)) wird die L6sung mit 1M-HCI angesauert und der

entstehende Niederschlag abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: 200 mg (0.72 mmol) (13.8 %), gruner Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, 3 [ppm]:  1.63 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.24 (t, 2H, 3J=7.1 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO d°) 3.68 (t, 2H, 3J=6.7 Hz, CHy), von 6.69-7.35 (m, 10 H,
Iminostilben-H);

13C-NMR, & [ppm]: 22.71 (CH,), 30.87 (CH,), 49.02 (CH,), 120.74 (2 CH), 123.55 (2

(75 MHz) (DMSO d°) CH), 129.26 (4 CH), 132.29 (2 CH), 133.68 (2 C), 150.73 (2 Cy),
174.64 (CO);

FD-MS: m/z (%):  279.5 (100)

Summenformel: CigH17NO,, 279.33.
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N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-{[4-(5H-dibenzo[b,flazepin-5-yl)butanoyl]amino}-1-
methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (85)

Durchfihrung: analog zu 14.2.15 (S. 141)

Einwaage:

Ausbeute:

182 mg (0.65 mmol) 67, 188 mg (0.5 mmol) 16, 0.6 mmol (0.05
ml) Chlorameisenséureethylester
60 mg (0.1 mmol) (20 %), griiner Feststoff

Schmelzpunkt: > 250 °C
'H-NMR, & [ppm]: 1.67 (2 quint., 4H, 2 CH,), 2.29 (s, 6H, 2 CHs), 2.44 (t, 2H, CH,),
(300 MHz) (DMSO d°) 3.18 (g/t, 4H, 2 CHy), 3.72 (t, 2H, 3J=7.0 Hz, CHy), 3.77 (s, 6H, 2

Pyrrol-CHg), 6.75 (s, 2H, Pyrrol-H-3+5), 6.81 (s, 2H, Pyrrol-H-
3'+5), 6.93-7.35 (m, 10H, Iminostilben-H), 8.1 (t, 1H, NH), 9.73
(s, 1H, NH), 9.82 (s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 23.53 (CH,), 26.84 (CH,), 32.87 (CHy), 36.26 (CHs), 36.34 (CHs),
(75 MHz) (DMSO d°) 36.94 (CHy), 44.75 (2 CHj3), 49.5 (CH,), 56.8 (CH,), 104.23 (CH),

104.4 (CH), 118.12 (2 CH), 118.34 (2 CH), 120.72 (C,), 122.28
(Cq), 122.97 (Cy), 123.18 (Cy), 123.54 (2 CH), 129.25 (4 CH),
132.33 (2 CH), 133.67 (2 Cy), 150.82 (2 Cy), 158.66 (CO), 161.6
(CO), 169.53 (CO);

FD-MS: m/z [%]: 608.2 (100)
Summenformel: C35H41N7O3, 607.75
IR (KBr, cm'l): 3270, 2940, 1640, 1580, 1520, 1460, 1430, 1400, 1250, 1200,

1140, 1040, 760.
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14.2.26 4-(1,3-Dioxo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-
yl)buttersaureethylester ! (76)

0.3 g (12.12 mmol) NaH (97 %) und 1 g (5.07 mmol) Naphthalimid werden in 5 ml
DMF bei 0°C fur 20 Minuten gerihrt. 2.93 g (15.03 mmol) 4-Brombuttersaure-
ethylester werden zugesetzt und die Mischung fur 24 h bei RT gerihrt. DC-Kontrolle

erfolgt auf Kieselgel-Platten (Hexan-Diethylether (1:1)).

Man versetzt die Mischung mit Wasser und extrahiert 3 mal mit Diethylether . Die

Etherphase, in der jetzt nur noch das Produkt und 4-Brombuttersdureethylester

gelost ist, wird einrotiert und mit 40 ml Ethanol versetzt. Hierbei 16st sich das Edukt,

das Produkt bleibt unléslich und kann abfiltriert werden. Eine weitere Reinigung ist

nicht erforderlich.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:

Elementaranalyse:

1 g (3.21 mmol) (32.1 %), farblose Nadeln

90 °C

1.1 (t, 3H, %J=7.2 Hz, CHs), 1.9 (quint., 2H, 3J=7.2 Hz, CH,),
2.36 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CH,), 3.91 (q, 2H, %J=7.1 Hz, CH,), 4.08
(t, 2H, 3J=6.8 Hz, CH,), 7.83 (pt, 2H, Naphthalimid-H-5+8), 8.42
(m, 4H, Naphthalimid-H-4+6+7+9);

14.31 (CHs), 23.18 (CHy), 31.51 (CHy), ein Signal Uberlagert von
DMSO-Peak, 60.04 (CH,), 122.39 (2 C,), 127.46 (2 CH), 127.69
(Cy), 130.93 (2 CH), 131.55 (C,), 134.53 (2 CH), 163.84 (2 CO),
172.83 (CO);

312 (100)

Ci1gH17NO,, 311.33

Ber.: C 69,44 H550 N 4,50
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Gef.: C 69,11 H5,39 N4,71.

14.2.27 4-(1,3-Dioxo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,elisochinolin-2-
yl)buttersaure ! (78)

O] (@]

OH

780 mg (2.51 mmol) 76 werden in 21.5 ml 15%iger HCI-Losung suspendiert und 6 h
unter Ruckfluss erhitzt. DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE-EA (1:1)). Der
Feststoff wird abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: guantitative Umsetzung, farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 185 °C

'H-NMR, & [ppm]: 1.88 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.3 (t, 2H, 3J=7.4 Hz, CH,),

(300 MHz) (DMSO d°) 4.07 (q, 2H, 3J=6.9 Hz, CHy), 7.84 (pt, 2H, Naphthalimid-H-5+8),
8.44 (m, 4H, Naphthalimid-H-4+6+7+9);

FD-MS: m/z (%): 284 (100)

Summenformel: C16H13NO4, 283.28

Elementaranalyse: Ber.: C 67,84 H 4,63 N 4,94
Gef.:C 68,11 H4,67 NA4,93.

14.2.28 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der
Pyrrolcarboxamide mit Naphthalimidbuttersaure als
Strukturelement

Durchfuhrung identisch mit der Vorschrift 14.2.15 (S.141).
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14.2.28.1 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-
benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-

carboxamid (86)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, & [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

H3C\
O (0] N—CHs;
H H//J
A\
\ Q
(0] N\ (0]
CHj3

370 mg 78, 254 mg 15

170 mg (0.35 mmol) (34.7 %), gelber Feststoff

125 °C

1.63 (quint., 2H, 3J=6.8 Hz, CH>), 1.94 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz,
CHy), 2.21 (s, 6H, 2 CH3), 2.31 (2t, 4H, 2 CH,), 3.17 (q, 2H,
33=6.0 Hz, CH,), 3.7 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.08 (t, 2H, 2J=6.9 Hz,
CHy,), 6.56 (d, 1H, Pyrrol-H-3), 6.94 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.82 (pt,
2H, Naphthalimid-H-5+8), 8.04 (t, 1H, NH), 8.43 (m, 4H,
Naphthalimid-H-4+6+7+9), 9.73 (s, 1H, NH);

24.15 (CHy), 27.02 (CHy), 33.66 (CH,), 36.18 (CHj3), 37.11
(CH,), ein Signal Uberlagert von DMSO-Peak, 45.0 (2 CHs),
57.01 (CH,), 103.48 (CH), 117.65 (CH), 122.2 (Cy), 122.4 (2 Cy),
123.12 (Cq), 127.45 (2 CH), 127.72 (Cy), 131.0 (2 CH), 131.56
(Cq), 134.52 (2 CH), 161.44 (CO), 163.81 (2 CO), 169.02 (CO);
489.9 (100)

C27H31Ns504, 489.57

3330, 2950, 1650, 1630, 1590, 1520, 1460, 1440, 1340, 1240,
1200, 1170, 1160, 1030, 970, 930, 850, 780, 670.
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14.2.28.2 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-

benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-1-

methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (87)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, & [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

Summenformel:

H3C\|\KCH3

o HN

(0]
H —
H

NN

| W CH3
(@] N\ (e}
CHjy

370 mg 78, 376 mg 16

190 mg (0.31 mmol) (31.1 %), gelber Feststoff

165 °C

1.62 (quint., 2H, J=7.0 Hz, CHy), 1.95 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz,
CHy), 2.21 (s, 6H, 2 CH3), 2.31 (2t, 4H, 2 CHy), 3.17 (q, 2H,
3J=6.0 Hz, CH,), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-
CHs), 4.11 (t, 2H, J=6.8 Hz, CH,), 6.78 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 6.81
(s, 1H, Pyrrol-H-5), 6.99 (s, 1H, Pyrrol-H-3"), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-
H-57), 7.84 (pt, 2H, 2J=7.6 Hz, Naphthalimid-H-5+8), 8.06 (t, 1H,
NH), 8.45 (m, 4H, Naphthalimid-H-4+6+7+9), 9.79 (s, 1H, NH),
9.82 (s, 1H, NH);

24.17 (CHy), 27.14 (CHy), 33.68 (CHy), 36.24 (CHj3), 36.32 (CHy),
37.14 (CHy), ein Signal uberlagert von DMSO-Peak, 45.09 (2
CHj3), 57.05 (CHy), 104.13 (CH), 104.35 (CH), 118.09 (CH),
118.3 (CH), 122.27 (Cy), 122.37 (2 Cy), 122.44 (Cy), 122.91 (Cy),
123.22 (Cy), 127.48 (2 CH), 127.75 (Cy), 131.02 (2 CH), 131.6
(Cy), 134.53 (2 CH), 158.64 (CO), 161.54 (CO), 163.84 (2 CO),
169.09 (CO);

613.1 (100)

Cs3H37N7Os, 611.7
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IR (KBr, cm™): 3300, 2940, 1650, 1590, 1530, 1430, 1400, 1385, 1235, 1140,
1100, 1045, 780.

14.2.29 5-Nitro-2,3-dihydro-1H-benzo[d,elisochinolin-1,3-dion ! (74)

T

O O

4.48 g (18.42 mmol) 3-Nitro-naphthalsaureanhydrid werden in 75 ml DMF
suspendiert und anschlie3end mit 80 ml NH; (26 %) versetzt. Man ruhrt 12 h bei
200°C unter Ruckfluss. DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE-EA (3:1)). Der
Feststoffanteil wird abfiltriert. Hierbei handelt es sich um das Produkt in

ausreichender Reinheit.

Ausbeute: 3.57 g (14.74 mmol) (80 %), rosafarbener Feststoff
Schmelzpunkt: > 250 °C

EI-MS: m/z (%): 242.7 (100)

Summenformel: C12HsN>Oy, 242.19.

14.2.30 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-
yl)buttersaureethylester Y (75)

O

O O
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1.26 g (5 mmol) 74 werden mit 0.32 g (12.93 mmol) NaH (97 %) versetzt und in 20 ml
DMF suspendiert. Man lasst 30 min rihren; hierbei entsteht eine rosa Farbung. Dann
fugt man 3 g 4-Brombuttersaureethylester (15.38 mmol) hinzu und lasst 24 h bei RT
rihren. DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE-EA (3:1)). Nach kompletter
Umsetzung wird das LM eingedampft und der Ruckstand in 40 ml Ethanol
suspendiert. Der unlésliche Anteil wird abfiltriert und getrocknet. Es handelt sich um

das Produkt in ausreichender Reinheit.

Ausbeute: 1.6 g (4.49 mmol) (89.8 %), rotbrauner Feststoff

Schmelzpunkt: 157 °C (Zersetzung)

'H-NMR, & [ppm]: 1.11 (t, 3H, 3J=7.1 Hz, CH3), 1.91 (q, 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.38

(300 MHz) (DMSO d) (t, 2H, 3J=7.2 Hz, CHy), 3.95 (q, 2H, J=7.0 Hz, CH,), 4.07 (t, 2H,
3J=6.6 Hz, CH,), 8.01 (pt, 1H, Naphthalimid-H-8), 8.62 (pd, 1H,
Naphthalimid-H-9), 8.72 (pd, 1H, Naphthalimid-H-7), 8.87 (ps,
1H, Naphthalimid-H-4), 9.42 (ps, 1H, Naphthalimid-H-6);

EI-MS: m/z (%): 356.9 (100)

Summenformel: Ci1sH16N206, 356.33.

14.2.31 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-
ylbuttersaure 8 (77)

| I NO,
o o
OH
o}

1 g (2.81 mmol) 75, 28 ml THF, 14 ml H,O und 142 mg (3.37 mmol) LiOH-
Monohydrat werden 16 Stunden bei RT gerihrt. Bei erfolgter Umsetzung (DC:
Kieselgel PE-EA (3:1)) wird mit 1M HCI-Lésung neutralisiert und der entstehende

Niederschlag abfiltriert. Es handelt sich um das Produkt in ausreichender Reinheit.
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guantitative Umsetzung, ockerfarbener Feststoff

Schmelzpunkt: ab 200 °C Zersetzung
'H-NMR, 3 [ppm]: 1.88 (g, 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.31 (t, 2H, 3J=7.3 Hz, CH,), 4.07
(300 MHz) (DMSO d°) (t, 2H, 2J=6.7 Hz, CH,), 8.0 (pt, 1H, Naphthalimid-H-8), 8.61 (pd,

1H, Naphthalimid-H-9), 8.71 (pd, 1H, Naphthalimid-H-7), 8.86
(ps, 1H, Naphthalimid-H-4), 9.4 (ps, 1H, Naphthalimid-H-6);

EI-MS: m/z (%): 328 (100)
Summenformel: Ci6H12N206, 328.28
Elementaranalyse: Ber.: C 58,54 H 3,68 N 8,53

14.2.32

Gef.:C58,80 H3,71 N 8,44.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der
Pyrrolcarboxamide mit 5-Nitro-naphthalimidbuttersure als

Strukturelement

Durchfuhrung identisch mit der Vorschrift 14.2.15 (S. 141).

14.2.32.1

Einwaage:

Ausbeute:

N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-{[4-(5-nitro-1,3-diox0-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyl]lamino}-1-methyl-1H-2-
pyrrol-carboxamid (88)

H3C\

427 mg 77, 254mg 15
185 mg (0.35 mmol) (34.6 %), rotbrauner Feststoff



Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, & [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:

177

ab 158 °C (Zersetzung)

1.62 (quint, 2H, 3J=6.8 Hz, CH.), 1.98 (quint., 2H, 3J=6.3 Hz,
CH,), 2.26 (s, 6H, 2 CH3), 2.29 (t, 2H, CHy), 2.4 (t, 2H, %J=6.9
Hz, CH;), 3.14 (q, 2H, CH,), 3.6 (s, 3H, Pyrrol-CHy), 4.1 (t, 2H,
CHy), 6.41 (d, 1H, Pyrrol-H-3), 6.67 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.96 (m,
2H, Naphthalimid-H-8+NH), 8.58 (pd, 1H, Naphthalimid-H-9),
8.67 (pd, 1H, Naphthalimid-H-7), 8.84 (ps, 1H, Naphthalimid-H-
4), 9.35 (ps 1H, Naphthalimid-H-6), 9.69 (s, 1H, NH);

23.51 (CHy), 26.8 (CH>), 33.54 (CHy), 36.09 (CH3), 37.03 (CH>),
ein Signal Gberlagert von DMSO-Peak, 44.81 (2 CH3), 56.87
(CHy), 103.18 (CH), 117.31 (CH), 122.18 (Cy), 122.86 (2 Cy),
122.99 (CH), 124.21 (Cg), 129.31 (CH), 129.62 (CH), 129.79
(Cq), 131.01 (Cy), 134.08 (CH), 136.3 (CH), 145.85 (C), 161.31
(CO), 162.67 (CO), 163.11 (CO), 168.9 (CO);

536 (100)

C27H30N6O6, 534.57

IR (FT, cm™):3420, 2940, 1670, 1590, 1540, 1490, 1330, 1250, 1210, 1090, 1010,

970, 850, 810, 750.

14.2.32.2 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-{[4-(5-nitro-1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-



178

benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-1-

methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (89)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:

CH
o HN
0]
H —
H
NN
N\®/< CH3
(0] N O

427 mg 77, 376 mg 16

80 mg (0.21 mmol) (21.2 %), rotbrauner Feststoff

161-185 °C

1.68 (quint., 2H, 3J=6.8 Hz, CH,), 2.0 (quint., 2H, J=7.0 Hz,
CHy), 2.34 (s+t, 8H, 2 CH3+CHy), 3.19 (g+t, 4H, 2 CH,), 3.68 (s,
3H, Pyrrol-CHj3), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 4.18 (t, 2H, CH,), 6.67
(s, 1H, Pyrrol-H-3), 6.8 (s, 1H, Pyrrol-H-5), 6.82 (s, 1H, Pyrrol-H-
3’), 7.15 (s, 1H, Pyrrol-H-57), 7.99 (pt, 1H, Naphthalimid-H-8),
8.09 (t, 1H, NH), 8.62 (pd, 1H, Naphthalimid-H-9), 8.69 (pd, 1H,
Naphthalimid-H-7), 8.89 (ps, 1H, Naphthalimid-H-4), 9.39 (ps,
1H, Naphthalimid-H-6), 9.74 (s, 1H, NH), 9.76 (s, 1H, NH);
23.65 (CHy), 26.64 (CHy), 33.59 (CH,), 36.25 (2 CH3), 36.88
(CH,), ein Signal tberlagert von DMSO-Peak, 44.51 (2 CHy),
56.61 (CH,), 103.94 (CH), 104.48 (CH), 118.03 (CH), 118.18
(CH), 122.25 (2 Cy), 122.4 (2 Cy), 122.97 (Cy), 123.08 (CH),
124.36 (Cg), 129.36 (CH), 129.72 (CH), 129.92 (C,), 131.09 (Cy),
134.14 (CH), 136.37 (CH), 145.99 (C,), 158.57 (CO), 161.63
(CO), 162.75 (CO), 163.2 (CO), 169.04 (CO);

658.3 (100)

C33H36NgO7, 656.69
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IR (FT, cm™): 3350, 3100, 2960, 1700, 1660, 1600, 1540, 1460, 1430, 1400,
1340, 1330, 1245, 1210, 1140, 1110, 1060, 785, 760, 670.

14.2.33 9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracensulfonsaurechlorid #* (100c)

Vorschrift und physikalische Daten: s.Dissertation Hotzel

Ausbeute: 1.1 g (3.59 mmol) (90.8 %), gelber Feststoff

14.2.34 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der mit BOC-
geschitzten GABA-und B-Alanin-funktionalisierten Monopyrrol-

und Bispyrrol-carboxamide
Durchfiihrung identisch mit der Vorschrift 14.2.15 (S. 141).
14.2.34.1 tert.-Butyl N-(4-{[5-({[3-(dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolylJamino}-4-oxobutyl)carbamat (101a)
HC CH
3)< 3 o
H3C 0’44
H
N’\/>fn Hs(%
H N~cH
° Z}\(N\/\/ 3
| \
e}

CH3j



Einwaage:

Ausbeute:

180

265 mg BOC-GABA, 254 mg 15
290 mg (0.71 mmol) (70.8 %), ockerfarbener Feststoff

Schmelzbereich: 125-130 °C
'H-NMR, & [ppm]:  1.35 (s, 9H, 3 CH3), 1.62 (2 quint., 4H, 2 CH,), 2.2 (t, 2H, CH>),
(300 MHz) (DMSO d°) 2.27 (s, 6H, 2 CH3), 2.37 (t, 2H, 3J=6.9 Hz, CHy), 2.91 (q, 2H,

3J=6.3 Hz, CH,), 3.16 (g, 2H, %J=6.1 Hz, CH,), 3.76 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 6.63 (d, 1H, 43=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.84 (t, 1H,
NH), 7.07 (d, 1H, “J=1.6 Hz, Pyrrol-H-5), 8.07 (t, 1H, 3J=5.3 Hz,
NH), 9.73 (s, 1H, NH);

13C-NMR, 3 [ppm]: 26.16 (CH,), 27.0 (CH,), 28.57 (3 CHs), 33.39 (CH,), 36.22
(75 MHz) (DMSO d°) (CHa), 37.07 (2 CHy), 44.96 (2 CH3), 56.97 (CHy), 77.76 (Cy),

103.6 (CH), 117.74 (CH), 122.26 (Cg), 123.22 (Cg), 155.9 (CO),
161.47 (CO), 169.37 (CO);

EI-MS: m/z (%): 409.6 (100)
Summenformel: CooH3sNs04, 409.52.

14.2.34.2

Einwaage:

Ausbeute:

tert.-Butyl N-(4-{[5-({[3-(dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolylJamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolylJamino}-4-oxobutyl)carbamat (103a)

H3C CH3

HaC o"« “\—CHa
H H //)
N NH

265 mg BOC-GABA, 376 mg 16
320 mg (0.6 mmol) (60.2 %), ockerfarbener Feststoff

Schmelzbereich: 160-170 °C
'H-NMR, & [ppm]: 1.36 (s, 9H, 3 CHs), 1.63 (2 quint., 4H, 2 CH,), 2.21 (t, 2H, CH,),
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(300 MHz) (DMSO o) 2.23 (s, 6H, 2 CHs), 2.35 (t, 2H, 3J=7.0 Hz, CH,), 2.93 (q, 2H,
3J=6.4 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, J=6.4 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H,
Pyrrol-CHy), 3.8 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 6.8 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 6.84
(d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-5), 7.13 (d, 1H, *J=1.7 Hz, Pyrrol-H-
3, 7.16 (d, 1H, *J=1.8 Hz, Pyrrol-H-5"), 8.07 (t, 1H, 3J=5.4 Hz,
NH), 9.78 (s, 1H, NH), 9.84 (s, 1H, NH);

3C-NMR, & [ppm]: 26.19 (CH,), 27.12 (CH,), 28.57 (3 CHs), 31.0 (CHy), 33.41

(75 MHz) (DMSO d) (CH,), 36.23 (CHs), 36.36 (CHs), 37.13 (CH,), 45.06 (2 CHa),
57.06 (CH,), 77.77 (Cy), 104.21 (CH), 104.35 (CH), 118.09 (CH),
118.37 (CH), 122.37 (2 Cy), 123.03 (Cy), 123.25 (Cy), 155.9
(CO), 158.68 (CO), 161.55 (CO), 169.46 (CO);

FD-MS: m/z (%): 532 (100)

Summenformel: C26H41N7Os5, 531.65.

14.2.34.3 tert.-Butyl N-(3-{[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolyl]amino}-3-oxopropyl)carbamat (100a)

HaC
o)
H?,c/}’ >/H
H3C /) H
N—
H CH
° z}\('\l\/\/ ’
N
cHy ©
Einwaage: 250 mg BOC-B3-Alanin, 254 mg 15
Ausbeute: 300 mg (0.76 mmol) (75.9 %), ockerfarbener Feststoff

Schmelzbereich: 140-145 °C

'H-NMR, & [ppm]:  1.36 (s, 9H, 3 CHs), 1.59 (quint., 2H, 2J=7.0 Hz, CH,), 2.16 (s,

(300 MHz) (DMSO d°) 6H, 2 CHs), 2.27 (t, 2H, 2J=7.05 Hz, CH,), 2.36 (t, 2H, 3J=7.4 Hz,
CH,), 3.16 (2q, 4H, 2 CH,), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.61 (d, 1H,
4J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3), 6.81 (t, 1H, 3J=5.0 Hz, NH), 7.08 (d, 1H,
Pyrrol-H-5), 8.06 (t, 1H, NH), 9.79 (s, 1H, NH);

13C-NMR, & [ppm]: 27.25 (CH,), 28.54 (3 CHg), 36.22 (CH3), 36.93 (CHy), 37.15
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(75 MHz) (DMSO d) (CHy), 37.29 (CH,), 45.29 (2 CHs), 57.24 (CH,), 77.93 (Cy),

103.5 (CH), 117.76 (CH), 122.14 (Cg), 123.28 (Cy), 155.73 (CO),
161.37 (CO), 167.77 (CO);

FD-MS: m/z (%): 396.6 (100)
Summenformel: C19Ha3Ns504, 395.5.

14.2.34.4

Einwaage:

Ausbeute:

tert.-Butyl N-(3-{[5-({[3-(dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyllJamino}-3-oxopropyl)carbamat (102a)

H3C
H3C—>,O H \N/CH3

i s

250 mg BOC-B-Alanin, 376 mg 16
350 mg (0.68 mmol) (67.6 %), brauner Feststoff

Schmelzbereich:  185-190 °C
'H-NMR, 3 [ppm]: 1.36 (s, 9H, 3 CHa), 1.61 (quint., 2H, 3J=7.0 Hz, CH>), 2.19 (s,
(300 MHz) (DMSO d) 6H, 2 CHa), 2.3 (t, 2H, %J=7.1 Hz, CH,), 2.38 (t, 2H, %J=7.3 Hz,

CHy), 3.17 (2q, 4H, 2 CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 3.8 (s, 3H,
Pyrrol-CHy), 6.81 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 6.84 (s, 1H, Pyrrol-H-5),
7.14 (s, 1H, Pyrrol-H-3%), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H-57), 8.05 (2t, 2H, 2
NH), 9.85 (2s, 2H, 2 NH);

13C-NMR, & [ppm]: 27.22 (CH,), 28.55 (3 CHjs), 36.24 (2 CHs), 36.39 (CH,), 37.08
(75 MHz) (DMSO d°) (CH,), 37.2 (CH,), 45.2 (2 CHa), 57.15 (CH,), 77.95 (Cg), 104.2

(CH), 104.34 (CH), 118.08 (CH), 118.43 (CH), 122.21 (Cy),
122.34 (Cy), 123.03 (C,), 123.27 (C,), 155.84 (CO), 158.66 (CO),
161.5 (CO), 167.85 (CO);

FD-MS: m/z (%): 517.8 (100)
Summenformel: Co5H39N705, 517.62.
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14.2.35 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der BOC-
Schutzgruppe bei den Verbindungen 100a-103a [*®

1 mmol der BOC-geschitzten Verbindung wird in 60 ml Ethanol geldst. Man gibt
einen 4.5 molaren Uberschuss an 2.3M-ethanolischer HCI hinzu und ruhrt die
Reaktionsmischung bei 60°C. Der Reaktionsverlauf wird mittels DC (Kieselgel
MeOH-NH; (97:3)) verfolgt und ggf. weitere ethanolische HCI erganzt. Nach
vollstandiger Umsetzung lasst man auf RT abkihlen und gibt ca. 100 ml Ethylacetat
hinzu. Es entsteht ein milchig-weil3er Niederschlag, welcher abfiltriert und getrocknet

wird.

Darstellung der 2.3M-ethanolischen HCI :

170 ml Ethanol werden im Messkolben vorgelegt und im Eisbad gekuhlt. Man tropft
langsam 41 ml (0.58 mol) Acetylchlorid (M,=78.5; d=1.104) unter Eiskihlung hinzu

und lasst 1.5 h bei RT rihren. Anschlie3end wird mit Ethanol auf 250 ml aufgefullt.

14.2.35.1 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(4-amino-butanoyl)amino]-1-
methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (101b)

Ausbeute: quantitative Umsetzung

Schmelzpunkt: aufgrund starker Hygroskopizitat nicht messbar

'H-NMR, & [ppm]:  1.85 (2 quint., 4H, 2 CH,), 2.2 (t, 2H, CH,), 2.35 (t, 2H, CH,),

(300 MHz) (DMSO d°) 2.75 (s, 6H, 2 CHj3), 3.01 (quint., 2H, CH,), 3.21 (g, 2H, CH,),
3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.73 (d, 1H, “J=1.6 Hz, Pyrrol-H-3),
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7.11 (d, 1H, *J=1.5 Hz, Pyrrol-H-5), 8.14 (2t, 3H, NH+NHy),
10.05 (s, 1H, NH);

FD-MS: m/z (%): 310.3 (100)

Summenformel: CisH27N502, 309.41.

14.2.35.2 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[(4-aminobutanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-
pyrrol-carboxamid (103b)

HsC
N/

HoN
,\1“
/ NH

CHs CHs
Ausbeute: guantitative Umsetzung
Schmelzpunkt: aufgrund starker Hygroskopizitét nicht messbar

Summenformel: C21H33N;O3, 431.54.
Aufgrund schlechter Handhabbarkeit keine weitere Analytik betrieben.

Der Strukturbeweis erfolgte durch Analytik des Folgeproduktes.

14.2.35.3 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(3-amino-propanoyl)amino]-1-
methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (100b)

HoN
HsC

\/\, H
N
o// H }\I\CH
/ \ N\/\/ 3
N
cH, ©

Ausbeute: guantitative Umsetzung
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Schmelzpunkt: aufgrund starker Hygroskopizitat nicht messbar
Summenformel: C14H25N502, 295.38.
Der Strukturbeweis erfolgte durch Analytik des Folgeproduktes.

14.2.35.4 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[(3-aminopropanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-
pyrrol-carboxamid (102b)

\/% H
N
N

|
CHy  © “CHs
Ausbeute: guantitative Umsetzung
Schmelzpunkt: aufgrund starker Hygroskopizitét nicht messbar

Summenformel: C20H31N;O3, 417.51.
Der Strukturbeweis erfolgte durch Analytik des Folgeproduktes.

14.2.36 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von 100c mit den
Verbindungen 100b-103b

Zu 615 mg (2 mmol) 100c, geldst in 30 ml DMF, wird eine Lésung von 1.5 mmol des
Amins in 30 ml DMF sowie 1 mmol (129 mg) N,N-diisopropylethylamin
hinzugegeben. Die Mischung wird 48 h bei 100°C geruhrt. Zwischendurch wird
mehrmals eine Spatelspitze 100c erganzt. DC-Kontrolle und Isolierung des
Produktes mittels Sdulenchromatographie erfolgen tber Kieselgel (MeOH-NH;
(97:3)).
Anmerkung: Bei den Anthrachinonsulfonamid-Derivaten erscheint aufgrund
der im Vergleich zu den -carbonsédureamiden erhéhten Aciditat
nicht das entsprechende NH-Triplett im *H-NMR-Spektrum, da es
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hier schnell zu einem Austausch mit Deuterium aus dem LM

kommt.

14.2.36.1 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(4-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-

anthracenyl)sulfonyllamino}butanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (101)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, & [ppml:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):

N—CHs

470 mg 101b

150 mg (0.26 mmol) (17.2 %), brauner Feststoff

ab 210 °C Zersetzung

1.66 (2 quint., 4H, 2 CHy), 2.21 (t, 2H, 3J=6.8 Hz, CH,), 2.37 (s,
6H, 2 CHs), 2.57 (q, 2H, 3J=6.5 Hz, CH,), 2.84 (t, 2H, CH,), 3.17
(9, 2H, CHy), 3.7 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 6.58 (s, 1H, Pyrrol-H-3),
6.98 (s, 1H, Pyrrol-H-5), 7.95 (m, 2H, Anthrachinon-H-6+7), 8.04
(t, 1H, NH), 8.15 (t, 1H, NH), 8.23 (m, 2H, Anthrachinon-H-5+8),
8.36 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.39 (pd, 1H, Anthrachinon-H-
3), 8.51 (ps, 1H, Anthrachinon-H-1), 9.69 (s, 1H, NH);

25.44 (CHy), 26.46 (CHy), 32.52 (CHy), 36.21 (CHj3), 36.73 (CHy),
42.45 (CHy), 44,34 (2 CHs), 56.48 (CH,), 103.62 (CH), 117.75
(CH), 122.16 (Cy), 123.06 (Cy), 124.85 (CH), 127.22 (2 CH),
128.54 (CH), 131.86 (CH), 133.32 (2 Cy), 134.1 (C,), 135.08 (2
CH), 135.63 (Cy), 145.77 (Cg), 161.5 (CO), 168.88 (CO), 181.95
(2 CO);

580.2 (100)

C29H33N506S, 579.67

3400, 1650, 1600, 1570, 1510, 1450, 1420, 1390, 1320, 1270,
1165, 1140, 1100, 950, 920, 700, 610.
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14.2.36.2 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-[(4-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-

anthracenyl)sulfonyllamino}butanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (103)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

3C-NMR, 5 [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

CH
H3C— N~ 3
HN
o)
H —
N\ _N
A “CH
| Q 3
N (@)
\
CHj

650 mg 103b

140 mg (0.2 mmol) (13.3 %), brauner Feststoff

ab 230 °C Zersetzung

1.67 (2 quint., 4H, 2 CHy), 2.25 (t, 2H, CHy), 2.35 (s, 6H, 2 CHj3),
2.71 (g, 2H, CH,), 2.85 (t, 2H, CH,), 3.18 (q, 2H, CH,), 3.76 (s,
3H, Pyrrol-CHs), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.78 (d, 1H, “J=1.4 Hz,
Pyrrol-H-3), 6.83 (d, 1H, “J=1.3 Hz, Pyrrol-H-5), 7.04 (d, 1H,
4J=1.4 Hz, Pyrrol-H-3), 7.15 (d, 1H, “J=1.3 Hz, Pyrrol-H-57), 7.93
(m, 2H, Anthrachinon-H-6+7), 8.12 (t, 1H, NH), 8.22 (m, 2H,
Anthrachinon-H-5+8), 8.37 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.4 (pd,
1H, Anthrachinon-H-3), 8.5 (ps, 1H, Anthrachinon-H-1), 9.73 (s,
1H, NH), 9.8 (s, 1H, NH);

25.4 (CH,), 26.54 (CH,), 32.78 (CH,), 36.21 (CHs), 36.36 (CH3),
36.75 (CHy), 42.9 (CHy,), 44,44 (2 CHj3), 56.53 (CH,), 103.62
(CH), 103.84 (CH), 117.75 (CH), 118.03 (CH), 122.16 (C,),
122.69 (Cy), 123.06 (Cg), 123.39 (Cy) 124.85 (CH), 127.47 (2
CH), 128.57 (CH), 132.03 (CH), 133.33 (2 C,), 134.4 (C),
134.98 (2 CH), 135.73 (C,), 145.87 (Cy), 158.6 (CO), 161.72
(CO), 169.07 (CO), 182.00 (2 CO);



FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr, cm™):
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702.4 (100)

CasH39N;0;S, 701.79

3400, 1670, 1590, 1530, 1460, 1440, 1400, 1340, 1290, 1180,
1150, 1110, 990, 960, 930, 820, 780, 720, 660, 630.

14.2.36.3 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(3-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-

anthracenyl)sulfonyllamino}propanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (100)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):
Summenformel:

445 mg 100b

240 mg (0.42 mmol) (28.2 %), brauner Feststoff

ab 150 °C Zersetzung

1.64 (quint., 2H, 3J=6.6 Hz, CHy), 2.29 (s, 6H, 2 CHa), 2.37 (t, 2H,
CHy), 2.5 (t, 2H, CHy), 3.13 (2q, 4H, 2 CH,), 3.61 (s, 3H, Pyrrol-
CHs3), 6.48 (d, 1H, Pyrrol-H-3), 6.9 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.94 (m,
2H, Anthrachinon-H-6+7), 8.2 (m, 3H, Anthrachinon-H-5+8+NH),
8.25 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.33 (pd, 1H, Anthrachinon-H-
3), 8.5 (ps, 1H, Anthrachinon-H-1) , 9.73 (s, 1H, NH);

26.64 (CHy), 36.1 (CHy), 36.17 (CHs), 36.79 (CHy), 36.91 (CH,),
44.61 (2 CHgs), 56.73 (CHy), 103.39 (CH), 117.73 (CH), 121.91
(Cq), 122.97 (Cy), 124.88 (CH), 127.16 (2 CH), 128.39 (CH),
131.82 (CH), 133.24 (2 C,), 133.98 (Cy), 135.04 (2 CH), 135.94
(Cy), 145.94 (Cy), 161.24 (CO), 166.86 (CO), 181.84 (CO),
181.91 (CO);

566.6 (100)

Ca2sH31N506S, 565.64



IR (KBr, cm™):
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3400, 1650, 1610, 1500, 1450, 1420, 1390, 1320, 1270, 1165,
1140, 1100, 950, 930, 700, 610.

14.2.36.4 N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-[(3-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-
anthracenyl)sulfonyl]amino}propanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (102)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

630 mg 102b

180 mg (0.26 mmol) (17.4 %), brauner Feststoff

ab 170 °C Zersetzung

1.62 (quint., 2H, 3J=6.9 Hz, CH,), 2.19 (s, 6H, 2 CHs), 2.31 (t, 2H,
3J=7.0 Hz, CH,), 2.4 (t, 2H, 3J=6.8 Hz, CH,), 3.15 (2q, 4H, 2
CHy), 3.68 (s, 3H, Pyrrol-CHg), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 6.71 (d,
1H, “J=1.7 Hz, Pyrrol-H-3), 6.78 (d, 1H, *J=1.9 Hz, Pyrrol-H-5),
6.97 (d, 1H, “J=1.9 Hz, Pyrrol-H-3"), 7.14 (d, 1H, *J=1.7 Hz,
Pyrrol-H-57), 7.92 (m, 2H, Anthrachinon-H-6+7), 8.19 (t, 1H; NH),
8.21 (m, 2H, Anthrachinon-H-5+8), 8.26 (pd, 1H, Anthrachinon-
H-4), 8.33 (pd, 1H, Anthrachinon-H-3), 8.51 (pd, 1H,
Anthrachinon-H-1), 9.72 (s, 1H, NH), 9.8 (s, 1H; NH);

27.22 (CH,), 36.12 (CH,), 36.24 (CHs), 36.33 (CHs), 37.06 (CH,),
37.18 (CHy), 45.16 (2 CHs), 57.13 (CH,), 103.97 (CH), 104.37
(CH), 118.13 (CH), 118.34 (CH), 121.95 (C), 122.26 (Cy),
122.86 (Cy), 123.2 (Cy), 124.9 (CH), 127.2 (2 CH), 128.4 (CH),
131.83 (CH), 133.24 (2 C,), 134.0 (C,), 135.04 (2 CH), 135.52
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(Cg), 145.92 (C,), 158.45 (CO), 161.55 (CO), 167.95 (CO), 181.9
(2 CO);

FD-MS: m/z (%): 688.9 (100)

Summenformel: Cs4H37N7O+S, 687.77

IR (KB, Cm'l): 3400, 1670, 1590, 1530, 1460, 1440, 1400, 1350, 1290, 1180,
1150, 1100, 990, 960, 930, 820, 720, 660, 630.

14.2.37 9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracencarbonsaurechlorid *¥ (104a)

O
O 0]

1 g (4 mmol) Anthrachinoncarbonsaure und 10 ml (140 mmol) Thionylchlorid werden
6 h unter Ruckfluss erhitzt. Man lasst abkthlen und entfernt das tberschissige
Thionylchlorid im Vakuum. Nach 3 stundiger Trocknung kann das Produkt ohne
weitere Reinigung verwendet werden.

DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE-EA (1:2)). Das Produkt wird in
Methanol geldst. Der entstehende Ester zeigt ein anderes Laufverhalten als die freie

Saure.

Ausbeute: 980 mg (3.62 mmol) (90.5 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 141 °C

'H-NMR, & [ppm]:  7.91 (m, 2H, Anthrachinon-H-6+7), 8.2 (m, 2H, Anthrachinon-

(300 MHz) (DMSO d°) H-5+8), 8.24 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.32 (pd, 1H,
Anthrachinon-H-3), 8.58 (pd, 1H, Anthrachinon-H-1);

Summenformel: C15H7CIO3, 270.67.

14.2.38 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von 104a mit den
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Verbindungen 100b und 101b

Die Durchfiihrung verlauft analog zu 14.2.36 (S. 185). 2 mmol des Séaurechlorids

104a entsprechen hier 542 mg.

14.2.38.1 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(4-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-

anthracenyl)carbonyllamino}butanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (105)

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, & [ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, & [ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

470 mg 101b

110 mg (0.2 mmol) (13.5 %), brauner Feststoff

ab 210 °C Zersetzung

1.68 (quint., 2H, 3J=7.3 Hz, CH,), 1.86 (quint., 2H, J=7.0 Hz,
CHy), 2.3 (t, 2H, CHy), 2.38 (s, 6H, 2 CHj3), 2.55 (t, 2H, CH,), 3.18
(g, 2H, CHy), 3.36 (q, 2H, CH,), 3.74 (s, 3H, Pyrrol-CHj3), 6.63 (d,
1H, Pyrrol-H-3), 7.1 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.94 (m, 2H,
Anthrachinon-H-6+7), 8.09 (t, 1H, NH), 8.22 (m, 2H,
Anthrachinon-H-5+8), 8.27 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.31 (pd,
1H, Anthrachinon-H-3), 8.64 (pd, 1H, Anthrachinon-H-1), 8.99 (t,
1H, NH), 9.8 (s, 1H, NH);

25.44 (CHy), 26.38 (CHy), 32.09 (CH,), 33.1 (CH,), 36.25 (CH3),
36.72 (CHy), 44.28 (2 CHs), 56.41 (CH,), 103.69 (CH), 117.89
(CH), 122.17 (C,), 123.78 (Cy), 125.82 (CH), 127.36 (2 CH),
127.97 (CH), 133.14 (CH), 133.38 (2 Cy), 134.83 (C), 135.01 (2
CH), 135.73 (Cy), 139.69 (C,), 161.57 (CO), 164.95 (CO), 169.44
(CO), 182.48 (2 CO);

544.6 (100)



Summenformel:
IR (KBr, cm™):
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C30H33N505, 543.62
3450, 2900, 1650, 1620, 1570, 1520, 1450, 1420, 1390, 1310,
1270, 1240, 1170, 1100, 920, 770, 700, 610.

14.2.38.2 N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-4-[(3-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-

anthracenyl)carbonyllamino}propanoyl)amino]-1-methyl-1H-2-

pyrrol-carboxamid (104)

0
H H ﬁ
COQ i g
0 0 O

Einwaage:
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, 3 [ppm]:

(600 MHz) (DMSO d°)

13C-NMR, 3 [ppm]:

(150 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

Summenformel:

445 mg 100b

195 mg (0.37 mmol) (24.7 %), brauner Feststoff

ab 150 °C Zersetzung

1.68 (quint., 2H, J=6.7 Hz, CHy), 2.36 (s, 6H, 2 CHs), 2.54 (t, 2H,
CH,), 2.6 (t, 2H, CH,), 3.19 (q, 2H, 3J=5.9 Hz, CH,), 3.59 (q, 2H,
3J=6.0 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHg), 6.67 (d, 1H, Pyrrol-H-
3), 7.13 (d, 1H, Pyrrol-H-5), 7.94 (m, 2H, Anthrachinon-H-6+7),
8.11 (t, 1H, 3)=4.3 Hz, NH), 8.21 (m, 2H, Anthrachinon-H-5+8),
8.26 (pd, 1H, Anthrachinon-H-4), 8.32 (pd, 1H, Anthrachinon-H-
3), 8.62 (pd, 1H, Anthrachinon-H-1), 9.08 (t, 1H, 3J=5.0 Hz, NH),
9.9 (s, 1H, NH);

26.1 (CHy), 35.4 (CHy,), 36.0 (CHs3), 36.4 (2 CHy), 44.0 (2 CHs3),
56.1 (CHy), 103.4 (CH), 117.6 (CH), 121.9 (Cy), 122.9 (Cy), 125.5
(CH), 126.8 (CH), 126.9 (CH), 127.1 (CH), 132.8 (CH), 133.0
(Cy), 133.1 (2 Cy), 134.5 (Cy), 134.7 (2 Cy), 139.3 (Cy), 161.2
(CO), 164.7 (CO), 167.5 (CO), 182.1 (CO), 182.2 (CO);

530.8 (100)

C29H31N505, 529.59
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IR (FT, cm™): 3450, 2900, 1650, 1620, 1570, 1520, 1450, 1420, 1390, 1310,
1270, 1230, 1160, 1100, 920, 770, 700, 610.

14.2.39 Acridin-9-carbonsaurechlorid ¥ (106a)

900 mg (4 mmol) Acridin-9-carbonséure-Hydrat werden mit 10 ml (140 mmol)
Thionylchlorid versetzt und 6 h refluxiert. Anschlieend wird das

Uberschussige Thionylchlorid im Vakuum entfernt und der Rickstand getrocknet.
DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE-EA (1:2)). Das Produkt wird in
Methanol gel6st. Der entstehende Ester zeigt ein anderes Laufverhalten als die freie
Séaure.

Ausbeute: 930 mg (3.85 mmol) (96.2 %), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 225 °C

'H-NMR, & [ppm]: 7.96 (pt, 2H, Acridin-Protonen), 8.27 (m, 4H, Acridin-Protonen),
(300 MHz) (DMSO d°) 8.6 (m, 2H, Acridin-Protonen);

Summenformel: C14HsCINO, 241.67.

14.2.40 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung von 106a mit den
Verbindungen 100b und 102b

Die Durchfiihrung verlauft analog zu 14.2.36 (S. 185). 2 mmol des Séaurechlorids
106a entsprechen hier 485 mg.
14.2.40.1  N9-(3A{[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-



Einwaage:

Ausbeute:
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3-pyrrolyllamino}-3-oxopropyl)-9-acridincarboxamid (106)

445 mg 100b
80 mg (0.16 mmol) (10.7 %), ockerfarbener Feststoff

Schmelzpunkt: ab 140 °C Zersetzung
'H-NMR, & [ppm]: 1.63 (quint., 2H, 3J=6.7 Hz, CHy), 2.22 (s, 6H, 2 CHa), 2.34 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d) 3J=6.7 Hz, CHy), 2.72 (t, 2H, 3J=6.3 Hz, CHy), 3.18 (2q, 4H, 2

CHy), 3.79 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.7 (s, 1H, Pyrrol-H-3), 7.18 (s,
1H, Pyrrol-H-5), 7.57 (pt, 2H, Acridin-H-2+7), 7.85 (pt, 2H,
Acridin-H-3+6), 8.0 (pd, 2H, Acridin-H-4+5), 8.14 (t, 1H, NH),
8.15 (pd, 2H, Acridin-H-1+8), 9.12 (t, 1H, J=5.0 Hz, NH), 10.03
(s, 1H, NH);

13C-NMR, 3 [ppm]: 27.04 (CH,), 35.68 (CH,), 36.31 (CHj3), 36.43 (CH,), 37.18 (CH,),
(75 MHz) (DMSO d) 45.01 (2 CHs), 57.05 (CH,), 103.51 (CH), 117.85 (CH), 122.31

(Cy), 123.27 (Cy), 126.16 (2 CH), 126.89 (2 CH), 129.47 (2 CH),
130.9 (2 CH), 142.65 (Cg), 148.44 (4 C), 161.49 (CO), 166.37
(CO), 167.67 (CO);

FD-MS: m/z (%): 501.5 (100)
Summenformel: CogH3oNeO3, 500.6

IR (FT, cm™):

14.2.40.2

3300, 3050, 2940, 1640, 1580, 1520, 1470, 1435, 1410, 1270,
1130, 1100, 1050, 750.

N9-(3-{[5-({[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-



Einwaage:

Ausbeute:

195

methyl-1H-3-pyrrolylJamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyllJamino}-3-oxopropyl)-9-acridincarboxamid (107)

Vi y NH
(0]
/ \ AN N
N \ o
N
| e) \
CHs CHg

630 mg 102b
90 mg (0.14 mmol) (9.6 %), ockerfarbener Feststoff

Schmelzpunkt: ab 165°C Zersetzung
'H-NMR, 3 [ppm]: 1.68 (quint., 2, 3J=6.4 Hz, CH,), 2.37 (s, 6H, 2 CH3), 2.53 (t, 2H,
(300 MHz) (DMSO d°) CH,), 2.74 (t, 2H, J=6.6 Hz, CH,), 3.21 (2q, 4H, 2CH,), 3.79 (s,

3H, Pyrrol-CHj3), 3.84 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 6.86 (s, 1H, Pyrrol-H-
3), 6.93 (s, 1H, Pyrrol-H-5), 7.18 (s, 1H, Pyrrol-H-3"), 7.24 (s, 1H,
Pyrrol-H-57), 7.56 (pt, 2H, Acridin-H-2+7), 7.85 (pt, 2H, Acridin-H-
3+6), 8.01 (pd, 2H, Acridin-H-4+5), 8.1 (t, 1H, NH), 8.16 (pd, 2H,
Acridin-H-1+8), 9.14 (t, 1H, 3J=4.9 Hz, NH), 9.91 (s, 1H, NH),
10.09 (s, 1H, NH);

13C-NMR, 3 [ppm]: 26.44 (CH,), 35.61 (CH,), 36.28 (CHj3), 36.46 (CHs), 36.72 (CH>),
(75 MHz) (DMSO d) 37.2 (CH,), 44.25 (2 CHs), 56.41 (CH,), 104.19 (CH), 104.55

(CH), 118.25 (CH), 118.49 (CH), 122.07 (C,), 122.38 (Cy),
123.04 (Cy), 123.12 (C,), 126.14 (2 CH), 126.89 (2 CH), 129.48
(2 CH), 130.92 (2 CH), 142.64 (C,), 148.46 (4 Cy), 158.72 (CO),
161.67 (CO), 166.39 (CO), 167.76 (CO);

FD-MS: m/z [%]: 623.8 (100)
Summenformel: Ca4H38Ng0y4, 622.73

IR (FT, cm™):

3290, 1640, 1580, 1530, 1460, 1430, 1400, 1260, 1140, 1090,
1060, 815, 760.
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