Design und Synthese von Oligopyrrolcarboxamiden als
neue DNA-Liganden mit potentieller Antitumoraktivitat.

Dissertation zur Erlangung des Grades

"Doktor der Naturwissenschaften"

am Fachbereich Chemie und Pharmazie
der Johannes Gutenberg-Universitat
in Mainz

vorgelegt von
Hans-Christian Hotzel
Geboren in Marburg (Lahn)



Tag der mundlichen Prifung: 20.03.2003



Die vorliegende Arbeit entstand am Institut fir Pharmazie der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz auf Anregung und unter Anleitung von

Herrn Prof. Dr. U. Pindur

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden veroéffentlicht in:

C. Hotzel, A. Marotto, U. Pindur; Design, synthesis, DNA-binding and cytotoxicity
evaluation of new potential combilexines; Eur. J. Med. Chem., 37, (2002), 367-378.

C. Hotzel, A. Marotto, U. Pindur; New propylamine oligopyrrole carboxamides linked
to a heterocyclic or anthrachinone system: synthesis, DNA binding, topoisomerase |
inhibition and cytotoxicity; Eur. J. Med. Chem.(2003) (im Druck).



Ac,O
AM1
DC
DCC
DistA
DMAP
DMF
DMSO
EE
EI-MS
eV
FD-MS
GABA
HOMO
Hunigs Base
LUMO
MEP
MGBL
MS
NCI
Net
NMA
NMR
NOE
PDB
PE
PKC-a
PNA
Py

RT
SDS

Abktlrzungen

Essigsaureanhydrid

Austin Model 1 (quantenchem. Parametersatz)
Dunnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid

Distamycin A

N,N-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Ethylacetat

Electron impact mass spectrometry
Elektronenvolt

Field desorption mass spectrometry
gAminobutterséaure

Highest occupied molecul orbital
Diisopropyl-ethylamin

Lowest unoccupied molecular orbital
Molekulares elektrostatisches Potential

Minor Groove Binding Ligand
Massenspektrometrie

National Cancer Institute (Bethesda, MD, USA)
Netropsin

Nitromalonaldehyd

Nuclear magnetic resonance (spectroscopy)
Nuclear overhauser enhancement, Nuklear Overhauser Effekt
Protein Datenbank

Petrolether (Siedebereich 40-60 °C)
Proteinkinase C-a

Psedo-Nucleinsaure (pseudo nucleic acid)
Pyrrol-Baustein

Raumtemperatur

Sodium Dodecylsulfat



THF Tetrahydrofuran
T Schmelztemperatur der DNA
UVIVIS Ultraviolet/visible (spectroscopy)



Inhaltsverzeichnis

1.

1.1

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.

1.2

1.2.1
1.2.2

1.3.

2.1
2.2
2.3

2.3

3.1.

Einleitung

DNA-Ligand Bindungstypen
Alkylierende Substanzen und Platinkomplexe
Interkalatoren

Rinnenbinder

Hybridmolekile als DNA-Liganden
Alkylierende Lexitropsin-Konjugate

Combilexine

Zielsetzung

Auswabhlkriterien fur Substituenten bei der

Syntheseplanung

C-terminale Seitenfunktion

Linker

p-elektronenreiche Hetrocyclen und ausgewahlte Nukleotidbasen
als N-terminale Funktionen

Oligopyrrolcarboxamide

Synthese der Pyrrolcarboxamide mit verschiedenen C-

terminalen Funktionen

Darstellung von 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester

nw um

S.

~ B W N

Vi

. 16
. 16
.16

. 20

.23

.23
.25

.27
.31

.32

32



3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

5.1.
5.2.

6.1.

6.2.

Darstellung der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamide
Strukturaufklarung der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamide

Synthese der Oligopyrrolcarboxamide (39, 40)

Darstellung von 1-Methyl-4-{[1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]

amino}-1-H-2-pyrrolcarbonsaure
Strukturaufklarung des Bis-pyrrols (42)

Darstellung der heterocyclischen Carbonsauren (N-

terminale Gruppierungen)

Darstellung von 2-(1H-1-indolyl)essigséaure und 2-(9H-9-

carbazolyl)essigsaure
Darstellung von 4-(9H-9-carbazolyl)buttersaure

Darstellung der Combilexine mit verschiedenen N-

terminalen und C-terminalen funktionellen Gruppen

Synthese der Combilexine

Strukturaufklarung der Combilexine

Zellbiologische Studien, biophysikalische und

biochemische Untersuchungen an der DNA

Zellbiologische NCI-Testungen und Ergebnisse

Kurze Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und DNA-

biochemischen Verfahren

2]

VIl

.35
.35
. 37

.39
.39

.50

.50
.51

.53

. 53
. 56

. 58

. 58

. 63



VI

6.2.1. Thermische Denaturierung/ Bestimmung der Schmelztemperatur

der DNA (DT,-Wert) S. 63
6.2.2. Ethidiumbromid-Verdrangungsassay S. 63
6.2.3. Topoisomerase I-Hemmung S. 64
6.2.4. Topoisomerase |I-Hemmung S. 65
6.2.5. Bestimmung des Bindungsmodus S. 65
6.3. Ergebnisse der biophysikalischen und DNA-biochemischen

Verfahren S. 66
6.4. Bilanz der Ergebnisse S. 67
7. Darstellung der Oligopyrrolcarboxamide mit

C-terminaler N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Funktion S. 69

7.1. Synthese der Oligopyrrolcarboxamide S. 69
7.2. Strukturaufklarung der Oligopyrrolcarboxamide S. 72
8. Darstellung der Oligopyrrolcarboxamide mit Mono-, Bis-,

Trispyrrol-Einheiten, C-terminaler N,N-Dimethyl-1,3-

diaminopropan-Funktion und mit verschiedenen N-

terminalen Funktionen S. 74
8.1. Darstellung neuer Combilexine mit C-terminaler Propylendiamin-

Funktiondurch die DCC-Methode S. 76
8.2. Darstellung der Combilexine mit N-terminaler Acetyl-Funktion S. 79

8.2.1. Strukturaufklarung der Oligopyrrolcarboxamide mit N-terminaler Acetyl-
Funktion S. 80



8.3. Darstellung der Combilexine mit N-terminaler Anthrachinon-2-
sulfonyl-Funktion S.81
8.3.1. Strukturaufklarung der Oligopyrrolcarboxamide mit N-terminaler
Anthrachinon-2-sulfonyl-Funktion S. 83
8.4. Versuch zurDarstellung eines Combilexins mit N-terminalem 4-{[9,10-

Dioxo0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonylJamino}-butanoyl-

Substituent S. 84
8.5. MO-Berechnungen zur Betrachtung der Reaktivitat von 4-{[9,10-

Dioxo-(9,10-dihydro-(2-anthracenyl)sulfonyllJamino}buttersaure S. 86
8.6. Darstellung von [N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-

1-methyl-1H-3-pyrrol]-4-[(2-{6-[(4-methoxybenzoyl)amino]-9H-9-
purinyl}acetyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid S. 89

8.6.1 Strukturaufklarung von [N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrol]-4-[(2-{6-[(4-methoxybenzoyl)amino]

-9H-9-purinyl}acetyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid S.91
9. Zellbiologische Studien, biophysikalische und

biochemische Untersuchungen an der DNA S.92
9.1. Natinal-Cancer-Institute-Antitumor-Screening S.93
9.2. Denaturierungsexperimente, T,,-Wert-Bestimmung S. 96
9.3. Ethidiumbromid-Verdrangungsassay S. 98
9.4. Topoisomerase I-Hemmung S100

9.5. Bilanz der Ergebnisse S101



10.

10.1.
10.2.
10.3.

10.3.1.

11.

12.

12. 1.

12.2.

12.2.1.
12.2.2.
12.2.3.
12.2.4.
12.2.5.
12.2.6.
12.2.7.

12.2.8.

Theoretische strukturelle Betrachtungen auf der Basis von

Berechnungen (MOPAC-Tool in SPARTAN); Liganden

Vergleich mit experimentellen Datensatzen ausgewahlter

Substanzen

Validierung des Berechnungsverfahrens

Berechnen der Konformation der eigenen Molektle

Vergleich des Molekularen elektrostatischen Potentials (MEP) und
der LUMOs mit biologischen/ biophysikalischen Daten

Bewertung der SPARTAN-AM1-Rechnungen

Zusammenfassung und Ausblick

Experimenteller Teil

Allgemeine Angaben

Synthesevorschriften

1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonséaure (31)
1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (32)
2-Nitromalonaldehyd (34)

4-Nitropyrrol-2-carbonséduremethylester (36)
1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (32)
1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamid-propionitril (39)
N2-[3-(dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrole-
carboxamid (40)
1-Methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)carbonyllamino}-1H-2-

pyrrol-carbonséauremethylester (42)

S104

S104
S107

S112
S119

S120

S125

S125

S127

S127
S128
S128
S129
S130
S131

S132

S133



12.2.9. 2-(1H-1-Indolyl)essigsaure (46)

12.2.10. 2-(9H-9-Carbazolyl)essigsaure (48)

12.2.11. 4-(9H-9-Carbazolyl)buttersaure (49)

12.2.12. 1-Methyl-4-[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]-1H-2-pyrrol-
carbonsaure (44)

12.2.13. 1-Methyl-4-{[(1-methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]
amino}-1H-2-pyrrolyl)carbonyllamino}-1H-2-pyrrolyl-
carbonsauremethylester(43)

12.2.14. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Oligopyrrolcarbox-
amide

12.2.14.1.4-{[2-(1H-3-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol-
carbonsduremethylester (51)

12.2.14.2.4-{[2-(1H-1-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol-
carbonsauremethylester (52)

12.2.14.3.4-{[2-(9H-9-Carbazolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol-
carbonsauremethylester (53)

12.2.14.4.N2-(2-cyanoethyl)-4-{ [2-(1H-3-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (54)

12.2.14.5.N2-(2-cyanoethyl)-4-{[2-(1H-1-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (55)

12.2.14.6.4-{[4-{[2-(1H-3-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)
carbonyl} -1-methyl-1H-2-pyrrol-carbonséauremethylester (56)

12.2.14.7.4-{[4-{[2-(1H-1-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)
carbonyl} -1-methyl-1H-2-pyrrolcarbonsauremethylester (57)

12.2.14.8.4-{[3-(1H-3-Indolyl)propanoyllamino} -1-methyl-1H-2-pyrrol-
carbosauremethylester (58)

12.2.14.9.4-{[(4-{[3-(1H-Indolyl)propynoyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-
carbonyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carbonsduremethylester (59)

12.2.14.10. 4-{[4-(9H-9-Carbazolyl)butanolyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-
carbonsauremethylester (60)

12.2.14.11. 4-{[-(9H-Carbazolyl)butanoyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-

carbonyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carbonsauremethylester (61)

Xl

S134
S135
S136

S137

S138

S140

S141

S142

S143

S144

S145

S146

S147

S148

S149

S150

S151



XIl

12.2.14.12. N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{[4-(9H-9-carbazolyl)butanoyl]-
amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (62) S152
12.2.14.13. 1-Methyl-4-{[2-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)acetyllamino} -1H-2-pyrrol-carbonsduremethylester (63) S153

12.2.15 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon (67) S154
12.2.16 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon (68) S155
12.2.17 NZ2-[3-(dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-

carboxamid (40) S155
12.2.18 N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-

1-H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-carboxamid (70a) S156
12.2.19 N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl--H-3-

pyrrolyl]-1-methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1Hpyrrolyl)carbonyl]amino}-

1H-2-pyrrol-carboxamid (70b) S158

12.2.20 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Oligocarboxamide  S159

12.2.20.1. N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{[2-(1H-3-indolyl)acetyl]Jamino} -1-methyl-1H-2-
pyrrol-carboxamid (74) S160
12.2.20.2. N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{[2-(1H-3-indolyl)propanoyllJamino} -1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (75) S161
12.2.20.3. N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{[9H-9-carbazolyl)butanoyllamino} -1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (78) S162
12.2.20.4. N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{[2-(1H-1-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-
1H-2-pyrrol-carboxamid (77) S163
12.2.20.5. N2-[5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-
1H-3-pyrrollJamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[3-(1H-3-
indolyl)propanoyl]-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (76) S165
12.2.20.6 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{ [2-(1H-3-indolyl)acetyl]amino} -
1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (73) S166



12.2.20.7.

12.2.20.8.

12.2.21.
12.2.22.

12.2.23.

12.2.24.

12.2.25.

12.2.26.

12.2.27.

12.2.28.

N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{[2-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)acetyllJamino} -1H-2-pyrrol-carboxamid (79)
N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-methyl-

1H-3- pyrrol]-4-[(2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-9-H-9-
purinyl}-1-methylethyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (93)

9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracensulfonsaurechlorid (84)
4-{[9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonyllamino}-
butansaure (87)
N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-
anthracenyl)sulfonyllJamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (85)
N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]lamino} carbonyl)-1-methyl-
1-H-3-pyrrolyl]-4-{ 89,10-diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)-
sulfonyllamino} -1methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (86)
N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]Jamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-(acetylamino)-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (81)
N2-[5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-
1H-3-pyrrolyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-acetyl-
1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (82)
2-{6-[(4-Methoxybenzoyl)amino]-9H-purinyl}essigsaure

ethylester (91)
2-{6-[(4-Methoxybenzoyl)amino]-9H-9-purinyl}essigsaure (92)

Literaturverzeichnis

Lebenslauf

Formeltafel

X

S167

S168

S169

S170

S171

S172

S174

S175

S177
S178

S179

S182

S184



1 Einleitung

Krebserkrankungen und deren Beka&mpfung sind eine grof3e Herausforderung fir
Mediziner, Pharmazeuten, Chemiker und Biochemiker [1].

Krebs entsteht aus normalen Zellen, die durch genetische Verénderungen, welche
zur Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen oder zur Aktivierung von Tumor-
Promotor-Genen fihren, in Tumorzellen umgewandelt werden.

Diese Gen-Expression wird durch die DNA in der menschlichen Zelle kontrolliert. Die
native Form der DNA wurde zum ersten mal im Jahr 1953 von J. Watson und F.
Crick aufgeklart [2]. Sie besteht aus zwei antiparallel verlaufenden Polynukleotiden,
die sich rechtsgangig um eine gemeinsame Achse winden und eine Uber

Wasserstoffbriicken zusammengehaltene Doppelhelix bilden [2] (s. Abb.1.1).

Abb. 1.1: Molekularer Aufbau der B-DNA (links) und Kalottenmodell der Doppelhelix (rechts).



Die DNA der Chromosomen ist ein gut charakterisiertes intrazellulares Ziel von
Zytostatika, aber ihre vielféltige Basensequenz macht sie zu einem schwer
zuganglichen Target fir selektive Wirkstoff-Interaktionen [3]. Die zentrale Rolle der
DNA bei der Kontrolle von Zellfunktionen und Wachstum wird dadurch deutlich, dai3
bestimmte Antibiotika (z.B. Actinomycin, Daunomycin, Bleomycin) bestimmte
Nukleotidsequenzen erkennen kénnen, die die Antriebs-Aktivitat einzelner Gene
beeinflussen [4]. Wahrend der letzten Jahre haben Studien gezeigt, dal’ die
Antitumoraktivitdt von DNA-bindenden Wirkstoffen (z. B. Antibiotika) in den meisten
Fallen von deren Fahigkeit abhangig ist, mit den katalytischen Aktivitaten von DNA-
relevanten Enzymen, wie z.B. Topoisomerasen wechselzuwirken.

Die doppelstrangige DNA liegt entweder ringformig oder verdrillt bzw. "superhelikal”
vor. Topoisomerasen sind Enzyme, die die ringformige Form in die verdrillte
Uberfihren bzw. die verdrilte Form in die ringférmige. Hierbei gibt es
Topoisomerasen vom Typ |, welche nur einen Strang der Doppelhelix durchtrennen,
wahrend Topoisomerasen vom Typ Il beide Stréange durchtrennen. Die topologische
Form der DNA beeinfluBt deren molekularbiologischen Eigenschaften, da
Transkription, Replikation und Rekombination nur mit der entspiralisierten Form
moglich sind. [5].

Die Entwicklung von niedermolekularen Stoffen mit sequenzselektiven Eigenschaften
stellt in Hinsicht auf die Topoisomerasen ein wichtiges Ziel in der Zytostatika-

Forschung dar [6].

1.1 DNA-Ligand-Bindungstypen

Es gibt verschiedene DNA-Bindungstypen fur Substanzen: Alkylierung (z. B. Cross-
linking), Interkalation, Rinnenbindung (s. Abb.1.2) oder eine Kombination aus den
aufgezahlten Bindungstypen. AulRerdem gibt es fur Substanzen, die an der

Oberflache des Biopolymers angreifen, spezifische und unspezifische Bindungen [7].



Abb.1.2: Die Abbildung zeigt die verschiedenen Bindungsarten von Wirkstoffen an die DNA:
A: unspezifische Bindung von auf3en; B: Interkalation; C: Kleine Rinnenbindung; D: Grol3e
Rinnenbindung.

1.1.1 Alkylierende Substanzen und Platinkomplexe

Alkylierende Substanzen leiten sich urspringlich vom Dichlordiethylsulfid (Senfgas
oder Lost) ab, das im ersten Weltkrieg als Kampfstoff verwendet wurde. Das N-
Methylderivat (Stickstofflost) ist ebenfalls sehr toxisch, obwohl es geringer aktiv ist,
zeigt aber auch zytostatische Eigenschaften. Stickstofflost-Derivate mit aromatischen
oder hetrocyclischen Substituenten sind dagegen weniger toxisch. Bekannte

Vertreter sind das Cyclophosphamid (1) und das Chlorambucil (2).

C| O OH

Cyclophosphamid Chlorambucil
1 2



Die Wirkung dieser Substanzklasse beruht auf einer bifunktionalen Alkylierung, durch
die die DNA-Strédnge verknipft werden (Cross-link-Bildung), welche zu einer
Beeintrachtigung der Replikation sowie der Synthese von RNA und Proteinen fuhrt.
Wirksames Agens ist in den meisten Fallen ein Aziridinium-lon (3), das mit

nucleophilen Zentren reagiert. Alkylantien binden kovalent an die DNA.

”Fﬁ \@/%
N

/\

Aziridinium-lon
3

Beim Angriff an die DNA stehen insbesondere Reaktionen mit der 7-Position des
Guanins und den 1-Positionen des Adenins und Cytosins im Vordergrund [8]. Well er,
wie die bifunktionalen Alkylantien, Vernetzungen zwischen DNA-Strangen bewirkt,
wird auch der Cisplatin-Komplex (4) zu dieser Gruppe gezahlt [8].

C”  "NHj

Cisplatin-Komplex

.4

1.1.2 Interkalatoren

Interkalatoren sind Molekile, die dazu fahig sind, sich zwischen die DNA-Basepaare
zu schieben (intercalare = dazwischenschieben), ohne die DNA-Wasserstoffbriicken
zu brechen (Lerman, 1961). Durch die Interkalation verandert sich die Konformation
der DNA-Helix und es resultiert ein falsches Ablesen bei der Transkription und
Replikation [9].

Die Interkalation erfolgt in mehreren Schritten (s. Abb.1.3, S. 5): zun&chst wird der
Abstand von zwei gestapelten DNA-Basenpaaren durch den Interkalator von 3,4 A
auf ca. 7-8 A aufgeweitet, so daR ein Hohlraum fiir die Anlagerung des Liganden

entsteht [LO]. Diese Entwindung entfernt die Phosphatreste voneinander und durch



eine Reduktion der Ladungsdichte zwischen den Basen folgt eine Freisetzung von
Gegenionen [11]. Durch einen hydrophoben Transfer erfolgt die Einlagerung des
Liganden. Die Bindungskrafte bestehen aus van der Waals-Kraften, Wasserstoff-
Brucken-Bindungen, elektrostatischen Wechselwirkungen und dem sogenannten p-p-
Stacking zwischen den p-Elektronen der Basen und des Interkalators [12]. Durch die
veranderte Topologie (s. Abb.1.4, S. 6) resultiert auf biochemischer Ebene eine
Blockade der Matrizenfunktion. So tritt unter anderem eine Hemmung der RNA-

Polymerase und/oder der Topoisomerasen ein.

1. Contarmational Change {AG>0)

E S - M

2. Hydrophobic Transfer (AG<0)

§ - -@#éw M*

3. Molecular Interactions/Anchoring (AG<0)
% e — %

Abb.1.3: Bindungsmechanismus der Interkalation [11]

Interkalatoren binden i. d. Regel nicht kovalent andie DNA. Die strukturellen

Voraussetzungen fur Interkalatoren sind:

1. ein koplanares chromophores System, bei dem die p-konjugierte Flache
mindestens 28 AZ mift.

2. Positiv polarisierte Reste oder Kationen-Basen (z.B. alkylierte oder protonierte N-

Atome).
3. Funktionalitaten, die mit der DNA (den Basen oder dem Zuckerphosphat-Rest)

auch in der kleinen Rinne Wasserstoffbriicken bilden.



Abb.1.4: Verénderte Konformation der DNA mit Interkalator (links) gegentiber der Konformation ohne

Interkalator (rechts) [13].

Interkalatoren lassen sich strukturell wie folgt einteilen:

1)

2)
3)
4)
5)

Anthrachinon-Derivate aus  Streptomyces-Arten, z.B. Daunorubicin  (5),
Doxorubicin (6); sie sind sogenannte Anthracycline und haben mit dem

synthetischen Mitoxantron (7) die Anthrachinonstruktur gemeinsam.

Acridin-Derivate, z. B. Amsacrin (8), 9-Aminoacridin (9)
Ellipticin (10), ein anneliertes Carbazol.

Bleomycin

Camptothecin.

Beispiele fir Interkalatoren mit ausgepragter Topoisomerase II-Wirkung sind 9-

Aminoacridin, Amsacrin, Ellipticin, Mitoxantron; mit Topoisomerase I-Wirkung
Camptothecin. [14]
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1.1.3 Rinnenbinder

Eine pharmakologisch klar definierte Klasse DNA-komplexierender Substanzen sind
die sog. Rinnenbinder, welche DNA-Sequenzselektivitat besitzen mit Antitumor-,

antibakteriellen und antiprotozoischen Aktivitdten [7]. DNA-Rinnenbinder sind



Substanzen, die nicht interkalieren und die z.B. wie Netropsin eine konformative
"Sichelform" besitzen (s. Abb.1.5, S.9), (11) und die nicht-kovalent binden [15].

H NH2

N
HZN/(N ’ ﬁNH
H/>’N y NH
© / \ N\@/(\
N Ly °

CHy © “CH,
Netropsin
11
H
O)\NH
z / NH>
N
HC/N N ///<NH
3 NH
0 H
/ \ N N
N \ o
' 0 N,
HsC CHs
Distamycin A
12
NH,
N’QO HoN
e -0
NH N/ OH HN N NHz
N 4
HN
H OCH
Hco  oH © 3
CC-1065 DAPI

13 14



NH

NH2
HoN ’ HN
N
H " H\GI/KO
o IO~ L
N
N O
Anthelvencin A
15
.CHg
N
OH
N
N N ~
\@ ) < B_NH
N
H
Hoechst 33258
16

Abb.1.5: Rinnenbinder; an der Kalottenmodell-Graphik laf3t sich gut die "Sichelform" (curvature)

erkennen; oben: Distamycin A (12); mitte: Netropsin(11); unten: Hoechst 33258 (16).
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Rinnenbindung kann entweder in der grof3en oder in der kleinen Rinne der DNA
stattfinden. Die Rinnen der B-DNA sind zwei hohle, spiralférmige Furchen, die
zwischen den zwei Zuckerphosphat-Ketten des DNA-Strangs in doppelhelikaler Linie
geformt werden (s. Abb.1.6). Diese sind gut definierte Informationskanédle in der
Doppelhelix und kénnen von Substanzen oder Proteinen, die von aul3en angreifen,

erkannt und damit "gelesen" werden [11].

- GrofRRe Rinne

- Kleine Rinne

Abb.1.6: grofRe und kleine Rinne der DNA-Doppelhelix

Die groRe Rinne hat eine Breite von 24 A . Daher kénnen mehr Informationen
abgelesen werden als in der kleinen Rinne. Weil die kleine Rinne jedoch nur 10 A in
der Breite mifRt, wird sie generell von kleinen Molekilen bevorzugt. Wichtige
Angriffsziele in der kleinen Rinne sind beispielsweise DNA-Protein-Komplexe [16],

die HIV-Integrase, ein Enzym, das fur das Einfigen von viraler DNA in das
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Chromosom der Wirtszelle zustandig ist, verschiedene TATA-Box-Regionen (TFIIA
TATA-Box Bindungsproteine) und die DNA-Gyrase [17].

Netropsin (11) und Distamycin A (12) waren die ersten entdeckten Substanzen, die
selektiv an AT-reiche Sequenzen der kleinen Rinne der B-DNA binden [18].

Netropsin wurde 1959 aus Streptomyces netropsis und Distamycin A 1964 aus
Streptomyces distallicus isoliert. Streptomyceten-Arten sind mycelartig wachsende,
grampositive Bakterien. Beide Substanzen haben antitumorale und antivirale
Eigenschaften (vaccinia, herpes simplex Virus, herpes zoster und Hihnerpocken)
[19, 20, 21] da sie in die Replikation und Transkription eingreifen. Sie sind aber nur
schwach zytotoxisch wirksam. Distamycin A ist ein Oligopyrrol-Peptid-Antibiotikum,
das das Wachstum gram-positiver und gram-negativer Bakterien hemmt.

Sie sind die am besten untersuchten "kleine" Rinnenbinder. Am Beispiel dieser
Substanzen soll das Prinzip der Rinnenbindung kurz erklart werden.

Die Substanzen binden entweder als Einzelmolekil in der kleinen Rinne oder zwei
Molekule binden Seite an Seite, antiparallel zueinander an der Oberflache der DNA.
Die AT-Basen-Sequenzspezifitdt entsteht durch van-der-Waals-Kréafte, wobei H-
Bricken hinsichtlich der Positionierung der Substanz unterstiitzend wirken [22]. Die
Bindungsspezifitdit von Netropsin und Distamycin A kann durch den positiv
geladenen konkaven Teil der "Sichel" und das hohe negative elektrische Potential
der B-DNA in der kleine Rinne erklart werden kann. Die Substanzen passen
konformativ exakt in die kleine Rinne der DNA, weil zum einen die AT-reichen
Regionen der engeren kleinen Rinne einen grol3eren “"propeller twist" mit einem
besseren van-der-Waals-Kontakt als die grol3e Rinne aufweisen. Andererseits
besitzen die Liganden eine konkave Sichelform (oder curvature) (s. Abb.1.7, S.12).
Nur durch das exocyclische Amin N2 vom Guanin wird die Bindung in der kleinen
Rinne gestort . Die Substanzen kdnnen H-Briicken zum O2 des Thymins und zum N3
des Adenins ausbilden. Rinnenbinder binden reversibel an die DNA.
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Abb.1.7: Bindung in der kleinen Rinne der DNA von Netropsin (11); links: schematische Darstellung

der Wechselwirkungen; rechts: Rontenkristallstruktur aus der Protein-Datenbank (PDB) von

Netropsin an einen B-DNA-Abschnitt (5'-C,G,C,G,A, T,A,T,C,G,C,G-3).

Der Bindungsmechanismus erfolgt in zwei Schritten (s. Abb.1.8) [3]: zunachst findet

ein hydrophober Transfer aus der LOosung in die kleine Rinne statt. Wenn der

Rinnenbinder positiv geladen ist, findet ein Ladungsaustausch statt. Im zweiten

Schritt erfolgt eine molekulspezifische Interaktion durch van-der-Waals-Krafte und die

Ausbildung von H-Briicken.
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Abb.1.8: Bindungsmechanismus eines Rinnenbinders.
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Strukturuntersuchungen durch Rontgenkristallographie [23, 24] und NMR-
Spektroskopie [25, 26] der Arbeitskreise von Dickerson und Lown zeigten, daf} eine
sequenzspezifische Bindung in der kleinen Rinne an AT-reichen Sequenzen vorliegt.
Damit stellen Netropsin und Distamycin A interessante Leitsubstanzen zur
Entwicklung DNA-rinnenbindender Wirkstoffe mit Antitumoraktivitdt und AT-Sequenz-
Selektivitat dar.

Es wurde durch den Austausch der Pyrrole im Distamycin A durch Furan oder
Imidazol eine potentielle GC-Bindung nachgewiesen. Durch die Bindung in der
kleinen Rinne ergeben sich spezifische  Wechselwirkungen  zwischen
Wasserstoffdonor- und -akzeptorgruppen der DNA und der Liganden, so dald
Strukturvarianten rinnenbindender Liganden (minor groove binding ligands, MGBLS)
in der Lage sind, die vier Basenpaare der DNA, AT, TA, GC, CG zu unterscheiden (s.
Abb.1.9, S.14) R7]. Diese Eigenschaft, dal3 Substanzen bestimmte Abschnitte der
kleinen Rinne sequenzspezifisch "lesen” kdnnen, fuhrte zur Einfihrung des Begriffs
"Lexitropsin” durch Dickerson und Lown [28, 29] (legere = lesen).
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Abb.1.9: Netropsin-Bindung an AT/TA-reiche Sequenzen (oben) im Vergleich zu einem hetreocyclisch
gemischten "Lexitropsin" (unten), das durch Austausch der Pyrrolringe durch Oxazole,
Thiophene, Thiazole, Furane, Pyrazole oder Imidazole auch an GC-reiche Regionen binden
kann [3].

Dervan und Mitarbeiter entwickelten die sogenannten "hairpin" (Haarnadel) Molekile,
bei denen Pyrrole, Imidazole, Hydroxypyrrole oder Furane zu Oligopeptidketten
verknupft sind [30]. Zwei solcher Einheiten werden Uuber eine flexible ¢
Aminobuttersdure (GABA) miteinander verbunden [31]. Durch gezielte Variationen
der 5-Ring-Hetarene, die alle bioisoster sind, 1413t sich praktisch jede gewinschte
DNA-Sequenzselektivitat erreichen [32]. Die DNA wird zusatzlich durch den zweiten
Strang des Oligopeptids stabilisiert, weil dieser durch die rotatorische Freiheit der
GABA die Doppelhelix "von hinten" angreifen kann (s. Abb.1.10, S. 15) [33, 34].

Bei anderen Polyamid-Dimeren sind zwei Polyamidketten Uber einen Linker

gebunden, der am Ende oder im Zentrum des Molekiils lokalisiert ist [35, 36].
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Abb.1.10: Beispiel eines "hairpin"-Molekils: zwei Oligopyrrol-/Imidazolcarboxamid-Ketten sind Uber
GABA verknipft und binden so beiderseits der Doppelhelix selektiv nach AT/GC [30].

Da Lexitropsine nicht nur wegen ihrer pharmakologischen Wirkung selbst interessant
sind, sondern weil man sie auch als Transport-Vehikel fur andere, antitumoraktive
Stoffe benutzen kann, ist eine Kombination von medizinisch-chemischem Interesse in

Hinblick auf ein rationales Wirkstoff-Design.
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1.2 Hybridmolekile als DNA-Liganden

Hybridmolekiile sind Stoffe, bei denen ein Teil aus einem sequenzselektiven kleine
Rinnenbinder besteht und aus einem alkylierenden (z. B. N-Lost-Derivat) oder

interkalierenden Strukturelement [37].

1.2.1 Alkylierende Lexitropsin-Konjugate

Das bekannteste Derivat dieser Stoffklasse ist das Tallimustin (17) [38, 39].
Alkylantien sind alleine nicht DNA-sequenzselektiv und noch zu zytotoxisch;
Tallimustin fuhrt jedoch zur Monoalkylierung am N3 des 3' Adenins der Sequenz -
TTTTGA-3' [40].
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1.2.2 Combilexine

Es wurden in den letzten Jahren mehrere Stoffe synthetisiert, bei denen eine
interkalierende Struktureinheit an einen sequenzerkennenden DNA-Rinnenbinder
geknupft wurde [6]. Diese sogenannten "Combilexine" sind eine interessante Gruppe
von DNA-Liganden der Hybridmolekdilreihe, bei welchen ein kleine Rinnenbinder mit
einem interkalierenden Chromophor, der den DNA-Komplex stabilisiert und der mit
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der DNA wechselwirkt, kombiniert ist [50]. Als typische Beispiele seien die
Verbindungen 18-22 aufgefihrt.
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Abb.1.11: Combilexinbindung am Beispiel von NetAmsa (22) (Rontgenkristallographie).

Viele dieser Combilexine zeigten starke zytotoxische Aktivitaten, wie z.B. NetGa (21)
[4]. Diese Substanz penetriert schnell in die Zellkerne von Krebszellen unterdrickt
die Topoisomerase Il und zeigt Antitumoraktivitat bei P388 Leukamiezellen in
Mausen [6]. Die strukturellen und kinetischen Daten von Bailly [3] stimmten mit der
Annahme Uberein, daf3 sich das Konjugat NetAmsa (22) in die Doppelhelix
"schraubt”, so daf} das Acridin Chromophor interkaliert, wahrend die Netropsin-
Einheit und die Methansulfoanilin-Gruppe in der kleinen und grof3en Rinne
positioniert bleibt. Das Hybridmolekil bindet an AT-reiche Sequenzen der DNA
selektiv durch Netropsin und stabilisiert dadurch den DNA-Komplex [50]. Bei den
Combilexinen 18, 19, 20 und 21 zeigt sich, dal3 das Uber einen Linker gebundene
Chromophor entweder am N-Terminus oder am C-Terminus der Pyrrolkette verknupft
ist.
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1.3 Zielsetzung

Auf dem Gebiet der systematischen Strukturmodifikation von Oligopyrrolcarbox-
amiden mit potentiellen DNA-kleine-Rinne-bindenden Eigenschaften liegen - was
insbesondere die Struktur-Wirkungsbeziehungen anbetrifft - praktisch noch keine
Uberzeugenden Ergebnisse vor. Nach eigenen Vorarbeiten und den daran
gemachten eigenen Erfahrungen mufd im rein synthetischen Bereich noch viel
Entwicklungsarbeit geleistet werden, um die nétigen Strukturvarianten in
ausreichender Reinheitsqualitat zu erhalten.

Es war daher das Ziel der vorliegenden Arbeit erste systematische
Strukturwirkungsbeziehungen von Combilexinen der Pyrrolcarboxamid-Reihe auf
Netropsin- bzw. Distamycin A-Basis aufzubauen. Es sollten de-novo- und Weiter-
Entwicklungen bekannter, sehr schwer reproduzierbarer Synthesemethoden [66, 67]
und Optimierung der einzelnen Kupplungsverfahren [41, 81], welche eine gewisse
Strukturvielfalt ermdglichen sollte, aufgebaut werden . Als Leitsubstanz diente neben
Netropsin (11) und Distamycin A (12) als Basismolekil das Combilexin NetAmsa
(22), ein potentieller Topoisomerase II-Hemmer mit antileukdmischen Eigenschaften.
NetAmsa ist ein Hybridmolekil aus Netropsin und Amsacrin, bei dem die beiden

Strukturelemente tber einen Linker verkntpft sind [50].

N7\
HoN NH
/N N |

. \ ) O
N-terminales ||\| \\ N NHSO,CHs;
Ende CH O \ .

° CHs Linker C-terminales Ende
als Chromophor

(Amsacrin)
Pyrrol-Kette

Combilexinaufbau am Beispiel von NetAmsa
22

Abb. 1.12: NetAmsa (22) [3] in funktionelle Einheiten aufgeteilt.
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Die Combilexine bestehen aus vier Teilen: dem C-terminalen Ende, dem N-
terminalen Ende, dem Linker und der zentralen Pyrroleinheit, die aus einem oder
mehreren Pyrrolen bestehen kann.

In Anlehnung an das Combilexinmodell (22) sollten neue Oligopyrrolcarboxamide mit
variablen Randfunktionen an den N- und C-terminalen Enden synthetisiert werden;
auch die Gliederlange der Pyrrolketten sollten eine ausreichende Flexibilitat
aufweisen (ein bis drei Pyrroleinheiten).

Dadurch sollte Uberprift werden, welches die minimalen Voraussetzungen (Anzahl
der Pyrrole, Art des Chromophors, Art und L&nge der Linker, Einflul des C-
terminalen Substituenten) fir eine Rinnenbindung, fir DNA-Bindung und fir
zellbiologische Antitumor-Wirkung sind.

Als chromophore Bausteine am N-terminalen Ende sollten p-elektronenreiche
Hetrocyclen (Indole, Carbazole, Anthrachinone, DNA-Basen), aber auch ausgewéhlte
DNA-interkalativ reagierende, annelierte Carbocyclen (z. B. Ellipticin (10)) eingesetzt
werden. Am C-Terminus sollten aliphatische Funktionen mit verschiedener Polaritat
eingefihrt werden (Methylester, Nitrile, Carbonsduren und N,N-Dimethyl-
Propylendiamin, letztere aufgrund der elektrostatischen Ahnlichkeit mit einer
Amidingruppe des Netropsin).

Aul3erdem sollten die Funktionen an N- und C-Terminus gegeniber der Leitsubstanz
NetAmsa vertauscht werden (s. Abb.1.13).

Hetrocyclen:
Indol Methyloxy
Carbazol — = Hydroxy
Anthrachinon; (CH)n |H Propionitril

7’ N N,N-Dimethyl-Propan-
DNA-Basen o) /R 1,3-Diamin

// -

N-terminales Ende  Linker 'T' \ C-terminales Ende
als Chromophor n=1-3 CHs © 0

Pyrrol-Kette
n=1-3

Einteilung der vier Combilexinbausteine zum Aufbau einer Systematik

Abb.1.13: Schema der Struktur-Variationen bei den geplanten Combilexine.
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Es sollte mit den synthetisierten Substanzen ein zellbiologisches Antitumorscreening
beim National-Cancer-Institute (NCI) durchgefuhrt werden. Desweiteren sollten die
Substanzen mit hilfe von DNA-Bindestudien in Verbindung mit Topoisomerase |-
Hemmungsstudien untersucht werden.

Zur abschlieBenden Betrachtung dieser Arbeit sollten die Ergebnisse der
biophysikalischen und zellbiologischen Testsysteme mit quantenchemischen Daten
der neuen Substanzen, die durch eine AM1 Rechnung berechnet werden sollten,
verglichen werden. Die Datenauswertung sollte zum Aufbau der ersten
vororientierenden  Struktur-Wirkungsbeziehungen zur Antitumorwirkung heran
gezogen werden im Hinblick auf ein rationales Wirkstoff-Design.

Die Zielsetzung sei hier noch einmal zusammengefal3t:

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte ein Aufbau von ersten systematischen
Struktur-Wirkungsbeziehungen von Combilexinen der Pyrrolcarboxamid-Reihe auf
Netropsin- bzw. Distamycin A-Basis durchgefihrt werden.

Hierzu sollten Synthesen zur Variation am C-terminalen Ende (aliphatische
Funktionstrager) und zur Variation am N-terminalen Ende (aromatische
Hetreocyclen, ausgewahlte DNA-Basen mit aliphatischem Carbonsaure-Linker
verbunden) entwickelt werden.

De-novo- und Weiter-Entwicklungen bekannter und sehr schwer reproduzierbarer
Synthesemethoden und Optimierung der einzelnen Kupplungsverfahren, welche eine
gewisse Strukturvielfalt ermoglichen sollen, waren daher unumgéanglich.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die synthetisierten Substanzen einem
zellbiologischen Antitumorscreening beim National Cancer Institute unterzogen
werden. DNA-Bindestudien in Verbindung mit Topoisomerase I-Hemmungs-Studien
sollten im Arbeitskreis Pindur stattfinden.

Abschlie3end sollten die vorliegenden Daten zum Aufbau der ersten orientierenden

Struktur-Wirkungsbeziehung zur Antitumorwirkung ausgewertet werden.
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2 Auswabhlkriterien fur Substituenten bei der Syntheseplanung

In diesem Abschnitt sollen die einzelnen Strukturelemente der synthetisch geplanten
Combilexine in Hinblick auf einen Systematikaufbau diskutiert werden (s. Abb. 1.13,
S. 21).

2.1 C-terminale Seitenfunktion

Aus der Literatur sind einige Lexine bzw. Oligopyrrolcarboxamide mit verschiedenen
C-terminalen Seitenfunktionen bekannt [45] So wurde beispielsweise die
Carbonylfunktion der 4-Amino-N-methyl-pyrrol-2-carbonsaure zum Methylester
umgesetzt sowie mit Guanidin, N,N-Dimethyl-propylamin und 3-Aminopropionitril
derivatisiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die unterschiedlichen Einflisse der C-
terminalen Seitenfunktionen in Hinsicht auf die Antitumoraktivitat und die DNA-
Bindung mit hilfe von zellbiologischen, biochemischen und DNA-biophysikalischen
Testungen aufgezeigt werden.

In einer Arbeit von Lown [42] wurde der EinfluR einer C-terminalen
Methylesterfunktion im Vergleich zu einer N,N-Dimethyl-propanamin-Funktion auf die
Inhibierung von PKC-a analysiert. Das hier eingesetzte Combilexin 23) (Ester und
Amin) (Abb. 2.1, S. 24) hatte einen schwéacheren Effekt als der bekannte PKC-a-
Inhibitor Staurosporin; dartberhinaus waren die Methylester des Combilexins 23

aktiver als dessen Propanamine.
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Abb. 2.1: Combilexin 23 mit verschiedenen C-terminalen Substituenten [42].

Dieses Phanomen fiihrte zu der Uberlegung, daR in der vorliegenden Arbeit zunéchst
die Methylester (R; = -OCH;) von Oligopyrrolcarboxamiden synthetisiert werden
sollten; dartiber hinaus sollten jedoch zum Vergleich auch einige weitere C-terminale
Funktionen in die Pyrrolketten eingefuihrt und die Produkte getestet werden (s. Tab.
2.1).

Rz}f‘“
o1/ \ Ry
\
L. CHj —In
n=1,2

C-terminale Substituenten in der Syntheseplanung:
R; = -OCH;

R: = -HN(CH,),CN

R; = -HN(CH,)3N(CHs3),

R, =-OH
Tab 2.1: C-terminale Substituenten.
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2.2 Linker

Die Entwicklung eines geeigneten Linkers, der den p-elektronenreichen
Heteroaromaten mit dem Oligopyrrolcarboxamid am N-terminalen Ende verbindet,
sollte ein entscheidender Bestandteil des Designs der Combilexine darstellen. Die
Arbeit von Ballly et al. [43, 44] am NetAmsa (22) zeigt, daf3 die Flexibilitdt und Lange
eines Linkers ein entscheidender Faktor fur die gesamte Geometrie an der DNA und
damit fur die biologische Wirkung des Ligand-DNA-Komplexes ist. Dort wurde eine
gute DNA-Bindung durch Verwendung eines Butanoyl-Restes festgestellt.

In der Literatur (s. Lit. in Tab. 2.2) sind bisher einige Beispiele wirksamer
Combilexine bekannt. Die folgende Tabelle 2.2 zeigt eine Auswahl verschiedener
Linker, die Bestandteil dieser Combilexine sind.

Linker Name Atome d. Kette Lange [A] Lit.
H Lexitropsin-Pyren 5 5,44 [45]
Het ™" T py (18) [46]
o
H H Distel +2-Lexitropsin g 5.87 [45]
P )
[ N N Y y (19) [47]
O
H Psoralen-Lexitropsin g 5,80 [45]
Het\o/\/\[( \Py [48]
@]
H H 5 NetAmsa (22) 7 6,48 [45]
Hetﬁ( TN Y EllipticinNet [49]
o) 0]
[50]
[47]
’ 0 Porphyrin- 8 6,81 [45]
Het._ N Py Lexitropsin
o/\/T N [51]
H H AQucNet (20) 9 9,13 [45]

N N .
Het” N NN Py AQucDist (71) [104]

o) o AQcnNet (72)
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Linker Name Atome d. Kette Lange [A] Lit.

y H )(L NetGA (21) 10 9,86 [45]

N N Py [49]
Het’ O T\H

[50]

Tab 2.2: Verschiedene in der Literatur aufgefiihrte Linker am N- bzw. C-terminalen Ende Het =
Interkalator, Py = Lexitropsin
Die Langen in [A] bedeuten hier, daR der Aliphat maximal gedehnt ist; die Langen wurden
mit einer AM1-Rechnung im SPARTAN-Programm [52] berechnet (minimiert).

Diese sind in der Mehrzahl nicht systematisch synthetisiert worden. Daher existiert
bislang keine systematische Studie Uber eine essentielle "Minimallange" der Linker,
die eine Interkalation ermdglicht. Die in Tab. 2.2 aufgefiihrten Linker zeigen keine
Homogenitat in bezug auf die Verknipfungsseite: sowohl C- als auch N-terminale
Verknupfungen mit den Pyrroleinheiten bzw. den Hetrocyclen sind mdglich. Die
kleinste Kette der aufgefiihrten Beispiele weist funf Atomeinheiten auf. Es existiert
ebenfalls keine Homogenitat in Bezug auf die vorhandenen Atome, da sowohl
Kohlenwasserstoffketten als auch Carbonsdureamide Bestandteil der Linker sein
koénnen. Es sind jedoch immer carboxamidische Randfunktionen vorhanden.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher Linker in verschiedener Lange eingesetzt
werden, um eine erste Systematik beziglich der Minimallangen und funktionellen
Gruppen (Atome) aufzubauen.

Fur die Arbeitsplanung wurden konsequenterweise "kurze" Linker-Einheiten von C,
bis C;, am N-Terminus gewadhlt, deren aliphatisches Ende mit dem Hetrocyclus
verbunden war (s. Tab. 2.3, S. 27). Als funktionelle Gruppe sollte in allen Fallen eine
Carbonsaurefunktion dienen, um eine amidische Verknupfung mit den

Oligopyrroleinheiten zu gewahrleisten.
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Linker Atome d. Kette Lange [A]
H 3 2,42
Het/\”/ Py
0
H 4 3,76
Het\/\\\/ \Py
o)
H 5 5,44
Het/\/\\\/ Py
0

Tab. 2.3: Geplante Linker. Die Langen in [A] bedeuten hier, daR der Aliphat maximal gedehnt ist; die
Langen wurden mit einer AM1-Rechnung im SPARTAN-Programm [53] berechnet
(minimiert).

2.3 p-Elektronenreiche Heterocyclen und Nucleotidbasen

Indol und Carbazol sind planare, p-elektronenreiche Hetroaromaten, die die
Grundbausteine zahlreicher Naturstoffe mit physiologischen Eigenschaften sind [54,
55]. Einige dieser Stoffe besitzen Antitumoraktivitat und Topoisomerase-Hemmung
[56, 57].

Die Vielfaltigkeit der Strukturen und die grol3e Anzahl dieser Naturstoffe erlaubt es,
nur wenige, fur diese vorliegende Arbeit relevante Stoffe vorzustellen [58, 59].

Die marinen Tuniate Rhopaladin A-D (24a-d) besitzen ein Staurosporin (25) Skelett
und werden aus zwei Tryptophaneinheiten aufgebaut. Diese aus Meeresschwammen
isolierten Stoffe haben antibakterielle Aktivitdtt gegen Sacrina lutea und
Corynebacterium xerosis [60].

0 A:R=0H, X=Br
NN B:R=OH, X=H
o C:R=H , X=Br
N/ 2 D:R=H , X=H
X

N\ 74

N N

R H H

Rhopaladin A-D

24 a-d



28

NHCH;

Staurosporin

25

Die Hyrtiosine A und B (26) sind marine Alkaloide aus dem Meeresschwamm Hyrtios
erecta isoliert worden und zeigen zytostatische Aktivitdt gegen das menschliche
Epidermis-Karzinom KB in vitro [61].

Hyrtiosin B

26
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Der synthetische Stoff ED-110 (27) besitzt Antitumorzellaktivitat [62].

H
O, N __0
L=
H
HO
Q loH
OH\ ©H

OH

ED-110
27

Auch "einfache" Indole und Carbazole weisen pharmakologisch interessante
Eigenschaften auf.
Hier sei der Interkalator Ellipticin (10) noch einmal erwahnt (s. Kap. 1, S. 7).

Ellipticin

10
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Verbindung 28 ist anti-HIV-aktiv [63].

—N

L~

N

I
Sh,  OCHs

28

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch die MindestgroRe des Hetarens und die Position
des ihn mit dem Oligopyrrolcarboxamidgerusts verknipfenden Linkers untersucht
werden. Daher sollten Indole mit Alkylcarbonsaure-Funktion in 1- und 3-Position,
sowie Carbazol in 9-Position zum Einsatz kommen (s. Kap. 4, S. 50).

Thymin und Adenin sind in der DNA zueinander komplementdre Basen. Da
Netropsin- und Distamycin A-Analoga bekanntlich an AT/TA-reiche Sequenzen
binden, sollten Thymin und Adenin Uber einen Linker an die Pyrrolkette gebunden
werden und der EinfluR auf die DNA-Bindung untersucht werden. Nielsen et al.
haben auch Nucleotidbasen (G, C, A, T) zur Synthese neuer DNA-Liganden
verwendet [64]. Diese wurden im Gegensatz zur DNA nicht an einen Desoxyribose-
Zuckerphosphat-Rest gebunden, sondern an ein "Pseudo-Peptid" (29). Diese PNA
(Pseudo-nucleic-acid) besitzt eine hohe DNA-Selektivitat [65].

e e e

N

/

N

H H

PNA A

29

Abb.2.1: Peptid-Nucleinsaure (PNA A) mit N-(2-aminoethyl)glycin "backbone". B = A, C, T, G oder
eine veranderte veranderte Struktur von A, C, T oder G.
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2.4 Oligopyrrolcarboxamide

In Anlehnung an die Leitstrukturen Netropsin (11) und Distamycin A (12) und deren
Basis-Chemie sollte die Anzahl der Pyrroleinheiten innerhalb eines
Oligopyrrolcarboxamids die Zahl drei nicht (berschreiten. Zum Aufbau der
angestrebten Systematik sollten zunachst Combilexine stufenweise von "innen" nach

"aussen” aus einem einzelnen Pyrrolkern aufgebaut werden.
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3 Synthese der Pyrrolcarboxamide mit verschiedenen C-termi-

nalen Funktionen

Im folgenden soll auf die Synthese der unterschiedlichen Pyrrolcarboxamide
eingegangen werden. Die Strategie basierte zunachst weitgehend auf der Distamycin
A (12) Totalsynthese nach Lown [66] und Bialer [67]. Auch die Einfihrung der
verschiedenen C-terminalen Seitenfunktionen folgte dieser Strategie. Es sollten als
C-terminale  funktionelle  Gruppen Methylester, Aminopropyl und  N;N-
Dimethylpropan-1,3-diamin-Substituenten eingefthrt werden. AnschlieRend erfolgte
der sukzessive Aufbau zu Pyrrolcarboxamiden mit zwei oder drei Pyrroleinheiten,
wobei u. a. Verfahren aus der Peptidchemie verwendet wurden [69, 72]. Obwohl
diese Strategien und Verfahren bekannt waren, muf3ten diese gewissermal3en als
de-novo-Methode erarbeitet und optimiert werden. Die Vorschriften waren in vielen

Bereichen ungenau und nicht reproduzierbar.

3.1 Darstellung von 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (32)

Die Darstellung des 1-Methyl-4-nitropyrrolcarbonsauremethylesters 32 erfolgte
zunachst durch Nitrierung der von den Firmen Fluka und Aldrich erhaltlichen N-
Methyl-pyrrol-2-carbonséure (30). Die Nitrierung erfolgte mittels aus HNO;
(70%)/Acetanhydrid in situ hergestelltem Acetylnitrat unter Kuhlung (-25° C). Der

Methylester wurde durch anschlieRende Umsetzung mit Methanol/H,SO,4 gewonnen.

ON ON

Q\ COOH  HNOs/Ac0 m\ MeOH/H,SO, m\

| N~ COOH — N\~ ~COOCH;

' |
Che CHs CHs
30 31 32

31 ’ 32

39 % ‘ 39 %
Abb.3.1: Darstellung von 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (32).

Aus der Tabelle in Abb.3.1 ist ersichtlich, dafl3 diese Baustein-Synthese

unbefriedigende Ausbeuten erbrachte. Daher wurde nach einem alternativen
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Syntheseverfahren recherchiert. Die Wahl fiel auf eine Kondensationsreaktion, bei
der Nitromalondialdehyd (34) mit Glycinmethylester (35) wunter basischen
Bedingungen direkt zu 4-Nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (36) umgesetzt wurde
[68] (s. Abb. 3.2). Das entsprechende N-Methylpyrrol-Derivat 32) wurde am Ende
der Reaktionskette durch N-Alkylierung mit Methyliodid erhalten [69]. Die
vereinfachte Variante dieser Kondensationsreaktion, bei der Sarcosinmethylester
(37) statt des Glycinmethylesters eingesetzt wurde, hatte den folgenden Schritt zur
N-Alkylierung erspart; es erfolgte jedoch in diesem Fall keine Umsetzung zum
gewilnschten Produkt. Der Nitromalondialdehyd 34 wurde durch Umsetzung von
Mucochlorsaure (33) mit NaNO, und anschlieRender Decarboxylierung erhalten
(12%) [70]. Der Glycin- (35) und Sarcosinmethylester (37), sowie die Mucochlorsaure

33 wurden von der Firma Fluka bezogen.

Cl Cl + NaNO; 02N O2N OH
OHC ~ COOH ’ OHC o H
34
33
O2oN

02N O2N OH

>7C|‘D —_ e >:< . /—COOCHS OH / \
OHC OHC  H HoN “ho COOCH,

H
34 35 36
Q

O,N ,—COOCH; OH

>7CI-D + HI}I
OHC CHs

34 37
O2N
O2N 2
L 5 L
2. CHgl THF COOCH

N~ COOCH; o N 3

H - Kl, - H20 CHs

36 32

36 ‘32

71 % ‘72%

Abb.3.2. Darstellung von 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonséduremethylester durch Kondensation.
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Die Kondensationsreaktion erbrachte wesentlich bessere Ausbeuten als die erste
Variante und war praparativ auch leicht zuganglich. Eine sehr ahnliche Synthese
wurde auch von C. Bailly verwendet [71], bei der anstatt Mucochlorséaure
Mucobromséure zur Darstellung verwendet wurde; Baillys Ausbeuten lagen mit 55%
deutlich niedriger als die auf der Basis der hier entwickelten Methode (72%). Der
Kondensationsmechanismus dieser Reaktion wurde bisher noch nicht beschrieben.
Man kann jedoch aus vergleichbaren Kondensationen folgenden Mechanismus

postulieren:

€]
_—
HO ~"COOCH;
o o> -2 H,0 N
+ OH®
-2 H,0
O,N OH O,N o)
+0oH® %
- Q
HO COOCH; 2H0  Ho\\ G ~COOCHs;
H H
+ OH®
l-zkbo
O,N
O2N +oH®
R
/;z_}k\ 2he0 » COOCH
HO~ "\~ ~COOCH; 3
N H

Abb. 3.3: Postulierter Reaktionsmechanismus aus Nitromalonaldehyd (34) und Glycinmethylester (35)
zum 4-Nitropyrrol-2-carbonsauremethylester (36) unter Basenkatalyse (NaOH)

Der hier postulierte Mechanismus geht davon aus, dal3 im ersten Reaktionschritt eine
Kondensation zwischen primarem Amin-Stickstoff des Glycinesters und einer
Carbonylgruppe des Nitromalonaldehyds erfolgt. Diese Michael-Addition fuhrt zur
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Bildung eines Halbaminals. Die folgende intramolekulare Aldoladdition
(Knoevenagel) fuhrt dann basenkatalysiert zum Ringschluf3, welcher durch

Dehydratisierung zum Pyrrolderivat 36 flhrt.

3.2 Darstellung der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2carboxamide

Die folgenden beiden Reaktionen erfolgten nach einem identischen Verfahren: die
Nitropyrrolcarbonsaure (31) wird zun&chst mit Thionylchlorid zum entsprechenden
Carbonsaurechlorid umgesetzt. Die VerknUpfung zum Pyrrolcarboxamid erfolgt dann
entweder mit Propionitril (zu 39) oder N,N-Dimethyl-propan-1,3-diamin (zu 40)

[66][67] unter Zusatz von Hlnigs Base.

2N O2N R= HN(CHp)CN O,N
/ \ SOcCl, m\ R= HN(CH2)3N(CHs), m\
l |
C H3 C H3 & H3
3 38 39,40

39 ‘40

79 % ‘66%

Abb.3.4 :Syntheseschema zur Einfuhrung der C-terminalen, funktionellen Gruppen. Carboxamid 39
besitzt eine C-terminale Propionitril-, Carboxamid 40 eine C-terminale Propylendiamin-
Funktion.

Die Synthesen zur Einfihrung der C-terminalen, funktionellen Gruppen zu den
Zielmolekilen erbrachten zufriedenstellende Ausbeuten und waren praparativ leicht

zuganglich.

3.3 Strukturaufklarung der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2carboxamide

An dieser Stelle sollen die Strukturen der C-terminalen Funktionen mittels der ‘H-
NMR-Spektroskopie geklart werden. Die 2,4-Disubstitution wird an anderer Stelle

besprochen.
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Die 1-Aminopropio-3-nitril Seitenfunktion stellt ein A;B,X, Kopplungssystem [73] dar,
da es sich hier nicht um ein Kopplungsmuster 1. Ordnung handelt und das
Stickstoffproton durch NH-ND-Austausch an der Kopplung partizipiert. Das Spektrum
lasst sich jedoch wie ein Spektrum 1. Ordnung interpretieren, da die “J-Koplungen
aufgrund der Auflosung des NMR-Geréates nicht in Erscheinung treten. So spaltet die
a-Methylengruppe des Nitrils als Triplett auf, die b-Methylengruppe als Quartett, da
hier das Stickstoffproton ebenfalls koppelt. Das Stickstoffproton erscheint als Triplett.
d [ppm] = 2,65 (t, 2H, %J = 6,5 Hz , CH,-CN), 3,51 (2H, q, %J = 6,5 Hz, CH,), 8,05 (t,
1H, 3J= 5,0 Hz, NH)

Eine kompliziertere Betrachtung ist bei der N,N-Dimethylpropan-1,3-diamin
Seitenfunktion notig (s. Abb 3.5, S. 37): die Propan-Gruppierung selbst verhalt sich
scheinbar zueinander wie ein  AM,X,-System (1. Ordnung), da die
Kopplungskonstanten Werte im Bereich von d [ppm] = 6,5 ks 7,4 Hz besitzen. Es
erscheint die mittlere Methylengruppe als Quintett, die an die N,N-
Dimethylgruppierung gebundene als Triplett. Das Quintett ist eigentlich ein doppeltes
Triplett, da die Kopplung durch je eine Methylengruppe erzeugt wird. Da aber auch
eine Kopplung des Stickstoffprotons mit in dieses System eingeht (die dem Stickstoff
des Amides benachbarte Methylengruppe erscheint als Quartett), lasst sich eine
Betrachtung des Systems als eines rein 1. Ordnung nicht mehr aufrecht erhalten. Die
Long range-Kopplungen sind jedoch bei diesem Mefverfahren nicht mehr sichtbar
und deswegen konnte man dieses System formal zur einfacheren Deutung als zwel
nebeneinander liegende Systeme Pseudo-1. Ordnung betrachten (A;B,X,-System
und A;B,X,-System). Die N,N-Dimethylgruppen sind fur sich gesehen ein As-System

und erscheinen deswegen als Singulett.
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CHj
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Abb. 3.5: *H-NMR-Spektrum (DMSO d°) der Verbindung 40.

d [ppm] = 1,63 (M, 2H, 3J= 6,5 Hz, CH,), 2,05 (s, 6H, N(CHa),), 2,21 (t, 2H, 3J = 6,7
Hz, CH,N), 3,18 (q, 2H, 3J = 6,7 Hz, CH,NH), 8,40 (t, 1H, 3J = 7,4 Hz, NH)

3.4 Synthese der Oligopyrrolcarboxamide

Zur Darstellung von Oligo-carbonséaureamiden, die zwei oder drei Pyrroleinheiten
aufweisen, erfolgte zunachst nur der Aufbau von Oligopyrrolcarboxamiden mit C-
terminaler Methylesterfunktion. Dies erfolgte ebenfalls nach dem von Lown
beschriebenen Syntheseschema [66, 67]. Auch hier mufdte erheblich de-novo-
Syntheseentwicklung angegangen werden, da die Verfahren nur unzureichend

beschrieben sind. Hierbei wird der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsauremethylester
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(32) in Methanol mit einem Palladium-Aktivkohle Katalysator (Pd10%/ C) unter
Wasserstoffatmosphére zum entsprechenden 4-Aminopyrrol reduziert. Die freie 1-
Methyl-4-nitropyrrolcarbonséure 31 wird durch Umsetzung mit SOCI, aktiviert und bei
0° C mit dem 4-Aminopyrrol zum Dicarboxamid umgesetzt. Das entsprechende
Oligopyrrolcarboxamid mit drei Pyrroleinheiten wird in gleicher Weise dargestellt,

indem der Mono-pyrrolester 32 durch Bis-pyrrolester 42 ersetzt wird.

HoN
COOCHg o ,}l COOCHS3
Hs CHs
32 41
O;N
Z_>\ SOCTHE m\
COOH N COCI
|
Hs CHs
31 38
O,N
H
/ \ Hiinigs Base / \ N X~ COOCH;
COCI N COOCH;3 THF, -HCI N \
| | N
Ha CHy cHy © ‘CH,
38 41 42

42 ’43

69% ’ 42%

Abb.3.6 : Darstellung der Oligopyrrolcarboxamide mit C-terminaler Esterfunktion am Beispiel eines

Bis-pyrrols (42). Die Darstellung des Tris-pyrrols (43) erfolgt nach dem gleichen Schema.
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3.5 Darstellung von 1-Methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]-

amino}-1-H-2-pyrrolcarbonsaure

Die Darstellung der freien Carbonsdure (44) erfolgte durch schonende
Esterhydrolyse von Bis-pyrrol 42 mit NaOH (50%) in Methanol und anschlie3ender
Féllung mit HCly,,, [66, 72].

O2N O,N
H H
/' \\ N—_~\__COOCH; 1.NaOH (50%) /7 \ N__~\__COOH
—_—

N \ 2. HCl (konz.) N \

! (@) N\ l (@) N\

CHs CHsz CHz CHs

42 44

44
86%
Abb.3.7.: Darstellung von 1-Methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]

-1-H-2-pyrrolcarbonséaure durch Esterhydrolyse aus Bis-pyrrol 42.

3.6 Strukturaufklarung der Bis-pyrrol-carboxamide

Zunachst sollte an den N-methyl-4-nitropyrrol-Monomeren, die in 2 Position eine
Carboxy-Gruppe mit Seitenfunktion tragen, die 2,4-Substitution, also die
Regiochemie der Cyclisierung, nachgewiesen werden. Die Konstitution ist fur die
"Curvature" der Oligopyrrolcarboxamide von Relevanz (s. S. 7-16). Durch die 'H-
NMR-Spektroskopie konnte dieses leicht bewiesen werden: es sind zwei aromatische
Resonanzen registriert, deren Kopplungskonstante (J) in allen Beispielen eine

Aufspaltung von 1,4 bis 1,9 Hz hatten; dieser Bereich entspricht einer AB-Kopplung
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[73], bzw. einer Metakopplung (*J) in aromatischen Systemen. Diese Werte stimmen
auch mit in der Literatur bekannten Werten [66, 67] Uberein (s. Abb 3.8).

Am Beispiel des Bis-pyrrols mit C-terminaler Esterfunktion sollten die aromatischen
und die aliphatischen Protonen genau zugeordnet werden, um fur die
Konstitutionsaufklarung der Targetmolekile eine fundierte Basis zu geben. Eine

Konformationsanalyse der Carboxamid-Gruppe nach s-cis/s-trans sollte im Anschluf3

erfolgen.
oN
N H 3
NN Ne_~N\\_-COOCHs
Y \ B
' N CH
CHs (0] 5 \CH3 3
CHg
CHg,
Py-H py-H Py-H
NH Py-H
T T I LI T I LI T I LI I L T I LI B | I T LI I LI I T L I LI I T L I LI B | I T LI I LI
10.0 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0

d [ppm] (300 MHz)

Abb.3.8: 'H-NMR-Spektrum (DMSO o) (300 MHz) des Bis-pyrrolmethylesters (42).

Wie das 'H-NMR-Spektrum in Abb.3.8 zeigt, ist zunéchst lediglich das NH-Signal
eindeutig zuzuordnen. Das *H-NMR-Spektrum zeigte folgende Protonen: d [ppm]:
3,72 (CHs), 3,82 (CHs3), 3,93 (CHs), 6,89 , 7,43, 7,53, 8,17 (4-Pyrrol-H, *J= 1,73-1,93
Hz), 10,25 (NH).

Zur weiteren Konstitutionsaufklarung wurde der Kern-Overhauser-Effekt (NOE:
Nuclear Overhauser Effect) [73] mittels NOE Differenzanalyse an diagnostisch

relevanten Kernpositionen genutzt.
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Im NOE-Differenzspektrum wurde zuerst auf d [ppm]= 10,25 (NH) (7868,34 Hz)
eingestrahlt (s. Abb. 3.9). Das aromatische Proton bei d [ppm] = 8,17 (7243,69 Hz)

zeigte keine Signalintensivierung, im Gegensatz zu den anderen aromatischen

Protonen. Im Ausschlul3verfahren mufl3 das Proton bei d [ppm] = 8,17 Pyrrol-H5'

sein.

R W R U

O,N , H
H 3
J A\ N\Q/COOCW
5 \ \ B
N \ N

|
o)
CHs > CH,

12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

d [ppm] (300 MHz)

Abb 3.9: Das NOE-Differenzspektrum zeigt Einstrahlung auf die NH-Gruppe.

Das Einstrahlexperiment auf Proton Pyrrol-H5' d [ppm] = 8,17, 7243,69 Hz) zeigte

nur eine Signalintensivierung bei d [ppm] = 3,93 (5971,96 Hz); somit handelt es sich
bei d [ppm] = 3,93 um N'-CH; (s. Abb. 3.10, S. 42).
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Abb 3.10: Das NOE-Differenzspektrum (DMSO of) zeigt Einstrahlung auf Pyrrol-H5"; das Signal bei d
= 3,93 ppm kann als Methylgruppe N'-CH; identifiziert werden.

Beim Einstrahlen auf die Resonanzfrequenz der CHs-Gruppe auf d [ppm] = 3,72
(5910,45 Hz) konnte keine Signalintensivierung fur Pyrrol-Protonen festgestellt
werden und somit der Methyl-Gruppe des Esters zugeordnet werden (s. Abb 3.11, S.
43).
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Abb 3.11: Das NOE-Differenzspektrum (DMSO ) zeigt bei Einstrahlung auf d = 3,72 ppm keine
Signalintensivierung

Konsequenterweise wurde dann auf d [ppm] = 3,82 (nach kombinatorischer
Interpretation entspricht dieses Signal N-CHs) eingestrahlt (5941,92 Hz); es zeigte
sich nur eine Signalintensivierung bei d [ppm] = 7,43, wodurch sich d [ppm] = 7,43 als
Pyrrol-H5 zuordnen lal3t. Damit bleibt Pyrrol-H3 (d [ppm] = 6,87) kombinatorisch tbrig
(s. Abb.3.12, S. 44).
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Abb 3.12: Das NOE-Differenzspektrum (DMSO d°) zeigt Einstrahlung auf d [ppm]= 3,82 (N-CHb).

Um die Lage der Protonen d [ppm] = 6,82 und 7,53 zu erkennen, waren zwei Spin-
Entkopplungsexperimente (Doppelresonanz) [74] [73] noétig: zuerst wurde ein
Experiment bei Pyrrol-H5' (7243,69 Hz , d [ppm] = 8,17) durchgefiihrt. Das
Einstrahlen auf das Proton bei d [ppm] = 7,53 zeigte keine “J-Kopplung mehr und
konnte somit Pyrrol-H3' zugeordnet werden (s. Abb. 3.13, S. 45).
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Py-H3'

Py-H3
Py-H5

760 7.40 7.20 7.00 6.80

d [ppm] (300 MHZz)

Abb 3.13: Entkopplungsexperiment auf Pyrrol-H5' (DMSO o).

Diese Annahme mufte jedoch durch das zweite Entkopplungsexperiment belegt
werden. Daher wurde auf Pyrrol-HS (7024,82 Hz, d [ppm] 7,43) ebenfalls

eingestrahlt; wie erwartet zeigte sich bei dem Proton bei d [ppm] = 6,87 auch keine
*J-Kopplung mehr, so daR dieses Proton als Pyrrol-H3 eindeutig identifiziert werden

konnte (s. Abb. 3.14, S. 46). Daher konnte die erste Annahme bestatigt werden.
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Abb.3.14: Entkopplungsexperiment auf Pyrrol-H5 (DMSO o).

Das Signal bei d [ppm] = 3,82 wurde durch kombinatorische Interpretation als N-CHs-
Gruppe angenommen; der Beweis sollte durch NOE-Differenzanalyse erfolgen. Es
wurde auf Pyrrol-H5 (d[ppm] =7,43, 7024,82 Hz) eingestrahlt und es zeigte sich
tatsachlich eine Signalintensivierung bei d [ppm] = 3,82 (s. Abb. 3.15, S. 47).
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Abb. 3.15: Einstrahlexperiment auf Py-H5.

Zur Uberprufung der korrekten Zuordnung des Pyrrol-H5' diente noch eine letzte
NOE-Differenzanalyse, bei der auf N'-CHs (d [ppm] = 3,93, 5971,96 Hz) eingestrahlt
wurde. Auch hier bestatigte sich die Annahme, da eine Signalintensivierung bei
d [ppm] = 8,17 auftrat (s. Abb 3.16, S. 48).
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Abb. 3.16. : Das NOE-Differenzspektrum zeigt Einstrahlung auf N'-CH;

Durch diese Experimente laf3t sich nun die genaue Lage der Protonen des
vorliegenden Bis-pyrrolmethylesters wie folgt beschreiben:

d [ppm]: 3,72 (OCHs), 3,82 (N-CHjy), 3,93 (N'-CHj3), 6,87 (Pyrrol-H3), 7,43 (Pyrrol-H5),
7,53 (Pyrrol-H3"), 8,17 (Pyrrol-H5"), 10,25 (NH).

Das zweite Problem, welches fir die DNA-Bindung relevant sein sollte, sollte die
Konformation zwischen den beiden Pyrrolringen und der Carboxamid-Bindung
klaren. FUr die Bindungsgeometrie an der DNA ist es essentiell, dal3 die
Oligopyrrolcarboxamide eine sichelférmige Geometrie besitzen. Dabei ist es eine
Voraussetzung, dald die Substituenten der C-N-Amid-Bindung s-trans angeordnet

sind, in Anlehnung an Angaben zu natirlichen Peptidstrukturen.
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Abb.3.17: Links ist die transoide Konformation des Molekuls, rechts die cisoide Konformation
abgebildet. Bei der transoiden Konformation stehen der Sauerstoff und der am Stickstoff
gebundene Pyrrolring auf der gleichen Seite vom Stickstoff aus betrachtet, die Pyrrol-Reste
allerdings trans.

Bei der Annahme, dafl3 die cisoide Konformation vorliegt, mufite beim Einstrahlen auf
NH (d[ppm] =10,25, 7868,34 Hz) eine Signalintensivierung bei N-CH3' (d [ppm] =
3,93), Pyrrol-H5 (d [ppm] = 7,43 ) und Pyrrol-H3 (d [ppm] = 6,81) zu erkennen sein.
Das Experiment zeigt jedoch keine Signalintensivierung bei d [ppm] = 3,93 (N'-CHjy),
so dal3 diese Konformation als unwahrscheinlich gelten kann (s. Abb. 3.17).

Vielmehr lassen sich Signalintensitaten bei Pyrrol-3' (d[ppm] = 7,53 ), Pyrrol-H5
(d[ppm] = 7,43) und Pyrrol-H3 (d[ppm] = 6,87) erkennen, so dal} eine transoide
Konformation angenommen werden kann. Dies stimmt auch mit Réntgenstrukturana-
lysen von Netropsin und Distamycin A Uberein, ebenso mit deren Bindekonformation
an der DNA.

Das zweite Problem ist durch die kombinatorische Interpretation der vorliegenden
Daten nicht restlos geklart worden, lait die "cis" Konformation aber als sehr
unwahrscheinlich gelten. Deswegen waren noch AM1 Rechnungen nétig, um dieses
Problem auch theoretisch zu rationalisieren (s. Kap. 10, S. 101 ff.).

Eine weitere NOE-Differenzanalyse zur Strukturaufklarung des Tris-pyrrol-Analogons
wurde nicht durchgefthrt, da hier eine weitere Carboxamid-Bindung vorliegt und
deshalb eine eindeutige Zuordnung der NH-Protonen mit den vorgegebenen
Methoden nicht mdglich war.

An dieser Stelle sei Frau Dr. M. Jansen fir die Messung der NOE- und der Spin-

Entkopplungsexperimente gedankt.
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4 Darstellung der heterocyclischen Carbonsauren

Einleitend zu diesem Abschnitt sei gesagt, dal’ nicht alle im weiteren Syntheseplan
bendtigten heterocyclischen Carbonséuren synthetisiert werden muf3ten; so waren
die 2-Indol-1-yl-essigsaure und die 3-Indol-3-yl-propionsaure bei der Firma Fluka, die

2-Thymin-1-yl-essigsaure bei der Firma Aldrich erhaltlich.

4.1 Darstellung der 2-(1-H-1-indolyl)essigsaure und der 2-(9H-9-

carbazolyl)essigsaure

Zur N-Substitution am Indol @5) bzw. Carbazol @7) mul3te der Stickstoff zunachst
deprotoniert werden. Dies sollte zunachst mittels eines Standardverfahrens im
Arbeitskreis Pindur durch n-BuLi erfolgen [75]. Die Ruckreaktion zum Indol bzw.
Carbazol war jedoch bevorzugt. Dieses Phanomen ist wahrscheinlich auf die
Basenharte des n-BuLi gegenuber unsubstituiertem Indol bzw. Carbazol
zuruickzufuhren; die Literatur beschreibt auch mogliche Konkurrenzreaktionen, wenn
der Reaktionspartner selbst acide Protonen aufweist (Chloressigsaureethylester) und
deswegen empfindlich fir nucleophile Angriffe ist [76]. Entsprechende Versuche mit
tert-BuLi liefen ebenso erfolglos. AulRerdem gibt es in der Literatur Verfahren, die
Hinweise auf eine Steuerung von Alkylierungen und Acylierungen an Indolen durch
die Auswahl von Kationen liefern [77]; danach wird eine Alkylierung bzw. Acylierung
mit Lithium und Magnesium als Kationen in 2 und 3 Position des Indols bevorzugt,
der Einsatz von Kalium- und Natriumkationen bevorzugt die N-Alkylierung bzw. -
Acylierung.

Es wurde deshalb nach einem Verfahren gesucht, das sich des Einsatzes
"schwacherer" Basen bediente, die Kalium oder Natrium als Kationen besalien
(NaOH, KOH).

Durch Verschmelzen des Indols [78] bzw. Carbazols [79] mit pulverisiertem
Natriumhydroxid gelang die Erzeugung zum Indolat- bzw. Carbazolat- Anion. Diese
Anionen wurden zwar nicht isoliert, konnten aber als existent gelten, da die folgende
Umsetzung mit trockenem Chloressigsaureethylester (Sy2 Mechanismus),
anschlieBender alkalischer Hydrolyse und Fallung mit wassriger 1N-HCI das
gewunschte Produkt lieferte (s. Abb. 4.1, S. 51).
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Abb.4.1 Darstellung der 2-Indolyl- @6) und der 2-Carbazolyl-essigsdure @8). Die nicht umgesetzten

Indol-/ Carbazol-Anionen reagierten zum Indol/ Carbazol zuriick.

Die Ausbeuten, wie aus der Tabelle in Abb 4.1 ersichtlich ist, waren nicht
befriedigend, sollten aber in der erhaltenen Quantitat fir die weiteren Vorhaben
ausreichend sein. Aus diesem Grunde wurde auf eine Optimierung dieses

Verfahrens bzw. auf eine Alternative verzichtet.

4.2 Darstellung von 4-(9H-9-Carbazolyl)buttersaure

Aufgrund der raumlichen Ausdehnung des Carbazols sollte durch das Einfligen eines
Butanoyl-Linkers eine mdglichst spannungsfreier interkalativer Bindungsmodus an
den Targets (Tumorzellen, DNA) geschaffen werden. Um eventuell eintreffende
Auswirkungen auf die Antitumorwirkung in Bezug auf den variierten Linker deutlich zu
machen, wurde an dieser Stelle der systematische Linker-Aufbau verlassen; es
wurde in dieser Arbeit auf das Einfligen eines Propanoyl-Rests verzichtet. Aus den
Erfahrungen mit der 2-Carbazoylessigsaure wurde ein Verfahren gewahlt, welches

eine Alkalischmelze beinhaltete [BO]. Hierbei wird das Carbazol zur Deprotonierung
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mit KOH geschmolzen, pulverisiert und anschliel3end mit g-Butyrolacton alkyliert. Die
Hydrolyse lieferte nach Ansauern mit wassriger 1N-HCl das gewinschte Produkt.

Das im ersten Schritt entstandene Salz wurde zwar isoliert, jedoch nicht auf dessen
Existenz hin untersucht (s. Abb. 4.2).

— -1 ©
KOH
. @
O \ - H0 O \ K
N N
47 - o
— - ©
O \ @ 1.Butyro|act0n‘ O
K 2iNHGO
N N
49
COOH
49
17%

Abb.4.2: Darstellung 4-Carbazoylbutterséure.
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5 Darstellung der Combilexine mit verschiedenen N-terminalen

und C-terminalen funktionellen Gruppen

5.1 Synthese der Combilexine

Die Combilexine besitzen eine weitere Carbonsaureamid-Funktion, fuar deren
Synthese ein praparativ gut zugangliches Verfahren gefunden werden sollte. Es
boten sich zur Amid-Synthese verschiedene, in der Literatur bekannte Verfahren an,
wie z.B. die CDI- [81] und die DCC-Methode [82] (50) (N,N-Dicyclohexylcarbodiimid),
aber auch die klassische Umsetzung eines Carbonsaurechlorids [66, 69, 72] mit
einem freien Amin. Nach systematischen Versuchen mit diesen drei Reagenzien fiel
die Wahl auf die fir die Problemstellung geeignetste DCC-Methode. Bei dieser
Methode wird das primare Amin zusammen mit der Carbonsaure und einem
basischen Katalysator wie z. B. 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) in CH,CI, geldst.
Das ebenfalls in CH,Cl, geloste DCC wird dann bei -20° C tropfenweise zugegeben,

dabei wird die Carbonsaure zum reaktiven O-Acylisoharnstoff umgesetzt (s. Abb.

5.1).
OO
(N,N-Dicyclohexylcarbodiimid) DCC
50
o)
_CgH11
/[Oj\ + DCC, DMAP) i J\) N, Rl/U\H/ Ro
Ry~ “OH "Ry Lo” N g
|
CeH11 CeHus
HN
OZ\II\JH
CeH11

Abb.5.1: Amidbildung mittels DCC (50)
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Die Amine wurden zuvor durch Reduktion der Nitro-Pyrrolderivate mit Pd10%/ C in
Methanol unter Wasserstoffatmosphére in situ erzeugt und nicht isoliert (s. Tab. 5.1
u. Abb. 5.2, S.55). Nach Umsetzung zum Carboxamid waren die reinen Produkte
durch Saulenchromatographie leicht zuganglich.

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen in der praparativ einfachen Handhabung und in
der schonenden Behandlung der Edukte. Die Carbonséaurechlorid- und die CDI-

Methode fuhrten zu keiner Umsetzung.
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N I T H
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1.R,COOH \7f
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/ N\ | R,  2DCC DMAP o /o R
N THF N ol
| 0 | o)
L CHy L CHs 2l
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R; = -OCHs;, -NH(CH,)CN -NH(CH,)sN(CHa),

Abb.5.2 : Darstellung der Combilexine. Zunnachst wird ein Mono- oder Bis-pyrrol reduziert. Nachdem
das entstandene Amin mit der Carbonséure versetzt worden ist, wird das Gemisch mit
DCC zum Carboxamid (Combilexin) verknipft. (R,=s. Tab. 5.1, S. 55)
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Tab.5.1: Diese Tabelle zeigt die Combilexine, die nach dem in Abb.5.2 gezeigten DCC-Schema
synthetisiert wurden. Py = Pyrrolcarboxamid.

Tabelle 5.1 zeigt, dal3 die Ausbeuten unterschiedlich befriedigend ausfielen. Ein

Grund hierfur liegt darin, dafd sich die Carbonsauren zwar mit DCC umsetzten, das
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Zwischenprodukt aber nicht weiter mit dem Amin reagierte. Diese Tatsache zeigte
sich durch verschiedene *H-NMR (300 MHz) (DMSO d® Untersuchungen: es
erschienen, neben den zu erwartenden Carbonséuresignalen, im Bereich von
d [ppm] = 1,0 bis 1,7 starke Signale, die man den Cyclohexylresten zuordnen kann.
Ursachlich hierflr ist eine literaturbekannte intramolekulare Umlagerung des

Adduktes, die irreversibel zur Bildung eines stabilen Ureids fuhrt [82].

_CeH11 _CeH11

0 N,_\ HN
A /l\ CeH
Rl/\\\Q/E'l\'H —_— > o
CeH11 )\
07 DR,

Abb.5.3: Ureidbildung, die u. a. zum Ausbeuteverlust fihrt.

AulRerdem polymerisieren Pyrrole und Pyrrolamine im Sauren ahnlich leicht wie
Aniline. Die Polymerisierung wurde nicht untersucht. Hinweise darauf gab es jedoch
beim Entfernen des Lo&sungsmittels, nachdem ein 4-Nitropyrrolderivat (32, 42)
reduziert wurde: im Destillationsriickstand befand sich einige Male ein dunkelbrauner
Ruckstand, der sich nur méaRig in CH,Cl, wieder aufnehmen liel3.

Zur Verbesserung des Verfahrens wurde die Reaktion bei unterschiedlichen
Temperaturen durchgefuhrt (0° C, 60° C, -40 ° C), was jedoch keinen weiteren
Fortschritt brachte. Der Austausch der Losungsmittel (THF, Dioxan) wahrend der
Phase der Combilexinsynthese brachte ebenfalls keine Ausbeuteverbesserung.
Deshalb wurde das gewahlte Verfahren beibehalten. Hinsichtlich der bevorstehenden
biologischen Testungen und der strukturellen Beschreibungen der Verbindungen

konnten die Ausbeuten fir die Praxis als ausreichend betrachtet werden.

5.2 Strukturaufklarung der Combilexine

Da sich die N-terminalen Funktionsgruppen im *H-NMR Spektrum nicht verandert
haben und diese schon in vorherigen Kapiteln besprochen wurden, soll hier nur auf
die veranderte Lage der Pyrrolprotonen der Oligopyrrolcarboxamide eingegangen
werden. Details sind im Experimentellen Teil (12.2.14.1 - 12.2.14.13, S.141 - 153)

dokumentiert.
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Durch das Fehlen der Nitrogruppe und die Einfihrung einer weiteren
carboxamidischen Funktion auf dem Weg zu den Combilexinen zeigt sich ein relativ
starker Hochfeld-Shift der Pyrrol-Wasserstoff-Protonen im Vergleich zu der Bis-
pyrrolnitroverbindung 42 (s. Tab 5.2).

Pyrrol-H O,N-Py-Py-OMe Het-CONH-Py-Py-OMe

d [ppm] d [ppm]
3 6,86 6,81
5 7,45 7,11
3 7,53 7,22
5 8,18 7,41

Tab.5.2: Diamagnetischer-Shift eines in dieser Arbeit synthetisierten Combilexins gegenlber der Bis-

pyrrol-Ausgangsverbindung mit Nitrogruppe; Py = 4-Amino-1-methyl-pyrrol-2-carboxy-
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6 Zellbiologische Studien und biophysikalische, biochemische

Untersuchungen an der DNA

In diesem Kapitel sollen die die Ergebnisse der Untersuchungen auf DNA-Affinitat,
Interkalation und zellbiologische Eigenschaften der in dieser Arbeit synthetisierten
Verbindungen hin untersucht werden. Es soll daran Gberprift werden, in wie weit sich
eine Struktur-Wirkungsbeziehung oder zumindestens eine Vororientierung flr
nachfolgende Arbeiten erkennen lafit.

Einige der Substanzen wurden vom NCI (National Cancer Institute, Bethesda,
Maryland, USA) [83] mit einem zellbiologischen Verfahren auf Tumorcytotoxizitat
untersucht.

AulRerdem wurden im Arbeitskreis Pindur [84] validierte biophysikalische und
biochemische Testungen vorgenommen (Dr. Marotto).

Die Verfahrensweise und deren Ergebnisse sollen in folgender Weise besprochen

werden:

1) Zellbiologische NCI-Testungen und deren Ergebnisse

2) Kurze Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und biochemischen
Verfahren

3) Ergebnisse der Verfahren aus 2)

4) Bilanz der Ergebnisse

6.1 Zellbiologische NCI-Testungen und deren Ergebnisse

Einige der Substanzen der ersten Serie der vorliegenden Arbeit wurden vom NCI fur
die Bestimmung von Cytotoxizitat in drei empfindlichen Tumorzelllinien Preliminary

Screening) ausgewahlt (Tab.6.1 u. Abb. 6.1, S. 59 u. 60).
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Abb.6.1: Pyrrolcarboxamide, die vom NCI in der ersten Anmelde-Serie ausgewahlt wurden.
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Verbindung NCI-H460 MCF7 SF-268 Ergebnis
(Lunge) (Brust) (ZNS)

51 31 24 41 aktiv
54 86 53 76 inaktiv
58 102 91 62 inaktiv
56 -2 12 23 aktiv
57 109 90 93 inaktiv
59 113 86 83 inaktiv
53 14 31 7 aktiv
62 10 13 36 aktiv
62 93 84 96 inaktiv
44 104 74 97 inaktiv
43 14 62 59 aktiv

Tab 6.1.: Vom NCI ausgewahlte Verbindungen der ersten synthetischen Serie und die Ergebnisse des

Die Verbindungen 51, 56, 53, 62 und 43 zeigten eine

Priliminary 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

versetzt worden sind. Je kleiner die Werte in der Tabelle sind, um so starker cytotoxisch

wirksam ist die Substanz.

richtungsweisende

Zellwachstumshemmung und wurden vom NCI im Hauptassay auf 60 Tumorzell-

Linien weiter getestet (Primary Screening). Die Ergebnisse dieses Tests mit einigen

Tumorzell-Linien, die biologisch ausreichend gehemmt werden, sind in Tabelle 6.2,
S. 61 aufgefihrt.
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Verbindung 60 Zelllinien Tumorzell-Linie Glso [M]
(Auswahl)

51 UACC-62 Melanom 8,69 10°

53 HS 578T Brust 1,47 10°

56 SK-MEL Melanom 1,60 10°®

62 HOP 92 Nicht kl.-zell. Lungenkrebs 2,30 10°

43 IGROV1 Ovarial Krebs 1,47 10°®

Tab 6.2: Die hier angegebenen Werte stammen aus der 60 Tumorzell-Linien Testung (Primary
Screening). Die Werte aus dem Zellpool geben die molare Konzentration der Testsubstanz

an, bei der die Wachstumshemmung der Zellen 50% betragt (Glso in Mol).

Die Ergebnisse des Primary Screenings zeigten eine ausgepragte Selektivitat der
zytotoxischen Wirkung von 62 fur die Linie HOP 92 (non small lung cancer oder nicht
kleinzelliger Lungenkrebs) und von Verbindung 43 fur die Linie IGROV1
(Ovarialkrebs). Da die angegebenen Hemm-Konzentrationen noch zu hoch waren,
wurde die Testung am Tier nicht weiter fortgesetzt. Der Vergleich mit dem
Topoisomerase I-Hemmestoff Topotecan (64) (Tab. 6.3) zeigt aber, daf’ in Hinsicht auf
die Selektivitat der Wirkung und dem Konzentrationsbereich fir die
durchschnittlichen Glsg Werte die Substanzen 62 und 43 von pharmakologischem

Interesse sind.

Verbindung 62 43 Topotecan
Mean Gls -4,52 -4,27 -7,2

Glso HOP92 -5,67 -4,84 -6,94

Glsg IGROV1 -5,18 -7,83 -6,39

Tab 6.3: Durchschnittliche Glsqg Werte und Selektivitat der Verbindungen 62 und 43 als log,, der

molaren Konzentration im Vergleich mit dem Topoisomerase |-Hemmer Topotecan (64).
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6.2 Kurze Beschreibung der verwendeten biophysikalischen und
biochemischen Verfahren

6.2.1 Thermische Denaturierung/Bestimmung der Schmelztemperatur der DNA
(DT m-Wert) [85] [84]

Durch Temperaturerhhung einer walrigen DNA-L6sung kommt es zum
"Schmelzen" der DNA, d. h. die Doppel-Strange trennen sich voneinander. Der
Denaturierungsprozeld wird Uber eine charakteristische Absorption im UV-Bereich (|
= 250-280 nm) bestimmt. Die Absorption erfahrt durch eine Denaturierung eine
hypochrome Verschiebung. Der T,-Wert ist der Wendepunkt der Absorptionskurve
(die Halfte der DNA liegt als Doppelstrang, die andere Hélfte als Einzelstrang vor).
Tritt eine Substanz in Wechselwirkung mit der DNA, wird die Doppelhelix stabilisiert
und es kommt zu einer Erh6hung der charakteristischen Denaturierungstemperatur.
Die Differenz zwischen T,,° der reinen Nucleinsdure und T,, der Nucleinsaure mit
gebundener Substanz ist der DT,-Wert. Dieser korreliert mit der Bindungsaffinitat
einer Substanz an die DNA, aber ohne Informationen tUber den Bindungsmodus. Im
Arbeitskreis Pindur (Dr. Marotto) wurde fur die vorliegenden Testungen das
Polynucleotid Poly [dA-dT]- Poly [dA-dT] verwendet (T, = 46,6° C).

6.2.2 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay [85]

Ethidiumbromid (65) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch Interkalation an die DNA
bindet.

Ethidiumbromid (65)
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Der Ethidiumbromid-Verdrdngungsassay [86,87] basiert auf einer fluorimetrischen
Titration. Die DNA wird mit Ethidiumbromid beladen, wodurch ein fluoreszierender
Komplex entsteht. Durch Zugabe einer DNA-bindenden Substanz nimmt die
Fluoreszenz ab, denn das Ethidiumbromid wurde aus seinen Bindungsstellen auf der
DNA verdrangt. Die Konzentration einer Substanz, die eine 50%ige Abnahme der
Fluoreszenz verursacht, wird als Cs, bezeichnet. Mit dem Ethidiumbromid-
Verdrangungsassay wird die DNA-Affinitat einer Reihe strukturell &hnlicher
Verbindungen verglichen, insbesondere, wenn sie einen &hnlichen Bindungsmodus
aufweisen (z. B. Interkalatoren). Ist der Bindungsmodus verschiedener Substanzen
nicht bekannt, konnen die Cso-Werte im Vergleich zu fehlerhaften Aussagen fiihren.

Im Arbeitskreis Pindur wurde fir die hier vorliegenden Stoffe der kleinen

Rinnenbinder Distamycin A (12) als Vergleichs-Substanzen verwendet.

6.2.3 Topoisomerase I-Hemmung

Topoisomerasen sind ein interessantes Target fur Stoffe mit antitumoraler Wirkung
[88], denn sie stellen fur die Zellen lebenswichtige Enzyme dar [5] (s. Kap. 1, S. 2).
Die Topoisomerase | relaxiert superhelikale DNA durch einen Einzelstrangbruch, so
daid die Replikation und Transkription stattfinden kdnnen.

Die Bestimmung der Topoisomerase I-Hemmung wird mit einer DNA durchgefuhrt,
die zu 80% aus der superhelikalen Form | und hoéchstens 20% der "nicked" Form Il
(mit einem Einzelstrangbruch) besteht (Plasmid-DNA puUC 19, GIBCO Life
Technologies; 0,033 ng/m).

In diesem Assay wird die Plasmid-DNA fur 15 min bei 35° C in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen der Testverbindungen (5, 20 ,50 nM) in einem
Reaktionspuffer fir die Topoisomerase |, der die physiologischen Verhéaltnisse
wiedergibt, inkubiert, anschlieRend mit Topoisomerase | (Topo Gen; 0,25 U/m)
versetzt, so daf} ein Gesamtvolumen von 21 i erreicht wurde. Dann wurde nochmals
fur 15 min bei 35° C inkubiert [84].

Jede Reaktion wurde mit einer 1:1 Mischung aus SDS (Sodium Dodecylsulfat) und
Proteinkinase K behandelt, um die Reaktion zu stoppen und die Topoisomerase
abzuspalten [89,90]. Die erhaltene L6sung wurde mit 2 m Auftragspuffer versetzt und
auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese getrennt;

superhelikale DNA wandert durch ihre kompakte Struktur schneller als relaxierte
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durch das pordose Gel. Wird die Topoisomerase | durch die Testsubstanz gehemmt,
bleibt die DNA superspiralisiert. Als Vergleichssubstanz wurde Camptothecin
aufgetragen.

Nach der Trennung wird das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und mit Wasser
gewaschen; die Dokumentation erfolgte mittels Polaroid-Photographie und Scannen
zur digitalen Verarbeitung.

Je weniger Testsubstanz benétigt wird, um so starker ist die Topoisomerase I-
Hemmung [91].

6.2.4 Topoisomerase ll-Hemmung [84]

Die Topoisomerase II-Hemmung wurde an einigen der vorliegenden Verbindungen
im Arbeitskreis von Prof. C. Bailly in einem &hnlichen Verfahren wie bei der
Topoisomerase |-Hemmung durchgeftuihrt [92]. Da aber bei den getesteten
Verbindungen keine deutliche Hemmung der Topoisomerase Il festzustellen war, soll

hier auch nicht naher auf dieses Testsystem eingegangen werden.

6.2.5 Bestimmung des Bindungsmodus [84,86,87]

Eine exakte Bestimmung des Bindungsmodus eines DNA-Liganden kann direkt nur
mit der NMR-Spektroskopie oder Rontgen-Kristallographie erreicht werden.

Deshalb ist nur eine indirekte Bestimmung durch Veranderungen an der DNA-
Struktur, die durch Interkalation bzw. Rinnenbindung verursacht wird méglich [93,94].
Eine im Arbeitskreis Pindur etablierte Methode zur Bestimmung der Interkalation ist
der Unwinding-Assay [95]. Da diese Methode auf der Topoisomerase |-Wirkung
basiert, konnten viele der synthetisierten Substanzen nicht untersucht werden, da sie
eine Topoisomerase I-Hemmung zeigen.

Fiur die Bestimmung der Bindungsstellen auf der DNA wird auch der Footprinting-
Assay eingesetzt [96]. Eine Footprinting-Analyse wurde an einigen unserer
Substanzen bei Prof. C. Bailly exemplarisch durchgefihrt, wobei aber keine

sequenzspezifische DNA-Bindung festgestellt werden konnte.
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6.3 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen Verfahren

Die in Tab. 6.4 zusammengefassten Verbindungen wurden mit den oben
beschriebenen Methoden analysiert. Die Ergebnisse werden anschliel3end
kommentiert.
5 _
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Tab.6.4: Testsubstanzen, die untersucht wurden Py = Bindungsstelle zur Pyrrolbasis-Einheit (s. 0.).
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Die Denaturierungsexperimente wurden nur bei den Substanzen 25, 42, 44, 51, 53,
56, 59, 61, 62 und 63 durchgefuhrt, die bei NCI eine Antitumoraktivitat aufwiesen.
Keine dieser Substanzen zeigte eine Temperaturerhbhung der DNA-
Schmelztemperatur.

Der Ethidiumbromid-Assay wurde an den Substanzen 25, 42, 44, 51, 52, 53, 54,
55,56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 und 63 durchgefuhrt. Es konnte eine geringe Abnahme
der Fluoreszenz bei allen Substanzen gefunden werden. Die Abnahme der
Fluoreszenz kann jedoch nicht nur durch Verdrangung von Ethidiumbromid
verursacht worden sein, sondern auch durch eine Art Quenching. Ein Cg-Wert
konnte in keinem Fall ermittelt werden, da die Stoffe offenbar zu lipophil waren und
sich nicht vollstandig l6sten.

Einige der getesteten Substanzen (25, 42, 44, 53, 54, 56, 57 und 59), zeigten eine

Topoisomerase I-Hemmung, die einer der Kern-Effekte der Stoffe war.

Verbindung 25 42 44 53 54 56 57 59
TOPO I- 05 50 50 05 20 20 20 05
[mM]

Tab. 6.5.: Die Tabelle zeigt die Werte der Topoisomerase |I-Hemmungs-Konzentrationen [rM] [83, 84].

Der Footprinting-Assay (C. Bailly) zeigte keine Selektivitat.

6.4 Bilanz der Ergebnisse

Die Testergebnisse dieser ersten Serie in der Arbeit lassen sich wie folgt
kommentieren:

Einige der Substanzen zeigten eine Topoisomerase I-Hemmung (25, 42, 44, 53, 54,
56, 57 und 59), so daf} eine Fortsetzung dieser Substanzreihe in pharmakologischer
Hinsicht sinnvoll erschien. Durch das Assay-System bedingt (physikalische Griinde,
u. a. die Loslichkeit der Testsubstanzen), liel3 sich eine Interkalation bisher nicht
nachweisen.

Vergleicht man die bei NCI aktiven Substanzen hinsichtlich ihrer Strukturen, so laft
sich feststellen, dal3 sich aufgrund einer grof3en strukturellen Heterogenitat der

vorliegenden Stoffe keine klare Struktur-Wirkungsbeziehung ableiten Iaft.
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Bemerkenswert ist jedoch die Tatsache, dal3 beide antitumoraktiven Verbindungen
53 und 62 einen Carbazolring enthalten.

Die aktive Verbindung 56 enthalt zwei und 43 enthalt drei Pyrrolringe.

Die meisten der bei NCI aktiven Verbindungen (53, 56, 43) zeigen auch eine
Topoisomerase I-Hemmung.

Wie es in der Zielsetzung schon erwahnt wurde (s. Kap. 1.3, S. 20), sollte u. a. der
Einflud des C-Terminus untersucht werden. Bei den Estern handelt es sich um
hydrophobe Substanzen. So sollte bei der folgenden Serie von Combilexinen als C-
Terminus N,N-dimethyl-propan-1,3-diamin eingesetzt werden, der eine groRere
elektrostatische Ahnlichkeit mit der Amidin-Gruppe des Netropsin aufweist als die
entsprechenden Methylester bzw. als die Propionitrile. Da es sich beim N,N-dimethyl-
propan-1,3-diamin-Rest um einen hydrophilen C-Terminus handelt, sollte diese
Gegebenheit auch eine bessere Loslichkeit in Bezug auf den Ethidiumbromid-Assay
zur Folge haben. In einigen Fallen konnte eine exakte Bestimmung der Verdrangung
von Ethidiumbromid an der Test-DNA nicht durchgefuhrt werden, da keine

ausreichende Ldslichkeit der Testsubstanzen vorlag.
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7 Darstellung der Oligopyrrolcarboxamide mit C-terminaler N,N-

Dimethyl-1,3-diaminopropan-Funktion

7.1 Synthese der Oligopyrrolcarboxamide

Es war u. a. Ziel der vorliegenden Arbeit den Einflul des C-Terminus zu
untersuchen. In der ersten Substanz-Testreihe (s. Kap. 5, S. 53) wurden Methylester,
Carbonsauren und Propionitrile als C-Terminus eingefuhrt. Die geplante Variation am
C-Terminus und Ldslichkeits-Probleme beim Ethidiumbromid-Assay (s. Kap. 6, S. 63)
lieBen es zur Molekulprofilierung sinnvoll erscheinen, in die Oligopyrrolcarboxamide
N,N-Dimethylamino-1,3-diaminopropan-Gruppe als C-terminale Funktion
einzufuhren. Dies zeigt auch eine gewisse elektrostatische Verwandschaft zum
Amidin-System im Netropsin und Distamycin A. Dieses sollte zunachst nach dem
Verfahren von Lown [66], bzw. Bialer [67] erfolgen (durch Carbonsaurechloride), da
dieses bei der Mono-pyrrol-Variante (s.Kap. 3.2/3.5, S. 35 u. 39) erfolgreich verlief.
Es sollten Bis- und Tris-pyrrole aufgebaut werden, die diese Seitenfunktion tragen.
Das Carbonséaurechlorid-Verfahren fuhrte aber zu keiner Umsetzung zu den
gewunschten Produkten. Das Mono-pyrrol mit der schon vorhandenen C-terminalen
Seitenfunktion (40) wurde in Methanol (Pd(10%)/ C/ H,) reduziert und ohne
Aufarbeitung, nach Entfernen des LM, mit Mono-pyrrol-2-carbonsaurechlorid (38)
umgesetzt. Es zeigte sich aber, dal’ die Bildung des Methylesters (32) in Gegenwart
von Methanol bevorzugt war. Daher wurde bei den né&chsten Versuchen das
Methanol gegen THF bzw. Dioxan ausgetauscht. Die Bildung des Esters unterblieb,
die Umsetzung zum gewtinschten Produkt erfolgte hier ebenfalls nicht.

Daher wurde nach einem alternativen Verfahren gesucht, welches eine nucleofugere
Abgangsgruppe des Carbonsaurepartners benutzte.

Es wurde ein Syntheseverfahren gefunden, welches von Nishiwaki und Shibuya
entwickelt worden ist [97]. Hierbei wird N-Methylpyrrol (66) wird in 2 Position mit
Trichloressigsaurechlorid in CH,Cl, bei RT zu 67 acetyliert. Es folgt eine Nitrierung
von 67 bei -40 °C mit Acetanhydrid/HNO 3 (65%) unter Bildung von 68.
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Abb.7.1: Darstellung von 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon (68). Nach
Acetylierung von N-Methylpyrrol wird das Zwischenprodukt Nitriert.

Im weiteren Verlauf der Synthese von Bis- und Tris-pyrrolen mit C-terminaler
Propylendiamin Seitenfunktion sollte sich die Tauglichkeit der nucleofugeren
"Trichlormethylcarbanion"-Abgangsgruppe unter Beweis gestellt werden.

Der Versuch, N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan in CH,Cl, unter Zusatz von Hunigs
Base mit 68 umzusetzen, fiihrte zur einer quantitativ gleichen Ausbeute (66%) wie
bei 40 (s. Kap. 3.2, S. 35)

O,N O2N
I\ ccl SN -
\ 3 HoN(CH,)3N(CHa), N NN
e - > I CH
chl o) (CH,Cly/ Hiinigs Base) HeC O ’
N 40
40
66%

Abb.7.2: Einfihrung der Propandiaminseitenfunktion.

Wie schon bei dem ersten Syntheseverfahren nach Lown und Bialer wurde der
Pyrrolbaustein 40 mit Pd(10%)/C/H, in Dioxan reduziert. Dioxan muf3 im Gegensatz

zu Methanol im ersten Verfahren (s. Kap. 3.2, S. 35) nach erfolgter Reduktion nicht
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destillativ entfernt werden und konnte so direkt als Ldsungsmittel bei der DCC-
Kupplung verwendet werden. Dadurch wird das entstandene Amin thermisch
geschont.

Nach erfolgter Reduktion wurde das aktivierte Pyrrolderivat 68 in DMF gelost und zu
der Losung des Amins 69 zugegeben. Bei dieser Methode entstand das gewinschte
Bis-pyrrolderivat (70a) (s. Abb. 7.3).

HsC
H —~ch. Pd(10%)/ C/H, 2 {
/\ N\/\/ s > 7\ H\/\/N\CH3
N (Dioxan)
CHs | o
40 CHs
69
O,N HoN HaC
H N~chH
/B ]\ N 3
CcCl;
\ )
HC O CHs ©
68 69
O-N
> 74
(DMF/Dioxan) /
N H HsC
HsC / }\l
O H ~CH;s
/ \ N\/\/
\
CHy ©
70 2
70a
22 %

Abb.7.3. Darstellung eines Bis-pyrrols (70a) mit C-terminaler Propandiamin Funktion.
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Das entsprechende Tris-pyrrol (70b) wurde auf die gleiche Weise synthetisiert, nur
dal3 anstelle des Mono-pyrrols 40 das Bis-pyrrol 70a reduziert wurde. Anschlieend

wurde das Amin ebenfalls mit dem aktivierten Pyrrol-Baustein 68 umgesetzt (34%).

NO,

H3C

70b

Somit waren die Oligopyrrolcarboxamideinheiten, die zum Aufbau der zweiten
Generation Combilexine der vorliegenden Arbeit benottigt wurden, vorhanden.

7.2 Strukturaufklarung von Pyrroleinheiten mit C-terminaler Propylendiamin
Funktion

Bei Verbindung 67 ist eine eindeutige Zuordnung der drei Pyrrol-Protonen mit einer
einfachen *H-NMR-Messung nicht méglich, da hier ein ABC-Spin-System vorliegt.
Die beiden heteroaromatischen Protonen in Verbindung 68 zeigen eine *J-Kopplung,
welche die 2,4-Substitution am Pyrrolring beweist. Im Gegensatz zur Verbindung 32
[(7,31 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 8,05 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5)], liegt hier
ein paramagnetische Verschiebung vor, der sich durch die starken -I-Effekte der
COCCI3 und der Nitrogruppe (die einen zusatzlichen -M-Effekt aufweist) erklaren laf3t
[7,78 (d, 1H, *J= 1,84 Hz, Pyrrol-H3), 8,55 (d, 1H, “J= 1,7 Hz, Pyrrol-H5)].

Die Daten des Mono-pyrrol-Propylendiamins 40 befinden sich in Kap. 3.3 (S. 36).
Das 'H-NMR-Signal des Oligopyrrolcarboxamids 70a mit C-terminaler Propylamin-
Funktion besitzen nahezu die gleichen d [ppm] Werte wie Verbindung 42 mit C-
terminaler Methylester-Funktion. Nur das Pyrrol-H5-Atom ist hier etwas ins hohe Feld
verschoben (von 7,45 bei 42 zu 7,19 bei 70a). Die Position der Pyrrol-Protonen sollte
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daher die gleiche sein wie sie in Kap. 3.6, S. 40 ff. besprochenen NOE-Experiment
ermittelt wurde. Die mit diesem Experiment durch Signaliberlagerung nicht
durchfihrbare Zuordnung betrifft wie bei Verbindung 43 auch Verbindung 70b (s.
Kap. 3.6).

N
5 OE HN(CHs)
N H
HoC N 3 "G
N—
(@) CH
5 /B\ H\/\/ 3
. CH
Sy O CHg 3
NH . Py-H3' H
Py-H5 Py-H5PYy-H3 2
CH, CH,
JNH JJJ L_L

105 100 95 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 15

d [ppm] (300 MHz)

Abb.7.4: "H-NMR-Spektrum von Verbindung 70a.
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8 Darstellung der Combilexine mit Mono-, Bis-, Tris-
pyrroleinheiten, C-terminaler N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan

Funktion und verschiedenen N-terminalen Gruppen

Einleitend zu diesem Abschnitt sollen die folgenden Auswahlkriterien (s. auch
Zielsetzung, s. 20) der verschiedenen N-terminalen funktionellen Gruppen erértert
werden.

Durch die vorangegangenen biophysikalischen und biochemischen Testungen gab
es Hinweise auf die Bedeutung von mindestens drei Carboxamidgruppen in den
getesteten Molekdlen (s. S. 67). Daher sollte neben dem Einfligen heterocyclischer
Carbonsauren (s. erste Synthesereihe, Kap. 5, S. 53) auch eine einfache
Acetylgruppe eingefihrt werden, um den Einfluld der Amid-Funktion als
Strukturelement sowie deren Anzahl auf die biologische Wirksamkeit zu Gberprufen.
Desweiteren hatten die Testungen gezeigt (s. S. 66-68), dal} eine interkalierende
Eigenschaft der synthetisierten Molekile nicht nachgewiesen werden konnte.
Offensichtlich waren die eingesetzten Hetereocyclen zu gering anelliert, um eine
Interkalation zu bewirken. Daher wurde nach einem literaturbekannten Interkalator
als Chromophor recherchiert.

Die Wahl fiel auf 9,10-Anthrachinon, weil dieses in der Wirkstoffentwicklung zur
Tumor-Apoptose beschrieben wird [98]. Anthrachinone und deren Konjugate [99]
katalysieren die DNA-Spaltung durch (UV)Lichtaktivierung [100]. Auf3erdem sind
Anthrachinone geeignet, um freie Radikale abzufangen.

Auch Doxorubicin (5) und Mitoxantron (6) sind antitumoraktive Anthrachinone,
welche die DNA durch Enzymaktivierung spalten [101]. Das vollsynthetische
Mitoxantron besitzt eine basisch funktionalisierte Anthrachinonstruktur und zeigt ein
vergleichbares Strukturprinzip, wie es in Anthracyclinen vorliegt: Ring A der

Anthracycline hat einen a-glycosidisch verknipften Aminozucker [102].
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Doxorubicin Mitoxantron

6 7

9, 10-Anthrachinone, die in b-Position mit einer Amino-Gruppe substituiert sind,

gelten als effiziente "Strang-Spalter" der DNA [99] [103]. In der Literatur sind solche
Konjugate oder Combilexine bekannt, die von Helissey et al. erstmals synthetisiert

und getestet wurden [104]
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Die Substanzen AQnc-Net (20) und AQnc-Dist (71) spalten die DNA unspezifisch,
AQcn-Net (72) ist als Wirkstoff in Bezug auf eine Spaltung inaktiv, bindet aber an AT-
reiche DNA-Sequenzen [99].
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Da in dieser Reihe noch kein Sulfonamid-Strukturelement existiert, sollte nach
Beriicksichtigung der genannten Kriterien Anthrachinon-2-sulfonsaure zum Einsatz
kommen, die direkt als Sulfonamid an die Oligopyrrolcarboxamide synthetisiert
werden sollte. Als Variante dazu sollte die Anthrachinon-2-sulfonsaure Uber einen ¢
Aminobuttersaure-Linker verknupft werden, um den pharmakologischen Unterschied
zwischen den Substanzen der direkten Anthrachinonsulfonyl-Verknipfung mit der
Pyrrolkette und der Substanz, die Uber einen C4-Linker (GABA) gebunden ist, zu
untersuchen. GABA wurde in als Linker gewahlt, da dieser dem r&umlich
ausgedehnten Anthrachinon-Ringsystem die konformativ nétige “interkalative
Flexibilitat" in Bezug auf deren Target-Bindung (Tumorzellen, DNA) geben sollte.
Schlief3lich sollten aber auch die bisher verwendeten heterocyclischen Carbonsauren
zum Einsatz kommen, um den Vergleich zwischen den verschiedenen C-terminalen
Funktionen (Methylester, Propionitrile und Propandiamine) hinsichtlich der oben
durchgefiuhrten Testungen zu gewahrleisten.

AulRerdem war es von Interesse, verschiedene in der DNA vorkommende Basen
(Thymin, Adenin) mit Hilfe von Schutzgruppentechniken als N-terminale Funktionen
einzusetzen, um deren Effekt auf die Bindung in der kleinen Rinne der DNA zu
untersuchen, bzw. um ein gut zugangliches Verfahren zu deren Darstellung zu
entwickeln, wie es auch schon in der Zielsetzung (s. Kap. 1.3, S. 20) besprochen

worden ist.

8.1 Darstellung neuer Combilexine mit C-terminaler Propylendiamin-Funktion
mittels der DCC-Methode

In analoger Weise wie in Kap.5 (S. 53) beschrieben, wurden die in der Tabelle 8.1 (S.
77) gezeigten Combilexine durch die DCC-Methode [82] dargestellt. Sie beinhalten
fast alle die gleichen N-terminalen funktionellen Gruppen, die in der ersten
Synthesereihe (ab S. 53) vorgestellt wurden. Geandert wurden bei der Synthese das
Losungsmittel (Dioxan, z.T. auch DMF anstelle von CH,Cl,) und die
Reaktionstemperatur (RT, zuvor -20° C). Nach erfolgter Umsetzung waren die reinen
Produkte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel [(MeOH/NH;3(25%)-97/3)]

erhdltlich. Bei der Auswahl des Laufmittels wurde der gestiegenen Polaritat der
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Produkte Rechnung getragen. Als Nachteil wirkte sich jedoch in einigen Féallen die
durch das Kieselgel katalysierte Zersetzung der Bis- und Tris-pyrrol-Einheiten zu
Mono-pyrroleinheiten aus (*H-NMR-Analysen, DC-Kontrolle).

Der Mechanismus der Amidbildung mit DCC wurde bereits beschrieben (s. Kap. 5, S.
53 f.). Die heterocyclischen Carbonsauren wurden kommerziell erworben oder, wie
oben beschrieben, (s. Kap. 4, S. 50 ff.) synthetisiert (46, 48, 49)[78,79,80].
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OCH; 2 57 80

Tab. 8.1. Combilexine mit C-terminaler Propylendidiamin Seitenfunktion. Py gibt die Stelle an, an der
der Chromophor mit dem Pyrrol-NH verknUpft ist.
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8.2 Darstellung der Combilexine mit N-terminaler Acetylfunktion

Infolge der Existenz guter Acetylierungsreagenzien, wie z. B. Acetylchlorid, ertbrigte
sich der Einsatz der DCC-Methode.

Nach Reduktion des Nitro-bis- (70a) bzw. -tris-pyrrols (70b) mit Pd10%/ C/ H, in
Dioxan wurde unter Eiskihlung mit Zusatz von Hilnigs Base frisch destilliertes
Acetylchlorid tropfenweise hinzu gegeben [72]. Die reinen Produkte waren wie auch
in den anderen Fallen (Abb. 8.1) durch S&ulenchromatographie Uber Kieselgel
(MeOH/NH3(25%)-97/3) leicht erhaltlich.
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Abb.8.1: Darstellung der acetylierten Oligopyrrolcarboxamide.
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8.2.1 Strukturaufklarung der Oligopyrrolcarboxamide mit N-terminaler
Acetylfunktion

Die diamagnetisch relevanten Methylprotonen der Acetylgruppe sind im *H-NMR-
Spektrum von 81 bei d [ppm] = 1,9 bis 1,96 anzutreffen. Die Verschiebung der
Pyrrolprotonen der Verbindungen 81 und 82 =zeigten im Vergleich zu den
aromatischen  Pyrrolprotonen der Verbindungen 70a und 70b gute
Ubereinstimmung, da der Anisotropieeffekt der Pyrrolprotonen durch die Acetyl-

Gruppe im Vergleich zur Nitro-Gruppe hier offenbar nicht beeinfluf3t wird.
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Abb.8.2: 'H-NMR-Spektrum (300 MHz) der Verbindung 81.
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8.3 Darstellung der Combilexine mit N-terminaler-Anthrachinon-2-
sulfonylfunktion

Anthrachinon-Derivate sind Struktur-Bestandteil mehrerer DNA-Zytostatika (s. Kap.
1, S. 18), z. B. AQnc-Net (20), Doxorubicin (6) und Mitoxantron (7) (s. S. 74 ff.). Neu
ist in der vorliegenden Arbeit eine Kombination eines Anthrachinons Uber ein
Sulfonamid mit der Pyrrolkette (s. S. 76).

Zur Synthese wurde das in der vorliegenden Arbeit durchgangig angewendete
Konzept der stufenweisen Kupplungs-Strategie realisiert. Im letzten Schritt sollte am
"fertigen” Aminopyrrol Uber einen geeigneten Linker das Chromophor eingeflhrt
werden.

Dabei wurde ein in der Literatur bekanntes Standardverfahren zum Aufbau gewahlt
[72]. Natrium-Anthrachinon-2-sulfonat wurde mit SOCI, zum entsprechenden
Sulfonylchlorid umgesetzt. Nach in situ Reduktion der Mono-pyrrol-Einheit (40) mit
Pd(10%)/ C/ H, in Dioxan wurde das Anthrachinon-2-sulfonylchlorid tropfenweise
zum Amin in Anwesenheit von Hunigs Base gegeben. Nach erfolgter Umsetzung
wurde auch hier das reine Sulfonamid durch Saulenchromatographie tber Kieselgel
[(MeOH/NH;3(25%)-97/3)] erhalten (s. Abb. 8.3, S. 82).

Nach dieser erfolgreichen Synthese wurde das entsprechende Bis-pyrrol auf die
gleiche Weise dargestellt; hierbei wurde statt Mono-pyrrol @0) das Bis-pyrrol (70a)

eingesetzt.
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Abb. 8.3: Darstellung der Combilexine mit N-terminaler Anthrachinon-2-sulfonyl-Funktion.
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8.3.1 Strukturaufklarung der Oligopyrrolcarboxamide mit N-terminaler
Anthrachinon-2-sulfonyl-Funktion

Das Anthrachinon-2-sulfonylchlorid-Edukt zeigt im ‘H-NMR-Spektren folgende
Signalsatze: d [ppm]: 7,89 (m, 2H,), 8,09 (pd, 1H,), 8,19 (m, 3H,), 8,38 (ps, 1H,) Da
die Multipletts hier sehr eng zusammenliegen, lassen sich die Kopplungskonstanten
nicht eindeutig zuordnen. Es handelt sich hier nach der Moleklilsymmetrie um ein
ABCDEFG-System, da keines der Protonen chemisch oder magnetisch aquvalent ist.
Nach dem das Molekil mit dem Oligopyrrolcarboxamid-Rest verknlpft worden ist,
zeigt sich an den Anthrachinonprotonen keine nennenswerte Verschiebung im
Vergleich zu der Ausgangsverbindung (84). Im Gegensatz hierzu weisen die
Pyrrolprotonen H3' und H5' einen Hochfeld-Shift auf gegeniiber den Acetylderivaten
81 und 82. Die Starke des Anisotropieeffekts der Pyrrolprotonen H3' und H5' wird

durch die Sulfonamidgruppe gegenuber der Acetylgruppe verandert.

Pyrrol-H  Acetyl-Py d [ppm] Anth-Sulf-Py d [ppm]

81, 82 85, 86

6,79 6,68

6,82 6,70
3 7,12 6,74
S' 7,16 7,09

Tab 8.2: Die Tabelle zeigt den Hochfeld-Shift der Pyrrolprotonen bei einer Anthrachinon-2-
sulfonylgruppe im Gegensatz zu einer "normalen" Carboxamidbindung (Acetyl-Derivate).
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Abb.8.4: "H-NMR-Spektrum (300 MHz) (DMSO d°) der Verbindung 85.

8.4 Versuch zur Darstellung eines Combilexins mit N-terminalem 4-{[9,10-
Diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonyllamino}butanoyl-Substituent

Da zur Testung potentieller DNA-interkalativer Eigenschaften der hier beschriebenen
Verbindungen der Einflu3 der Lange des Linkers (s. Kap. 2, S. 25) Uberprift werden
sollte, war es von Interesse, auch das Anthrachinon in Bezug auf die Lange des
Linkers zu variieren. Durch den praparativ einfachen Zugang zu der oben genannten
N-terminalen Anthrachinon-Funktionen und einer erwarteten Interkalation an der
DNA, sollte an der Sulfonylgruppe zunéchst ein gentgend "langer" g-Amino-
buttersaure-Rest (GABA) amidisch verkntpft werden. Der GABA-Linker wies nach
Erfahrungen aus der Literatur [43-45] eine vielversprechende Lange auf, um eine
sterisch und konformativ nicht behinderte Interkalation neben der Rinnenbindung
durch die Pyrrol-Kette zu bewirken.
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Nach Umsetzung des Natrium-Anthrachinon-2-sulfonats (83) zum entsprechenden
Sulfonychlorid @4) [72] wurde geloste GABA (Dioxan/DMF-1:1) tropfenweise hinzu
gegeben [72]. Anschlieliend wurde das reine Sulfonamid isoliert (87) (13,7%) (s.
Abb. 8.5).

o] o)
“O <0 +  H,N(CH,)3COOH ha “‘ -0
o]

e N7 " COooH
0 o) O H

84 87

Abb 8.5: Darstellung von 4-{[9,10-Dioxo-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonyllJamino}butanséure (87)

Das Produkt 87 wurde in das Saurechlorid mit SOCI, Uberfuhrt und anschlieffend
tropfenweise zu der Pyrrolaminldsung aus der Reduktionsreaktion von 70a unter
Eiskuhlung gegeben. Hierbei wurde keine Umsetzung zu Verbindung 88 beobachtet.
Auch der Zusatz von Hinigs Base oder Triethylamin als basische Katalysatoren
brachte keinen Erfolg. Verschiedene Temperaturvarianten fuhrten ebenfalls nicht
zum Ziel (0°, 60°, 100°, -20° C).

So wurde auch der Versuch unternommen, eine Verknupfung mit Hilfe der Peptid-
Reagenzien DCC sowie CDI herbeizufiihren. Auch diese Versuche blieben ohne

Erfolg, so dal3 auf weitere Versuche verzichtet wurde (s. Abb. 8.6, S. 86).
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Abb. 8.6: Schema der Varianten zur nicht erfolgten Synthese des Combilexins 88.

8.5 MO-Berechnungen zur Betrachtung der Reaktivitat von 4-{[9,10-Dioxo-
(9,10-dihydro-(2-anthracenyl)sulfonyllamino}buttersaure (87)

Um die nicht erfolgte Umsetzung zu deuten, wurde eine semiempirische AM1
Rechnung mit dem SPARTAN Programm [105] durchgefiihrt ['] [L06, 107]. Da ein
vergleichbares Bis-pyrrol in bezug auf die Synthese mit N-terminaler 3-Indol-2-yl-
essigsaure Funktion in dieser Arbeit vorliegt (74) (Kap. 8.1, S. 76), wurde die 3-Indol-
2-yl-essigsaure in Bezug auf eine moglicherweise andere Reaktivitat zum Vergleich
herangezogen. Es wurden bei diesem Experiment die beiden Carbonséurechloride
und die beiden durch DCC aktivierten Zwischenprodukte auf Atomladung und den

LUMO-Energien am Carbonylkohlenstoff miteinander verglichen (s. Tab. 8.3, S. 87).

['] Semiempirische MO-Verfahren l6sen die Schrédinger Gleichung nur partiell fiir die
Valenzelektronen unter gleichzeitiger Verwendung von experimentell bestimmten Parametersétzen .
In SPARTAN sind die Parametersatze AM1 (Austin Model 1) implementiert.
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AulBerdem sollte die Nucleophilie einer Reaktion mit dem Oligopyrrolcarboxamid
Uberprift werden. Hierzu wurde auch eine Berechnung des HOMO als
Nucleophilieparameter und der Atomladung des Aminstickstoffs durchgefuhrt (s. Tab.
8.3).

Atomladung LUMO LUMO+1
Carbonyl-C [eV] [eV]

O +0,5348 -1,83 -0,92

(@]
;3 +0,5269 -0,04  +0,40
Cl
N\
N
H
o +0,8255 -1,76  -0,83
00 e
o) o) H/\/T
;3 +0,7381 +0,18 +0,76
DCC
N\
N
H

Tab.8.3: Die Atomladungen ("Atomic charge" aus der AM1-Rechnung) der Carbonylkohlenstoffe und
die LUMOs der Carbonsaurechloride mit verschiedenen Substituenten. Es wurde eine AM1-
Rechnung durchgefiihrt; die Angaben der Atomladung und der LUMO-Werte beziehen sich
auf die Konformationen, die ein lokales Minimum aufweisen.
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Atomladung HOMO HOMO-1

Amin-N [eV] [eV]
NH> -0,935818 -8,216 -8,453
@
HC’N H G
i O/ H N\CH:&
/\ N ™
N
CHy ©

Tab.8.4: Die Tabelle zeigt die Atomladung ("Atomic charge" aus der AM1-Rechnung) des priméaren
Aminstickstoffs und das HOMO des Oligopyrrolcarboxamids. Es wurde eine AM1-Rechnung
durchgefiihrt; die Angaben der Atomladung und der LUMO-Werte beziehen sich auf die

Konformationen, die ein lokales Minimum aufweisen.

Die in der Tabelle aufgefiihrten Werte konnen wie folgt interpretiert werden:

Die positive Ladung der Carbonsaurechloride am Carbonyl-Kohlenstoff ist in beiden
Féllen fast gleich. Bei der DCC-Methode ist die positive Ladung am Carbonyl-
Kohlenstoff hoher.

Sind die HOMO/LUMO-Energiedifferenzen klein, so lafl3t sich eine schnelle Reaktion
erwarten. Diese Energiedifferenzen sind zwischen dem Aminopyrrol (s. Tab. 8.4) und
dem Anthrachinonsulfonséurechlorid bzw. dem Anthrachinonsulfonsaure-DCC-
Addukt niedriger als die vergleichbaren Indol-2-yl-essigsédure-Zwischenprodukte
(Carbonsaurechloride bzw DCC-Addukte).

Die AM1-Rechnung ist ein theoretisches Modell, das den Umstand der mi3lungenen
Synthese nicht zufriedenstellend erklaren kann. Man muf3 auch in Betracht ziehen,
dall das Grenzorbitalkonzept (als Gasphasenbetrachtung) nicht alle realen
Parameter einer Reaktionen beriicksichtigen kann kann, weil gemaf der Klopman-
Gleichung [108] Reaktionen auch ladungskontrolliert sein kénnen.

Mdoglicherweise spielten hier auch Losungsmitteleffekte eine grol3e Rolle . Als weitere
Variante konnte man auch hier den Versuch machen, eine nucleofugere
Abgangsgruppe als aktivierenden Substituenten in die Carbons&ure-Komponente
einzufugen (z.B. eine Trichloracetylgruppe).

Eine weitere Variante bestand im Versuch der direkten Amid-Verknipfung des

Pyrrolamins mit der GABA und anschlieBender Umsetzung zum Sulfonamid erprobt
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werden, die jedoch mit den oben beschriebenen Methoden (Carbonsaurechlorid,
DCC und CDI) ebenfalls erfolglos blieb (s. Abb. 8.6, S. 86).

Damit wurde der Versuch der Synthese dieses sicher interessanten Molekils
eingestellt.

8.6 Darstellung von [N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrol]-4-[(2-{6-[(4-methoxybenzoyl)amino]-9H-9-

purinyl}acetyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid

Wie schon besprochen und geplant (s. S. 74), sollten die DNA-Basen Thymin und
Adenin Uber einen Linker (z. B. eine Essigséure-Funktion) amidisch mit den
Oligopyrrolcarboxamiden verknipft werden. Die Thyminkomponente konnte als
Thymin-2-yl-essigsaure problemlos direkt mit DCC zu den Amiden 63 und 79
verknupft werden (s. S. 53 f. u. 74 f.). Wie schon in Kap. 2, S. 30 erwahnt worden ist,
wurden von Nielsen et al. sog. PNA-Molekile als Peptidomimetika von hoher DNA-
Sequenzselektivitat synthetisiert [64].

Da beim Adenin-9-yl-essigsaureethylester (89) jedoch der Carbonsaure-(ester)-
Funktion ein freie basische N-Funktion vorliegen, war es nicht moglich, nach erfolgter
Esterhydrolyse, direkt mit DCC zum Amid zu verknUpfen. Aul3erdem war die
Substanz 89 und deren freie Carbonséaure in keinem Solvens Ioslich.

Daher muf3te am 6-Sickstoff des freien Amins der Adeninkomponente eine
Schutzgruppe eingefiihrt werden. Es wurde ein literaturbekanntes Verfahren [109]
gewahlt, bei dem der Adenin-9-yl-essigsaureethylester mit p-Methoxybenzoylchlorid
(90) zum Amid (91) umgesetzt wird (70,9 %). Anschlie3end erfolgte eine alkalische
Hydrolyse mit 2M-NaOH (92) (52,9 %) (s. Abb. 8.5, S. 90).
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Abb 8.5: Einfihren einer p-Methoxybenzoyl Gruppe an N-6 von Adenin-9-yl-essigsaureethylester und
anschlieBende alkalische Hydrolyse

Die amidische Verknipfung zum Combilexin 93 mit der Pyrrolkomponente erfolgte
dann nach der DCC-Methode. Die Synthese wurde exemplarisch an der Bis-
pyrrolkomponente 70a durchgefuhrt und verlief trotz niedriger Ausbeuten (6 %)
erfolgreich (s. Abb.8.6).

OCH;

HsC

l

93

5, 7%

Abb 8.7: Darstellung von [N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrol]-4-
[(2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-9-H-9-purinyl}-1-methylethyl)amino]-1-methyl-1H-2-
pyrrol carboxamid (93) durch die DCC Methode.
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Das reduktive Entfernen der Schutzgruppe erfolgte nicht, da an dieser Stelle
zunachst nur ein gut zugangliches Syntheseverfahren im Hinblick auf zukunftige
Forschungsarbeiten erprobt werden sollte.

8.6.1 Strukturaufklarung von N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrol]-4-[(2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-9-H-
9-purinyl}-1-methylethyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol-carboxamid (93)

Die Strukturaufklarung erfolgte auch hier hauptséachlich durch die *H-NMR-
Spektroskopie. Beim 4-Methoxy-benzoyl Rest handelt es sich um ein AA'BB'-
System. Erwartungsgemal erscheinen die Protonen daher formal als zwei Dubletts,
denen je zwei Protonen zugeordnet werden kénnen bei d [ppm] 6,98 (pd, 2H, °J= 8,8
Hz), 7,73 (pd, 2H, 3J= 8,8 Hz). Es handelt sich hier um Pseudodubletts, weil jedes
Dublett eigentlich aus zwei Ubereinander liegenden Dubletts besteht. Die
Methylprotonen der Methoxygruppe lassen sich als Singulett bei d [ppm] 3,78 leicht
zuordnen.

Die beiden aromatischen Adeninprotonen treten jeweils als Singuletts auf bei d [ppm]
8,53 (s, 1H,) und 8,66 (s, 1H,), die am N9 gebundene Methylen-Gruppe bei d [ppm]
5,23.

Die Pyrrolprotonen des Oligopyrrolcarboxamids zeigen hier keine Shift-Effekte.
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9 Zellbiologische Studien und biophysikalische, biochemische

Untersuchungen an der DNA

Genau wie im ersten Abschnitt (s. Kap. 6, S. 58) biophysikalischer, biochemischer
und zellbiologischer Testungen, wurden auch bei der letzten Reihe der
synthetisierten Combilexine diese Untersuchungen durchgefiihrt.

Da es sich bei vielen der untersuchten um &hnliche Stoffe wie in der ersten Testreihe
(s. Kap. 5, S. 53 u. Kap. 6, S. 58) handelt, bei denen lediglich der Methylester am C-
terminalen Ende der Oligopyrrolcarboxamid Kette gegen eine Propylendiamin
Funktion ausgetauscht wurde, konnte speziell der Einflul3 der C-terminalen Gruppe

auf die Effekte betrachtet werden.

T_|
R—N CHs
Rt N
N \ SN e ™ CH,
CH, © .
R; n Verbindung
Nr.
1 73
o 2 74
\
N
H
o 2 75
3 76
N\
N
H
@ 2 77
Ly
O
2 78

-
L
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Q 2 79
CH,
HN)‘T
o)\

N

Y

(6]
O 1 85
SOCUE
SO,—
o
CHsCO- 2 81
3 82
N02 2 70a
3 70b

Tab 9.1: Untersuchte Verbindungen mit C-terminalem N,N-Dimethylamino-propan-1,3-diamin-Rest.

Alle aufgefuhrten Stoffe wurden zum Preliminary Screening beim NCI zugelassen;
desweiteren wurden im Arbeitskreis Pindur die auf s. Kap. 6, S. 58 ff. schon
ausfuhrlich beschriebenen DNA-Denaturierungsexperimente, der Ethidiumbromid-
Assay und das Topoisomerase I-Hemmungs-Experiment durchgefihrt.

9.1 NCI-Testung

Die NCI-Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt:

Verb. 74 75 79 78 81 82 77 70b 73 85 86
NCI- 98 98 100 O 99 112 98 97 99 01 76
H460

(Lunge)

MCF7 53 48 88 0 106 77 66 96 98 01 06
(Brust)

SF-268 |77 94 109 O 100 62 105 101 96 01 86
(ZNS)

60 Zell- |Inak- Inak- Inak- aktiv Inak- Inak- Inak- Inak- Inak aktiv aktiv
linien tiv tiv tiv tiv tiv tiv tiv -tiv

Tab.9.2: NCI Testergebnisse im Uberblick. Die Ergebnisse des Preliminary Screenings (NCI-H460,
MCF7, SF-268) in der Tabelle geben das Zellwachstum in Prozent an, nachdem die
Zellkulturen mit einer 10 M Lésung der Testsubstanz versetzt worden sind. Je kleiner die
Werte in der Tabelle sind, um so starker wirksam ist die Substanz. Das Primary Screening
umfaf3t die 60 Zellinien. Die Substanz 85 zeigte hier eine Wirksamkeit auf MALME-3M (5,5
10°) und Substanz 86 auf SK-OV-3 (1 10°®).
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Es zeigten nur drei Substanzen, 85, 86 und 78 bei den drei Humantumor-Zell-Linien
eine starkere Wirksamkeit im Preliminary Screening. Im Gegensatz zu den
Verbindungen mit C-terminaler Methylester-Funktion der ersten Testreihe aus Kap.6,
S.58 waren deutlich schwachere zellbiologische Hemm-Aktivitdten zu verzeichnen
(s. Tab 9.3 u. 9.4, s. S. 94 u. 95).

Verbindung mit  NCI Verbindung mit ~ NCI
C-terminaler C-terminaler

Methylester- Propylendiamin-

Funktion Funktion

51 aktiv 73 inaktiv
56 aktiv 74 inaktiv
43 aktiv 70b inaktiv

Tab. 9.3 : Die Tabelle zeigt, dalR die hier gezeigten Verbindungen mit C-terminaler Methylester-
Funktion zellbiologische Hemm-Aktivitat zeigen, wahren die analogen Verbindungen mit C-
terminaler Propylendiamin-Funktion keine zellbiologische Hemm-Aktivitdt aufweisen. Die
Formeln zu den Verbindungen sind in Tab. 9.4, S. 92 abgebildet.
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Verbindung mit Cterminaler Homologe Verbindung mit Cterminaler
Methylester-Funktion Propylendiamin-Funktion
o
0
H | A\ HN
51 N OC [ I®
Chy 3 ’\“
CHy NH\\\\
Nw
e C

HsC,
NH
/ H ﬁ

HN
COOCH NH
\ v O

N
\
74 c © ch
NOz
~ N
HCL_Cchy
H //
N N H /
N
I\ R~ coocts HeC o/ ’ NH
N L/ A N A
ch O ‘ R =
43 70b Chs Ch
Tab. 9.4:  Oligopyrrolcarboxamide mit C-terminaler Methylester-Funktion im Vergleich mit den

Verbindungen mit C-terminaler Propylendiamin-Funktion.

Die Aktivitat der Verbindung 78 (Tab. 9.1, S. 92/93) ist wahrscheinlich auf den
Carbazolrest zurtckzufihren, denn auch die Verbindungen 53 und 62 (Tab. 5.1, S.
55) besitzen einen Carbazolrest und sind bei den NCI-Testungen aktiv.

Der Anthrachinonrest der Verbindungen 85 und 86 (Tab. 9.1, S. 92/93) fuhrt zu einer
besonders starken Aktivitat.

Somit laf3t sich bilanzieren, dal3 die zellbiologischen Aktivitaten zum einen stark von
einem N-terminal eingeflhrten anellierten Ringsystem anhangig sind, zum anderen
wird - wie auch schon von Lown beschrieben worden ist - die Aktivitat durch

Einfihren eines lipophilen Substituenten am C-terminalen Ende stark erhoht [42].
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Abb.9.1 : Ordinate: Prozent an Wachstum, welches durch Einwirken einer 10* M Lésung der

Testsubstanz auf die jeweilige Tumor-Zellkultur verbleibt.

9.2 Denaturierungsexperimente

Die in Tab.9.5 aufgefuhrten DT,-Werte zeigten fast alle eine Erh6hung der

Schmelztemperatur. Die Verbindungen aus der ersten Testreihe (s. Kap 6, S. 58)

zeigten hingegen keinen Effekt.

Verb | 74 75 79 78 81 77 70b 73 85 86

DT, |84 104 76 0 12,7 140 90 0 150 O
[* Cl

Tab. 9.5: Denaturierungsexperiment; die Temperaturerhbhung der DNA-Schmelztemperaturen [° C].

Somit liegt die Vermutung nahe, dal3 eine DNA-Bindung durch die
Dimethylaminopropylen-Gruppe erhdht wird. Dieser Vermutung steht das Ergebnis
der Verbindungen 62 (s. S. 66) und 73 (s. S. 92) gegenuber, die keine
Temperaturerhohung zeigten, obwohl auch diese eine Dimethylaminopropylen-
Gruppe als C-terminale Seitenfunktion tragen. Die Ursache hierflr liegt eventuell am

Vorhandensein von nur einem Pyrrolring im Molekdil.
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Um den Einflu3 der Anzahl der Pyrrolringe zu tUberprifen, wurden die DT ,-Werte von

den Verbindungen 70a, 44 und 81 untereinander verglichen:

Verbindung Nr DT,-Werte [° C]
OoN 70a 0
z
N / H

ch/ N HSC%N

H ~CH
O / \ N\/\/ 3
"\
CHs ©
O-N 44 0
H
| \ \ N
O \
CH, CH,
CHs 81 12,7
o)\NH
<@
N H
HaC N ! H3C\N
~CH
N\ N
N |
ch ©

Tab 9.6: Vergleich der Verbindungen 70a, 44 und 81 bezlglich der Struktur und der DT,-Werte.

Obwohl 70a und 44 zwei Pyrrolringe besitzen und 70a aul3erdem eine
Propylendiamin-  Seitenfunktion  tragt, fuhrt nur Verbindung 81 eine
Schmelzpunktanderung herbei. Dies Verbindung verfigt Uber drei Carboxamid

Gruppen, die offensichtlich eine DNA-Bindung begunstigen.



98

9.3 Ethidiumbromid-Verdrangungsassay

Die Bedeutung der C-terminalen Propylendiamin Seitenfunktion konnte in bezug auf
die DNA-Bindung auch mit diesem Assay bestatigt werden. Es wurde zwar in keinem
Fall ein Cso-Wert experimentell messbar. Dennoch zeigten aber die Verbindungen 74
und 75 qualitativ eine deutlich héhere Fluoreszenzabnahme als die entsprechenden
Methylester 56 und 59.

Derselbe Trend konnte bei den Thyminderivaten 63 und 79, sowie bei den Bis-
pyrrolen 42 und 70a beobachtet werden (s.Tab. 9.7, S. 99) .



Verbindung mit C-terminaler
Propylendiamin-Funktion

HsC_
N-
H //)
NH—7 9y NH
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I\ N\
N \ J ©
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74 CHy © CHs
HyC
HN * T N-CHs
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NH
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oy N,
75 CH; CHs
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CH,
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HsC
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° J\ X NH
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N H HsC
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70a Chs
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Verbindung mit C-terminaler
Methylester-Funktion

H
\\ N COOCH,
56 RS
cHy © "CH,

HN

H
N
0 H
Z—B\‘<N\(§/<:oo<m3
\
N N,
59 CHs CHs

AN
COOCH,

63 H,C
02N
H
]\ N—__~X,_-COOCH;
N \
L. 0 N,
CHs CHs
42

Tab 9.7: Struktur-Vergleich der Verbindungen im Ethidiumverdrangungsassay.

Es besteht jedoch keine Korrelation zwischen der Verdrangung des Ethidiumbromids

mit der Helixstabilisierung in den Denaturierungsexperimenten.

Ursache hierfir kdnnen die zur

unterschiedlichen Basenfolgen sein:

Testung benutzten DNA-Molekile mit

beim Ethidiumbromid-Verdrdngungsassay
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wurde Kalbsthymus DNA verwendet, die aus einer gleichen Anzahl an AT- und GC-
Basenpaaren besteht, wahrend beim Denaturierungsexperiment ein synthetisches
Polynukleotid aus nur AT-Basenpaaren verwendet wurde. Auch ist das Problem der
Korrelation von  Datensatzen aus verschiedenen  physiologischen  und

biophysikalischen Teilsystemen literaturbekannt.

9.4 Topoisomerase I-Hemmung

Die in der Tabelle 9.8 aufgefiihrten Verbindungen zeigten alle bis auf Verbindung 77

und 81 eine Hemmung der Topoisomerase |.

Verb. |74 75 79 78 81 77 70a 85 86
TOPO-I-| 50 05 50 50 keine keine 50 20 50
[mMV] Hem- Hem-

mung  mung

Tab.9.8: Topoisomerase |-Hemmung. Die Plasmid-DNA wird 15 min. bei 35° C in Anwesenheit

verschiedener Konzentrationen der Testverbindungen (5, 20, 50 nM) in einem
Reaktionspuffer fur die Topoisomerase | inkubiert. Je kleiner die Konzentration ist, umso

starker hemmt die Substanz die Topoisomerase I.

Da zwischen den biochemischen und biophysikalischen Testungen und den NCI
Ergebnissen keine Korrelation besteht, kbnnte die Topoisomerase I-Hemmung als
mogliche Erklarung fur die Divergenz der Daten aus den verschiedenen

Testsystemen herangezogen werden.
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9.5 Bilanz der Ergebnisse

Tabelle 9.9 zeigt noch einmal alle Testergebnisse der letzten Testreihe dieses
Kapitels im Uberblick:

Verbind. NCI-H460 MCF7 SF-268 60 Zel- DT, TOPO |
(Lunge) (Brust) (ZNS) Linien [° C] ["M]
74 98 53 77 inaktiv 8,4 50
75 98 48 94 inaktiv 10,4 05
79 100 88 109 inaktiv 7,6 50
78 0 0 0 aktiv 0 50
81 99 106 100 inaktiv 12,7 keine
82 112 77 ? inaktiv 8,3 keine
77 98 66 105 inaktiv 14,0 keine
70a 97 96 101 inaktiv 9,0 50
73 99 98 96 0
85 01 01 01 MALME-SM 15,0 20
5,5 10°
86 76 06 86 SK-ov-3 0 50
110°

Tab 9.9: Alle Testergebnisse im Uberblick. Die Ergebnisse des Preliminary Screenings in der Tabelle
geben das Zellwachstum in Prozent an, nachdem die Zellkulturen mit einer 10* M Lésung der
Testsubstanz versetzt worden sind. Je kleiner die Werte in der Tabelle sind, um so starker

wirksam ist die Substanz.

Es gibt zahlreiche positive Ergebnisse, die einige Aussagen auf eine Korrelation

zwischen Struktur und Wirkung zulassen:

1) Eine DNA-Bindung ist durch eine Propylendiamin-Seitenfunktion am C-terminalen
Ende eines Oligopyrrolcarboxamides begunstigt.

2) Mindestens zwei Pyrrolringe in einem Oligopyrrolcarboxamid sowie mindestens
drei Carboxamidfunktionen in der Molekulkette sind fir eine DNA-Bindung

erforderlich.
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3) Die zellbiologischen Aktivitaten sind im Gegensatz zu den Punkten 1) und 2)
begunstigt durch einen lipophilen Substituenten (beispielsweise einer Methoxy
Gruppe) am C-terminalen Ende.

4) Der EinfluR des anellierten Ring-Chromophors am N-terminalen Ende der
Oligopyrrolcarboxamid Kette |&Rt darauf schlie3en, dafd ein heteroaromatisches
Ringsystem mit mindestens drei anellierten Ringen (also nicht Indol!) sowie ein
Anthrachinon-GerUst die Antitumoraktivitat der Verbindungen auf die Zellinien der
NCI-Testung beginstigt.

5) Es handelt sich bei fast allen Substanzen um Topoisomerase I-Hemmstoffe.

Aufgrund der Inaktivitat der zum Vergleich synthetisierten Substanzen konnten die
Einflisse der Lange der aliphatischen Carbonsaure-Linker auf die DNA-Bindung
nicht vollkommen studiert werden.

Dartberhinaus konnte weder eine Interkalation der Substanzen nachgewiesen

werden, noch der Bindungsmodus.

Dennoch laRt sich aus den Punkten 1) bis 5) eine vororientierende Struktur-

Wirkungs-Beziehung ableiten:

Bevorzugte DNA Bindung Bevorzugte zellbiologische Wirksamkeit bei NCI Tests

/ N

Heterocyclus mit mindestens drei
annelierten Ringen,
Linker

07[\ NH

Heterocyclus mit mindestens drei
annelierten Ringen,
Linker

07 “NH
% 7
{ HsC N
/ H 3 H
HaC N \ HoC N
N<
o H CH
I\ N 3 SR/ OCH;
) w
CH; © cHg ©

Abb 9.2: Combilexine im Vergleich; die Graphik zeigt eine postulierte Struktur-Wirkungsbeziehung
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Nach der Summation aller Ergebnisse aus Synthese und Testung kénnten aus den
vorliegenden Verbindungsserien durch Fortsetzung der Arbeiten moéglicherweise

neue Topoisomerase I-Hemmstoffe zur therapeuthischen Anwendung resultieren.
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10 Theoretische strukturelle Betrachtungen auf der Basis von
Berechnungen (MOPAC-Tool in SPARTAN) [105]; Liganden
Vergleich mit experimentellen Datensatzen zu ausgewahlten

Substanzen

AbschlieRend zu dieser Arbeit sollten ausgewahlte Combilexine auf eine energetisch
gunstige Konformation untersucht werden, die eventuell fir die Rinnenbindung wie
bei Netropsin und Distamycin A relevant ist ("Curvature”, Carboxamid-Bindung in
bezug auf cis/trans-Isomerie).

Die Ligand-Molekul-Berechnungen an den ausgewahlten Verbindungen sollen auch
dazu dienen, ewvtl. einen Bezug zu den biologischen bzw.
biochemischen/physikalischen Daten zu finden. Als Program wurde SPARTAN
eingesetzt und das darin implementierte semiempirisch-quantenchemische AM1-Tool
genutzt [107]

Dazu sind folgende Schritte geplant:

1) Validierung des Berechnungsverfahrens

2) Berechnen der Konformation der ausgewahlten Molekiile

3) Ausgewdahlte Molekile im Vergleich mit Konformation, Molekulares
elektrostatisches Potential (MEP), LUMO (tiefstes unbesetztes Molekulorbital)
und mit den biochemischen und biophysikalischen Daten

4) Bilanz der SPARTAN-Berechnungen

10.1 Validierung des Berechnungsverfahrens

Um die Strukturen der zu berechnenden Oligopyrrolcarboxamide (56, 53, 77, 86, 85,
43, 44, 79, 54, 57, 81, 78) vergleichen zu konnen, sollten Netropsin (11) und
Distamycin A (12) als strukturverwandte Stellvertreter der entsprechenden Derivate
mit zwei, bzw. drei Pyrroleinheiten hinsichtlich  ihrer  Konformation,
Standardbildungsenthalpie und Ladungsverteilung herangezogen werden.

Da die Rechnungen mdoglichst realitdtsnahe Ergebnisse liefern sollten, mufdte dieses
Programm zunachst auf seine Aussagekraft hin validiert werden.

Dazu wurden die Rontgenkristallstrukturen von Netropsin und Distamycin A an DNA
gebunden aus der PDB-Datenbank [110] in das Programm WEB-LAB-VIEWER
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importiert. Vom Komplex wurden das Kiristallwasser und die DNA-Helix entfernt;
anschliel3end sind die Molekile als PDB-file in das Programm SPARTAN importiert
worden. Dort mufdten die Atome der Molekile auf ihren Hybridisierungszustand
konfiguriert werden, weil SPARTAN die Hybridisierungen der Atome nicht erkennen
kann.

Um die eigenen Molekile mit den Geometrien aus der Datenbank vergleichen zu
kénnen, mul3 man berlcksichtigen, da3 die Konformation der beiden Molekile,
Netropsin und Distamycin A, an der DNA eine andere ist als isoliert bzw. in einem
isoliert minimierten Zustand. Um aber die gewlnschten Berechnungsergebnisse zu
erhalten, wurde mittels einer AM1-Rechnung minimiert. Da von den eigenen
Molekilen keine Kiristallstrukturen existieren, sollte die Strukturgeometrie zum Teil
aus den SPARTAN-Tools aufgebaut werden.

Die Rontgenstrukturgeometrie von Netropsin und Distamycin A aus der Datenbank
wurden mit AM1 minimiert. Dann wurden aus dem SPARTAN-Programm die gleichen

Molektle aufgebaut und ebenfalls minimiert.

Netropsin (beide Berechnungen Ubereinandergelegt)
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Distamycin A (beide Berechnungen Ubereinandergelegt)

Abb.10.1: De-novo berechnete Konformationen aus SPARTAN (AM1) und aus der Startgeometrie der

Rontgenstrukturen. Die Molekile sind superpositioniert.

Dist A Dist A Net (PDB) Net
(PDB) (SPART.) (SPART.)
DHyo [keal/mol] 18,848 19,013 26,583 29,692

Tab 10.1.: Standardbildungsenthalpien der aus der Datenbank (PDB) importierten und der aus
SPARTAN aufgebauten Molekile im Vergleich. Diese Root Mean Square-Methode nutzt
man zum Geometrie-Vergleich (RMS-Verfahren).

Die Tabelle zeigt, dal3 die Bildungsenthalpien der Berechnungen sehr &hnlich sind.
Damit kann man feststellen, dal das SPARTAN-Programm realitdtsnahe Ergebnisse
liefert. Damit konnte das Verfahren bezlglich der Energievergleiche als validiert
betrachtet werden. Die sog. Root-Mean-Square-Methode nutzt man zum Geometrie-
Vergleich (RMS-Verfahren). Es soll hier aber nicht vergessen werden, dal3 es sich
bei den durchgefuhrten AM1-Berechnungen um reine Vakuumminimierungen

handelt, d. h. ein Losungsmitteleinflul? wurde nicht bertcksichtigt.
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10.2 Berechnung der Konformationen eigener Molekile

Es wurden aus der Datenbank (PDB) [1L10] die Geometrien von Distamycin A und
Netropsin in SPARTAN importiert (s. S. 104 f.). Diese Moleklle wurden dazu durch
die SPARTAN-"bulid-up"-Tools verandert. die C- und N-terminalen Reste der
Molekule wurden, substituiert. Dann wurde eine AM1-Rechnung durchgefihrt.

Es soll hier gezeigt werden, dal? eine "sichelformige" Struktur der
Oligopyrrolcarboxamide vorliegt und welches die molekularen Ursachen hierfur sind.
Es wurden bei einigen Molekilen mehrere Berechnungen mit verschiedenen
Ausgangskonformationen  berechnet, um  mdglichst lokale (energiearme)

Konformationsminima aufzufinden (s. Abb. 10.2).

?Ho

-40,55 kcal/mol
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?Ho

-41,72 kcal/mol

?Ho

-42 .88 kcal/mol

Abb.10.2: Drei verschiedene Ilokale Minima (aus drei verschiedenen Startgeometrien) der

Anthrachinon-Verbindung 86. In allen Féllen ist die sichelférmige Teilgeometrie erhalten.
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Die folgenden, abgebildeten Beispiele zeigen, dald alle Molekile nach Minimierung
zu einer sichelférmigen Konformation fiihren (s. Tab.10.2, S. 110 u. 111).
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Verbindung | Konformation DH, [kcal/mol]
Netropsin +26,58
Distamyc. A +18,84

56 -6,86

43 -30,65
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Verbindung | Konformation DH;, [kcal/mol]

77

+52,06

86

-40,55

Tab. 10.2: Die Tabelle zeigt eine Auswahl berechneter Minimums-Konformationen von verschiedenen

Bis- und Tris-pyrrol-Combilexinen. Es ist hier die "Curvature" bei allen Molekilen und deren
Standardbildungsenthalpie aufgezeigt. Die Standardbildungsenthalpien entsprechen einem
besonders ginstigen lokalen Minimum. Auf der Wavel-Oberflache ist das Molekulares
elektrostatisches Potential (MEP) mit Farben visualisiert: rot bedeutet negativ, gelb schwach

negativ bis neutral, griin neutral bis schwach positiv und blau positiv.

Die strukturellen Ursachen fiir die Sichelform sind wie folgt zu erklaren:

1)

2)

Alle Molekile besitzen Funfring-Heteroaromaten, die jeweils 2- und 4-Position
substituiert sind. Eine freie Drehung der Ringe um die Carboxamidbindung ist
durch den partiellen Doppelbibdungscharakter dieser Bindung erschwert
(eine(E)/(Z)-lsomerisierung in Peptiden benétigt eine Aktivierungsenergie von
etwa 90 kJ/mol).

Unterstitzt wird diese Geometrie durch die Winkelung der Carboxamidatome; im
|dealfall betragt der N-C-O Winkel 120°, der C-C-O Winkel 120° und der H-N-C
Winkel auch 120°. Hier zeigt die AM1-Rechnung, daf3 die Winkel der
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Kristallstruktur von Netropsin eine Curvature begtnstigen: N-C-O betragt 121,96°,
0O-C-C 121,88° und H-N-C nur 116,22°.

3) Desweiteren zeigen die AMI1-Rechnungen aller Molekile, dal3 in allen
berechneten Molekiilen eine trans- oder Z-Konformation der Carboxamidgruppe
vorliegt, da diese Konformation energetisch gtinstiger ist im Vergleich zu der cis-
oder E-Konformation. Diese strukturelle Gegebenheit ist eine wichtige
Voraussetzung fiir eine sichelféSrmige Konformation. Auf die ‘H-NMR-
spektroskopischen Untersuchungen an der Bis-pyrrol-Verbindung 42 sei an dieser
Stelle noch einmal hingewiesen; in Lésung (DMSO d°) konnte eine trans-
Geometrie der Amid-Bindung von Substanz 42 bewiesen werden (s. Kap 3.6, S.
40 ff., NOE-Differenzspektren).

10.3 Vergleich des Molekularen elektrostatischen Potentials (MEP) und der
LUMOs mit biologischen/biophysikalischen Daten

In diesem Abschnitt wurden die berechneten Parameter der eigenen Molekule mit
den NCI-Testungen und den biophysikalischen Testungen verglichen.

Da Pyrrol-Lexitropsine an AT-reichen Sequenzen der DNA binden, ist es wichtig, die
innere Seite der Curvature der Liganden hinsichtlich der Ladungsverteilung zu
untersuchen. Hierzu betrachten wir das MEP der Molekule. Eine MO-Rechnung (z.B.
AM1) liefert die Elektronendichte im Raum. Diese Elektronenverteilung wird in
Elektronenzahlen Uberfuhrt, die einem bestimmten Atomorbital zugeordnet sind. Die
Summe Uber alle Atomorbitale ergibt dann die Gesamtelektronenzahl, welche einem
Kern zugeordnet wird. Die Differenz zur Kernladung ist die Atomladung [L06]. Das
SPARTAN-System ordnet den einzelnen Atomladungen bestimmte Farben zu, so
daf3 diese schnell und ubersichtlich dem Betrachter die Atomladung (also die
Elektronenverteilung) eines Molekuls auf der Oberflache zeigen. Blau ist positiv, rot
negativ, grin schwach positiv bis neutral und gelb ist schwach negativ bis neutral.

So lait sich aus den Abbildungen in der Tab. 10.3, S. 113-117 leicht erkennen, wie
bei den Molekilen die Ladungen an der concaven Innenseite der Curvature verteilt
ist.

AulRRerdem sollen an dieser Stelle auch die LUMOs der Molekile tabellarisch mit den
MEPs und den zellbiologischen und biophysikalischen Testergebnissen verglichen

werden.
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Verb. |MEP LUMO [eV] | LUMO+1 [eV]
Net. -0,10 +0,00

Dist A +0,01 +0,06

85 -1,85 -0,92

86 -1,81 -0,90
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Verb. |MEP LUMO [eV] | LUMO+1 [eV]
43 -0,64 -0,50
44 -0,63 -0,51
79 -0,49 +0,03
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Verb. |MEP LUMO [eV] | LUMO+1 [eV]
53 -0,39 +0,03
56 -0,14 +0,12
7 -0,11 +0,13
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Verb. |MEP LUMO [eV] | LUMO+1 [eV]
57 -0,09 +0,08
54 +0,08 +0,18
81 +0,16 +0,32
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Verb. |MEP LUMO [eV] |LUMO+1 [eV]

78 -0,16 +0,11

Tab.10.3: Die MEPs der berechneten Molekuile im Vergleich zu den LUMO und LUMO+1 Werten. Blau
zeigt die positven, rot die negativen und gelb-grin die neutralen Atomladungen an. Die
Werte von Netropsin und Distamycin A stehen am Anfang zum Vergleich. Man erkennt
durchweg die elektronenarme Zone in der concaven Seite der Molekiile

Um die Tabelle 10.3 zu kommentieren, werden die Betrachtungen am MEP in einer
weiteren Tabelle (Tab. 10.4, S.118) mit den LUMO-Werten und den zellbiologischen

und biophysikalischen Testergebnissen verglichen.



118

Die MEP-Farbcodierung zu Tab. 10.4 (unten): rot: negativ, gelb: schwach negativ bis neutral

gruin: schwach positiv bis neutral, blau: positiv.

Subst |LUMO |NH N-ter- | C-ter- | NCI NCI NCI NCI DT, | TOPO |
[eV] minal |minal |aktiv |Lunge|Brust [ZNS [[°C] |[mM]
85 -1,85 |blau |grin |gelb |ja 1 1 1 15 |20
86 -1,81 |blau |blau |grin |ja 76 6 86 neg |50
43 -0,64 |blau |rot grin |ja 14 |62 59 neg |05
44 -0,63 |blau |rot blau |nein [104 |74 97 |- 50
79 -0,49 |gelb |blau |grin |nein [100 |88 109 7,6 |50
53 -0,39 |blau |blau |blau |ja 14 31 07 neg |05
56 -0,14 |blau |blau |grin |ja -2 |12 23 |neg |20
77 -0,11 |blau |grin |grin |nein 98 |66 102 14 | Nein
57 -0,09 |blau |grin |grin |nein |109 |90 93 |- 20
54 +0,08 |gelb |grin |rot nein 86 |53 76 |- 20
81 +0,16 |blau |blau |grin |nein 99 106 100 12,7 | nein
78 -0,16 |blau |grin |grin |ja 0 0 0 neg |50

Tab 10.4: Die Tabelle zeigt die LUMO Werte im Vergleich zu den Atomladungen am Carboxamid

Stickstoff (NH), dem C- und N-terminalen Teil, sowie die NCI- und die biophysikalischen

Testergebnisse im Vergleich.

Betrachtet man die LUMOs und die MEPs nebeneinander mit den Testergebnissen,

so lafdt sich folgendes Aussagen:

1) Um eine signifikante zellbiologische Wirkung in der NCI-Testung zu erzielen,

sollte das LUMO eines Combilexins einen Wert von mindestens -0,15 eV oder

darunter besitzen (also ein relativ tiefliegendes LUMO aufweisen).

2) Der Stickstoff der Carboxamidgruppe des N-Terminus sollte eine positive

Atomladung aufweisen (hier als blaue Farbe zu erkennen)

3) Der C-Terminus sollte nicht negativ sein (rot); es sind hier eher hydrophobe bzw.

hydrophile Wechselwirkungen von entscheidender Natur. Lipophile Reste am C-

Terminus sind wahrscheinlich fur eine Zelldiffusion bevorzugt.

4) Der

N-terminale Hetrocyclus (falls vorhanden) sollte eine Konformation

aufweisen, bei dem die Seite mit der positiven Atomladung des Rings zur

concaven Innenseite der Lexin-Curvature gedreht ist
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5) Der DT,,-Wert steht in keinem direkten Zusammenhang mit den berechneten
Werten. Wie auch schon im vorigen Kapitel beschrieben, h&ngt eine Veranderung
der DT.,-Werte offensichtlich mit dem Vorhandensein der
Propanaminseitenfunktion zusammen.

6) Es lalt sich ebenfalls keine sinnvolle Beziehung zwischen dem LUMO bzw. dem

MEP und einer Topoisomerase | Hemmung erkennen.

10.4 Bewertung der SPARTAN-AM1-Berechnungen

Als Bewertung der in diesem Kapitel durchgefuhrten Berechnungen sei hier gesagt,
dalR die Energiewerte und Ladungsverteilungen wenig aussagekraftig sind, da es
sich um einen statistischen Vergleich mit sehr wenigen Verbindungen handelt. Weder
die zellbiologischen wund biophysikalischen Testungen, noch die SPARTAN
Berechnungen sagen etwas uber die Bindungsqualitat und -lokalitat aus. Wie bereits
erwahnt, beziehen sich die Berechnungen auf Systeme, die sich bei 0 K (-273,15 °C)
ohne Losungsmittel im Vakuum befinden.

Trotzdem lassen sich einige Gemeinsamkeiten ablesen. Wie schon aus der Literatur
bekannt ist [111, 112, 45], sollte die Concavseite der Curvature positive
Atomladungen aufweisen, um an die DNA, d. h. an die elektronenreiche AT-haltige
kleine Rinne der DNA, zu binden; Moleklle dieser Testreihe, deren NH in der
Concavseite der Curvature zu negativ geladen waren, zeigten keine Wirkung (s. Tab
10.4, S. 118), Verb 79 und 54). Das zweite entscheidende Kriterium ist das LUMO
als Elektronenakzeptor-Orbital eines Molekils, welches mindestens -0,15 eV

aufweisen sollte, oder darunter.
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA ist fur die Genexpression von Enzymen, die tumorpromovierende
Eigenschaften besitzen - wie z. B. Topoisomerasen - verantwortlich und stellt somit
ein interessantes Target in der Entwicklung von Krebstherapeutika dar. Diese
Wirkstoffe sollten sequenzspezifische DNA-Liganden mit potentieller
Antitumorwirkung sein. Grundsétzlich lassen sich drei Bindungsmodi unterscheiden:
Alkylantien und Platin-Komplexe, Interkalatoren und Rinnenbinder.

Rinnenbinder besitzen die Eigenschaft, durch nicht-kovalente Bindung in der kleinen
und grofRen Rinne der DNA durch H-Briicken und van-der-Waals-Krafte selektiv an
AT-reiche Sequenzen zu binden. Rinnenbinder besitzen alle eine "Sichelform” und
einen Elektronenmangel an der Concavseite dieser "Sichel". Als Leitsubstanzen in
der vorliegenden Arbeit dienten Netropsin (11) und Distamycin A (12), zwei
Oligopyrrolcarboxamide.

Werden die Pyrrole in der Oligopeptidkette durch Imidazol, Thiophen, Furan oder
Pyrazol ausgetauscht, so kann eine Selektivitdt auch fur GC-reiche Sequenzen
erzielt werden; diese Eigenschaft Sequenzen "lesen" (lat.: legere) flhrte zur
Einfihrung des Begriffs "Lexine".

Die Verknipfung eines Interkalators mit einem Oligopyrrolcarboxamid (oder eines
anderen Lexins) Uber einen Linker fuhrt zur Gruppe der "Combilexine". Der Lexintell
solcher Molekile soll an eine bestimmte Sequenz der DNA binden, wahrend der
interkalativ operierende Teil in der N&he dieser Lokalitdt sich zwischen die
Basenstapelung einschiebt. Als Leitsubstanz fir die vorliegende Arbeit diente
NetAmsa (22), ein Konjugat aus Handelszytostatikum Amsacrin (7) und Netropsin
(112).

Obwohl mehrere Beispiele solcher Combilexine in der Literatur vorliegen, existiert
bislang noch keine Systematik einer Struktur-Wirkungsbeziehung. Es sollten daher
im Rahmen dieser Arbeit neue Combilexine mit variablen "Randfunktionen™ an den
C- und N-terminalen Enden, flexiblen Gliederlangen der Pyrrolketten und der Linker
synthetisiert werden. Die aus der Peptidchemie und der Distamycin A-Totalsynthese
bekannten synthetischen Arbeiten sollten hierbei zum Einsatz kommen und optimiert
werden.

Als Pyrrolkerneinheiten sollten zunachst Ketten von ein bis drei Pyrrolkernen
aufgebaut werden, die in Anlehnung an Verfahren von Lown und Bialer erfolgte.

Nach der Nitrierung von 1-Methylpyrrol-2-carbonsaure @0) sollte das Produkt (31)
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zum Methylester 32 umgesetzt werden. Dieses Reaktions-Verfahren ergab nicht
zufriedenstellende Ausbeuten, so dal} ein Kondensationsverfahren gewdahlt wurde,
bei dem aus Nitromalonaldehyd (34) mit Glycinmethylester durch alkalische Katalyse
Pyrrolester 36 dargestellt wurde, der durch anschlieRende Alkylierung mit Methyljodid
Produkt 32 in einer besseren Ausbeute ergab.

Pyrrole mit C-terminaler Propylenamin- (40) bzw. Propionitril-Funktion (38)
entstanden durch Umsetzung von 31 zum Carbonsaurechlorid 38 mit den
entsprechenden Aminen.

Die Bis- (42) und Tris-pyrrole (43) mit C-terminaler Methylesterfunktion wurden durch
Reduktion von Pyrrolester 32 und anschlielender Umsetzung mit Carbonséure-
chlorid 38 dargestellt.

Als N-terminalen Hetarene sollten zunachst Indol und Carbazol, sowie Thymin als
Nukleotidbase zum Einsatz kommen. Diese sollten mit einem variablen Carbonsaure-
Linker (in unterschiedlicher Position am Aromaten) von zwei bis vier
Kohlenstoffeinheiten  versehen werden. Die Linker wurden durch ein
Standardalkylierungsverfahren eingefuhrt.

Die Verknupfung der Hetaren- bzw. Thymincarbonsduren mit dem Nitro-Mono-
pyrrolester 32 bzw. dem Nitro-bis-pyrrolester 42 erfolgte durch DCC/DMAP, nachdem
die Nitro-Pyrrole mit Pd(10%)/ C unter Wasserstoffatmosphare reduziert worden
waren.

Durch 'H-NMR-Spektroskopie, NOE-Experimente und Entkopplungsexperimente
konnten die vier Pyrrolprotonen des Nitro-bis-pyrrolesters 42 eindeutig zugeordnet
werden. Die Kopplungen der Signale ergaben des weiteren, dafl} eine transoide
Konformation der Amidbindung wahrscheinlich ist.

Biochemische, biophysikalische und zellbiologische Testungen in unserem
Arbeitskreis ergaben, dal3 ein grof3er Teil der Substanzen eine Topoisomerase |-
Hemmung zeigten, jedoch keine DNA-Bindung. Eine DNA-Interkalation konnte
aufgrund der schlechten  Wasserloslichkeit  (Ethidiumbromid-Assay) nicht
nachgewiesen werden.

NCI-Testungen (zellbiologisches Antitumorscreening) zeigten, dal3 Verbindung 44,
53, 56, und, 62 eine Zytotoxizitat Aktivitat zeigten.

Die meisten Verbindungen dieser ersten Testreihe hatten als C-terminales Ende
einen Methylester. Die Nitrilverbindungen 54 und 55 zeigten keine Aktivitat;

Verbindung 62 war die einzige Verbindung dieser Testreihe mit C-terminaler
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Propylendiamin-Seitenfunktion. Diese war aktiv und besser wasserloslich als die
anderen Verbindungen, so dal3 eine zweite Synthese-Reihe mit C-terminaler
Propylendiamin-Seitenfunktion geplant wurde. Diese sollte neben analogen
Verbindungen in bezug auf die N-terminalen Enden zur Komplettierung auch durch
Anthrachinon-, Acetyl- und Adenin-Funktionen erganzt werden.

Es war nach der Synthese der ersten Serie nicht moglich, Bis- (70) bzw. Tris-pyrrole
(70a) mit C-terminaler Propylendiamin-Seitenfunktion auf diese Weise darzustellen,
da sich das Pyrrolcarbonsaurechlorid 38 in Gegenwart von Methanol bevorzugt zum
Methylester 32 umsetzte. Deshalb wurde ein anderes Verfahren gewéhlt, dafl} eine
nucleofugere Abgangsgruppe bei der Carbonsaureaktivierung aufwies. Aus 1-
Methylpyrrol wurde mit Trichloressigsaurechlorid in 2-Position acyliert (67) und
anschlief3end nitriert (68). Pyrrol-propylendiamin 40 wird mit Pd(10%)/ C/ H, reduziert
und anschlieBend mit dem aktivierten Pyrrol 68 zum Bis-pyrrol 70 umgesetzt
(entsprechendes gilt flr das Tris-pyrrol 70a aus 70).

Die Verknupfung der entsprechenden Indol-, Carbazol-, Adenin- und
Thymincarbonsauren mit Mono-, Bis- und Tris-pyrrol-propylendiaminen zu
Combilexinen erfolgte durch die DCC-Methode. Die Anthrachinonsulfonsdure wurde
Uber das Sulfonsaurechlorid und anschlieRender Umsetzung mit den reduzierten
Pyrrolen 40 und 70 zu den Combilexinen 85 und 86 umgesetzt. Die acetylierten
Combilexine 81 und 82 entstanden durch direkte Umsetzung der reduzierten Pyrrole
70 und 70a mit Acetylchlorid.

Die zellbiologische NCI-Testung dieser weiteren Substanzreihe ergab, dal3 nur die
Substanzen 78, 85 und 86 eine zellbiologische Aktivitat zeigten.

Die biochemischen und biophysikalischen Testungen ergaben bei den Substanzen,
die mindestens drei Carboxamidgruppen und mindestens zwei Pyrrolringe hatten
eine DNA-Bindung; viele der Stoffe hemmten die Topoisomerase I.

Eine abschlieBend durchgefihrte semiempirische quantenmechanische AM1-
Rechnung mit dem SPARTAN-Program sollte zum einen Aufschlu3 dber die
Konformationen der Substanzen in Hinsicht auf die "Sichelform” und auf die zur
Bindung an die kleine Rinne der DNA essentielle Elektronenmangelbereich der
concaven Seite der "Sichel" ergeben.

Zunéchst wurde das Programm auf seine Aussagefahigkeit hin validiert, indem die
Rontgenkristallstruktur von Netropsin und Distamycin A aus der PDB-Datenbank

minimiert wurden und mit den Netropsin- und Distamycin-Molekilen, die aus den
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SPARTAN-Tools aufgebaut wurden, verglichen. Die Ergebnisse hinsichtlich der
Standardbildungsenthalpie und der Geometrie stimmten nahezu Uberein (RMS-
Verfahren).

Einige der in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen wurden aus verschiedenen,
maoglichen Startgeometrien heraus minimiert. Das Ergebnis zeigt, dal3 in allen Fallen
die trans-Amid-Konformation, die fur die "Sichelform" essentiell ist, bevorzugt ist.

Die Berechnungen der Atomladungen (MEP-Visualisierung) zeigten, daf3 nicht in
allen Fallen der berechneten Molektle ein Elektronenmangel an der Concavseite der
"Sichel" vorlag. Dieses Phanomen trat interessanterweise bei den Molekilen auf, die
keine NCI-Zellinienaktivitat zeigten. Alle Substanzen mit NCI-Zellinienaktivitat wiesen
ein LUMO von -0,15 eV oder darunter auf.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 es gelungen ist, ein praparativ gut
zugangliches Verfahren zum Aufbau von Combilexinen mit variablen Randfunktionen
aufzubauen.

Hinsichtlich der Struktur-Wirkunksbeziehung lassen sich folgende vororientierende

Aussagen treffen:

1.) eine C-terminale Methylester-Funktion fihrt nicht zur DNA-Bindung, zeigt aber
Antitumoraktivitat auf NCI-Tumor-Zellinien.

2.) Eine C-terminale Propylendiamin-Funktion fuhrt zur DNA-Bindung, jedoch zeigt
diese keine Aktivitat auf NCI-Zellinien.

3.) Fur die Bindung an die DNA sind neben der Propylendiamin-Seitenfunktion
mindestens zwei Pyrrolringe und drei Carboxamid-Funktionen essentiell.

4.) Je groRRer und elektronendrmer das aromatische System des N-terminalen Ende
ist, um so starker wirkt sich dieser Einflul3 auf die Hemm-Aktivitdt gegntber den
NCI-Tumor-Zellinien aus. Dieses wird besonders bei den Carbazol- und dem
Anthrachinon-Derivaten sichtbar.

5.) Aus den AM1 Rechnungen an SPARTAN geht eindeutig hervor, daf3 an der
Concavseite der "Sichel* der Oligopyrrolcarboxamide ein durchgehender
Elektronenmangelbereich vorhanden sein muf3, der fur eine Hemm-Aktivitat an

NCI-Tumor-Zellinien offenbar essentiell ist.
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6.) Substanzen dieser Stoffklasse, die die Bedingungen aus Punkt 5 erfillen und ein
LUMO von -0,15 eV oder darunter besitzen, sind auf NCI-Tumor-Zellinien

generell aktiv.

Kunftige Arbeiten sollten sich noch naher mit den Einflissen der Linker in bezug auf
deren Lange und Beschaffenheit beschaftigen. Interessant ware auch eine
Fortsetzung der Synthesen mit Nucleotidbasen am N-terminalen Ende der
Oligopyrrolketten und eine fortsetzende Optimierung der begonnen Verfahren dieser
Arbeit. Die Ergebnisse der AM1-Rechnungen kénnten mit den hier gewonnenen

Erkenntnissen in Hinsicht auf ein rationales Wirkstoff-Design untersttitzend sein.
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12 Experimenteller Teil

12.1 Allgemeine Angaben

Schmelzpunkte:

Geréat: Bulchi 510, unkorrigierte Werte in ° C

Elementaranalysen:

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

Massenspektren:

Gerate: Mascom 311-A El-Massenspektrometer (Institut fir Pharmazie,Univer-
sitat Mainz, Frau Dr. Kohl, Herr Dr. Schweppenhauser, Herr Peifer);
70 eV lonisierungsenergie
Finnigan MAT 7 FD-Massenspektrometer (Institut fir Organische Che-

mie Universitat Mainz, Frau Eider), 7 kV lonisierungsenergie

IR-Spektren:
Gerat:  Perkin-Elmer 1310 (Institut fir Pharmazie, Universitat Mainz), Frau

Schulze
Medium: KBr-Prel3linge (feste Proben)

NMR-Spektren:

Gerate: 200 MHz (*H) bzw. 50,3 MHz (**C): Bruker AC-200 (Institut fiir Orga-
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nische Chemie, Universitat Mainz, Herr Wistner, Herr Kolshorn)

300 MHz (*H) bzw. 75 MHz (*3C): Bruker AC-300 (Institut fiir Pharma-
zie, Universitat Mainz, Frau Dr. Jansen, Frau Dr. Meyer, Herr Dr.
Lemster, Herr Dr. Aygun, Herr Perlick, Frau Buechs)

Abkirzungen: s: Singulett
d: Dublett
dd: Doppeldublett
t: Triplett

dt:  Doppeltriplett

q: Quartett

quint: Quintett

m: Multiplett

b: breites Signal

p: pseudo; der nachfolgende Kennbuchstabe beschreibt
lediglich den Signalhabitus

J: Kopplungskonstante als Absolutwert in [Hz]

Chromatographie:

Dunnschichtchromatographie (DC): DC-Plastikfolien, Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke
0,25 mm (Fa. Merck)

Saulenchromatographie (SC): Kieselgel 60, Korngrél3e 0,063-0,2 mm (Fa. Merck),
Aluminiumoxid (neutral), Korngréf3e.0,063-0,2 mm.
(Fa. Merck)
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12.2 Synthesevorschriften

12.2.1 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonséure [66](31)

8 ml Acetanhydrid und 1,6 ml HNOj3; (70%) werden auf -25 °C gekuhlt und dann
gemischt. Die Mixtur wird bei -25 °C langsam (!) zu einer Suspension aus 2 g (16
mmol) 1-Methyl-pyrrol-2-carbonséure 30 in 12 ml Acetanhydrid (gekihlt bei —25 °C)
getropft. Diese Mischung wird bei —15 °C 0,5 h gerihrt. Man rihrt anschlieRend 20
min. bei RT weiter.

Die Mischung wird erneut auf -25 °C gekuhlt; die erfolgende Féallung wird in einem
mit Trockeneis gekihlten Trichter gesammelt. Die Fallung wird mit -25 °C gekihltem
Acetanhydrid gewaschen; danach wird erneut mit einer Mischung aus Acetanhydrid-
Chloroform 1:1 gewaschen, dann mit Chloroform und Hexan. Das Rohprodukt wird

mittels Saulenchromatographie (Kieselgel PE/EE-1:1) gereinigt.

Ausbeute: 2,1 g (11,5 mmol) (39% d. Th.), gelbe Nadeln

Schmelzpunkt: 204-205 °C (Literatur: 201-201,5 °C) [66]

'H-NMR, d [ppm] 3,90 (s, 3H, N-CHs), 7,23 (d, 1H, *J = 2,0 Hz, Pyrrol-H3), 8,22
(200 MHz) (CDCly): (d, 1H, *J = 2,0 Hz, Pyrrol-H5)

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

Summenformel: CeHgN,Oy4, 170,12

IR (KBr) (cm ™: 3140 (s), 3090 (s), 3010 (s), 2870 (m), 1700 (s), 1580 (s), 1520

(s), 1450 (s), 1420 (s), 1400 (s), 1360 (s), 1320 (s), 1270 (s),
1200 (s), 1130 (m), 1090 (m), 850 (m), 825 (m), 750 (s), 610
(w);
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12.2.2 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsduremethylester [66] (32)

59 (29,4 mmol) 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsdure 31 werden in einer kalten
Losung aus 5 ml H,SO4 und 50 ml MeOH gelost und anschlieliend 12 h unter
Ruckflul erhitzt. Danach versetzt man mit Wasser und extrahiert mit CHCl;. Die
organische Schicht wird getrocknet, das LM entfernt Der Rickstand wird mittels

Saulenchromatographie ( Kieselgel PE/EE -3:1) gereinigt.

Ausbeute: 2,19 (11,5 mmol) (39% d. Th.), gelbes, amorphes Pulver

Schmelzpunkt: 121 °C ( Literatur:120 °C) [66]

'H-NMR, d [ppm] 3,82 (s, 3H, OCHy), 4,04 (s, 3H, N-CHy), 7,31 (d, 1H, “J = 1,6
(200 MHz) (CDCly): Hz, Pyrrol-H 3), 8,05 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5)

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

Summenformel: C;HgN,O,4 184,15

IR (KBr) (cm ™: 3200 (s), 3110 (m), 3100(m), 3040(m), 1710(s), 1510 (s), 1485

(s), 1470 (w), 1405 (m), 1395 (w), 1320 (s), 1260 (s), 1240 (s),
1200 (s), 1190 (s), 1050 (m), 1010 (w), 905 (w), 880 (m), 780
(s);

12.2.32-Nitromalonaldehyd [70] (34)

4<C HO H OHC
OHC <>
NGO, HO>:<N02

33,8 g (200 mmol) Mucochlorsdure 33 werden in 100 ml EtOH (96%) geldst; diese
Losung wird zu einer waldrigen NaNO ,-Lésung (55,2 g in 100 ml Wasser), bei 40 °C
unter Ruhren hinzugetropft. Das Hinzutropfen erfolgt innerhalb von 25 min. Man kihlt

mit Eis, um die Reaktionstemperatur in einem Intervall von 35 °C bis 60 °C zu halten.
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Wahrend der Reaktion findet eine heftige Gasentwicklung statt. Man laft 35 min.
rihren; den entstandenen Niederschlag stellt man dann Uber Nacht in den
Kihilschrank. Der Niederschlag wird mit 70 ml kochendem EtOH (75%) filtriert und
extrahiert (Umkristallisation in EtOH); das Produkt befindet sich im ethanolischen
Auszug (DC-Kontrolle!). Die Mutterlauge wird zum Extrahieren des Rests benutzt,

wobei weiteres Produkt (0,69 g) erhalten wird.

Ausbeute: 2,8 g (24 mmol) (12% d. Th.), orangegelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 124 °C ( Literatur:124 °C) [70]
'H-NMR, d [ppm] 8,42 (s, 1H, Enol-H), 9,71 (s, 1H, Aldehyd-H), 12,04 (1H, s,
(300 MHz) (DMSO d°):  OH)

EI-MS: m/z (%): 117 (100)
Summenformel: C3;H3;NO,4, 117,06
IR (KBr) (cm ™): 3510 (m), 3440 (m), 3370 (m), 3290 (m), 1650 (s), 1600 (m),

1570 (m), 1530 (w), 1480 (m), 1380 (s), 1350 (m), 1270 (w),
930 (w), 820 (W), 760 (W);

12.2.4 4-Nitropyrrol-2-carbosé&uremethylester [68](36)

ON

I3
N COOCH;
H

1,3 g (11,15 mmol) Natrium-Nitromalonaldehyd 34 und (1,4 g) (11,15 mmol) Glycin-
Methylester 35 werden in 6-7 ml warmem EtOH (65%) gelost. 40 Tropfen 20%iger
NaOH-Lsg. werden dann zugegeben; die rote Reaktionsmischung wird 30 min. bei
50 °C geruhrt. Nach Zugabe von Wasser fallt ein gelber Niederschlag aus. Das Filtrat
wird mit Ether mehrere Male ausgeschiittelt. Die organische Phase wird getrocknet,
der Ether unter vermindertem Druck eingedampft und das Produkt durch

Saulenchromatographie (Kieselgel PE/EE 3:1) gereinigt.
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Ausbeute: 1,35 g (7,94 mmol) (71 % d. Th.), hellgelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 197 °C (Literatur: 197 °C) [68]

'H-NMR, d [ppm] 3,85 (s, 3H, OCHs), 7,28 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 8,96
(300 MHz) (DMSO ¢f):  (d, 1H, *J= 1,6 Hz , Pyrrol-H5)

EI-MS: m/z (%): 170 (100)
Summenformel: CeHgN,Oy4, 170,12
IR (KBr) (cm ™): 3280 (s), 3260 (s), 3140 (m), 1700 , 1560 (s), 1500 (s), 1450

(m), 1440 (w), 1410 (w), 1385 (s), 1340 (s), 1325 (s), 1260 (s),
1215 (s), 1180 (w), 1145 (w), 1090 (m), 980 (m), 960 (m), 930
(w), 850 (w), 840 (m), 820 (m), 800 (m), 780 (s), 750 (S);

12.2.5 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsduremethylester [67] (32)

300 mg (1,75 mmol) 4-Nitro-Pyrrol-2-carbonsauremethylester 36 werden in THF
(abs) geldst und zu einer Suspension aus THF (abs.) und 200 (5,1 mol) mg Kalium
tropfenweise zugegeben. Man beobachtet eine Gasentwicklung (Blasenzahler) und
einen Niederschlag. Danach werden 250 mg (141,91 mmol = 0,1 ml) Methyliodid in 2
ml THF (abs.) tropfenweise zugegeben. Am Ende der Reaktion wird mit MeOH
versetzt, um Uberschissiges Kalium zu zerstéren. Nach Entfernen des LM nimmt
man in Ether (trocken !) auf. Das Produkt wird mittels S&ulenchromatographie
(Kieselgel PE/EE-3:1) gereinigt.

Ausbeute: 231 mg (1,25 mmol) (72 % d. Th.) gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 121 °C (Literatur: 120 °C) [67]
'H-NMR, d [ppm] 3,82 (s, 3H, OCHjy), 4,04 (s, 3H, N-CHy), 7,31 (d, 1H, “J = 1,6
(300 MHz) (DMSO of):  Hz, Pyrrol-H3), 8,05 (d, 1H, 4J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5);
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EI-MS: m/z (%): 184 (100)
Summenformel: C;HgN,O,, 184,15
IR (KBr) (cm ™): 3150 (m), 1710 (s), 1570 (w), 1510 (s), 1500 (s), 1445 (w),

1420 (m), 1400 (m), 1370 (w), 1340 (w), 1320 (s), 1260 (s),
1200 (s), 1120 (s), 1090 (m), 985 (w), 945 (w), 860 (m), 830
(m), 800 (w), 765 (m), 750 (s);

12.2.6 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamid-propionitril [66](39)

O2N

/A H\/\CN
N |

|
CH;;;O

Eine LOsung aus 7 g (41 mmol) 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsdure 31 und einem
UberschuR SOCI, (5 bis 10 fach) wird 5 bis 10 min. unter RickfluR erhitzt, Die
Mischung wird mit THF versetzt; das LM und Uberschissiges SOCI, werden unter
vermindertem Druck eingedampft. Der Rickstand wird in THF aufgenommen und auf
-20 °C gekuhlt. Eine Losung aus 3,12 ml (42,37 mmol) Aminopropionitril und 7,8 ml
»HUnigs Base® in 10 ml THF wird tropfenweise zugegeben. Danach laf3t man bei RT
Ruhren. Das LM wird dann unter vermindertem Druck entfernt, das Produkt

anschlie3end mit Wasser/Ether ausgeschuttelt.

Ausbeute: 7,22 g (32,5 mmol) (79 % d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 132 °C (Literatur: 132-133 °C) [66]

'H-NMR, d [ppm] 2,65 (t, 2H, %J = 6,5 Hz , CH,-CN), 3,51 (2H, q, °J = 6,5 Hz),

(300 MHz) OMSO ¢f): 3,91 (s, 3H, N-CH3), 7,25 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 7,81
(d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5), 8,05 (s, 1H, NH)

EI-MS: m/z (%): 222 (100)
Summenformel: CyH1oN4O3, 222,20
IR (KBr) (cm ™): 3310 (s), 3115 (m), 2875 (w), 2240 (w), 1640 (s), 1550 (s),

1525 (s), 1410 (s), 1320 (s), 1140 (w), 1110 (w), 1070 (w), 855
(m), 750 (s);
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12.2.7 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-carboxamid
[66](40)

O.N HSC\:
H N~
/ \ N\/\/ CHs
N
|
CHs ©

Eine Losung aus 0,7 g (4,1 mmol) der 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonséaure 31 in 2ml
THF und einem Uberschu SOCI, (5 bis 10 fach) wird 5 bis 10 min. unter RiickfluR
erhitzt. Die Mischung wird mit THF versetzt; das LM und lberschissiges SOCI,
werden unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird in THF
aufgenommen und auf —20 °C gekuhlt. Eine Lésung aus 0,6 ml (4,8 mmol) N,N-
Dimethyl-1,3-propandiamin und 0,8 ml ,Hlnigs Base” in 10ml THF wird tropfenweise
zugegeben. Danach rohrt man bei RT. Das Produkt wird mittels

Saulenchromatographie (Aluminiumoxid MeOH:EE/1:4) gereinigt.

Ausbeute: 688 mg (2,7 mmol) (66 % d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 125 ° C (Literatur: 125,5-127° C) [66]

'H-NMR, d [ppm] 1,63 (m, 2H, %J= 6,5 Hz, CH,), 2,05 (s, 6H, N(CHs)z), 2,21 (t,

(300 MHz) DMSO d’):  2H, 3J = 6,7 Hz, CH,N), 3,18 (g, 2H, 3J = 6,7 Hz, CH,N), 3,77
(s, 3H, N-CHs), 7,38 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 8,09 (1H,
d, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5), 8,40 (t, 1H, 3J = 7,4 Hz, NH)

EI-MS: m/z (%): 254 (100)
Summenformel: C11H18N4O3, 254,28
IR (KBr) (cm '1): 3420 (s), 2720 (m), 2340 (w), 1650 (s), 1540 (m), 1530 (m),

1490 (w), 1470 (w), 1410 (w), 1305 (m), 1265 (w), 1215 (m),
1035 (m), 820 (w), 755 (m);
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12.2.81-Methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)carbonyl]amino}-1H-2-pyrrol-

carbonsauremethylester [67] (42)

Eine Losung aus 200 mg (2,08 mmol) 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-
carbonsauremethylester 32 in 10 ml trockenem Methanol wird mit 60 mg Pd(10%)/ C
unter Wasserstoffatmosphare reduziert. Nach 3 h Rihren bei RT wird der Katalysator
durch Filtration entfernt. Das LM wird unter reduziertem Druck eingedampft; den
Ruckstand nimmt man in 3 ml THF und 0,5 ml Hiinigs Base auf. Diese Losung wird
auf -20 °C gekunhlt.

200 mg (1,18 mmol) 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonsaure 31 in 2 ml THF werden mit
einem UberschuR SOCI, (5 bis 10- fach) 5 bis 10 min. unter RiickfluR erhitzt. Die
Mischung wird in THF aufgenommen; das LM und Uberschissiges SO,Cl, werden
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird in THF aufgenommen und
auf —20 °C gekdhlt,

Diese L6sung wird tropfenweise zu der Pyrrolaminlésung gegeben. Man l&3t 30 min.
bei RT rdhren. Nach Entfernen des LM wird das Produkt mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel MeOG:EE/1:4) gereinigt.

Ausbeute: 228 mg (0,75 mmol) (69% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 225 °C (Literatur: 225 °C) [67]

'H-NMR, d [ppm] 3,72 (s, 3H, OCHj), 3,83 (s, 3H, N-CHs), 3,96 (s, 3H, N'-CHy),

(300 MHz) (DMSO d’): 6,86 (1H, d, *J = 1,8 Hz, Pyrrol-H3), 7,45 (d, 1H, “J = 1,7 Hz,
Pyrrol-H5), 7,53 (d, 1H, *J = 1,8Hz, Pyrrol-H3'), 8,18 (d, 1H, “J
= 1,7 Hz, Pyrrol-H5"), 10,28 (s, 1H, NH)

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):
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EI-MS: m/z (%): 306 (100)
Summenformel: C13H14N4Os5, 306,27
IR (KBr) (cm '1): 3370 (m), 3140 (m), 2980 (w), 2500 (w), 1690 (s), 1660 (s),

1565 (s), 1500 (m), 1480 (m), 1440 (m), 1390 (m), 1320 (s),
1250 (s), 1210 (m), 1120 (m), 1100 (m), 845 (w), 815(w), 780
(w), 750 (w);

Elementaranalyse Ber.. C 50,98 H 4,61 N 18,29
Gef.. C 51,07 H 452 N 18,00

12.2.92-(1H-1-Indolyl)essigséaure [78] (46)

I

\\ COOH

22 g (188 mmol) geschmolzenes Indol 45 werden mit 17 g (425,1 mmol) fein
gepulvertem NaOH in einem Wasserabscheider gerihrt (Volumen: 200 ml); als
Schlepper verwendet man Toluol, das unter Ruckflu®3 erhitzt wird. Wenn sich kein
Wasser mehr abscheidet, wird der Kolben auf RT abgekuhilt.

36 g (285 mmol) an trockenem Chloressigsaureethylester werden hinzugefiigt und
man erhitzt erneut 4 h auf 140-150 °C unter Ruhren.

Dann werden 100 ml einer waldrigen NaOH-Lsg. (25%) zugefiigt; es wird 3 h auf
einem Wasserbad erhitzt; danach gibt man die Mischung in 250 ml Wasser. Nach
einigen Stunden wird das nicht umgesetzte Indol abgetrennt und das Filtrat mit einer
IN-HCI auf pH 1 angeséuert; das kristalline Produkt wird gewaschen, getrocknet und
in Ether ausgeschiittelt; die Losung wird filtriert, das Produkt mittels

Saulenchromatographie (Aluminiumoxid PE/EE 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 3,95 g (22,56 mmol)(12% d. Th.), braune Nadeln

Schmelzpunkt: 175 °C (Literatur: 174-179 °C) [78]
'H-NMR, d [ppm] 4,63 (s, 2H, CH,), 6,48 (d, 1H, *J = 7,8 Hz, Indol-H3), 7,0 (pt,
(300 MHz) (DMSO ¢f):  1H, 3J = 7,6 Hz,1H, Indol-H 5 oder 6), 7,13 (pt, 1H, 3] = 7,7 Hz,



EI-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr) (cm ™):
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Indol-H 5 oder 6), 7,32 (d, 1H, 3J = 7,6 Hz, Indol-H2), 7,34 (d,
1H, J = 7,7 Hz, Indol-H7), 7,58 (d, 1H, J = 7,9 Hz, Indol-H2)
175 (100)

C10HsNO,, 175,18

3420 (w),3200 (w), 3110 (m), 3100 (m), 3040 (m), 1710 (s),
1610 (w), 1510 (m), 1485 (m), 1470 (m), 1405 (m), 1395 (m),
1340 (m), 1320 (m), 1260 (m), 1240 (s), 1200 (m), 1200 (m),
1190 (m), 1125 (w), 1050 (w), 1010 (w), 905 (w), 880 (w), 780
(w), 740 (s);

12.2.10 2-(9H-9-Carbazolyl)essigsaure [79] (48)

N

COOH

20 g (119,76 mmol) an geschmolzenem Carbazol 47 werden mit 15 g (441,3 mmol)

fein gepulvertem KOH solange gerthrt, bis kein Dampf mehr entweicht. Die

entstandene Masse wird dann auf RT gekihlt und anschlieBend pulverisiert. Es

erfolgt eine Zugabe von 36 g (285 mmol) trockenem Chloressigsaureethylester.
Diese Mischung wird 4 h bei 180 °C erhitzt. Nach Zugabe von 100 ml Wasser wird

tropfenweise HCI (1N) zugeflgt, bis ein Niederschlag entsteht. Die Kristallmasse wird

in CH,Cl, geldst und mehrere Male bis zur Trockene einrotiert.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

3,779 (16,77 mmol)(14% d. Th.); braune, amorphe Masse

192 °C (Literatur: 193-194 °C); [79]

'H-NMR, d [ppm] 4,62 (s, 2H, CHy), 7,11 (pt, 2H, °J = 7,2 Hz, Carbazol-H1,8),

(300 MHz) (DMSO d°):

EI-MS: m/z (%):

Summenformel:

7,35 (m, 4H, 3J = 7,3 Hz, Carbazol-H2,3,6,7), 8,13 (pt, 2H, %J =
7,3 Hz, Carbazol-H4,5)

225 (100)

C14H11NO,, 225,24



IR (KBr) (cm ™):
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3480 (s), 3400 (s), 2800 (m), 2350 (m), 1600 (s), 1480 (w),
1450 (w), 1425 (s), 1400 (s), 1305 (m), 1215 (w), 1070 (w),
1000 (w), 750(m), 725 (m);

12.2.11 4-(9H-9-Carbazolyl)buttersaure [80] (49)

N

1

COOH

Ein Gemisch aus 20g (119,76 mmol) Carbazol 47 und 10g (294,2 mmol)

gepulvertem KOH wird bei 260 °C geschmolzen. Die entstandene Kristallmasse wird

nach dem Erkalten pulverisiert und mit 300 g (3,488 mmol) gButyrolacton 10 h auf

180-200° C erhitzt. Man gibt das Reaktionsprodukt auf Eis, trennt nicht umgesetztes

Carbazol ab und fallt es durch Anséuern auf pH 1 mit 1N-HCI aus; das Produkt wird

mittels Saulenchromatographie (Aluminiumoxid PE/EE 1:1) gereinigt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

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

5,15 g (20,36 mmol)(17% d. Th.), braune Nadeln

150 °C (Literatur: 150 °C) [80]

1,95 (m, 2H, %) = 6,5 Hz, CH,), 2,25 (t, 2H, 3] = 6,4 Hz, CH,),
4,43 (t, 2H, %) = 6,6 Hz, CH,), 7,22 (d, 2H, %J = 6,3 Hz,
Carbazol-H1,8), 7,42 (pt, 2H, 3J = 6,9 Hz, Carbazol-H2,7), 7,63
(pt, 2H, 3J = 6,9 Hz, Carbazol-H3,6), 8,13 (d, 2H, 3J = 7,0 Hz,
Carbazol-H4,5), 11,51 (s, 1H, COOH);

253 (100)

Ci16H15NO,, 253,30

3100 (m), 2930 (m), 2860 (m), 2330 (w), 1680 (s), 1565 (m),
1460 (m), 1430 (m), 1380 (m), 1350 (w), 1320 (m), 1300 (m),
1230 (m), 1210 (s), 1190 (w), 1150 (w), 1120 (w), 1100 (w),
900 (w), 725 (s), 700 (S);
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12.2.12 1-Methyl-4-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)carbonyl]-1-H-2-pyrrol-
carbonséure [66] (44)

OoN
H
/A N—_~X\\_ COOH
N \
| e} N\
CHj CHs

1g (3,27 mmol) 1-Methyl-4-(1-methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamido)pyrrol-2-
carbonsauremethylester 42 wird in 30 ml Methanol gelost und mit 10 ml
Natronlauge (50%) versetzt. Man lalt 12 h wunter Ruckflu@ ruhren.
Anschlie3end fugt man HCI (konz.) tropfenweise hinzu, bis der pH einen Wert
von 1 erreicht hat. Der entstandene Niederschlag wird mit Wasser gewaschen,

in CH,Cl, gel6dst und bis zur Trockene einrotiert.

Ausbeute: 0,82 g (2,8 mmol) (86% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 231 °C (Literatur: 233-234 °C) [66]

'H-NMR, d [ppm] 3,92 (s, 3H, N-CHy), 3,95 (s, 3H, N'-CH3), 6,91 (d, 1H, 3 = 1,8

(300 MHz) (DMSO d’)  Hz, Pyrrol-H3), 7,42 (d, 1H, “J = 1,7 Hz, Pyrrol-H5), 7,53 (d,
1H, “J = 1,8 Hz, Pyrrol-H3"), 8,13 (d, 1H, “J = 1,7 Hz, Pyrrol-
H5'), 10,25 (s, 1H, COOH);

EI-MS: m/z (%): 292 (100)
Summenformel: C1oH12N,O5, 292,25
IR (KBr) (cm ™): 3360 (s),3040 (m), 3010 (m), 1640 (s), 1550 (m), 1480 (s),

1430 (m), 1400 (w),1300 (s), 1280 (m), 1230 (m), 1190 (m),
1100 (m), 800 (w),740 (w);

Elementaranalyse Ber.. C 49,32 H 4,14 N 19,17
Gef.: C 49,67 H 4,47 N 18,96
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12.2.13 1-Methyl-4-{[(1-methyl-4-{[(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol)-
carbonyl]amino} -1H-2-pyrrolyl)carbonyl]amino} -1H-2-pyrrol-

carbonsauremethylester [67] (43)

NO,
9
N H
HsC N
H
© [/ \ N coocH,
N\ /

612 mg (2 mmol) 1-Methyl-4-(1-methyl-4-nitropyrrol-2-carboxamido)pyrrol-2-
carbonsauremethylester 42 und 200 mg Pd(10%)/ C werden in trockenem Methanol
(10 ml) gelost und unter Wasserstoffatmosphare reduziert. Man a3t 8 h Ruhren.
Nach vollstdndiger Reduktion zum Amin (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid/EtOH) wird
der Katalysator durch Filtration, das LM unter reduziertem Druck eingedampft; man
nimmt anschliel3end in trockenem THF auf (3 ml) und ergdnzt 1 ml Hiinigs Base. Die
Mischung wird auf — 20 °C gekuhilt.

Eine weitere Losung aus 340 mg (2 mmol) 1-Methyl-4-nitropyrrol-2-carbonséure 31 in
2 ml THF und einem UberschuR SOCI, (5 bis 10 fach) wird 5 bis 10 min. unter
Ruckfluf3 erhitzt. Die Mischung wird mit THF versetzt; das LM und Uberschissiges
SOCI, werden unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird in THF
aufgenommen und auf — 20 °C gekuhlt und anschlieend mit 5 ml trockenem THF
versetzt.

Dann wird die Aminlésung zu der Saurechloridliésung bei 0 °C tropfenweise
zugegeben. Nach 30 min. Rihren bei RT wird das LM unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt wird mittels S&aulenchromatographie (Kieselgel PE/EE 1:1)

gereinigt.
Ausbeute: 360 mg (0,84 mmol) (42% d. Th.), gelbes Kristalle
Schmelzpunk: 228 °C (Literatur: > 270 °C) [67]

1H'NMR, d [ppm] 3172 (S! 3H1 OCH3)1 3181 (S’ 3H1 CH3)| 3192 (S! 3H1 CH3)! 4111



(300 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse:
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(s, 3H, CH,), 6,91 (d, 1H, *J = 1,7 Hz, Pyrrol-H), 7,05 (d, 1H, *J
= 1,6 Hz, Pyrrol-H), 7,32 (d, 1H, *J = 1,7 Hz, Pyrrol-H), 7,44 (d,
1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H), 7,63 (d, 1H, *J = 1,7 Hz, Pyrrol-H),
8,13 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H), 9,90 (s, 1H, NH), 10,25 (s,
1H, NH), 10,41 (s, 1H, NH)

428 (100),

CioH20NeOg, 428,40

3390 (s),3030 (m), 2970 (m), 1700 (s), 1640 (s), 1550 (s), 1430
(s), 1390(m), 1300 (s), 1250 (m), 1200 (m), 1100 (w), 1050 (s),
790 (m):

Ber. C 53,27 H 4,71 N 19,62

Gef: C 53,11 H 4,61 N 19,50
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12.2.14 Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Oligo-
carboxamide [82]

O,N
7 - _ _ -
H H
/'\I N H- N
H,C /)
7\ R, Pd(10%)C/H, /A R,
I}I MeOH : '|\|
| cH 9 n | cHy © n
n=01 n=12
v — B .
R H
HN 2NN
1.R,COOH /
/\ | R,  2.DCC DVMAP O ]\ R
N THF ol
' \o o
L CHy H | cHy 9
n=1,2 n=1,2
n = 1,23
R= OH
R' = OCH;
R'=  HN(CH,)CN
R'= HN(CH;)sN(CHs),

4 mmol der Carbonséure werden in 40 ml CH,Cl, gelést. Dazu gibt man 4,4 mmol
des entsprechenden Pyrrolamins, welches zuvor durch Reduktion der
entsprechenden Nitropyrroleinheit mit Pd(10%/ C) in 20ml MeOH unter
Wasserstoffatmosphére hergestellt wurde; man gibt eine Spatelspitze DMAP zu. Die
Mischung wird auf - 15 °C gekuhlt. Eine Lésung aus 1,2 g DCC (Dicyclohexyl-
Carbodiimid Mr=206,33) (4,8 mmol) in 10 ml CH,Cl, wird tropfenweise zugegeben.
Man laiit 24 h bei RT ruhren. Dicyclohexylharnstoff Niederschlag) wird entfernt, das
Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel PE/EE 1:1) gereinigt.
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12.2.14.1  4-{[2-(1H-3-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carbonsauremethylester (51)

Ausbeute:

Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse

@]
N / HN
O
S
l\{ OCH3
CHs
896 mg (2,88 mmoal) (72 % d.Th.), braune Nadeln

155 °C

3,67 (s, 2H, CH,), 3,75 (s, 3H, OCHa), 3,85 (s, 3H, N-CHy),
6,72 (d, 1H, “J = 1,88 Hz, Pyrrol-H3), 6,91 (pt, 1H, 3J = 7 Hz,
Indol-H5 oder 6), 7,00 (pt, 1H, 3J = 6,9 Hz, Indol-H5 oder 6),
7,21 (d, 1H, *J = 1,8 Hz, Pyrrol-H5), 7,33 (d, 1H, 3] = 7,9 Hz,
Indol-H7), 7,34 (s, 1H, Indol-H2), 7,53 (d, 1H, 3J = 7,9 Hz ,
Indol-H4), 10, 00 (s, 1H, NH), 10,81 (s, 1H, Indol-NH)

33,0 (CH,), 36,5 (CHs), 51,3 (CHs), 108,0 (CH), 109,5 (Cy),
111,8 (CH), 118,9 (CH), 119,0 (CH), 120,6 (CH), 121,5 (CH),
123,6 (C,), 124,3 (CH), 127,4 (C,), 136,8 (Cy), 160,9 (C=0),
168,8 (C=0)

311 (100)

C17H17N;03, 311,34

3400 (m), 3330 (m), 3270 (m), 3110 (m), 3040 (w), 2900(w),
2870 (w), 1700 (s), 1650 (s), 1575 (m), 1480 (m), 1450 (s),
1400 (m), 1350 (w), 1315 (w), 1260 (m), 1215 (m), 1195 (m),
1140 (m), 1100 (s), 1060 (w), 1015 (w), 750 (m);

Ber.. C 6558 H 550 N 13,50

Gef.. C 65,75 H 575 N 13,42
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12.2.14.2  4-{[2-(1H-1-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carbonsauremethylester (52)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d [ppm]
(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse

e

C
/N
N~ T COOCHs

|
CHs

310 mg (1 mmol) (25% d. Th.), orangegelbe Kristalle

160 °C

3,70 (s, 3H, OCHs), 3,78 (s, 3H, N-CHs), 4,90 (s, 2H, CH,),
6,41 (d, 1H, “J = 2,7 Hz, Pyrrol-H3), 6,72 (d, 1H, 3J = 7,7 Hz,
Indol-H3), 7,01 (pt, 1H, 3J = 7,3 Hz , Indol-H5 oder 6), 7,13 (pt,
1H, 3J = 7,8 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,35 (d, 1H, *J = 3,0 Hz,
Pyrrol-H5), 7,38 (d, 1H, 3J = 7,2, Indol-H2), 7,52 (d, 1H, 3J =
7,4 Hz, Indol-H7), 7,54 (d, 1H, 3J = 7,7 Hz, Indol-H7), 10,31 (s,
1H, NH)

36,0 (CHs), 49,3 (CH,), 51,1 (CHs), 105,3 (CH), 113,0 (CH),
115 (CH) 121,6 (C), 122,1 (CH), 124,2 (CH) 125,1 (CH), 125,3
(CH), 127,0 (C,), 133,1 (Cy), 135,8 (CH) 141,1 (C,), 166,3
(C=0), 171,0 (C=0)

311 (100)

C17H17N;03, 311,34

3560 (w), 3480 (w), 3400 (w), 3340 (w), 3270 (m), 3195 (w),
3120 (m), 3050 (m), 2980 (w), 2950 (w), 1700 (s), 1650 (s),
1590 (s), 1505 (w), 1460 (s), 1445 (s), 1400 (s), 1365 (w), 1330
(w), 1310 (w), 1260 (m), 1240 (s), 1200 (m), 1140 (m), 1100
(s), 1060 (w), 1010 (w), 960 (w), 825 (w), 790 (w), 740 (s);

Ber.. C 6558 H 550 N 13,50

Gef.. C 65,84 H 575 N 13,20
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12.2.14.3  4-{[2-(9H-9-Carbazolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carbonséauremethylester (53)

I3
COOCH3

Ausbeute: 1,13 g (3,62 mmol) (78% d. Th.), braune, amorphe Masse

Schmelzpunkt: 195 °C

'H-NMR, d [ppm] 3,70 (s, 3H, OCHg), 3,77 (s, 3H, N-CH), 5,17 (s, 2H, CHy),

(300 MHz) OMSO d): 6,71 (d, 1H, *J = 2,0 Hz, Pyrrol-H3), 7,20 (pt, 2H, *J = 7,8 Hz,
Carbazol-H3,6), 7,29 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Pyrrol-H5), 7,42 (pt,
2H, %) = 7,5 Hz, Carbazol-H2,7), 7,53 (d, 2H, %J = 8,2 Hz,
Carbazol-H1,8), 8,12 (d, 2H, 3J = 7,7 Hz, Carbazol-H4,5),
10,42 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 36,5 (CHs), 44,5 (CH,), 52,8 (CHs), 108,0 (CH), 109,8 (2t),

(75 MHz) OMSO o): ~ 119,4 (CH), 119,7 (2t), 120,5 (2t), 122,5 (4,), 126,1 (2t), 141,2
(Cy), 141,3 (Cy), 164,9 (C=0), 169,6 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 361 (100)
Summenformel: C,1H19N30O3, 361,40
IR (KBr) (cm ™): 3380 (m), 3300 (m), 3050 (w), 3010 (w), 2910 (w), 2860 (m),

2800 (w), 1710 (s) , 1660 (s), 1630 (s), 1610 (s), 1605 (s),
1595 (m), 1580 (m), 1490 (m), 1460 (s), 1450 (s), 1405 (m),
1380 (m), 1350(m), 1330(m), 1265 (m), 1240 (m), 1210 (m),
1200 (m), 1150 (m), 1130 (m), 1120 (m), 1100 (s), 1060 (m),
750 (s);

Elementaranalyse Ber.. C 69,79 H 530 N 11,63
Gef.. C 69,70 H 572 N 11,32



144

12.2.14.4  N2-(2-cyanoethyl)-4-{[2-(1H-3-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-
pyrrol carboxamid (54)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse

586 mg (1,68 mmol) (42% d. Th.), gelbe, amorphe Kristalle

126 °C

2,71 (t, 2H, 33 = 6,4 Hz, CH,), 3,39 (q, 2H, %J = 6,4 Hz,
CH,),3,67 (s, 2H, CH,), 3,75 (s, 3H, N-CHy), 6,72 (d, 1H, “J =
1,8 Hz, Pyrrol-H3), 6,96 (pt, 1H, %J = 7,1 Hz, Indol-H5 oder 6),
7,04 (pt, 1H, J = 6,9 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,13 (d, 1H, 3 = 1,9
Hz, Pyrrol-H5), 7,22 (s, 1H, Indol-H2), 7,32 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz,
Indol-H7), 7,53 (d, 1H, 3J = 7,7 Hz, Indol-H4), 9,90 (s, 1H, NH),
10,82 (s, 1H, NH)

32,0 (CH,), 32,4 (CH,), 35,2 (CH,), 37,4 (CHs), 107,9 (CH),
113,2 (Cg), 116,1 (CH), 123,1 (CH), 123,8 (CH), 124,0 (C,),
126,3 (2t), 127,0 (Cy), 128,9 (CH), 132,5 (C,), 140,6 (Cy),
165,1 (C=0), 168,1 (C=0)

349 (100)

C19H19N50,, 349,39

3400 (s), 3330 (s), 3270 (m), 3100 (w), 3040 (w), 2920 (s),
2850 (s), 2790 (w), 2400 (w), 2220 (w), 1720 (m), 1650 (s),
1620 (s), 1570 (s), 1520 (s), 1430 (s), 1400 (s), 1310 (s), 1290
(m), 1270 (m), 1240 (s), 1215 (s), 1150 (m), 1085 (s), 1060
(m), 1005 (m), 890 (m), 800 (m), 780 (m), 740 (s);

Ber.. C 65,32 H 548 N 20,04

Gef.. C 65,04 H 589 N 19,83
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12.2.14.5 N2-(2-cyanoethyl)-4{[2-(1H-1-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-
pyrrol carboxamid (55)
: ]
N
.
N
H
°© J \ N_/TON
\
cre ©
Ausbeute: 628 mg (1,8 mmol) (45% d.Th.), braune, amorphe Masse
Schmelzpunkt: 109 °C
'H-NMR, d [ppm] 2,68 (t, 2H, °J = 6,4 Hz, CH;,), 3,37 (q, 2H, °J = 6,4 Hz, CHy),

(300 MHz) OMSO d): 3,75 (S, 3H, N-CHa), 4,92 (s, 2H, CH,), 6,42 (d, 1H, *J = 3,1 Hz,

Pyrrol-H3), 6,76 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Indol-H3), 7,02 (pt, 1H, 3J
= 7,5 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,11 (pt, 1H, 3J = 6,9 Hz ,Indol-H5
oder 6), 7,34 (d, 1H, “J = 1,9 Hz, Pyrrol-H5), 7,36 (d, 1H, 3J =
8,1 Hz, Indol-H2), 7,39 (d, 1H, 3J = 7,6 Hz, Indol-H7) 7,54 (d,
1H, 33 = 7,9 Hz, Indol-H4), 8,34 (s, 1H, NH), 10,25 (s, 1H, NH)

BBC-NMR, d [ppm] 32,0 (CH,), 35,1 (CH,), 37,4 (CHz), 44,1 (CH,), 107,9 (CH),
(75 MHz) OMsO f): 113,22 (C,), 116,1 (CH), 123,1 (CH), 123,8 (CH), 124,0 (Cy),

126,3 (2t), 127,0 (Cy), 128,9 (CH), 1325 (Cy), 140,6 (Cy),
165,1 (C=0), 168,1 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 349 (100)
Summenformel: C19H19Ns505, 349,39
IR (KBr) (cm '1): 3600 (m), 3550 (m), 3450 (m), 3380 (m), 3320 (s), 3010 (w),

2920 (s), 2850 (s), 1720 (m), 1650 (s), 1620 (s), 1570 (s), 1510
(s), 1440 (s), 1400 (m), 1360 (m), 1310 (s), 1270 (m), 1240 (s),
1200 (w), 1150 (w), 1085 (m), 1010 (m), 890 (m), 850(w), 805
(w), 780 (m), 760 (m), 750 (S);

Elementaranalyse Ber.. C 65,32 H 548 N 20,04

Gef.: C 65,13 H 583 N 19,70
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12.2.14.6 4-{[4-{[2-(1H-3-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-
carbonyl}-1-methyl-1H-2-pyrrolcarbonsauremethylester (56)

N

H
He N ]
0 U\WN N\ COOCHz
‘et
| o) N
CHs CHe

Ausbeute: 675 mg (1,56 mmol) (39 % d. Th.), gelbe Nadeln

Schmelzpunkt: 173 °C

'H-NMR, d [ppm] 3,63 (s, 2H, CH,), 3,71 (s, 3H, OCHys), 3,78 (s, 3H, N-CHy),

(300 MHz) (DMSO d°) 3,81 (s, 3H, N'-CHs), 5,50 (d, 1H, 3J = 8,0 Hz, Indol-H2), 6,81
(d, 1H, “J = 1,8 Hz, Pyrrol-H3), 6,92 (pt, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-
H5 oder 6), 7,04 (pt, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,11 (d,
1H, “J = 1,4 Hz, Pyrrol-H5), 7,22 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-
H3Y, 7,32 (d, 1H, 3J = 8,0 Hz, Indol-H4), 7,41 (d, 1H, “J = 1,6
Hz, Pyrrol-H5"), 7,53 (d, 1H, 3J = 7,9Hz, Indol-H7), 9,90 (s, 1H,
NH), 10,82 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 33,6 (CHy), 36,4 (CH3), 47,8 (CHs), 51,2 (CHs), 104,4 (CH),

(75 MHz) ODMSO d)  108,6 (CH) 109,2 (C,), 111,6 (CH), 115,8 (CH), 118,5 (CH),
118,7 (CH), 121,2 (CH), 121,3 (CH), 122,4 (C,), 122,8 (Cy),
124,0 (CH), 127,5 (C,), 136,4 (C,), 158,7 (C=0), 161,1 (C=0),

168,3 (C=0)
EI-MS: m/z (%): 433 (100)
Summenformel: Cy3H,>3N504, 433,46
IR (KBr) (cm ™): 3600 (w), 3450 (w), 3380 (s), 3320 (s), 3240 (m), 3160 (m),

3080 (m), 3000 (w), 2930 (s), 2850 (m), 2780 (w), 1700 (m),
1650 (s), 1620 (s), 1570 (s), 1530 (s), 1435 (s), 1400 (s), 1350
(m), 1310 (m), 1250 (m), 1200 (m), 1150 (w), 1105 (m), 1080
(m), 1060 (w), 1005 (w), 960 (w), 890 (w), 820 (w), 795 (m),
755 (m), 745 (m), 660(m);

Elementaranalyse: Ber.. C 63,73 H 535 N 16,16
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Gef. C 63,66 H 571 N 16,31

12.2.14.7 4-{[4-{[2-(1H-1-Indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-

carbonyl}-1-methyl-1H-2-pyrrolcarbonsauremethylester (57)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]
(75 MHz) (DMSO d°):

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

|

N

%’H
N
e) H
‘et
I 0 N\
HsC CHs

658 mg (1,52 mmol) (38 % d.Th.), braune, amorphe Masse

152 °C

3,73 (s, 3H, OCH,), 3,81 (s, 3H, N-CHs), 3,83 (s, 3H, N'-CHy),
4,9 (s, 2H s, CHy), 6,42 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz, Indol-H3), 6,81
(d,1H, *J = 1,7Hz, Pyrrol-H3), 7,04 (pt, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-
H5 oder 6), 7,11 (pt, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,15 (d,
1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5), 7,30 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz, Indol-H2),
7,32 (d, 1H, 33 = 7,9, Indol-H7), 7,38 (d, 1H, *J = 1,9 Hz, Pyrrol-
H3Y), 7,41 (d, 1H, “J = 1,8 Hz, Pyrrol-H5"), 7,45 (d, 1H, 3J = 7,8
Hz, Indol-H4), 9,90 (s, 1H, NH), 10,35 (s, 1H, NH)

36,8 (CHs), 46,9 (CHs), 51,8 (CHs), 58,9 (CH,),104,4 (CH),
108,9 (CH) 109,3 (C,), 111,6 (CH), 115,8 (CH), 118,5 (CH),
118,7 (CH), 120,6 (CH), 121,1 (CH), 122,9(CH), 123,3 (C),
124,0 (CH), 127,9(C,), 135,9 (C,), 158,6 (C=0), 161,2 (C=0),
168,7 (C=0)

433 (100)

Ca3H23Ns04, 433,46

3550 (m), 3480 (m) 3400 (m), 3330 (s), 2970 (w), 1740 (m),
1625 (s), 1590 (s), 1425 (s), 1310 (m), 1215 (m), 1190 (m),
1120 (m), 1090 (m), 755 (m), 725 (m);
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Ber.. C 63,73 H 535 N 16,16
Gef: C 63,32 H 582 N 16,01

12.2.14.8  4-{[3-(1H-3-Indolyl)propanoyl]amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol

carbosauremethylester (58)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]

(300 MHz) (DMSO d°):

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

546 mg (1,68 mmol) (42 % d. Th.), braune Nadeln

116 °C

2,71 (t, 2H, 33 = 7,4 Hz), 2,90 (t, 2H, 3J = 7,5 Hz, CH,), 3,82 (s,
3H, OCHs), 3,93 (s, 3H, N-CHy), 6,81 (d, 1H, *J = 1,9 Hz,
Pyrrol-H3), 6,93 (pt, 1H, 3J = 7,8 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,05 (pt,
1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,15 (s, 1H, Indol-H2), 7,25
(d, 1H, *J = 1,8 Hz, Pyrrol-H5), 7,33 (d, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-
H7), 7,53 (d, 1H, 3J = 7,8 Hz, Indol-H4), 10,34 (s, 1H, NH),
10,81 (s, 1H, NH)

25,8 (CH,), 33,2 (CH,), 36,5 (CHs), 51,3 (CHs), 108,0 (CH),
109,4 (C,), 111,6 (CH), 115,1 (C;), 118,9 (CH), 119,1 (CH),
120,5 (CH), 121,5 (CH), 123,8 (C;), 124,5 (CH), 127,5 (Cy),
136,9 (C), 160,6 (C=0), 171,4 (C=0)

325 (100)

C15H1sN;03, 325,36

3350 (m), 3260 (m), 3190 (m), 3100 (m), 3040 (m), 2980 (s),
2800 (w), 1640 (s), 1570 (m), 1550 (m), 1450 (m), 1400 (m),
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1350 (m), 1260 (s), 1190 (m), 1130 (s), 1100 (s), 1020 (s), 850
(w), 780 (s), 720 (m), 650 (w);

Elementaranalyse: Ber.: C 66,45 H 589 N 1291
Gef.: C 66,82 H 6,13 N 12,57

12.2.149  4{2-(4-{[3-(1H-Indolyl)propynolyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-
carbonyl]amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol carbonséuremethylester
(59)

HN

ZT

Ausbeute: 805 mg (1,8 mmol)(45 % d. Th.), orangegelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 163 °C

'H-NMR, d [ppm] 2,71 (t, 2H, 3J = 7,4 Hz, CHy), 2,92 (t, 2H, °J = 7,5 Hz, CHy),

(300 MHz) (OMSO ¢f): 3,70 (s, 3H, OCHs), 3,80 (s, 3H, N-CHs), 3,90 (s, 3H, N'-CHj),
6,81 (d, 1H, *J = 1,9 Hz, Pyrrol-H3), 6,90 (pt, 1H, 3J = 7,8 Hz,
Indol-H5 oder 6), 7,05 (pt, 1H, 3J = 7,9 Hz, Indol-H5 oder 6),
7,15 (s, 1H, Indol-H2), 7,31 (d, 1H, *J = 7,9 Hz, Indol-H7), 7,45
(d, 1H, *J = Pyrrol-H5), 7,53 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Indol-H4), 7,55
(d, 1H, “J = 1,7 Hz, Pyrrol-H3"), 8,11 (d, 1H, *J = 1,7 Hz, Pyrrol-
H5'), 9,80 (s, 1H, NH), 10,31 (s, 1H, NH), 10,90 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 25,4 (CH,), 33,0 (CH,), 36,1 (CHs), 47,1 (CHs), 51,0 (CHy),

(75 MHz) (DMSO d’): ~ 104,6 (CH), 108,1 (CH), 108,3 (C,), 111,2 (Cy), 111,6 (CH),
113,9 (C), 115,8 (CH), 118,0 (Cy), 118,7 (CH), 119,1 (CH),
120,4 (CH), 121,6 (CH), 124,6 (CH), 125,6 (C,), 127,4 (Cy),
135,3 (Cy), 158,5 (C=0), 165,4 (C=0), 170,1 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 447 (100)
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Summenformel: Co4 Hos N5 Oy, 447,49

IR (KBr) (cm ™): 3350 (m), 3260 (m), 1700 (s), 1640, (s) 1600 (s), 1550 (m),
1440 (s), 1400 (s), 1350 (m), 1250 (m), 1200 (m), 1100 (m),
750 (m);

Elementaranalyse: Ber.. C 64,42 H 563 N 15,65
Gef.. C 64,12 H 595 N 15,30

12.2.14.10 4-{[4-(9H-9-Carbazolyl)butanolyl]amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol

carbonsauremethylester (60)

Ausbeute: 700 mg (1,8 mmol)(45 % d. Th.), gelbe, amorphe Masse

Schmelzpunkt: 240 °C

'H-NMR, d [ppm] 2,01 (t, 2H, ®J = 6,5 Hz), 2,33 (q, 2H, *J = 6,9 Hz, CH,), 3,70 (s,

(300 MHz) (DMSO ¢f):  3H, OCHg), 3,81 (s, 3H, N-CHs), 4,42 (t, 2H, %J = 6,7 Hz, CHy),
6,61 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 7,23 (pt, 2H, 3J = 7,3 Hz,
Carbazol-H2,7), 7,31 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5), 7,44 (pt,
2H, %) = 7,5 Hz, Carbazol-H3,6), 7,61 (d, 2H, 3J = 8,1 Hz,
Carbazol-H1,8), 8,12 (d, 2H, 3J = 7,6 Hz, Carbazol-H4,5), 9,80
(s, 1H, NH);

BC.NMR, d [ppm] 24,6 (CHy), 32,6 (CH,), 36,4 (CHs), 42,0 (CH,), 51,2 (CHy),

(300 MHz) (DMSO ¢f):  108,0 (CH), 109,4, (CH), 109,5 (CH), 118,9 (C,), 118,9 (CH),
119,0 (CH), 120,5 (CH), 120,7 (CH), 122,3 (Cy), 122,4 (C,)
123,0 (Cg), 125,8 (CH), 125,9 (CH), 126,0 (CH), 140,2 (C,),
140,3 (C,), 161,0 (C=0), 169,1 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 389 (100)
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Summenformel: Cx3H,53N;03, 389,45

IR (KBr) (cm ™: 3320, 2930, 2850, 1700, 1650, 1620, 1570, 1480, 1450, 1400,
1350, 1260, 1190, 1140, 1100, 780, 750;

Elementaranalyse: Ber.: C 70,93 H 595 N 10,79
Gef. C 70,99 H 6,40 N 10,51

12.2.14.11 4-{[-(9H-Carbazolyl)butanoyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-

carbonyl]amino}-1-methyl-1H-2-pyrrol carbonsauremethylester (61)

“0)

N

C

H
N
0 H
)\ N—__~\\__COOCHj
N \
| o) N
CHs Chs

Ausbeute: 531 mg (1,04 mmol) (26 % d. Th.), gelbe, amorphe Masse

Schmelzpunkt: 104 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,91 (t, 2H, %J = 6,4 Hz, CH,), 2,30 (q, 2H, °J = 6,9 Hz, CHy),

(300 MHz) (OMSO d?: 3,70 (s, 3H, OCHy), 3,81 (s, 3H, N-CHy), 3,91 (s, 3H, N'-CHy),
4,42 (t, 2H, *J = 6,7 Hz, CH,), 6,81 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-
H3), 7,24 (pt, 2H, 3J = 7,3 Hz, Carbazol-H2,7), 7,35 (d, 1H, *J =
1,6 Hz, Pyrrol-H5), 7,4 (pt, 2H, 3J = 7,5 Hz, Carbazol-H3,6),
7,45 (d, 1H, ) = 1,7 Hz, Pyrrol-H3"), 7,63 (d, 2H, %J = 8,1 Hz,
Carbazol-H1,8), 8,03 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5'), 8,13 (d,
2H, %) = 7,6 Hz, Carbazol-H4,5), 9,81 (s, 1H, NH), 10,44 (s,
1H, NH), 10,80 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 24,3 (CH,), 33,0 (CH,), 36,5 (CHs), 39,6 (CHs), 42,0 (CHy),

(75 MHz) OMSO ): 51,5 (CHs), 104,7 (CH), 108,0 (CH), 109,1 (CH), 109,6 (CH),
111,2 (Cgy), 113,9 (Cy), 115,6 (CH), 118,8 (Cy), 118,9 (CH),
119,0 (CH), 120,3 (CH), 120,6 (CH), 122,6 (C,), 122,7 (Cy),
123,0 (Cy), 126,0 (CH), 126,1 (CH), 126,2 (CH), 140,7 (Cy),



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

Elementaranalyse:
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140,8 (C,), 158,9 (C=0), 161,0 (C=0), 169,0 (C=0)
512 (100)

CooH29Ns04, 512,58

3410 (w), 3350 (m), 1700 (m),1650 (m), 1560 (m), 1450 (s),
1400 (m), 1350 (m), 1320 (m), 1250 (m), 1200 (m),1140 (m),
1100 (s), 820 (w), 780 (m), 750 (m), 720(m);

Ber.. C 67,95 H 590 N 12,49

Gef.. C 68,36 H 6,15 N 12,81

12.2.14.12 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{[4-(9H-9-
carbazolyl)butanolyllamino} -1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (62)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

L

N

N "
H N\
° U\<N\/\/ o
N \
Chs ©

312 mg (0,68 mmol)(17 % d. Th.), braune, amorphe Masse

118 °C

1,62 (m, 2H, 3J = 6,5 Hz), 1,90 (m, 2H, 3J = 6,5 Hz, CH,), 2,04
(s, 6H, N(CHs),), 2,21 (t, 2H, 3] = 6,8 Hz, CH,), 2,33 (t, 2H, %) =
7,6 Hz, CH,), 3,12 (g, 2H, 3J = 6,7 Hz, CH,), 3,80 (s, 3H, N-
CHs), 4,42 (t, 2H, 3J = 6,8 Hz, CH,),7,22 (pt, 2H, 3J = 7,3 Hz,
Carbazol-H2,7), 7,31 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 7,41 (pt,
2H, %) = 7,5 Hz, Carbazol-H3,6), 7,63 (d, 2H, 3J = 8,1 Hz,
Carbazol-H1,8), 8,05 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H5), 8,1 (d,
2H, 3J = 7,6 Hz, Carbazol-H4,5), 8,41 (t, 1H, 3J = 7,4 Hz, NH),
9,90 (s, 1H, NH)

24,5 (CH,), 28,0 (CH,), 32,6 (CH,), 36,4 (CHs), 38,1 (CH,),
42,0 (CH,), 45,0 (N(CHs),), 59,2 (CH,), 108,0 (CH), 109,3
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(CH), 109,4 (CH), 118,0 (Cy), 119,0 (CH), 119,1 (CH), 120,1
(CH), 120,6 (CH), 122,3 (C), 122,6 (C,), 123,0 (Cy), 1258
(CH), 126,0 (CH), 126,1 (CH), 140,0 (C,), 140,3 (C,), 160,3
(C=0), 171,0 (C=0);

EI-MS: m/z (%): 459 (100)
Summenformel: Cy7H33N505, 459,59
IR (KBr) (cm '1): 3320 (m), 2920 (m), 2845 (m), 1650 (s), 1550 (s), 1450 (m),

1350 (w), 1310 (m),1220 (m) , 820 (m), 800 (w),780 (m);
Elementaranalyse: Ber.. C 70,56 H 7,24 N 15,24
Gef. C 70,49 H 7,11 N 15,10

12.2.14.13 1-Methyl-4-{[2-(5-methyl-2,4-dioxo0-1,2,3,4-tetrahydro-1-

pyrimidinyl)acetyl]amino} -1H-2-pyrrol carbonsduremethylester (63)

Ausbeute: 199 mg (1,08 mmol) (27 % d. Th.), gelbe, amorphe Masse

Schmelzpunkt: > 250 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,71 (s, 3H, CHs), 2,42 (s, 2H, CHy), 3,71 (s, 3H, OCHs), 3,82

(300 MHz) (DMSO d): (s, 3H, N-CHs), 6,71 (d, 1H, 4J = 1,2 Hz, Pyrrol-H3), 7,22 (s, 1H
Thymin-H6), 7,41 (d, 1H, “J = 1,2 Hz, Pyrrol-H5), 10,20 (s, 1H,
NH), 11,31 (s, 1H, NH)

BC-NMR, d [ppm] 12,2 (CHs), 36,5 (CHs), 49,8 (CH,), 51,3 (CHs), 108,0 (CH),

(75 MHz) (DMSO d°): 108,4 (Cp), 119,2 (Cy), 122,3 (Cy), 142,6 (CH), 142,7 (CH),
151,4 (C=0), 161,0 (C=0), 164,5 (C=0), 164,8 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 320 (100)

Summenformel: C14H16N4Os5, 320,30

IR (KBr) (cm ™): 3500 (m), 3410 (m), 3360 (s), 3180 (m), 3030 (m), 3000 (m),
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2810 (m), 1700 (s), 1580 (s), 1470 (s), 1450 (s), 1410 (s), 1380
(m), 1360 (m), 1270 (m), 1240 (s), 1220 (s), 1140 (m),
1100(m), 1060 (m), 960 (m), 785 (m);

Elementaranalyse: Ber.: C 5250 H 5,03 N 17,49
Gef.. C 52,09 H 541 N 17,22

12.2.15 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon [97](67)

Man gibt zu 2,03 g (25 mmol) N-Methylpyrrol 66 10 ml wasserfreies CH,Cl, und
4,55 g, (28 mmol) Trichloressigsaurechlorid unter Stickstoffatmosphare bei RT. Nach
Zugabe des Saurechlorids farbt sich die Lésung purpurrot bis violett. Man laf3t 40
min. Ruhren (DC-Kontrolle: PE/EE-3:1). Bei erfolgter Umsetzung entfernt man das
LM unter vermindertem Druck.

Den purpurroten, dligen Ruckstand versetzt man mit PE (40/60) und EtAc. Man laf3t
10 min. unter Ruckflu® rihren; danach bleibt ein purpurfarbener Rickstand tbrig,
von dem man die Uberstehende gelbe Lésung abfiltriert. Die gelbe Lésung wird tber
Nacht in den Kuhlschrank gestellt. Es bilden sich farblose bis gelbe Kristalle. Die

Kristalle werden mit einer Fritte abtrennt.

Ausbeute: 2,3 g (10,16 mmol) (41% d. Th.), gelbe Nadeln

Schmelzpunkt: 62 °C (Literatur: 62-63 °C)[97]

'H-NMR, d [ppm] 3,89 (s, 3H, N-CHy), 6,27 (d,d, 1H, Pyrrol-H), 7,40 ( d, 1H, *J=
(300 MHz) (OMSO d): 1,56 Hz, Pyrrol-H), 7,42 (d, 1H, 4J= 1,71 Hz, Pyrrol-H)

EI-MS: m/z (%): 226 (100)
Summenformel: C;HgNOCI;, 226,48
IR (KBr) (cm ™): 3350 (m), 3000 (s), 2850 (m), 1600 (s), 1480 (s), 1400 (s),

1350 (s), 1300 (s), 1280 (s), 1200 (s), 1160 (s), 1050 (s), 1020
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(s), 920 (s), 820 (m), 800 (s), 760 (s), 700 (s), 650 (s);

12.2.16 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon [97](68)

OoN

CCl3
N
H:C O

19 (4,43 mmol) 2-Trichloracetyl-N-methylpyrrol 67 werden in 6 ml Acetanhydrid
suspendiert und auf — 40 °C gekuhlt. Man tropft eine Mixtur aus 4 ml Acetanhydrid
und 0,8 ml HNO 3 (65%) hinzu. Nach 1,5 h wird die Kuhlung entfernt.

Nach einer 1h RUhren bei RT erfolgt eine DC Kontrolle (Kieselgel PE/EtAc-8:1),
wobei es sich bei der unteren Zone um das Produkt handelt (Vgl.:67) . Man stumpft
die Lésung mit gesattigter NaHCO;-Losung ab und schiittelt mit CH,Cl, mehrmals
aus; die vereinigten CH,Cl,-Phasen weden uber MgSO, getrocknet. Nach dem
Entfernen des LM wird das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie (Kieselgel
PE/EtAc-8:1) gereinigt.

Ausbeute: 640 mg (2,35 mmol) (53,3% d. Th.)(farblose Kristalle)

Schmelzpunkt: 134 °C (Literatur: 134 - 135 °C) [97]

'H-NMR, d [ppm] 3,98 (s, 3H, N-CHs), 7,78 (d, 1H, “J= 1,84 Hz, Pyrrol-H3), 8,55
(300 MHz) (OMSO ¢):  (d, 1H, *J= 1,7 Hz, Pyrrol-H5)

EI-MS: m/z (%): 271 (100)
Summenformel: C;HgN,0O3Cl3, 271,48
IR (KBr) (cm ™): 3250 (m), 3020 (s), 2970 (m), 1630 (s), 1480 (s), 1440 (s),

1380 (s), 1350 (s), 1260 (s), 1180 (s), 1060 (s), 1030 (m), 950
(s), 810 (s), 800 (s), 760 (s), 750 (s), 700 (s), 660 (s), 640 (s);

12.2.17 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-

carboxamid (40)



156

Man l6st 1,49 (5,16 mmol) 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-
ethanon 68 in 15 ml CH,Cl, und kihlt auf O °C. Man gibt 150 Tropfen (700 mg) N,N-
dimethyl-1,3-propandiamin (6,86 mmol) hinzu. Nach 1 h Ruhren bei RT wird das LM
unter vermindertem Druck eingedampft und das Rohprodukt aus Ethanol
umkristallisiert. Der Ruckstand wird mittels S&aulenchromatographie (Kieselgel
MeOH/EtAc 1:4) gereinigt

Ausbeute: 688 mg (2,7 mmol) (66 % d. Th.), farblose Nadeln

Schmelzpunkt: 125 °C (Literatur: 125,5-127 °C)

'H-NMR, d [ppm] 1,62 (m, 2H, 3J= 6,5 Hz, CH,), 2,05 (s, 6H, N(CHy),), 2,22 (t,

(300 MHz) OMsO d):  2H, % = 6,7 Hz, CH,), 3,18 (g, 2H, ®J = 6,7 Hz, CH:N), 3,77 (s,
3H, CHy), 7,38 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Pyrrol-H3), 8,09 (1H, d, 4J =
1,6 Hz, Pyrrol-H5), 8,40 (t, 1H, 3J = 7,4 Hz, NH)

EI-MS: m/z (%): 254 (100)
Summenformel: C11H18N4O3, 254,28
IR (KBr) (cm ™): 3420 (s), 2720 (m), 2340 (w), 1650 (s), 1540 (m), 1530 (m),

1490 (w), 1470 (w), 1410 (w), 1305 (m), 1265 (w), 1215 (m),
1035 (m), 820 (w), 755 (m);

12.2.18 N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol carboxamid (70a)

O-N
72
" /
H
Hsc/ N H3C\N
H ~CH
(e} / \ N\/\/ 3
N
cHy ©

Es werden 2g (7,86 mmol) N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-
pyrrolcarboxamid in 20 ml Dioxan mit 800mg Pd(10%)/ C unter
Wasserstoffatmosphére reduziert. Nach vollstédndiger Reduktion (DC Kontrolle mit
EtOH/EE 1:4 auf Alox-Platte) filtriert man den Katalysator ab, entfernt das LM und
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nimmt in 25 ml DMF auf. Die Lésung wird auf O °C gekuhlt (Eis-Kochsalz). 2 g (7,36
mmol) 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon werden in 15 ml
DMF gelost und ebenfalls auf O °C gekuhlt. Man lalt diese Lésung zu der
Aminldsung tropfen. Die Mischung wird bei RT weiter geruhrt. Nach erfolgter
Umsetzung des Eduktes wird das LM eingedampft, das Rohprodukt mit Isopropanol

gewaschen und mittels Saulenchromatographie (Kieselgel MeOH/NH; (25%) 97:3)

gereinigt.
Ausbeute: 655 mg (1,74 mmol) (22,14% d. Th.), gelbe Kristallmasse
Schmelzpunkt: 190 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,62 (quint, 2H, %J= 7,14 Hz, CH,), 2,10 (s, 6H, N(CHs),), 2,23

(300 MHz) (DMSO d):  (t, 2H, 3J= 3,0 Hz, CHy), 3,14 (g, 2H, %J= 6,95 Hz, CH;N), 3,79
(s, 3H, N-CHs), 3,91 (s, 3H, N'-CHy), 6,79 (d, 1H, “J= 1,94 Hz,
Pyrrol-H3), 7,19 (d, 1H, “J= 1,65, Pyrrol-H5), 7,55 (d, 1H, *J=
1,92, Pyrrol-H3"), 8,10 (t, 1H, *J= 1,63 Hz, NH), 8,16 (d, 1H,
4J= 1,71 Hz, Pyrrol-H5"), 10,22 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 27,3 (CHy), 36,3 (CHs), 37,3 (CHy), 37,6 (CHs), 45,5 (N(CHy)o),

(75 MHz) DMSO ): 57,7 (CHy), 104,1 (CH), 107,7 (CH), 107,8 (CH), 117,5 (CH),
121,7 (Cy), 123,6 (C,), 126,6 (Cy), 134,1 (C,), 157,1 (C=0),

161,4 (C=0)
EI-MS: m/z (%): 376 (100)
Summenformel: Ci17H24Ns04, 376,41
IR (KBr) (cm ™): 3200 (s), 3000 (s), 2850 (s) , 2720 (m), 2700 (m), 1610 (s),

1560 (s), 1520 (s), 1410 (s), 1380 (s), 1250 (s), 1200 (s), 1150
(s), 1100 (s), 1060 (s), 1000 (m), 980 (m), 880 (w), 840 (w),
800 (s), 760 (s), 720 (s), 700 (s), 650 (m);

Elementaranalyse: Ber.: C 54,25 H 6,43 N 22,33
Gef.: C 54,66 H 6,63 N 22,30
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12.2.19 N2-[5-{ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{ [(1-methyl-4-nitro-1Hpyrrolyl)carbonyl]-
amino}-1H-2-pyrrolcarboxamid (70b)

o HsC
¥\~ CHe

2 g (5,3 mmol) N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-1H-3-pyrrolyl]-1-
methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol carboxamid 70 werden in 20 ml Dioxan gelést und mit 800
mg Pd(10%)/C unter Wasserstoffatmosphare reduziert (12 h). Der Katalysator wird
abfiltriert und , wird das LM unter Vakuum eingedampft. Der Ruckstand wird in 20ml
DMF aufgenommen und auf 0° C abgekuhlt. Eine zweite Losung aus 2 g (7,36 mmol)
2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)-1-ethanon 68 in 15 ml DMF wird bei
0 °C tropfenweise hinzugegeben. Nach erfolgter Zugabe lafit man bei RT noch
weitere 30 min. Rihren. Das LM wird entfernt, der Rickstand mit Isopropanol
gewaschen. Das kristalline Rohprodukt wird mittels S&ulenchromatographie
(Kieselgel MeOH/NH3(25%) 97:3) gereinigt.

Ausbeute: 900 mg (1,8 mmol) (34,0% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 127 °C (Literatur: 136-137 °C) [97]

'H-NMR, d [ppm] 1,60 (quint, 2H, ®J=6,9 Hz, CH,), 2,15 (s, 6H, N(CHs),), 2,26 (t,

(300 MHz) OMSO ¢f):  2H, %J=6,9 Hz, CH,), 3,17 (q, 2H, J=6,0 Hz, CH;N), 3,78 (s,
3H, CHy), 3,84 (s, 3H, CHa), 3,90 (s, 3H, CHs), 6,81 (d, 1H,
4J=1,6 Hz, Pyrrol-H), 7,02 (d, 1H, “J=1,6 Hz, Pyrrol-H), 7,18 (d,
1H, 4=1,5 Hz, Pyrrol-H), 7,26 (d, 1H, *J=1,6 Hz, Pyrrol-H),
7,58 (d, 1H*J=1,5 Hz, Pyrrol-H), 8,08 (t, 1H, 3J=5,3 Hz, NH),
8,17 (d, 1H, “J=1,5 Hz, Pyrrol-H), 9,94 (s, 1H, NH), 10,30 (s,
1H, NH)
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BC-NMR, d [ppm] 26,6 (CH,), 36,2 (CHs), 36,3 (CHs), 37,7 (CH,), 38,9 (CHa),

(75 MHz) OMSO ®): 45,5 (N(CHs)2), 57,4 (CH,), 104,2 (CH), 104,2 (CH), 104,3
(CH), 104,7 (CH), 107,8 (CH), 107,8 (CH), 121,7 (C,), 122,3
(Cy), 123,3 (Cy), 1236 (C,), 126,6 (Cy), 134,0 (Cp), 157,2
(C=0), 158,6 (C=0), 161,4 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 498 (100)
Summenformel: C,3H30NsO5, 498,54
IR (KBr) (cm '1): 3380 (s), 3250 (s), 3100 (s), 2900 (s), 2820 (m), 2800 (m),

1640 (s), 1620 (s), 1560 (s), 1500 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380
(s), 1290 (s), 1240 (s), 1200 (s), 1150 (s), 1100 (s), 1050 (m),
1020 (w), 1000 (w), 980 (w), 880 (w), 800 (m), 760 (m), 740
(m), 700 (w), 650 (w);

Elementaranalyse: Ber.. C 5541 H 6,07 N 22,48
Gef.. C 55,54 H 6,36 N 22,20

12.2.20 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Oligocarboxamide

v _ . _
R H
HN AN
1.R,COOH
7\ | R,  2DCC DMAP ’ o ]\ R
THF ol
N
| N
O |
CH O
L 3 —n L CH3 —_n
n=1,2 n=1,2
n= 1,23
R, = HN(CH,)3N(CHg),

1 mmol der Carbonsédure wird in 20 ml Dioxan gelést. Dann gibt man diese Ldsung
zu 1 mmol des entsprechenden Pyrrolamins, welches zuvor durch Reduktion der
entsprechenden Nitropyrroleinheit mit Pd(10%)/C unter Wasserstoffatmosphare in 20
ml Dioxan erzeugt wurde. Man gibt 12 mg DMAP (0,1 mmol) zu der Mischung. Diese

wird bei RT 12 h gerihrt. Es erfolgt die tropfenweise Zugabe einer Losung aus 288
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mg DCC (1, 4mmol) in 10 ml Dioxan. Nach 24 h Rudhren wird der
Dicyclohexylharnstoff Niederschlag abgetrennt, das LM entfernt und das Rohprodukt
mittels Saulenchromatographie (Kieselgel Methanol/NH3(25%) 97:3) gereinigt.

12.2.20.1  N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-{[2-(1H-3-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carboxamid (74)

HsC_
N—CHb
H //)
NH-/ N ! NH
© /B N AN
NT Y \ ¢ ©
| o) .
CHs CHs
Ausbeute: 140 mg (0,28 mmol) (27,8% d. Th.), gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 96 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,6 (quint, 2H, ®J=7,0 Hz, CHy), 2,1 (s, 6H, N(CHs)2), 2,3 (t, 2H,

(300 MHz) OMSO d):  2J=5,8 Hz, CH,), 3,17 (g, 2H, %J=6,0 Hz, CH;N), 3,7 (s, 3H, N-
CHs), 3,8 (s, 3H, N'-CHg), 5,7 (s, 2H, CH,), 6,8 (d, 1H, “J=1,65
Hz, Pyrrol-H3), 6,9 (d, 1H, “J=1,63 Hz, Pyrrol-H5), 6,95 (pt, 1H,
3J=7,1 Hz, Indol-H 5 oder 6), 7,04 (pt, 1H, 3J=7,0 Hz, Indol-H 5
oder 6), 7,13 (d, 1H, “J=1,41 Hz, Pyrrol H3), 7,15 (d, 1H,
3J=1,51 Hz, Pyrrol-H5Y), 7,21 (s, 1H, Indol-H2), 7,33 (d, 1H,
3J=8,0 Hz, Indol-H7), 7,57 (d, 1H, 7,9 Hz, Indol-H4), 8,05 (t,
1H, 3J=5,03 Hz, NH), 9,8 (s, 1H, NH), 9,9 (s, 1H, NH), 10,87 (s,
1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 27,5 (CHy), 33,4 (CH.), 36,2 (CHs), 36,3 (CHs), 37,3 (CHy),

(75 MHz) OMSO d¥): 45,5 (N(CH)2), 57,4 (CHy), 104,2 (CH), 109,2 (C,), 111,6 (CH),
111,6 (CH), 118,6 (CH), 118,6 (CH), 119,0 (CH), 121,2 (CH),
121,2 (CH), 122,3 (Cy), 122,3 (C,), 123,0 (Cy), 123,3 (Cy),
124,0 (CH), 127,5 (C,), 136,4 (C,), 158,6 (C=0), 161,4 (C=0),
168,3 (C=0);

EI-MS: m/z (%): 503 (100)
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Summenformel: C,7H33N;03, 503,60

IR (KBr) (cm ™): 3360 (s), 3250 (s), 3080 (m), 2900 (m), 2830 (m), 1620 (s),
1560 (m), 1520 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380 (s), 1350 (s), 1290
(m), 1250 (m), 1190 (m), 1130 (m), 1090 (m), 1050 (m), 1000
(w), 800 (m), 760 (m), 730 (m), 650 (w);

Elementaranalyse: Ber.. C 64,40 H 6,60 N 19,47
Gef.: C 64,63 H 6,81 N 19,11

12.2.20.2  N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-{[2-(1H-3-indolyl)propanoyllamino} -1-methyl-1H-2-
pyrrol carboxamid (75)

HN HSC\N/CHS
O/ H NH
/ \ N AN

N7 Y \ o

L, 0O N,

CH, CH,
Ausbeute: 120 mg (0,23 mmol) (23,1% d. Th.), gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 75 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,57 (quint, 2H, 3J=6,96 Hz, CH,), 2,12 (s, 6H, N(CHs)s), 2,22
(300 MHz) OMSO o) (t, 2H, 3J=7,11 Hz, CH,), 2,59 (t, 2H, %J=7,4 Hz, CH,), 2,98 (t,
2H, 3J=7,5 Hz, CH,), 3,15 (g, 2H, 3J=6,15 Hz, CH,N), 3,77 (s,
3H, N-CHs), 3,80 (s, 3H, N'-CHs), 6,79 (d, 1H, “J=1,66 Hz,
Pyrrol-H3), 6,83 (d, 1H, “J=1,4 Hz, Pyrrol-H5), 6,97 (pt, 1H,
3J=7,65 Hz, Indol-H 5 oder 6), 7,04 (pt, 1H, 3J=7,8 Hz, Indol-H
5 oder 6), 7,13 (d, 1H, “J=1,62 Hz, Pyrrol-H3"), 7,16 (d, 1H,
4J=1,66 Hz, Pyrrol-H5), 7,19 (s, 1H, Indol-H2), 7,30 (d, 1H,
3J=7,8 Hz, Indol- H7), 7,54 (d, 1H, 3J=8,4 Hz, Indol-H4), 8,05 (t,
1H, 3J=5,05 Hz, NH), 9,82 (s, 1H, NH), 10,22 (s, 1H, NH),
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10,82 (s, 1H, NH)
BC.NMR, d [ppm] 21,3 (CH,), 27,5 (CH,), 33,4 (CH,), 36,2 (CHs), 36,3 (CHa),
(75 MHz) OMSO )~ 37,3 (CH,), 45,5 (N(CHs)y), 57,4 (CHy), 104,2 (CH), 109,2 (C,),
116,6 (CH), 111,6 (CH), 118,6 (CH), 118,6 (CH), 119,0 (CH),
121,2 (CH), 121,2 (CH), 122,3 (Cy), 122,3 (Cy), 123,0 (Cy),
123,3 (Cy), 124,0 (CH), 127,5 (Cy), 136,4 (C,), 158,6 (C=0),
161,4 (C=0), 168,3 (C=0);

EI-MS: m/z (%): 517 (100)
Summenformel: CogH3s5N;03, 517,63
IR (KBr) (cm ™): 3400 (s), 3250 (s), 3100 (m), 2920 (s), 2840 (m), 2800 (m),

2750 (m), 1620 (s), 1560 , 1520 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380
(s), 1300 (s), 1240 (s), 1200 (m), 1150 (m), 1130 (m), 1100
(m), 1080 (m), 1050 (m), 1030 (m), 980 (w), 880 (w), 800 (m),
760 (m), 740 (m), 650 (m);

Elementaranalyse: Ber.: C 64,97 H 6,82 N 18,94
Gef.: C 64,80 H 6,98 N 18,66

12.2.20.3  N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-{[9H-9-carbazolyl)butanoyl]lamino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carboxamid (78)

NH
(0] H
]\ N N
N \ o
NP N,
CHs CHe
Ausbeute: 180 mg (0,3 mmol) (48,9% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 99 °C
'H-NMR, d [ppm] 1,62 (quint, 2H, 3J=6,8 Hz, CH,), 2,18 (s, 6H, N(CHs)3), 2,04
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(300 MHz) (DMSO d):  (quint, 2H, %J=6,5 Hz), 2,23 (t, 2H, 2J=7,0 Hz, CH,), 2,27 (t, 2H,
3J=6,6 Hz, CH,), 3,11 (g, 2H, 3J=6,4 Hz, CH,N), 3,75 (s, 3H, N-
CHs), 3,79 (s, 3H, N'-CHy), 4,42 (t, 2H, 3J=6,7 Hz, CH,), 6,80
(d, 1H, “J=1,55 Hz, Pyrrol-H3), 6,84 (d, 1H, *J=1,6 Hz, Pyrrol-
H5), 7,13 (d, 1H, “J=1,62 Hz, Pyrrol-H3"), 7,16 (d, 1H, *J=1,66
Hz, Pyrrol-H5Y), 7,19 (d, 2H, %J=7,3 Hz, Carbazol-H2,8), 7,41
(pt, 2H, 3J=7,5 Hz, Carbazol-H2,7), 7,60 (pt, 2H, 3J=8,1 Hz,
Carbazol-H3,8), 8,05 (t, 1H, 3J=5,2 Hz, NH), 8,10 (d, 2H,
3)=7,6 Hz, Carbazol-H4,5), 9,80 (s, 1H, NH), 9,85 (s, 1H, NH),
10,25 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 24,7 (CHy), 27,4 (CH.), 30,6 (CH,), 31,7 (CH,), 36,2 (CHy),

(75 MHz) (DMSO o): 36,3 (CH3), 37,2 (CH,), 45,3 (N(CHs)y), 57,2 (CHy), 104,2 (CH),
104,3 (CH), 109,5 (CH), 109,5 (CH), 119,0 (CH), 119,0 (CH),
120,5 (CH), 120,5 (CH), 120,6 (CH), 121,7 (CH), 122,3 (C,),
122,4 (Cy), 122,4 (Cy), 123,0 (Cy), 124,0 (Cy), 125,9 (CH),
125,9 (CH), 140,3 (Cy), 140,4 (C,), 153,5 (Cy), 158,7 (Cy),
161,5 (C=0), 169,1 (C=0), 169,2 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 582 (100)
Summenformel: Ci3H39N;O3, 581,71
IR (KBr) (cm '1): 3250 (s), 3100 (s), 3000 (s), 2900 (s), 2820 (s), 2790 (m), 1640

(m), 1600 (s), 1560 (s), 1500 (s), 1450 (s), 1380 (s), 1290(s),
1240 (s), 1190 (s), 1090 (s), 1050 (m), 880 (w), 800 (m), 740
(m), 700 (m), 650 (s);

Elementaranalyse: Ber.: C 68,14 H 6,76 N 16,85
Gef.. C 68,30 H 6,93 N 16,55

12.2.20.4  N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-{[2-(1H-1-indolyl)acetyl]amino} -1-methyl-1H-2-pyrrol

carboxamid (77)
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HsC
NNy CHs
== o/ ’ NH
B N@/&
\ o)
U
CHs CHg
Ausbeute: 340 mg (0,73 mmol) (80,6% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 98 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,56 (quint, 2H, ®J=7,0 Hz, CH,), 2,10 (s, 6H, N(CHs),), 2,22 (t,

(300 MHz) (DMSO df):  2H, 2J=7,0 Hz, CH,), 3,16 (g, 2H, °J=6,3 Hz, CH;N), 3,77 (s,
3H, N-CHs), 3,79 (s, 3H, N'-CHs), 4,96 (s, 2H, CH,), 6,44 (d,
1H, 3J=3,1 Hz, Indol-H3), 6,78 (d, 1H, “J=1,7 Hz, Pyrrol-H3),
6,89 (d, 1H, *J=2,0 Hz, Pyrrol-H5), 7,02 (pt, 1H, 3J=6,9 Hz,
Indol-H 5 oder 6), 7,11 (pt, 1H, %J=6,9 Hz, Indol-H 5 oder 6),
7,13 (d, 1H, *J=1,4 Hz, Pyrrol-H3"), 7,16 (d, 1H, *J=1,7 Hz,
Pyrrol-H5Y), 7,36 (d, 1H, 3J=3,0 Hz, Indol-H2), 7,38 (d, 1H,
3J=8,1 Hz, Indol-H7), 7,54 (d, 1H, 3J=7,9 Hz, Indol-H4), 8,06 (t,
1H, 33=5,3 Hz, NH), 9,85 (s, 1H, NH), 10,29 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 27,4 (CHy), 36,2 (CHs), 36,4 (CHs3), 37,3 (CHy), 45,4 (N(CHy)y),

(75 MHz) DMSO f): 49,2 (CHy), 57,3 (CH,), 101,0 (CH), 104,2 (CH), 104,3 (CH),
110,0 (CH), 119,4 (CH), 119,4 (CH), 120,6 (CH), 120,6 (CH),
121,3 (CH), 121,3 (CH), 122,3 (C,), 123,3 (C,), 128,4 (Cy),
128,4 (C,), 130,2 (C,), 136,6 (Cy), 158,6 (C=0), 161,5 (C=0),

164,9 (C=0)
EI-MS: m/z (%): 517 (100)
Summenformel: C,sH35N,03, 517,63
IR (KBr) (cm ™): 3400 (s), 3250 (s), 3080 (m), 2900 (m), 2850 (m), 2800 (w),

1620 (s), 1560 (s), 1510 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380 (s), 1340

(s), 1250 (s), 1190 (m), 1140 (m), 1090 (m), 1050 (m), 1000

(m), 950 (w), 800 (w), 750 (s), 730 (w), 650 (w);
Elementaranalyse: Ber.: C 64,97 H 6,82 N 18,94

Gef.:. C 65,12 H 6,90 N 18,74
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12.2.20.5  N2-[5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-methyl-
1H-3-pyrrol]lamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[3-(1H-3-
indolyl)propanoyl]-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (76)
CHj
HaC—N’
HN HN
— 0
H —
N NH N N~cH,
o) H
7\ NN
N \ ¢ ©
| o) X
CHs CH,
Ausbeute: 43 mg (0,07 mmol)(6,7% d. Th.), gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 139 °C
'H-NMR, d [ppm] 1,61 (quint, 2H, *J= 6,8 Hz, CH,), 2,11 (s, 6H, N(CHs).), 2,25 (t,

(300 MHz) OMSO ¢f):  2H, %J= 6,9 Hz, CHy), 2,61 (t, 2H, 3J= 6,9 Hz), 3,01 (t, 2H, °J=

6,9 Hz), 3,15 (q, 2H, J= 6,1 Hz, CH;N), 3,75 (s, 3H, CHs), 3,80
(s, 3H, CHa), 3,83 (s, 3H, CH3), 6,78 (d, 2H, *J= 1,2 Hz, Pyrrol-
H), 6,89 (d, 2H, “J= 1,2 Hz, Pyrrol-H), 6,98 (pt, 1H, 3J= 7,6 Hz,
Indol-H5 oder 6), 7,02 (d, 1H, *J= 1,68 Hz, Pyrrol-H), 7,08 (pt,
1H, 3J= 7,0 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,11 (d, 1H, “J= 1,65 Hz,
Pyrrol-H), 7,15 (d, 1H, “J= 1,66 Hz, Pyrrol-H), 7,20 (d, 1H, )=
1,61 Hz, Pyrrol-H), 7,21 (s, 1H, Indol-H2), 7,32 (pd, 1H, 3J= 7,7
Hz, Indol-H7), 7,51 (pd, 1H, 3J= 7,8 Hz, Indol-H4), 8,09 (t, 1H,
3J= 5,03 Hz, NH), 9,80 (s, 1H, NH), 9,90 (s, 1H, NH), 9,99 (s,
1H, NH)

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

21,3 (CHy), 27,2 (CH,), 31,0 (CHJ), 36,2 (CHs), 36,4 (CH,),
36,8 (CHy), 37,2 (CH,), 45,1 (N(CHs),), 57,1 (CH,), 104,2 (CH),
104,3 (CH), 140,4 (CH), 111,6 (3-CH), 114,0 (C,), 118,7 (CH),
119,5 (CH), 119,6 (CH), 121,2 (CH), 121,2 (CH), 122,3 (C,),
122,3 (Cy), 122,5 (Cy), 123,0 (Cy), 123,3 (Cy), 124,0 (Cy), 127,3



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

Elementaranalyse:
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(Cy, 136,5 (Cy), 156,5 (C=0), 158,7 (C=0), 161,5 (C=0),
169,5 (C=0)

639,7 (100)

Cz4H41NgO4, 639,75

3450 (s), 3200 (s), 2860 (m), 1600 (s), 1550 (s), 1500 (s), 1440
(s), 1400 (s), 1360 (m), 1230 (m), 1170 (w), 1070 (w), 1020
(w), 780 (w), 750 (w);

Ber.. C 63,83 H 6,46 N 19,70

Gef.: C 64,11 H 6,62 N 19,35

12.2.20.6 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{[2-(1H-3-indolyl)acetyl]amino} -

1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (73)

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

(300 MHz) (DMSO d°):

H

‘NH_7/ N HaC
0 H N~CH,
')' \
Hoe O

170 mg (0,45 mmol) (44,6% d. Th.), gelbe Kristalle

65 °C

1,57 (quint, 2H, %J=6,8 Hz, CH,), 2,11 (s, 6H, N(CHs),), 2,21 (t,
2H, 3J=7,13 Hz, CH,), 3,14 (q, 2H, 3J=6,0 Hz, CH,N), 3,73 (s,
3H, N-CHs), 5,71 (s, 2H, CH,), 6,63 (d, 1H, “J=1,7 Hz, Pyrrol-
H3), 6,95 (pt, 1H, 3J=7,2 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,05 (pt, 1H,
33J=6,2 Hz, Indol-H5 oder 6), 7,07 (d, 1H, *J=1,4 Hz, Pyrrol-H5),
7,20 (s, 1H, Indol-H2), 7,32 (d, 1H, 3J=8,0 Hz, Indol-H7), 7,56
(d, 1H, 3J=7,8 Hz, Indol-H4), 8,03 (t, 1H, 3J=5,3 Hz, NH), 9,89



BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse:
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(s, 1H, NH), 10,87 (s, 1H, NH)

27,4 (CHy), 33,4 (CH,), 36,2 (CHa), 37,3 (CH,), 45,4 (N(CHa),),
57,3 (CH,), 103,6 (CH), 109,2 (Cy), 111,6 (CH), 117,7 (CH),
118,6 (CH), 119,0 (CH), 121,2 (CH), 122,3 (C,), 124,0 (Cy),
127,4 (Cy), 136,4 (C,), 161,4 (C=0), 168,3 (C=0)

381 (100)

CoiHp7NsO,, 381,41

3350 (s), 3250 (s), 3080 (s), 2900 (s), 2820 (s), 2800 (M), 1640
(s), 1620 (m), 1560 (s), 1530 (s), 1440 (s), 1420 (s), 1400 (s),
1270 (s), 1240 (s), 1210 (m), 1140 (m), 1090 (m), 1000 (m),
980 (w), 950 (W), 800 (m), 770 (m), 730 (s), 600 (m);

Ber. C 66,12 H 7,13 N 18,36

Gef: C 66,40 H 7,31 N 18,08

12.2.20.7 N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-{[2-(5-methyl-2,4-di0ox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-

pyrimidinyl)acetyl]amino} -1H-2-pyrrol carboxamid (79)

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

0
CHa
)\ \ H3C\
H
\7'N ﬁ
o) H NH
/A N
\ L %
CH; O N
CHj

(180 mg) (0,35 mmol) (35,1% d. Th.), gelbe Kristalle

206 °C

1,60 (quint, 2H, 3J=6,99 Hz, CH,), 1,70 (s, 3H, Thymin-CHj),
1,76 (s, 2H, CH,), 2,10 (s, 6H, N(CHs),), 2,24 (t, 2H, 3J=6,97
Hz, CH,), 3,17 (g, 2H, 3J=7,2 Hz, CH,N), 3,77 (s, 3H, N-CHb),
3,81 (s, 3H, N'-CHj), 4,43 (s, 2H, CH,), 6,79 (d, 1H, “J= 4,67
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Hz, Pyrrol-H3), 6,89 (d, 1H, “J=1,68 Hz, Pyrrol-H5), 7,13 (d,
1H, 4J=1,4 Hz, Pyrrol-H3"), 7,16 (d, 1H, “J=1,5 Hz, Pyrrol-H5"),
7,47 (s, 1H, Thymin-H), 8,05 (t, 1H, 3J=5,1 Hz, NH), 9,83 (s,
1H, NH), 10,16 (s, 1H, NH), 10,28 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 12,2 (CHs), 27,4 (CH,), 36,2 (CHs), 36,4 (CHs), 37,3 (CHy),

(75 MHz) DMSO f): 45,4 (N(CHa),), 49,8 (CHy), 57,3 (CH,), 104,2 (CH), 104,2
(CH), 104,3 (CH), 104,7 (CH), 108,2 (C,), 121,5 (Cg), 122,2
(Cy), 123,2 (Cy), 131,9 (Cy), 142,7 (CH), 151,4 (C=0), 158,5
(C=0), 161,4 (C=0), 164,3 (C=0), 168,2 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 512 (100)
Summenformel: C,4H35Ns05, 512,56
IR (KBr) (cm '1): 3400 (s), 3250 (s), 3100 (s), 2900 (s), 2800 (m), 1650 (s), 1600

(s), 1560 (s), 1500 (s), 1410 (s), 1380 (s), 1340 (s), 1210 (s),
1190 (s), 1150 (s), 1000 (m), 950 (w), 880 (w), 790 (m), 750
(s), 650 (m);

Elementaranalyse: Ber.: C 56,24 H 6,29 N 21,86
Gef.. C 56,50 H 6,40 N 21,66

12.2.20.8 N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]lamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrol]-4-[(2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-9-H-9-purinyl}-1-
methylethyl)amino]-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (93)

OCHj3

Ausbeute: 37 mg (mmol) (5,7% d. Th.), gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 159 °C
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'H-NMR, d [ppm] 1,58 (quint, 2H, *J= 7,0 Hz, CH,), 2,10 (s, 6H, N(CHs),), 2,23 (t,

(300 MHz) (DMSO ¢f):  2H, %J= 7,0 Hz, CH,), 3,16 (g, 2H, %J= 6,3 Hz, CH,N), 3,76 (s,
3H, CHs), 3,80 (s, 3H, N-CHs), 3,85 (s, 3H, N'-CHs), 5,23 (s,
2H, CH,), 6,75 (d, 1H, “J= 1,7 Hz, Pyrrol-H3), 6,83 (d, 1H, *J=
1,7 Hz, Pyrrol-H5), 7,00 d, 2H, 3J= 8,8 Hz, Anis-H), 7,12 (d, 1H,
“J= 1,6 Hz, Pyrrol-H3"), 7,17 (d, 1H, “J= 1,6 Hz, Pyrrol-H5"),
7,95 (t, 1H, 3J= 5,3 Hz, NH), 8,06 (d, 2H, %J= 8,8 Hz, Anis-H),
8,53 (s, 1H, Adenin-H), 8,66 (s, 1H, Adenin-H), 9,81 (s, 1H,
NH), 9,92 (s, 1H, NH), 10,22 (s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 26,7 (CHy), 36,2 (CHs), 36,3 (CHa3), 36,7 (CH,), 44,5 (N(CHs)2),

(75 MHz) (ODMSO of): 45,8 (CH,), 55,8 (CH,), 56,6 (CHs), 104,3 (C), 104,4 (C),
104,4 (Cy), 114,0 (C)), 114,0 (C), 121,4 (Cy), 121,5 (Cy), 122,3
(Cy), 123,2 (Cy), 125,3 (Cy), 125,8 (Cy, 125,9 (C), 127,9 (C)),
130,8 (Cy), 150,6 (Cy), 152,9 (C,), 156,2 (C,), 158,5 (C,), 161,6
(C=0), 162,9 (C=0), 163,5 (C=0), 165,3 (C=0).

EI-MS: m/z (%): 655 (100)
Summenformel: C3oH37N; 105, 655,71
IR (KBr) (cm ™): 3500 (s), 2880 (m), 1600 (s), 1550 (s), 1500 (s), 1440 (s), 1400

(s), 1220 (s), 1150 (m), 1100 (m), 1080 (m), 1000 (w), 780 (w),
740 (w), 600 (w);

Elementaranalyse: Ber.. C 58,62 H 5,69 N 23,50
Gef.: C 62,31 H 7,04 N 18,30

12.2.21 9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracensulfonsdurechlorid (84)

(@]

|
O‘O //O

| e

(@]

1 g (3,95 mmol) wasserfreies Natrium Anthrachinonsulfonat 83 wird in einem 25 ml

Rundkélbchen mit 2g (9,6 mmol) PCls gut durchmischt. Der Kolben wird mit einem
Ruckfluf3kiihler mit Trokenrohr (CaCl,) versehen und im Metallbad 30 min. bei 120 °C
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erhitzt. Nach dem Erkalten versetzt man mit 20 ml Toluol, erhitzt 20 min. zum Sieden
und filtriert nach dem Abkuhlen. Aus dem Filtrat gewinnt man das Sulfonylchlorid

durch Entfernen des Toluens unter vermindertem Druck.

Ausbeute: 930 mg (3,66 mmol) (91,7% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 197 °C

'H-NMR, d [ppm] 7,89 (m, 2H, aromatisches-H), 8,09 (pd, 1H, aromatisches,-H),
(300 MHz) (OMSO d): 8,19 (m, 3H, aromatisches.-H), 8,38 (ps, 1H, aromatisches.-H);

EI-MS: m/z (%): 306 (100)
Summenformel: C14H;S0,ClI, 306,72
IR (KBr) (cm ™): 3400 (m), 3050 (m), 2950 (m), 1710 (s), 1560 (s), 1360 (s),

1310 (s), 1270 (s), 1170 (s), 1140 (s), 1050 (m), 950 (s), 910
(m), 840 (m), 800 (W), 780 (w), 690 (s), 650 (S);

12.2.22 4-{[9,10-Diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonyllamino}-

butansaure (87)

(@)
(LT,
>N " COOH
(@] OH

612 mg (2 mmol) Anthrachinonsulfonsaurechlorid 84 werden in 40 ml Dioxan gelost.
Man laldt bei RT Ruhren. 300 mg (2,91 mmol) gAminobuttersdure werden in einem
Gemisch aus 40 ml Dioxan/DMF (1:1) gel6st. Man gibt die GABA-Lsg. bei RT
tropfenweise zu und lal3t tber Nacht rihren. Das LM wird unter vermindertem Druck
eingedampft. Das Rohprodukt wird mittels S&ulenchromatographie gereinigt (erst mit
PE/EtAc 1:1, nachdem die erste Zone abgetrennt ist wird die Saule mit EtOH gespdlt;

man erhalt dann die zweite Zone, in der sich das Produkt befindet).

Ausbeute: 110 mg (0,29 mmol) (13,71% d. Th.) hellgelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 236 °C
'H-NMR, d [ppm] 1,74 (g, 2H, 3J= 7,2 Hz, CHy), 2,31 (t, 2H, %J= 7,2 Hz, CHy),
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(300 MHz) (DMSO d): 2,80 (quint, 2H, 3J= 7,2 Hz, CH,), 7,71 (s, 1H, OH), 7,90 (m,
2H, Anthrachinon-H), 8,09 (pd, 1H, 3J= 6,4 Hz, “J= 1,6 Hz,
Anthrachinon-H), 8,18 (m, 3H, Anthrachinon-H), 8,39 (d, 1H,
4J= 1,6 Hz, Anthrachinon-H)

BC-NMR, d [ppm]

(75 MHz) (DMSO d°):

FD-MS: m/z (%): 373 (100)

Summenformel: C1sH14NSOg, 373,38

IR (KBr) (cm ™): 3350 (s), 3000 (s), 1670 (s), 1640 (s), 1550 (s), 1480 (m), 1440
(m), 1400 (m), 1380 (m), 1300 (s), 1260 (s), 1200 (s), 1160 (s),
1100 (s), 1050 (s), 1010 (s), 900 (m), 820 (m), 700 (s), 690 (s),
640 (s), 600 (s);

12.2.23 N2-[3-(dimethylamino)propyl]-4-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-
anthracenyl)sulfonyllamino}-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (85)

(O]
S8t
I
S
NH
O

o

HsC Vi

254 mg (1 mmol) N2-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2pyrrol-carbox-
amid 40 werden in einer Mischung Dioxan/DMF (1:1) gelést und mit 100 mg
Pd(10%)/ C unter Wasserstoffatmosphare reduziert (18 h). Nachdem der Katalysator
abfiltriert worden ist, werden 306 mg (1 mmol) Anthrachinsulfonsaurechlorid 68 in
Dioxan/DMF gelost und tropfenweise zu dem Filtrat bei RT gegeben. Der
entstandene  Niederschlag wird mittels S&ulenchromatographie (Kieselgel
Methanol/NH; (25%) 97:3) gereinigt.

Ausbeute: 259 mg (0,52 mmol) (52,4% d. Th.), gelbe, amorphe Masse



Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]

(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]
(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse:
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195 °C

1,55 (quint, 2H, %J=6,9 Hz, CH,), 2,17 (s, 6H, N(CHs),), 2,24 (t,
2H, 3J=7,0 Hz, CH,), 3,07 (q, 2H, 3J=6,2 Hz, CH,N), 3,67 (s,
3H, N-CHs), 6,43 (d, 1H, “J=1,6 Hz, Pyrrol-H3), 6,62 (d, 1H,
4J=1,6 Hz, Pyrrol-H5), 7,90 (m, 2H, Anthrachinon-H), 8,05 (t,
1H, %J=5,4 Hz, NH), 8,10 (pd, 1H, Anthrachinon-H), 8,19 ( m,
3H, Anthrachinon-H), 8,32 (ps, 1H, Anthrachinon-H), 9,30 (s,
1H, NH)

27,0 (CHy), 36,5 (CHy), 37,1 (CHy), 45,1 (N(CHs),), 57,0 (CH,),
107,4 (CH), 118,7 (C,y), 118,7 (Cy), 121,2 (CH), 124,6 (C,),
125,1 (CH), 127,2 (CH), 127,2 (CH), 128,3 (CH), 132,0 (CH),
133,3 (Cy), 133,8 (Cy), 135,0 (Cy), 135,0 (Cy), 136,6 (Cy), 145,1
(Cy, 160,9 (C=0), 181,8 (C=0), 181,9 (C=0)

494 (100)

CosH36N4O5, 494,56

3360 (m), 3050 (m), 2900 (m), 2850 (m), 2800 (m), 2750 (m),
1650 (s), 1600 (s), 1570 (s), 1500 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380
(s), 1360 (s), 1310 (s), 1270 (s), 1170 (s), 1140 (s), 1060 (m),
1000 (m), 950 (m), 900 (m), 850 (m), 750 (m), 700 (s), 650 (mM);
Ber.. C 60,71 H 530 N 11,33 S 6,48

Gef.: C 61,02 H 546 N 11,21 S 6,23

12.2.24 N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-

pyrrolyl]-4-{ 89,10-diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)sulfonyllamino} -

1methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (86)

(@]
SO
| S<

I NH
o) 0
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752 mg (2 mmol) N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-1H-3-pyrrolyl]-
1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol carboxamid 70 werden in einer Mischung Dioxan/DMF
(2:1) gelost und mit 100 mg Pd(10%)/ C unter Wasserstoffatmosphére reduziert
(18 h). Nachdem der Katalysator abfiltriert worden ist, werden 613 mg (2 mmol)
Anthrachinsulfonsaurechlorid 84 in Dioxan/DMF geldst und tropfenweise zu dem
Filtrat bei RT gegeben. Der entstandene Niederschlag wird mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel MeOH/NH3; (25%) 97:3) gereinigt.

Ausbeute: 120 mg (0,2 mmol) (19,4% d. Th.), braune Kristalle

Schmelzpunkt: 110 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,61 (quint, 2H, ®J=7,0 Hz, CH,), 2,11 (s, 6H, N(CHs),), 2,27 (t,

(300 MHz) (DMSO ¢f):  2H, 2J=7,19 Hz, CH,), 3,16 (q, 2H, 3J=5,75 Hz, CH,N), 3,72 (s,
3H, N-CHy), 3,74 (s, 3H, N'-CHs), 6,68 (d, 1H, “J=1,60 Hz,
Pyrrol-H3), 6,70 (d, 1H, “J=1,56 Hz, Pyrrol-H5), 6,74 (d, 1H,
4J=1,66 Hz, Pyrrol-H3"), 7,09 (d, 1H, *J=1,65 Hz, Pyrrol-H5"),
7,93 (m, 2H, Anthrachinon-H), 8,05 (t, 1H, 3J=5,1 Hz, NH),
8,10 (pd, 1H, Anthrachinon-H), 8,20 (m, 3H, Anthrachinon-H),
8,32 (ps, 1H, %J=8,1 Hz, Anthrachinon-H), 9,78 (s, 1H, NH),
10,08 (s, 1H, NH)

BC-NMR, d [ppm] 27,05 (CH,), 36,2 (CHs), 36,3 (CHs;), 37,3 (CH,), 45,5

(75 MHz) OMSO d®):  (N(CHa)2), 57,1 (CHp), 104,2 (CH), 107,4 (CH), 118,7 (Cy),
118,7 (Cgy), 121,2 (CH), 123,0 (Cy), 124,0 (CH), 124,6 (C,),
125,1 (CH), 127,2 (CH), 127,2 (CH), 128,3 (CH), 132,0 (CH),
133,3 (Cy), 133,9 (Cy), 135,0 (CH), 135,0 (CH), 136,6 (Cy),
145,1 (C=0), 159,2 (C=0), 161,0 (C=0), 181,8 (C=0), 182,0

(C=0)
EI-MS: m/z (%): 616 (100)
Summenformel: C;31H32N506S, 616,69
IR (KBr) (cm ™): 3390 (s), 2900 (m), 1620 (s), 1560 (s), 1520 (m), 1450 (m),

1420 (m), 1380 (m), 1270 (m), 1240 (m), 1140 (m), 950 (w),
800 (w), 760 (w), 650 (w);

Elementaranalyse: Ber.. C 60,38 H 523 N 13,63 S 5,20
Gef.. C 60,62 H 536 N 13,37 S 5,08
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12.2.25 N2-[5-({ [3-(dimethylamino)propyllamino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-4-(acetylamino)-1-methyl-1H-2-pyrrol carboxamid (81)

CHs
P
Q
N H HsC
HyC N \
=g H N~cH
]\ N ™ :
N
|
cHy, ©

29 (5,3 mmol) N2-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-1H-3-pyrrolyl]-1-
methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol carboxamid 70 werden in 20 ml Dioxan geldst und mit
800 mg Pd/C unter Wasserstoffatmosphare reduziert (12 h). Nachdem der
Katalysator abfiltriert worden ist, wird die Loésung auf O °C gekuhlt. Man versetzt mit 1
ml Hunigs Base. 157 mg (2 mmol) frisch destilliertes Acetylchlorid werden
tropfenweise zugegeben und 12 h gerthrt. Nachdem das LM unter vermindertem
Druck entfernt worden ist, wird das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie
(Kieselgel MeOH/NH3; (25%) 97:3) gereinigt.

Ausbeute: 180 mg (0,46 mmol) (46,34% d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 77 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,61 (quint, 2H, %J=7,1 Hz, CH,), 1,9 (s, 3H, CHy), 2,10 (s, 6H,

(300 MHz) OMSO d):  N(CHs),), 2,26 (t, 2H, *J=7,2 Hz, CH,), 3,17 (q, 2H, %J=5,8 Hz,
CH;N), 3,77 (s, 3H, N-CH3), 3,79 (s, 3H, N'-CHs), 6,79 (d, 1H,
4J=1,85 Hz, Pyrrol-H3), 6,82 (d, 1H, *J=1,87 Hz, Pyrrol-H5),
7,12 (d, 1H, “J=1,6 Hz, Pyrrol-H3"), 7,16 (d, 1H, “J=1,71 Hz,
Pyrrol-H5"), 8,05 (t, 1H, %J=5,0 Hz, NH), 9,80 (s, 1H, NH), 9,90
(s, 1H, NH)

BC.NMR, d [ppm] 23,3 (CHy), 27,4 (CH,), 36,2 (CHs), 36,3 (CHs), 37,3 (CHy),

(75 MHz) (DMSO d°): 45,4 (N(CHg),), 57,3 (CH,), 104,0 (CH), 104,0 (CH), 104,3
(CH), 104,3 (CH), 122,3 (C,), 122,4 (Cy), 123,0 (C,), 123,3



FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
IR (KBr) (cm ™):
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(Cy), 158,6 (C=0), 161,5 (C=0), 166,8 (C=0)

388 (100)

C1oH25NsO3, 388,46

3400 (s), 3250 (s), 3080 (m), 2900 (m), 2830 (w), 2800 (w),

1620 (s), 1560 (s), 1510 (s), 1450 (s), 1420 (s), 1380 (s), 1250
(s), 1200 (m), 1150 (m), 1090 (m), 1050 (m), 1020 (m), 980
(w), 800 (m), 760 (M), 650 (w);

Ber. C 58,75 H 7,26 N 21,63

Gef: C 59,08 H 7,42 N 21,53

Elementaranalyse:

12.2.26 N2-[5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyllJamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-acetyl-1-methyl-1H-
2-pyrrol carboxamid (82)

HsC
07 “NH H3C\N/CH3
7
s f
HeC )N NH
° H\C\)\\
N \ v °
cHy © "CHj

498 mg (1 mmol) N2-[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino} carbonyl)-1-methyl-1-H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{ [(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrolyl)carbonyllamino}-1H-2-pyrrol-

carboxamid 70a werden in 20 ml Dioxan geldst und mit 800 mg Pd(10%)/ C unter
Wasserstoffatmosphare reduziert (12 h). Nachdem der Katalysator durch Filtration
entfernt worden ist, wird die Loésung auf 0 °C gekuhlt. Man versetzt mit 1 ml Hunigs
Base. 157 mg an frisch destilliertem Acetylchlorid (2 mmol) werden tropfenweise
zugegeben und 12 h gerihrt. Nachdem das LM unter vermindertem Druck
eingedampft worden ist, wird das Rohprodukt mittels S&aulenchromatographie

(Kieselgel MeOh/NH; (25%) 97:3) gereinigt.



Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d [ppm]
(300 MHz) (DMSO d°):

BC-NMR, d [ppm]
(75 MHz) (DMSO d°):

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

Elementaranalyse:
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55 mg (0,1 mmol)(10,7 % d. Th.) gelbe Kristalle

135 °C

1,60 (quint, 2H, 3J= 6,9 Hz, CH,), 1,96 (s, 3H, CHs), 2,15 (s,
6H, N(CHs),), 2,27 (t, 2H, 3J= 6,9 Hz, CH,), 3,17 (q, 2H, %J=6,1
Hz, CH,N), 3,78 (s, 3H, CHy), 3,83 (s, 3H, CHy), 3,97 (s, 3H,
CH,), 6,18 (d, 1H, “J= 1,5 Hz, Pyrrol-H), 6,85 (d, 1H, “J= 1,9
Hz, Pyrrol-H), 7,02 (d, 1H, “J = 1,9 Hz, Pyrrol-H), 7,14 (d, 1H,
4J= 1,9 Hz, Pyrrol-H), 7,17 (d, 1H, “J= 1,7 Hz, Pyrrol-H), 7,23
(d, 1H, *J= 1,62 Hz, Pyrrol-H), 8,07 (t, 1H, 3J= 5,2 Hz, NH),
9,82 (s, 1H, NH), 9,88 (s, 1H, NH), 9,90 (s, 1H, NH)

23,35 (CH,), 27,34 (CH,), 36,21 (CHs), 36,38 (CHs), 37,30
(CH,), 45,3 (N(CH),), 57,3 (CH,), 104,1 (CH), 104,2 (CH),
104,2 (CH), 104,3 (CH), 104,3 (CH), 104,9 (CH), 122,3 (Cy),
122,3 (Cy), 122,4 (Cy), 122,4 (Cy), 123,1 (Cy), 123,3 (Cy), 158,6
(C=0), 158,8 (C=0), 161,5 (C=0), 166,7 (C=0)

510,5 (100)

CasH34N;O4, 510,59

3400 (s), 3240 (s), 3080 (m), 2900 (m), 2820 (m), 2760 (m),
1620 (s), 1550 (s), 1440 (s), 1410 (s), 1370 (s), 1240 (s), 1180
(m), 1080 (m), 1010 (m), 860 (W), 790 (m), 750 (m), 650 (w);
Ber. C 58,81 H 6,71 N 21,95

Gef.. C 59,02 H 6,83 N 21,71
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12.2.27 2-{6-[(4-Methoxybenzoyl)amino]-9H-purinyl}essigsaureethylester
(91) [109]

OCH;,

HN
N7 X

L

Chs

Z\

0
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N oo
L\g
4,42 g (20 mmol) Ethyl(adenin-9-yl)acetat 89 werden in wasserfreiem Pyridin (15 ml)
suspendiert, erhitzt 0,5 h auf 80 °C und abgekuhlt auf RT. 8,53 g (50 mmol) 4-
Methoxybenzoylchlorid 90 werden in kleinen Portionen hinzugegeben und 18 h
geruhrt. Man entfernt das LM unter vermindertem Druck und wiederholt diesen
Vorgang noch dreimal mit Toluol. Der Rickstand wird in 70 ml CH,Cl, gel6st und
zweimal mit je 30 ml Zitronensaurelésung (10%, m/V) gewaschen. Man trocknet die
organische Phase mit MgSO,4 und entfernt das LM. Man reinigt das Rohprodukt
mittels S&ulenchromatographie (erst mit Kieselgel PE/EtAc 1:1, dann wird die Saule

mit EtOH gespult und man erhalt das Produkt).

Ausbeute: 5,04 g (14,2 mmol)(70,9% d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 99 °C

'H-NMR, d [ppm] 1,20 (t, 3H, ®J= 7,2 Hz, CHg), 3,78 (s, 3H, CHs), 4,71 (g, 2H,

(300 MHz) (DMSO ¢f):  3J= 7,2 Hz, CHy), 5,23 (s, 2H, CHy), 6,98 (pd, 2H, *J= 8,8 Hz,
Anis-H), 7,73 (pd, 2H, 3J= 8,8 Hz, Anis-H), 8,53 (s, 1H, Adenin-
H), 8,66 (s, 1H, Adenin-H)

FD-MS: m/z (%): 355,3 (100)

Summenformel: C,7H17Ns50,, 355,38

IR (KBr) (cm ™): 3400 (s), 3300 (m), 3000 (M), 2900 (m), 2780 (m), 1720 (s),
1650 (s), 1500 (s), 1480 (s), 1410 (s), 1380 (s), 1330 (m), 1300
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(s), 1200 (s), 1130 (s), 1080 (m), 1000 (s), 940 (w), 870 (w),
820 (s), 750 (m), 620 (m);

12.2.28 2-{6-[(4-Methoxybenzoyl)amino]-9H-9-purinyl}essigséaure (92) [109]

OCHz

5,04 g (14,2 mmol) 2-{6-[(4-Methoxybenzoyl)amino]-9H-purinyl}essigsaureethylester
91 werden in in der Hitze mit 30ml EtOH gel6st kihlt dann auf RT ab. Man versetzt
mit 30 ml 2M NaOH und rthrt diese Mischung bei RT (DC Kontrolle). Nach 4 h wird
die Reaktion beendet, indem man 35 ml 1M HCI tropfenweise hinzugibt, so daf3 der

pH-Wert 5 ist. Das LM wird entfernt und das Rohprodukt aus MeOH umkristallisiert.

Ausbeute: 2,45 g (7,50 mmol) (52,91% d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 206 °C (Literatur: 215 °C/254 °C/222-223 °C) [109]

'H-NMR, d [ppm] 3,80 (s, 3H, CHs), 5,11 (s, 2H, CH,), 7,00 (pd, 2H, *J= 8,8 Hz,

(300 MHz) (DMSO d’):  Anis-H), 7,88 (pd, 2H, 3J= 8,8 Hz, Anis-H), 8,44 (s, 1H, Adenin-
H), 8,70 (s, 1H, Adenin-H)

FD-MS: m/z (%): 327,3 (100)

Summenformel: Ci5sH13NsO4, 327,29

IR (KBr) (cm ™): 3200 (s), 2850 (s), 2500 (s), 1620 (s), 1550 (s), 1460 (s), 1410
(s), 1220 (s), 1150 (s), 1060 (m), 1000 (s), 900 (m), 810 (m),
750 (m), 660 (w), 610 (w);
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