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1. Einleitung

Krebs stellt mittlerweile weltweit die zweithaufigste Todesursache in den Industrie-
landern dar ™, wobei die Zahl an Neuerkrankungen stetig zunimmt. So ist inzwischen
auch in Deutschland nahezu jeder vierte Sterbefall auf eine maligne Neoplasie
zuriickzufiihren . Der Ursprung dieser Erkrankungen liegt in der Veranderung der
genetischen Information, dem Erbgut einer Zelle. Genetische Disposition und/oder
Karzinogene (ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, Chemikalien, onkogene Viren
(z.B. Papillomaviren)) fiihren tber die Umwandlung von Protoonkogenen in die ent-
sprechenden Onkogene sowie einen Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen
zu einer malignen Transformation von Zellen. In der Zelle ablaufende Prozesse wie
Genexpression, Wachstum, Differenzierung und Apoptose geraten somit aus ihrem
sensiblen Gleichgewicht mit der Folge einer unkontrollierten Zellproliferation.

Das zunehmende Verstandnis Uber die zugrunde liegenden genetischen Verén-
derungen, den Ablauf zellularer Vorgéange auf molekularer Ebene - insbesondere bei
Signal- und Regulationsmechanismen - sowie die ldentifizierung molekularer Ziel-
strukturen fuhrte zu vollig neuen, gezielten Therapieansatzen. Wahrend Altere
Chemotherapeutika vorwiegend auf die beschleunigte Zellteilung von Tumorzellen
abzielen, sollen die neuen ,targeted therapies* selektiv karzinogenes Gewebe
erkennen, in gestorte Signalkaskaden eingreifen, Angiogenese unterbinden und
neben der Einleitung des programmierten Zelltodes mdglichst Resistenzen
tiberwinden !, Mit dem Einzug monoklonaler Antikérper in die Pharmakotherapie von
Tumorerkrankungen ist man diesem Ziel naher gertickt. Diese Biologicals inhibieren
gezielt die in Tumorzellen unkontrolliert ablaufenden Signaltransduktionswege, in-
dem sie entweder selbst an einen Wachstumsfaktorrezeptor auf der Zelloberflache
binden (Cetuximab (Erbitux?), Trastuzumab (Herceptin®)), oder die Wachstumsfak-
toren bereits vor ihrer Rezeptorbindung abfangen (Bevacizumab (Avastin®)) . Darii-
ber hinaus stehen derzeit Rezeptor-Tyrosinkinasen aufgrund ihrer entscheidenden
Schlisselrolle bei der intrazellularen Signallbertragung von Wachstumsfaktoren im
Mittelpunkt der Krebsforschung. Durch deren selektive Blockade kdnnen wesentliche
Impulse fur Tumorwachstum und -angiogenese unterbunden werden. Bereits 2001
kam mit Imatinib (Glivec®) der erste Tyrosinkinaseinhibitor zur Behandlung der

chronisch-myeloischen Leukamie auf den deutschen Markt.



Die hierbei anfallenden hohen Therapiekosten gegenliber den begrenzten finan-
ziellen Ressourcen im Gesundheitswesen filhren jedoch dazu, dass diese innova-
tiven Arzneimittel nur selten - meist erst in der Second-line-Therapie - angewendet
werden ©!. Folglich kommen immer noch haufig klassische Zytostatika zum Einsatz,
deren Hauptangriffsziel oftmals die DNA selbst ist. Da der Angriff und die damit
verbundene Hemmung der DNA-Replikation und Transkription zumeist relativ unspe-
zifisch erfolgen, besitzen Tumorzellen lediglich aufgrund der im Vergleich zu
gesunden Zellen gesteigerten DNA-Synthese-Rate und vermehrten Expression der
dazu notwendigen Enzyme eine erhohte Sensitivitat. Eine Schadigung von
gesundem Gewebe, die mit starken Nebenwirkungen einhergeht, lasst sich somit
nicht vermeiden. Auch fuhrt die zunehmende Resistenzentwicklung héaufig zu
Problemen bei der Anwendung klassischer DNA-Liganden.

Daher ist es nach wie vor interessant, neue DNA-bindende Arzneistoffe zu
entwickeln, welche selektiv am ,Ursprung“ der Tumorgenese angreifen, zumal die
DNA das strukturell wohl bestcharakterisierte Biopolymer ist. Hierbei stellt die Ent-
wicklung niedermolekularer ,gene-sequence-targeted-drugs” zur gezielten Ausschal-
tung defekter Gene durch sequenzspezifischen Angriff an der DNA die grof3te

Herausforderung dar 2,

1.1 Aufbau der DNA und Bindungsmodi antitumor-
aktiver DNA-Liganden

Die DNA ist, wie schon erwahnt, aufgrund der im Gegensatz zu den meisten Makro-
molekilen gut aufgeklarten Struktur und der genetischen Krankheitsursache fur das
Design neuer Zytostatika ein sehr attraktives Target . Die Existenz von drei
verschiedenen Formen (A-DNA, B-DNA, Z-DNA) zeigt, dass es sich bei der DNA um
ein flexibles, dynamisches Molekdl handelt. Fir den Angriff von Zytostatika ist jedoch
in erster Linie die unter physiologischen Bedingungen vorliegende B-DNA von
Bedeutung. Diese besteht aus zwei komplementaren Polynucleotidketten, die sich in
entgegengesetzte Richtungen so um eine gemeinsame Achse winden, dass sie eine
rechtsgangige, uber Watson-Crick-Basenpaarung zusammengehaltene Doppelhelix
bilden (s. Abb. 1.1, S. 3). Der au3ere Mantel, das Rickgrat der DNA, ist aus D-2'-



Desoxyribosen, die am 3'- und 5°-Ende Uber Phosphodiesterbindungen miteinander
verknupft sind, aufgebaut. Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen besitzt
die Doppelhelix eine polare Oberflache, die dem umgebenden Wasser zugewandt
ist. Die nahezu senkrecht zur Helixachse angeordneten und mit dem Zucker N-glyko-
sidisch verknupften, hydrophoberen Purin- (Adenin, Guanin) und Pyrimidin- (Thymin,
Cytosin) Basen hingegen befinden sich im Inneren der Helix. Dieser hydrophobe
Effekt tragt neben den Wasserstoffbriicken zwischen den gegeniiberliegenden kom-
plementdren Basenpaaren (Adenin-Thymin: 2 H-Bricken, Guanin-Cytosin: 3 H-
Briicken) sowie den durch die Basenstapelung (base stacking) hervorgerufenen p-p-

Wechselwirkungen im Wesentlichen zur Stabilisierung der Helixstruktur bei © 1%,

Paarung
komplementérer
Basen
5 nach Watson-Crick ¥

kleine
Rinne

Nucleotid ,..J|.,.

.- 3.4 nm

. grol3e

i Rinne

SR
Phosphat
3 2 -Desoxyribose 5

Abb. 1.1: Molekularer Aufbau (schematisch) der B-DNA (links) und Kalottenmodell der Doppel-

helix (rechts)

Da sich die glykosidischen Bindungen eines Basenpaares nicht diametral gegen-

Uberstehen, ergeben sich durch die Drehung des Doppelstranges um die Helixachse



zwei unterschiedlich grof3e Vertiefungen: die grof3e Furche/Rinne (Major Groove) mit
einer Breite von ca. 24 A und die kleine Furche/Rinne (Minor Groove) mit einer Breite
von nur 10 A (s. Abb. 1.1, S. 3). Die Major Groove enthalt mehrere Donor- und
Akzeptorfunktionen zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen sowie Struk-
turelemente fur van der Waals-Interaktionen und somit auch mehrere Merkmale zur
Unterscheidung der einzelnen Basenpaare als die kleine Rinne. An der grof3en Rinne
greifen hauptséachlich grol3ere Molekile sowie sequenzerkennende Proteine (Trans-
kriptionsfaktoren, Regulationsproteine) an, wahrend niedermolekulare Substanzen
(sog. small molecules) die wesentlich engere Minor Groove bevorzugen ™.

Neben der genannten Rinnenbindung sind bei einer nicht-kovalenten Komplexierung
antitumoraktiver DNA-Liganden zwei weitere Grundorientierungen maoglich (s. Abb.
1.2): die Interkalation (s. Kap. 1.3, S. 7) und die unspezifische Bindung am Rickgrat
der DNA (,Outside“-Komplex nach Hamilton ®). Demgegeniiber steht als vierter
DNA-Bindungstyp die Alkylierung (s. Kap. 1.2, S. 5), bei der die Molekile kovalent an
ihr Target binden ® #*2. |n diesem Zusammenhang sind auch alkylierende Interkala-
toren % und Rinnenbinder (s. Kap. 1.5.1, S. 33) bekannt.

Abb. 1.2: Bindungsmodi antitumoraktiver DNA-Liganden:
A: Major Groove Binding B: Minor Groove Binding C: Interkalation

D: unspezifische Bindung am Riickgrat der B-DNA



Aus samtlichen Studien der letzten Jahre geht hervor, dass die Antitumoraktivitat
DNA-bindender Zytostatika nicht alleine auf deren Interaktion mit der DNA beruht,
sondern vielmehr auf eine zuséatzliche Wechselwirkung mit DNA-relevanten und in
Tumorzellen haufig vermehrt exprimierten Proteinen (z. B. Topoisomerase | und I,

Telomerase, Transkriptionsfaktoren) zuriickzufithren ist & % 317,

1.2 Alkylanzien

Die zufallige Entdeckung der antitumoralen Wirkung des im ersten Weltkrieg als
Kampfgas eingesetzten Lost (Senfgas, Dichlordiethylsulfid) fuhrte zur systemati-
schen Suche nach weniger toxischen und therapeutisch einsetzbaren N-Lost-Deri-
vaten. Der Prototyp aller N-Lost-Derivate ist das Stickstoff-Lost 1 (N-Lost), von dem
sich die beiden bekannten Vertreter Chlorambucil 2 und Melphalan 3 ableiten (s.
Abb. 1.3).

u\_\ oo COOH
N—CH3 C\/\R/Q/\/\ C'\/\R/Q/\N/HZ

Cl
Cl Cl
N-Lost Chlorambucil Melphalan
1 2 3
Abb. 1.3: In der Krebstherapie eingesetzte N-Lost-Derivate

Als bifunktionelle Alkylanzien reagieren die N-Lost-Derivate in mehreren Reaktions-
schritten unter Ausbildung einer kovalenten Bindung mit Nucleophilen, wobei in allen
Fallen das intermediar durch intramolekulare Alkylierung gebildete Aziridinium-lon 4
(s. Abb. 1.4, S. 6) als eigentlich alkylierendes Agens aufzufassen ist [°. Der Angriff
erfolgt hierbei zumeist relativ unspezifisch an den reaktivsten, nucleophilen Zentren
der DNA (Guanin-N7 > Adenin-N3 > Adenin-N1 > Cytosin-N1) 2%,



E')

R—N/:j/ — > R_‘ﬁﬁ ci®
\_\

Cl
Cl
Aziridinium-lon
4
Abb. 1.4: Bildung des Aziridinium-lons 4 durch intramolekulare N-Alkylierung

Aufgrund der bifunktionellen N-Lost-Reaktivitat kommt es unter ginstigen Vorraus-
setzungen zu einer kovalenten Vernetzung der beiden komplementaren DNA-
Strange (interstrand cross-linking). Die bei Replikation und Transkription ablaufende
Singularisierung des Doppelstranges wird auf diese Weise verhindert. Dartber
hinaus fuihren Alkylierungen an Guanin-N7 héaufig zu Codierungsfehlern wahrend der
Replikation und beguinstigen die hydrolytische Offnung des alkylierten Imidazolrings
20 211 " Hieraus lassen sich sowohl die mutagenen als auch zytotoxischen Effekte
dieser Substanzklasse erklaren.

Ein groRRer Nachteil der alkylierenden Zytostatika ist ihre Eigenschaft, neben der DNA
samtliche nucleophilen Gruppen (Hydroxy-, Amino-, Mercapto-, Carboxylgruppen)
und somit auch wichtige funktionelle Gruppen korpereigener Proteine anzugreifen.
Sie entfalten ihre zytotoxische Wirkung daher sehr unselektiv; zudem ist ihre Bio-
reaktivitat nur sehr schwer steuerbar.

Falschlicherweise wird oftmals auch der Cisplatin-Komplex 5 (s. Abb. 1.5) - obwohl
er Uber keine Alkylgruppen verflgt - zur Gruppe der alkylierenden Substanzen
gezahlt, da er &hnlich wie bifunktionelle Alkylantien Quervernetzungen, in erster Linie

jedoch innerhalb des gleichen Stranges (intrastrand cross-linking), erzeugt 24,

Ch_ NH;
PL
ct’ “NH,

Abb. 1.5: Struktur des Cisplatin-Komplexes 5



1.3 Interkalatoren

Unter einer Interkalation versteht man das Einschieben (intercalare = dazwischen-
schieben) eines planaren, polycyclischen, aromatischen Chromophors zwischen zwei
Ubereinander gestapelte DNA-Basenpaare. Hierbei werden die Wirkstoffmolektle
Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen senkrecht zur Helixachse der B-DNA fixiert

2 (22241 gepragt, der als Erster am

| Der Begriff der Interkalation wurde durch Lerman
Beispiel einiger Acridin-Derivate experimentelle Beweise fir eine Interkalation in die
humane B-DNA lieferte.

Nach Chaires ® verlauft die Bildung des Interkalationskomplexes (ber drei Schritte
(s. Abb. 1.6, S. 8):

im ersten Schritt bildet sich die Interkalationshohle zur Einlagerung des Liganden,
indem sich der mittlere Abstand zwischen zwei gestapelten Basenpaaren von 3.4 A
auf ca. 7-8 A vergroBert ?®. Da sich die Phosphatgruppen im Riickgrat der DNA
aufgrund dieser Konformationsanderung voneinander entfernen, kommt es zu einer
Reduktion der lokalen Ladungsdichte und folglich zur Freisetzung von Gegenionen.
Ein Grol3teil der Bindungsenergie resultiert aus dem sich anschlieRenden
hydrophoben Transfer des Interkalators aus der Losung in die zuvor geformte Kavitéat
2% Jm nachfolgenden Schritt bilden sich zwischen Chromophor und DNA nicht-
kovalente Bindungskrafte wie Wasserstoffbrickenbindungen, van der Waals-Kréfte,
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen aus. Den grof3ten Beitrag zur
Stabilisierung des Charge-Transfer-Komplexes liefert jedoch das sogenannte p-p-

Stacking zwischen den p-Elektronen des Interkalators und der Basen %,



1. Konformationsanderung der DNA (D G > 0 & endergonisch)

"
T + M

2. Hydrophober Transfer (D G < 0 & exergonisch)

+ -—@# %&; M+

3. Molekulare Wechselwirkungen (D G < 0 & exergonisch)

'

Abb. 1.6: Modell fur den Bindungsmechanismus der Interkalation nach Chaires [25]; bei kationi-
schen Interkalatoren kommt es in Schritt 2 zusatzlich zur Freisetzung von Gegen-

ionen.

Die bereits erwdhnte, durch eine Interkalation hervorgerufene vertikale Separierung
der Basenpaare fihrt im Bereich der Bindungsstelle zu einer signifikanten Veran-
derung der Torsionswinkel des Zuckerphosphatgeristes. Dies hat zur Folge, dass
sich die DNA-Tertiarstruktur (Helix) partiell verlangert und dabei im Vergleich zur
urspriinglichen Form etwas aufgewunden wird ?* % 21 (s Abb. 1.7, S. 9). In Analogie
zu Enzym-Substrat-Komplexen ist somit auch bei einer Interkalation ein ,induced-fit*-

ahnlicher Mechanismus zu beobachten 2%,



DNA-Base Interkalator

Ruckgrat

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Konformationsédnderung der DNA durch Einlagerung

eines Interkalators !

Auf biochemischer Ebene flihrt die beschriebene Veradnderung der Topologie zu
einer gestorten Funktion DNA-bindender Enzyme (RNA- und DNA-Polymerasen,
Topoisomerasen). Durch diese enzymatischen Blockaden wéhrend der Replikation
und Transkription verliert die DNA ihre Matrizenfunktion, so dass die gesamte

[8,20.26.27] Dpje Interkalation eines Wirkstoffes ist

Zellproliferation zum Erliegen kommt
folglich nur der erste Schritt einer Folge von Ereignissen, die letztlich zur Schadigung
der DNA tber andere Mechanismen filhren 2%, So ist die Zytotoxizitat dieser Ver-
bindungen in erster Linie auf eine Stabilisierung des spaltbaren Komplexes (sog.
,Cleavable-Komplex“) aus DNA und Topoisomerase (meist Topoisomerase Il) sowie

n [27. 28

die hierdurch induzierten, letalen Doppelstrangbriiche zuriickzufiihre ] (sog.

TOPO-Poisons, s. Kap. 4.1.4, S. 132). Nach neueren Erkenntnissen tragt moéglicher-
weise auch eine Hemmung von Transkriptionsfaktoren und DNA-Reparatur-

mechanismen zu deren pharmakologischer Wirkung bei 7).

Fir eine optimale Interkalation gelten die folgenden strukturellen Voraussetzungen:

1) Ein planares, elektronenarmes, p-konjugiertes System (Chromophor) mit einer

Mindestflache von 28 A% (Optimum bei 3-4 anellierten Ringen) #¢ 27,
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2) Elektronenziehende Substituenten (z. B. quartéare N-Atome), die den Elektro-
nenmangel des Chromophors und somit das p-p-Stacking mit den Basen
verstarken 1?8,

3) Seitenkettenfunktionalitdten (z. B. Zuckerreste, Peptid-ahnliche oder andere
H-Bricken ausbildende Strukturen), welche die DNA-Affinitdt durch zusatzli-

che Interaktionen mit dem Riickgrat oder der kleinen/groRen Rinne erhéhen !,

Aufgrund der Vermutung, dass die zytotoxische Wirkung DNA-interagierender
Wirkstoffe mit deren Bindungsstarke und der DNA-Ligand-Komplexstabilitat korreliert
9 2832 \yurden Bisinterkalatoren - bestehend aus zwei separaten chromophoren
Strukturen, die Uber einen flexiblen Linker miteinander verbunden sind - synthetisiert.
Im Allgemeinen besitzen diese Verbindungen eine hohere DNA-Affinitat (Kp: 10%°-
10*2 MY als die entsprechenden monointerkalierenden Substanzen (Ky: 10°-10% M%)
und dariiber hinaus geringere Dissoziationsgeschwindigkeiten [ 26 33351 |
manchen Fallen werden sogar Affinitatsbereiche von natiurlich vorkommenden
Repressorproteinen erreicht 2%,

Obwohl die meisten Interkalatoren eine ausgepragte Guanin-Cytosin (GC)-Préaferenz
aufweisen (z. B. Ellipticin- und Acridin-Derivate), erfolgt die Interkalation aufgrund der
kurzen Bindungsequenz von nur zwei Basenpaaren zumeist unspezifisch !, Trotz
der geringen Selektivitat und der damit einhergehenden Toxizitat zahlen sie derzeit
immer noch zu den am haufigsten eingesetzten Chemotherapeutika 2%,

Mittlerweile steht ein sehr breites Spektrum interkalierender Substanzen mit den
unterschiedlichsten Strukturen zur Verfigung. Genauere Informationen zu den
einzelnen Verbindungen sind der zahlreichen Literatur zu entnehmen [ 27283739 1y,
Folgenden werden lediglich die fir diese Arbeit als Bezugssubstanzen relevanten

Interkalatoren genauer erlautert.
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1.3.1 Anthrachinone

Eine besonders wichtige Gruppe der zurzeit zur Behandlung von Leukamien und
soliden Tumoren klinisch eingesetzten Zytostatika stellen die aus Streptomyces-
Arten isolierten Anthracyclin-Antibiotika, wie beispielsweise Doxo- und Daunorubicin
7 u. 8 dar (s. Abb. 1.8). Als charakteristische Strukturmerkmale weisen sie ein vom
Anthrachinon 6 abgeleitetes Ringsystem sowie einen am gesattigten Ring A a-glyko-

sidisch verknupften Aminozucker (Daunosamin) auf.

OH

Anthrachinon R=0H Doxorubicin 7
6 R=H Daunorubicin 8

Abb. 1.8: Strukturformel des Anthrachinons und Beispiele hiervon abgeleiteter Anthracyclin-

Derivate

Wie die Kristallstruktur von Daunorubicin mit dem Hexanucleotid d(CGTACG). zeigt
(s. Abb. 1.9, S. 12), ist der chromophore Molekulteil senkrecht zur Basenpaar-
Trajektorie angeordnet, wobei die Interkalation bevorzugt in d(GC),-Abschnitten der
DNA erfolgt. Ring A des Tetracyclus besetzt zusammen mit dem a-glykosidisch
verknupften Aminozucker die kleine Rinne, wahrend Ring D in die groRe Rinne

hinausragt [“%.
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Abb. 1.9: Roéntgenkristallstruktur des Cokristallisats von Daunorubicin  (grin) mit einem
Hexanucleotid d(CGTACG), %

Neben den bereits beschriebenen, durch die Interkalation hervorgerufenen Effekten
auf biochemischer Ebene (Hemmung von DNA- und RNA-Polymerasen, Doppel-
strangbruche durch Topoisomerase-ll-Hemmung, s. Kap 1.3, S. 9) tragt auch eine
Anlagerung der Anthracycline an Zellmembran-Lipide und damit die Erhéhung der
Membranfluiditat und -permeabilitat zur deren pharmakologischer Wirkung bei 2% 44,
Aufgrund der Redoxeigenschaften der Anthrachinone kommt es auf3erdem UV-
induziert sowie durch endogene Prozesse (z. B. Biotransformation) zur Bildung
reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS), die ihrerseits ebenfalls Doppelstrangbriiche
induzieren . Die Bildung endogener Sauerstoff-Spezies (z. B. Superoxidradikal-
Anionen) steht vermutlich auch mit der Kardiotoxizitat dieser Verbindungen in engem
Zusammenhang 444,

Das vollsynthetische, basisch funktionalisierte Anthrachinon-Derivat Mitoxantron 9 (s.
Abb. 1.10, S. 13) besitzt eine geringer ausgepragte Kardiotoxizitat und wird vor allem

zur Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms eingesetzt.
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Mitoxantron
9

OH HN\/\N/\/OH
H
Abb. 1.10: Mitoxantron 9; die Interkalation des Chromophors erfolgt bevorzugt in GC-reichen

Sequenzen, wahrend die Seitenketten in die grol3e Rinne ragen

In den letzten Jahren wurden grof3e Bemuhungen zur Synthese wirksamerer Anthra-
cycline mit gunstigerem Nebenwirkungsprofil unternommen. So zeigen einige Di-
saccharid-analogen Dauno- bzw. Doxorubicine, wie z. B. MEN10755 10 (s. Abb.
1.11) eine Aktivitat gegen Anthracyclin-resistente Leukamie-Arten 2. Vielverspre-
chende Ergebnisse wurden auch mit ,bisinterkalierenden“ Daunorubicin-Varianten
erhalten. WP762 11, ein uber einen m-Xylenyl-Linker verknlpftes Bisdaunorubicin,
besitzt im Vergleich zu Daunorubicin (Ky: 10° M™) eine wesentlich starkere DNA-
Affinitat (Kp: 10> M™) sowie eine gesteigerte Zytotoxizitdt gegeniiber Jurkat T
Lymphozyten [*3],

H4C Oh, OH

NH» CHj
HO

MEN10755
10

Abb. 1.11: Einige ausgewahlte Anthracyclin-Derivate 1% **!
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Die Intention, eine mdglichst zielgerichtete und nebenwirkungsarme Behandlung
maligner Tumore zu erreichen, fiihrte zur Herstellung sogenannter ,Anthracyclin-Pro-
drugs®. Aktuellen Studien zufolge fuhren Anthracycline mit Peptid-Linker, die selektiv
durch Tumor-assoziierte Proteasen (Cathepsin B, Prostata spezifisches Antigen
(PSA)) gespalten werden, zu einer lokalen Akkumulation der aktiven Form des

Zytostatikums 14

. Aufgrund des EPR-Effektes (gesteigerte Durchlassigkeit fur
Makromolekule) der angiogenetisch zur N&ahrstoffversorgung der Krebszellen neu
angelegten Gefal3e, scheint auch die Verknupfung der Anthracycline mit z. B. HMPA-
Copolymeren (N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid) zur selektiven Erkennung von
tumorésem Gewebe ein sinnvoller Ansatzpunkt zu sein I,

Die Verwendung monoklonaler Antikérper als Shuttle ist jedoch die eleganteste
Variante, um die Wirkstoffe gezielt zur Tumorzelle zu transportieren. Eine Weiterent-
wicklung der Antikérper-Tumortherapie stellt die ,antibody-directed enzyme prodrug

therapy* (= ADEPT, s. Abb. 1.12) dar ***°! (Arbeitskreis Tietze, Gottingen).

\f\ Targetcell } ———— = { Target cel
®

Antikdrper-Enzym-Komplex (E = z. B. b-Glucuronidase) )
:n —

Prodrug bestehend aus Anthracyclin (D) und
dem Enzymsubstrat (z. B. b-Glucuronséaure)

Cell death -—

Abb. 1.12: Strategie der ADEPT: Der Antikorper-Enzym-Komplex bindet an Tumor-assoziierte

Antigene. Das exogene Enzym (z. B. b-Glucuronidase) katalysiert im Anschluss daran

die Freisetzung der aktiven Komponente (z. B. Daunorubicin) aus dem Prodrug e}

Derzeit befinden sich zahlreiche Verbindungen dieser Prodrugs in klinischer Prifung.

Weitere Einzelheiten hierzu sind der Literatur zu entnehmen “4&°1,
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1.3.2 Ellipticine

Die erstmalig 1958/59 aus Apocynaceen-Arten isolierten Alkaloide Ellipticin 13, 6-
Methoxyellipticin 14 sowie das zum Ellipticin regioisomere Olivacin 15 sind aufgrund
ihrer ausgepragten antineoplastischen Aktivitat zu attraktiven Leitsubstanzen fir das
Design interkalierender Zytostatika geworden. Sowohl in den Ellipticin-Alkaloiden
natdrlicher Herkunft, als auch den synthetisch abgewandelten Derivaten liegt als
Basischromophor das 6H-Pyrido[4,3-b]carbazol 12 vor. Dieses vdllig koplanare
Grundgerust erlaubt eine optimale Interkalation, was sich u.a. in den relativ hohen
DNA-Affinitaten dieser Verbindungen wiederspiegelt (z. B.: Ky: (Ellipticin) 10° M™) 2%
45481 (5. Abb. 1.13).

6H-Pyrido[4,3-b]carbazol
12

R3
Ro

R]_ =H R2 = CH3 R3 =H ElllptICIn 13

Rl =N
O O / R;=0CH; R,=CH; R3=H 9-Methoxyellipticin 14
R]_ =H R2 =H R3 = CH3 Olivacin 15
H CHs
Abb. 1.13: Strukturen der Alkaloide Ellipticin 13, 9-Methoxyellipticin 14 und Olivacin 15

Die antitumorale Wirkung der Ellipticine beruht zum einen auf der Hemmung einer
Reihe verschiedener Enzyme (DNA- und RNA-Polymerase, RNA-Methylase, Telo-
merase, Topoisomerase Il). Unklar ist jedoch, ob diese Hemmung auf eine direkte
Enzym-Ligand-Interaktion zurtickzufuhren ist, oder ob sich die infolge der Interkala-
tion veranderte DNA-Topologie (s. Kap. 1.3, S. 8) nachteilig auf den Enzym-DNA-Er-
kennungsprozess auswirkt [“®). Zum anderen fiihrt die metabolische Bioaktivierung
durch eine Oxidation an Position 9 Uber die Zwischenstufe eines Phenoxyradikals zu

einem elektrophilen Chinonimin-Derivat, welches in einer Michael-Typ-Addition irre-
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versibel mit Bionucleophilen (Aminoséauren, Glutathion oder DNA) reagiert. Daruber
hinaus induziert das Phenoxyradikal seinerseits ebenso wie die Bildung eines
ternaren Ellipticin-TOPO-II-DNA-Komplexes DNA-Strangbriiche (TOPO-Poisons, s.
Kap. 4.1.4, S. 132)[26:46-48],

Mit dem Ziel, eine hohere DNA-Affinitat und selektivere Zytotoxizitat zu erreichen,
wurden zahlreiche Derivate des Ellipticins synthetisiert. Die Einfiihrung einer
Hydroxylgruppe in Position 9 sowie Quarternisierung des Pyridinstickstoffes an
Position 2 fihrte zu sehr gut wasserl6slichen Ellipticinen mit einer gesteigerten
antitumoralen Aktivitat “®. Der bekannteste Vertreter, das Elliptinium 16 (s. Abb.
1.14), befindet sich zur Behandlung des metastasierenden Mammakarzinoms in

[45. 47. 48] ' Dje pasisch funktionalisierten

Frankreich bereits in klinischer Anwendung
Derivate, wie S-16020-2 17 (s. Abb. 1.14), zeichnen sich durch ihre hervorragenden
zellproliferationshemmenden Eigenschaften aus und weisen in Form ihrer Salze
ebenfalls eine gute Wasserloslichkeit fir eine mogliche parenterale Applikation auf

[26. 47 Neben den verschiedenen Substituentenvariationen wurde das Ellipticin-

Gerust auch durch Synthese bioisosterer Derivate modifiziert (491,

Aufgrund der starken Nebenwirkungen (z. B. hamolytische Reaktionen) ist der
klinische Einsatz der Ellipticine jedoch sehr begrenzt geblieben. So wurde auch die
klinische Prufung des Bis(9-methoxyellipticin)-Derivates Ditercalinium 18 (s. Abb.

1.14) wegen zu hoher Hepatotoxizitat abgebrochen #7.

CH
H N
0 N\/\\
= CHs
Hs eCH3 HQ ~n
W s O
ICH3 CHs
Elliptinium S-16020-2
@ (]
7 N\ / \
OCHj

OO

Abb. 1.14: Einige ausgewahlte Ellipticin-Derivate

Ditercalinium
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1.3.3 Naphthalimide

Basierend auf Brafia's Publikation der ersten Serie von Naphthalimiden mit zyto-
toxischer Aktivitat in den 70er Jahren wurden die Naphthalimide zunehmend als
Leitsubstanzen zur Entwicklung neuer Zytostatika herangezogen " %%, Fir die
beiden antitumoral wirksamen Derivate Amonafide 20 und Mitonafide 21 (s. Abb.
1.15, S. 18) wurde neben der Interkalation des planaren Heteroaromaten als Haupt-
wirkungsmechanismus die aus einer Topoisomerase-ll-Hemmung resultierende
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen nachgewiesen Y. Dariiber hinaus besitzen
sie antivirale (Herpes simplex und Vaccinia-Virus), antibiotische (Bacilus subtilis) und
antiparasitare (Trypanosoma cruzii) Aktivitaten % Amonafide 20 befindet sich
zurzeit noch in klinischer Prufung, wahrend dessen Prodrug Mitonafide 21 aufgrund
zentraler Neurotoxizitat Giber die Phase Il nicht hinauskam ®%. SAR-Studien haben
gezeigt, dass die basisch funktionalisierte Seitenkette fur die zytotoxische Aktivitat
dieser Verbindungen essentiell ist. Da fur die entsprechenden unsubstituierten
Derivate keine TOPO-II-Poison-Aktivitat (s. Kap. 4.1.4, S. 132) nachgewiesen wer-
den konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die basische Seitenkette im sog.
,Cleavable-Komplex“ mit dem allosterischen Zentrum des Enzyms interagiert 2" 5%,
Das derzeit in klinischer Phase befindliche Bisnaphthalimid-Derivat Elinafide 22 (s.
Abb. 1.15, S. 18) zeichnete sich bereits in den vorklinischen Studien durch eine
herausragende antitumorale Aktivitat aus, die die der Mononaphthalimide bei weitem
tibertraf 2" 5%, Bailly et al. konnten anhand von viskosimetrischen Messungen und
DNase | Footprinting Experimenten eine Bisinterkalation fur Elinafide 22 nachweisen
B2 Diese erfolgt sequenzspezifisch zwischen alternierenden Purin- und Pyrimidin-
Motiven (zwischen GpT (ApC) und TpG (CpA) Stufen), wobei der die beiden
interkalierenden Heteroaromaten verknupfende Propylendiamin-Linker in der Major
Groove positioniert ist ®3. Elinafide 22 ist im Gegensatz zu Amonafide 20 und
Mitonafide 21 kein TOPO Il-Poison (s. Kap. 4.1.4, S. 132), vielmehr wird eine
Hemmung von Transkriptionsfaktoren als Wirkungsmechanismus diskutiert 1%,

Bei der Suche nach neuen Antibiotika wurde im Rahmen eines High-Throughput-
Screenings die Naphthalimidbutterséure, das Virstatin 23 (s. Abb. 1.15, S. 18), als
Expressionsinhibitor zweier Virulenzfaktoren (des Cholera Toxins (CT) und Toxin-

regulierten Pilus (TCP)) bei Vibrio cholera identifiziert. Hung und Mitarbeiter zeigten,
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dass diese Expressionshemmung auf eine Blockierung des Transkriptionsregula-
torgens ToxT zuriickzufiihren ist ®* %% Auf diese Weise verhindert Virstatin 23 die
typischerweise bei einer Infektion durch das Cholera-Toxin hervorgerufene Diarrhd
sowie die durch TCP ausgeldste intestinale Kolonisierung des gram-negativen Bak-

teriums 4,
@ 90
R = NH, Amonafide 20
% N N o
O H O 07 N O R = NO, Mitonafide 21
Naphthalimid \\‘
19 HaC” N\CH3

\__ 7

g ve
-0 N

O M S S S N O o? >N o
| i i | §
(@] (@]
“NCOOH
Elinafide Virstatin

22 23

Abb. 1.15: Einige ausgewéhlte Naphthalimid-Derivate

1.34 Acridone

Die antivirale Wirksamkeit von Acridonen (z. B. Acridoncarbonsaureamide) ist schon
seit langerem bekannt ¢ Mit ihrer Verwendung zur Entwicklung interkalierender
Zytostatika wurde jedoch trotz der idealen strukturellen Vorraussetzungen fir eine
gute Interkalation (s. Kap. 1.3, S. 9 f.) erst in den letzten Jahren begonnen. Bei den

[28, 57-60

von Cholody et al. ] synthetisierten (Bis)imidazo- und Bistriazoloacridonen
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handelt es sich um die wohl aussichtsreichsten Vertreter mit einer selektiven
antitumoralen und auch antiviralen Aktivitat (gegen HIV-1) " ®3 Aufgrund der
herausragenden zytostatischen Aktivitat, die sowohl in in vitro (L1210 Leuk&mie-
Zellen) als auch in vivo (P388 Leukamie-Zellen in Mausen) nachgewiesen werden
konnte, wurde das Imidazoacridon C-1311 25 (s. Abb. 1.16, S. 20) fur weitere
klinische Studien ausgewahlt ?®. Aus der Reihe der Bisimidazoacridon-Derivate stellt
WMC-26 26 (s. Abb. 1.16, S. 20) die potenteste Verbindung dar. Diese zeigte im
NCI-Screening eine selektive antineoplastische Aktivitdt gegentber Leukamie- und
Kolonkarzinom-Zellen "), Wider Erwarten binden die Bisimidazoacridone nicht als
Bisinterkalatoren an die DNA. Stattdessen konnte anhand spektroskopischer
Untersuchungen nachgewiesen werden, dass lediglich eines der beiden Chromo-
phore interkaliert, wahrend der zweite planare Heterocyclus zusammen mit dem
Linker in der kleinen Rinne positioniert ist ®). Die biologische Aktivitat dieser
Verbindungen basiert vermutlich auf der Bildung von terndren Komplexen aus DNA,
Bisimidazoacridon und DNA-bindenden Proteinen (z. B. Topoisomerasen), wobei der
rinnenbindende Molekilteil eine wichtige Funktion fur die Interaktion mit dem
entsprechenden Protein iibernehmen kénnte 7,

Sehr erfolgversprechende Ergebnisse im NCI-Screening wurden auch mit dem
unsymmetrisch substituierten Piperazin-Derivat 27 (s. Abb. 1.16, S. 20) erhalten.
Diese Substanz zeigte bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich eine selektive
Zellwachstumshemmung von Kolonkarzinom- und Leukamie-Zelllinien 7. AuBerdem
besitzt diese Verbindung die Fahigkeit, Gber die Aktivierung der Caspase-3, einem
Schlusselenzym der Apoptose-Kaskade, den programmierten Zelltod einzuleiten 571,
Eines der gro3ten Hindernisse, welches oftmals die Effektivitat einer Chemotherapie
von Tumorerkrankungen limitiert, ist die Multi-Drug-Resistance (MDR). Deshalb stellt
die Suche nach Inhibitoren fur Transportproteine, welche Zytostatika aus der Krebs-
zelle ausschleusen (z. B. P-Glykoprotein (Pgp)), eine grof3e Herausforderung dar.
Fir einige N-alkylierte Acridone wie z. B. 28 (s. Abb. 1.16, S. 20) konnte eine Hem-
mung der Pgp-vermittelten MDR nachgewiesen werden, die mit der von Verapamil

vergleichbar ist 2.
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Abb. 1.16: Einige ausgewahlte Acridon-Derivate

20
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1.4 Minor Groove Binder

Als Minor Groove Binder bezeichnet man Substanzen, die sich reversibel und
zumeist sequenzspezifisch in der kleinen Rinne der B-DNA anlagern. Die strukturell
sehr unterschiedlichen Verbindungen (s. Abb. 1.17, S. 22) zeichnen sich oftmals
durch eine ausgepragte antitumorale, antivirale, antibakterielle sowie antiproto-

[12. 78 |hre Fahigkeit, eine isohelicale Konformation anzuneh-

zoische Aktivitat aus
men, erlaubt eine optimale sterische Anpassung an die Curvature der kleinen Rinne
(induced-fity > ®. Eine Veranderung der DNA-Tertiarstruktur, die mit der Uber-
windung einer hohen Energiebarriere verbunden ist, tritt daher im Gegensatz zu
einer Interkalation (s. Kap. 1.3, S. 8) nicht ein ™ ?° Lediglich im Bereich der
Bindungsstelle kommt es zu einer geringfiigigen Aufweitung der kleinen Rinne (um
ca. 0.5-2.0 A) ¢4,

Im ersten Schritt des Bindungsprozesses erfolgt ein hydrophober Transfer des
Liganden aus der LOsung in die Minor Groove der B-DNA. Dieser fuhrt nach
Breslauer ® Uber die Freisetzung von Wassermolekiilen und Gegenionen (bei
kationischen Rinnenbindern) zu einem erheblichen Entropiegewinn und stellt somit
die treibende Kraft fiir die Komplexbildung dar > 8. Im Anschluss daran bilden sich
zwischen dem Liganden und der kleinen Rinne nicht-kovalente molekulare Wechsel-
wirkungen (H-Bricken, van der Waals-Krafte, elektrostatische und hydrophobe

Wechselwirkungen) aus 1 12 64 68l
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Abb. 1.17: Ubersicht typischer Minor Goove Binder, die bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der

B-DNA binden. 29, 31, 32 und 33 binden an eine Sequenz von vier Basenpaaren (mit

Paferenz fur d(AATT); 30 bindet an eine funf AT-Basenpaare umfassende Sequenz.
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Die aus Streptomyces netropsis (1951) bzw. distallicus (1964) isolierten Oligopyrrol-
carboxamide Netropsin 29 und Distamycin A 30 (s. Abb. 1.17, S. 22) waren die
ersten Vertreter, fur die eine sequenzspezifische Bindung an Adenin-Thymin (AT)-
reiche Regionen der kleinen Rinne nachgewiesen wurde ™ ®”1. Beide Naturstoffe
weisen sowohl antitumorale als auch antivirale Eigenschaften auf ** ' 54 Neueren
Studien einer japanischen Forschergruppe zufolge scheint Distamycin A 30 in
Analogie zu korpereigenen Reparatur-Proteinen daruber hinaus in der Lage zu sein,

photochemisch veradnderte DNA-Basen (6-4-Pyrimidin-Photoaddukte) zu erkennen
[68]

Wie Netropsin 29 und Distamycin A 30 binden die meisten Minor Groove Binder an
AT-reiche Sequenzen der B-DNA ® 2 % Eine Begriindung hierfur liefern die
sequenzabhangigen Eigenschaften der DNA selbst  *?: die aufgrund des gréBeren
.propeller twist® der DNA-Basen rédumlich engere Minor Groove in AT-reichen
Regionen gewahrleistet - bedingt durch engere van der Waals-Kontakie - eine

n 66 81 7ysatzlich konnen die Molekiile durch die

starkere Fixierung des Ligande
Abwesenheit der exocyclischen Aminogruppe an Guanin-C2, die in GC-reichen Re-
gionen haufig zu sterischen Hinderungen fuhrt und auf diese Weise die Ausbildung
molekularer Interaktionen beeintrachtigt, tiefer in die Minor Groove eindringen und

) 111269 Femer

daher in engeren Kontakt mit den DNA-Basen treten (s. Abb. 1.18
weisen die AT-reichen Areale im Vergleich zu GC-reichen Abschnitten der kleinen
Rinne ein negativeres elektrostatisches Potential mit Ladungsschwerpunkt an
Adenin-N3 auf ©& 12 6 \as die elektrostatischen Wechselwirkungen mit den
zumeist kationischen (s. Abb. 1.17, S. 22) bzw. den an der konkaven Molekilseite

elektronenarmen Rinnenbindern begunstigt.

Major Groove

H
N/ H\ 0 CH3
o TN
8= \& /4 / \e 8(/ 5 8 N 6
6 _-N / A\ _-H—Y
[T N L G R e
79 4 1 1N 4 N
g N=< AN 4 N—*/ §
3 N—H - .
Guanin / Cytosin Adenin Thymin
H

Minor Groove

Abb. 1.18: Darstellung der DNA-Basenpaare nach Watson-Crick sowie Zahlweise der Basen
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Abb. 1.19: Bindung von Netropsin 29 in der kleinen Rinne der B-DNA; die Bindungssequenz
umfasst vier AT-Basenpaare
links: aus der Protein-Datenbank (PDB) importierte Rontgenkristallstruktur von
Netropsin 29 (rot), gebunden an ein Oligonucleotid (blau-griin) mit der
Sequenz d(GGCCAATTGG) ™
rechts: Schematische Darstellung der van der Waals-Interaktionen (Doppelpfeil) und
Wasserstoffbrickenbindungen (gestrichelte Linie) zwischen Netropsin 29 und

den Basenpaaren der Minor Groove

Wie anhand der zahlreichen Réntgenkristallstrukturen 4 ¢ 7 ynd NMR-spektros-
kopischen Untersuchungen " 7@ gezeigt werden konnte, bindet die dieser Arbeit
zugrunde liegende Leitstruktur Netropsin 29 mit einer deutlichen Préferenz fur
d(AATT)-Sequenzen in der kleinen Rinne der B-DNA. Aufgrund der zur Curvature
der Minor Groove komplementéren sichelférmigen Konformation passt sich Netropsin

8 281 7ysatzlich wird

29 exakt den strukturellen Gegebenheiten des Rezeptors an
infolge des induced-fit-Effektes der natirliche ,Twist* zwischen den beiden Pyrrol-
ringen durch Drehung um die zentrale NH-Pyrrol-Bindung verstarkt ¥, Hierdurch
nimmt der Ligand eine isohelicale Konformation an, sodass sich das gesamte Mole-
kil nahezu parallel zu den Seitenwé&nden der relativ unebenen kleinen Rinne

[L1. 64,70 Es resultiert eine optimale Ausbildung nicht-kovalenter Bindungs-

anordnet
krafte (s. Abb. 1.19): die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den amidischen
NH-Gruppen des Netropsins 29 und Adenin-N3 bzw. Thymin-O2 dienen in erster
Linie zur Positionierung des Molekils in der Minor Groove, wohingegen die

Sequenzspezifitdt der Bindung vorwiegend auf die engen van der Waals-Kontakte
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zwischen den CH,- sowie Pyrrol-CH-Gruppen des Netropsins 29 und den Adenin-C2-
Atomen zuriickzufiihren ist ®. Dartiber hinaus tragen elektrostatische sowie hydro-
phobe Interaktionen zur Stabilitat des Komplexes bei ™ 2 % Auch die beiden katio-
nischen Enden des Netropsins 29 sind an der Ausbildung nicht-kovalenter Wechsel-
wirkungen (H-Bricken) beteiligt: beide interagieren mit den negativ polarisierten N3-
Atomen der &uBeren Adenin-Basen der Bindungssequenz 4 ™,

Neben Netropsin 29 und Distamycin A 30 werden h&ufig auch die antiprotozoisch
aktiven biskationischen Diaryldiamidine Berenil 31 und DAPI 32 sowie das Bis-
(Benzimidazol)-Derivat Hoechst 33258 33 (s. Abb. 1.17, S. 22) als Leitstrukturen fir
das Design neuer Minor Groove Binder herangezogen ™ ** & Fyramidine 34 (s.
Abb. 1.20), ein synthetisch abgewandeltes aromatischen Diamidin, befindet sich
zurzeit in Form eines oral applizierbaren Prodrugs zur Behandlung von Malaria und
der fur AIDS-Patienten oftmals lebensbedrohlichen Pneumocystis carinii Infektion in

klinischer Prifung [63, 73, 74, 75]

Furamidine
34

Abb. 1.20: Furamidine 34 bindet wie alle bisher untersuchten biologisch aktiven Diarylamidine

bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der B-DNA 3.

Durch den hohen Anteil AT-reicher Sequenzen im Genom zahlreicher Krankheits-
erreger (z. B. Plasmodium falciparum, Pneumocystis carinii) kann die antiproto-
zoische und antibakterielle Wirksamkeit dieser Verbindungen erklart werden [,

Der genaue Wirkungsmechanismus der Minor Groove Binder ist jedoch nicht voll-
standig geklart . Einige Studien deuten darauf hin, dass Netropsin- und Distamy-
cin-analoge Verbindungen durch aktiven Transport in die Zelle aufgenommen wer-
den > " und nach Anlagerung an die kleine Rinne der DNA durch Hemmung der
Aktivitat verschiedener Regulationsproteine (z. B. Topoisomerase | und I, Helicasen,
Transkriptionsfaktoren) zu einer Beeinflussung der Genexpression und Replikation
filhren [** 7 7 |Inzwischen ist auch eine Reihe genregulierender Proteine bekannt,

deren Erkennungssequenz innerhalb der kleinen Rinne lokalisiert ist (z. B. der RNA-
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Polymerase Il Transkriptionsfaktor TFIID) ¥ * "¢ Ein Augenmerk der aktuellen For-
schung ist daher auf die Entwicklung sequenzspezifischer Minor Groove Binder
gerichtet, die als sogenannte Peptidomimetika (adhnlich DNA-bindender Regulations-
proteine) in der Lage sind, bestimmte Sequenzen zu erkennen und auf diese Weise

n B 78 Hierbei

gezielt in die gestdrte Genexpression der Tumorzellen eingreife
eroffnet vor allem die Blockade von Promotorregionen der in Krebszellen h&ufig
Uberexprimierten Transkriptionsfaktoren im Bereich der kleinen Rinne neue Perspek-
tiven *7. Im Folgenden sollen einige Ansétze hierzu aus der Literatur kurz erlautert

werden.

1.4.1 Lexitropsine/Polyamide (Hairpins)

Die Kristallstruktur des Netropsin-DNA-Komplexes sowie die daraus gewonnenen
Erkenntnisse waren die Basis fur das Design und die Synthese der sogenannten
.Lexitropsine”“ (lat. legere = lesen), Netropsin/Distamycin analoger Verbindungen, die
zwischen allen vier Basenpaaren unterscheiden und somit bestimmte Sequenzen

n 1% 78 Dickerson und Lown postulierten unabhanging voneinander,

.lesen” kdbnne
dass die sterische Hinderung durch die Guanin-NH,-Gruppe in der kleinen Rinne
durch bioisosteren Ausstausch eines Pyrrolrings gegen einen Heterocyclus mit zu-
satzlichem H-Briicken-Akzeptor (z. B. Imidazol, Thiazol) infolge der Ausbildung einer

energetisch giinstigen H-Briicke verhindert werden kénne B¢ 7889 (s Abb. 1.21).

£Hs
| Py/ \ 'm/>’§

\ \
\ N N\H
\ G NH ( \ G NH
X
\ \
\ O
Abb. 1.21: Der bioisostere Austausch von Pyrrol (Py) gegen z. B. Imidazol (Im) erméglicht die

Ausbildung einer zusétzlichen H-Bricke zu Guanin-NH, (rechts) und verhindert eine

sterische AbstoRung (van der Waals-Repulsion (links)).
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Tatsachlich gelang es Lown und Mitarbeitern, durch Synthese monokationischer
Imidazol-, Thiazol- und Furan-haltiger Lexitropsine (s. Abb. 1.22) die Selektivitat der
Oligopyrrolcarboxamide in Richtung GC-reicher DNA zu verschieben, wobei dieser
Effekt bei den Imidazol-substituierten Derivaten am stéarksten ausgepragt war % 3%
78801 ' NMR-spektroskopische Untersuchungen bestatigten, dass z. B. Verbindung 36
bevorzugt an eine AAGTT-Sequenz bindet, wahrend Distamycin A 30 (s. Abb. 1.17,

S. 22) eine deutliche Praferenz fir AAATT-Basenabfolgen aufweist (s. Abb. 1.22) [¢®
79]

35 36

Abb. 1.22: Ausgewdhlte Beispiele monokationischer Lexitropsine. Verbindung 36 unterscheidet
sich von Distamycin A 30 lediglich durch Austausch des zentralen Pyrrolrings gegen

einen Imidazolring und bindet daher bevorzugt an AAGTT.

Ein weiterer Durchbruch, der die Entwicklung der Lexitropsine vorantrieb, war
Pelton’s und Wemmer's Entdeckung, dass sich zwei Molekiile Distamycin A 30 in
antiparalleler Orientierung Seite an Seite in der kleinen Rinne anlagern kénnen [/ 8-
8l (s. Abb. 1.23, S. 28). Wahrend bei einem 1:1 Bindungsmodus bisher lediglich eine
Differenzierung zwischen AT- und GC-Basenpaaren mdglich war, kdnnte bei einer
Komplexbildung im Verhdltnis 2:1 durch das gleichzeitige Ablesen der Sequenz
beider DNA-Stréange eine Unterscheidung zwischen allen vier Basenpaaren (AT, TA,
GC und CG) erreicht werden 8. Dieser Hintergrund war Anlass zur Darstellung

zahlreicher homo- und heterodimerer Lexitropsine (Polyamide) (s. Abb. 1.24, S. 28)
[36, 78, 84, 85]
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Abb. 1.23: A: Ermittelte NMR-Struktur des 2:1 Distamycin-DNA-Komplexes el (van der Waals-

Modell des Oligonucleotids; Distamycins 30 als Kalottenmodell);

B: Schematische Darstellung der im 2:1 Komplex ermittelten Interaktionspositionen

Lexltrapsin Lexltropsin

s

9— Lexltrapsin B— Lex/tropsin

.E)_

Lexltropsin

‘-’-"'"/

Lexltrepsin

—

Abb. 1.24: Modelle dimerer Lexitropsine (Polyamide): Hairpin-Modell (1), Cross-linked-Modell (11),

Extended-Modell (111) &

An dieser Stelle sind insbesondere die von Dervan synthetisierten Hairpin-(Haar-

nadel) Molekiile zu erwéhnen [¢ 78 80. 8693

1 bei denen zwei Oligoamidketten Uber

einen flexiblen Linker antiparallel miteinander verkntpft sind (s. Abb. 1.24 (I) und
Abb. 1.25, S. 29). Die hochste Bindungsaffinitat und -spezifitat dieser Polyamide, die

durchaus mit der von Transkriptionsfaktoren und DNA-bindenden Regulationspro-

teinen vergleichbar ist, wurde unter Verwendung eines g-Aminobutterséurelinkers

erreicht [8 90 911,
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CH-Areo
RTRPR. .2

37
4

,Nv,;
5 gy
H-JN:‘F
Abb. 1.25: Beispiel eines Hairpin-Bindemodells; Kreise mit zwei Punkten reprasentieren die freien

Elektronenpaare der Purin-N3-Atome und Pyrimidin-O2-Atome; Kreise mit H reprasen-

tieren die exocyclische Guanin-NH,-Gruppe

Nachdem Mitte der 90er Jahre entdeckt wurde, dass mithilfe von 3-Hydroxypyrrol
eine Differenzierung zwischen AT und TA Basenpaaren moglich ist [54] (s. Abb. 1.26),

war der Erkennungscode zur Unterscheidung aller vier Basenpaare komplett ©°.

CH3 ICH3
\HF’/ \HP/}
N
L \ 7
Hw H H
A
— N NH
-
\ \O
CHg
A B

Abb. 1.26: A: Hydroxypyrrol (Hp) bindet aufgrund der mdglichen Ausbildung einer zusatzlichen
H-Briicke bevorzugt an Thymin (Adenin-N3 hingegen besitzt nur ein freies Elektronen-
paar); die Bindung an Cytosin wird durch die NH,-Gruppe des mit ihm gepaarten
Guanins sterisch gehindert %4,

B: Space-filling Modell des Hp/Py-Paars mit einem TA-Basenpaar B8 die OH-Gruppe
passt exakt in die von Adenin-C2 geformte Liicke & 8- %4,
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Somit kann durch die gezielte Kombination der bioisosteren Hetarene Imidazol,
Pyrrol und Hydroxypyrrol praktisch jede gewiinschte Sequenz erkannt werden "8 &
86.90.93] (5 Abb. 1.27).

Py/Im targets C+ G

Py/Hp targets AT

Hp/Py targets T+ A

T T 0 1

Im/Py targets G=C

-T G T A C A-3

+
¥-ACATG T-5

Abb. 1.27: Molekularer Erkennungscode zur Unterscheidung der vier Basenpaare in der Minor

Groove 9.

In der Tat konnte fur einige der synthetisierten Pyrrol-Imidazol-Hairpin-Polyamide
eine sehr gute in vitro-Hemmung verschiedener Transkriptionsfaktoren (z. B. TFIIA,
TBP (TATA Box Binding Protein), LEF-1) beobachtet werden [ 83 88 991 gq plockiert
z. B. das in Abbildung 1.25, S. 29 dargestellte Hairpinmolekul die Transkription der
5S RNA Gene durch die RNA-Polymerase lll, indem es sich sequenzspezifisch
innerhalb der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors TFIIIA anlagert & %9,

Es sollte jedoch nicht aul3er Acht gelassen werden, dass diese Peptidomimetika
aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes und der grof3en Anzahl an H-Bricken-
Donatoren die ,Rule of Five* in mindestens zwei Punkten verletzen & % %I
Angesichts der hieraus resultierenden geringen Zellpenetration ist es bislang nicht
gelungen, die vielversprechenden in vitro-Ergebnisse auch auf in vivo-Verhéaltnisse

831 Nichts desto trotz sind diese akademisch sehr wertvollen,

zu Uubertragen
supramolekularen Verbindungen nach wie vor als wichtige Werkzeuge fur die

Molekularbiologie anzusehen &% 87 93971,
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In der heutigen Forschung ist demzufolge ein deutlicher Trend zur Entwicklung
niedermolekularer, zellpenetrationsfahiger Lexitropsine zu beobachten [7: 95 9. 98, 99
Unter Verwendung verschiedener Finfringhetarene (Pyrrol, Imidazol, Oxazol, Thiazol
und Thiophen) wurden zahlreiche Distamycin A-analoge Verbindungen synthetisiert.
Durch regioselektive Einfihrung aliphatischer Substituenten (z. B. Isopropyl-, Iso-

pentyl- und Cycloalkyl-Reste) an den Heterocyclen sollte dartber hinaus eine Stei-

gerung der Lipophilie und DNA-Affinitat erreicht werden (s. Abb. 1.28) [6 7795 96]
H H
N >=N
I [ S 'y
o NS \
R © R R ©
Pyrrol Imidazol Oxazol
H
—N
=
S R = Methyl, Ethyl, i-Propyl, i-Pentyl-,
\ Cyclopropyl, Cyclopentyl
R o
Thiazol Thiophen
N-Terminus:

Acetyl, Cinnamoyl, Dimethylbutyl, Formyl, Methylphenyl,
3-Methoxybenzoyl, 4-Methoxyphenylacetyl

C-Terminus:
Dimethylaminopropyl, 3-N-Pyrrolidinylpropyl,
3-N-Morpholinopropyl, 3-(4-Methylpiperazinylpropyl)

Allgemeine Struktur:
N-Terminus - Ring 1 - Ring 2 - Ring 3 - C-Terminus

Abb. 1.28: Aufbau einer neuen Serie Distamycin A-analoger Lexitropsine 7l
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Einige dieser bioisosteren Lexitropsine - insbesondere diejenigen mit Thiazol als
Strukturelement - zeigten eine signifikante antimikrobielle Wirksamkeit gegen MRSA
(Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) und Candida albicans © 77,
NMR-Studien und Footprinting-Experimente belegten am Beispiel eines Isopropyl-
thiazol-haltigen Derivates (Thiazotropsin A) eine sequenzselektive Bindung in der
kleinen Rinne, wobei die molekulare Erkennung des Guanins durch die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen Guanin-NH; und Thiazol-N3 gewahrleistet wird (s.
Abb. 1.29) 1> 9],

A

Abb. 1.29: Durch NMR-Spektroskopie ermittelte Struktur des 2:1 Thiazotropsin A-DNA-Komple-

xes. Zwei Molekile binden Seite an Seite selektiv an eine 5°-ACTAGT-3 -Sequenz 95,

%l A: schematische Darstellung der Interaktionspositionen; B: Kalottenmodell

(berechnet)

Aufgrund der antiparallelen und zudem gestaffelten Anordnung zweier Molekule
umfasst die Bindungssequenz dieses kurzen Polyamids sechs Basenpaare (zum
Vergleich: Distamycin A 30 bindet bei vergleichbarer Molekilgro3e an eine Sequenz
von nur finf Basenpaaren) % %/,

Trotz intensiver Bemuhungen konnten bisher keine klinisch einsetzbaren Lexitrop-
sine gewonnen werden. Dennoch scheint die Entwicklung von niedermolekularen
Substanzen der neueren Generation sehr aussichtsreich zu sein. Da GC-reiche

Sequenzen haufig in zellproliferationsregulierenden Genen (darunter Onkogene) vor-
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kommen, steht hierbei insbesondere die Darstellung GC-selektiver Strukturvarianten

der Lexitropsine zur Blockade bestimmter Schliisselsequenzen im Vordergrund #®
100]

1.5 Hybridmolekile

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche chemische Strategien zur Steigerung
der Selektivitat und antitumoralen Aktivitit von DNA-Liganden entwickelt. Unter
anderem wurde durch die Synthese sogenannter Hybridmolekile versucht, die
struktur- und wirkungsspezifischen Eigenschaften DNA-interagierender Wirkstoffe zu
vereinen. In erster Linie handelt es sich dabei um Verbindungen, die aus einem
sequenzselektiven Minor Groove Binder bestehen, der kovalent mit einem
alkylierenden (z. B. N-Lost) oder interkalierenden Strukturelement (sog. Combilexine)

verknupft ist [® 104,

151 Alkylierende Lexitropsin-Konjugate (, DNA-targeted alky-

lators®)

Seit Einfuhrung der N-Lost-Derivate vor mehr als 50 Jahren haben die alkylierenden
Zytostatika einen festen Platz in der Chemotherapie von Krebserkrankungen einge-
nommen 1% 13 Um die Regioselektivitat dieser hochreaktiven Wirkstoffklasse (s.
Kap. 1.2, S. 5) zu verbessern, wurden sie mit sequenzspezifischen Distamycin A-
bzw. Netropsin-analogen Lexitropsinen verkniipft [’® 1°2 19 Dje meisten Derivate
dieser relativ neuen Substanzklasse zeigen in vitro sowie in praklinischen in vivo-
Studien eine gesteigerte Zytotoxizitat und DNA-Affinitat %, Tallimustin 37 (s. Abb.
1.30, S. 34), der wohl bekannteste Vertreter, dient auch heute noch als Leitstruktur

fiir das Design der sogenannten ,DNA-targeted alkylators* %3,
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Cl
Cl—\_
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H Cl Tallimustin
N o
/ = 37
o H
H
/ | N \ N\CH3
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HsC e} N\
CHs
Abb. 1.30: Beispiel eines Hybridmolekils aus Distamycin A und einem N-Lost-Benzoesaure-

Derivat. Das sequenz- und regiospezifische Alkylanz Tallimustin 37 fihrt zu einer
selektiven Monoalkylierung an N3 des 3'-Adenins der Sequenz 5'-TTTTGA-3" /%1%

Bei den neueren alkylierenden Minor Groove Bindern handelt es sich primar um

[105 [106, 107

Uramustin- %! Pyrrolobenzodiazepin- I'und a-Halogenacrylsaure-Lexitropsin-
Konjugate 193 198119 Detaillierte Informationen hierzu sind der angegebenen Litera-
tur zu entnehmen. Ziel ist in allen Fallen die selektive Induktion irreparabler DNA-

Schaden und Senkung der Toxizitat ["®).

1.5.2 Combilexine

Als Combilexine (lat. legere = lesen) bezeichnet man DNA-Liganden, die aufgrund
der kovalenten Verknupfung eines sequenzspezifischen Minor Groove Binders mit
einem interkalierenden Chromophor einen dualen Bindungsmodus an der DNA
aufweisen ). Basierend auf Combilexinen natirlicher Herkunft (z. B. Actinomycin D,
Anthracyclin-Antibiotika (s. Kap. 1.3.1, S. 11)) wurden zahlreiche Verbindungen

¢ [0, 36

dieser Substanzklasse synthetisier 1. Typische Beispiele synthetischer Combi-

lexine sind in Abbildung 1.31, S. 35 aufgefihrt.
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Abb. 1.31: Beispiele synthetischer Combilexine
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Wahrend der Interkalator den Ligand-DNA-Komplex stabilisiert, gewéhrleistet der
rinnenbindende Molekiilteil die Sequenzselektivitat der Konjugate ° **!. Zudem sind
die wirkungsspezifischen Eigenschaften der entsprechenden Interkalatoren (z. B.
Induktion von DNA-Strangbriichen durch Topoisomerase-Hemmung/Radikalbildung
(s. Kap. 1.3, S. 7 ff.)) auch in einigen Hybridmolekiilen wieder zu finden. So wurde in-
zwischen fir die meisten Combilexine eine Topoisomerase-Hemmung nachgewie-

sen, die mit deren antitumoraler Aktivitat korreliert ©

. Ein weiterer Vorteil, der fir
diese Substanzklasse spricht, ist deren relativ gute Fahigkeit zur Zellpenetration ¢,

Zu den am besten untersuchten Combilexinen zahlt NetAmsa 42 (s. Abb. 1.31, S.
35). Anhand kinetischer und struktureller Daten bestatigten Bailly et al. [ ® - bedingt
durch die Netropsin-Struktureinheit - eine sequenzselektive Bindung an AT-reiche
Regionen der DNA. Wie erwartet lagert sich hierbei die Netropsin-Einheit in der
kleinen Rinne an, das Acridin-Chromophor interkaliert und die Methansulfoanilin-

Gruppe ragt in die groe Rinne hinein © 7.

AbschlieRend sei an dieser Stelle erwahnt, dass mit Gemtuzumab-Ozogamicin
(Mylotarg®) mittlerweile bereits der erste Minor Groove Binder Einzug in die
Krebstherapie gehalten hat. Es handelt sich hierbei um ein Hybridmolekil aus
Calicheamicin 43 - einem sehr potenten, antitumoralen kleinen Rinnenbinder aus der
Familie der Endiin-Antibiotika - und einem humanisierten monoklonalen Antikorper.
Der Antikorper richtet sich gegen das CD33-Antigen, ein Adhasions-Glykoprotein,
das von leukamischen Blasten auf der Zelloberflache prasentiert wird ™. Mylotarga
wurde daher von der FDA zur Behandlung von Rezidiven akuter myeloischer
Leukamie (AML) zugelassen ™% 12 (s, Abb. 1.32, S. 37).
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Abb. 1.32: A: Calicheamicin 43 wird durch bioreduktive Aktivierung und anschlieRende Bergman-

Cyclisierung in ein Diradikal tUberfihrt. Dieses abstrahiert je ein H-Atom von der
Zuckerphosphat-Kette beider DNA-Strange und fiihrt somit zu Doppelstrangbriichen,
die ihrerseits Apoptose induzieren **?. Die Spaltung erfolgt selektiv an TCCT-, ACCT-,
CTCT-, TCCC- und TTTT-Sequenzen ™3,

B: Der monoklonale Antikérper-Komplex Gemtuzumab-Ozogamicin bindet an das
CD33-Antigen auf der Oberflache von AML-Blasten und wird anschlieRend in die Zelle
aufgenommen. Bei niedrigem pH-Wert erfolgt in den AML-Blasten die Freisetzung des

Zellgiftes Calicheamicin 43 aus dem Komplex ™2,
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1.6 Peptide Nucleic Acids (PNAS)

Bei den erstmals von Nielsen " heschriebenen Peptide Nucleic Acids (PNAs)
handelt es sich um sequenzselektive DNA-Mimetika, in denen das Zucker-Phosphat-
Ruckgrat durch eine N-(2-Aminoethyl)glycin-Polyamidkette substituiert wurde (s.
Abb. 1.33).

\o/\

DNA

B B B
0 O\H 0 O\H 0 O\H 0 °S 0
IUNSINE NSNS

PNA

Abb. 1.33: Strukturvergleich zwischen DNA und PNA, B = Nucleobase

Diese gegeniber Proteasen, Peptidasen und Nucleasen véllig resistenten, saure-
stabilen Molekdle hybridisieren unter Ausbildung von Watson-Crick-Basenpaarungen
mit komplementaren DNA- und RNA-Abschnitten & 8 19 (s Abb. 1.34, S. 39).
PNAs, die lediglich Pyrimidin-Basen enthalten, sogenannte PNA-Homopyrimide,
bilden mit ds(double strand)DNA durch zusétzliche Hoogsteen-Basenpaarung jedoch
tripelhelicale Strukturen aus. In den meisten Fallen kommt es hierbei unter
.Stranginvasion® des DNA-Homopyrimidinstranges zur Ausbildung einer extrem
stabilen PNA-DNA-PNA-Triplex-Struktur ((PNA)2/DNA-Komplex) M4 (s. Abb. 1.35, S.
39).
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Abb. 1.34: PNA-Molekile, die alle 4 Basenpaare enthalten, bilden mit komplementdaren DNA-

Molekilen eine Watson-Crick-Doppelhelix aus. (A = Adenin, T = Thymin, C = Cytosin,
G = Guanin)
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Abb. 1.35: Schematische Darstellung der Watson-Crick-Hoogsteen-Triplex-Strukturen. Diese

bilden sich nur mit PNA-Homopyrimidinen aus, weil lediglich die Purin-Basen der DNA

zur Hoogsteen-Basenpaarung in der Lage sind.

Trotz der hohen (bio)chemischen Stabilitdét sowie der im Vergleich zu naturlichen
Oligonucleotiden gesteigerten DNA-Affinitat und -Selektivitat ist die Anwendung der
PNAs aufgrund ihrer schlechten Wasserloslichkeit und der Tendenz zur Selbst-

aggregation stark eingeschréankt (119 Die in der Folge entwickelten DNA-PNA-Chiméa-
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re, die sowohl aus anionischen DNA- als auch neutralen PNA-Strukturelementen

aufgebaut sind (s. Abb. 1.36), weisen diese Nachteile hingegen nicht auf.

B B
g o] o 0\ H
I W |H N~ \
H o'\ o\ [N \ O
H\/\ 1 ©0 ©0 o o?
| o n o” B T
0 o” 2 B
B~ M

PNA-DNA-PNA-Chimar

Abb. 1.36: Beispiel eines DNA-PNA-Chiméaren (B = DNA-Base); aufgrund der teilweise anioni-
schen Struktur sind DNA-PNA-Chiméare besser wasserloslich und neigen im Gegen-

satz zu den neutralen PNAs nicht zur Selbstaggregation ™*%.

Neben den verbesserten physikalischen Eigenschaften sowie der mit PNAs
vergleichbar hohen DNA-Affinitdt und enzymatischen Stabilitat in Serum und
zellularen Extrakten besitzen DNA-PNA-Chimére durch den Anteil an DNA-Struktur-

elementen daruber hinaus in Analogie zu Antisense-DNA die Fahigkeit zur RNase H-

Aktivierung (119 120,

Gestutzt auf zahlreichen Studien scheint die Verwendung von PNAs und DNA-PNA-

Chimaren als Antisense- oder Antigen-Oligomere in der Gentherapie sehr vielver-

[6. 118, 1201 pesweiteren hemmen insbesondere DNA-PNA-Chi-

mare die Transkription durch gezieltes ,Abfangen* von Transkriptionsfaktoren [ 2%,

sprechend zu sein

Ebenso wichtig ist die Bedeutung dieser Antisense-Oligonucleotid-Analoga als
molekularbiologische Werkzeuge zur Identifizierung neuer therapeutischer Angriffs-
punkte (z. B. Screening von Genmutationen), insbesondere im Hinblick auf die aus
der funktionellen Humangenomforschung zu erwartenden Ergebnisse der nachsten
Jahre [118, 121].

Da sich die erfolgsversprechenden Ergebnisse aufgrund der schlechten Zellpene-
tration (vor allem der PNAs) ausschlie3lich auf zellfreie Systeme beschranken, wird
derzeit versucht, die Zellaufnahme dieser DNA-Mimetika durch Komplexierung mit

Liposomen und Microspharen zu verbessern [ 12,
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1.7 Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der in den Kapiteln 1.4 und 1.5, S. 21 ff. erlauterten
Entwicklung sequenzspezifischer DNA-Liganden wurden in den vergangenen Jahren
im Arbeitskreis Pindur zahlreiche Bemihungen unternommen, von den beiden
Naturstoffen Netropsin und Distamycin A abgeleitete Hybridmolekule der Oligopyrrol-
carboxamid-Reihe als potentielle Zytostatika zu entwickeln. Hier sind insbesondere
die im Rahmen der Dissertationen Hotzel ™? und Keuser ™% synthetisierten
Pyrrolcarboxamid-Derivate mit N-terminaler Nucleobasen- bzw. interkalierender

Aromaten-Funktion zu erwahnen (s. Abb. 1.37).

Nucleobasen

(- ; H HsC
Interkalatoren 0N X
/

N—
H CHs
N-terminales 0 i\ N\/\/

Ende Linker \| C-terminales Ende
n=1-3 |
CHj
— <m
Pyrrol-Kette
m=1,2
Abb. 1.37: Grundstruktur der von Hotzel ™ und Keuser **! synthetisierten Hybridmolekiile mit

4-Amino-2-carbonyl-1-methylmono- bzw. bispyrrolcarboxamid-Grundgerist und N-ter-

minaler Nucleobasen- bzw. interkalierender Aromaten-Funktion

[122-124

Aufbauend auf den dieser Arbeit zugrunde liegenden Studien von Hotzel I'und

Keuser ?>*27 sollten im Einzelnen folgende Ziele verfolgt werden:

1) Im ersten Teil dieser Arbeit sollten durch Variation der Linkerlange weitere von
Netropsin/Distamycin A abgeleitete Hybridmolekile der Oligopyrrolcarboxamid-
Reihe mit N-terminaler Nucleobasen-Funktion dargestellt werden (s. Abb. 2.1, S.
46), da nach Keuser ?* % gine Korrelation zwischen der DNA-Bindungsaffinitat
und der verwendeten Linkerlange in Betracht zu ziehen war. Da angenommen
wurde, dass es neben der durch die Oligopyrrolcarboxamid-Partialstruktur be-
dingten Bindung in der kleinen Rinne zusatzlich zur Ausbildung von Hoogsteen-

Basenpaarungen in der grof3en Rinne kommt, war hierbei vor allem interessant
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zu erfahren, ob langere Linker aufgrund ihrer konformativen Flexibilitat die dazu

notwendige, optimale Passform an der DNA begtinstigen.

Des Weiteren sollten von Netropsin abgeleitete, bioisostere Oligopyrrolcarbox-

amide dargestellt werden, die am N-terminalen Ende Uber Linker variabler

Kettenlange mit einem Interkalator verknupft sind (s. Abb. 1.38, S. 43).

In Anlehnung an die Studien von Lown 838 128129 nq peryan 493 solite
durch den Austausch eines Pyrrolringes gegen einen bioisosteren Funfring-
heterocyclus mit zusatzlichem H-Bricken-Akzeptor (Imidazol, Thiazol) sowie
die Darstellung von Combilexinen mit Bisimidazol-Grundgerist eine Ver-
schiebung der Sequenzselektivitat in Richtung GC-reicher DNA erreicht wer-
den.

Daruber hinaus sollte die Substitution durch schwefelhaltige Heteroaromaten
(Thiophen, Thiazol) zu einer Steigerung der Lipophilie und einer damit einher-
gehenden verbesserten Zellpenetration fuhren.

Basierend auf Hotzels Arbeiten 2%

erschien eine Beibehaltung der N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette am C-terminalen Ende aufgrund der
elektronischen wie auch sterischen Ahnlichkeit zur Amidinstruktur des Netrop-
sins als sinnvoll. Desweiteren sollte Uberpruft werden, ob die DNA-Affinitat der
geplanten Verbindungen durch Verwendung der um ein C-Atom kirzeren N,N-
Dimethyl-1,2-diaminoethan-Seitenkette gesteigert werden konnte.

Als chromophore Strukturelemente am N-Terminus sollten tricyclische Inter-
kalator-Grundgeriiste (Acridon, (5-Nitro-)Naphthalimid, Anthrachinon) 2 127
sowie ein im Arbeitskreis Pindur synthetisiertes 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol
eingesetzt werden. Die chromophoren Verbindungen sollten tber aliphatische
Linker variabler Kettenlange mit den entsprechenden rinnenbindenden Bau-
steinen zu neuen Combilexinen aufgebaut werden. Hierbei sollte in Abhangig-
keit des verwendeten Chromophors die jeweils zur optimalen Anpassung der
entsprechenden Testverbindung an die DNA erforderliche Linkerlange ermittelt
werden.

Die Anzahl der Finfringhetarene in der Carboxamidkette wurde auf maximal

« [130] da.S

zwei begrenzt, da unter Bericksichtigung von Lipinskis ,Rule of Five
Molekulargewicht sowie die Anzahl an H-Bricken-Donatoren mdglichst gering

gehalten werden sollte.
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Abb. 1.38: Struktur der geplanten Combilexine

3) Im Hinblick auf ein mdglichst rationales Wirkstoffdesign sollte bereits synthese-
begleitend anhand der im Arbeitskreis Pindur etablierten T,-Wert-Bestimmung (s.
Kap. 4.1.1, S. 128) die Starke der DNA-Affinitat der dargestellten Hybridmolekule

ermittelt werden. Die erhaltenen Ergebnisse sollten zur Planung weitergehender
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Synthesen und somit zur Strukturoptimierung bzw. Molekulprofilierung beitragen
sowie erste Erkenntnisse zur Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
liefern.

Anschliel3end sollten die synthetisierten Testverbindungen - nach den jeweiligen
Stoffklassen geordnet - zellbiologisch auf ihre Antitumoraktivitat untersucht
werden [National Cancer Institute (NCI), Bethesda, MD, USA,; Deutsches Krebs-
forschungszentrum (DKFZ), Heidelberg; Institut de Recherches sur le Cancer,
INSERM, Lille, Frankreich]. Da auch bei den bioisosteren Oligopyrrolcarboxamid-
Derivaten die DNA als relevantes Target der Cytotoxizitat angesehen wird, sollten
parallel hierzu spezielle biophysikalische sowie biochemische DNA-Binde- und
Topoisomerase-Hemmungs-Studien (Institut de Recherches sur le Cancer,
INSERM, Lille, Frankreich) durchgefuhrt werden.

Zur Erklarung der experimentellen Befunde mit Bezug zur Molekulstruktur sollten
auf der Basis semiempirischer AM1-Berechnungen vororientierende Molecular
Modelling-Studien an den Testverbindungen durchgefuhrt werden. Die ermittelten
Datensatze hinsichtlich Molekdl- als auch Elektronenstruktur (z. B. LUMO) sollten
anschlieBend mit den biophysikalischen/zellbiologischen Daten verglichen
werden.

Daruiber hinaus wurde die Zichtung geeigneter Einkristalle ausgewahlter Test-
verbindungen zur Durchfiihrung von Rontgenkristallstrukturanalysen angestrebt.
Die erhaltenen Kristallstrukturen sollten weitere Informationen zu Struktur-
Wirkungsbeziehungen (u. a. zur Starke der DNA-Bindung) liefern und zur Vali-
dierung der guantenmechanischen Rechenmethode genutzt werden.

Um weitere Informationen Uber die Interaktionsbereiche der synthetisierten Com-
bilexine mit der DNA zu erhalten, bestand ein wesentlicher und vor allem neuer
Aspekt dieser Arbeit in der Durchfilhrung eines 'H-NMR-Titrationsexperimentes
eines Oligonucleotids mit einer ausgewahlten Verbindung.

AbschlieRend sollten die im Rahmen der geplanten Dissertation Buckert *3
erstmals durchgefuhrten Docking-Experimente mit den neuen Testverbindungen
zur Visualisierung eines rationalen DNA-Bindungs-Modells auf molekularer Ebene

herangezogen werden.



45

2. Auswahlkriterien fur die Substituenten bei

der Syntheseplanung der Hybridmolektle

Im folgenden Abschnitt sollen die Eigenschaften der Strukturelemente der synthe-
tisch geplanten Verbindungen (s. Abb. 1.38, S. 43, und Abb. 2.1, S. 46) sowie die
Hintergriinde fur deren Auswahl bei der Syntheseplanung diskutiert werden.

Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass die synthesebegleitend
zur Ermittlung der Starke der DNA-Bindung durchgefiihrten Ty-Wert-Bestimmungen
(s. Kap. 4.1.1, S. 128) der dargestellten Hybridmolekile ebenfalls zu einer mdglichst
rationalen Strukturoptimierung bei der weiterfihrenden Syntheseplanung beitragen

sollten.

2.1 Nucleobasen-N-terminal gekoppelte Oligopyrrol-

carboxamide

In Anlehnung an Nielsens PNA-Ansatz ™47 (s. Kap. 1.6, S. 38) synthetisierte

Keuser [6 125 126]

terminaler Nucleobasen-Funktion (s. Abb. 1.37, S. 41). Aufgrund der AT-Selektivitat

von Netropsin abgeleitete Mono- und Bispyrrolcarboxamide mit N-

von Oligopyrrolcarboxamiden wurden hierbei die zueinander komplementaren DNA-
Basen Adenin und Thymin sowie die zu Adenin komplementare RNA-Base Uracil
eingesetzt ! da die Vermutung nahe lag, dass es bei dieser Art von Hybrid-
molekilen neben dem Minor Groove Binding zuséatzlich zur Ausbildung von
Hoogsten-Basenpaarungen in der grof3en Rinne kommen konnte (s. Abb. 1.35, S.
39). Hierdurch sollte die Sequenzselektivitat der Bindung weiter erhdht und die durch
den Oligopyrrolcarboxamidteil verursachte Storung des physiologischen DNA-
Metabolismus und somit die Zytotoxizitat gesteigert werden.

Lediglich fur die Bispyrrol-Derivate mit Cz- und Cs-Linker am N-terminalen Ende

konnte Keuser (%

mittels T-Wert-Bestimmungen eine schwache DNA-Bindung,
vorzugsweise an polydAdT-DNA, nachweisen. Darlber hinaus waren samtliche
Testsubstanzen sowohl im Topoisomerase-lI-Hemmungs-Assay als auch im Primary-

Zytotoxizitatsscreening des NCI inaktiv. Eine Begrindung fur die uberraschend
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schwachen Interaktionen dieser Verbindungsklasse konnte die bisher moglicher-
weise ungeniigende Linkerlange zur Ausbildung eines dualen Bindungsmodus in der

n 126

kleinen und grofRen Rinne sei 1. Um Aufschluss tiber eine mégliche Korrelation

zwischen der DNA-Bindungsstarke und der eingesetzten Linkerlange zu gewinnen,

r 1251261 ntersuchten

sollte im Rahmen dieser Arbeit das Kollektiv der von Keuse
Substanzen unter Beibehaltung des von ihm verwendeten Pyrrolcarboxamid-
Grundgerustes durch weitere Variation der Linkerlange erganzt werden (s. Abb. 2.1).
Hierbei sollte vor allem in Erfahrung gebracht werden, ob langere aliphatische Linker
(n = 5, s. Abb. 2.1) aufgrund ihrer konformativen Flexibilitat eine optimale An-
passungsgeometrie zur Ausbildung von Hoogsten-Basenpaarungen in der grof3en
Rinne der DNA begtinstigen.

r 1251281 heziiglich der Testergebnisse zwischen den Adenin-, Uracil- und

Da Keuse
Thymin-Derivaten keine signifikanten Unterschiede feststellte, sollte der systema-
tische Aufbau der neuen Verbindungsserie zundchst am Beispiel nur einer DNA-
Base erfolgen. Die Wabhl fiel auf die DNA-Base Thymin, da die Hybridmolektle mit N-

terminaler Adeninalkanoyl-Funktion nur sehr schwer zuganglich waren %%,

Thymin ¥ 7] H.C
%-N 3 \
/

N-terminales o

N
H —CH3
Ende / \ N\/\/

Linker \| C-terminales Ende
n=1,5 | o)
CHj
= -m
Pyrrol-Kette
m=1,2
Abb. 2.1: Grundstruktur der geplanten Oligopyrrolcarboxamide mit N-terminaler Nucleobasen-

Funktion
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2.2 Auswahlkriterien fur die Strukturelemente der

Combilexine

Wie zuvor schon erwahnt (s. Kap. 1.7, S. 42 ff.), sollten aufbauend auf den vor-

| [122-124 p [125, 127]

orientierenden Struktur-Wirkungsbeziehungen von Hotze I und Keuse
im zweiten Teil dieser Arbeit von Netropsin abgeleitete bioisostere Oligopyrrol-
carboxamide mit N-terminaler Interkalator-Funktion (sog. Combilexine) synthetisiert
werden (s. Abb. 1.38, S. 43). Die zum systematischen Aufbau dieser neuen Serie
von Combilexinen gewéhlten Strukturelemente sollen im Folgenden etwas genauer

erlautert werden.

2.2.1 C-terminale Seitenfunktion

Der Einfluss unterschiedlicher C-terminaler Seitenfunktionen im Hinblick auf die Anti-
tumoraktivitat und DNA-Bindung von Pyrrolcarboxamid-Derivaten wurde bereits von
Hotzel ™22 untersucht (s. Abb. 2.2).

RZ -

>__H getestete C-terminale Substituenten:
O/ 1
/ \ Rl R*= OCHj3
[ R® = HN(CH,),CN
N (\) R! = HN(CH,)3N(CHa),
CH3 Rl=0OH
— —n
n=1,2
Abb. 2.2: Ubersicht der von Hotzel synthetisierten C-terminalen Seitenfunktionen

Wahrend weder fur die Carbonsaure- noch die Propionitril-Derivate eine DNA-
Bindung nachgewiesen werden konnte, zeigten demgegenuber die Verbindungen mit
Dimethylaminopropyl-Seitenkette anhand von Ty-Wert-Bestimmungen eine signifi-
kante Bindung an der DNA.

Da mit den geplanten bioisosteren Combilexinen ebenfalls eine méglichst hohe DNA-
Affinitat erreicht werden sollte, wurde dieses Strukturelement als C-terminale

Funktionalitdt beibehalten. Auch zahlreiche aus der Literatur bekannte Lexitropsine
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bzw. Combilexine tragen eine C-terminale N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Funktion
[77, 78, 83, 95, 96, 101, 129, 132, 133]

Ferner besitzen einige der in der Literatur aufgefihrten Hybridmolekule der
Oligopyrrolcarboxamid-Reihe eine Dimethylaminoethyl-Seitenkette als C-terminale
Funktion 1%3; systematische Untersuchungen im Hinblick auf eventuelle Vorteile
gegenuber der um ein C-Atom langeren N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seiten-
gruppe wurden jedoch nicht gemacht. Daher sollte ebenfalls die analoge Ethyl-
Seitenkette verwendet sowie deren Einfluss auf die DNA-Affinitét untersucht werden.

Zudem weisen beide Funktionen sowohl sterische als auch elektronische Ahnlichkeit
mit der basischen Amidin-Gruppe der Leitstruktur Netropsin 29 auf; bei physiologi-
schem pH-Wert liegen sie wie diese protoniert vor (s. Abb. 2.3), was die Inter-
aktionen mit der elektronenreichen kleinen Rinne zusétzlich verstarkt ™. Dartiber
hinaus wird die DNA-Ligand-Komplexbildung initial durch die tUber weite Distanzen
reichende Anziehung zwischen kationischen Liganden und dem negativ geladenen
Riickgrat der DNA begiinstigt 32,

C-terminale Seitenfunktionen:

H
NH,
"{N\/\F/’@ Amidiniumstruktur des Netropsins
NH,
H ® _CH
‘s{ \/\,\< 3 N,N-Dimethyl-1,2-diaminoethan-Seitenkette
H
bns
CH,
H | _H , _ .
.,.{N\/\/g(CH N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette
3
Abb. 2.3: Struktur der geplanten C-terminalen Seitenkettenfunktionen im Vergleich zur Amidin-

struktur des Netropsins

Um strukturell so wenig wie moglich von der Leitsubstanz Netropsin abzuweichen,

sollten keine weiteren Variationen am C-Terminus vorgenommen werden.
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2.2.2 Fanfringhetarene

Die meisten der bisher bekannten Combilexine [® 101122125, 127 (g Aph 1.31, S. 35)
besitzen in Analogie zu Netropsin 29 bzw. Distamycin A 30 (s. Abb. 1.17, S. 22) ein
Oligopyrrolcarboxamid-Grundgerist und binden demzufolge - wie bereits erwahnt -
an AT-reiche Sequenzen der DNA. Daher bestand ein wesentlicher und zudem
neuer Aspekt dieser Arbeit im systematischen Aufbau bioisosterer Combilexine (s.
Abb. 1.38, S. 43). Anhand zellbiologischer und biochemischer/biophysikalischer
Testungen sollten die unterschiedlichen Einflisse der hierzu verwendeten Hetero-
cyclen (Thiophen, Imidazol, Thiazol) auf die Antitumoraktivitat sowie die DNA-

Bindung untersucht werden.

2221 Thiophen

I\

HsC

Mit dem Ziel, durch eine Steigerung der Lipophilie die Membranpermeation und
damit verbunden die biologische Aktivitdt von Minor Groove Bindern in positivem
Sinne zu beeinflussen, wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche Thiophen-
haltige Lexitropsine synthetisiert (s. Abb. 1.28, S. 31) I’ %8 Khalaf et al. " zeigten,
dass Distamycin A-analoge Verbindungen, in denen ein Pyrrolring durch das
wesentlich lipophilere Thiophen ausgetauscht wurde, gegen ein breiteres Spektrum
von Bakterien und Pilzen wirksam waren als die korrespondierenden Pyrrolcarbox-
amide. Auch bei den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexinen sollte die
Substitution eines N-Methylpyrrolringes durch 5-Methylthiophen zu lipophileren Ver-
bindungen fuhren, die sich aufgrund einer gesteigerten Zellpenetration in hdheren
Konzentrationen in der Zelle anreichern und dadurch bedingt eine verbesserte
antitumorale Aktivitat aufweisen.

Nach Dervan 94 3 war fiir die entsprechenden Thiophen-substituierten Derivate eine

AT-Selektivitat zu erwarten.
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2.2.2.2 Imidazol

/ N%
&,

Basierend auf den Arbeiten von Lown M 7® 8385 129 ynq pervan B89 (s, Kap. 1.4.1,
S. 26 ff.) sollte durch Einfuhrung eines N-Methylimidazolrings die GC-Selektivitéat der
geplanten Hybridmolekile gesteigert werden. Das Erreichen einer GC-Praferenz
ware von grof3er Bedeutung, da die zur Regulation der (Krebs-)Zellproliferation rele-
vanten Gene (wie z. B. Onkogene) zumeist GC-reiche Sequenzen aufweisen 16 207,

Die vor allem bei den Imidazol-haltigen Lexitropsinen zu beobachtende Ver-
schiebung der Sequenzselektivitat in Richtung GC-reicher DNA nimmt mit steigender

Anzahl der Imidazolringe zu ' ™®

. Daher sollte zuséatzlich die Darstellung von
Bisimidazol-Derivaten durch Substitution beider Pyrrolringe in dem von Netropsin

abgeleiteten Grundgerist erfolgen (s. Abb. 2.5, S. 52).

2.2.2.3 Thiazol
—N S
- -
Y VY a
CHs
Ha CHj;

Auch Thiazole - die als lipophile Analoga des Imidazols aufzufassen sind ’"! - wurden
in der Vergangenheit haufig als Strukturelemente zum Aufbau zellpenetrationsfahi-
ger, GC-selektiver Lexitropsine verwendet (s. Kap. 1.4.1, S. 31 u. 32) 11 77 95. 96, 128]
Anhand von Footprinting-Experimenten und Bindekonstanten wurde nachgewiesen,
dass (Methyl-)Thiazol-haltige Lexitropsine - wie beispielsweise 44 und 45 (s. Abb.
2.4, S. 51) - eine hohere GC-Spezifitdit und DNA-Affinitat aufweisen als Netropsin
bzw. Distamycin A, wenngleich deren AT-Selektivitat gegenuber den Leitstrukturen

nicht signifikant reduziert werden konnte [*%,
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Abb. 2.4: Beispiele Thiazol-haltiger Lexitropsine; bei Verbindung 44 ist der Schwefel des

Thiazols zur konkaven Molekiilseite und damit zur kleinen Rinne hin orientiert %

Demgegeniiber zeigten Suckling et al. ** % mittels detaillierter NMR-Studien am
Beispiel des Thiazotropsins A zum ersten Mal (s. Kap. 1.4.1 u. Abb. 1.29, S. 32),
dass durch Verwendung eines Isopropylthiazol-Bausteins nicht nur die Lipophilie
gesteigert, sondern auch ein hohes MalR an Sequenzselektivitat und DNA-Affinitat
erreicht werden kann. Neben einer H-Briicke zwischen Guanin-NH, und dem zur
konkaven Molekuilseite orientierten Thiazol-N3 scheint hierbei auch die raum-
erfullende Isopropylgruppe, die zusatzlich hydrophobe Kontakte mit dem Ruckgrat
der DNA erlaubt, eine Rolle zu spielen 7.

Aufgrund dieser vielversprechenden Daten sollte zur Steigerung der GC-Selektivitat
und DNA-Affinitat der Isopropylthiazolring als weiteres Strukturelement fur die
Synthesen verwendet werden.

Daruber hinaus war in Analogie zu Verbindung 44 (s. Abb. 2.4) geplant, Combilexine
mit Methylthiazol-Einheit darzustellen. Hierbei war interessant zu erfahren, ob der
relativ groRe und auch hydrophobe Schwefel unter Verwendung dieses Bausteins
tatséchlich zur konkaven Molekulseite orientiert ist und welchen Einfluss dies auf die

DNA-Bindeeigenschaften héatte.

Bei der Wahl aller Funfringhetarene wurde bericksichtigt, dass sie - in Analogie zum
ausgetauschten N-Methylpyrrol-Baustein - eine zur konvexen Molekilseite orientierte
Alkylgruppe (Methyl-, Isopropylgruppe) tragen. Es wurde vermutet, dass der aus dem
hydrophoben Transfer resultierende Entropiegewinn (s. Kap. 1.4, S. 21), der sich
thermodynamisch gunstig auf die freie Bindungsenthalpie auswirkt, durch die

hydrophoben Alkylgruppen (insbesondere die Isopropylgruppe) verstarkt wiirde " %

%I Vor allem fur Liganden mit lipophilen Gruppen liefern hydrophobe Wechsel-
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wirkungen den wichtigsten Beitrag zur Bindungsaffinitat ™3, Aus diesem Grund war
speziell fur die geplanten Thiophen- und Thiazol-Derivate eine gesteigerte DNA-

Affinitat zu erwarten.

[ [122] r [125]

Da sowohl Hotze als auch Keuse gezeigt haben, dass zum einen
mindestens zwei Pyrrolringe bzw. drei Carboxamid-Funktionen fur eine gute DNA-
Bindung Voraussetzung sind und zum anderen das Molekulargewicht der geplanten
Zielstrukturen zur Gewahrleistung einer guten Zellpenetration mdglichst gering
gehalten werden sollte (s. Kap. 1.7, S. 42), war die Synthese bioisosterer Combi-
lexine mit lediglich zwei Funfringhetarenen geplant (s. Abb. 2.5).

Trotz der Existenz zahlreicher Imidazol-, Thiophen- und Thiazol-haltiger Lexitropsine
und intensiver Literaturrecherchen konnten keine Angaben darliber gefunden
werden, ob die Positionierung der bioisosteren Hetarene einen Einfluss auf die DNA-
Affinitat bzw. Selektivitdt hat. Zur Aufstellung erster, vororientierender Struktur-
Wirkungsbeziehungen bioisosterer Combilexine wurde daher beschlossen, zuné&chst
systematisch Pyrrolring B (s. Abb. 2.5) in dem von Netropsin abgeleiteten Bispyrrol-

carboxamid-Grundgerist auszutauschen.

Interkalator ‘(—>)m’H H/(JN(CHs)z
d H h
/g \ AL n=2,3
m=1-5 \ \ A N (@]
o

CH3 \CH3
Ring B: Ring A:
Thiophen Pyrrol
Thiazol Pyrrol
Imidazol Pyrrol
Imidazol Imidazol
Abb. 2.5: Zum Aufbau der bioisosteren Combilexine sollte zunéchst Pyrrolring B des

Bispyrrolcarboxamid-Grundgeriistes gegen Thiophen, Thiazol und Imidazol ausge-
tauscht werden. Zusatzlich sollten Bisimidazolcarboxamid-Derivate durch Substitution

beider Pyrrolringe dargestellt werden.
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2.2.3 Interkalatoren

Als N-terminale Funktion sollten verschiedene Interkalatoren dienen (s. Abb. 1.38, S.
43), da die zytostatische Aktivitat sequenzselektiver Lexitropsine durch die
Verkniipfung mit einem interkalierenden Strukturelement erheblich gesteigert werden

n 4 Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass der Interkalator die

kan
kinetische Stabilitat des Combilexin-DNA-Komplexes erhéht (s. Kap. 1.5.2, S. 36) [,
Bedingt durch die folglich langere Verweilzeit des Liganden an der DNA kann eine
effektivere Hemmung genregulierender Enzyme (z. B. Topoisomerasen) erfolgen .
Um neben der Bindung der Lexitropsine in der kleinen Rinne eine moglichst gute
Interkalation zu erméglichen, sollten planare, p-elektronenarme Chromophore aus
mindestens drei anellierten Ringen als N-terminale Strukturelemente eingesetzt
werden (s. S. 9 f.) 1122 125,

Die Kriterien fur die Auswahl der im Rahmen dieser Dissertation eingesetzten,
tricyclischen Systeme (Anthrachinon, Naphthalimid und Acridon) wurden bereits in
den Kapiteln 1.3.1, S. 11, 1.3.3, S. 17 und 1.3.4, S. 18 anhand literaturbekannter
Beispiele antitumoraktiver Anthrachinon-, Naphthalimid- und Acridon-Derivate be-
sprochen.

Da die Einfuhrung einer Nitro-Gruppe an einem chromophoren System im
Allgemeinen zu einer Steigerung der antineoplastischen Aktivitat fihrt 2, sollte in
Analogie zu Mitonafide 21 (s. Abb. 1.15, S. 18) zusatzlich die Darstellung und
Testung von Verbindungen mit N-terminaler 5-Nitronaphthalimid-Funktion erfolgen.
Durch den elektronenziehenden Charakter der 5-Nitrogruppe sowie deren zum
Heterocyclus koplanaren Anordnung kdnnte die Ausbildung eines Charge-Transfer-
Komplexes mit den DNA-Basen beginstigt werden % Desweiteren besitzen
zahlreiche Arzneistoffe mit Nitrogruppe (z. B. Metronidazol) eine selektive Toxizitat
gegenuber hypoxischen Zellen. Unter anaeroben Zellwachstumsbedingungen - wie
sie unter anderem in schnellproliferierenden Tumorzellen herrschen - erfolgt eine
Reduktion der Nitrogruppe Uber hochreaktive Zwischenstufen (Nitroxide, Hydroxyl-
amine), die ihrerseits interstrand cross linking sowie Strangbriiche der DNA

induzieren 2%,
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Von besonderem Interesse fiir diese Arbeit sind auch die bereits von Keuser 12> 127]
synthetisierten und untersuchten Pyrrolcarboxamide mit N-terminaler Acridon-, (5-
Nitro-)Naphthalimid- und Anthrachinon-Funktion 46-51 (s. Abb. 2.6).

R n | m | Verbindung

2| 3| KEU87 46

2| 3| KEU89 47

2| 1| KEU8SO 48

2| 3| KEU84 49

1| 2 | KEU104 50

(0]
|
(XX«
1! 3 | KEU105 51
Y

Abb. 2.6: Auswahl bereits synthetisierter Combilexine mit Acridon, (5-Nitro)Naphthalimid und

Anthrachinon als N-terminaler Funktion 12> %7

DNA-Bindestudien zufolge binden die aufgefuhrten Verbindungen - insbesondere die
Acridon-Derivate 48 u. 49 - sehr gut an AT-reiche Sequenzen der DNA. Fur einige

Combilexine konnte ein dualer Bindungsmodus - bestehend aus Minor Groove
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Binding und Interkalation - gezeigt werden. Desweiteren wurde fur séamtliche
Verbindungen eine Topoisomerase-ll-Hemmung nachgewiesen, die bei dem 5-
Nitronaphthalimid-substituierten Derivat 47 starker ausgepragt war als bei der
entsprechenden nicht-nitrierten Verbindung 46. Eine signifikante Zellwachstums-
hemmung im Antitumorscreening des NCI konnte jedoch lediglich fir einige
Anthrachinone wie z. B. Verbindung 50 nachgewiesen werden. Darlber hinaus sind
in der Literatur auch einige Anthrachinon-Netropsin- bzw. Distamycin-Konjugate
bekannt, z. B. AQnc-Net 40 und AQnc-Dist 41 (s. Abb. 1.31, S. 35), die UV-induziert
zu DNA-Strangbriichen fithren 78 83201,

Unter diesen Gesichtspunkten erschien es ebenfalls sinnvoll, Acridon, (5-Nitro)-
Naphthalimid und Anthrachinon als chromophore Strukturelemente zum Aufbau der
im Rahmen dieser Arbeit geplanten Hybridmolekile zu verwenden. Zudem wurde
durch die Verknipfung der Interkalatoren mit den lipophileren Thiophen- bzw.
Thiazolpyrrolcarboxamid-Grundstrukturen eine Verbesserung der zytostatischen

r (1251268 synthetisierten Combilexinen angestrebt.

Aktivitat gegenuber den von Keuse
Als weiteres chromophores Strukturelement am N-Terminus sollte das im Arbeits-
kreis Pindur in Anlehnung an die beiden Naturstoffe Ellipticin 13 und Olivacin 15 (s.
Abb. 1.13, S. 15) aufgebaute 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol Verwendung finden (s. Abb.
1.38, S. 43). Die beiden dieses Grundgerust enthaltenen Amide 52 und 53 (s. Abb.
2.7) besitzen DNA-Affinitaten, die mit der des Ellipticins 13 vergleichbar sind. Zudem
zeigten sie in vitro eine zytostatische Aktivitat gegen Leuk&mie- und Dickdarmkrebs-
Krebszelllinien. Auf die Leitstrukturen Ellipticin 13 und Olivacin 14 sowie die davon
abgeleiteten, literaturbekannten Wirkstoffe wurde bereits in Kapitel 1.3.2, S. 15

eingegangen.

R
R = CONH(CH,),N(CHz3), 52
\ R = CONH(CH,)3sN(CHz3)» 53
H Ne— R = COOH 54
Abb. 2.7: Auswahl einiger im Arbeitskreis Pindur synthetisierter und untersuchter 11H-

Pyrido[2,3-a]carbazol-Derivate
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Von den zahlreichen bislang synthetisierten Ellipticin-Derivaten sind insbesondere
die an Distamycin gekoppelten Verbindungen Distel (1+) 38 und Distel (2+) 39 von
Bedeutung (s. Abb. 1.31, S. 35). Beide Combilexine weisen einen dualen Bindungs-
modus (Interkalation und Minor Groove Binding) an der DNA auf "® 1°4. Wahrend in
Distel (1+) 38 die GC-Selektivitat des Interkalators und die AT-Selektivitat des
Distamycins in einem Molekil vereinigt zu sein scheinen, bindet Distel (2+) 39
bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der DNA Y. Dariiber hinaus hemmt Distel (1+)
38 die Topoisomerasen | und Il in einer Weise, die mit der zytostatischen

Wirksamkeit dieser Substanz gegen Leukamiezellen korreliert .

AbschieRend sei angemerkt, dass Interkalatoren in der Regel bevorzugt an GC-
reiche Sequenzen der DNA binden, da die in GC-reichen Abschnitten weitere Minor
Groove die Adaption eines interkalierenden Chromophors begiinstigt *®. Die mit der
Synthese der Thiazol- und Imidazol-haltigen Verbindungen angestrebte GC-
Selektivitat (s. Kap. 2.2.2.2 und 2.2.2.3, S. 50 f.) kdnnte folglich durch Verknupfung
der rinnenbindenden ,Vektoren“ mit den unterschiedlichen Interkalatoren gesteigert

werden.

2.2.4 Linker

Die Wahl eines geeigneten Linkers, der den rinnenbindenden Molekdilteil mit dem
interkalierenden Strukturelement am N-terminalen Ende verbindet (s. Abb. 1.38, S.
43), ist vermutlich von grofBer Bedeutung fur die DNA-Affinitat und damit die
biologische Aktivitat der geplanten Combilexine. Sowohl die Lange als auch die
Flexibilitat des Linkers spielen wahrscheinlich eine entscheidende Rolle im Hinblick
auf eine mdglichst optimale, konformative Anpassung der Hybridmolekule zur
Gewiahrleistung eines dualen Bindungsmodus an der DNA ¢,

Erste Erkenntnisse beztiglich der Korrelation zwischen Linkerlange und DNA-Affinitat
bzw. Antitumoraktivitat lieferten die vororientierenden Struktur-Wirkungsbeziehungen
von Keuser [125], dessen Ergebnisse unter Verwendung von C,-Cs-Linkern (s. Abb.
2.6, S. 54) auf eine Zunahme der Bindungsaffinitat mit steigender Kettenlange

hindeuten ™! Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit geplanten Verbindungen



57

mit N-terminaler Acridon- bzw. (5-Nitro-)Naphthalimid-Funktion sollten daher
Linkerlangen von C,-Cs eingesetzt werden. Unter Berucksichtigung des unter-
schiedlichen Anellierungsmusters der chromophoren, tricyclischen Heterocyclen
sollte die jeweils zur optimalen Anpassung der entsprechenden Testverbindung an
die DNA erforderliche Linkerlange ermittelt werden. Die Verknipfung mit den
entsprechenden Aminohetarenpyrrol- bzw. Aminobisimidazolcarboxamid-Bausteinen
sollte Uber eine amidische Bindung erfolgen. Die hierzu benétigten Acridon- und (5-
Nitro-)Naphthalimidalkancarbonsauren sollten durch N-Alkylierung mit den ent-
sprechenden w-Halogenalkancarbonséureestern und anschlieBende Esterhydrolyse
dargestellt werden.

r (1251 synthetisierten Anthrachinon-Derivate mit b-Alanin als Linker,

Da die von Keuse
wie z. B. Verbindung 50 (s. Abb. 2.6, S. 54), denen mit gAminobuttersaurelinker, wie
Verbindung 51, beziglich DNA-Bindungstarke und antitumoraler Aktivitat weit
Uberlegen waren und zudem eine sehr gute DNA-Affinitdt und Topoisomerase-II-
Hemmung aufwiesen, sollte zur Darstellung der Anthrachinon- und 11H-Pyrido[2,3-
ajcarbazol-N-terminal gekoppelten Combilexine ebenfalls b-Alanin als Linker
verwendet werden. Die Verknupfung der als Baustein eingesetzten Anthrachinon-2-
carbonsaure bzw. 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol-5-carbonséaure 54 (s. Abb. 2.7, S. 55)
mit dem zuvor hergestellten b-Alanin-substituierten Lexitropsin sollte ebenfalls tber
eine amidische Bindung erfolgen. Darlber hinaus sollte durch die Verwendung der b-
Alanin-Aminosaure als Linkerbaustein in Erfahrung gebracht werden, inwiefern die
DNA-Bindeaffinitat durch die Einfuhrung einer weiteren Amidbindung im N-terminalen
Bereich - und somit einer zusatzlichen Moéglichkeit zur Ausbildung von H-Briicken mit

den DNA-Basen der Minor Groove - beeinflusst wird.
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3. Synthetischer Teil
3.1 Synthese und Strukturaufklarung der Pyrrolcar-
boxamide

Wie zuvor in Kapitel 2.1, S. 45 erlautert, sollte im ersten Teil dieser Arbeit der
systematische Aufbau Thyminacetyl- sowie Thyminhexanoyl-N-terminal gekoppelter
Mono- bzw. Bispyrrolcarboxamide erfolgen, um die bezuglich der Linkerhomologie
noch unzureichende Strukturserie in Keuser's Arbeiten 2% 1261 z komplettieren. Im
Folgenden soll daher auf die Synthese der hierzu bendtigten Pyrrolcarboxamide

eingegangen werden.

3.1.1 Synthese des Pyrrolcarboxamids mit C-terminaler N,N-

Dimethyl-1,3-diaminopropan-Funktion

Zur Darstellung des Bispyrrolcarboxamid-Grundgeriistes wurde die bereits von
Hotzel 2% 133 yerwendete Methode nach Nishiwaki und Shibuya **® tibernommen.
Dazu wurde N-Methylpyrrol 55 mit Trichloressigsaurechlorid in Position 2 zum
Trichloracetylpyrrol 56 umgesetzt. Anschliel3end erfolgte bei einer Temperatur von -
40°C an Position 4 durch das in situ aus HNO;s; (65 %)/Acetanhydrid erzeugte
Nitroniumacetat eine regioselektive Nitrierung 2% 3¢ zy 57 (s. Abb. 3.1).

O,N

cl,ccocl 2
(/ \§ (CH,Cly) @\(cag HNOg/Ac,0 I\ cch

—_—> >»

N\ \

| | |
CH, CHy © CHy ©
55 56 (50 %) 57 (56 %)

Abb. 3.1: Darstellung von 2,2,2-Trichlor-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)ethanon 57
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Durch Zugabe von N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan zu einer LOsung von 57 in
CHxCl, konnte in Gegenwart von Hunig's Base (N,N-Diisopropylethylamin) das ge-
wiinschte Pyrrolcarbonsaureamid 58 in einer Ausbeute von 84 % gewonnen werden
(s. Abb. 3.2).

O,N O,N ":§
2
HoN(CH2)aN(CHa), ’ y N
7\ cCl, (CH,Cl,/Hiinigs Base) I\ N\/\/ 3
>
N CHCl; N
| \o | \o
CHs CHs
57 58 (84 %)
Abb. 3.2 Einfuhrung der Dimethylaminopropylamin-Seitenkettenfunktion

Im n&achsten Schritt erfolgte mit Hilfe von Palladium(10 %)/Aktivkohle in Wasserstoff-
atmosphare eine Reduktion des Nitro-Derivates 58 zum entsprechenden heteroaro-
matischen Amin 59. Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde die auf 0°C gekihlte
Losung des gebildeten Amins zu einer ebenfalls gekihlten Losung von 57 in DMF
hinzugetropft. 24 stindiges Ruhren bei RT fihrte zur Bildung des Bispyrrol-

I [122]

carboxamids 60 (s. Abb. 3.3, S. 60). Die Ausbeute konnte gegentber Hotze von

22 % auf 38 % gesteigert werden. Dies ist vermutlich darauf zurtickzufihren, dass
das relativ oxidationsempfindliche Amin nach Abfiltrieren des Katalysators in Losung
direkt weiter verarbeitet wurde, ohne zuvor das Lésungsmittel - wie von Hotzel [122]

durchgefuhrt - einzudampfen.
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H,C
H, (Pd/C) N N
2 H ~CH
Z?\( \/\/ _ow Y N
N
CHj ©
59
O,N H?’C\N/CH3
I\ CCls
\ O:N H
e I\ A [
57 NN
(0]
> I \ \ N\
Hs CHs
60 (38 %)
Abb. 3.3: Darstellung des Bispyrrolcarboxamids 60 mit C-terminaler Dimethylaminopropylamin-
Funktion
3.1.2 Strukturaufklarung des Bispyrrolcarboxamid-Grund-
gerustes

Eine bedeutende Vorraussetzung fir eine gute DNA-Bindung an der kleinen Rinne
ist die sogenannte ,sichelformige* Geometrie der Lexitropsine (s. Kap. 1.4, S. 24),
die unter anderem durch eine trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindung wie in der
Peptid-Chemie zwischen den Fiinfringheterocyclen begiinstigt wird 2. Nachdem die

| 1221 anhand verschiedener

Konstitution des Bispyrrolcarboxamids 60 durch Hotze
NMR-Experimente aufgeklart war, nutzte Keuser ™?° den Kern-Overhauser-Effekt
mittels *H-NOE-Differenzanalyse an diagnostisch relevanten Kernpositionen (NOE:
Nuclear Overhauser Effect) zum Beweis fir die trans-(Z)-Konfiguration der die
beiden Pyrrolringe verknipfenden Amidbindung in L&sung. Er zeigte, dass
Verbindung 60 im Zeitmittel des Amid-Rotationsgleichgewichtes in Losung bevorzugt
eine Konformation/Konfiguration annimmt, in der die Amidbindung zwischen den
beiden Pyrrolringen in Analogie zu Netropsin 29 (s. Abb. 5.14, S. 202) trans-(2)-

konfiguriert ist. Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durch Rontgenkristallographie
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ermittelten 3D-Struktur von 60 (s. Kap. 5.3.1 S. 179) konnte dieses Ergebnis

bestatigt werden.

3.2 Synthese der Pyrrolcarboxamide mit N-terminaler

Thyminalkanoyl-Funktion

Die Darstellung der potentiellen Hybridmolekile sollte durch eine amidische
Verkniipfung der entsprechenden Thyminalkancarbonsaure mit dem zuvor durch
Reduktion erhaltenen Aminopyrrolcarboxamid-Baustein erfolgen (s. Abb. 3.13, S.
70).

3.2.1 Synthese der 6-(Thymin-1-yl)hexanséaure

Wahrend die zum Aufbau der Hybridmolekile mit C,-Linker bendtigte 2-(Thymin-1-
yl)essigsaure kommerziell erhéltlich war, musste die 6-(Thymin-1-yl)hexansaure in
einem gesonderten Syntheseverfahren hergestellt werden. Die Synthese erfolgte
analog zu dem bereits von Keuser ***! verwendeten Verfahren zur Darstellung der 4-
(Thymin-1-yl)buttersdure. Thymin 61 wurde mit der &quimolaren Menge an Natrium-
hydrid in DMF deprotoniert und nach einer Stunde rihren bei RT mit 6-Bromhexan-
saureethylester sowie einer Spatelspitze Tetrabutylammoniumiodid (TBAI) versetzt
(s. Abb. 3.4, S. 62). Hierbei fand zunachst im Sinne einer Finkelstein-Reaktion am 6-
Bromhexanséureethylester eine Substitution des Broms durch lod statt. Dies fuhrte
zu einer Erhohung der Ausbeute an 6-(Thymin-1-yl)hexanséureester 62, da es sich
bei lodid um die bessere Abgangsgruppe handelt. Hierdurch wird folglich die
nucleophile Substitution am Halogenhexansaureester erleichtert. Das gewunschte
Produkt wurde mittels Sdulenchromatographie isoliert.

Durch alkalische Hydrolyse mit 2M wassriger NaOH und anschliel3ender Neutralisa-
tion mit 1M HCI wurde die freie Carbonsaure 63 quantitativ erhalten.
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IO NaH/ Ci
CHy  Br(CH2)sCOOC,Hg/ CHs
H | TBAI _ H |
O/)\ O/)\
H
61
1. NaOH O
|o 2. HCl Z
9y CHj OC;Hs
)\ | 62 (23 %)
S
F N
0

63 (100 %)

Abb. 3.4: Darstellung der 6-(Thymin-1-yl)hexansaure 63

3.2.2 Strukturaufklarung der 6-(Thymin-1-yl)hexanséure

Da es sich bei Thymin 61 um ein ambidentes Nucleophil mit der zusatzlichen
Problematik der Lactam-Lactim-Tautomerie handelt, stellte sich die Frage nach der
Regiochemie der N-Alkylierung. Daher sollte mittels *H-NOE-Differenzanalyse die
regioselektive N-1-Alkylierung bewiesen werden. Zunachst erfolgte die Aufnahme
des 'H-NMR-Spektrums von Verbindung 63, deren Signalzuordnung Abbildung 3.6,
S. 64 zu entnehmen ist. In Abb. 3.7, S. 65 ist zu erkennen, dass durch Einstrahlen
auf die Resonanzfrequenz von Thymin-H6 neben der zu erwartenden Signalinten-
sivierung der Thymin-CHs-Gruppe auch ein NOE-Signal der e-Methylengruppe der
Seitenkette auftritt. Konsequenterweise wurde auf die e-Methylengruppe eingestrahlt
(s. Abb. 3.8, S. 65), wobei Thymin-H6 und die Protonen der g und d-Methylengruppe
der Seitenkette eine Signalintensivierung zeigten. Somit konnte die N-1-Alkylierung

eindeutig bewiesen werden, da es bei Vorliegen des N-3-alkylierten Regioisomeren
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beim Einstrahlen auf Thymin-H6 lediglich zu einer Signalintensivierung der H-Atom-
Kerne der Thymin-CHs-Gruppe hatte kommen durfen, wohingegen ein Resonanz-
signal der e-Methylengruppe aufgrund des zu grof3en rdumlichen Abstandes der

Seitenkette (> 3 A) nicht hatte auftreten dirfen.

63

Abb. 3.5: A: resultierende NOE-Signale bei Einstrahlen auf Thymin-H6;
B: resultierende NOE-Signale bei Einstrahlen auf die e-CH,-Gruppe der Seitenkette
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Abb. 3.6: '"H-NMR-Spektrum von 6-(Thymin-1-yl)hexansaure 63 (300 MHz); Lésungsmittel:

DMSO-d°
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Abb. 3.7: '"H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf Thymin-H6; es resultiert eine Signal-
intensivierung der Thymin-CHs- und e-CH,-Gruppe der Seitenkette; Losungsmittel:
DMSO-d°
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Abb. 3.8: 'H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf die e-CH,-Gruppe; es resultiert eine

Signalintensivierung des Thymin-H6, sowie der g und d-CH,-Gruppe der Seitenkette;
Losungsmittel: DMSO-d°
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3.2.3 Amidkupplung der Thyminessigsaure mittels der Chlor-

ameisensaureethylester-Methode %237

Zur Kupplung der 2-(Thymin-1-yl)essigsaure an das Mono- bzw. Bispyrrolcarbox-

[125

amid-Grundgerist wurde die von Keuser ™ optimierte Chlorameisensaureethyl-

ester-Methode ** verwendet (s. Abb. 3.13, S. 70).

Q H,NR?
R1_< Gﬁo ——> Q2
.O: HsC,0 Cl />—\3C2H5
O
gemischtes Anhydrid
-CO»
-C,HsOH
I
l)\ RZ
R N~
H
Abb. 3.9: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung mit Chlorameisensaureethylester tber die

reaktive Zwischenstufe eines gemischten Anhydrids

Bei dieser klassischen Methode sind separate Aktivierungs- und Aminolyseschritte
erforderlich. Als Aktivierungsreagenz dient Chlorameisensaureethylester, der mit der
Carbonséure zu einem gemischten Carbonsaure-Kohlensédureanhydrid reagiert (s.
Abb. 3.9). Die gemischten Kohlensaureanhydride sind durch ihre Kurzlebigkeit bei
RT ausgezeichnet, weshalb die Aktivierungsreaktion bei einer Temperatur < -20°C
durchgefuhrt werden muss. Im folgenden Schritt erfolgt die Aminolyse der aktivierten
Zwischenstufe, bei der das Amin selektiv an der Carbonylgruppe der urspringlichen
Carbonséurekomponente angreift (s. Abb. 3.9). Die Regioselektivitat dieses Angriffs
kann zum einen durch die energetisch bevorzugte Abspaltung von thermodynamisch
stabilem CO; als guter Abgangsgruppe und Ethanol u. a. durch die positive Entropie-
Bilanz begriundet werden, zum anderen wird die C-Carbonylreaktivitat des Kohlen-
saureester-Strukturelementes durch den positiven mesomeren Effekt der Ethoxy-
gruppe reduziert. Diese Uberlegungen bestatigen die Tatsache, dass die ebenfalls
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denkbare, alternative Bildung eines Urethans durch Angriff an der Kohlensaureester-

Carbonylgruppe (unter diesen Bedingungen) nicht beobachtet wird (138

Zur Kupplung der 2-(Thymin-1-yl)essigsaure (Fa. Aldrich) wurde diese in DMF geldst
und mit Chlorameisensaureethylester bei -20°C zum aktivierten Anhydrid umgesetzt.
Anschlielende Aminolyse mit dem entsprechenden Amin, das zuvor durch
Reduktion des zugehdrigen Nitropyrrolcarboxamid-Derivates mit Palladium(10 %)/
Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphare in situ erzeugt wurde, fuhrte zu den
gewunschten Thyminacetylpyrrolcarboxamiden 64 u. 65 (s. Abb. 3.13, S. 70 u. Tab.
3.1, S. 71), welche durch séulenchromatographische Aufreinigung tber Kieselgel in

Ausbeuten bis zu 41 % isoliert wurden 2% 1371,

3.24 Amidkupplung der 6-(Thymin-1-yl)hexansédure mittels
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) %

Die unter 3.2.3, S. 66 beschriebene Chlorameisensaureethylester-Methode fiihrte bei
der Darstellung des Thyminhexanoylbispyrrolcarboxamids 66 (s. Tab. 3.1, S. 71) nur
zu einer sehr geringen Ausbeute (< 10 %). Demzufolge wurde auf die bereits 1955
von Sheehan und Hees eingeflihrte und seither sehr haufig verwendete DCC-Peptid-

kupplungsmethode zuriickgegriffen 31,

Bei diesem bewéhrten Verfahren bildet sich mechanistisch betrachtet im priméren
Aktivierungsschritt durch nucleophile Addition des vorliegenden Carboxylat-Anions
an die Carbodiimidfunktion ein O-Acylisoharnstoff-Derivat, welches als effizientes
Acylierungsmittel anzusehen ist. Durch rasche Aminolyse oder uber die Zwischen-
stufe eines symmetrischen Anhydrids kommt es zur Bildung des entsprechenden
Carbonséureamids. Als Nebenprodukt entsteht gleichzeitig Dicyclohexylharnstoff,
dessen Abtrennung sich aufgrund seiner geringen Loslichkeit in den meisten

Lésungsmitteln relativ einfach gestaltet (s. Abb. 3.10, S. 68) 1%,
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Abb. 3.10: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung mit DCC durch direkte Aminolyse des O-
Acylisoharnstoffderivates sowie Uber die intermedidre Bildung eines symmetrischen
Anhydrids

Die in Abbildung 3.10 dargestellten Zwischenstufen fiihren aufgrund ihrer hohen
Reaktivitat zu einer storenden Nebenreaktion. Sowohl durch intramolekularen
Acyltransfer innerhalb des O-Acylisoharnstoffs als auch durch eine intermolekulare
Reaktion zwischen Dicyclohexylharnstoff und einem symmetrischen Anhydrid erfolgt
die Bildung des wenig reaktiven N-Acylharnstoffs (Ureid) (s. Abb. 3.11, S. 69), was

neben einem Ausbeuteverlust zu Schwierigkeiten bei der weiteren Aufarbeitung fuhrt
[138]



69

LD
O)\N
O o=cC

iy
| I NH
OxC - R'C0),0 +
Rl\(J,\IIQ | R1COOH (Rico) o=<
\ INH symmetrisches NH
(0] .
Anhydrid
O-Acylisoharnstoff N-Acylharnstoff Dicyclohexylharnstoff
(Ureid)
Abb. 3.11: Bildung des N-Acylharnstoffs durch intra- und intermolekulare Reaktion

Die Ureid-Bildung kann durch Zusatz einer aquimolaren Menge an 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) weitestgehend vermieden werden. HOBt reagiert als a-Nucleophil
bereits vor dem Auftreten von unerwinschten Nebenreaktionen mit O-Acyliso-
harnstoff zu einem Hydroxybenzotriazol-Aktivester, bei dem es sich zwar um ein
schwacheres Acylierungsmittel handelt, der jedoch eine hinreichende Reaktivitat fuir
die aminolytische Umsetzung aufweist (s. Abb. 3.12) %3,

(0]
0 YRl
N R]—</ HN N

N? \N/OH\-/ ot NZ SO NH
(o — >\:/< o=
NH

HOBt HOBt-Aktivester

O-Acylisoh toff Dicyclohexylh toff
cylisoharnsto lRZNHZ icyclohexylharnsto

R __O

+ HOBt
NH
RQ/
Abb. 3.12: Bildung des HOBt-Aktivesters und anschlieBende Aminolyse zum gewlnschten

Carbonsaureamid
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Dieses Verfahren konnte nach Durchfuhrung einiger Modifizierungen beziiglich
Losungsmittelart und -menge sowie Reaktionszeit und -temperatur erfolgreich fir die
Darstellung des Thyminhexanoylbispyrrolcarboxamids 66 (s. Tab. 3.1, S. 71) einge-
setzt werden. Zur Aktivierung der 6-(Thymin-1-yl)hexansédure 63 wurde diese zu-
nachst mit DCC und der aquimolaren Menge an HOBLt in Methylenchlorid suspendiert
und 1 h bei 0°C geruhrt. Das entsprechende Amin wurde wie zuvor schon beschrie-
ben durch Reduktion des Nitrobispyrrolcarboxamids mittels Palladium(10 %)/Aktiv-
kohle unter Wasserstoffatmosphéare in situ hergestellt und nach Erganzen von
Triethylamin mit der aktivierten Carbonsaure zum gewiunschten Thyminhexanoyl-
carboxamid 66 umgesetzt (s. Abb. 3.13) **)I. Der wahrend der Reaktion ausgefallene
Dicyclohexylharnstoff konnte durch Filtration weitestgehend abgetrennt werden. Das

reine Endprodukt wurde durch Saulenchromatographie isoliert.

Ha (Pd/C) RS HaC
(DMF) y Ao
3 ]\ Ne_ "~ CHs
Lo P\
CHs CHg
L i — =n
n=0,1 n=1,2
_ _ RCOOH _ _
H a) Chlorameisen- H
H+N HsC séureethylester/ >-—N HsC
}\l\ Hunigs Base d }\‘\
7\ HN\/\/ CHs  b) DCC/HOBUE(N / \ H\/\/ CHs
\ \
CH, CH,
- =n - =n
n=1,2 n=1,2
Abb. 3.13: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung der Thyminalkanoylpyrrolcarboxamide;

a) R = Thyminmethylen-Rest, b) R = Thyminpentamethylen-Rest
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Tabelle 3.1:

Ubersicht der synthetisierten Thyminalkanoylpyrrolcarboxamide
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Nachdem die von Keuser "®! erstmals synthetisierten Nucleobasen-gekoppelten
Pyrrolcarboxamide weder bei den biochemischen/biophysikalischen Assays noch im
NCI-Zytotoxizitats-Screening eine ausreichende Aktivitat aufwiesen (s. Kap. 2.1, S.
45), konnte den ersten Zwischenergebnissen zufolge (s. Kap. 4.2, S. 138) auch mit
den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Thymin-gekoppelten Derivaten 64, 65
und 66 (s. Tab. 3.1, S. 71) keine Verbesserung durch die Kettenlangen-Variation im
N-terminalen Bereich erzielt werden. Diesbezlglich erschien es wenig sinnvoll, die
Synthese der Nucleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide fortzusetzen bzw.
weitere Varianten zu produzieren.

Daher sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit - wie eingangs beschrieben (s. Kap.
1.7, S.42 u. Kap. 2.2, S. 47) - unter Verwendung von Thiophen, Thiazol und Imidazol
als heteroaromatische Strukturkomponenten im rinnenbindenden Molekdlteil der
Aufbau einer neuen Serie von Combilexinen nach dem Bioisoterie-Konzept erfolgen.

Als N-terminale Funktion wurden die bereits von Keuser %

zur Darstellung von
Comilexinen mit Pyrrolcarboxamidgrundgerist verwendeten tricyclischen Aromaten
((5-Nitro)-Naphthalimid, Acridon, Anthrachinon) sowie das im Arbeitskreis Pindur
synthetisierte Pyrido[2,3-a]carbazol ausgewahlt (s. Kap. 2.2.3, S. 53).

Im Folgenden soll insbesondere auf die Synthese der heterocyclischen Funfring-
Grundgeriste sowie den systematischen Aufbau der Combilexine eingegangen
werden. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die hierzu in der Literatur
beschriebenen Analog-Verfahren oftmals sehr ungenau und nicht reproduzierbar
waren, weshalb es in den meisten Fallen erforderlich war de-novo-Synthesen zu
entwickeln. Hierbei stellte die Testung verschiedenster Kupplungsreagenzien aus der
praparativen Peptidchemie zur Verknipfung der einzelnen Bausteine einen

wesentlichen Schwerpunkt dar.
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3.3 Synthese und Strukturaufklarung des Thiophen-
pyrrolcarboxamids

3.3.1 Synthese und Strukturaufklarung der 5-Methyl-4-nitro-

thiophen-2-carbonséaure

Die zum Aufbau des gewlinschten Thiophenpyrrolcarboxamids 69 (S. 75) bendtigte
5-Methyl-4-nitrothiophen-2-carbonséure 68 sollte durch regioselektive Nitrierung der
kommerziell erhaltlichen 5-Methyl-2-thiophencarbonséure 67 an 4-Position herge-
stellt werden (s. Abb. 3.14, S. 74). Die Suche nach einem geeigneten Nitrierungs-
reagenz gestaltete sich sehr schwierig, da die in der Literatur bereits bekannten
Methoden aufgrund unpréziser Angaben nicht reproduzierbar und folglich auf die
Darstellung von 68 nicht Ubertragbar waren. Aus diesem Grund wurde zunéchst die

e [ angewendet,

milde und zudem hochselektive Nitroniumtetrafluoroborat-Method
bei der das als elektrophile Agens angreifende Nitroniumkation direkt in Ldsung
vorliegt. Mit diesem Verfahren konnte jedoch keine ausreichende Umsetzung erzielt
werden, was vermutlich auf die geringe L6slichkeit der 5-Methyl-2-thiophencarbon-
saure 67 in Sulfolan als verwendetem Lésungsmittel zurlickzufiihren ist.

Anschlielend wurde basierend auf der patentierten Nitrierung der 5-Methyl-2-
thiophencarbonsaure 67 nach Rinkes ™ 1% yersucht die Nitrogruppe mittels in situ
aus rauchender HNOj3 in Gegenwart von Acetanhydrid hergestelltem Nitroniumacetat
einzufuhren. Die Temperatur sollte dabei -5°C nicht Uberschreiten, da es ansonsten
unter Decarboxylierung zur Bildung von 2-Methyl-5-nitro- sowie 2-Methyl-3,5-dinitro-
thiophen kommt ™3 Trotz Einhaltung der Reaktionsbedingungen gelang nicht, das
gewunschte Produkt zu isolieren. Erfolgreicher war die bereits zur Nitrierung des
Pyrrolbausteins (s. Kap. 3.1.1, S. 58) eingesetzte Methode mittels in situ aus HNO3
(65 %)/Acetanhydrid erzeugtem Nitroniumacetat. Durch anschlielende Flash-
Chromatographie konnte die 5-Methyl-4-nitrothiophencarbonsdure 68 in einer Aus-
beute von 60 % isoliert werden. Die erzielte Ausbeute unter Verwendung 65 %iger
HNO; war somit wesentlich héher als die bei dem Verfahren nach Rinkes

angegebene Ausbeute (39 %) mit rauchender HNOs.
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Abb. 3.14: Darstellung der 5-Methyl-4-nitro-2-thiophencarbonséaure 68

Die regioselektive Nitrierung an 4-Position des Thiophen-Bausteins sollte durch eine
'H-NOE-Differenzanalyse im Sinne einer Negativanalyse bewiesen werden.
Wahrend beim Einstrahlen auf die Resonanzfrequenz der 5-Methylgruppe bei
Vorliegen des 4-Nitro-Derivates 68 kein NOE-Signal zu erwarten sein dirfte, sollte es
im Falle einer 3-Nitrierung zu einer Signalintensivierung fir Thiophen-H4 kommen (s.
Abb. 3.15).

Abb. 3.15: Zu erwartendes Ergebnis des 'H-NOE-Experimentes beim Einstrahlen auf die CHs-
Gruppe:
A: 4-Nitro-Derivat 68: kein NOE-Signal zu erwarten,

B: 3-Nitro-Derivat: Signalintensivierung fur Thiophen-H4 zu erwarten

Wie Abbildung 3.16, S. 75 zu entnehmen ist, trat bei Einstrahlung auf die Methyl-
gruppe kein NOE-Signal auf, wodurch die regioselektive Nitrierung an 4-Position
eindeutig bewiesen war. Hierbei sei angemerkt, dass eine Nitrierung an 3-Position
aufgrund des vorliegenden Substitutionsmusters unwahrscheinlich ist, da Thiophen-
C3 gegenuber Thiophen-C4 durch den von der benachbarten Carboxylgruppe
hervorgerufenen negativen mesomeren Effekt eine geringere Elektronendichte
aufweist und somit einem elektrophilen Angriff weniger leicht zuganglich ist. Die
Methylgruppe an Thiophen-C5 hingegen bt einen positiven induktiven Effekt aus,

wodurch die elektrophile Substitution an Position 4 zusatzlich erleichtert wird.
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Abb. 3.16: a) "H-NMR-Spektrum von Verbindung 68 (300 MHz); Lésungsmittel: DMSO-d°
b) 'H-NOE-Differenzspektrum fiir Verbindung 68 bei Einstrahlen auf die CHs-Gruppe;
Losungsmittel: DMSO-d°

3.3.2 Testung und Auswahl eines geeigneten Kupplungsver-

fahrens zur Darstellung des Thiophenpyrrolcarboxamids

O,N

/\

ZT

H3C

69
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Da es sich bei dem auf Seite 75 abgebildeten Thiophenpyrrolcarboxamid 69 um eine
in der Literatur unbekannte Verbindung handelt, war zum Aufbau dieses Grund-
gerustes die Erarbeitung einer de-novo-Synthese erforderlich. Schwerpunkt dabei
war die Suche nach einem geeigneten Kupplungsverfahren aus der Peptidchemie,
um die beiden Heterocyclen (Thiophen und Pyrrol) amidisch miteinander zu

verknupfen. Im Folgenden sollen die getesteten Methoden ndher erlautert werden.

3.3.2.1 Chlorameisensaureethylester-Methode 7 1%

Mit dieser bereits in Kapitel 3.2.3, S. 66 besprochenen Methode konnte auch nach
Durchfiihrung verschiedener Modifizierungen in Bezug auf die eingesetzten Mengen
an Kupplungsreagenz und Lésungsmittel nur eine unbefriedigende Ausbeute (15 %)

erzielt werden.

3.3.2.2 O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N",N -tetramethyluroniumhexafluorophos-
phat-Methode (HBTU) @

Dieses Kupplungsreagenz gehort zur Gruppe der sogenannten Uroniumreagenzien,
die in den letzten Jahren in der Peptidchemie immer haufiger Verwendung finden.

Urspriinglich wurde dieses Kupplungsreagenz ausschliel3lich als Uroniumverbindung

¢ [138]

formulier Neuere Studien der Forschergruppe um Carpino (University of

Massachusetts, USA) zeigten jedoch, dass es sich sowohl im kristallinen als auch im

fliissigen Zustand um Guanidinium-Derivate handelt (s. Abb. 3.17) 44,

@
/C(N(CHs)z)z
N\ N\
N PRO N pr®
4 /
N® N
\.. |
O.O.Q O\
C(N(CHg)2)2
(]
Guanidinium-Struktur Uronium-Struktur

Abb. 3.17: Guanidinium- und Uronium-Struktur von HBTU
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Der gleichen Arbeitsgruppe ist es jedoch gelungen, durch gezielte Synthese das
Uronium-Isomere darzustellen. Dies ist insofern von grof3er Bedeutung, da es sich
bei dem Uronium-Verbindung um das wesentlich effizientere Kupplungsreagenz
handelt 44,

Wie in Abbildung 3.18 zu erkennen ist, erfolgt im ersten Schritt durch nucleophilen
Angriff eines Carboxylat-Sauerstoffs am Uronium-Kohlenstoff die Bildung des ent-
sprechenden O-Acylisouronium-Kations, an dem das in basischer Losung als Anion
vorliegende HOBt nucleophil angreift. Dabei bildet sich ein Benzotriazol-1-ylester
(HOBt-Aktivester), der gegenuiber Nucleophilen hochreaktiv ist und durch rasche

Aminolyse unter Abspaltung von HOBt zum gewtnschten Carbonsaureamid reagiert
[138]
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Abb. 3.18: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung mittels HBTU
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Zur Aktivierung der Carbonsaure wurde eine Losung aus der Thiophencarbonsaure
68 (s. Abb. 3.14, S. 74), HBTU und Hunigs Base in DMF hergestellt und 10 min. bei
RT gerihrt. Eine langere Aktivierungszeit wiirde durch Umlagerung zur Bildung des
gegeniiber nucleophilen Angriffen weitgehend stabilen N-Acyl-Derivates *% (s. Abb.
3.19) und somit zu einem erheblichen Ausbeuteverlust fuhren. Durch Zugabe einer
Mischung des 4-Aminopyrrolbausteins 59 (s. Abb. 3.3, S. 60), der zuvor durch
Reduktion des zugehdrigen 4-Nitropyrrolcarboxamids 58 erhalten wurde (s. Abb. 3.3,
S. 60), und Huinigs Base sollte nach 16 h rihren bei RT das gewiinschte
Thiophenpyrrolcarboxamid 69 (s. S. 75) erhalten werden. Weder die aufgefuhrte
Reaktionsdurchfihrung noch Modifikationen des Verfahrens bezlglich der Menge

der eingesetzten Komponenten und der Temperatur fihrten zum Zielmolekul.

N/
\ R
O\< . q:e
\O
Abb. 3.19: Umlagerung des HOBt-Aktivesters zum wenig reaktiven N-Acylderivat
3.3.2.3 1-Methyl-2-chlorpyridiniumiodid-Methode nach Mukaiyama ¢!

Bei der Methode nach Mukaiyama erfolgt zunachst eine nucleophile Substitution des
Chloratoms am 1-Methyl-2-chlorpyridiniumiodid durch das in LOsung vorliegende
Carboxylatanion der Carbonsaure. In dem auf diese Weise gebildeten O-acylierten 2-
Hydroxypyridinium-Salz liegt die Carbonsé&ure in aktivierter Form vor und ist einem
Angriff durch Nucleophile leicht zuganglich. Bei der anschlieRenden Aminolyse sollte

neben dem 1-Methyl-a-pyridon das gewinschte Amid entstehen (s. Abb. 3.20, S. 79)
[146]
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Abb. 3.20: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung nach Mukaiyama

Eine Mischung aus Thiophencarbonsaure 68, 1-Methyl-2-chlorpyridiniumiodid, Tri-N-
Butylamin und 4-Aminopyrrolcarboxamid 59 in wasserfreiem Methylenchlorid wurde
1 h unter Riickfluss erhitzt . Auch nach mehrstiindigem Erhitzen konnte keine Um-
setzung zum Thiophenpyrrolcarboxamid 69 (s. S. 75) beobachtet werden.

3.3.24 Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)- / 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)-
Methode 38 139

Nachdem keines der bisher zur Darstellung des Thiophenpyrrolcarboxamids 69 (s. S.
75) getesteten Kupplungsverfahren zu einer fir die weiteren Arbeiten ausreichenden
Umsetzung fuhrte, wurde die bereits in Kapitel 3.2.4, S. 67 beschriebene und zur
Synthese des Thyminhexanoylbispyrrolcarboxamids 66 erfolgreich eingesetzte
DCC/HOBt-Methode ¥ verwendet. Die mithilfe dieses Verfahrens erzielte Ausbeute
war sehr zufrieden stellend und lag wesentlich hoher als bei der Chlorameisensaure-
ethylester-Methode (s. Kap. 3.3.2.1, S. 76), weshalb an dieser Stelle auf die Testung
weiterer Kupplungsreagenzien verzichtet wurde. Des Weiteren sei darauf hinge-
[122]

wiesen, dass auch die Ausbeute des nach Hotzel
carboxamids 60 (s. Kap. 3.1.1, S. 58 ff.) Ubertroffen wurde (s. Tab. 3.2, S. 80).

hergestellten Bispyrrol-
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Verbindung Methode Ausbeute [%]
69 DCC/HOBt 56
69 Chlorameisenséure- 15
ethylester
60 Hotzel ' 38

Tabelle 3.2:  Vergleich der Ausbeute unterschiedlicher Kupplungsverfahren

3.33 Synthese des Thiophenpyrrolcarboxamids

Durch Aminolyse der mittels DCC/HOBt aktivierten Thiophencarbonséure 68 mit dem
Aminopyrrolcarboxamid 59, welches zuvor durch Reduktion des Nitropyrrolcarbox-
amids 58 (s. Kap. 3.1.1, S. 58) mit Wasserstoff in Gegenwart von Palladium(10 %)/
Aktivkohle hergestellt wurde, gelang es, das gewinschte Produkt durch
anschlieRende Saulenchromatographie in einer Ausbeute von 56 % zu isolieren ™3

(s. Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Darstellung des Thiophenpyrrolcarboxamids 69 durch Amidkupplung von 59 und 68
mittels DCC/HOBt
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3.34 Strukturaufklarung des Thiophenpyrrolcarboxamids

Um eine Aussage Uber die Lage des in Loésung vorliegenden Konformations-
gleichgewichtes (u. a. ,Stellung” der beiden Funfringhetarene) von Verbindung 69
machen zu kénnen, wurde erneut die 'H-NOE-Differenzanalyse herangezogen.
Abbildung 3.25, S. 84 zeigt die Signalzuordnung des ermittelten *H-NMR-Spektrums
des Thiophenpyrrolcarboxamids 69. Die Zuordnung der Protonen des N-Methyl-
pyrrols sowie der C-terminalen N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette von
Verbindung 69 erfolgte analog zu den von Hotzel *#? bereits durchgefiihrten, vor-
orientierenden *H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen an Pyrrolcarboxamiden
mit C-terminaler Propylendiamin-Funktion, die eine nahezu identische chemische
Verschiebung zeigten. Demzufolge musste es sich bei den Signalen mit einer
chemischen Verschiebung von d[ppm] = 2.77 und d[ppm] = 8.48 zwangslaufig um die
Resonanzen von Thiophen-CHs bzw. Thiophen-H3 handeln.

Zunachst wurde auf die Resonanzfrequenz des diagnostisch relevanten Amid-
Protons zwischen den beiden Hetarenen eingestrahlt, wobei neben Pyrrol-H3 und
Pyrrol-H5 auch bei Thiophen-H3 eine Signalintensivierung zu beobachten war (s.
Abb. 3.26, S. 85). Aufgrund dieser Ergebnislage konnten die in Abbildung 3.22, S. 82
dargestellten Konformationen I-IV im Rahmen der NMR-Nachweisgrenze ausge-
schlossen werden, da bei einer im Sinne der NMR-Zeitskala ausreichenden Popula-

tion der vier Strukturen kein NOE-Signal fur Thiophen-H3 héatte auftreten dirfen.
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Abb. 3.22: Die Konformationen I-1V kdnnen im Rahmen der mittels NMR erfassbaren Nachweis-
grenze ausgeschlossen werden, da bei Einstrahlen auf das zentrale Amid-NH neben
Pyrrol-H3 und -H5 auch fur Thiophen-H3 ein NOE-Signal auftritt. Wie durch die Pfeile
angedeutet, sollte bei den hier dargestellten Konformationen nur ein NOE-Signal fir

Pyrrol-H3 und -H5 zu erwarten sein.

Beim anschlieRenden Einstrahlen auf Thiophen-H3 zeigte lediglich das Amid-NH
zwischen den beiden Heteroaromaten eine Signalintensivierung (s. Abb. 3.27, S. 85),
weshalb die beiden in Abbildung 3.23, S. 83 dargestellten cisoiden Konformationen V
und VI ebenfalls ausgeschlossen werden konnten, da bei Population V mit einem
zusatzlichen NOE-Signal fur Pyrrol-H3 zu rechnen gewesen ware, wéahrend bei
Vorliegen von Konformation VI nur Pyrrol-H5 eine Signalintensivierung hétte zeigen
dirfen. Die beiden Populationen V und VI dirften daher - wie auch die Konforma-
tionen I-IV - im Rahmen der mittels NMR erfassbaren Nachweisgrenze unter-

reprasentiert sein.
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CHs  Hye
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Abb. 3.23: Die beiden cisoiden Konformationen V und VI kdnnen im Rahmen der NMR-Nach-

weisgrenze durch Einstrahlen in Thiophen-H3 ausgeschlossen werden.

Lediglich bei Vorliegen der beiden transoiden Konformationen VII und VIII (s. Abb.
3.24) ware bei Einstrahlen auf das Amid-NH eine Signalintensivierung von Pyrrol-H3,
Pyrrol-H5 und Thiophen-H3 sowie bei Einstrahlen auf Thiophen-H3 ein NOE-Signal
fur das zentrale Amid-NH zu erwarten, was den experimentell ermittelten Ergeb-
nissen entspricht. Diesbezuglich ist davon auszugehen, dass im Rahmen der NMR-
Nachweisgrenze in Losung bevorzugt eine dieser beiden Konformationen bzw. beide

in einem Gleichgewicht nebeneinander vorliegen.

O,N
H3C
Vi Vil
Abb. 3.24: Vermutlich liegt im Rahmen der NMR-Nachweisgrenze in Lésung eine der beiden

transoiden Konformationen (VII und VIII) oder beide nebeneinander vor, da die zu
erwartenden NOE-Signale bei beiden Strukturen den experimentellen Ergebnissen

entsprechen.
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Wie zu einem spateren Zeitpunkt durch die Ermittlung der Réntgenkristallstruktur von
Verbindung 69 aufgeklart werden konnte (s. Kap. 5.3.2, S. 183), liegt das Thiophen-
pyrrolcarboxamid 69 auch im Festzustand in einer sichelférmigen Konformation
analog zu Struktur VII (s. Abb. 3.24, S. 83) mit trans-(Z)-Konfiguration beider Amid-

bindungen vor.

N(CH3),
HaC_
O,N
5 H
/ \ H 3
H5C \\ N
o s N\ CH Thio-
CHs * 1 cH,
Thio-H3 Py-H5
Py-H3
NH NH Y CHz | CHz|  CH,

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
d [ppm]

Abb. 3.25: '"H-NMR-Spektrum des Thiophenpyrrolcarboxamids 69 (300 MHz); Lésungsmittel
DMSO-d®; Thio = Thiophen, Py = Pyrrol
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Abb. 3.26: '"H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf das Amid-NH zwischen den beiden
Hetarenen; es resultiert eine Signalintensivierung bei Pyrrol-H3, Pyrrol-H5 und

Thiophen-H3; Losungsmittel: DMSO-d®; Thio = Thiophen, Py = Pyrrol
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Abb. 3.27: 'H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf Thiophen-H3; lediglich fiir das Amid-
NH zwischen den beiden Hetarenen tritt eine Signalintensivierung auf; Losungsmittel:

DMSO-d°
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3.4 Synthese der (5-Nitro-)Naphthalimid-, Acridon-,
Anthrachinon- und Pyridocarbazol-N-terminal ge-

koppelten Thiophenpyrrolcarboxamide

3.4.1 (5-Nitro-)Naphthalimid
R

O e

- R = NO, 72
07 N 0

Auf die Verwendung des (Nitro-)Naphthalimids als DNA-Ligand und auch als
Baustein fur die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexine wurde bereits
in den Kapiteln 1.3.3, S. 17 und 2.3.3, S. 53 eingegangen.

3.4.1.1 Synthese des 5-Nitronaphthalimids
Das 5-Nitronaphthalimid 72 war durch zwolfstindiges Erhitzen des 3-Nitro-
naphthalsdureanhydrids 71 mit NHs-Losung (25 %) und der dadurch ausgeldsten

Ammonolyse leicht zugénglich % *71 wohingegen das unsubstituierte Naphthalimid
kommerziell erhaltlich war (s. Abb. 3.28).

71 72 (85 %)

Abb. 3.28: Darstellung des 5-Nitronaphthalimids 72
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3.4.1.2 Synthese der (5-Nitro-)Naphthalimidalkancarbonsauren

Wie schon in Kapitel 2.2.4, S. 56 erlautert sollte das Naphthalimid Gber Linker
variabler Lange (C, bis Cs) mit dem Aminothiophenpyrrolcarboxamid 90 (s. Abb.
3.31, S. 91) verkniipft werden. Da Keuser ™ fiir das 5-Nitronaphthalimidbutanoyl-
gekoppelte Bispyrrolcarboxamid 47 (s. Abb. 2.6, S. 54) einen dualen Bindungsmodus
und eine Topoisomerase-ll-Hemmung nachweisen konnte (s. Kap. 2.2.3, S. 54 f.),
wurde beziglich des 5-Nitronaphthalimids zunachst nur das entsprechende
Butterséure-Derivat hergestellt.

Die fur die spatere Kupplung erforderlichen (5-Nitro-)Naphthalimidalkancarbonséauren
waren durch Hydrolyse der zuvor hergestellten Ester sehr leicht zuganglich. Im
ersten Schritt erfolgte hierbei die Deprotonierung des (5-Nitro-)Naphthalimids mittels
Natriumhydrid bzw. zur Darstellung des Propionsdureester-Derivates mittels K,COgzin
DMF. Die anschlielende Zugabe der entsprechenden w-Bromalkancarbon-
saureethylester lieferte im Sinne einer Sy2-Reaktion die gewilnschten Ester, die
mittels Saulenchromatographie in Ausbeuten bis zu 84 % isoliert wurden ™,

Die unsubstituierten Naphthalimidalkansaureester konnten im Gegensatz zum 5-
Nitro-Derivat durch Erhitzen mit 15 % wassriger HCI-L6sung quantitativ hydrolysiert

n [148

werde 1. Um die 5-Nitronaphthalimidbutterséure zu gewinnen war, es erforderlich

auf die relativ milde LiOH-Methode % 29 zyriickzugreifen (s. Abb. 3.29).

1) NaH bzw. K,CO4
2) Br(CH,),COOC,H5
>

n=1-5

HCI bzw.
LiOH

OH

Abb. 3.29: Darstellung der (5-Nitro-)Naphthalimidalkancarbonséauren



Tab. 3.3:

R | R® |n |Ausbeute[%] | Verbindung Nr.
H |CHs |1 31 73
H H 1 95 74
H |CHs5 |2 66 75
H H 2 100 76
H |CyHs |3 57 77
H H 3 90 78
H |CHs |4 37 79
H H 4 96 80
H |CHs |5 58 81
H H 5 92 82
NO, | CoHs | 3 84 83
NO- H 3 100 84

Ubersicht der synthetisierten (5-Nitro-)Naphthalimidalkancarbonsaure(ester)

88
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3.4.2 Acridon

H

85

Die Kriterien fur die Auswahl des Acridons 85 als N-terminale Funktion der
Combilexine wurden anhand bereits literaturbekannter Beispiele antitumoraktiver
Acridon-Derivate in Kapitel 1.3.4, S. 18 erlautert. Basierend auf den vororientieren-

p [125]

den Struktur-Wirkungsbeziehungen von Keuse wurden ausschlie3lich die

Acridonpropionyl- und -butanoyl-gekoppelten Derivate synthetisiert.

3.4.21 Synthese der Acridonpropion- und -butterséure

Die Darstellung der Acridonpropion- und -butterséure erfolgte, wie zuvor von Keuser
(1231 heschrieben, durch N-Alkylierung des Interkalators mit dem entsprechenden w-
Bromalkancarbonséaureester und anschlieRende alkalische Hydrolyse, wobei die De-
protonierung des Heterocyclus im ersten Syntheseschritt, wie bereits unter 3.4.1.2,
S. 87 erwahnt, mit NaH bzw. K,CO3 durchgefihrt wurde (s. Abb. 3.30, S. 90).
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Abb. 3.30: Darstellung der Acridonpropion- und -buttersdure durch Alkylierung des Acridons 85

und anschlieBende Hydrolyse

Durch vorherige Trocknung des eingesetzten, pulverisierten K,COs3 (8 h bei 200°C)
gelang es, die Ausbeute des Acridonpropionsaureesters 86 gegentiber Keuser %!
von 17 auf 24 % zu steigern. Im Vergleich zu den hergestellten Naphthal-
imidalkancarbonsaureestern waren die erzielten Ausbeuten der Acridonalkancarbon-
saureester jedoch relativ gering und konnten auch durch vermehrte Zugabe an w-
Bromalkancarbonséaureester und eine Erhdhung der Reaktionszeit nicht verbessert
werden.

Aus diesem Grund sollte nach intensiver Literaturrecherche zur Optimierung der
Ausbeute die Kronenethermethode als alternatives Syntheseverfahren Verwendung
finden. Hierzu wurde eine Suspension aus Acridon, wasserfreiem K,CO3;, KOH und
[18]Krone-6 als Katalysator in wasserfreiem Toluol 2 h unter Stickstoffatmosphare
bei RT geruhrt. Zutropfen einer Losung des jeweiligen w-Bromalkancarbonsaure-
esters in Toluol und anschlielendes Erhitzen unter Ruckfluss sollte zum
gewiinschten Produkt fiihren ™% Da nach 18 h immer noch keine Umsetzung zu
beobachten war, wurde der Versuch abgebrochen.

o [151]

Auch die von Nishi, Kohno und Kan zur N-Alkylierung des Acridons verwendete

Methode mit Benzyltriethylammoniumchlorid (BTEAC) als Phasentransferkatalysator
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erwies sich als ungeeignet. Daher musste auf die eingangs erwédhnten NaH- bzw.
K>CO3-Methoden (s. Abb. 3.30, S. 90), deren Ausbeuten zwar unbefriedigend aber
fur die weitere Umsetzung ausreichend waren, zurtickgegriffen werden.

Eine Ursache fur die geringen Ausbeuten drfte in der hohen Stabilitdt und der damit

verbundenen verminderten Nucleophilie des Acridonanions begriindet liegen %9,

3.4.3 Synthese der (5-Nitro-)Naphthalimid- und Acridon-

gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide

Auch bei der Suche nach einem geeigneten Kupplungsreagenz zur Darstellung der
(5-Nitro-)Naphthalimid- und Acridon-gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide erwies
sich die DCC/HOBt-Methode gegeniber den bisher getesteten Verfahren als
besonders vorteilhaft (s. Abb. 3.31). Die Durchfuihrung erfolgte dabei analog zur Her-

stellung des Thyminhexanoylbispyrrolcarboxamids 66 (s. Kap. 3.2.4, S. 67).

H3C H3C

“N—CHs “n—CHs
O,N //J HoN
y N Ho(PdIC) y w
e /A N (DMF) e 7\ N
R Yo o q N Yo
o] N o] N
\ \
CH3 CH3
69 90
Mo\ - CHs
R
DCC/HOBY/Et;N H
RCOOH >/’N w
_— o) H
/Y N
HsC s \ \ N
o) N
CH3
Abb. 3.31: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung der (5-Nitro-)Naphthalimid- und

Acridon- gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide; R = (5-Nitro-)Naphthalimid- bzw.
Acridonalkylrest

Eine Ubersicht der synthetisierten Verbindungen zeigt Tabelle 3.4, S. 92.



H3C

@)
B W PN
H3C S \ \ \O
o) N
CHs
R n | Ausbeute [%] | Verbindung Nr.
1 38 91
‘O 2 32 92
3 33 93
o” So |4 27 94
w\Jw 5 28 95
3 25 96
26 97
3 19 98

Tabelle 3.4:

terminaler (5-Nitro-)Naphthalimid- und Acridonalkanoyl-Funktion

92

Ubersicht der synthetisierten Thiophenpyrrolcarboxamide mit N-
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344 Anthrachinon

Als Baustein wurde die kommerziell erhaltliche Anthrachinon-2-carbonséure 99
eingesetzt, die Uber einen b-Alanin-Linker mit dem Aminothiophenpyrrolcarboxamid
90 verknipft werden sollte. Auf die Verwendung des Anthrachinons als N-terminale
Funktion der Combilexine und die Wahl von b-Alanin als Linker wurde bereits in den
Kapiteln 2.2.3, S. 53 ff. und 2.2.4, S. 57 ausfuhrlich eingegangen.

3.4.5 Pyridocarbazol

COOH

Cr

H N=—

100

Zum Aufbau eines weiteren Hybridmolekils sollte die in Anlehnung an die beiden
Naturstoffe Ellipticin und Olivacin im Arbeitskreis Pindur mittels photochemisch
induzierter Elektrozyklisierung synthetisierte 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol-5-carbon-
saure 100 uber einen b-Alanin-Linker (s. Kap. 2.2.3, S. 55 und Kap. 2.2.4, S. 57) an
das Aminothiophenpyrrolcarboxamid 90 geknlpft werden. Genauere Angaben zu
den beiden Leitstrukturen und den davon abgeleiteten literaturbekannten Wirkstoffen

sowie deren Wirkmechanismen wurden bereits in Kapitel 1.3.2, S. 15 aufgefuhrt.
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3.4.6 Synthese der Anthrachinon- und Pyridocarbazol-
gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide mit b-Alanin

als Linker

Die Darstellung der Combilexine unter Verwendung von b-Alanin als Linker erfolgte
nach einer ahnlichen wie der von Keuser ? verwendeten Synthesestrategie. Boc-b-
Alanin 101 sollte zunachst mit einer geeigneten Kupplungsmethode an das zuvor
durch Reduktion mit Hy/(Pd(10 %)/C) erhaltene Aminothiophenpyrrol-Derivat 90
geknuipft werden (s. Abb. 3.33, S. 95). Mit dem von Keuser ™ als Kupplungs-
reagenz eingesetzten Chlorameisensaureethylester und auch der bisher sehr
erfolgreich verwendeten DCC/HOBt-Methode konnten jedoch keine flr die weiteren
Arbeiten ausreichenden Mengen des gewunschten Zwischenproduktes gewonnen
werden. Nach intensiven Studien im Rahmen der praparativen Peptidkupplungs-
chemie wurde zum Aufbau von 102 (s. Abb. 3.33, S. 95) die 1-(3-Dimethylamino-
propyl)-3-ethylcarbodiimid-HCI (EDCI)-Methode °% gewahlt.

CHs
@ 2]
H5C2—N=C=N—(CH2)3—I?I—H Cl

CHs;

EDCI

Abb. 3.32: Strukturformel von 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-HCI (EDCI)

Die Aminolyse des mittels EDCI/HOBt in DMF aktivierten Boc-geschutzten b-Alanins
101 mit dem zuvor durch Reduktion gewonnenen Aminothiophenpyrrolcarboxamid
90 fuhrte zum gewinschten Produkt 102, welches durch anschlieRende Saulen-
chromatographie in einer sehr hohen Ausbeute isoliert werden konnte (80 %).

Der Reaktionsmechanismus verlauft dabei analog zur DCC/HOBt-Methode (s. Kap.
3.2.4, S. 67). Wegen der geringen Loslichkeit des als Hydrochlorid vorliegenden
Carbodiimid-Derivates im verwendeten Losungsmittel DMF war der Einsatz eines 2.5
fach molaren Uberschusses an Kupplungsreagenz unumgéanglich. Auch auf die

Zugabe von HOBLt durfte aufgrund der bereits in Kapitel 3.2.4, S. 67 ff. aufgefuihrten
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Gefahr der N-Acylharnstoffbildung nicht verzichtet werden. Der Vorteil dieses
Verfahrens besteht vor allem darin, dass der als Nebenprodukt entstehende
Harnstoff bedingt durch seine bessere Loslichkeit einfacher abzutrennen ist als der
beim DCC-Verfahren anfallende Dicyclohexylharnstoff. Die relativ hohe Ausbeute
unter Anwendung der ECDI- gegeniber der DCC-Methode ist vermutlich auf die
Substitution der raumerfillenden Dicyclohexylreste des DCC’'s gegen kleinere
aliphatische Reste im EDCI und die daher wesentlich geringere sterische Hinderung
wahrend der Kupplungsreaktion zurtickzufiihren. Die hier erzielte Ausbeute und die
einfache Handhabung rechtfertigte den routinemalfiigen Einsatz der EDCI-Methode
fur alle weiteren Amidkupplungen.

Im Anschluss folgte die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit ethanolischer HCI-
Losung ™3 (s. Abb. 3.33).

HaC,
N\—CHa

H3C N//J

o) 0 2N H
H32>|\OJ\ /\)\ / \ H
Hj ” OH + HaC S \ WO
o) N
CH
0 3

H

101 9
HaC
EDCI/ HC——  H HCL cn,
HOBY HC >/"N N
(DMF) d \—>_H //J
e N
/4 H
o H N
HaC [ N
o) N
CH3
102 (80 %)
HaC,
HaN n—CHs
hanol. HCI N
ethanol. / H
O H
HaC [ ) N
’ L/
S \
CH

103 (92 %)

Abb. 3.33: Verknipfung des Boc-b-Alanins 101 mit dem Aminothiophenpyrrolcarboxamid 90 und
nachfolgende Abspaltung der Schutzgruppe
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Keuser ?° setzte das mit b-Alanin gekuppelte Pyrrolcarboxamid nach Schutz-
gruppenabspaltung mit dem Anthrachinoncarbonsaurechlorid, welches zuvor durch
Erhitzen der Anthrachinoncarbonséaure mit Thionylchlorid gewonnen wurde, zum
Endprodukt um. Die mit dieser Methode erzielten Ausbeuten waren allerdings
unbefriedigend (14 und 25 %) % Infolgedessen wurde zur Optimierung der
Ausbeute die Synthesestrategie variiert, indem die Anthrachinon-2- bzw.
Pyridocarbazol-5-carbonsaure 99 bzw. 100 direkt mithilfe der beschriebenen
EDCI/HOBt-Methode **? an das erhaltene Amin-Derivat 103 gekntpft wurden (s.
Abb. 3.34). Die somit erzielten Ausbeuten lagen mit 30 und 34 % wesentlich hoher;
ferner konnte durch Einsatz dieses Verfahrens ein Syntheseschritt, ndmlich die

Herstellung des Carbonsaurechlorids umgangen werden.

M cHy o

H
HoN >/“‘N
H H RCOOH © \’}H
/ Ny EDCI/HOBt J N
7\ N—A (DMF) / \ N N
Hg S ) \ N (e} 3 H3C ] \ No
\

CHy CH3

103

Abb. 3.34: Allgemeines Reaktionsschema zur direkten Darstellung der mit Anthrachinon und
Pyridocarbazol gekoppelten Combilexine;
R = Anthrachinon-2-yl bzw. 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol-5-yl



Tabelle 3.5:

d H
e / \. N N
\CH3
R Ausbeute [%] | Verbindung Nr.
o
I
o0, e |
I
(@]
30 105
Ubersicht der beiden dargestellten Combilexine

Anthrachinon-

Linker

mit

97

N-terminaler

bzw. 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol-Funktion und b-Alanin als
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3.5 Synthese der Naphthalimid-N-terminal gekoppel-
ten Bispyrrol- und Thiophenpyrrolcarboxamide

mit C-terminaler Ethylendiamin-Funktion

Der Einfluss einer C-terminalen Ethylendiamin-Funktion auf die DNA-Affinitat (s. Kap.
2.2.1, S. 47) sollte zunachst am Beispiel von Combilexinen mit Bispyrrol- bzw.
Thiophenpyrrolcarboxamid-Grundgerist untersucht werden, da mit den von Keuser
(1231 yntersuchten Bispyrrolcarboxamiden sowie den bislang im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Combilexinen mit Thiophenpyrrolcarboxamid-Grundstruktur ein relativ
breites Spektrum an Hybridmolekulen mit C-terminaler Propylendiamin-Funktion als

Vergleich zur Verfligung stand.

35.1 Synthese des Bispyrrolcarboxamids mit C-terminaler

Ethylendiamin-Funktion

Der Aufbau des Bispyrrolcarboxamids 108 (s. Abb. 3.35, S. 99) unter Verwendung
von N,N-Dimethylethylendiamin erfolgte analog zur Darstellung des Pyrrol-Derivates
mit C-terminaler Dimethylaminopropylamin-Funktion 60 (s. Kap. 3.1.1, S. 58 ff.). Die
Ausbeute an 108 betrug 48 %.
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ON HoN(CH2),N(CHg), O CHs
7\ CCl, (CH,Cl,/Hunigs Base) I\ H\/\l\(
\ - | \ CHs3
éiH3 © CHy ©
57 106 (81 %)

O,N
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& | ;
Hs CHs “cHs
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Abb. 3.35: Reaktionsschema zur Darstellung des Bispyrrolcarboxamids mit C-terminaler
Ethylendiamin-Funktion 108
3.5.2 Synthese des Thiophenpyrrolcarboxamids mit C-

terminaler Ethylendiamin-Funktion

Zunachst wurde Verbindung 106 nach der bewéahrten Methode mit Hy/(Pd(10 %)/C)
(s. Kap. 3.1.1, S. 59) zum Amin-Derivat 107 reduziert. Nachfolgende Amidkupplung
mit der Thiophencarbonsaure 68 in Gegenwart von EDCI/HOBt ™7 fijhrte zum
gewunschten Produkt 109, welches mittels S&ulenchromatographie in guter

Ausbeute (60 %) isoliert werden konnte (s. Abb. 3.36).

O,N
/ \ X
HoN . HaC COOH ON M CH,
H 3 EDCI/HOBt H
[\ N OME) J\ N
| CH, 7 HC \ \ Yo
L, © o)

\

107 109 (60 %)

Abb. 3.36: Darstellung des Thiophenpyrrolcarboxamids mit Ethylendiamin-Seitenkette am C-
terminalen Ende 109
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3.53 Synthese der Naphthalimid-gekoppelten Bispyrrol- und
Thiophenpyrrolcarboxamide mit C-terminaler Ethylen-

diamin-Funktion

Zur konvergenten Synthese der Combilexine mit C-terminaler Ethylendiamin-
Funktion wurde ebenfalls die bisher sehr zuverlassige EDCI/HOBt-Methode
herangezogen. Nach Reduktion des Nitro-Derivates 108 bzw. 109 (s. S. 99) mit
Ho/(Pd (10 %)/C) erfolgte die Aminolyse der mittels EDCI/HOBt aktivierten
Naphthalimidbuttersdure 78 (s. Kap. 3.4.1.2, S. 87 f.). Es gelang die gewinschten
Produkte 110 und 111 in Bezug zur Komplexitat dieser Verbindungen saulenchroma-

tographisch in einer guten bis sehr guten Ausbeute zu isolieren (s. Tab. 3.6).

®)
T
iij
/z\
@]
&

R' | R® | Ausbeute [%)] | Verbindung Nr.
N|CHs| H 51 110
S - CHs 84 111

Tabelle 3.6:  Strukturformeln der synthetisierten Combilexine mit C-terminaler Ethylendiamin-

Funktion
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3.6 Synthese und Strukturaufklarung des Methyl-

thiazolpyrrolcarboxamids

3.6.1 Synthese des Methylthiazolpyrrolcarboxamids

Wie vorangehend in Kapitel 2.2.2.3, S. 50 f. erlautert, sollten auch bioisostere
Combilexine mit Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Struktur hergestellt werden. Der
Aufbau dieses Grundgeristes begann mit der Darstellung des 2-Amino-4-methyl-
thiazol-5-carbonsaureesters 114 nach einer Hantzschen Thiazolsynthese [**¥. Hierzu
wurde eine auf 0°C gekihlte Suspension aus Ethylacetoacetat 112 und Harnstoff in
DMF mit Brom versetzt. Nach vollstandiger Entfarbung des Broms wurde
Thioharnstoff erganzt und 24 h bei RT geruhrt. Die anschlieRende Neutralisation mit
gesattigter K,COs-Losung filhrte zur Ausfallung des Aminothiazols 114 154,

Aus mechanistischer Sicht (s. Abb. 3.37) findet zun&chst in Gegenwart von Harnstoff
eine a-Bromierung des Ethylacetoacetats zu 113 statt. Der Harnstoff verhindert dabei
die unerwiinschte Zweifachbromierung, da er als Carbonsaureamid in der Lage ist,
mit Brom Komplexe zu bilden ™% %% |n einer nachfolgenden Tandemreaktion ¢
erfolgt Uber eine startende Sy-Reaktion die Cyclokondensation zum gewiinschten
Thiazolderivat 114.

/
HsC,0 Bry HsC,0
(DMF) 7 ‘/—J NH.
HBr HBr
=0 H »>=o HsC,00 NH;
H3C H3C SN
112 113

H3C 0_9 HsC
N N
. vl : I\
NH2 HZO H5CZOOC NH2

H:C,00C
114 (88 %)

Abb. 3.37: Reaktionsmechanismus der Cyclokondensation zum Aminothiazol 114
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Da das Aminothiazol-Derivat 114 nach Hydrolyse der Carbons&éureester-Funktion
eine Aminosaure mit zwei funktionellen Gruppen (Carboxyl- und Aminogruppe)
liefert, die nicht unmittelbar einer Amidkupplung mit dem Aminopyrrol-Baustein 59 (s.
Abb. 3.39, S. 103) unterzogen werden kann, war - wie haufig in der Peptid-Chemie -
die regioselektive Einfihrung einer Schutzgruppe erforderlich. Als Schutzgruppe fir
die nucleophile Amino-Funktion an Position 2 des Thiazolrings wurde der bewahrte
und zumeist verwendete tert.-Butyloxycarbonyl-Rest (Boc-Rest) gewahlt, der durch
zweistundiges Erhitzen einer LOsung des Thiazolbausteins 114 mit Di-tert.-
Butyldicarbonat (Boc-Anhydrid) in DMF eingefiihrt wurde ** (s. Abb. 3.38). Die Boc-
geschutzte Verbindung 115 wurde nach Extraktion mit Ethylacetat durch Saulenchro-
matographie isoliert. Die quantitative Hydrolyse der Esterfunktion mit 2M wassriger
NaOH und anschlieBendes Neutralisieren mit 1M wassriger HCI lieferte die freie

Carbonsaure 116.

H C
(Boc),0 $ H3
(DMF) CH3
HsC,00C NH, HsC,00C

114 115 (41 %)

1. NaOH
2. HCI/H,0

(EtOH)

H3C
I
HOOC

116 (100 %)

Abb. 3.38: Einfuhrung der Schutzgruppe und nachfolgende Esterhydrolyse
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Die Darstellung des Boc-geschitzten Thiazolpyrrolcarboxamids 117 erfolgte durch
Aminolyse der nach der ublichen EDCI/HOBt-Methode (s. Kap. 3.4.6, S. 94 f)
aktivierten Carbons&ure 116 mit dem zuvor durch Reduktion erhaltenen Aminopyrrol-
Derivat 59 (s. Abb. 3.3, S. 60). Die resultierende Ausbeute war mit 89 % sehr

zufrieden stellend. Nach der nahezu quantitativen Schutzgruppenabspaltung mit

ethanolischer HCI ™*® wurde das freie Amin 118 saulenchromatographisch isoliert (s.

Abb. 3.39).

H3C
H3C

FsQ 0 CH HaN N
N 3 H ~CHj
/ \ CH /A N~
HOOCI;)\N)\ O S \
H | O
CH,

EDCI/HOBt O
(DMF)

Abb. 3.39:

116 59 HaC

AN CH3

N/
H3C

o4 .
HsC >// >—S H A
© / N SN
N A | \ o)

N
CHy, © “cH,

117 (89 %)

l ethanol. HCI

H.C
s \p—CHa

H,N H
>/—S H CH,
N\%\(N\@/QO + H3C—</ T + COZT

(\) N\ CH,4
CHs CHs
118 (96 %)

Darstellung des Thiazolpyrrolcarboxamids 117 und nachfolgende Boc-Fragmentierung
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3.6.2 Strukturaufklarung des Methylthiazolpyrrolcarboxamids

Die exakte dreidimensionale Struktur von Verbindung 117 im Festkorper wurde durch
Bestimmung der Rontgenkristallstruktur, auf die in Kapitel 5.3.3, S. 188 genauer

eingegangen wird, aufgeklart.

3.7 Synthese der  (56-Nitro-)Naphthalimid-  und
Acridon-N-terminal gekoppelten Methylthiazol-

pyrrolcarboxamide

Zur Darstellung der Combilexine mit Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Grundgerist
wurde das Amin-Derivat 118 in DMF gel6st und mit den entsprechenden tricyclischen
Interkalatorcarbonsauren nach der bewéhrten EDCI/HOBt-Methode (s. Kap. 3.4.6, S.
94 f.) verknlUpft. Wie in Tabelle 3.7, S. 105 ersichtlich, wurden hierbei lediglich
Hybridmolekiile mit C3- und C,-Linker aufgebaut, da von den in dieser Arbeit bisher
dargestellten Combilexinen aus der Thiophenpyrrolcarboxamid-Reihe die Propion-
und Buttersdure-Derivate beziiglich der synthesebegleitend gemessenen T,-Werte
die hochste DNA-Bindeaffinitat aufwiesen und somit fur die weiteren Arbeiten
richtungsweisend waren (s. Kap. 4.3.1 S. 143). Die Synthese der (5-Nitro-)Naphthal-
imid- und Acridonalkancarbonsauren wurde bereits in Kapitel 3.4.1.2, S. 87 und
Kapitel 3.4.2.1, S. 89 ff. beschrieben.



Tabelle 3.7:

H
N
@)
N SN
Va Wo
\O N\
CHj; CHgy
R n | Ausbeute [%] | Verbindung Nr.
34 119
39 120
3 28 121
2 20 122
34 123

Ubersicht der dargestellten Combilexine der Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Reihe

105
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3.8 Synthese des Isopropylthiazolpyrrolcarboxamids

Durch die Einfuhrung des Isopropylthiazols als Baustein neuer Hybridmolekiile sollte
neben der Verschiebung der Sequenzselektivitdt in Richtung GC-reicher DNA
zusatzlich sowohl eine Steigerung der Lipophilie und als auch der hydrophoben Inter-
aktionen mit der kleinen Rinne erreicht werden (begriindende Details dazu s. Kap.
2.2.2.3, S. 50 ff.).

Im ersten Syntheseschritt erfolgte wiederum der Aufbau des Thiazolrings. Zunachst
wurde durch eine Darzens-Reaktion aus Isobutyraldehyd 125 und Dichloressigsaure-
methylester 124 in Anwesenheit von Na-Methanolat ein Gemisch aus a-Chlorglycid-
ester 127 und b-Chlor-a-oxoester 128 hergestellt. Beide Produkte wurden durch
Zugabe von Thioharnstoff 129 und anschlieRendes Erhitzen unter Rickfluss zum 2-

t ™8 Mechanistisch ge-

Amino-5-isopropylthiazol-4-carbonsaureester 130 umgesetz
sehen kommt es durch eine Knoevenagel-artige Kondensation des Aldehyds 125 mit
dem a-Halogenester 124 intermediar zur Bildung eines Halogenalkoxids 126,
welches durch eine intramolekulare Sy2-Reaktion zum Epoxid 127 weiterreagiert (s.
Abb. 3.40, S. 107) 59,

h €9 konnten durch Rontgenstrukturanalyse

Kennedy, Khalaf, Suckling und Waig
des erhaltenen Produktes die Konstitution von Verbindung 130 nachweisen und
damit eine mogliche Bildung des Regioisomeren 2-Amino-4-isopropylthiazol-5-

carbonséaureesters ausschlief3en.
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Cl o (I3I
MeO
H—é—COOCH3 _— C;)(Ii—COOCHg,
Cl Cl
124
He O cl H.C 20t Cl
S/ ol RO
C\ + :(IZ—COOCH3 — (l:_(I:_COOCHs

HsC H Cl HC H CI

125 126
HsC /O\ HsC Lo

—e> (I:_(I:_COOCHs ~— >—C—C—COOCH3
W HC A oC HC I
a-Chlorglycidester b-Chlor-a-oxoester
127 128
HoN - 129
+ >—S
HoN
H3;COOC
N
HsG /\ + HCl + H,0
NH»
HsC
130 (89 %)
Abb. 3.40: Darstellung des Isopropylthiazols 130 Uber eine Darzens-Glycidester-Kondensation

Der weitere Aufbau zum Isopropylthiazolpyrrolcarboxamid 134 folgte der gleichen
Synthesestrategie, wie zuvor zur Darstellung des analogen Methyl-Derivates 118
verwendet wurde (s. Kap. 3.6.1, S. 102 f.). Nach Einfihrung der Boc-Schutzgruppe
mittels Boc-Anhydrid **” wurde die Methylesterfunktion an Position 4 hydrolysiert. Es
schloss sich die Amidkupplung mit dem Aminopyrrol-Baustein 59 nach der
bewahrten EDCI/HOBt-Methode (s. Kap. 3.4.6, S. 94 f.) an. Durch anschliel3ende

(153 ynd saulenchromato-

Schutzgruppenabspaltung mit ethanolischer HCI-Lésung
graphische Aufreinigung konnte das Amin-Derivat 134 mit sehr guter Ausbeute

isoliert werden (s. Abb. 3.41, S. 108).
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HaCOOC H,COOC HC

(Boc),0 )<
_OMF) MG N)\ CH;
NH,
H3
131 (33 %)
1. NaOH
2. HCIH,0
(EtOH)
HOOG,
v O Y cn
- /s)\“)\% CH
H
HaC
132 (94 %)
HaC
HOOG H,oN \N\
H CH3
HaC 5)\ n)\ )<CH3 .\ I\ N ™
N
Hg CHy ©
132 59
H3C\N/CH3
HaG
EDCI/HOBt Q
(DMF) H3C%/ >,H H
HsC / >_—_N H
© N NN
Vi \ o
\ N
© cH
Ha CHg s

133 (69 %)

lethanol. HCI

HaC,
SN\ \—CHa

H,N H
>=N H C
g e

\ N CHs
O \
Hy CHs CHs

134 (96 %)

Abb. 3.41: Reaktionsschema zur Darstellung des Isopropylthiazolpyrrolcarboxamids 134
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Bislang konnten keine Kristalle des Isopropylthiazolpyrrolcarboxamids 133 bzw. 134
fur die Durchfihrung einer Rontgenkristallstrukturanalyse gewonnen werden. Auch
auf die detaillierte Strukturaufklarung anhand einer *H-NOE-Differenzanalyse musste
wegen des Fehlens eines diagnostisch relevanten Protons durch das zuséatzliche N-

Atom im Thiazolring verzichtet werden.

3.9 Syntheseversuche zur Darstellung eines Naph-
thalimid-N-terminal gekoppelten Isopropylthiazol-

pyrrolcarboxamids

Da die beiden mit Naphthalimid Uber einen Cs-Linker verknipften Thiophen- und
Methylthiazolpyrrolcarboxamide 92 (s. S. 92) und 119 (s. S. 105) vielversprechende
DT-Werte aufwiesen (s. Kap. 4.3.1, S. 145 und Kap. 4.5.1, S. 162), sollte zun&chst
versucht werden, durch Kupplung der Naphthalimidpropionsaure 76 (s. Tab. 3.3, S.
88) an das Aminderivat 134 (s. Abb. 3.41, S. 108) eine analoges Combilexin mit Iso-
propylthiazolpyrrolcarboxamid-Grundstruktur aufzubauen. Allerdings fuhrten weder
die bisher erfolgreich eingesetzte EDCI- noch die DCC- oder Chlorameisenséure-
ethylester-Methode zur gewiinschten Umsetzung. Aus diesem Grund fanden weitere

Reagenzien der praparativen Peptidkupplungschemie Verwendung.

3.9.1 N,N -Carbonyldiimidazol (CDI) - Methode

Die Umsetzung einer Carbonsaure mit der aquimolaren Menge N,N"-Carbonyldiimi-
dazol (CDI) bei RT in THF Y fiihrt tiber eine intramolekulare nucleophile Substitu-
tion an der Acyl-Carbonylgruppe und anschlieBender Decarboxylierung unter
Entropiegewinn zu einem energiereichen Imidazolid **? (s. Abb. 3.42, S. 110). Durch
die nachfolgende Aminolyse der in Form des Imidazolids aktivierten Naphthalimid-
carbonsaure mit dem Amin-Derivat 134 (s. Abb. 3.41, S. 108) sollte das gewiinschte

Combilexin entstehen. Auch nach mehreren Versuchen unter Variation verschie-
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dener Reaktionsbedingungen (Reaktionszeit und -temperatur) fihrte diese Methode

RL—COOH + O=<N O=<\ R
l

nicht zum gewinschten Produkt.

a0 & oh

7

o)
o) Q N
R2 R2-NH, N\ SN \ Ié
~ Rl ———— N - . Y/
H N R = 0z e.0, ﬂ\
L) \
R o

Imidazolid
H
Abb. 3.42: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung mittels CDI
3.9.2 (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexa-

fluorophosphat (PyBOP) - Methode

(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) gehort
zur Gruppe der sogenannten Phosphoniumreagenzien, die in vielen Féllen eine
hohere Effektivitdt als Kupplungsreagenz aufweisen als die Carbodiimide in
Gegenwart von HOBt [163], obwohl der Reaktionsmechanismus, wie aus Abbildung
3.43, S. 111 hervorgeht, ebenfalls tber die Zwischenstufe eines HOBt-Aktivesters
verlauft ¥ (vgl. HBTU-Methode, Kap. 3.3.2.2, S. 77).

Zur Aktivierung wurde die Naphthalimidpropionsaure mit der aquimolaren Menge
PyBOP 1 h bei RT geruhrt. Als Losungsmittel diente DMF. Nach Zugabe einer
Losung aus 1.1 Aquivalenten Aminoisopropylthiazolpyrrolcarboxamid 134 (s. Abb.
3.41, S. 108) und 2.75 Aquivalenten Hiinig's Base in DMF wurde weitere 24 h bei RT

¢ 164, 165]

geruhr . Eine Umsetzung zum gewinschten Produkt konnte jedoch auch
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durch zusatzliches Erwarmen des Ansatzes bei dieser Methode nicht beobachtet

werden.
0 N R!
® S ®
R1—/< + Q PDO—N/ SN C P—’?\.—<\
.00 o)
e 3 3
PF(69
PyBOP

l - (HgC4N)3PO

N
R O o
2—RH 4
Nt + HOBt R 2 \
Rl
HOBt-Aktivester
Abb. 3.43: Reaktionsmechanismus der Amidkupplung mittels PyBOP
3.9.3 O-7-Azabenzotriazol-1-yI-N, N, N°, N -tetramethyluronium-

hexafluorophosphat (HATU) - Methode

N

=z \
| \/N PR ©

SN

O
C(N(CHa)y)2

(<)

HATU

Die O-7-Azabenzotriazol-1-yl-N, N, N°, N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HATU)-Methode wurde flr einen weiteren Syntheseversuch ausgewahlt, da es sich
hierbei um ein breit anwendbares Reagenz aus der Uronium-Klasse handelt, mit dem

[138]

selbst schwierige, sterisch gehinderte Kupplungen gelingen . Der Reaktions-

mechanismus bei diesem Verfahren verlauft analog zur HBTU-Methode (s. Kap.
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3.3.2.2, S. 77). Der Zusatz einer tertiaren Base ist im Gegensatz zur HBTU-Methode
nicht erforderlich, da bei Verwendung von HATU als 7-Aza-analoge Verbindung zu
HBTU im Aminolyseschritt eine intramolekulare Basenkatalyse stattfindet "> (s. Abb.
3.44). Fur den Kupplungsversuch wurde einem 1:1-Gemisch der Amino- und
Carboxykomponente in Acetonitril ein Aquivalent HATU zugesetzt und anschlieBend
24 h bei RT geriihrt 12691,

Abb. 3.44: Intramolekulare Basenkatalyse wéhrend der Aminolyse

Bedauerlicherweise war selbst der Einsatz dieser zur préparativen Kupplung bei
Peptidsynthesen sehr haufig angewendeten Methode erfolglos.

3.94 Theoretische Betrachtung der Reaktivitat des Isopropyl-

thiazolpyrrolcarboxamids anhand von MO-Berechnungen

Da das lIsopropylthiazol-Derivat 134 (s. Abb. 3.41, S. 108) im Gegensatz zur
Methylthiazol-analogen Verbindung 118 (s. Abb. 3.39, S. 103) mit der Naphthalimid-
propionsaure 76 (s. Tab. 3.3, S. 88) nicht zum gewiinschten Combilexin umgesetzt
werden konnte, wurden semiempirisch-quantenmechanische AM1 Berechnungen
[167-1701 miit dem Programm SPARTAN Y durchgefiihrt. Diese sollten zur Aufklarung
einer eventuell unterschiedlichen nucleophilen Reaktivitat der beiden Bausteine
herangezogen werden.

Bei den relativ aufwendigen quantenmechanischen MO-Berechnungen wird die
elektronische Struktur von Molekilen naherungsweise mithilfe von Wellenfunktionen
berechnet, die aus der Schrodinger-Gleichung abgeleitet sind. Semiempirische Ver-
fahren berechnen nur Wellenfunktionen fur die Valenzelektronen unter gleichzeitiger
Anwendung von bestimmten empirischen Parametersétzen, wobei gewisse Integrale

durch einfach auszurechnende N&herungen ersetzt werden. Im SPARTAN-Pro-
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grammpaket M"Y sind dazu die Austin Model 1 (AM1) Parametersatze (nach Dewar
[167. 2881 ynd Stewart *°®)) implementiert. Durch die Kombination der beiden Verfahren
kann daher die Rechenzeit erheblich verkiirzt werden %3,

Zur Beurteilung der Nucleophilie wurde von beiden Amin-Derivaten (118 u. 134) der
HOMO-Energiewert sowie der HOMO-Koeffizient und die Atomladung im Grundzu-
stand des bei der Kupplung nucleophil angreifenden Aminstickstoffs berechnet (s.
Tab. 3.8). Aufgrund der erfolgreich durchgefuhrten Kupplung des Methylthiazolpyrrol-
carboxamids 118 zum Combilexin 119 (s. Tab. 3.7, S. 105) mittels EDCI/HOBt wurde
zusatzlich von der durch EDCI aktivierten Zwischenstufe und dem entsprechenden,
bei der Reaktion intermediar auftretenden HOBt-Aktivester der Carbonséure die
LUMO-Energie sowie der LUMO-Koeffizient und die Atomladung am Carbonyl-
kohlenstoff berechnet. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 3.9, S. 114 aufgefihrt.
Bei kleinen HOMO-LUMO-Energiedifferenzen wéare nach dem Grenzorbitalkonzept

(1701 eine schnell ablaufende Reaktion zu erwarten.

Berechnete Struktur Atomladung am | HOMO | HOMO-Koeffizient
priméaren [eV] am primaren
Amin-N [e] Amin-N
ch\N/CHS
118
HoN H -0.923 -8.29 +0.0503
o,
N
Y N
W \ N (0]
CHs CH,
ch\N/CHS
HN 134 HN//J -0.932 -8.28 -0.0034
—N H
N
Y N
T =
Hy CH, CHs

Tabelle 3.8:  Atomladungen und HOMO-Koeffizienten an den primaren Aminstickstoff-Atomen
sowie HOMO-Energiewerte der beiden Thiazolpyrrolcarboxamide 118 und 134. Die

Angaben beziehen sich auf eine semiempirisch-quantenmechanisch ermittelte lokale

Minimumskonformation (SPARTAN ),
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Berechnete Atomladung am LUMO LUMO-Koeffizient
Struktur aktivierten Carbonyl-C | [eV] am aktivierten
[e] Carbonyl-C

o So J) +0.835 -1.55 -0.0003
b\ HN
z O)\N
kCH3
o W o +0.870 -1.58 -0.0002
;\O—N
\N¢N

Tabelle 3.9:  Atomladungen und LUMO-Koeffizienten am jeweiligen Carbonylkohlenstoff sowie
LUMO-Energiewerte der aktivierten Naphthalimidpropionséaure-Zwischenstufen bei der

Kupplung mit EDCI/HOBt. Die Angaben beziehen sich auf eine semiempirisch-

guantenmechanisch ermittelte lokale Minimumskonformation (SPARTAN 7).

Fir beide Thiazol-Derivate wurden fast identische Werte fur die Atomladung am
Amin-Stickstoff und die HOMO-Energien berechnet (s. Tab. 3.8, S. 113). In Bezug
auf die ermittelten LUMO-Energiewerte der aktivierten Naphthalimidpropionsauren
(s. Tab. 3.9) resultieren daher ebenfalls sehr &hnliche HOMO-LUMO-Energie-
differenzen. Eine mdogliche Erklarung fur die experimentell gefundene unterschied-
liche Reaktivitat bzw. Nucleophilie der beiden Aminothiazol-Derivate liefern jedoch
die berechneten HOMO-Koeffizienten an den primaren Amin-N-Atomen der Ver-
bindungen 118 und 134. So weist das Methylthiazol-Derivat 118 gegenuber der
Isopropylthiazol-analogen Verbindung 134 einen signifikant gréReren HOMO-Koeffi-
zienten (s. Tab. 3.8, S. 113) und folglich eine wesentlich héhere Elektronendichte im
HOMO am nucleophil angreifenden Aminstickstoff auf. Demzufolge sollte der nucleo-
phile Angriff am Carbonylkohlenstoff der aktivierten Carbonsaure durch das Methyl-
thiazolpyrrolcarboxamid 118 unter kinetischer Betrachtungsweise nach der Grenz-

e 1170

orbitaltheori I'im Vergleich zum Isopropylthiazol-Derivat 134 begiinstigt sein.
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Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass es sich bei diesen MO-Berechnungen nur
um ein theoretisches Modell zur Erklarung experimenteller Befunde auf der Ebene
von Molekulstrukturbetrachtungen handelt. Au3erdem werden angesichts der Tat-
sache, dass sich die Berechnungen auf Systeme im Vakuum bei O K beziehen, die
realen Reaktionsbedingungen (wie z. B. Solvensinteraktionen) nicht bertcksichtigt.

Auch der weitere Versuch, das Isopropylthiazol-Derivat 134 mit Acetylchorid als sehr
reaktivem Acylierungsmittel in Gegenwart von Hinig's Base zum N-Acyl-Derivat
umzusetzen, blieb erfolglos "7, woraufhin die Syntheseversuche zur Darstellung von

Hybridmolekulen mit Isopropylthiazolcarboxamid-Grundgertst eingestellt wurden.

3.10 Synthese und Strukturaufklarung des Imidazol-

pyrrol- und Bisimidazolcarboxamids

3.10.1 Synthese des Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarbox-

amids

Durch die Synthese von Combilexinen mit Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarbox-
amid-Struktur sollte das Ziel zum Aufbau einer neuen Serie GC-selektiver DNA-
Liganden weiterverfolgt werden (s. Kap. 2.2.2.2, S. 50). Die zur Darstellung des
Bispyrrolcarboxamids 60 verwendete Methode 1'% 3¢ (s Kap. 3.1.1, S. 58 ff.) konnte
jedoch nicht auf die Imidazolcarboxamide Ubertragen werden, da auch nach
mehreren Versuchen der Nitrierung des Trichloracetylimidazols 136 keine Um-

setzung zum Nitro-Derivat 137 zu beobachten war (s. Abb. 3.45).

O,N
ClsCCOCI
N 3 N HNO4/Ac,0 N
{/ ) (CH,Cl,) {/ \ CCly 2 o [\ CCly
—_—
N \ 7 N\
| | o) | 0
CHg CHg CHg
135 136 (34 %) 137

Abb. 3.45: Versuch zur Darstellung von 2,2,2-Trichlor-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazolyl)-
ethanon 137
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Vermutlich ist das Imidazol 136 durch den starken -I-Effekt der Trichloracetylgruppe
und das zusatzliche Imin-N-Atom im Gegensatz zum entsprechenden Pyrrol-Derivat
56 einem Angriff durch Elektrophile unter den genannten Bedingungen nicht mehr
zuganglich. Diese Vermutung wurde durch eine semiempirisch-quantenmechanische
AM1-Berechnung (s. Kap. 3.9.4, S. 112) [¢"17% des HOMO-Koeffizienten und der
Atomladung an den C4-Atomen der beiden Verbindungen 136 und 56 untermauert
(s. Tabelle 3.10).

Struktur der berechneten | Atomladung | HOMO-Koeffizient
Verbindung an C4 [e] an C4

CCly

\'b
—Z
—

W -0.214 +0.1526
CHs

56

N
[ \  CCly
N
o) +0.092 0.000

I
CHs

N

136

Tabelle 3.10: HOMO-Koeffizienten und Atomladungen an den C4-Atomen der Verbindungen 56 und

136; Die Angaben beziehen sich auf eine semiempirisch-quantenmechanisch

ermittelte lokale Minimumskonformation (SPARTAN *74).

Sowohl die berechnete Ladungsdichte als auch die ermittelten HOMO-Koeffizienten
an den C4-Atomen spiegeln die differierende Reaktivitat der beiden Hetarene
gegenuber Elektrophilen wider. Das Pyrrol-Derivat 56 weist eine deutlich negativere
Atomladung an C4 auf als das entsprechende Imidazol-Derivat 136 und sollte daher
wesentlich leichter durch das in situ hergestellte Nitroniumacetat angegriffen werden.
Auch nach der Grenzorbitaltheorie ™ diirfte - aufgrund des fiir Verbindung 56
ermittelten signifikant gré3eren HOMO-Koeffizienten an C4 - der elektrophile Angriff
an C4 des Pyrrol-Derivates 56 im Vergleich zu Verbindung 136 kinetisch beguinstigt

sein.



117

Deshalb wurde zur Darstellung der Imidazolcarboxamide eine andere Synthese-
strategie gewahlt, indem zun&chst mithilfe von Chlorameisensaureethylester eine
weniger elektronenziehende Estergruppe an Position 2 des Imidazols 135 eingefuhrt
wurde 7 (s. Abb. 3.46). Durch anschlieBendes Erhitzen mit Nitriersaure "¥ gelang
es, Verbindung 138 regioselektiv an Position 4 zu nitrieren. Die erzielte Ausbeute von
139 war mit 31 % fur die weiteren Arbeiten ausreichend. Die freie Carbonsaure 140
war durch alkalische Esterverseifung und anschlieBendes Ansauern mit 1M

wasstriger HCI leicht zuganglich 731,

CICOOC,Hs/EtzN N HNO4/
( (CH3CN) [ \ H,SO,
N) COOC,Hy — >
|
CH3 CH;
135 138 (63 %)

oO—=

N
N 1. NaOH
/\ 2. HCI
N)\COOCsz > COOH
|
CHj Hg
139 (31 %) 140 (96 %)

Abb. 3.46: Darstellung der 1-Methyl-4-nitroimidazol-2-carbonsdure 140

Durch die Kupplung von 1-Methyl-4-nitroimidazol-2-carbonsdure 140 mit N,N-
Dimethyl-1,3-diaminopropan mittels EDCI/HOBt **3 (s. Kap. 3.4.6, S. 94 f.) wurde
das Imidazolcarbonsdureamid 141 in einer Ausbeute von 62 % erhalten (s. Abb.

3.47).

HsC
oN HoN(CH2)3N(CHg), O2N \N\
N EDCI/HOBt N H CHs
2/ )\ (DMF) 2/ R>\(N\/\/
COOH >

h R

H3 CH3
140 141 (62 %)

Abb. 3.47: Einfihrung der Dimethylaminopropylamin-Seitenkettenfunktion mittels EDCI/HOBt
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Zur Darstellung des Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarboxamids wurden die beiden
durch vorherige Reduktion (s. Kap. 3.1.1, S. 59) der Nitroderivate 58 und 141
erhaltenen Amine mit 140 nach der bewéhrten EDCI/HOBt-Methode 2 verknuipft (s.
Abb. 3.48).

H3C H3C
HaN \
N\ H,(Pd/C) N—
CH X H CHgz
ZQ\(N\/\/ om, [T
L,
CHs
X = CH: 58 X = CH: 59
X =N: 141 X=N: 142
O,N HsC
TN 140 ¥\~ CHs
\
h)\COOH

I
CHg

EDCI/HOBt

i

X = CH: 143 (63 %)
X=N: 144 (51 %)

Abb. 3.48: Darstellung des Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarboxamids 143 bzw. 144 durch
Amidkupplung mit EDCI/HOBt

3.10.2 Strukturaufklarung der Imidazolcarboxamide

Als erstes sollte unter Nutzung der 'H-NOE-Differenzanalyse die Konstitution von
Verbindung 138 (s. Abb. 3.46, S. 117) und damit die regioselektive Einfuhrung der
Esterfunktion an Position 2 des 1-Methylimidazols 135 bewiesen werden. Hierzu
wurde zunéachst das 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 138 aufgenommen, dessen
Signalzuordnung in Abbildung 3.50, S. 120 zu sehen ist. Durch Einstrahlen auf die
Resonanzfrequenz der Imidazol-CHs-Gruppe war lediglich eine Intensivierung des
tieffeldigeren Imidazol-H-Signals bei 7.44 ppm (s. Abb. 3.51, S. 120) zu beobachten.
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Eine denkbare Substitution an Position 4 konnte somit ausgeschlossen werden, weil
bei einer 4-Substitution aufgrund des geringen raumlichen Abstandes (< 3 A) von
Imidazol-H2 und -H5 zur Imidazol-CHs-Gruppe zwei Signalintensivierungen héatten
auftreten miussen (s. Abb. 3.49 A). Bei dem Proton mit einer Verschiebung von
dppm] = 7.44 musste es sich zwangslaufig um Imidazol-H2 oder -H5 handeln. Ein
wegen der moglichen Rotation um die Carbonyl-Imidazol-C2-Einfachbindung
erwartetes NOE-Signal fur die Protonen der CH,-Gruppe des Esters (s. Abb. 3.49 B)
war bei diesem Einstrahlungsexperiment ebenfalls nicht zu beobachten. Dies lasst
vermuten, dass in Losung eine Konformation, bei der sich Imidazol-CH; und die
Ester-CH,-Gruppe in einem raumlichen Abstand von < 3 A befinden, im Zeitmittel
des Rotationsgleichgewichtes nicht vorliegt.

Anschliel3end wurde auf das Imidazol-H bei d[ppm] = 7.44 eingestrahlt. Da eine
Signalintensivierung der Protonen der Imidazol-CHs-Gruppe und des aromatischen
Protons bei 7.04 ppm auftrat (s. Abb. 3.52, S. 121), konnte das Signal bei djppm] =
7.44 eindeutig Imidazol-H5 zugeordnet werden, wahrend es sich bei dem Proton bei
dppm] = 7.04 um Imidazol-H4 handeln musste. Somit war die regioselektive
Einflhrung der Esterfunktion an Position 2 des 1-Methylimidazols strukturell eindeu-
tig bewiesen.

Die aufgrund des vorhandenen AB-Systems von Imidazol-H4 und -H5 zu erwartende
Aufspaltung der Signale war infolge der zu geringen Betriebsfrequenz des

Messgeréates nicht erkennbar. Es traten lediglich zwei scheinbare Singuletts auf.

H5C,00C
4

| ’ o}
CHg CHs C/
2
“CH;
A B
Abb. 3.49: Theoretisch zu erwartende NOE-Signale bei Einstrahlen auf Imidazol-CHz:

A: bei 4-Substitution
B: bei 2-Substitution
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Inﬂ—CFh
4 N3
SQZ\(OCZH;,
1
\
(I:H3 O CHs
Imi-H4
_ CH,
Imi-H5

)

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15

d[ppm]

Abb. 3.50: '"H-NMR-Spektrum des 1-Methylimidazol-2-carbonsaureethylesters 138 (300 MHz);

Ldsungsmittel: DMSO-dG; Imi = Imidazol

4 N3
Sll;B&\X/OCﬂ*S
| \
o

CHs;

. l

“‘\‘“‘\““\““\““\“"\““\““\““\““\““\“"\““\““\““\“"\““\““\““\““\‘U“\““\““\““\“

78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40|38 36 34 32

dlppm]

Abb. 3.51: '"H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf Imidazol-CHg; es resultiert eine Sig-
nalintensivierung fir Imidazol-H5 bei djppm] = 7.44; Lésungsmittel: DMSO-d®; Imi =

Imidazol
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4 N3
5 [A>2\(OC2H5
1
S
Imi-H4 CH3
HnLCH3

78 76 4 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34

d[ppm]

Abb. 3.52: '"H-NOE-Differenzspektrum bei Einstrahlung auf Imidazol-H5 bei dppm] = 7.44; es
resultiert eine Signalintensivierung fur Imidazol-H4 bei dppm] = 7.04 und fir

Imidazol-CHjs; Losungsmittel: DMSO-dG; Imi = Imidazol

Die regioselektive Nitrierung von 138 an Position 4 sollte ebenfalls anhand einer *H-
NOE-Differenzanalyse nachgewiesen werden. Beim 4-Nitro-Konstitutionsisomeren
139 (s. Abb. 3.46, S. 117) sollte durch Einstrahlen auf die Resonanzfrequenz von
Imidazol-CH3; eine Signalintensivierung von Imidazol-H5 zu beobachten sein,
wohingegen beim 5-Nitro-Derivat keine Signalintensivierung zu erwarten ware (s.
Abb. 3.53). Wie in Abbildung 3.54, S. 122 zu erkennen ist, trat bei Einstrahlung auf
die Imidazol-CHs-Gruppe eine Signalintensivierung des Imidazol-H bei djppm] = 8.62
auf, womit der Beweis fur die regioselektive Nitrierung an Position 4 des

Imidazolrings erbracht war.

H_, O,N
N N
h/szf \. OC,H;s HI \: OC,Hs
O Y
. L [
H3C H3C
A

Abb. 3.53: Zu erwartendes Ergebnis bei Einstrahlung auf die Imidazol-CHz-Gruppe:

B

A: beim 5-Nitro-Derivat ist kein NOE-Signal zu erwarten

B: beim 4-Nitro-Derivat ist eine Signalintensivierung fur Imidazol-H5 zu erwarten
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N
5 / \ 2 OC2H5 Iml_
1
\ CHs
| o
Imi-H5 CH,

|
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CHs
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Abb. 3.54: a) "H-NMR-Spektrum von Verbindung 139 (300 MHz); Lésungsmittel: DMSO-d°
b) 'H-NOE-Differenzspektrum fiir Verbindung 139 bei Einstrahlen auf die Imidazol-
CHs-Gruppe; es resultiert eine Signalintensivierung fir Imidazol-H5; Losungsmittel:
DMSO-d®: Imi = Imidazol

Die Strukturaufklarung des Imidazolpyrrolcarboxamids 143 und des Bisimidazol-
carboxamids 144 (s. Abb. 3.48, S.118) erfolgte durch Rontgenkristallstrukturanalyse
(s. Kap. 5.3.4, S. 193 und Kap. 5.3.5, S. 197).
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3.11 Synthese der Naphthalimid- und Acridon-N-
terminal gekoppelten Imidazolpyrrol- und Bisimi-

dazolcarboxamide

Nach Reduktion der beiden Nitroimidazolcarboxamide 143 und 144 (s. Abb. 3.48,
S.118) mit Hy/(Pd(10 %)/C) erfolgte der weitere Aufbau zu den entsprechenden Com-
bilexinen ebenfalls nach der bisher sehr erfolgreich eingesetzten Kupplungsmethode
mit EDCI/HOBt *°2 (s. Kap. 3.4.6, S. 94 f.). Wie zuvor bei den Methylthiazol-Deriva-
ten in Kapitel 3.7, S. 104 beschrieben, wurden auch von den Imidazolen nur Hybrid-
molekiile mit Cs- und Cy-Linker synthetisiert. Die Darstellung der Naphthalimid- und
Acridonalkancarbonsauren wurde bereits in Kapitel 3.4.1.2, S. 87 und Kapitel 3.4.2.1,
S. 89 ff. erlautert. Eine Ubersicht Uber die dargestellten Combilexine gibt Tabelle

3.11.
HsC.

\N/CH3
R
Q. H
VAN
/ \ N\
o)
| \o \ AN
CHs CHs
R n| X | Ausbeute [%] | Verbindung Nr.
CH 56 145
CH 81 146
N 50 147
3|CH 25 148
3| N 24 149

Tabelle 3.11:  Ubersicht der synthetisierten Combilexine mit Imidazolcarboxamid-Grundgeriist
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3.12 Strukturaufklarung am Beispiel eines ausgewahl-

ten Combilexins

Abbildung 3.55 zeigt exemplarisch fir die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Combilexine das 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 92 sowie deren Signalzuord-

nung.
H;C
SN \—CHa
bf—"g¢
H
H 3 ac
N
LT Yo
\ N
5 \
CHs
92
N(CHjs),
_ : Thio-CHs
Thio-H3 + CH; (@)
Naph-H4+6+7+9 CH;
Naph-H5+8 Py-CHs; @)

Py-H5

CHZ CH2
Py-H3 b CH,
// y (b) ﬁ U )
e

Ik

105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 3.

d[ppm]

T
20 15

Abb. 3.55: '"H-NMR-Spektrum von Verbindung 92 (300 MHz); Lésungsmittel: DMSO-d®; Naph =
Naphthalimid, Thio = Thiophen, Py = Pyrrol
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Die Signalzuordnung der Protonen der Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit von
Verbindung 92 erfolgte analog zum Nitro-substituierten Derivat 69 (s. Kap. 3.3.4, S.
81 ff.). Auffallend hierbei war allerdings, dass Thiophen-H3 und die Protonen der
Thiophen-CHs-Gruppe des Hybridmolekils 92 gegeniber dem Nitrothiophenpyrrol-
carboxamid 69 einen Hochfeldshift aufwiesen (s. Tab. 3.12). Hingegen war die
chemische Verschiebung der Protonen des N-Methylpyrrols sowie der Protonen der

C-terminalen Propylendiamin-Funktion bei beiden Verbindungen nahezu identisch.

NO2-Thio-Py | Naph-Thio-Py
69 92
d[ppm] Thiophen-H3 8.48 8.01
d[ppm] Thiophen-CHs 2.77 2.24
Tab. 3.12: Chemische Verschiebung (Hochfeldshift) von Thiophen-H3 und Thiophen-CH; des

Naphthalimidpropionséure-N-terminal gekoppelten Hybridmolekils 92 im Vergleich
zum Nitrothiophenpyrrolcarboxamid 69; Naph = Naphthalimid, Thio = Thiophen, Py =
Pyrrol

Die im Vergleich zum Combilexin 92 tieffeldigere Lage des Thiophen-H3- und
Thiophen-CHs-Signals beim Nitro-Derivat 69 lasst sich durch den starken -I- und -M-
Effekt der Nitrogruppe erklaren 8%,

Im aromatischen Bereich traten neben den Signalen fur Pyrrol-H3 und -H5 sowie
Thiophen-H3 zwei weitere Signalsatze auf, die sich den H-Atom-Kernen des
Naphthalimids zuordnen liel3en: ein Pseudotriplett bei djppm] = 7.88 - verursacht
durch Naphthalimid-H5+8 - und ein Multiplett bei djppm] = 8.49 - hervorgerufen durch
die Protonen an den Positionen 4, 6, 7 und 9 des Naphthalimids (125]

Interessant sind auch die Methylengruppen der N-terminalen Propionsaure-
Seitenkette, die zum Auftreten zweier Tripletts (d[ppm] (CHx(a)) = 2.73 und d[ppm]
(CHy(b)) = 4.37) fuhrten, wobei das Resonanzsignal der b-Methylengruppe infolge
des negativen induktiven Effektes durch die benachbarte Imidstruktur des
Naphthalimids bei tieferem Feld erschien. Genau genommen handelt es sich
aufgrund der unterschiedlichen flankierenden Gruppen (Amid-CO und Naphthalimid-

N) um ein AA'XX-System. Durch die ungehinderte Rotation der beiden
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Methylengruppen in Losung bei RT sind die jeweils geminalen Protonen im Zeitmittel
chemisch aquivalent, weshalb man zur Vereinfachung auch von einem scheinbaren

A>X,-System 1. Ordnung sprechen kann 8%,
Weitere Details zu Verbindung 92 sind im Experimentellen Teil (s. Kap. 10.3.25.2, S.

345) dokumentiert.
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4, Biophysikalische und biochemische Unter-
suchungen an der DNA sowie zellbiologi-
sche Zytotoxizitats-Studien an Tumorzell-

linien

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierten variabel funktionalisierten
Funfringhetarencarboxamide wurden auf ihre DNA-Bindeeigenschaften, Topoiso-
merase | und Il hemmende Aktivitdt sowie antitumorale Wirksamkeit getestet. Die
erhaltenen Ergebnisse sollen im folgenden Kapitel aufgefuhrt und die Struktur-
einflisse auf die einzelnen Effekte diskutiert werden.
Um Aussagen beziglich der DNA-Affinitat und Sequenzselektivitat treffen zu kdnnen,
wurden samtliche Testverbindungen der im Arbeitskreis Pindur (D. Buckert *3%)
etablierten Tm-Wert-Messung unterzogen. Zusatzlich wurden in einem externen
Forschungslabor (Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille, Frankreich)
an ausgewahlten Verbindungen validierte biophysikalische (UV-Absorptions-
spektroskopie, Circulardichroismus) sowie biochemische (Topoisomerase-I- und -II-
Assays) Untersuchungen durchgefihrt. Diese sollten Aufschluss Uber Wechsel-
wirkungen mit der DNA und den Topoisomerasen sowie im Falle positiver Resultate
Informationen Uber den zugrunde liegenden Bindungsmodus liefern. Dartber hinaus
wurden einige Substanzen zellbiologisch auf ihre Zytotoxizitat an verschiedenen
Tumorzelllinien untersucht (National Cancer Institute (NCI), Bethesda, Maryland,
USA; Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ), Heidelberg; Institut de
Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille, Frankreich).
Diese Evaluierungen sollten zur Aufstellung vororientierender Struktur-Wirkungsbe-
ziehungen dienen und richtungsweisend fir weiterfihrende Entwicklungen sequenz-
selektiver DNA-Liganden mit Antitumoraktivitat sein.
Zunachst sollen die eingesetzten biophysikalischen und biochemischen Verfahren
kurz beschrieben werden. Die Ergebnisse werden anschlie@end - nach den
jeweiligen Stoffklassen geordnet - in folgender Weise erlautert:

1) Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen Untersuchungen

2) Zellbiologische Testungen und deren Ergebnisse

3) Interpretation der Ergebnisse aus 1) und 2)
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4.1 Beschreibung der verwendeten biophysikalischen

und biochemischen Verfahren

4.1.1 Thermische Denaturierung/Bestimmung der Schmelz-
temperatur der DNA (DT,,-Wert) 227 175-178]

Eine etablierte Methode, die aufgrund ihrer guten Reproduzierbarkeit sowie
schnellen und einfachen methodischen Handhabung haufig zur Ermittlung der
Bindungsstarke von Substanzen an der DNA eingesetzt wird, stellt die T,-Wert-
Bestimmung dar [28, 121, 127, 175-177].

Beim Erhitzen einer wassrigen, gepufferten DNA-LOsung Uber eine kritische
Temperatur hinaus kollabiert die urspringliche doppelhelicale Struktur der DNA,
indem sich die komplementaren Strange voneinander trennen und eine zuféllige,

n 7 Dieser Prozess der thermischen

ungeordnete Knauelkonfiguration annehme
Denaturierung (,Schmelzen“) der DNA, der auch bei Proteinen bekannt ist, kann
mithilfe UV-spektrophotometrischer Messungen (tblicherweise bei | = 260 nm, UV-
Absorptionsmaximum fir Nucleotide) anhand einer charakteristischen hyperchromen
Absorptionsverschiebung in Abhangigkeit der Temperatur verfolgt werden. Dieses
Phanomen kommt durch Aufhebung der elektronischen p-p-Stacking-Interaktionen

(178 Die Temperatur im Wendepunkt der

zwischen den gestapelten Basen zustande
sogenannten Schmelzkurve - hier liegt die DNA zur Halfte doppelstrangig bzw.
einzelstrangig im Gleichgewicht vor - entspricht dem Tp-Wert (Schmelztemperatur)
der DNA 112178,

Substanzen, die mit der DNA in Wechselwirkung treten, stabilisieren die Doppelhelix.
Infolgedessen kommt es zu einer Erhéhung der Denaturierungstemperatur der DNA,
da mehr Energie bendtigt wird, um die beiden Stréange voneinander zu trennen. Die
Differenz zwischen dem T.,,-Wert der DNA in Anwesenheit einer DNA-bindenden
Substanz und dem T,-Wert der reinen Nucleinsaure bezeichnet man als DT-Wert.
Dieser steht in Korrelation zur DNA-Bindungsaffinitat eines Liganden (1791 \wobei DT-

[127

Werte > 10 in der Regel auf eine gute DNA-Bindung hindeuten 1. Aussagen
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bezuglich des Bindungsmodus (z. B. Rinnenbindung, Interkalation) kbnnen anhand
von DT-Werten jedoch nicht getroffen werden.

Da sich die Sequenzselektivitat rinnenbindender Substanzen in unterschiedlichen
DTn-Werten mit GC- und AT-reicher DNA widerspiegeln kann “80], wurde fir die
Testung der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Hybridmolekule sowohl
natiirliche Kalbsthymus(CT)-DNA (~ 42 % GC-Anteil '* ¥® T = 87°C) als auch das
synthetische, aus alternierend angeordneten AT-Basenpaaren bestehende Poly-
nucleotid poly(dAdT) (Tm = 47°C) verwendet.

4.1.2 UV-Absorptionsspektroskopie [ 127 176. 179, 181-183]

Ein weiteres Verfahren, mit dem sich die DNA-Bindung einer Testsubstanz nach-
weisen lasst, ist die UV-Absorptionsspektroskopie 79,

Hierbei macht man sich zu Nutze, dass sich das UV-Spektrum einer DNA-
interagierenden Substanz in Anwesenheit von DNA veréandert. Beobachtet man die
Veranderung des UV-Absorptionsspektrums einer gepufferten, wassrigen Lésung
(pH = 7.1) der zu untersuchenden Verbindung wahrend der Titration mit einer DNA-
Losung (in der Regel wird Kalbsthymus-DNA (CT-DNA) verwendet), so kommt es im
Falle einer DNA-Bindung zu einer hypochromen - oftmals assoziiert mit einer batho-
chromen - Verschiebung der Absorptionskurve [4 176 179, 181-184]

Der bathochrome Effekt ist auf die aus den p-p-Wechselwirkungen zwischen den
Elektronen des Liganden und der Nucleobasen resultierende Verminderung der

Energiedifferenz zwischen HOMO und LUMO der Testsubstanz zuriickzufiihren 8

18 Die Ursache fir das Auftreten des hypochromen Effektes hingegen liegt in einer

Zunahme der Ubergangswahrscheinlichkeit der p ® p- und n ® p-Ubergange

begrindet, was zu einer geringeren Strahlungslebensdauer des angeregten

Zustandes und folglich zu einer Intensitatsabnahme der Absorptionsbande fiihrt 8%,

Eine Differenzierung zwischen den verschiedenen Bindungsmodi ist jedoch auch mit

[74. 179 " Allerdings lasst ein gut aufgeldster isosbesti-

dieser Methode nicht mdglich
scher Punkt auf eine homogene Interaktion in einer Gleichgewichtsreaktion schlie3en

[181.184] (s Abb. 4.1, S. 130).
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A
0.8 — Isosbestischer Punkt
0.6
0.4
0.2
250 300 350 400 | (nm)
Abb. 4.1: Modell-Abbildung fir die Verdnderung des UV-Absorptionsspektrums einer DNA-

bindenden Substanz wahrend der Titration mit CT-DNA (DNA/Substanz-Verhaltnis
von 0:1 bis 20:1) 8. Erkennbar ist eine hypochrome () sowie bathochrome (®)
Verschiebung. Der gut aufgeloste isosbestische Punkt deutet zusatzlich auf eine

homogene Interaktion hin.

Um erste Aussagen beziglich der DNA-Bindung der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit dargestellten Hybridmolekile treffen zu kdnnen, wurde zunachst das
Absorptionsspektrum (I = 240-450 nm) der einzelnen Testverbindungen sowie an-
schlielend in Anwesenheit der &quimolaren Menge an CT-DNA (20 mM) gemessen
27 Da bis zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch keine weiteren
Titrationen durchgefuhrt wurden, ist die Interpretation der zu kommentierenden UV-

Ergebnisse vorerst auf mogliche hypo- und bathochrome Effekte beschrankt.

4.1.3 Circulardichroismus (CD) [ 74 127,157 185-187]

Bei der Messung des - zumeist zur Konformations- und Konfigurationsanalyse von
chiralen Molekilen eingesetzten - Circulardichroismus (CD) wird die Lichtabsorption
von zirkular polarisiertem Licht durch optisch aktive Substanzen in Abh&ngigkeit von
der Wellenlange beobachtet. Tritt links- und rechtszirkular polarisiertes Licht durch
ein optisch aktives Medium (z. B. enantiomerreine Substanz), so kommt es zu einer
unterschiedlichen Wechselwirkung der beiden Strahlenarten mit der Substanz und
folglich zu einer unterschiedlichen Lichtabsorption. Der Circulardichroismus ist
definiert als die Differenz DA der Absorption des links- und rechtszirkular polarisierten

Lichtes. Tragt man DA gegen die Wellenlange | auf, erhélt man das sogenannte CD-
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Spektrum 18 188 Hierpei befindet sich das Maximum bzw. Minimum des CD immer
bei der Wellenlange des UV/Vis-Absorptionsmaximums der entsprechenden
Verbindung (I max) 2%

Die Bindung einer achiralen Substanz an die chirale DNA fihrt zu einer induzierten
optischen Aktivitat des DNA-gebundenen Liganden ! Hierdurch wird erméglicht,
mithilfe des Circulardichroismus Informationen tber den Bindungsmodus der im
Rahmen dieser Arbeit synthetisierten, optisch inaktiven Hybridmolekule zu gewinnen.
Tritt im CD-Spektrum eines DNA-bindenden Molekils in Anwesenheit von DNA (in
der Regel Kalbsthymus-DNA (CT-DNA)) neben einem durch die DNA verursachten
positiven Signal zwischen | = 250-280 nm (UV-Absorptionsmaximum der Nucleo-
basen) ein weiteres positives Signal bei | = 300-350 nm in Erscheinung, so ist dies

[74, 157, 187, 188] Demgegeniiber

ein eindeutiger Hinweis auf Minor Groove Binding
verursachen Interkalatoren - bei der Wellenlange ihres Absorptionsmaximums
(zumeist bei | > 350 nm) - schwach negative Signale, die aufgrund starker
Intensitatsschwankungen oftmals nicht bzw. nur sehr schwer zu erkennen sind " %
127, 157, 188 7ym Nachweis einer Interkalation wurde daher zusatzlich der

Topoisomerase-I-Relaxations-Assay herangezogen (s. Kap. 4.1.4.1, S. 134).

4.1.4 Topoisomerase-Hemmtest (Topoisomerase-Relaxations-

und -Cleavage-Assay) 8% 18419

Da zahlreiche Minor Groove Binder (z. B. Hoechst 33258 33, s. Abb. 1.17, S. 22)
sowie Combilexine (z. B. Distel (1+) 38, NetAmsa 42, s. Kap. 1.5.2, S. 34 ff.) eine

6, 13, 76, 78, 101, 127, 189
[0, 13, 76, 76, 101, 127, 189] g

Topoisomerase | und/oder Il hemmende Wirkung besitzen
die in dieser Arbeit verwendeten Interkalator-Grundgeriste Anthrachinon, Pyrido-
carbazol, Naphthalimid und Acridon Strukturelemente bekannter Topoisomerase-II-
Hemmer sind (s. Kap. 1.3, S. 7 ff.), wurden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
synthetisierten Hybridmolekile auf ihre Topoisomerase | und Il hemmenden Eigen-
schaften untersucht. Im Folgenden sollen daher die Funktionen der Topoisomerasen,
Topoisomerase-Hemmstoffe sowie die verwendeten Testsysteme kurz erlautert

werden.
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Die DNA kann ihre molekularbiologischen Funktionen nur austiben, wenn sie sich in
einem adaquaten topologischen Zustand befindet *™®. Die Kontrolle der DNA-
Topologie wéahrend der Zellteilung erfolgt durch bestimmte Enzyme des Zellkerns,
die Topoisomerasen | und Il. Normalerweise liegen DNA-Doppelstrdnge in den
Zellen als Chromatin in einer negativ superspiralisierten Form vor 2% Fir
grundlegende biologische Vorgadnge wie Transkription, Replikation und genetische
Rekombination ist jedoch die lokale Trennung der beiden komplementaren
Polynucleotidstrange und folglich eine Entspiralisierung erforderlich 8. Typ-I-
Topoisomerasen katalysieren die Entspiralisierung negativ superspiralisierter DNA,
indem sie einen vorubergehenden Einzelstrangbruch herbeifihren und anschlie3end
die Enden wieder verknuipfen; hierbei entsteht die relaxierte Form der DNA [0 20.41]
Bei den Typ-ll-Topoisomerasen ist zwischen den prokaryotischen und eukaryo-
tischen Enzymen zu unterscheiden: wahrend die prokaryotische Topoisomerase |l
(sog. Gyrase) durch Spaltung und Wiederverknipfung beider Strénge unter ATP-
Verbrauch die Umwandlung von relaxierter DNA in die negativ superspiralisierte
Form ermoglicht, fuhren die eukaryotischen Typ-ll-Enzyme - ebenfalls durch
Induktion von Doppelstrangbriichen und anschlielender Religation - zur Relaxation
negativ superspiralisierter DNA 5 1781,

Die fur Topoisomerasen codierenden Gene werden in einer ganzen Reihe schnell-
proliferierender Tumorzellen Gberexprimiert, was diese Enzyme zu einem geeigneten

t (2041193 " Topoisomerase-Hemmstoffe konnen folglich

Target fur Zytostatika mach
mit einer gewissen Tumorzellselektivitat fur die Zelle lebensnotwendige, biologische
Prozesse wie Replikation und Transkription unterbinden. Hierbei differenziert man
zwischen den sogenannten TOPO-Poisons und -Suppressors.

TOPO-Poisons stabilisieren den spaltbaren Topoisomerase-DNA-Komplex (,Clea-
vable-Komplex*) durch Ausbildung eines nichtproduktiven, terndren Komplexes aus
Wirkstoff, DNA und Enzym und verhindern auf diese Weise die Religation der

[20. €6, 190-192] ' pje hieraus resultierenden DNA-Strangbriiche

durchtrennten Strange
fuhren Uber verschiedene biochemische Ablaufe - u. a. Aktivierung des Tumor-
suppressor-Proteins p53 - zur Apoptose 2% € 199 Beispiele bekannter TOPO-I-
Poisons sind Camptothecin 150 und Hoechst 33258 33; zu den Topoisomerase-II-
Giften z&hlt z. B. Etoposid 151 (s. Abb. 4.2, S. 133 u. Abb. 1.17, S. 22) [20. 191 194

TOPO-Suppressoren hingegen unterdricken die Aktivitat der Topoisomerasen ohne

mit dem ,Cleavable-Komplex“ zu interagieren. Sie verhindern die Bindung des
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Enzyms an die DNA, indem sie entweder an das Enzym selbst (z. B. b-Lapachon 152
(Topoisomerase-I-Suppressor), s. Abb. 4.2) oder an die DNA binden (z. B. Netropsin
29, Distamycin 30 (Topoisomerase-I-Suppressors), s. Abb. 1.17, S. 22) [6¢ 191 pa
solche Inhibitoren keine irreversiblen DNA-Schéaden induzieren und somit lediglich
eine zellwachstumshemmende Aktivitat besitzen, ist deren antitumorale Wirksamkeit

schwécher als die der Topoisomerase-Poisons ",

H5C
3C N\~ o
; 0
AN
X “\
C 1 o
o)
/\l
H,cO” ﬁ/\ocH3
OH
Camptothecin Etoposid
150 151
[
904
@)
H3C CHj
b-Lapachon
152
Abb. 4.2 Beispiele bekannter TOPO-I- oder TOPO-II-Poisons und -Suppressors 2% 191194

Die ringférmige Plasmid-DNA eignet sich besonders gut, um die Aktivitat der
Topoisomerasen sowie Topoisomerase-Inhibitoren zu untersuchen ™*%. Sie kann in
unterschiedlichen topologischen Konformationen vorliegen (s. Abb. 4.3, S. 134):

als negativ superspiralisierte zirkulare DNA (Form 1), als zirkulare DNA mit einem
Einzelstrangbruch (nicked DNA, Form 1), als relaxierte zirkulare DNA (Form Ill) oder

als lineare DNA mit einem Doppelstrangbruch (Form 1V).
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Diese verschiedenen Plasmid-Formen lassen sich experimentell mittels Gel-
Elektrophorese auftrennen, was man sich bei den unterschiedlichen Assay-Verfahren

zu Nutze macht 18- 184 190,

W Form I

Form | (nicked)

(negativ superspiralisiert)

Form Il

(relaxiert)

IR R L R R T e e TR

Form IV

(linear)
Abb. 4.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Plasmid-Topologien ™!
4.1.4.1 Topoisomerase-I-Relaxations-Assay ' 1%

Durchfilhrung des Topoisomerase-I-Relaxations-Assay 1?7

Negativ superspiralisierte Plasmid-DNA (pLAZ-Plasmid-DNA mit einem nicked-Anteil
< 10 %) wurde 45 min. bei 37°C mit humaner Topoisomerase | (Topogen) und
unterschiedlichen Konzentrationen an Testsubstanz (5, 10, 20 und 50 mM) in einem
die physiologischen Bedingungen widerspiegelnden Reaktionspuffer inkubiert. Mittels
SDS (Sodium Dodecylsulfat) und Proteinkinase K wurde die Reaktion gestoppt und
das Enzym von der DNA abgespalten. Nach Zugabe von Auftragspuffer schloss sich
die gelelektrophoretische Trennung der erhaltenen Proben in einem 1%igen
Agarosegel an (2 h bei 120 V). Die Detektion erfolgte nach Anfarben der Banden in
einem Ethidiumbromid-haltigen Bad unter UV-Licht.

Fungiert die Testsubstanz als TOPO-I-Suppressor (s. S. 132 f.), wird die DNA-
Bindung des Enzyms und somit die durch die Topoisomerase | katalysierte
Relaxation verhindert; die Plasmid-DNA bleibt folglich in ihrer negativ super-
spiralisierten Form (s. Abb. 4.4, S. 135). Diese wandert aufgrund der kompakteren
Struktur schneller durch das pordse Gel als die relaxierte Form %9,
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Im Gegensatz hierzu kommt es in Anwesenheit eines TOPO-I-Poisons zur
vermehrten Bildung von nicked-Plasmid-DNA, da die Religation des durch die
Topoisomerase | verursachten Einzelstrangbruchs im ,Cleavable-Komplex* gehemmt
wird.

Daruber hinaus kdnnen mithilfe des Relaxations-Assays zusétzlich Informationen
Uber den Bindungsmodus gewonnen werden: Interkalatoren fiihren durch das
Einschieben zwischen die gestapelten Basenpaare zu einer Entspiralisierung der
DNA (s. Kap. 1.3, S. 8) "% Nimmt der Anteil der durch die Topoisomerase-I-
induzierten, relaxierten Form der Plasmid-DNA mit steigender Konzentration der zu
untersuchenden Verbindung signifikant zu (DNA-Unwinding), kdnnte dies ein Hinweis

auf eine interkalierende Testsubstanz sein (s. Kap. 4.1.4.2, S. 136) [*#7,

neg. superspiralisierte
Plasmid-DNA u.

Topoisomerase |

ungehemmter Weg Interkalator

TOPO-I-Poison TOPO-I-Suppressor
A y A
Relaxierte Nicked neg. superspiralisierte Relaxierte
Form (111) Form (II) Form (1) Form ()
Abb. 4.4: Bildung der unterschiedlichen Plasmid-DNA-Formen (s. Abb. 4.3, S. 134) nach Inku-

bation neg. superspiralisierter Plasmid-DNA mit einem TOPO-I-Poison, -Suppressor

oder Interkalator in Gegenwart von Topoisomerase I.

Die relaxierte sowie nicked Form der DNA sind jedoch nach dem beschriebenen
Verfahren gelelektrophoretisch nicht klar voneinander zu trennen, weshalb zur
genauen Differenzierung eines TOPO-I-Giftes von einer interkalierenden Verbindung

eine zweite Testmethode herangezogen werden muss (s. Kap. 4.1.4.2, S. 136) "%,
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4.1.4.2 Topoisomerase-I-Cleavage-Assay 27 1%

Durchfiihrung des Topoisomerase-I-Cleavage-Assay **":

Die Durchfihrung des Topoisomerase-I-Cleavage-Assays erfolgte bis auf die Ver-
wendung von Ethidiumbromid-haltigem Agarosegel analog zu dem bereits in Kapitel
4.1.4.1, S. 134 beschriebenen Relaxations-Assay.

Durch die Verwendung von Ethidiumbromid-haltigem Gel kénnen nicked, relaxierte
und negativ superspiralisierte Form voneinander separiert werden. Wahrend die
elektrophoretische Mobilitat der nicked-DNA durch Ethidiumbromid praktisch
unbeeinflusst bleibt, wird die Helix der relaxierten Form entwunden **°!. Dies spiegelt
sich in einer Abnahme der helikalen Windungszahl Tw wider; gleichzeitig nimmt die
superhelikale Windungszahl Wr zu, wodurch die relaxierte DNA in eine positiv
superspiralisierte Form Ubergeht. Diese wandert geringfugig schneller durch das Gel
als die negativ superspiralisierte Form 217519

Dieses Testverfahren dient primar der Identifizierung von Verbindungen mit TOPO-I-

t 21 Nimmt die Intensitat der Bande der nicked-DNA in Anwesenheit

Poison-Aktivita
einer Testsubstanz zu, handelt es sich folglich um ein Topoisomerase-I-Gift %, Als
Vergleich wurde eine Probe mit dem TOPO-I-Poison Camptothecin 150 aufgetragen
(Formel s. Abb. 4.2, S. 133).

Ist im umgekehrten Fall beim Cleavage-Assay keine Intensitatszunahme der Bande
der nicked Form zu beobachten, im Topoisomerase-I-Relaxations-Assay
unterdessen jedoch eine deutlich vermehrte Bildung relaxierter Plasmid-DNA mit
steigender Konzentration der zu untersuchenden Verbindung zu erkennen (s. Kap.
4.1.4.1, S. 134), liegt eine interkalierende Substanz vor 7).

Daruber hinaus wurde der Cleavage-Assay genutzt, um zusatzlich auf indirektem
Wege eine Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitat nachzuweisen. Gibt man zu einer
Probe, die bereits Camptothecin 150 enthalt, einen TOPO-I-Suppressor hinzu, so
wird die normalerweise durch Camptothecin 150 gesteigerte Bildung von nicked-DNA
unterdrtickt, da die Ausbildung des ,Cleavable-Komplexes* durch den Suppressor
verhindert wird. Die DNA bleibt demzufolge in ihrer initialen Konformation (negativ

superspiralisiert).
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4.1.4.3 Topoisomerase-ll-Cleavage-Assay 12" 181 184

[127].

Durchfuhrung des Topoisomerase-lI-Cleavage-Assay

Die Durchfuhrung erfolgte analog zum Topoisomerase-I-Cleavage-Assay. Als Enzym
wurde die humane Topoisomerase |l (Topogen) verwendet. Als Vergleichssubstanz
diente Etoposid 151 (Formel s. Abb. 4.2, S. 133).

ungehemmter Weg neg. superspiralisierte TOPO-II-Suppressor
Plasmid-DNA u.

Topoisomerase Il

TOPO-II-Poison

y y

Relaxierte Lineare neg. superspiralisierte
Form (Ill) Form (V) Form (1)
Abb. 4.5: Nach Inkubation negativ superspiralisierter Plasmid-DNA mit einem TOPO-II-Poison in

Gegenwart von humaner Topoisomerase |l kommt es zur Bildung der linearen
Plasmid-DNA-Form (Form 1V, s. Abb. 4.3, S. 134).

Wie aus Abbildung 4.5 hervorgeht, kénnen TOPO-II-Poisons - diese hemmen die
Religation des durch die humane Topoisomerase Il verursachten Doppelstrang-
bruchs im spaltbaren Komplex - anhand der Bildung linearer Plasmid-DNA
identifiziert werden. In Abwesenheit der Testsubstanz bzw. in Anwesenheit nicht
Topoisomerase-ll-hnemmender Verbindungen entsteht (im Falle eukaryotischer
Topoisomerase II) nach Wiederverkniipfung der freien Enden die relaxierte Form 2"
181 184 Wird hingegen die katalytische Aktivitat der Topoisomerase Il durch einen
TOPO-II-Suppressor gehemmt, bleibt die DNA in ihrer negativ superspiralisierten

Form.
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4.2 Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen
und zellbiologischen Testungen der Pyrrolcarbox-

amide mit N-terminaler Thyminalkanoyl-Funktion

4.2.1 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen

Untersuchungen

Die Nucleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamide 64, 65 und 66 (s. Abb. 4.6) wurden
mithilfe der in Kapitel 4.1 (S. 128 ff.) beschriebenen Methoden auf ihre DNA-Binde-

eigenschaften und Wechselwirkungen mit den Topoisomerasen | und Il untersucht.

Ho/°
O=< CHs -
/ n | m | Verbindung Nr.
(g)m_'m 7 = 1)1 64
/ Nee 211 65
(@) H CH3
| \
CHy 9
— -n
Abb. 4.6: Ubersicht der getesteten Verbindungen

Wie aus den Ergebnissen der Tn-Wert-Bestimmungen hervorgeht (s. Tab. 4.1, S.
139), zeigten lediglich die Bispyrrol-Derivate 65 und 66 einen signifikanten, wenn-
gleich schwachen Anstieg der DNA-Schmelztemperatur, wobei die mit poly(dAdT)-
DNA ermittelten Werte deutlich hoher lagen als unter Verwendung von Kalbs-
thymus(CT)-DNA (GC-Anteil ~ 42 %).
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DTm DTm
Verbindung (poly(dAdT)) (CT-DNA)
[*Clir=1 [*]Cl;r=1
64 n. a. n. a.
65 7.7+0.15 24+0.32
66 6.9+0.11 27+0.24
Tab. 4.1: DT,,-Werte (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, + Standardabweichung) der

untersuchten Thymin-gekoppelten Pyrrolcarboxamide 64-66; r = molares Verhaltnis
DNA/Testsubstanz; n. a. = keine messbare DNA-Bindung, DT, £ 1°C

Damit korrelierend sind auch die mittels UV-Absorptionsspektroskopie und

Circulardichroismus erhaltenen Resultate (s. Abb. 4.7).

UV-Absorptionsspektren: (r=1; % Substanz; ---- Substanz + CT-DNA)
A A A
1.2 1.2 1.2
09 64 09 65 09 l 66
06 \7 0.6 0.6 l\
0.3 __.f“\\ 03 03 \\\
o ] ] S
240 280 320 360 400 240 280 320 3&0 400 240 280 320 360 400
wavelength (nm) wavelength (nm) wavelength (nm?
CD-Spektren: (r = 10; =Substanz; ---- CT-DNA; % Substanz + CT-DNA)
DA DA DA
20 20 i 0 i
10 64 10 65 10 66
b ';..-,.. IR e ;: : e . ,‘::f\ [E——
0 /\m__. 0l LN 0 ,Ffﬁ 8, N
104, A0, 104
-0 =20 =20
-30 -30
250 300 350 400 450 500 260 300 250 400 450 500 280 300 350 400 450 500
wavelength (nm) weav elength (nir) way elength (nm)
Abb. 4.7: UV-Absorptions- und CD-Spektren von 64-66; r = molares Verhaltnis CT-DNA/Test-

substanz
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Nur fur die beiden Hybridmolekile mit Bispyrrolcarboxamid-Grundgerist war eine
schwach hypochrome Verschiebung des UV-Absorptionsspektrums sowie ein positi-
ves CD-Signal zwischen | = 300-350 nm in Anwesenheit von CT-DNA zu beobach-
ten.

In den Topoisomerase-Hemmtestungen konnte fiir keine der drei Verbindungen eine

Topoisomerase | oder Il hemmende Aktivitdt nachgewiesen werden.

4.2.2 Ergebnisse der zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien

Da das Monopyrrol-Derivat 64 keine DNA-Bindung zeigte, wurden lediglich die
beiden Bispyrrole 65 und 66 ausgewahlt, um am Deutschen Krebsforschungszen-
trum (DKFZ) Heidelberg mittels MTS-Assay % 1% auf ihre Zytotoxizitat an einer
humanen Melanomzelllinie (Sk-Mel-28) getestet zu werden. Weder fur Verbindung
65 noch 66 konnte nach drei Tagen Inkubationszeit eine Zellwachstumshemmung in

den verwendeten Konzentrationen (1-250 M) festgestellt werden.

4.2.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Testergebnisse der Nucleobasen-gekoppelten Hybridmolekile lassen sich in
folgender Weise interpretieren:

Anhand der Tm-Wert- und UV-spektroskopischen Messungen wurde fir die beiden
Bispyrrol-Derivate 65 und 66 eine schwache DNA-Affinitat gezeigt. Wie zu erwarten,
binden diese aufgrund ihres Pyrrolcarboxamid-Grundgeriistes vorzugsweise an
poly(dAdT)-DNA (s. Tab. 4.1, S. 139). Das positive CD-Signal der beiden Hybrid-
molekile bei | = 300-350 nm (UV-Absorptionsmaximum des Bispyrrol-Struktur-
elementes) deutete zusatzlich auf Minor Groove Binding hin. Demgegenuber konnte
fur das Monopyrrol-Derivat 64 keine DNA-Bindung nachgewiesen werden, was die
vororientierenden Struktur-Wirkungsbeziehungen von Hotzel ™2 und Keuser %,
denen zufolge fir eine ausreichende DNA-Bindung mindestens zwei Finfring-

hetarene bzw. drei Carboxamid-Funktionen erforderlich sind, bestatigt.
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Die Hypothese, dass durch Verwendung langerer aliphatischer Linker am N-
Terminus die Anpassungsgeometrie zur Ausbildung eines dualen Bindungsmodus
(Minor Groove Binding und Hoogsteen-Basenpaarungen in der grof3en Rinne)
beginstigt und auf diese Weise die DNA-Affinitat dieser Verbindungsklasse
gesteigert werden konnte (s. Kap. 1.7, S. 41 u. Kap. 2.1, S. 45), wurde jedoch nicht
bestatigt. Wider Erwarten wurde fir das Hybridmolekul mit C,-Linker 65 ein héherer
DTwm-Wert mit poly(dAdT)-DNA ermittelt als fir das homologe Thyminhexanoylbis-
pyrrolcarboxamid 66 sowie die bereits von Keuser ?® synthetisierten und getesteten
Thymin-gekoppelten Bispyrrolcarboxamide mit Cs- und Cg-Linker (KEU42 und
KEU46, s. Abb. 4.8). Daruber hinaus war Verbindung 66 mit einer aliphatischen
Kettenlange von 6 C-Atomen dem Thyminbuttersure-Derivat KEU46 beziglich der

DNA-Affinitdt kaum tberlegen.

DT [°C] r=1

8,0

Hi

7,0 ——
6,0
50

HH

4,0
3,0

2,0 =
Cs

10

65 KEU42 KEU46 66
Verbindungs-Nr.

Abb. 4.8: Balkendiagramm der DT.,-Werte (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, *
Standardabweichung) mit poly(dAdT)-DNA in Abhangigkeit der aliphatischen

Linkerlange am N-Terminus; r = molares Verhaltnis DNA/Testsubstanz

Da der Verlust an inneren Freiheitsgraden fur starre Liganden geringer ist, binden
diese im Vergleich zu flexibleren Molekillen oftmals fester an ihr Target 33,
Maoglicherweise nimmt auch das Hybridmolekil 65 aufgrund der geringeren Flexibili-
tat des C,-Linkers eine relativ starre sichelférmige Bindekonformation an, wobei sich

das Bispyrrol-Strukturelement zusammen mit der N-terminalen Thymin-Base in der
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kleinen Rinne der DNA anlagert. In diesem Falle kbnnten zusatzliche Interaktionen
zwischen den Nucleobasen der Minor Groove und dem Thymin des Liganden fur die
starkere Fixierung von 65 verantworlich sein. Zudem kdnnte der auf der Freisetzung
von Wassermolekilen beruhende Entropiegewinn, der die treibende Kraft bei einer
Rinnenbindung darstellt (s. Kap. 1.4, S. 21), durch die zusatzliche Bindung des
Thymins in der kleinen Rinne verstarkt werden.

Ferner waren die beiden Bispyrrolcarboxamid-Derivate 65 und 66 im MTS-Assay
(DKFZ Heidelberg) gegeniber der getesteten Melanomzelllinie (Sk-Mel-28) inaktiv.
Ursache hierfur kdnnte neben der schwachen DNA-Affinitat dieser Substanzklasse
die fehlende Topoisomerase-Hemmung sein, da die Topoisomerasen neben der
DNA als relevantes Target der antitumoralen Aktivitdt DNA-interagierender Substan-
zen anzusehen sind [ 3 28 AuBerdem deuten die mittels ACD (Advanced Chemistry
Development Inc., Toronto, Kanada) berechneten logP-Werte (-2.07 fur 65 und -1.33
fur 66) auf eine sehr groRe Hydrophilie der beiden Molekile hin, wodurch zusétzlich
die Zellpenetration erschwert sein duirfte.

Da die DNA-Affinitat gegeniiber den zuvor von Keuser 1%

synthetisierten
Nucleobasen-gekoppelten Pyrrolcarboxamid-Derivaten nicht signifikant gesteigert
werden konnte, und die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Hybridmolekile 64-66
zudem in den Topoisomerase-Hemmungs-Assays sowie im MTS-Assay alle inaktiv

waren, wurde auf eine Fortsetzung der Synthese dieser Verbindungsserie verzichtet.
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4.3 Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen
und zellbiologischen Testungen der Combilexine

mit Thiophenpyrrolcarboxamid-Grundstruktur

4.3.1 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen

Untersuchungen

In Analogie zu den Nucleobasen-gekoppelten Derivaten wurden zunachst mittels Tp-
Wert-Messung die DNA-Affinitdten der in Tabelle 4.2, S. 144 aufgefuhrten Combi-
lexine bestimmt. Zuséatzlich wurden auch die DT,-Werte des Nitrothiophenpyrrol-
carboxamids 69 sowie einiger - zum Aufbau der Hybridmolekile eingesetzter - Inter-
kalatorcarbonsauren ermittelt (s. Abb. 4.9). Diese sollten Aufschluss dariiber geben,
ob die einzelnen Bausteine schon vor ihrer Verknipfung eine nachweisbare DNA-
Affinitat besitzen bzw. welchen Beitrag die einzelnen Basis-Strukturen fir eine DNA-

Bindung liefern.

HsC
\N/CHS
O,N
H N 69
HaC $ N N
s S \ \ No
L N
CHs
o)
|
R=H 78 O O
89
R = NO, 84

COOH COCH

Abb. 4.9: Ubersicht der mittels T,,-Wert-Messung untersuchten Bausteine



Tab. 4.2:

HsC
R “N—CHs
N N//J
H
d H
H3C [ ) N
3 \ \ " \O
© \
CH3
R n | Verbindung Nr.
1 91
D i
3 93
/le So 4 94
5 95
3 96
2 97
98
2 104
2 105

Ubersicht der Testverbindungen mit Thiophenpyrrolcarboxamid-Grundstruktur
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DTm DTm DTm(CT-DNA)/
Verbindung (poly(dAdT)) (CT-DNA) DTm(poly(dAdT))
[°Cl;r=1 [*Cl;r=1 [%]
69 3.2+0.8 0.7+1.1 22
78 n. a. n. a. -
84 1.5+04 n. a. -
89 n. a. n. a. -
91 21.2+0.3 6.8+15 32
92 22.6+0.3 84+04 37
93 17.4+0.3 25+0.3 14
94 15.1+04 54+05 36
95 99+0.3 24+0.3 24
96 126 +0.4 44+04 34
97 20.3+x04 3.4+05 17
98 23.3+0.4 6.3+0.8 27
104 12.0+0.2 24+0.1 20
105 18.2+0.7 45+0.2 25
Tab. 4.3: Ergebnisse der T,-Wert-Messungen (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, *

Standardabweichung); r = molares Verhaltnis DNA/Testsubstanz; n. a. = keine mess-

bare DNA-Bindung, DT, £ 1°C; letzte Spalte: prozentuales Verhaltnis der mit CT- und

poly(dAdT)-DNA ermittelten Werte

Wie Tabelle 4.3 zu entnehmen ist, besitzt das Nitrothiophenpyrrolcarboxamid 69 nur

eine aulerst schwache DNA-Affinitdt. Auch bei den Interkalatorcarbonséuren 78, 84

und 89 war kein signifikanter Anstieg der DNA-Schmelztemperatur zu beobachten

(lediglich fur die Nitronaphthalimidbuttersdure 84 konnte eine geringfiigige DNA-

Schmelzpunkterhdhung mit poly(dAdT)-DNA ermittelt werden). Aufgrund der zu

schwachen DNA-Affinitaten wurde auf weitere biophysikalische/biochemische sowie

zellbiologische Testungen dieser Synthese-Bausteine verzichtet.

Die Combilexine hingegen zeigten alle eine gute bis sehr gute DNA-Bindung an das
Polynucleotid poly(dAdT) (DTn-Werte 3 10°C, s. Tab. 4.3), wobei die héchsten DT py,-
Werte fur das Naphthalimidpropionyl- (DTm(poly(dAdT)) = 22.6°C) und Acridonbuta-
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noyl-gekoppelte Thiophenpyrrolcarboxamid (DT (poly(dAdT)) = 23.3°C) 92 und 98
ermittelt wurden. Uberraschenderweise war das 5-Nitronaphthalimid-substituierte
Derivat 96 der entsprechenden nicht-nitrierten Verbindung 93 bezuglich der DNA-
Bindungsstarke weit unterlegen.

Daruber hinaus zeigten alle Thiophen-haltigen Combilexine (bis auf Verbindungen
97, 104 und 105; diese werden zurzeit noch in Lille getestet) eine hypochrome
Bandenverschiebung bei den UV-spektroskopischen Untersuchungen. Fur die
gleichen Testsubstanzen wurde anhand eines positiven CD-Signals bei | = 300-350
nm (UV-Absorptionsmaximum der Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit) Minor Groove
Binding nachgewiesen (s. Tab. 4.4). Hinweise auf eine mdgliche Interkalation
konnten aus den gemessenen CD-Spekiren jedoch nicht gewonnen werden. Dies
konnte allerdings auch auf die zuvor erwahnten technisch bedingten Intensitats-

schwankungen der Banden zurlickzufiihren sein (s. Kap. 4.1.3, S. 131).

Verbindung | 91 92 93 94 95 96 97 98 104 105
UV (r=1) | h h h h h h nb. h nb nb.
CD (r = 10) | + + + + + + nb. + nb. nb.

Tab. 4.4: Ergebnisse der UV-spektroskopischen Messungen ((h) = hypochrome Verschiebung
der UV-Absorptionsbande) und des Circulardichroismus (CD) ((+) steht fir ein positi-
ves CD-Signal bei | = 300-350 nm); r = molares Verhéltnis CT-DNA/Testsubstanz; n.

b. = nicht bestimmt, diese Substanzen befinden sich zurzeit noch in Testung in Lille

Im Topoisomerase-I-Cleavage-Assay (s. Kap. 4.1.4.2, S. 136) konnte jedoch fir
keine der getesteten Verbindungen (91, 92, 93, 94, 95, 96, 98) eine Topoisomerase-
I-Poison-Aktivitat nachgewiesen werden: im Gegensatz zur Vergleichsprobe mit dem
TOPO-I-Poison Camptothecin (CPT) 150 (s. Abb. 4.2, S. 133) war in Anwesenheit
der Testsubstanzen keine Intensitatszunahme der nicked-Plasmid-DNA-Bande zu
beobachten (s. Abb. 4.10, S. 147).
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Abb. 4.10: Ergebnis des Topoisomerase-I-Cleavage-Assay. Negativ superspiralisierte Plasmid
DNA (Linie: DNA) wurde mit Topoisomerase | alleine (Linie: Topo ) oder in
Anwesenheit von 20 pM Camptothecin (Linie: CPT) bzw. 20 und 50 pM der
entsprechenden Combilexine (91, 92, 93, 94, 95, 96, 98) inkubiert. Die Auftrennung
der Proben erfolgte auf einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel. (Nck: nicked-
Plasmid-DNA; Sc: negativ superspiralisierte Plasmid-DNA; der rote Pfeil markiert den
deutlich sichtbaren Poison-Effekt von CPT)

Der Topoisomerase-lI-Cleavage-Assay (s. Kap. 4.1.4.3, S. 137) wurde mit allen in
Tabelle 4.2, S. 144 aufgefuhrten Combilexinen durchgefuhrt. Vier der getesteten
Hybridmolekiile (91, 97, 104, 105) zeigten eine schwache TOPO-II-Poison-Aktivitat
(erkennbar am Auftreten der Bande linearer-Plasmid-DNA, s. Abb. 4.11).

Nck
Lin

Sc
Rel

Abb. 4.11: Ergebnis des Topoisomerase-lI-Cleavage-Assay. Negativ superspiralisierte Plasmid
DNA (Linie: DNA) wurde mit Topoisomerase Il alleine (Linie: Topo IlI) oder in
Anwesenheit von 50 uM Etoposid (Linie: Eto) bzw. 50 pM der entsprechenden
Combilexine (91, 97, 104, 105) inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte auf
einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel. (Nck: nicked-Plasmid-DNA; Sc: negativ
superspiralisierte Plasmid-DNA; Lin: lineare Plasmid-DNA; Rel: relaxierte Plasmid-
DNA)
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Darlber hinaus scheinen die Verbindungen 91, 97, 104, 105 gleichzeitig als TOPO-
[I-Suppressoren zu fungieren, da die Plasmid-DNA in Anwesenheit dieser
Testsubstanzen zum grof3ten Teil in ihrer initialen, negativ superspiralisierten
Konformation bleibt (s. Abb. 4.11, S. 147).

Interessante Ergebnisse lieferte auch der Topoisomerase-l-Relaxations-Assay (s.
Kap. 4.1.4.1, S. 134). Bis auf das Nitronaphthalimid-substituierte Derivat 96 konnte
fur alle Verbindungen eine Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitat nachgewiesen wer-
den (s. Tab. 4.5). Das DNA-Unwinding, welches bei den Substanzen 92, 94, 96 und
98 auftrat, weist zusétzlich (bei nicht vorhandener TOPO-I-Poison-Aktivitat, s. Kap.

4.1.4.2, S. 136) auf Interkalation hin.

Verbindung 91 92 93 94 95 96 97 98 104 105

Konzentration

20 20 20 20 10 - 50 20 50 10
[uM]
Unwinding - + - + - + - + - -
Tab. 4.5: Ergebnisse des Topo-I-Relaxations-Assays; Konzentration [uM]: Konzentration der

Testsubstanzen, ab der eine Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitdt zu beobachten ist,
(-) = keine nachweisbare Suppressor-Aktivitat; Unwinding: (-) = kein Unwinding, (+) =
Unwinding, d. h. der Anteil relaxierter Plasmid-DNA nimmt mit steigender Konzentra-

tion an Testsubstanz zu

Ferner wurden die Naphthalimid-gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide 91, 92, 93,
94, 95, 96 sowie das Acridonbuttersdure-Derivat 98 einem separaten Topo-I-
Cleavage-Assay unterzogen, bei dem sie zusammen mit Camptothecin 150,
Topoisomerase | und Plasmid-DNA inkubiert wurden (s. Kap. 4.1.4.2, S. 136).
Hierbei zeigte sich, dass die Naphthalimide 93, 94 und 95 den durch Camptothecin
induzierten Poison-Effekt (vermehrte Bildung von nicked-DNA) unterdriicken, was
deren Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitat zusatzlich untermauert. Zurzeit werden
am Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM in Lille Footprinting-Experimente
durchgefuhrt, die Aufschluss dartber liefern sollen, ob diese Hemmung an

sequenzspezifischen Abschnitten der DNA erfolgt.
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4.3.2 Ergebnisse der zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien

Die Verbindungen 91, 92, 93, 94, 95, 96 und 98 wurden mittels MTS-Assay [ ™ an
der Tumorzelllinie HT-29 (humanes Kolonkarzinom) auf ihre Zytotoxizitat gepruft
(Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille). Desweiteren wurden die
Combilexine 93, 95, 96 und 98 - ebenfalls mittels MTS-Assay % %! _ an der
humanen Melanomzelllinie Sk-Mel-28 (DKFZ, Heidelberg) getestet. Wider Erwarten
konnte fur keine der Testsubstanzen eine signifikante zytotoxische Aktivitat
gegenuber den beiden Zelllinien nachgewiesen werden (ICso-Werte > 100 pM; 1Csp =
Konzentration der Testsubstanz in pM, bei der die Wachstumshemmung der
entsprechenden Zelllinie 50 % betragt).

Aufgrund begrenzter Kapazitdten wurde aus der Serie der Combilexine mit
Thiophenpyrrolcarboxamid-Grundstruktur lediglich das Naphthalimidbutterséaure-
Derivat 93 vom National Cancer Insitute (NCI) fur das préklinische in vitro-Antitumor-

n 1106, 127, 197. 198] 5 ,5gewdhlt. Eine Substanz

Screening an 60 humanen Tumorzelllinie
gilt als zytotoxisch aktiv gegenuber einer bestimmten Zelllinie, wenn der ent-
sprechende Glsp-Wert < 10* M bzw. Log10Glso-Wert < -4.0 ist (Glsp = molare Kon-
zentration der Testsubstanz, bei der die Wachstumshemmung der entsprechenden
Zelllinie 50 % betragt) % 1. Verbindung 93 zeigte im 60 Tumorzelllinien-Assay
eine ausgepragte Selektivitat der zytotoxischen Wirkung fir die drei Zelllinien
MALME-3M und SK-MEL-5 (humanes Melanom) sowie OVCAR-4 (Ovarialkrebs) (s.

Tab. 4.6).

Tumorzelllinie MALME-3M SK-MEL-5 OVCAR-4
(Melanom) (Melanom) (Ovarialkrebs)
Glso [M] 2.6 x10° 3.82 x10 4.10 x10™
Log10Glso -4.59 -4.42 -4.39
Tab. 4.6: Glso- und Log;oGlso-Werte von Verbindung 93 fir die drei Zelllinien, an denen im 60

| [106. 127,197, 19%] gina ausreichende Zellwachstums-

Tumorzelllinien-Assay des NC
hemmung zu beobachten war. Gls, = molare Konzentration der Testsubstanz, die zu
50 % Proliferationshemmung der entsprechenden Zelllinie fihrt; Logi0Glso =
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, die zu 50 %

Proliferationshemmung der entsprechenden Zelllinie fuhrt.
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Gegenuber den restlichen 57 Zelllinien war Verbindung 93 inaktiv. Zudem sind die in
Tabelle 4.6, S. 149 angegebenen Hemmkonzentration relativ hoch (alle > 10° M).
Dies spiegelt sich folglich auch in einem sehr hohen Mean Graph Midpoint (=
Durchschnittswert der Log10Glso-Werte aller 60 Zelllinien (MG_MID)) wider (MG_MID
fur 93 = -4.03; im Vergleich hierzu besitzen die beiden Referenzsubstanzen
Topotecan 153 und Amsacrin 154 (s. Abb. 4.12) einen MG_MID von -7.2 bzw. -6.36).
Auf eine in vivo-Testung am Tier wurde daher vom Biological Evaluation Commitee
(BEC) des NCI 19 %81 yerzichtet.

N(CHa),

H
H,;CO, CH
HO. \ o 3 N\//S\\/ 3
/ (oflNe)
H
\
¢ 90®
\

OH O

Topotecan Amsacrin
153 154

Abb. 4.12: Strukturformeln von Topotecan 153 und Amsacrin 154

4.3.3 Interpretation der Ergebnisse

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

Fur den rinnenbindenden Synthesebaustein 69 und die Interkalatorcarbonséuren 78,
84 und 89 konnte keine bzw. nur eine sehr schwache DNA-Affinitat ermittelt werden.
Erst die Verknupfung dieser Partialstrukturen tber eine weitere Amidbindung fihrt zu
Hybridmolekulen, die sich durch eine gute bis sehr gute DNA-Bindung auszeichnen
(s. Tab. 4.3, S. 145 u. Tab. 4.4, S. 146). Dies bestéarkt ebenfalls die Vermutung, dass
mindestens drei Amidbindungen fiur eine signifikante DNA-Bindung Voraussetzung

[122, 125

sind 1. Desweiteren scheinen die Interkalatoren am N-terminalen Ende fiir die

Stabilisierung DNA-Ligand-Komplexe essentiell zu sein (s. Kap. 1.5.2, S. 36 u. Kap.
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2.2.3, S. 53), da die Combilexine im Vergleich zu den Nucleobasen-gekoppelten
Bispyrrolcarboxamiden (s. Kap. 4.2.1, S. 138) und Verbindung 69 zu einem
beachtlichen Anstieg der DNA-Schmelztemperatur fihrten. Dass die singularen
Interkalatorbuttersaure-Derivate demgegeniber keine signifikante DNA-Affinitat
aufwiesen, liegt vermutlich darin begrindet, dass sie in dem fir die T,-Wert-
Messungen eingesetzten Puffermedium (pH = 7.1) zum Teil in deprotonierter Form
vorliegen. Demzufolge kdnnte eine Abstol3ung durch die ebenfalls negativ geladene
DNA die Bindung der Carboxylat-Anionen an ihr Target verhindern.

Wie aus den in Tabelle 4.3, S. 145 aufgefihrten Verhéltnissen DT,(CT-DNA)/
DTm(poly(dAdT)) (diese liegen fur samtliche Combilexine zwischen 14 und 37 %)
hervorgeht, binden die Combilexine der Thiophenpyrrolcarboxamid-Reihe erwar-
tungsgemald bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der DNA (zum Vergleich: fir
Netropsin 29 als hoch AT-selektiver Minor Groove Binder wurde ein Verhaltnis von
41 % ermittelt). DarUber hinaus lassen die Ergebnisse aus den Tn,-Wert-Messungen
mit dem Polynucleotid poly(dAdT) darauf schlieBen, dass die zur optimalen
Anpassung an die DNA erforderliche Linkerlange vom verwendeten chromophoren
Strukturelement (bzw. dessen raumlicher Struktur) am N-terminalen Ende abhangig
ist (s. Abb. 4.13).

DTn [°C] r=1
25,0
230 = £
21,0 &1 = [C] Naphthalimid
19,0 11 - u 7 H S5Nitronaphthalimid
17,0 1 — — — N _
150 - c ey | E L {Cy | [] Acridon
130 11 =2 N N Cs] b- - [ Anthrachinon
noH | HCH - Ald
9,0 1 — — Cs— - b- | [@ Pyridocarbazol
70 1 | | | | | Ala |
50
91 92 93 94 95 96 97 98 104 105
Abb. 4.13: Balkendiagramm der DT.,-Werte (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, *

Standardabweichung) mit poly(dAdT)-DNA in Abhéngigkeit des Interkalators und der
aliphatischen Linkerlange am N-Terminus; C, = Linkerlange am N-Terminus; b-Ala =

b-Alanin-Linker; r = molares Verhéaltnis DNA/Testsubstanz
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Wahrend fir die Naphthalimid-gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide die héchste
DNA-Affinitdt unter Verwendung eines Cs-Linkers (Verbindung 92) erreicht wurde,
war das Acridonbuttersaure-Derivat 98 dem Acridonpropionsaure-Derivat 97
bezuglich der DNA-Bindungsstarke Uberlegen. Wahrscheinlich sind aufgrund des
unterschiedlichen Anellierungsmusters und der folglich ungleichen Raumausdehnung
der beiden planaren Chromophore verschiedene Linkerlangen erforderlich, damit
neben dem Minor Groove Binding der Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit eine
optimale, konformativ spannungsfreie Interkalation der entsprechenden tricyclischen
Strukturelemente gewéhrleistet wird.

Auffallend ist auch, dass das Anthrachinon-Derivat 104 mit b-Alanin-Linker
gegenuber den anderen Combilexinen (mit Ausnahme von Verbindung 95) mit einer
geringeren Aktivitat an poly(dAdT)-DNA bindet (s. Abb. 4.13, S. 151). Da die
Verkniipfung mit dem rinnenbindenden Molekulteil bei Verbindung 104 Uber die 2-
Position des linear anellierten Chromophors erfolgte (s. Tab. 4.2, S. 144), lagert sich
das Anthrachinon vermutlich - in Analogie zu den Anthracyclinen (s. Kap. 1.3.1, S.
11) - senkrecht zur Basenpaar-Trajektorie an, was dazu fuhrt, dass Ring A und Ring
C des Tricyclus zum Teil bis in die groBe bzw. kleine Rinne hinausragen. Die
Ausbildung von p-p-Stacking-Interaktionen mit den DNA-Basen der Interkalations-
kavitat, die im Wesentlichen zur Stabilisierung der Charge-Transfer-Komplexe
beitragen, ware somit eingeschrankt. Bei den Naphthalimid- und Acridon-Derivaten
sowie dem Pyridocarbazol-gekoppelten Derivat 105 erfolgte die Verknupfung
dagegen an einer (mehr oder weniger) zentral gelegenen Position der chromophoren
Heterocyclen, weshalb hier eine Interkalation parallel zur Basenpaar-Trajektorie und
folglich eine bessere Uberlappung der Grenzorbitale des Interkalators und der DNA-
Basen erfolgen kann (s. Kap. 6.4, S. 218 und Kap. 6.6, S. 238). Dariiber hinaus ist
die fur eine Wechselwirkung mit den Nucleobasen zur Verfigung stehende p-
konjugierte Flache bei dem ebenfalls Uber einen b-Alanin-Linker verknlpften Pyrido-
carbazolthiophenpyrrolcarboxamid 105 - hier besteht das chromophore System aus
vier anellierten Ringen - groRer als bei Verbindung 104. Uberraschenderweise zeigte
jedoch auch das Pyridocarbazol-gekoppelte Derivat mit b-Alanin-Linker 105 - trotz
der zuséatzlichen Amidbindung im N-terminalen Bereich (s. Kap. 2.2.4, S. 57) -
bezuglich der DNA-Affinitat keine Vorteile gegeniiber den Naphthalimid- und Acridon-

Derivaten mit Cs- und Cs-Linker.
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Wenngleich vom 5-Nitronaphthalimid nur das entsprechende Buttersaureamid-
Derivat 96 synthetisiert wurde, deuten die Ergebnisse der biophysikalischen und
biochemischen Testungen dennoch auf eine klare Uberlegenheit der nicht-nitrierten
Naphthalimid-Derivate hin. Obwohl fir Verbindung 96 ein dualer Bindungsmodus
nachgewiesen wurde (Minor Groove Binding: positives CD-Signal; Interkalation:
Unwinding im Topo-I-Relaxations-Assay), bindet sie trotz des elektronenziehenden
Charakters der Nitrogruppe im Vergleich zum entsprechenden unsubstituierten
Naphthalimidbuttersdureamid-Derivat 93 unerwarteterweise mit einer wesentlich
geringeren Aktivitat an poly(dAdT)-DNA. Zudem weist Verbindung 96 als einzige
Testsubstanz keine Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitdt und wider Erwarten auch
keine Topoisomerase Il hemmenden Eigenschaften auf (s. Kap. 2.2.3, S. 54 1.).

Auch fur die beiden in Bezug auf die DNA-Affinitat potentesten Hybridmolekile 92
und 98 sowie das Naphthalimidpentanoyl-gekoppelte Thiophenpyrrolcarboxamid 94
wurde ein dualer Bindungsmodus gezeigt (CD: + und Unwinding im Topo-I-
Relaxations-Assay).

Die Ergebnisse der biochemischen Assays korrelierten jedoch in keinster Weise mit
den Resultaten der biophysikalischen DNA-Bindestudien. Die bis auf Verbindung 96
bei allen Combilexinen zu beobachtende Topoisomerase-I-Suppressor-Aktivitat war
bei Verbindung 95 mit der schwéchsten DNA-Affinitéat sowie dem Pyridocarbazol 105
am starksten ausgepragt (s. Tab. 4.5, S. 148). Eine Topoisomerase-ll-Hemmung
konnte lediglich fur die Verbindungen 91, 97, 104 und 105 nachgewiesen werden,
wahrend fur die beiden Derivate 92 und 98 mit der hdochsten DNA-Affinitat keine
Aktivitat im Topoisomerase-II-Cleavage-Assay festgestellt wurde. Zudem wies keine
der getesteten Substanzen eine Topoisomerase-I-Poison-Aktivitat auf. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine gute DNA-Bindung keine notwendige
Voraussetzung fur die Hemmung der Topoisomerasen | und Il ist.

Oftmals besteht nach Literaturangaben zwischen den biophysikalischen/biochemi-
schen und zellbiologischen Daten DNA-bindender Liganden keine direkte Korrelation
[73, 74,139, 199, 2001 g4 \yaren auch die hier aufgefiihrten, relativ lipophilen Combilexine
(logP-Werte s. Tab. 4.7, S. 154) der Thiophenpyrrolcarboxamid-Reihe trotz ihrer
guten bis sehr guten DNA-Affinitat und der TOPO-I-Suppressor- bzw. der zum Tell
vorhandenen TOPO-II-Poison-Aktivitat in den durchgeflihrten Zytotoxizitats-Studien

nicht ausreichend bzw. nur schwach aktiv (s. Kap. 4.3.2, S. 149).
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Verbindung |91 92 93 94 95 96 97 98 104 105

logP-Wert 259 276 298 3.28 357 289 230 263 176 2.20

Tab. 4.7: Mittels dem Programm ACD (Advanced Chemistry Development Inc., Toronto,

Kanada) berechnete logP-Werte der Combilexine

Der Hauptgrund hierfur durfte primar pharmakokinetischer Natur sein, wobei eine
mangelhafte Zellmembranpenetration vermutlich das gréBte Problem darstellt 22,
Wie bei den in der Arbeit spéater beschriebenen Kristallisationsversuchen (s. Kap.
5.2.2, S. 178) und im NMR-Titrationsexperiment (s. Kap. 7.3, S. 243) zu beobachten
war, scheinen die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexine zu einer Art
Selbstaggregation zu neigen. Dieses Phdnomen wurde kirzlich auch bei einer Minor-
Groove-bindenden Serie festgestellt und untersucht: je groer die Tendenz der
Molekile zur Bildung von Aggregaten ist, desto geringer ist folglich deren zellulare
Bioverfligbarkeit %Y.,

Dennoch sollte bericksichtigt werden, dass aufgrund der inzwischen stark
restriktiven NCI-Auswabhl nicht alle Substanzen der Thiophenpyrrolcarboxamid-Reihe
auf ihre Zytotoxizitat hin untersucht wurden, und lediglich das Naphthalimidbutter-
saureamid-Derivat 93 an einem breiteren Spektrum verschiedenster Tumorzelllinien
(60-Tumorzelllinien-Assay des NCI) getestet wurde. Da Verbindung 93 eine
schwache, dafir aber hochselektive Aktivitat gegenlber verschiedenen Zelllinien
zeigte (s. Kap. 4.3.2, S. 149), kann somit nicht vollkommen ausgeschlossen werden,
dass die anderen Testsubstanzen dieser ersten Serie von Combilexinen - insbe-
sondere diejenigen mit zusatzlicher TOPO-II-Poison-Aktivitat (91, 97, 104, 105) -
maoglicherweise auch eine antineoplastische Wirksamkeit gegen bestimmte Tumor-
zellen besitzen.

Dariiber hinaus war das von Keuser 2

synthetisierte Naphthalimidbutanoyl-
gekoppelte Bispyrrolcarboxamid KEU87 46 (s. Abb. 2.6, S. 54) im Gegensatz zum

entsprechenden Thiophenpyrrolcarboxamid-Derivat 93 im NCI-Screening vollig

(125 Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die durch Einfuhrung des

inaktiv
Thiophenrings erreichte Steigerung der Lipophilie gegeniber den Bispyrrol-

carboxamiden (logP(93) = 2.98; logP(46) = 1.54; berechnet mit dem Programm ACD
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(Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Kanada)) erwartungsgemafd zu
einer Verbesserung der zytotoxischen Aktivitat fuhrt. Eine konkrete Aussage kann an
dieser Stelle jedoch nicht getroffen werden, da - wie bereits erwéhnt - das Kollektiv

der zellbiologisch untersuchten Substanzen zu gering war.

4.4 Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen
und zellbiologischen Testungen der Combilexine

mit C-terminaler Ethylendiamin-Funktion

4.4.1 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen
Untersuchungen
’
N—\ e X | R" | R® | Verbindung Nr.
o)
N///'\'\CH3 N|CHs| H 110
H
N t S| - [CH, 111
d N
I\ NAN
o)
R \ \ N
||Q1 \CH3
Abb. 4.14: Ubersicht der getesteten Combilexine mit C-terminaler Ethylendiamin-Funktion

Die Ergebnisse der mit den beiden Combilexinen 110 und 111 (s. Abb. 4.14)
durchgefuhrten biophysikalischen und biochemischen Testungen sind in Tabelle 4.8,
S. 156 zusammengestellt. Beide Testsubstanzen fuhrten zu einem signifikanten
Anstieg der DNA-Schmelztemperatur (DTy,-Werte fir poly(dAdT)-DNA > 10°C). Die
aufgrund der Bispyrrol- bzw. Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit zu erwartende AT-
Selektivitat der beiden Verbindungen spiegelt sich auch hier in dem berechneten
Verhéltnis DT,(CT-DNA)/DTy(poly(dAdT)) wider (s. Kap. 4.3.3, S. 151). Zudem
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korreliert die gute DNA-Affinitdt der beiden Verbindungen mit den Resultaten des

Circulardichroismus (s. Abb. 4.15, S. 157): beide Hybridmolekile zeigten anhand

eines positiven CD-Signals Minor Groove Binding; fir das Bispyrrolcarboxamid 110

deutete zusatzlich ein negatives CD-Signal bei|l = 350 nm auf Interkalation hin.

Verbindung 110 111
DTm (poly(dAdT))
[°Cl: r=1 185+ 0.6 12.2+0.2
DT (CT-DNA)
+ +
[°Cl:r=1 82x1.1 41+1.1
DT m(CT-DNA)/DT m(poly(dAdT))
[%] 44 34
CD (r = 10) +/- +
TOPO-I-Suppressor-Aktivitat + +
TOPO-I-Poison-Aktivitat - -
TOPO-II-Poison-Aktivitat + +
Tab. 4.8: Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen Assays. DT,-Werte: Mittelwerte aus

mindestens drei Messungen, + Standardabweichung, r = molares Verhdltnis DNA/

Testsubstanz; Circulardichroismus (CD): (+) und (-) steht fur ein positives bzw.

negatives CD-Signal, r = molares Verhéaltnis CT-DNA/Testsubstanz; Topoisomerase-
Inhibitions-Assays: (+) bedeutet TOPO-Suppressor- bzw. TOPO-Poison-Aktivitat; (-)
bedeutet keine TOPO-Suppressor- bzw. TOPO-Poison-Aktivitat.
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Abb. 4.15: Circulardichroismus(CD)-Spektren fur Verbindungen 110 und 111: r = molares Ver-
haltnis CT-DNA/Testsubstanz; der blaue Pfeil markiert positive CD-Signale, verursacht
durch Minor Groove Binding, der rote Pfeil kennzeichnet ein negatives CD-Signal,

hervorgerufen durch Interkalation.

Sowohl das Bispyrrolcarboxamid-Derivat 110 als auch das Thiophenpyrrolcarbox-
amid-Derivat 111 zeigten im Topoisomerase-I-Relaxationsassay (s. Kap. 4.1.4.1, S.
134) eine Hemmung der Topoisomerase | (Topo-I-Suppressor-Aktivitat) und im
Topoisomerase-lI-Cleavage-Assay (s. Kap. 4.1.4.3, S. 137) eine schwache TOPO-II-
Poison-Aktivitdt. Eine Topoisomerase-I-Poison-Aktivitat (s. Topoisomerase-I-
Cleavage-Assay Kap. 4.1.4.2, S. 136) konnte hingegen fur keine der beiden
Substanzen festgestellt werden (s. Tab. 4.8, S. 156).

4.4.2 Ergebnisse der zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien

Bei dem mit den beiden Combilexinen 110 und 111 durchgefiihrten MTS-Assay-
Verfahren ® 7 an der humanen Kolonkarzinomzellinie HT-29 (Institut de
Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille) war keine Zellwachstumshemmung zu
verzeichnen. Weitere zellbiologische Zytotoxizitats-Studien wurden bisher nicht

durchgefuhrt.
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4.4.3 Interpretation der Ergebnisse

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass

- die Combilexine 110 und 111 mit guter Affinitat und Selektivitat an AT-reiche
Sequenzen der DNA binden, wobei das Bispyrrol-Derivat 110 dem mit Thiophen-
pyrrolcarboxamid-Grundstruktur 111 tberlegen war

- beide Substanzen eine TOPO-I-Suppressor - und zudem schwache TOPO-II-
Poison-Aktivitat besitzen

- weder Verbindung 110 noch 111 im MTS-Assay [ ™ eine zytotoxische Wirksam-

keit gegenuber der verwendeten Zelllinie HT-29 (Kolonkarzinom) zeigten.

Stellt man die DT-Werte von 110 und 111 denen der korrespondierenden Derivate
mit C-terminaler N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette KEU87 46 und 93
gegenuber, wird jedoch deutlich, dass die Combilexine mit Ethylendiamin-Funktion
am C-Terminus (110 und 111) eine geringere Affinitat zu poly(dAdT)-DNA aufweisen
als die entsprechenden Propylendiamin-substituierten Verbindungen 46 und 93 (s.
Abb. 4.16, S. 159).
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Q Verbindung n=2 n=3

Nr. 110 KEU87 46

\o
! N(CH3)2 DTn,
L}//N y H'(J)n (poly(dAdT)) | 185+0.6 21.5+0.1
\ \_y
o)

Verbindung n=2 n=3

X W ), DT..

o/ T\ H A (poly(dAdT)) | 12.2+0.2 17.4+0.3
H3C \ \ N O [°’Cl;r=1
(@]

Abb. 4.16: Vergleich der DT,,-Werte (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, + Standard-

\O Nr. 111 93
N(CHz),

abweichung, r = molares Verhaltnis poly(dAdT)-DNA/ Testsubstanz) der Combilexine
mit C-terminaler Ethylendiamin-Funktion mit denen der korrespondierenden

Propylendiamin-substituierten Derivate.

Eine mogliche Ursache hierfir kdnnte sein, dass die zusatzliche Methylengruppe bei
Verbindung 46 bzw. 93 sich zum einen thermodynamisch gunstig auf die freie
Bindungsenthalpie auswirkt (hoherer Entropiegewinn durch eine vermehrte
Verdrangung von Wassermolekulen aus der Minor Groove, s. Kap. 1.4, S. 21) und
zum anderen die fur eine gute DNA-Bindung essentiellen van der Waals-Inter-
aktionen mit den Nucleobasen der Minor Groove und folglich die DNA-Ligand-
Komplexstabilitat erhoht.

Da die Hybridmolekule 110 und 111 denen mit C-terminaler Propylendiamin-Funktion
in Bezug auf die DNA-Bindungsstarke unterlegen waren und gegentber diesen in

den biophysikalischen/biochemischen sowie zellbiologischen Assays keine sonstigen
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Vorteile aufwiesen, wurde die N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan-Seitenkette zur

Synthese der weiteren Combilexine beibehalten.

4.5 Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen
und zellbiologischen Testungen der Combilexine

mit Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Grundstruktur

45.1 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen

Untersuchungen

Auch die Combilexine der Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Serie 119-123 wurden den
in Kapitel 4.1, S. 128 ff. beschriebenen Testverfahren unterzogen. Zusatzlich sollte
Uberpruft werden, welchen Beitrag die rinnenbindende Oligoamid-Struktureinheit zur
DNA-Bindung liefert. Hierzu wurden ebenfalls die beiden Thiazolpyrrolcarboxamid-
Derivate 117 und 118 mittels T,-Wert-Messung auf ihre DNA-Affinitat untersucht.
Eine Ubersicht der getesteten Verbindungen gibt Tabelle 4.9, S. 161.
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HSC\N/CHQ,
R Verbindung Nr.
R H H
HsC o.
S H
I ' Y 117
N\%\( \ N \O Scl-ﬂ/ j)l/
N
) \
CH
3 CHs NH; 118
R n | Verbindung Nr.
119
3 120
R
(%L“
N
J >/—s H 3 121
Y%
\O
CHjy
122
123
Tab. 4.9: Ubersicht der getesteten Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Derivate

Interessante Ergebnisse lieferten insbesondere die DNA-Bindestudien dieser Sub-

stanzklasse (s. Tab. 4.10, S. 162). Wenngleich fur die Boc-geschitzte Verbindung

117 kein signifikanter Anstieg der DNA-Schmelztemperatur zu beobachten war, so ist

die DNA-Bindungsstarke des nach Abspaltung der Schutzgruppe aus 117

resultierenden Aminothiazolpyrrolcarboxamids 118 mit einem DTy-Wert von 13.4 °C
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fur poly(dAdT)-DNA als gut zu bezeichnen. Bezuglich der Combilexine wurden - in
Ubereinstimmung mit den Thiophen-Derivaten (s. Kap. 4.3.1, S. 143) - die hochsten
DNA-Affinitaten fur das Naphthalimidthiazolpyrrolcarboxamid mit Cs-Linker 119 und
das Acridonbuttersdureamid-Derivat 123 ermittelt. Demgegeniber binden die (5-
Nitro-)Naphthalimidbutanoyl-gekoppelten Verbindungen 120 und 121 sowie das Uber
eine Cs-Kette verknipfte Acridon-Derivat 122 mit einer vergleichsweise niedrigen
Affinitdt an die DNA. Dennoch zeigten alle Hybridmolekile Minor Groove Binding
(positives CD-Signal) mit klarer Praferenz fir AT-reiche Abschnitte der DNA
(DTm(CT-DNA)/DTn(poly(dAdT)) [%] fur alle Testsubstanzen £ 41%, s. a. Kap. 4.3.3,
S. 151); bei Verbindung 123 deutete zusatzlich ein DNA-Unwinding im TOPO-I-
Relaxations-Assay auf Interkalation hin. Bei den UV-spektroskopischen Messungen -
diese wurden bisher lediglich mit Verbindung 120 und 123 durchgefuhrt - war eine
hypochrome, bei 123 zusétzlich eine bathochrome Bandenverschiebung (Verschie-

bung des Absorptionsmaximums von| =300 nm zu | =320 nm) zu erkennen.

Verbin- DT DT DTm(CT-DNA)/ uv CD Unwin-

dung (poly(dAdT)) (CT-DNA) DT (poly(dAdT)) r=1 r =10 ding

[*Clir=1 [°’Cl;r=1 [%]

117 21+0.6 n. a. - n. b. n. b. n. b.

118 134+0.2 28+0.1 21 n. b. n. b. n. b.

119 265+0.2 9.1+05 34 n. b. + -

120 47+02 1104 23 h + -

121 69+03 27x05 39 n. b. + -

122 9.6 +0.3 1.8+0.6 19 n. b. + -

123 139+0.2 5709 41 h+b + +

Tab. 4.10: Ergebnisse der DNA-Bindestudien. DT,,-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei

Messungen, + Standardabweichung, n. a. = keine messbare DNA-Bindung, DT, £
1°C; UV-spektroskopische Messungen: (h) und (b) steht fur hypochrome bzw.
bathochrome Verschiebung der UV-Absorptionsbande; Circulardichroismus (CD): (+)
steht fir ein positives CD-Signal; Unwinding: (-) = kein Unwinding, (+) = Unwinding, d.
h. der Anteil relaxierter Plasmid-DNA nimmt mit steigender Konzentration an

Testsubstanz zu; r = molares Verhaltnis DNA/Testsubstanz; n. b. = nicht bestimmt.
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Verbindung TOPO-I- TOPO-I- TOPO-II- TOPO-II-
Poison- Suppressor- Poison- Suppressor-
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
119 - + + +
120 - - - -
121 - + + -
122 - + + +
123 - - - -
Tab. 4.11: Ergebnisse der Topoisomerase-Inhibitions-Assays: (+) bedeutet TOPO-Suppressor-

bzw. TOPO-Poison-Aktivitat; (-) bedeutet keine TOPO-Suppressor- bzw. TOPO-

Poison-Aktivitat.

Alle Combilexine der Methylthiazolpyrrolcarboxamid-Reihe 119-123 wurden mittels
den beschriebenen Topoisomerase-Inhibitions-Assays (s. S. 134 ff.) auf ihre
Topoisomerase | und Il hemmende Aktivitat untersucht. Die erhaltenen Testresultate
sind in Tabelle 4.11 aufgefuhrt. Fir drei der getesteten Substanzen (Naphthalimid
119, 5-Nitronaphthalimid 121 und Acridon 122) wurde sowohl eine TOPO-I-
Suppressor-Aktivitdt im Topoisomerase-I-Relaxations-Assay (s. Kap. 4.1.4.1, S. 134)
als auch eine TOPO-II-Poison-Aktivitdt im Topoisomerase-ll-Cleavage-Assay (s.
Kap. 4.1.4.3, S. 137) nachgewiesen. Dariber hinaus fungieren Verbindung 119 und
122 zusatzlich als TOPO-II-Suppressors.

4.5.2 Ergebnisse der zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien

Mit Ausnahme des Acridonpropionsaureamid-Derivates 122 wurden alle
Hybridmolekule mit Thiazolpyrrolcarboxamid-Grundgerust (119, 120, 121, 123) im
MTS-Assay-Verfahren * " auf ihre Zytotoxizitat an der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie HT-29 (Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille) gepriift.
Lediglich fir die in Bezug auf die DNA-Affinitat potenteste Testsubstanz 119 war eine
schwache zellbiologische Hemm-Aktivitat gegenuliber dieser Zelllinie zu verzeichnen
(s. Tab. 4.12, S. 164).
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Verbindung | 119 120 121 123
ICs0 [UM] | 100 n. i n. i n.i.
Tab. 4.12: Testergebnis des Zytotoxizitats-Assays (MTS ® ) an der humanen HT-29 Kolon-

karzinomzelllinie; die Zellkultur wurde 72 h mit unterschiedlich hoch konzentrierten
ICso =

Konzentration der Testsubstanz in pM, bei der die Wachstumshemmung der

Ldosungen (0-100 pM) der jeweiligen Testsubstanz in DMSO inkubiert;

entsprechenden Zelllinie 50 % betragt; n. i. = keine Zellwachstumshemmung zu

verzeichnen, ICso > 100 pM.

Daruber hinaus wurde sowohl das Aminothiazolpyrrolcarboxamid 118 als auch das

Naphthalimidbuttersdure-Derivat 120 vom NCI fir die Bestimmung der Zytotoxizitat

im 60-Tumorzelllinien-Assay

[106, 127, 197, 198] 5, sgewahlt. Die Testergebnisse fiir die

Zelllinien, die von den beiden Substanzen biologisch ausreichend gehemmt wurden
(Glso-Wert < 10 M bzw. Log10Glso-Wert < -4.0), sind in Tabelle 4.13 aufgefihrt.

Verbindung 118 120
Tumor- RPMI- SK-MEL- DU-145 BT-549 T-47D | OVCAR-
zelllinie 8226 28 4
(Leukadmie) (Melanom) (Prostata- (Brust- (Brust- | (Ovarial-
krebs) krebs) krebs) krebs)
Glso [M] 6.0140°  6.5440° 6.7340° 7.6740° 3.5740° |9.4840°
Log10Glso -4.22 -4.18 -4.17 -4.12 -4.45 -4.02
MG_MID -4.02 -4.0
Tab. 4.13: Ergebnis des 60-Tumorzelllinien-Assays (NCI) [¢ 127 197 198 G = molare

Konzentration der Testsubstanz, die zu 50 % Proliferationshemmung der

entsprechenden Zelllinie fihrt; Log:0Glsg = dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der Testsubstanz, die zu 50 % Proliferationshemmung der
entsprechenden Zelllinie fuhrt; MG_MID = durchschnittlicher Log;,Glso-Wert, bezogen

auf alle 60 Zelllinien.
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Wie aus Tabelle 4.13, S. 164 hervorgeht, zeigte Verbindung 118 eine selektive
Zellwachstumshemmung an finf verschiedenen Tumorzelllinien (darunter zwei aus
der Kategorie Brustkrebs). Fur das Combilexin 120 war eine aul3erst schwache, aber
dennoch selektive zytotoxische Aktivitat fur die Zelllinie OVCAR-4 (Ovarialkrebs) zu
beobachten. Die angegebenen Hemmkonzentrationen waren allerdings noch zu
hoch (Glsp > 10, MG_MID 3 -4.02), um die beiden Substanzen fir eine in vivo-

Testung am Tier zu qualifizieren.

4.5.3 Interpretation der Ergebnisse

In Ubereinstimmung mit den Combilexinen der Thiophenpyrrolcarboxamid-Reihe (s.
Kap. 4.3.1, S. 143) handelt es sich auch unter den bioisosteren Thiazol-Derivaten bei
dem Uber eine Cs-Kette verknipften Naphthalimid-Derivat 119 und dem Acridon mit
Cs-Linker 123 um die in Bezug auf die DNA-Affinitdt potentesten Verbindungen. Die
im Vergleich hierzu geringe Bindungsstéarke der Naphthalimidbutanoyl-gekoppelten
Verbindung 120 und des Acridonpropionsaureamid-Derivates 122 verdeutlichen,
dass die Wahl einer geeigneten Linkerlange von enormer Bedeutung zur Gewahr-
leistung einer optimalen Anpassungsgeometrie an die DNA ist.

Interessanterweise zeigte das 5-Nitronaphthalimid-substituierte Thiazol-Derivat 121
im Gegensatz zum entsprechenden bioisosteren 5-Nitronaphthalimid-gekoppelten
Thiophenpyrrolcarboxamid 96 (s. Tab. 4.2, 144) eine TOPO-I-Suppressor- und
TOPO-II-Poison-Aktivitat. Offensichtlich héngt die Fahigkeit zur Hemmung der
Topoisomerasen nicht alleine von den Eigenschaften des interkalierenden
Stukturelementes am N-Terminus ab. Dennoch weist auch das Nitronaphthalimid
121 (in Analogie zu 96, s. S. 153) nicht die erwarteten Vorteile (wie gesteigerte DNA-
Affinitdt und zytotoxische Aktivitat) gegenuber den unsubstituierten Naphthalimid-
Derivaten 119 und 120 auf.

Uberraschend ist auch, dass das unsubstituierte Aminothiazolpyrrolcarboxamid 118
trotz Fehlen eines interkalierenden Strukturelementes mit einer dem Combilexin 123
vergleichbar hohen Affinitat an poly(dAdT)-DNA bindet. Verantwortlich hierfur kdnnte
die freie N-terminale Aminogruppe sein, die bei der Komplexbildung als H-Brticken-

Donator oder Akzeptor wahrscheinlich zur optimalen Positionierung des Molekiils in
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der Minor Groove beitragt. Hingegen wurde fir Verbindung 117 - vermutlich bedingt
durch die raumerfillende Boc-Schutzgruppe am N-Terminus, die eine Bindung in der
kleinen Rinne sterisch behindert - nur eine &ul3erst geringe DNA-Affinitat ermittelt.
Um eine sehr vielversprechende Substanz handelt es sich bei dem Naphthalimid-
propionsaureamid 119. Diese zeigte neben einer sehr guten DNA-Bindung und
Topoisomerase |- und ll-Hemmung (s. Tab. 4.11, S. 163) bisher als einzige Substanz
eine - wenn auch schwache - antitumorale Wirksamkeit gegen die im MTS-Assay
eingesetzte HT-29 Kolonkarzinomzelllinie (s. Kap. 4.5.2, S. 163). Die gegenuber
dieser Zelllinie inaktiven Thiazol-Derivate 120, 121 und 123 hingegen besitzen im
Vergleich zu 119 eine wesentlich geringere DNA-Affinitat, ferner weisen Verbindung
120 und 123 keine Topoisomerase hemmende Aktivitat auf. Dies erklart vermutlich
auch, warum das Naphthalimid-Derivat 120 im 60 Zelllinien-Antitumor-Screening des
NCI kaum aktiv war. Daruber hinaus sind die generell schwachen Zytotoxizitaten der
Thiazole moglicherweise auf die bereits erwéhnte Neigung zur Selbstaggregation (s.
S. 154) zurickzufihren.

Umso erstaunlicher ist jedoch, dass das Aminothiazol-Derivat 118 trotz seiner im
Vergleich zu den Combilexinen hohen Hydrophilie (logP-Wert im negativen Bereich,
s. Tab. 4.14) zu einer Zellwachstumshemmung von funf verschiedenen Tumor-

zelllinien im 60-Zelllinien-Assay flhrte.

Verbindung | 118 119 120 121 122 123

-091 192 213 204 146 1.79

logP-Wert

Tab. 4.14: Mittels dem Programm ACD (Advanced Chemistry Development Inc., Toronto,

Kanada) berechnete logP-Werte der Thiazolpyrrolcarboxamid-Derivate

Dies ist sicherlich unter anderem auf das geringere Molekulargewicht der am N-
Terminus unsubstituierten Verbindung 118 und die im Vergleich zu den Combi-
lexinen geringere Tendenz zur Selbstaggregation zurtickzufiihren (die singularen
rinnenbindenden Strukturelemente (als Bausteine zu den Produktsynthesen) neigten
bei den Kristallisationsversuchen im Gegensatz zu den Hybridmolekulen nicht zur

Agglomeratbildung, s. S. 178), wodurch anscheinend eine fur die gezeigte biologi-
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sche Aktivitat intrazellular ausreichende Substanzkonzentration von 118 erreicht

wird.

4.6 Ergebnisse der biophysikalischen/biochemischen
und zellbiologischen Testungen der Combilexine
mit Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarboxamid-
Grundstruktur

4.6.1 Ergebnisse der biophysikalischen und biochemischen
Untersuchungen

H3C\N/CH3
O,N N
NN

4 )\( \Q/KO

R N

CH3 0 CH3

143

R n| X | Verbindung Nr.

Mo\ - CHa ‘O 2 | CH 145

R
3| CH 146
(¢ o7 \o
L 3| N 147

)nH H
N
/h>\( \\ \O IO
| \o N\CH ‘ O 3| CH 148
3

" 3| N 149

CHj;

Tab. 4.15: Ubersicht der getesteten Imidazol-Derivate
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Die Hybridmolekile mit Imidazolpyrrol- und Bisimidazolcarboxamid-Basisstruktur
145-149 (s. Tab. 4.15, S. 167) wurden mittels T,-Wert-Messung (s. Kap. 4.1.1., S.
128), Circulardichroismus (s. Kap. 4.1.3, S. 130) und Topoisomerase-Inhibitions-
Assays (s. Kap. 4.1.4, S. 131 ff.) auf ihre DNA-Binde- sowie Topoisomerase | und Il
hemmenden Eigenschaften untersucht. In Analogie zum Nitrothiophen- und
Aminothiazolpyrrolcarboxamid 69 und 118 als Synthesebausteine wurde ebenfalls

die DNA-Affinitat des Nitroimidazolpyrrolcarboxamids 143 ermittelt.

Verbin- DTh DTh DTm(CT-DNA)/ CD Unwin-

dung (poly(dAdT))  (CT-DNA) DTm(poly(dAdT)) r=10  ding
[*Clir=1 [*Cir=1 [%]

143 1.4+02 n. a. - n. b. n. b.

145 18.1+0.2 12.1+0.1 67 + -

146 12.8+0.5 45+0.3 35 + -

147 7.2+0.2 11+0.2 15 + -

148 18.0+ 0.6 6.0+0.5 33 + -

149 11.3+0.7 6.3+0.5 56 + +

Tab. 4.16: Ergebnisse der DNA-Bindestudien. DT,,-Werte: Mittelwerte aus mindestens drei

Messungen, + Standardabweichung, n. a. = keine messbare DNA-Bindung, DT, £
1°C; Circulardichroismus (CD): (+) steht fur ein positives CD-Signal; Unwinding: (-) =
kein Unwinding, (+) = Unwinding, d. h. der Anteil relaxierter Plasmid-DNA nimmt mit
steigender Konzentration an Testsubstanz zu; r = molares Verhdltnis

DNA/Testsubstanz; n. b. = nicht bestimmt.

Den Tn-Wert-Messungen zufolge (s. Tab. 4.16) besitzt das Nitroimidazolpyrrolcar-
boxamid 143 im Gegensatz zu den aus diesem Grundgerist aufgebauten Combi-
lexinen 145, 146 und 148 keine signifikante DNA-Affinitat. Mit Ausnahme von
Verbindung 147 zeigten alle Hybridmolekile eine gute DNA-Bindung (DTn-Werte >
10°C) und Minor Groove Binding (CD: positiv). Fur das Acridonbisimidazolcar-
boxamid 149 wurde anhand der im TOPO-I-Relaxations-Assay sichtbaren Entspirali-

sierung zusatzlich eine Interkalation nachgewiesen. Darliber hinaus waren die
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Bisimidazol-Derivate 147 und 149 den entsprechenden Imidazolpyrrolcarboxamiden
146 und 148 bezuglich der DNA-Affinitat unterlegen.

Das bei Verbindung 145 und 149 erhohte Verhaltnis DT, (CT-DNA)/DTm(poly(dAdT)
(56 und 67 %) deutet im Vergleich zu den Thiophen- und Thiazol-haltigen
Combilexinen (hier lag dieses Verhaltnis bei allen Verbindungen £ 44 %) auf eine
Verschiebung der Sequenzselektivitat zugunsten GC-reicher DNA hin. Da die Tp-
Wert-Messung mit dem synthetischen Polymer poly(dAdT)-DNA wesentlich
empfindlicher ist als unter Verwendung naturlicher Kalbsthymus(CT)-DNA, werden

n 178 Dies kénnte eventuell die Ursache

mit letzterer stets niedrigere Werte gemesse
dafir sein, dass gegenuber Verbindung 145 und 149 bei den Imidazol-Derivaten 146,

147 und 148 keine Steigerung der GC-Selektivitat feststellbar war.

Verbindung TOPO-I- TOPO-I- TOPO-II- TOPO-II-
Poison- Suppressor- Poison- Suppressor-
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
145 - + - +
146 - + - -
147 n. b. - + -
148 - + + -
149 n. b. - + +
Tab. 4.17: Ergebnisse der Topoisomerase-Inhibitions-Assays: (+) bedeutet TOPO-Suppressor-

bzw. TOPO-Poison-Aktivitat, (-) bedeutet keine TOPO-Suppressor- bzw. TOPO-

Poison-Aktivitat; n. b. = nicht bestimmt.

Wie aus den Ergebnissen der Topoisomerase-Inhibitions-Assays hervorgeht (s. Tab.
4.17), zeigten einige Testsubstanzen eine TOPO-I-Suppressor-Aktivitat (145, 146,
148). Hierbei handelte es sich ausnahmslos um Imidazolpyrrolcarboxamide. Dem
Gel des Topoisomerase-II-Cleavage-Assays war dartiber hinaus zu entnehmen, dass
beide Bisimidazol-Derivate 147 und 149 sowie Verbindung 148 als TOPO-II-Poisons
agieren. Daneben weisen das Acridonbuttersaure-Derivat 149 und Naphthalimid-

propionsaureamid 145 eine TOPO-II-Suppressor-Aktivitat auf.
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4.6.2 Ergebnisse der zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien

Alle Imidazol-haltigen Combilexine wurden am Institut de Recherches sur le Cancer,
INSERM, Lille an der HT-29 Zelllinie (humanes Kolonkarzinom) zellbiologisch auf

ihre Zytotoxizitat geprift (s. Tab. 4.18).

Verbindung | 145 146 147 148 149
ICs0 [UM] | 10 n. i. n. i. 50 n.i.
Tab. 4.18: Testergebnis des Zytotoxizitats-Assays (MTS ® ) an der humanen HT-29 Kolon-

karzinomzelllinie; die Zellkultur wurde 72 h mit unterschiedlich hoch konzentrierten
Losungen (0-100 pM) der jeweiligen Testsubstanz in DMSO inkubiert; ICso =
Konzentration der Testsubstanz in pM, bei der die Wachstumshemmung der
entsprechenden Zelllinie 50 % betragt; n. i. = keine Zellwachstumshemmung zu

verzeichnen, ICso > 100 pM.

Fir die beiden Imidazolpyrrolcarboxamide 145 und 148 war eine im Vergleich zu den
bislang getesteten Substanzen erstaunlich hohe zytotoxische Aktivitat zu
verzeichnen. Das Acridonbuttersaure-Derivat 148 fiihrte ab einer Konzentration von
50 pM, das Naphthalimidpropionyl-gekoppelte Derivat 145 schon ab einer
Konzentration von 10 uM zu einer 50 %igen Zellwachstumshemmung.

Weitere Zytotoxizitats-Studien wurden nicht durchgefiihrt.

4.6.3 Interpretation der Ergebnisse

Sowohl aus den DNA-Bindestudien als auch den zellbiologischen Untersuchungen
geht hervor, dass die Imidazolpyrrolcarboxamid-Derivate den Bisimidazolen
Uberlegen waren. Vielversprechende Ergebnisse lieferten auch hier wieder
insbesondere das uber einen Cs-Linker verknupfte Naphthalimid-Derivat 145 sowie
das Acridonbuttersdureamid-Derivat 148. Beide Substanzen zeigten neben einer
sehr guten DNA-Affinitat und Topoisomerase | und Il hemmenden Eigenschaften

eine zytotoxische Aktivitat im MTS-Assay.



171

Wenngleich die mit der synthetischen Einfuhrung eines bzw. zweier Imidazolringe im
rinnenbindenden Molekulteil angestrebte GC-Selektivitat nicht so stark ausgepragt
war, deuten die fiur die Verbindungen 145 und 149 ermittelten DTn-Werte fir
poly(dAdT)- und CT-DNA dennoch auf eine Verschiebung der Sequenzselektivitat in
Richtung GC-reicher DNA hin. Diese war jedoch uUberraschenderweise bei dem
Bisimidazol-Derivat 149 nicht so stark ausgepragt wie bei dem Imidazolpyrrol-
carboxamid 145.

Erwartungsgemald zeigte das Nitroimidazolpyrrolcarboxamid 143 in Analogie zum
Nitrothiophenpyrrolcarboxamid 69 keine signifikante DNA-Affinitat (s. a. Kap. 4.3.1,
S. 143).

4.7 Bilanz der Ergebnisse der Combilexine

Wertvolle Hinweise, die vereinzelt vororientierende Aussagen beziglich Struktur und

Wirkung zulassen, konnten vor allem aus den DNA-Bindestudien gewonnen werden:

1) Daraus, dass die Nitro-Funfringhetarenpyrrolcarboxamid-Grundstrukturen gegen-
tber den ,fertigen* Combilexinen und dem Aminothiazolpyrrolcarboxamid keine
signifikante DNA-Affinitat zeigten, kann geschlossen werden, dass fur eine DNA-
Bindung mindestens drei Amidfunktionen bzw. zwei Amidfunktionen und eine N-
terminale Aminfunktion erforderlich sind.

2) Eine Propylendiamin-Seitenkette am C-Terminus ist bezuglich der DNA-Affinitat
gunstiger als die um ein C-Atom verkirzte Ethylendiamin-Funktion.

3) Die zur Gewahrleistung einer moglichst guten Anpassungsgeometrie an die DNA
erforderliche Linkerlange am N-terminalen Ende ist von der Art des interkalieren-
den Strukturelementes abhé&ngig. Fur die Verknupfung des Naphthalimids mit
dem rinnenbindenden Molekiilteil ist ein Cs-Linker, fiir die des Acridons ein C;-
Linker vorteilhaft.

4) Die Einfuhrung einer Nitro-Gruppe an 5-Position des Naphthalimids fuhrt wider
Erwarten weder zu einer Verbesserung der zellbiologischen Aktivitat noch zu

einer Steigerung der DNA-Affinitat.
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5) Die Thiophen-, Thiazol- und Bispyrrolcarboxamide besitzen AT-Selektivitat, bei
den Imidazol-Derivaten ist andeutungsweise eine GC-Selektivitat erkennbar.

6) Als Bindungsmodus wurde fir die meisten Combilexine Minor Groove Binding,
bei manchen assoziiert mit einer Interkalation des Chromophoren Systems

(Acridon, (5-Nitro-)Naphthalimid) nachgewiesen.

Beziglich der Topoisomerase hemmenden Eigenschaften lassen sich keine klaren
Aussagen auf eine Korrelation zwischen Struktur und Wirkung treffen. Zum einen
zeigte keine der Testsubstanzen eine TOPO-I-Poison-Aktivitat, wohingegen eine
TOPO-I-Suppressor-Aktivitat bei fast allen Hybridmolekilen zu verzeichnen war.
Daruber hinaus wiesen unter den Thiophen-, Thiazol- und Imidazol-haltigen
Derivaten vereinzelte Naphthalimid-, Acridon- und 5-Nitronaphthalimid-gekoppelte
Verbindungen sowie die beiden Anthrachinon- und Pyridocarbazol-N-terminal
funktionalisierten Verbindungen 104 und 105 eine TOPO-II-Poison- und/oder TOPO-
[I-Suppressor-Aktivitat auf. Auch eine Korrelation zwischen Topoisomerase-
Hemmung und DNA-Affintat war auszuschlieRen.

Obwohl die Ergebnisse der biochemischen, biophysikalischen und zellbiologischen
Testungen der Combilexine nur teilweise miteinander korrelieren, ist festzustellen,
dass mit Ausnahme von Verbindung 120 (s. S. 166) alle zytotoxisch aktiven
Hybridmolekule (93, 119, 145, 148) eine gute bis sehr gute DNA-Affinitat besitzen
(DT > 17°C) und zudem eine Topoisomerase | und/oder Il hemmende Aktivitat
aufweisen. Bei Verbindung 119, 145 und 148 handelt es sich in Bezug auf die DNA-
Bindungsstéarke sogar um die aus der Serie der Thiazol- und Imidazol-Derivate
potentesten Molekule. Konkrete Aussagen konnten jedoch zum Zeitpunkt der
Fertigstellung dieser Arbeit nicht getroffen werden, da die Hybridmolekule bis auf die
Naphthalimid-Derivate 93 und 120 nur an einer bzw. zum Teil zwei Zelllinien auf ihre
antitumorale Wirksamkeit getestet wurden und die zellbiologischen Daten fur das
Anthrachinon-Derivat 104 sowie das Pyridocarbazol-gekoppelte Thiophenpyrrol-
carboxamid 105 bislang noch nicht vorliegen (diese werden zurzeit noch mittels
MTS-Assay-Verfahren " ™ an der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT-29 am
Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM in Lille getestet). Dabei kdnnte es sich
insbesondere bei dem Pyridocarbazol-Derivat 105 um eine vielversprechende

[73, 74]

Substanz handeln, fir die ebenfalls positive Resultate im MTS-Assay zZu

erwarten sein durften; neben Topoisomerase | und Il hemmenden Eigenschaften
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zeigte Verbindung 105 - im Gegensatz zum Anthrachinon-Derivat 104 - eine mit den
gegenuber der HT-29-Zelllinie zytotoxisch aktiven Combilexinen 145 und 148
vergleichbar hohe DNA-Affinitat (DT fur poly(dAdT) = 18.2 °C).

Die Summation der Ergebnisse lasst dennoch darauf schlieBen, dass die
Naphthalimidpropion- und Acridonbuttersdure-Derivate 92, 98, 119, 145, 148 die

aussichtsreichsten Kandidaten hinsichtlich DNA-Affinitat bzw. Zytotoxizitéat darstellen.
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5. Kristallographie/Réntgenstrukturanalyse

5.1 Zielsetzung

Obwohl die Rontgenkristallstrukturanalyse nach wie vor diejenige Methode darstellt,
die den groften Informationsgehalt zur vollstindigen molekularen Aufklarung einer
chemischen Verbindung liefert, wurden in der Literatur bisher weder singulare noch
an DNA gebundene Combilexine auf der Ebene von Kristallstrukturen beschrieben.
Aus solchen Strukturen waren jedoch wichtige Informationen zu Struktur-Wirkungs-
beziehungen zu gewinnen, zumal die Erfahrung gezeigt hat, dass selbst sehr grof3e
Molekile wie z. B. Proteine (Hamoglobin, Purinnucleosid-Phosphorylase (PNP)) im
Kristallgitter eine Geometrie annehmen, die der biologisch aktiven Form in Lésung
sehr ahnlich sein kann ™. Diesbeziiglich solite mithilfe verschiedener Kristallisa-
tionsverfahren versucht werden, geeignete Einkristalle ausgewahlter Testsubstanzen
fur die Durchfuhrung einer Rontgenstrukturanalyse zu gewinnen. Darlber hinaus
sollten die erhaltenen Kristallstrukturen mit den semiempirisch-quantenmechanisch
berechneten Konformationen der Combilexine verglichen werden, um die Leistungs-

fahigkeit der eingesetzten Rechenmethode (s. Kap. 6.2, S. 206) zu bewerten.

5.2 Methodischer Ablauf einer Roéntgenkristallstruk-

turanalyse

Die Durchfuhrung einer Rontgenkristallstrukturanalyse verlauft grundsatzlich immer
nach dem gleichen Prinzip. Eine schematische Darstellung des methodischen Ab-
laufs gibt Abbildung 5.1, S. 175.
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Geeigneter Einkristall

Chemische Formel

Diffraktometer:

Raumgruppe, Gitterkonstanten
Vermessung der Reflexintensitaten

Datenreduktion: messspezifische Korrekturen (CORINC)

Gitterkonstanten (CELSIUS) Raumgruppe Korrigierte Intensitaten

Strukturlésung: Lésung des Phasenproblems

Direkte Methoden: Leichtatomstruktur Patterson Methode: Schweratomstruktur
Erstes Strukturmodell (Teilstruktur) Erstes Strukturmodell (Teilstruktur)
(SIR 92, SHELXS-97) (SHELXS-97)

Fouriersynthese(n): Lokalisierung aller Nichtwasserstoffatome (SHELXL-97)
Isotrope Verfeinerung: Least squares Verfahren (SHELXL-97)

Anisotrope Verfeinerung (SHELXL-97)
Differenz-Fourieranalyse(n): Lokalisierung der Wasserstoffatome (SHELXL-97)

|

Endverfeinerung (SHELXL-97)

|

Geometrische Berechnungen (GEOME)
Graphische Darstellung (SCHAKAL, PLUTO, ORTEP)

Abb. 5.1: Methodischer Ablauf einer Rontgenkristallstrukturanalyse
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Hierbei stellt die Zuchtung eines geeigneten Kristalls im ersten Schritt die grof3te
Herausforderung dar und erfordert ein hohes Maf? an ,Fingerspitzengefuhl“. So sollte
zur Vermeidung einer Bildung verwachsener Konglomerate vieler kleiner Kristallite
stets angestrebt werden, dass die Keimbildungsgeschwindigkeit méglichst kleiner als
die Kristallwachstumsgeschwindigkeit ist. Gleichzeitig besteht bei zu hoher Kristall-

2021 Aus

wachstumsgeschwindigkeit die Gefahr, dass Kristallbaufehler auftreten
diesem Grund wurden unterschiedliche Kristallisationsverfahren ausgewahlt, die
durch Variation verschiedener Faktoren (Losungsmittel, Temperatur und L6sungs-
mittelverdunstungsgeschwindigkeit) zu einer langsamen Uberschreitung des Séatti-
gungspunktes und somit geringeren Keimzahl fihren sollten.

Da sich Salze wegen der starken ionischen Wechselwirkungen oftmals besser zur

n % wurden die

Kristallisation eignen als die korrespondierenden freien Base
verschiedenen Combilexine (tertiare Amine) zur Durchfuhrung der Kristallisationsver-
suche in Form ihrer Pikrate, Tosylate oder Hydrochloride eingesetzt. Zur Darstellung
der Pikrate und Tosylate wurde eine ethanolische Losung der zu kristallisierenden
Verbindung mit einer ethanolischen Pikrinsaure- bzw. p-Toluensulfonsaurelésung
versetzt. Die erhaltenen Niederschlage wurden abfiltriert und aus Ethanol umkristalli-

siert 172

. Die entsprechenden Hydrochloride wurden durch Ausféllen aus einer
etherischen Ldsung der freien Basen mit etherischem Chlorwasserstoff gewonnen.
Im Folgenden sollen die verwendeten Kristallisationsverfahren kurz beschrieben wer-

den.

5.2.1 Verdunstungsmethode

Zur Kristallisation durch Losungsmittelverdunstung wurden mithilfe verschiedener
Losungsmittel (Methanol, Ethanol, Aceton, Isopropanol, 1-Propanol, Ethylacetat,
Wasser, Dichlormethan und Chloroform) sowie deren Mischungen unterschiedlich
konzentrierte Lésungen der Combilexine hergestellt. Um einer Fehlkristallbildung an
Fremd- oder amorphen Substanzpartikeln vorzubeugen, wurden die Losungen tber
eine Fritte filtriert. Die nachfolgende Aufbewahrung der klaren Substanzlésungen in
mittels Kanule belifteten Schnappdeckelglaschen bei unterschiedlichen Temperatu-

ren (8°C und RT) sollte ein gleichmalliges Verdunsten des Ldsungsmittels ermog-
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lichen (s. Abb. 5.2). AnschlieRend sollten die nach Uberschreitung des Sattigungs-

punktes gebildeten Kristallisationskeime zu geeigneten Kristallen heranwachsen.

F Kanule

| B—  Schnappdeckelglaschen

—f1—— LOsung der Testsubstanz

Abb. 5.2: Kristallisation durch Lésungsmittelverdunstung; die Substanz-Lésung befindet sich in
einem Schnappdeckelglaschen; die Kanile ermdéglicht ein kontinuierliches Verdunsten

des Losungsmittels;

5.2.2 ,Hanging-Drop Vapour Diffusion“-Methode %

Die ,Hanging-Drop Vapour Diffusion“-Methode wurde auf zwei verschiedene Arten

durchgefuhrt.

Methode a)

Unterschiedlich hoch konzentrierte Losungen der Testsubstanzen in Wasser wurden
auf silanisierten Deckglaschen in Form eines hé&ngenden Tropfens uber die Ver-
tiefung einer Linbro-Platte, die mit n-Hexan beflllt war, gestilpt. Die Rander wurden
mit Silikongel abgedichtet (s. Abb. 5.3, S. 178). Die Verdunstung des fur die
Substanz sehr schlechten Ldsungsmittels n-Hexan und dessen anschlie3ende
Kondensation an der wassrigen Grenzschicht sollte nach einigen Wochen zum

Auskristallisieren der Substanz im Tropfen fiihren.



178

Methode b)

In die Vertiefungen der Linbro-Platte wurden anstelle von n-Hexan wassrige
Ammoniumsulfatldsungen in steigenden Konzentrationen eingefillt. Die verschieden
konzentrierten wassrigen Substanzlésungen wurden 1:1 mit der entsprechenden
Ammoniumsulfatldsung verdunnt, bevor sie als Tropfen auf den silanisierten Deck-
glaschen uber das Reservoir gestilpt wurden. Der hierbei herrschende Konzentra-
tionsunterschied zwischen Substanz- und Ammoniumsulfatiésung bewirkt einen
Wasserentzug im Tropfen, was nach einigen Tagen bis Wochen zum Aus-

kristallisieren der Combilexine fiihren sollte.

| ]
silanisiertes — wassrige
Deckglaschen Substanzldsung
Silikongel n-Hexan bzw.
(NH4),S0O,-L6sung

Abb. 5.3: Querschnitt durch eine Kammer einer Linbro-Platte

Weder mit der Verdunstungs- noch mit der ,Hanging-Drop“-Methode ist es gelungen,
brauchbare Kristalle der Testsubstanzen zur Durchfihrung einer Rontgenkristall-
strukturanalyse zu erhalten. Stattdessen kam es zur Bildung hochviskoser, gallert-
artiger Massen, die vermutlich auf eine Selbstassoziation der Combilexine zurlck-
zufiihren ist Y (s. Kap. 4.3.3, S. 154).

Deshalb sollte zur Gewinnung von Kristallstrukturen fir die Validierung der
semiempirisch-quantenmechanischen Berechnungen (s. Kap. 6.2, S. 206) zun&chst
versucht werden, die unterschiedlichen rinnenbindenden Grundgeruste zu
kristallisieren. Unter Anwendung der Verdunstungsmethode (s. Kap. 5.2.1, S. 176 f.)
bei RT mit Methanol als Losungsmittel konnten bereits nach wenigen Tagen
geeignete Einkristalle der Verbindungen 60, 69, 117, 143 und 144 gewonnen
werden. Die beiden Verbindungen 69 und 117 wurden in Form ihrer freien Base
kristallisiert, wohingegen beim Bispyrrol-Derivat 60 und den dazu bioisosteren
Imidazol-haltigen Verbindungen 143 und 144 der Einsatz der Hydrochloride zur

erfolgreichen Kristallziichtung erforderlich war. Die so erhaltenen Strukturen sollten
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daruber hinaus fur einen Vergleich mit den Ergebnissen der zur Strukturaufklarung
genutzten 'H-NOE-Experimente (s. Kap. 3.1.2, S. 60 und Kap. 3.34, S. 81)
herangezogen werden.

Vier der finf ermittelten Kristallstrukturen (69, 117, 143 und 144) wurden in die
Datenbank des Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) aufgenommen.

Bei der nachfolgenden Beschreibung der dreidimensionalen Strukturen werden ledig-
lich Besonderheiten genannt. Detailinformationen zu den einzelnen Molekulstruk-
turen im Kristall gibt Kapitel 10.2, S. 271 ff.

5.3 Beschreibung der ermittelten RoOntgenkristall-
strukturen
5.3.1 Kristallstruktur des Bispyrrolcarboxamids (60)
H
H3C\,\{/CH3
®
S]
02N C| JJ
N
BN
N\
D R SV
CHj \
60 CH3

Wahrend intensiver Recherchen wurde nach Fertigstellung der Kristallstruktur von
Verbindung 60 festgestellt, dass diese bereits von einer chinesischen Arbeitsgruppe

in der Acta Crystallographica hinterlegt wurde 2%/

. Die beiden unabhéangig von-
einander ermittelten Strukturen stimmen weitestgehend miteinander Uberein. In
beiden Fallen wurden die zur Messung genutzten Einkristalle durch langsames Ver-
dunsten einer methanolischen L6sung des entsprechenden Hydrochlorids bei RT
erhalten. Auch das nach Strukturverfeinerung angegebene Verhaltnis Parameterzahl
zu beobachteten Reflexen ist fast identisch. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmte

Kristallstruktur ist jedoch aufgrund des niedrigeren R-Wertes (5.2 % vs. 6.8 %) als
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deutlich besser zu bewerten. Die folgenden Strukturbetrachtungen beziehen sich auf
die eigens ermittelte Kristallstruktur.

Drehkristall- und Weissenbergaufnahmen zeigten ein monoklines Kristallsystem.
Zusammen mit den Ausloschungen wurde auf die Raumgruppe P2;/c geschlossen.
Als Symmetrieelemente liegen in der Elementarzelle zweizahlige Schraubenachsen
parallel zur b-Achse und senkrecht dazu stehende c-Gleitspiegelebenen vor 2% (s.
Abb. 5.5, S. 183). Durch direkte Methoden bei der Strukturlosung wurden alle
Nichtwasserstoffatome lokalisiert und anschlieRend mit anisotropen Auslenkungs-
parametern verfeinert. Die Wasserstoffatome wurden geometrisch eingefiigt (NH's

und OH's gefunden) und reitend isotrop verfeinert.

Abb. 5.4: SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 60; Nummerierung nicht

gemal IUPAC; Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

Abbildung 5.4 zeigt die aus der Elementarzelle herausgegriffene Kristallstruktur eines
singuldren Molekils. Beide Amidbindungen liegen wie zuvor durch 'H-NOE-
Differenzanalyse erwartet (s. Kap. 3.1.2, S. 60) in Analogie zu Peptiden in einer
trans-(Z)-Konfiguration vor, wodurch die zur Anpassung an die Curvature der kleinen

Rinne der B-DNA erwiinschte ,Sichelkonformation® begunstigt wird. In der Elemen-
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tarzelle sind pro Molekul der Verbindung 60 ein Molekul Methanol und als Gegenion
ein Chlorid-Anion Uber intermolekulare Wasserstoffbrickenbindungen einge-
schlossen. Sowohl die beiden amidischen NH-Gruppen als auch die protonierte
Aminfunktion der Seitenkette fungieren hierbei als Wasserstoffbriickendonatoren. An
dieser Stelle sei angemerkt, dass die in der Kristallstruktur der Leitsubstanz

Netropsin 12

als Wasserstoffbriickendonatoren zu L&sungsmittelmolekilen
fungierenden NH-Gruppen ebenfalls in der Kristallstruktur des Netropsin-DNA-
Komplexes ®* ® fir die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit Adenin-
N3 bzw. Thymin-O2 in der kleinen Rinne der B-DNA verantwortlich sind (s. Kap. 1.4,
S. 24). Eine &ahnliche Ligand-Target-Interaktion wéare deshalb auch fur die aus
Verbindung 60 aufgebauten Combilexine denkbar, indem die amidischen NH-
Gruppen sowie die protonierte Aminfunktion der Seitenkette (die tertiire Amingruppe
der Seitenkette liegt bei physiologischem pH-Wert protoniert vor) Wasserstoff-

brickenbindungen zu Adenin-N3 bzw. Thymin-O2 ausbilden wirden.

H3C\
026 n—CHs
0259//0 Cig
O—N®
N24\C3 o4 H
H c13 c18
/ \ ce.Nca N ci5/ N17
cs NN e Yo
(IZH o) N\ 016
3 o7 CHs
Winkel Nr.  Den Winkel umschlieRende Atome Torsionswinkel [°]
y1l C13 C12 C15 016 -168.4
y2 C4 C5 C6 o7 171.0
fl C15 N17 C18 C19 95.0
f2 C6 N8 C9 C13 -172.1
f3 C4 C3 N24 026 -0.8
f4 C4 C3 N24 025 179.2
wl C12 C15 N17 C18 -178.1
w2 C5 C6 N8 C9 179.0

Tabelle 5.1:  Einige ausgewahlte Torsionswinkel von Verbindung 60
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Beide Amidbindungen sind, wie an den zugehorigen Torsionswinkeln wl und w2 in
Tabelle 5.1, S. 181 zu erkennen ist, im Wesentlichen planar. Auch die beiden
Pyrrolringe stehen koplanar zueinander und bilden zusammen mit der Nitrogruppe
nahezu eine Ebene (s. Tab. 5.1, S. 181:y 2, f 2, f 3 und f 4). Lediglich die aliphatische
Seitenkette zeigt durch 85°-Drehung um die N17-C18-Einfachbindung eine gré3ere

Abweichung.
Den Winkel umschliel3ende Atome Bindungswinkel [°]
016 C15 C12 122.6
016 C15 N17 122.7
C15 N17 C18 123.3
o7 C6 C5 122.9
o7 C6 N8 123.2
C6 N8 C9 124.1

Tabelle 5.2:  Ausgewdhlte Bindungswinkel von Verbindung 60 im Bereich der Amidbindungen;
Atombezifferung siehe Tabelle 5.1, S. 181

Die C-N-Bindungslangen der beiden Amidbindungen liegen mit 134 pm (C15-N17)
und 135 pm (C6-N8) genau zwischen der einer C-N-Einfach- (148.7 pm) und der
einer C=N-Doppelbindung (127 pm). Die planare Anordnung (s. Tab. 5.1, S. 181: wl
und w2), die Bindungswinkel um 120° im Bereich der Amidbindungen (s. Tab. 5.2)
sowie die C-N-Bindungslangen spiegeln den partiellen Doppelbindungscharakter der
Peptidbindungen wider. Zur (E)/(Z)-lsomerisierung wéare daher eine Aktivierungs-
enthalpie von 3 90 kJ/mol erforderlich 2°°.

Im PLUTO-Plot der Kristallpackung von 60 (s. Abb. 5.5, S. 183) sind die zur b-Achse
parallel ausgerichteten Schraubenachsen sowie die hierzu senkrecht angeordneten

c-Gleitspiegelebenen sehr gut zu erkennen.
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PLUTO-Plot der Kiristallpackung von 60; Blickrichtung entlang der a-Achse;

Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

Kristallstruktur des Thiophenpyrrolcarboxamids (69)

H3C\
N/CH3

O,N

~
—
ZT

HsC
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Durch langsames Verdunsten einer methanolischen Lésung des Thiophenpyrrolcar-
boxamids 69 wurden nach 14 Tagen gelbe plattenformige Einkristalle erhalten.
Weissenbergaufnahmen zeigten ein orthorhombisches Kristallsystem mit der Laue-
Symmetrie mmm. Durch die Ausléschungen konnte die Raumgruppe P bca zuge-
ordnet werden, die durch drei senkrecht zueinander angeordnete Gleitspiegelebenen
a, b und c in der Elementarzelle gekennzeichnet ist (b * a, ¢ ™ b, a” c). Durch das
Vorliegen eines orthorhombischen Kristallsystems folgt, dass die drei zwischen den
Basisvektoren aufgespannten Winkel a, b und gin der Elementarzelle gleich grof3
(90°) sind ?°? (s. Abb. 5.7, S. 186).

Die Strukturlésung lieferte alle Nichtwasserstoffatome, die anschlieRend anisotrop
verfeinert wurden. Durch Differenz-Fourieranalysen konnten nur die amidischen
NH's lokalisiert werden; die weiteren Wasserstoffatome wurden geometrisch
eingefugt. Alle Wasserstoffatome wurden reitend mit isotropen Auslenkungs-
parametern verfeinert. Die erhaltene Kristallstruktur ist mit einem Verhaltnis Para-
meterzahl zu beobachteten Reflexen von 258:2927 (dieses sollte etwa 1:10 bis
minimal 1:7 betragen) und einem R-Wert von 5.6 % (dieser sollte fur kleine

Strukturen < 5 % sein) als gut zu bewerten.

Abb. 5.6: SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 69; Nummerierung nicht

gemal IUPAC; Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt
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Wie Abbildung 5.6, S. 184 zu entnehmen ist, liegt auch Verbindung 69 in einer
sichelformigen Konformation vor, in der beide Amidbindungen trans-(Z)-konfiguriert
sind. Durch 'H-NOE-Differenzanalyse konnte zuvor bereits gezeigt werden, dass
auch in Losung die Amidbindungen bevorzugt in einer trans-(Z)-Konfiguration
vorliegen. Aufgrund der in Losung zu erwartenden Rotation der beiden Hetarene an
der zentralen Amidbindung konnte die Struktur anhand des durchgefiihrten *H-NOE-
Experimentes jedoch noch nicht eindeutig aufgeklart werden (s. Kap. 3.3.4, S. 81).

Da die Kristallstruktur der freien Base 69 vorliegt, bildet sich im Gegensatz zu
Verbindung 60 (s. Abb. 5.4, S. 180) in der Seitenkette eine intramolekulare Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen der amidischen NH-Gruppe und der tertiaren Amin-
funktion als Wasserstoffbriickenakzeptor aus (s. Abb. 5.6, S. 184). Zusatzlich tragt
eine intermolekulare Wasserstoffbriickenbindung zwischen der die beiden Hetarene
verknupfenden Amid-NH-Gruppe und der amidischen Carbonyl-CO-Funktion der
Seitenkette eines benachbarten Molekuls zur weiteren Stabilisierung der Kristall-
packung bei (s. Abb. 5.7, S. 186). Die auf diese Weise verknupften Strukturen bilden
eine lange zickzackférmige Kette, die sich tUber die Elementarzelle hinaus durch das
gesamte Translationsgitter hinweg fortpflanzt. Es ist zu erwarten, dass auch in vivo
ahnliche Interaktionen zwischen den Combilexinen mit Thiophenpyrrolcarboxamid-
Grundgerust und Biopolymeren (DNA) auftreten, bei denen die Wasserstoffbriicken-
bindungen von den gleichen Positionen des rinnenbindenden Molekulteils
ausgehend zur DNA gebildet werden wie in der Kristallstruktur (s. Kap. 5.3.1, S.
181). Neben N12-H12 und N21-H21 (s. Abb. 5.6, S. 184) wirde dann vermutlich
auch die in L6sung protoniert vorliegende Aminfunktion der Seitenkette (N25) eine H-

Briuckendonator-Funktion ibernehmen.
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Abb. 5.7: PLUTO-Plot der Elementarzelle von 69; Wasserstoffbriickenbindungen sind als

gestrichelte Linien dargestellt

Winkel Nr.  Den Winkel umschlieRende Atome Torsionswinkel [°]
yl C17 Ci6 C19 020 154.4
y2 C3 C2 Ci10 011 -171.6
f1 C19 N21 C22 C23 165.5
f2 C10 N12 C13 C17 176.7
f3 C3 c4 N6 o7 -0.2
f4 C3 c4 N6 08 179.8
wl Cc2 Ci10 N12 C13 -174.3
w2 C16 C19 N21 C22 178.0

Tabelle 5.3:  Einige ausgewahlte Torsionswinkel von Verbindung 69
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Den Winkel umschlie3ende Atome Bindungswinkel [°]
011 C10 N12 123.2
011 C10 Cc2 120.2
C10 N12 C13 125.2
020 C19 N21 122.4
020 C19 C16 123.1
C19 N21 C22 122.9

Tabelle 5.4:  Ausgewdhlte Bindungswinkel von Verbindung 69 im Bereich der Amidbindungen;
Atombezifferung s. Tabelle 5.3, S. 186

Wie den in Tabelle 5.3, S. 186 angegebenen Torsionswinkeln und auch dem
PLUTO-Plot (s. Abb. 5.7, S. 186) zu entnehmen ist, liegt 69 in der Elementarzelle als
sehr planare Struktur vor. Lediglich die C16-C19 Einfachbindung ist mit 26° (y 1)
etwas starker aus der Ebene herausgedreht, was auf die Ausbildung der intra-
molekularen Wasserstoffbrickenbindung in der Seitenkette zuriickzufuhren ist. Die
Amidbindungen zeigen alle Charakteristika einer Peptidbindung. Sie sind planar (wl
und w2), die Bindungswinkel liegen alle im Bereich von 120° (s. Tabelle 5.4) und die
C-N-Bindungslangen liegen mit 133 pm (C19-N21) und 134 pm (C10-N12) zwischen
der einer C-N-Einfach- und der einer C=N-Doppelbindung. Der partielle Doppel-
bindungscharakter und die damit verbundene Rotationsbarriere der Amidbindungen
fuhren auch hier wieder zur Stabilisierung der energetisch ginstigen Sichel-

konformation mit trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen.
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5.3.3 Kristallstruktur des  Methylthiazolpyrrolcarboxamids
(117)
H4C
HsC “\—CHs
oy
HsC >/_N H
o] >/-s H
Z N N N\
\ \ o
CH3 o N\
CHg
117

Langsames Verdunsten einer methanolischen L6sung von Verbindung 117 fuhrte
nach 10 Tagen zur Ausbildung farbloser Einkristalle, die scharf begrenzte Reflexe
lieferten. Dem triklinen Kristallsystem konnte die Raumgruppe P-1 zugeordnet
werden, bei der als Symmetrieelement in der Elementarzelle lediglich ein Inversions-
zentrum vorliegt 2@ (s. Abb. 5.9, S. 189). Die Strukturlésung lieferte alle Nicht-
wasserstoffatome. Nach anisotroper Verfeinerung der Nichtwasserstoffatome wurden
samtliche Wasserstoffatome mittels Differenz-Fourieranalysen lokalisiert und reitend
isotrop verfeinert. Die verfeinerte Struktur weist einen R-Wert von 4.5 % auf und
kann daher zusammen mit einem Verhdaltnis Parameterzahl zu beobachteten

Reflexen von 313:4423 als sehr gut beurteilt werden.
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Abb. 5.8: SCHAKAL-Plot der Réntgenkristallstruktur von Verbindung 117; Nummerierung nicht

gemal IUPAC; Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

Abb. 5.9: PLUTO-Plot der Kristallpackung von 117; Wasserstoffbriickenbindungen sind als

gestrichelte Linien dargestellt

Anhand der Kristallstruktur von 117 konnte zum ersten Mal in der Pyrrolcarboxamid-
Reihe auch die Geometrie der N-terminalen Amidbindung aufgeklart werden, die hier
in Analogie zu den beiden anderen Amidbindungen in der fir Peptide typischen
trans-(Z)-Konfiguration vorliegt (s. Abb. 5.8). Verbindung 117 nimmt in der
Elementarzelle eine Konformation an, in der die Methylgruppe des Thiazolrings -

anders wie bei den vorherigen Molekiilen - zur konkaven Molekilseite orientiert ist.
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Hierdurch wird ermdglicht, dass sich N21 des Thiazols an der Ausbildung von inter-
molekularen Wasserstoffbriickenbindungen zur Stabilisierung der Kristallpackung
beteiligt (s. Abb. 5.9, S. 189). Neben N21 sind auch die NH-Gruppen der zentralen
und N-terminalen Amidbindung, sowie die Carbonylgruppe der Seitenkette (O9) in
die Ausbildung von funf intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen involviert.
Hieraus resultieren in der Elementarzelle zwei, Uber Wasserstoffbriicken miteinander
verknupfte, antiparallel verlaufende Molekilketten. Da die direkte Interaktion der
beiden Ketten durch die zur konkaven Seite orientierten Methylgruppen der Thiazol-
ringe sterisch behindert wird (s. Abb. 5.9, S. 189), verlaufen die intermolekularen H-
Bricken uber zwischen den beiden Schichten eingeschlossene Wassermolekiile.
Diese ubernehmen als Zwischenglied sowohl H-Briickendonator- als auch H-
Bruckenakzeptor-Funktionen und tragen somit zuséatzlich zur Stabilisierung der
Kristallpackung bei.

Wie zuvor bei Verbindung 69 beschrieben (s. Kap. 5.3.2, S. 183), bildet sich
ebenfalls in der Kristallstruktur von 117 zwischen N2 (als Akzeptor) und N7-H7 (als
Donator) eine intramolekulare H-Briicke in der aliphatischen Seitenkette aus (s. Abb.
5.8, S. 189).
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H3C\
czo CHj N—CH3
C22
028 C26 N25
H3C 027
HsC
Hs
Winkel Nr. Den Winkel umschlieRende Atome Torsionswinkel [°]

y1l 09 C8 C10 Cl14 -154.6
y2 018 C17 C19 C20 -129.2
fl C5 C6 N7 C8 161.9
f2 C14 C13 N16 C17 -165.4
f3 N21 C22 N25 C26 -168.6
wl C6 N7 C8 C10 -179.5
w2 C13 N16 C17 C19 -177.3
w3 C22 N25 C26 028 179.75
Tabelle 5.5:  Einige ausgewahlte Torsionswinkel von Verbindung 117
Den Winkel umschlieRende Atome Bindungswinkel [°]
09 C8 C10 122.3
09 C8 N7 123.1
C8 N7 C6 124.6
018 C1v C19 121.7
018 C1v N16 124.0
C17 N16 C13 124.4
027 C26 N25 123.9
C26 N25 C22 123.4
Tabelle 5.6:  Ausgewahlte Bindungswinkel von Verbindung 117 im Bereich der Amidbindungen,;

Atombezifferung s. Tabelle 5.5
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Die Torsionswinkel wl, w2 und w3 um 180° bzw. -180° (s. Tab. 5.5, S. 191), die
Bindungswinkel im Bereich der Amidbindungen um 120° (s. Tab. 5.6, S. 191) sowie
die C-N-Amidbindungslangen (N7-C8 = 132 pm, N16-C17 = 135 pm, N25-C26 = 137
pm) spiegeln die planare Anordnung und den partiellen Doppelbindungscharakter der
Peptidbindungen wider, was inzwischen ein durchgangiges Phanomen darstellt.

Im Gegensatz zu 60 und 69 sind die beiden Hetarene hier nicht koplanar zueinander
angeordnet, was vor allem durch die Rotation des Thiazolrings um die C17-C19- und
C22-N25-Bindung (y2 und f3, s. Tab. 5.6, S. 191) bedingt ist. Folglich weicht die
Molekilgeometrie im Kristall zum Teil von der gewtinschten Sichelkonformation ab.
Ein denkbarer Erklarungsansatz hierfur konnte die van der Waals-Abstof3ung
zwischen den freien Elektronenpaaren des Thiazol-Stickstoffs N21 und des N-

(92 sein sowie die bereits erwahnte,

terminalen amidischen Carbonyl-Sauerstoffs O27
in der vorliegenden Konformation begulnstigte Ausbildung einer zusatzlichen H-
Briucke (zwischen Thiazol-N21 und einem Wassermolekdl, s. Abb. 5.9, S. 189), die
im Wesentlichen zur Stabilisierung der Kristallpackung beitragt.

Molekdle sind jedoch in der Lage, ihre Geometrie (Konformation) in Abhangigkeit von
der Umgebung zu &ndern. So kann die Molekulgeometrie im kristallinen Zustand
sowohl durch Kristallpackungskrafte als auch durch Wechselwirkungen mit
Nachbarmolekilen bzw. eingeschlossenen Ldsungsmittelmolekilen erheblich

n M3 Es kann daher nicht zwangslaufig davon ausgegangen

beeinflusst werde
werden, dass auch bei den Combilexinen der Thiazolpyrrolcarboxamid-Reihe in
Lésung oder in dem an DNA gebundenen Komplex die gleiche von der Sichelform
abweichende Konformation des rinnenbindenden Molekilteils vorliegt, wie es am
Beispiel der Kiristallstruktur von Verbindung 117 gezeigt wurde. Dies wirde
aulerdem den Resultaten der biophysikalischen DNA-Bindestudien widersprechen,
da fur das Aminothiazolpyrrolcarboxamid 118 sowie die dieses Grundgerist
enthaltenden Combilexine 119 und 123 eine gute bzw. sehr gute DNA-Affinitat
ermittelt wurde (s. Kap. 4.5.1, S. 160), die bei einer derart beschriebenen starken
Abweichung der Molekilgeometrie von der gewinschten Sichelkonformation als

denkbare ,Bindeform*“ nicht vorstellbar gewesen wére.
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5.34 Kristallstruktur des Imidazolpyrrolcarboxamids (143)

H3C\
N/CH3

Verbindung 143 wurde durch langsames Verdunsten einer methanolischen Lésung
des Hydrochlorids in Form gelber Plattchen kristallisiert. Drehkristall- und Weissen-
bergaufnahmen zeigten ein triklines Kristallsystem mit der Raumgruppe P-1, die
durch ein Inversionszentrum in der Elementarzelle gekennzeichnet ist ?°2. Durch
Strukturlosung konnten alle Nichtwasserstoffatome lokalisiert werden. Diese wurden
anschlielend mit anisotropen Auslenkungsparametern verfeinert. Die Wasserstoff-
atome hingegen wurden alle geometrisch eingefiigt und reitend isotrop verfeinert.
Selbst nach Verfeinerung betrug der R-Wert immer noch 9.8 %. Zusammen mit
einem Verhéaltnis Parameterzahl zu beobachteten Reflexen von 543:4476 ist die
Kristallstruktur jedoch durchaus als zufrieden stellend zu bewerten.

Die Kristallstruktur von 143 enthélt zwei unabhangige Molekule (Molekil A und B),
die sich lediglich durch die Konformation der Seitenkette unterscheiden (s. Kap.
10.2.4, S. 293). Abbildung 5.10, S. 194 zeigt die Kristallstruktur eines der beiden in
der Elementarzelle vorliegenden Molekule (Molekul A). Die Struktur liegt in einer
sichelférmigen Geometrie &hnlich Verbindung 60 vor, die neben der trans-(2)-
Konfiguration der beiden Amidbindungen zusétzlich durch intermolekulare H-Briuicken
zu eingeschlossenen Losungsmittelmolekilen sowie eine intramolekulare Chelati-
sierung zwischen der zentralen Amidbindung (N12A-H12A) und dem Imidazol-
stickstoff in 3-Position (N2A) begunstigt wird. Bei Vorliegen einer cis-(E)-
Konfiguration der Amidbindung ware diese intramolekulare Chelatisierung nicht
maoglich. Wie bei den bisher beschriebenen Kristallstrukturen sind auch bei 143 im
Kristall alle zur konkaven Molekulseite orientierten NH-Funktionen (als H-

Briuckendonatoren) und Stickstoffatome mit freien Elektronenpaaren (als H-
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Briickenakzeptoren) an der Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen beteiligt.

Es ist deshalb vorstellbar, dass die genannten Positionen bei einer DNA-Bindung der

entsprechenden Combilexine analoge Funktionen tibernehmen. Die amidischen NH-

Gruppen und die bei physiologischem pH-Wert protonierte Aminfunktion der

Seitenkette konnten dabei mdglicherweise als H-Brickendonatoren fungieren.

Darluber hinaus ware denkbar, dass der Imidazolstickstoff N2A als H-Brickenakzep-

tor die Ausbildung einer H-Brucke zu Guanin-NH; ermdglicht und auf diese Weise

zur Verschiebung der Sequenzselektivitat in Richtung GC-reicher DNA beitragt %4,

Abb. 5.10:

SCHAKAL-Plot der Réntgenkristallstruktur von Verbindung 143 (HCI) am Beispiel von
Molekul A; Nummerierung nicht gemaR IUPAC; Wasserstoffbrickenbindungen sind

als gestrichelte Linien dargestellt
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Abb. 5.11: PLUTO-Plot des in der Elementarzelle vorliegenden Grundmotivs von 143; Wasser-

stoffbriickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

Abbildung 5.11 zeigt das Grundmotiv der Elementarzelle, welches aus insgesamt
vier Molekilen (je zwei Molekulle der Struktur A und B) besteht. Die Anordnung der
Molekdle in der Kristallpackung ergibt sich durch die Drehung der Strukturen um das
hier als Symmetrieelement vorliegende Inversionszentrum. Zur Stabilisierung der
Kristallpackung tragen intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zu Methanol
und HCI (Cl = griin) bei (s. Tab. 10.5, S. 300).
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Winkel Nr.  Den Winkel umschlieRende Atome Torsionswinkel [°]
y1l C17A C16A C19A 0O20A 176.5
y2 N2A C3A C10A O11A 176.8
fl C19A N21A C22A C23A 166.9
f2 C10A N12A C13A C17A -167.2
f3 N2A C1A N6A O7A 172.5
f4 N21A C22A C23A C24A 71.7
wl C16A C19A N21A C22A -175.8
w2 C3A C10A N12A C13A 177.0
Tabelle 5.7:  Einige ausgewahlte Torsionswinkel von Verbindung 143 (am Beispiel von Molekl A)

Den Winkel umschlieRende Atome

Bindungswinkel [°]

020A
020A
C19A
O11A
O11A
C10A

C19A N21A
C19A C16A
N21A C22A
C10A N12A
C10A C3A

N12A C13A

122.2
120.9
119.0
126.0
122.4
122.4

Tabelle 5.8:

Bereich der Amidbindungen; Atombezifferung siehe Tabelle 5.7

Ausgewahlte Bindungswinkel von Verbindung 143 (am Beispiel von Molekll A) im
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Die in Tabelle 5.7, S. 196 aufgefihrten Torsionswinkel y 1, y 2 und f 3 verdeutlichen,
dass die beiden Funfringsysteme mit der Nitrogruppe nahezu eine Ebene bilden (s.
Abb. 5.10, S. 194), aus der der Pyrrolring durch eine geringfligige Rotation um die
N12A-C13A-Einfachbindung (f2 = -167.2°) nur schwach herausgedreht ist. Die
aliphatische Seitenkette hingegen zeigt aufgrund ihrer konformativen Flexibilitat eine
deutlichere Abweichung (f4 = 72°). Die beiden Amidbindungen weisen auch hier
wieder die typischen strukturellen Merkmale der durch Rontgenstrukturanalysen
aufgeklarten Peptidbindungen auf: Bindungswinkel um 120° (s. Tab. 5.8, S. 196),
Planaritat (wl sowie w2 um (-)180°, s. Tab. 5.7, S. 196) und C-N-Bindungslangen die
zwischen der einer C-N-Einfach- (148.7 pm) und einer C=N-Doppelbindung (127 pm)
liegen (C19A-N21A = 133 pm; C10A-N12A = 135 pm).

5.35 Kristallstruktur des Bisimidazolcarboxamids (144)

H3C

®
cP
N
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Geeignete Einkristalle der Verbindung 144 wurden durch Verdunstung einer
methanolischen Lésung des Hydrochlorids nach der in Kapitel 5.2.1, S. 176 beschrie-
benen Methode erhalten. Die farblosen Kristalle lieferten scharf begrenzte Reflexe.
Weisenbergaufnahmen zeigten ein monoklines Kristallsystem, welches die typischen
Ausloschungen einer C-Zentrierung zeigte. Nach Strukturlésung wurde auf die
Raumgruppe C c geschlossen.

Die Lokalisierung der Nichtwasserstoffatome erfolgte durch direkte Methoden bei der
Strukturldsung. Differenz-Fourieranalysen lieferten alle NH's und OH's, alle weiteren
Wasserstoffatome wurden geometrisch eingefliigt und reitend isotrop verfeinert. Die

Nichtwasserstoffatome wurden mit anisotropen Auslenkungsparametern verfeinert.
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Das Verhdltnis Parameterzahl zu beobachteten Reflexen betrdgt 308:3174. Zusam-
men mit einem R-Wert von 4.2 % kann die Kristallstruktur als sehr gut bewertet

werden.

Abb. 5.12: SCHAKAL-Plot der Réntgenkristallstruktur von Verbindung 144; Nummerierung nicht

gemal IUPAC; Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

In Analogie zu Verbindung 143 (s. Kap. 5.3.4, S. 193) liegt 144 im Kristallgitter
ebenfalls in einer isohelicalen Sichelkonformation vor (s. Abb. 5.12), die durch die
trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen und die daraus resultierende zweifache
intramolekulare Chelatisierung stabilisiert ist. Diese beiden intramolekularen H-
Brucken zwischen den Amid-NH-Gruppen und den beiden Stickstoffatomen (N2 und
N14) der Imidazolringe, sowie die trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen fuihren
zu einer koplanaren Anordnung der beiden Heteroaromaten (y 1,y 2, f 2 sowie f3 ~
(+)-(-)180°, s. Tab. 5.9, S. 200). Abbildung 5.13, S. 199 zeigt deutlich, dass lediglich
die aliphatische Seitenkette aus dieser Ebene herausragt (f1 = -128.7°, Tab. 5.9, S.
200). Darlber hinaus fuhren von der Seitenkette ausgehende intermolekulare H-

Bruckenbindungen zu einem Einschluss eines Methanolmolekiils und eines Chlorid-
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Anions. Das Chlorid-Anion schliel3t tber eine weitere H-Briicke ein zweites Molekil
Methanol in die Kristallstruktur ein. Eine Interaktion der Nucleobasen der kleinen
Rinne der B-DNA mit den in Abbildung 5.12, S. 198 gezeigten als H-Briickendona-
toren/-akzeptoren fungierenden Gruppen auf der konkaven Molekilseite der

zugehorigen Combilexine ware auch hier vorstellbar.

Abb. 5.13: PLUTO-Plot der Elementarzelle von 144 mit Blickrichtung entlang der a-Achse;

Wasserstoffbrickenbindungen sind als gestrichelte Linien dargestellt

Bei dem hier vorliegenden Bravais-Gitter C (s. Abb. 5.13) handelt es sich um ein
einseitig flachenzentriertes Gitter, in dem ein zuséatzlicher Translationspunkt auf der
ab-Ebene sitzt, wodurch das Volumen der Elementarzelle verdoppelt wird. Dies

erlaubt die Beschreibung in einem Kristallsystem hochstmoglicher Symmetrie 22,
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Die Raumgruppe C c besitzt als Symmetrieelement c-Gleitspiegelebenen, die
senkrecht zur b-Achse (Gleitrichtung c) verlaufen. Hieraus ergibt sich die in

Abbildung 5.13, S. 199 dargestellte Kristallpackung mit 4 Molekilen pro Elementar-

zelle.
HsC
N\
09 © /) c23
(0 —
C3 H
N7 N2 N14 c22
/ \ c10 C13 c19y/ N21
c1 N12 \ 15 NG
| N
O 020
CH3 Oo1l1 \CH3
Winkel Nr.  Den Winkel umschlieRende Atome Torsionswinkel [°]
y1l N14 C15 C19 020 -175.7
y2 N2 C1 C10 011 177.7
fl C19 N21 C22 C23 -128.7
f2 C10 N12 C13 N14 179.8
f3 09 N7 C3 N2 180.0
wl C15 C19 N21 C22 -170.4
w2 C1 C10 N12 C13 179.8

Tabelle 5.9:  Einige ausgewéahlte Torsionswinkel von Verbindung 144



Den Winkel umschiel3ende Atome

Bindungswinkel [°]

020
020
C19
0o11

0o11
C10

C19
C19
N21
C10

C10
N12

N21
C15
Cc22
N12

C1
C13

124.7
121.2
123.3
125.0

1235
1255

201

Tabelle 5.10: Ausgewdahlte Bindungswinkel von Verbindung 144 im Bereich der Amidbindungen;

Atombezifferung siehe Tabelle 5.9, S. 200

Die beiden Amidbindungen weisen wie bei den zuvor beschriebenen Kristall-

strukturen die typischen strukturellen Merkmale und somit den partiellen Doppel-

bindungscharakter einer Peptidbindung auf. Samtliche Bindungswinkel im Bereich
der Amidbindungen betragen ca. 120° (s. Tab. 5.10) und die C-N-Amidbindungs-
langen liegen mit 132 pm (C19-N21) und 135 pm (C10-N12) zwischen der einer C-N-
Einfach- (148.7 pm) und der einer C=N-Doppelbindung (127 pm). Die beiden
Torsionswinkel w1l und w2 (s. Tab. 5.9, S. 200) spiegeln die Planaritat der beiden

Amidbindungen wider.

54 Bilanz

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die Struktur funf rinnenbindender

Grundbausteine potentieller DNA-Liganden rontgenkristallographisch aufzuklaren.

Die mittels Rontgenstrukturanalyse ermittelten Konformationen der Grundgeriste

besitzen eine Geometrie die der des Netropsins im Kristall

[132

I sehr ahnlich ist (s.

Abb. 5.14, S. 202). Dartiber hinaus liefern sie interessante Hinweise auf mdgliche

Struktur-Wirkungsbeziehungen mit der DNA.
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Abb. 5.14: Kristallstruktur von Netropsin (132} die Struktur wurde zur Visualisierung aus der PDB-
Datenbank ?°® in das Programm SPARTAN " importiert

Mit Ausnahme von 117 (s. Kap. 5.3.3, S. 188) liegen die Molekile in einer
»Sichelform® vor, weshalb eine gute Anpassung des rinnenbindenden Molekilteils
der Combilexine an die Curvature der Minor-Groove zu erwarten war. Begunstigt
wird diese Konformation durch die trans-(Z)-Amidkonfiguration, die fur sé&mtliche
Amidbindungen in den Kiristallstrukturen nachgewiesen werden konnte. Somit
wurden die Ergebnisse der zur Strukturaufklarung der Amidbindungen durchge-
fuhrten 'H-NOE-Differenzanalysen (s. Kap. 3.1.2, S. 60 und Kap. 3.3.4, S. 81)
bestatigt. Zusatzlich konnte anhand der Kristallstruktur von Verbindung 117 zum
ersten Mal auch die Struktur der N-terminalen Amidbindung aufgeklart werden, die
ebenfalls trans-(Z)-Konfiguration besitzt. Die Angabe der Bindungs- und
Torsionswinkel im Bereich der Amidbindungen sowie der C-N-Amidbindungslangen
bei den einzelnen Kristallstrukturen verdeutlichte den fir Peptide typischen partiellen
Doppelbindungscharakter und die damit verbundene Rotationsbarriere innerhalb der
Amidbindungen.

Die LoOsungsmitteleinschliisse in den Kristallstrukturen, die vor allem bei den
hygroskopischen Hydrochloriden auftraten, tragen Uber die Ausbildung intermole-
kularer Wasserstoffbrickenbindungen zur Stabilisierung der Kristallpackung bei. In

Analogie zur Kristallstruktur des Netropsins %2

fungieren die zur konkaven
Molekdlseite orientierten, amidischen NH-Gruppen in den Kristallstrukturen der

Grundgeriste als H-Brickendonatoren. Desweiteren sind auch der tertidre
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Aminstickstoff der Seitenkette sowie bei den Imidazolderivaten 143 (s. Abb. 5.10, S.
194) und 144 (s. Abb. 5.12, S. 198) die zur konkaven Molekilseite orientierten
Imidazol-Stickstoffatome an der Ausbildung von H-Bricken beteiligt. Durch die
Kristallstruktur des Netropsin-DNA-Komlexes ¥ konnte gezeigt werden, dass sich
zwischen Netropsin und den Nucleobasen in der kleinen Rinne der B-DNA Wasser-
stoffbriickenbindungen ausbilden, bei denen ebenfalls die Amid-NH-Gruppen des
Netropsins als H-Bruckendonatoren fungieren (s. Kap. 1.4, S. 24). Eine &hnliche
Interaktion mit der DNA wére deshalb auch in vivo mit den rinnenbindenden
Strukturelementen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexine zu
erwarten. Darlber hinaus konnte ebenfalls die bei physiologischem pH-Wert
protonierte  Aminfunktion in der Seitenkette eine Funktion als H-Briickendonator
tibernehmen, wéhrend der Imidazolstickstoff bei Verbindung 143 und 144 durch
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zu Guanin-NH, fir die Verschiebung der
Sequenzselektivitat zu GC-reicher DNA verantwortlich sein konnte (s. Kap. 1.4.1, S.
26).

Es sei an dieser Stelle jedoch darauf hingewiesen, dass es sich bei der
Rontgenkristallstruktur eines Molekils um eine (zun&chst nur) im Kristall energetisch
giinstige  Konformation handelt, die durch Kiristallpackungskréfte sowie
eingeschlossene Losungsmittelmolekile von einer Losungs- oder ,Gasphasen-
Minimumskonformation abweichen kann (s. Kap. 5.3.3, S. 188). Es kann dennoch
davon ausgegangen werden, dass die in dieser Arbeit rontgenkristallographisch
ermittelten Molekulgeometrien der rinnenbindenden Grundgeriste - falls sie nicht
dem energetisch globalen Minimum entsprechen - doch zumindest ein energetisch
glinstiges lokales Minimum auf der Energiehyperflache der zahlreich mdglichen

n %3 Zur Ermittlung weiterer Konformationen, die eventuell

Konformationen darstelle
von biologischer Relevanz sein konnten ist es daher sinnvoll, zusatzlich in silico-

Methoden wie Molecular Modelling-Studien durchzufiihren (s. Kap. 6, S. 204).
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6. Molecular Modelling-Studien auf der Basis
semiempirischer Berechnungen; Vergleich
der Datensatze ausgewahlter Verbindungen

mit den experimentellen Ergebnissen

6.1 Zielsetzung

Da es bislang nicht gelungen ist, die Molekulstruktur der im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Combilexine rontgenkristallographisch aufzukléaren (s. Kap. 5, S. 174),
sollten die theoretisch energiedrmsten Konformationen (lokale Minima) ausgewahlter
Testverbindungen in silico simuliert sowie deren - fur eine DNA-Bindung méglicher-
weise relevanten - elektronischen Molekileigenschaften, wie molekulares elektrosta-
tisches Potential (MEP) und Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO =
energetisch niedrigstes, unbesetztes Molekilorbital), berechnet werden. Darlber
hinaus sollten ebenfalls die lokalen Minimumskonformationen und MEPs der zum
Aufbau der Hybridmolekiile verwendeten rinnenbindenden Grundstrukturen sowie die
elektronischen Eigenschaften (LUMOs und MEPSs) einiger - als Bausteine zur Syn-
these der Combilexine eingesetzter - Interkalatorcarbonséuren ermittelt werden.

[171]

Hierzu wurde das im Programmpaket SPARTAN implementierte Rechen-Modul

[207])

Equilibrium Conformer (Monte-Carlo-Verfahren in Kombination mit einer

¢ [208]

semiempirisch-quantenmechanischen AM1-Rechnung (nach Stewar und Dewar

[167. 168}y v erwendet.

Die Berechnung der LUMOs sollte Aufschluss dartber liefern, inwiefern die Combi-
lexine bzw. Interkalatorcarbonsauren die Voraussetzungen fur die Ausbildung von
Charge-Transfer(CT)-Komplexen mit den bei einer Interkalation als p-Elektronen-
donatoren fungierenden Nucleobasen erfillen. So sollte das LUMO bei den
berechneten Molekulen als Elektronenakzeptororbital tber dem p-elektronenarmen,
interkalierenden Chromophor lokalisiert sein und zudem auf einem moglichst
niedrigen Energieniveau liegen, um eine starke CT-Wechselwirkung mit den HOMOs

(Highest Occupied Molecular Orbital = energetisch héchstes, besetztes Molekulorbi-
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tal) der Elektronendonatoren (Nucleobasen) eingehen zu kénnen ¥ (s. Kap. 6.4, S.
218).

Ein weiterer Schwerpunkt bestand darin zu tberprufen, ob die in Anlehnung an die
Leitsubstanz Netropsin synthetisierten, bioisosteren Combilexine auch die fur eine
Bindung in der kleinen Rinne relevanten, strukturellen Eigenschaften aufweisen
(,Curvature* des rinnenbindenden Strukturelements, trans-(Z)-Konfiguration der
Amidbindungen, Orientierung der Alkylgruppen zur konvexen und der amidischen
NH-Gruppen zur konkaven Molekulseite, Ladungsverteilung auf der konkaven
Molekdlseite) bzw. welchen Einfluss die Substitution eines Pyrrolrings durch einen
bioisosteren Fiinfringheterocyclus auf die Molekiilgeometrie nimmt.

Die auf diese Weise ermittelten Datensétze (Konformation, MEP, LUMO) sollten zur
Rationalisierung der in den Kapiteln 4.3 - 4.6, S. 143 ff. aufgefuhrten Ergebnisse der
DNA-Bindestudien und wenn mdglich der zellbiologischen Testungen herangezogen
werden.

Sollte eine Korrelation zwischen den in vitro- und in silico-Daten bestehen, kénnten
die eingesetzten Rechenverfahren zur Strukturoptimierung und Vorhersage
vororientierender Struktur-Wirkungsbeziehungen fur weiterfihrende Arbeiten genutzt

werden.
Die Verfahrensweise und Ergebnisse werden wie folgt diskutiert:

1) Validierung des Berechnungsverfahrens

2) Vergleich der berechneten lokalen Minimumskonformationen und MEPs der
rinnenbindenden Grundgeruste mit den Ergebnissen der DNA-Bindestudien (DTm-
Werte)

3) Vergleich der berechneten elektronischen Molekileigenschaften (MEPs und
LUMO-Energien) der Interkalatorcarbonsauren mit den Ergebnissen der DNA-
Bindestudien (DT-Werte)

4) Vergleich der berechneten lokalen Minimumskonformationen und elektronischen
Molekileigenschaften (MEPs und LUMO-Energien) ausgewéhlter Combilexine
mit den Ergebnissen der DNA-Binde- und Zytotoxizitats-Studien

5) Bilanz der SPARTAN-Berechnungen
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6.2 Validierung des Berechnungsverfahrens

Da die Berechnungen moglichst realititsnahe Ergebnisse liefern sollten, war es
erforderlich, das mit dem Programm SPARTAN " geplante Berechnungsverfahren
zunachst hinsichtlich seiner Aussagekraft und Leistungsfahigkeit zu validieren.
Hierzu sollten die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Rontgenkristallstrukturen 60,
69, 117, 143, 144 (s. Kap. 5.3, S. 179 ff.) sowie die des singularen Netropsins (im

[132

DNA-ungebundenen Zustand) **? herangezogen werden.

Einlesen der Kristallstruktur Aufbau des
in das Programm WEB-LAB-VIEWER-PRO entsprechenden Molekiils
Entfernen von Kristallwasser, Solvens mit dem SPARTAN 174 _
bzw. Gegenionen Baukasten
Einlesen der Kristallstruktug71
in das Programm SPARTAN (a7, ) Kraftfeldvorminimierung 2% 229
Anpassung der C-H- und N-H-Bindungslangen (MMFF 94)
durch Kraftfeldvorminimierung 2°% 210!
(MMFF 94)
Berechnung von Standardbildungs- Konformerenanalyse und Berechnung
Enthalpie und LUMO von Standardbildungsenthalpie und
(Semiempirische AM1-Berechnung [167: 168 208] LUMO (Monte-Carlo-Verfahren %7 in
ohne Veranderung der Molekilgeometrie) Kombination mit semiempirischer
AM1-Berechnung 1167 168 2081

Molekulvergleich durch
Superpositionierung und RMS-Berechnung,
Vergleich der Standardbildungsenthalpien,

und LUMOs

Abb. 6.1: Schematische Darstellung zur Vorgehensweise der Validierung
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Wie aus Abbildung 6.1, S. 206 hervorgeht, wurden die entsprechenden
Kristallstrukturen zunachst in das Programm WEB-LAB-VIEWER-PRO importiert um
Kristallwasser, eingeschlossene Losungsmittelmolekille sowie z. T. vorhandene
Gegenionen zu entfernen. AnschlieRend wurden die Molekule als PDB-file in das
Programm SPARTAN 27 transferiert.

Da durch die Rontgenbeugung das Elektronendichtemaximum bestimmt wird, das
bei dem einzigen Elektron eines H-Atoms in Richtung der Bindung verschoben ist,
sind die rontgenographisch bestimmten Bindungslangen zu H-Atomen stets deutlich
kiirzer als die mit anderen Methoden gemessenen Kern-Kern-Abstande %, Folglich
weichen die X-H-Bindungslangen (X = Schweratom) der Molekile im Kristall von den
theoretischen Standardwerten ab. Deshalb mussten die C-H- und N-H-
Bindungsléangen der zur Validierung eingesetzten Kiristallstrukturen angepasst
werden. Die Molekilgeometrie sollte hierbei jedoch unbeeinflusst bleiben, weshalb
zunachst alle Schweratome fixiert wurden (sog. freezen, engl. = einfrieren), bevor die
Molekile zur Anpassung der entsprechenden X-H-Bindungslangen Kraftfeld-
vorminimiert (MMFF 94 2% 210y wyrden. AnschlieRend wurden mit der semiem-

t [208 r 1167, 168]

pirisch-quantenmechanischen AM1-Methode (nach Stewart ?°®! und Dewa

Kap. 3.9.4, S. 112) im Programmpaket SPARTAN 'Y die Standardbildungsenthal-

S.

pien und LUMO-Energien der Kristallstrukturen berechnet. Um auch hierbei zu
gewahrleisten, dass die Molekilgeometrie der Kiristallstrukturen erhalten bleibt,
wurde die AM1-Rechnung mit dem in SPARTAN 2" implementierten Rechen-Modul
Single Point Energy kombiniert.

Parallel dazu wurden die Strukturen der gleichen Molekile (60, 69, 117, 143, 144

und Netropsin) nach dem Baukasten-Prinzip in SPARTAN "3 aufgebaut und einer

4 209, 210

Kraftfeldvorminimierung (MMFF 9 l) unterzogen. Die Suche nach lokalen

Energieminima sowie die Berechnung der Standardbildungsenthalpien und Grenz-

orbital-Energien (LUMO) erfolgte - ebenfalls im SPARTAN-Programmpaket 173 -

unter Anwendung einer Konformationsanalyse nach dem Monte-Carlo-Verfahren 27!

(hierzu verwendetes Rechen-Modul: Equilibrium Conformer) in Kombination mit einer

[208

semiempirisch-quantenmechanischen AM1-Rechnung (nach Stewart ?°® und Dewar

[167.168] 5 Kap. 3.9.4, S. 112). Bei einer Konformerenanalyse nach dem Monte-Carlo-

Verfahren %7

gewahlt 133,

werden die Startwinkel fur die Konformationssuche rein zufallig
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Abbildung 6.2, S. 209 zeigt, dass die Kristallstrukturen der Verbindungen 60, 69, 143,
144 und des Netropsins (rot dargestellt) relativ gut mit den im Programmpaket
SPARTAN ™ ermittelten Minimumskonformeren (blau dargestellt) Gibereinstimmen.
Grol3ere Divergenzen ergeben sich hauptséachlich innerhalb der C-terminalen
Propylendiamin-Funktion, was vor allem auf die konformative Flexibilitait und die
daraus resultierende hohe Anzahl an Freiheitsgraden der aliphatischen Seitenkette
zuriickzufiihren sein dirfte. Zudem beziehen sich die mithilfe von SPARTAN
durchgefuhrten Berechnungen auf Systeme bei 0 K (-273.15 °C) im Vakuum, so dass
Solvenseinflusse, Kristallpackungskréafte sowie die Moglichkeit zur Ausbildung von H-
Bruckenbindungen vollkommen unberticksichtigt bleiben. Dies dirfte auch der Grund
dafir sein, dass sich die Molekilgeometrie der Kristallstruktur des Boc-geschutzten
Thiazolpyrrolcarboxamids 117 so stark von der des berechneten Molekiils
unterscheidet (s. Kap. 5.3.3, S. 188).
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60 144
69 117
143 Netropsin
Abb. 6.2: Superpositionierung der Kristallstrukturen (rot) und der entsprechenden in SPARTAN

74 aufgebauten und simulierten, lokalen Minimumskonformationen ((blau); Monte-

Carlo-Verfahren &% (167,

168, 208])

in Kombination mit einer semiempirischen AM1-Berechnung
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DHio LUMO | RMS-Abweichung [A]
[kcal/mol] [eV]
60 (Kristall) 48.26 -0.46
60 (SPARTAN) 19.78 -0.59 0.0947
69 (Kristall) 27.57 -1.34
69 (SPARTAN) -0.30 -1.43 0.0805
117 (Kristall) 72.21 -0.51
117 (SPARTAN) -75.76 -0.86 0.5717
143 (Kristall) 87.09 -0.97
143 (SPARTAN) 36.37 -0.81 0.2817
144 (Kristall) 92.56 -0.72
144 (SPARTAN) 50.78 -0.83 0.2307
Netropsin (Kristall) 89.95 0.14
Netropsin (SPARTAN) 25.71 0.09 0.0687
Tab. 6.1: Mittels semiempirischer AM1-Rechnung (nach Stewart “®® und Dewar ™" %)

ermittelte Standardbildungsenthalpien, LUMO-Energien und RMS-Abweichungen der
Kristallstrukturen und der in SPARTAN " aufgebauten Molekdile im Vergleich.

Aus Tabelle 6.1 geht hervor, dass die berechneten Standardbildungsenthalpien
(AM1) der Kristallstrukturen erheblich héher sind als die der in SPARTAN
ermittelten Minimumskonformationen (Monte-Carlo-Verfahren ?°7/AM1). Dies ist -
wie zuvor schon erwahnt (s. Kap. 5.4, S. 201) - vor allem darauf zuriickzufuhren,
dass die Molekile im festen Zustand eine (zun&chst nur) im Kristall energetisch
guinstige Konformation annehmen, bei der es sich um eines von mehreren moglichen
lokalen Minima auf der Energiehyperfliche handelt ™. Demgegenuber
reprasentieren die durch Konformationsanalyse nach dem Monte-Carlo-Verfahren
(207 simulierten Molekiilgeometrien die jeweils energetisch am tiefsten liegenden
lokalen Minima, die - da Losungsmitteleinflisse und Kristallpackungskrafte der
Kristallstrukturen bei der Berechnung im Vakuum unbertcksichtigt bleiben - folglich

in SPARTAN "% als energetisch giinstiger eingestuft werden.
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Die berechneten LUMO-Energien (AM1) hingegen unterscheiden sich nur
geringfligig und liegen firr die Kristallstrukturen und die mit SPARTAN Y simulierten
Molekilgeometrien in etwa im gleichen Grofzenordnungsbereich.

Zum Vergleich der Molekulgeometrien wurde dariiber hinaus die sogenannte Root-
Mean-Square(RMS)-Methode angewendet. Hierbei werden durch Superposi-
tionierung der entsprechenden Molekulgeometrien (Kristallstruktur und in SPARTAN
7 simuliertes lokales Energieminimum) die Raumkoordinaten aller das jeweilige
Molekil aufbauenden Atome verglichen und die Abweichungen nach folgender

Formel in A berechnet 4

RMS = Root Mean Square

d = Abstand der Atome eines Paares

n = Zahl der betrachteten Atompaare

Die in Tabelle 6.1, S. 210 angegebenen RMS-Abweichungen wurden mithilfe des
Programms HYPERCHEM RELEASE 2 ermittelt. Die Konformationen der in
SPARTAN ™ aufgebauten Molekiile zeigten mit Ausnahme des Boc-geschiitzen
Thiazol-Derivates 117 gegentber den Rontgenkristallstrukturgeometrien insgesamt
sehr geringe RMS-Abweichungen (0.0687-0.2817 A).

Da die in SPARTAN Y simulierte Konformation von Verbindung 117 im Vergleich
zur Kristallstruktur in einer - zur Gewahrleistung einer guten Rinnenbindung
essentiellen - wesentlich energiedrmeren ,Sichelform” vorliegt und dariber hinaus fur
einige Testsubstanzen der Thiazolcarboxamid-Reihe eine gute bzw. sehr gute DNA-
Affinitat gezeigt wurde (s. Kap. 4.5.1, S. 160 ff.), ist anzunehmen, dass die Thiazol-
Derivate in Losung oder in dem an DNA gebundenen Komplex eine aquivalente, zur
Curvature der Minor Groove komplementére, sichelformige Konformation annehmen
(s. a. Kap. 5.3.3, S. 192).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die mithilfe von SPARTAN 7%

I durchge-
fuhrten Berechnungen relativ realitatsnahe Ergebnisse liefern und das Berechnungs-
verfahren somit als validiert betrachtet werden kann. Es darf jedoch bei den
folgenden Betrachtungen und Auswertungen der Datensétze nicht auller Acht

gelassen werden, dass es sich bei den Berechnungen nur um theoretische Modelle
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handelt, die nicht zwangslaufig die Molekileigenschaften im physiologischen Milieu

widerspiegeln.

6.3 Vergleich der berechneten lokalen Minimumskon-
formationen und molekularen elektrostatischen
Potentiale (MEPs) der rinnenbindenden Grundge-

riste mit den Ergebnissen der DNA-Bindestudien
(DTm-Werte)

Da die Minor Groove in AT-reichen Abschnitten der DNA eine kleinere rdumliche
Ausdehnung aufweist als in GC-reichen Regionen und sich letztere durch eine sehr
geringe konformative Flexibilitit auszeichnet ¥, sollte die Molekiilgeometrie von
Minor Groove Bindern eine moglichst optimale Anpassung an die Curvature der
kleinen Furche erlauben. Die sichelférmige Konformation stellt daher eine wichtige
strukturelle Voraussetzung fur eine gute Rinnenbindung dar.

Daruber hinaus spielen - wie zuvor erwahnt (s. Kap. 1.4, S. 23) - die sequenz-
abhangigen Eigenschaften der kleinen Rinne der B-DNA hinsichtlich der DNA-
Affinitdt und Sequenzselektivitat von Minor Groove Bindern eine sehr entscheidende
Rolle 2 Zum einen unterscheidet sich die kleine Furche in AT-reichen Abschnitten
der DNA von einer hauptsachlich aus GC-Basenpaaren aufgebauten Minor Groove
in dem zur Ausbildung von H-Briicken zur Verfigung stehenden Muster an H-

n 1 %! (hej AT-Basenpaaren fungieren Adenin-N3

Bruckendonatoren und -akzeptore
und Thymin-O2 als H-Brickenakzeptoren, bei GC-Basenpaaren Guanin-NH, als H-
Bruckendonator sowie Guanin-N3 und Cytosin-O2 als H-Brickenakzeptoren, s. Abb.
1.18, S. 23). Zum anderen sind die elektrostatischen Unterschiede AT- und GC-

8, 11, 12, 66, 69 \Wie man inzwischen weif,

reicher Regionen von grof3er Bedeutung
wirkt sich eine elektronenarme konkave Molekilseite der Rinnenbinder besonders
glinstig auf eine DNA-Bindung in AT-reichen Abschnitten der kleinen Furche aus (s.
Kap. 1.4, S. 23). Demzufolge beeinflusst auch die Ladungsverteilung eines Minor

Groove Binders die DNA-Affinitat und Sequenzselektivitat des Liganden.
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Infolgedessen wurde sowohl eine energetisch glnstige Minimumskonformation als
auch das molekulare elektrostatische Potential (Ladungsverteilungsmuster auf der
van der Waals-Oberflache) der Hetarenpyrrolcarboxamide 60, 69, 117, 118, 143
sowie des Netropsins im Programmpaket SPARTAN ®Y berechnet (Monte-Carlo-
Verfahren °”) in Kombination mit einer semiempirisch-quantenmechanischen AM1-
Rechnung nach Stewart ?°® und Dewar 6" %8 s Kap. 6.2, S. 206).

Das molekulare elektrostatische Potential (MEP) gibt - unter Bertcksichtigung von
Kernladung und Elektronendichteverteilung - die Ladungsverteilung in einem Molekul
an % 21 1m fir die Berechnung eingesetzten Programm SPARTAN "™ ist das
MEP zur Visualisierung farbcodiert: rote Felder charakterisieren Regionen negativer
elektrostatischer Potentiale (hohe Elektronendichte), blaue Bereiche spiegeln ein
positiv elektrostatisches Potential wider (geringe Elektronendichte) und Mischfarben
(griin und gelb) reprasentieren Bereiche mittlerer Elektronendichte 4,

Die in SPARTAN Y simulierten Molekiilgeometrien und MEPs der Verbindungen
60, 69, 117, 118 und 143 sollten durch Vergleich mit der Leitstruktur Netropsin zur
Erklarung der fur die entsprechenden Substanzen ermittelten DT,-Werte herangezo-
gen werden (s. Tab. 6.3, S. 216). Bei der Betrachtung der MEPs sollte insbesondere

der Ladungsverteilung auf der konkaven Molekilseite Beachtung geschenkt werden.

Netropsin
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Verbindung 60

r|3c\N/CH3
on RJJ
H
H
BN
D Y
CHs \CH3
Verbindung 69
M = CHs
on VJ
BN
H3C \ \ \O
o) N,
CHs
Verbindung 117
HBC\N/CHg
HaC o
chi/ —0 H
Hs HR/
YS H N \O
o) NCHs
CHs
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Verbindung 118

H3C
\N/CH:.),
HoN
S w N
N N
% N
| \ No
HaC N
CH;
Verbindung 143
HsC
\N—CHa
O,N N y
H
2/ \ N
N
,I\l)\\( \ ) \o
CHy ©
CH;
Tab. 6.2; Molekulares elektrostatisches Potential der in  SPARTAN Y ermittelten

Minimumskonformationen der Hetarenpyrrolcarboxamide 60, 69, 117, 118, 143 und

[207]

des Netropsins (Monte-Carlo-Verfahren in Kombination mit einer semiempirischen

AM1-Berechnung ™ 1% 2% gas MEP reicht von -70 bis +40 kcal/mol und ist
farbcodiert: rote Bereiche: negatives elektrostatisches Potential, blaue Bereiche:
positives elektrostatisches Potential, gelbe Bereiche: schwach negatives bis neutrales
elektrostatisches Potential, griine Bereiche: neutral bis schwach positives elektrosta-
tisches Potential; Projektion des MEP auf die Elektronenwolke der Molekdle, deren

auRere Grenze jeweils einer Elektronendichte von 0.004 e/au® entspricht )
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Tabelle 6.2, S. 213-215 zeigt die in SPARTAN ™ berechneten lokalen Minimums-
konformationen und MEPs der Hetarenpyrrolcarboxamide 60, 69, 117, 118 und 143
im Vergleich zu Netropsin. Alle Verbindungen liegen in Ubereinstimmung zur Leit-
struktur Netropsin in der zur Gewahrleistung einer Bindung in der kleinen Rinne
erforderlichen sichelférmigen Konformation vor, die vor allem durch die trans-(Z)-
Konfiguration der Amidbindungen und die Bindungswinkel im Bereich der Carbox-
amidgruppen um 120° begunstigt wird. Auch die Methylgruppen der Funfring-
hetarene sind zur konvexen Molekilseite orientiert, wahrend die amidischen NH-
Gruppen der konkaven Seite der Curvature zugewandt sind. Eine Ausnahme bildet
die N-terminale Amidgruppe des Boc-geschutzten Thiazol-Derivates 117: hier hat die
AbstoRung zwischen den freien Elektronenpaaren des N-terminalen Carbonyl-
Sauerstoffs und des Thiazol-N3 zur Folge, dass die amidische NH-Gruppe der
konvexen, der Carbonyl-Sauerstoff hingegen der konkaven Molekulseite zugewandt
ist 92,

Betrachtet man demgegeniuber die ermittelten DT,-Werte der entsprechenden
Verbindungen (s. Tab. 6.3), so ist jedoch festzustellen, dass mit Ausnahme des
Aminothiazol-Derivates 118 keines der Hetarenpyrrolcarboxamide eine ausreichende

Affinitat an der DNA zeigte.

Verbindung Netropsin 60 69 117 118 143
DTm
(poly(dAdT)) | 404+11 | 19+0.1 | 3.2+08 | 21+0.6 | 134+0.2 | 1.4+0.2
[*Clir=1
DTm
(CT-DNA) 166+05 | 1.2+02 | 0.7+x1.1 n.a. 28+0.1 n.a.
[*Clir=1

Tab. 6.3: Ergebnisse der T,-Wert-Messungen (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen =+

Standardabweichung); r = molares Verhaltnis DNA/Testsubstanz; n. a. = keine mess-

bare DNA-Bindung, DT, £ 1°C
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Eine mogliche Erklarung hierfur liefert das berechnete MEP der Molekile.
Verbindung 118 besitzt in Analogie zu Netropsin als einzige Substanz ein
durchgehend positives elektrostatisches Potential auf der dem Rezeptor
zugewandten, konkaven Molekilseite, was die elektrostatische Interaktion mit der in
AT-reichen Regionen elektronenreichen Minor Groove verstarkt. Dies kdnnte die
vergleichsweise erhohte DNA-Affinitat sowie AT-Selektivitdt des Aminothiazolpyrrol-
carboxamids 118 erklaren.

Daruber hinaus konnte der bei Verbindung 118 zur konkaven Molekilseite orientierte
hydrophobe Schwefel in van der Waals-Interaktion mit den Adenin-C2-Atomen in der
Minor Groove treten. Da die AT-Sequenzspezifitdit von Minor Groove Bindern in
erster Linie auf enge van der Waals-Kontakte zwischen Ligand und den C2-Atomen
des Adenins zuruckzufuihren ist (s. Kap. 1.4, S. 24), sollte der der konkaven Seite
zugewandte Schwefel ebenfalls als sequenzselektierender Faktor bertcksichtigt
werden. Auf die Bedeutung der N-terminalen Aminogruppe als mdglicherweise
zusatzliche H-Bruckendonator- bzw. H-Brickenakzeptor-Funktion wurde bereits in
Kapitel 4.5.3, S. 165 eingegangen.

Demgegenuber weisen die N-terminal Nitro-substituierten Derivate 60, 69 und 143
Uber der Nitrogruppe, das Imidazolpyrrolcarboxamid 143 zusétzlich tber Imidazol-N3
sowie das Boc-geschiitzte Thiazol-Derivat 117 uUber dem N-terminalen amidischen
Carbonyl-Sauerstoff einen punktuell negativen Ladungsschwerpunkt an der konka-
ven Seite der Curvature auf.

Die Combilexine der Imidazol- bzw. Thiazolpyrrolcarboxamid-Reihe zeigten jedoch z.
T. sehr gute DNA-Affinitaten (s. Kap. 4.5.1, S. 160 und Kap. 4.6.1, 167) und weisen
ebenfalls - wie spater in Kapitel 6.5, S. 232 aufgefuhrt - Uber dem der konkaven Seite
zugewandten Imidazol-N3 bzw. amidischen Carbonyl-Sauerstoff am N-Terminus ein
negatives elektrostatisches Potential auf. Folglich scheint die schwache DNA-Affinitat
des Nitroimidazol-Derivates 143 wohl eher auf das Fehlen einer N-terminalen
amidischen NH-Gruppe als mogliche H-Bruckendonator-Funktion sowie die hohe
Elektronendichte tUber der Nitrogruppe, und die des Thiazolpyrrolcarboxamids 117
vielmehr auf die mdglicherweise zu einer sterischen Hinderung in der kleinen Rinne
fuhrende Boc-Schutzgruppe zurlickzufiihren zu sein (s. Kap. 4.5.3, S. 166). Auch bei
den beiden Nitro-substituierten Derivaten 60 und 69 spielt mit Sicherheit die fehlende
Amid-Funktion am N-Terminus zuséatzlich eine entscheidende Rolle fir die schwache
DNA-Affinitat (s. Kap. 4.7, S. 171).
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6.4 Vergleich der berechneten elektronischen Mole-
kileigenschaften (MEPs und LUMO-Energien) der
Interkalatorcarbonsauren mit den Ergebnissen
der DNA-Bindestudien (DT,-Werte)

Im Folgenden sollte dberprift werden, ob die zum Aufbau der Combilexine
verwendeten Interkalatorcarbonséuren die Voraussetzungen zur Ausbildung von
Charge-Transfer-Komplexen (oder: Elektronen-Donator-Akzeptor-Komplexen (EDA-
Komplexe)) mit den Nucleobasen der DNA erfillen.

Bei Charge-Transfer-Komplexen findet ein intermolekularer Elektronentransfer von
den besetzten Orbitalen eines Elektronendonators zu den unbesetzten Orbitalen

¢ [215]

eines Elektronenakzeptors stat . Je geringer die Energiedifferenz zwischen

diesen Orbitalen ist, umso starker sind die Charge-Transfer-Interaktionen zwischen

Donator und Akzeptor ausgepragt *7

. Im allgemeinen werden hierbei nur die
Elektronentbergange zwischen dem energetisch hochsten, besetzten Molekulorbital
(HOMO) des Donators und dem energetisch niedrigsten, unbesetzten Molekulorbital
(LUMO) des Akzeptors berucksichtigt, da diese den grofdten Beitrag zum
Gesamtbetrag der Wechselwirkungsenergie liefern 2,

Daher wurden zunachst die Grenzorbital-Energien der als p-Elektronendonatoren
fungierenden Nucleobasen sowie einiger der als p-Elektronenakzeptoren agierenden
Interkalatorcarbonsauren (s. Abb. 6.3, S. 219) mittels einer semiempirisch-quanten-
mechanischen AM1-Methode (nach Stewart ?°® und Dewar ¢” %8} im Programm-

paket SPARTAN " berechnet.
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Abb. 6.3 Strukturformeln der in SPARTAN 27 berechneten Interkalatorcarbonsauren

Die mithilfe der semiempirischen AM1-Rechnung ermittelten HOMO-Energien der
vier DNA-Basen (s. Tab. 6.4, S. 220) verdeutlichen, dass das HOMO-Energieniveau
der beiden Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin wesentlich niedriger liegt als das der
Purinbasen Adenin und Guanin. Aufgrund der folglich héheren HOMO-LUMO-
Energiedifferenz ist ein Elektornentransfer vom HOMO der Pyrimidinbasen zum
LUMO der p-elektronenarmen, interkalierenden Chromophore energetisch benach-
teiligt und somit nach dieser Grenzorbitalbetrachtung nicht zu erwarten. In den EDA-
Komplexen werden also vermutlich die Purinbasen die Rolle des p-Elektronen-

n Y Fur die folgenden Betrachtungen wurden daher lediglich

donators ubernehme
die Grenzorbital-Energien des Adenins und des Guanins herangezogen.

Zudem weist Guanin von allen vier DNA-Basen das hochste HOMO-Energieniveau
auf, wodurch die Charge-Transfer-Wechselwirkungen zwischen Guanin und einem
Interkalator energetisch begunstigt sind. Dies konnte neben der in GC-reichen
Regionen weiteren Minor Groove ein zusatzlicher Erklarungsansatz fur die bei den

n 211

meisten reinen Interkalatoren zu beobachtende GC-Selektivitat sei I (s. a. Kap.

1.3, S. 10 und Kap. 2.2.3, S. 56).



Nucleobase | HOMO [eV]
Guanin -8.52
Adenin -8.77
Cytosin -9.38
Thymin -9.61
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Tab. 6.4: Mittels einer semiempirischen AM1-Rechnung (nach Stewart ?°® und Dewar ¢ 1%}
im Programmpaket SPARTAN 27 ermittelte HOMO-Energien der vier DNA-Basen.
HOMO | LUMO Differenz Differenz
[eV] [eV] | YHOMO(A)-LUMO()Y: | HOMO(G)-LUMO(I)¥:
[eV] [eV]
Adenin -8.77 -0.11 - -
Guanin -8.52 -0.12 - -
78 -9.60 -1.59 7.18 6.93
84 -10.08 -2.10 6.67 6.42
89 -8.52 -0.53 8.24 7.99
99 -10.31 -1.73 7.04 6.79
100 -8.53 -0.95 7.82 7.57
Tab. 6.5: Mittels einer semiempirischen AM1-Rechnung (nach Stewart ?® und Dewar ¢ 1%}

im Programmpaket SPARTAN " ermittelte Grenzorbital-Energien der Purinbasen

der DNA und einiger Interkalatorcarbonsauren; YHOMO(A)-LUMO(l)¥2 = Betrag der

Differenz zwischen der HOMO-Energie des Adenins und der LUMO-Energie der
Interkalatorcarbonsaure; YHOMO(G)-LUMO(l)¥2 = Betrag der Differenz zwischen der

HOMO-Energie des Guanins und der LUMO-Energie der Interkalatorcarbonséure
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Damit eine Charge-Transfer-Wechselwirkung zustande kommt, muss das LUMO des
Akzeptors (hier Interkalatorcarbonséuren) auf einem niedrigeren energetischen
Niveau liegen als das LUMO des Donators (hier Adenin und Guanin) . Wie aus
den Resultaten der AM1-Rechnung hervorgeht (s. Tab. 6.5, S. 220), wird diese
zwingende Voraussetzung von allen Testverbindungen erfullt. Dartber hinaus ist das
LUMO nach der Betrachtung der Grenzorbital-Koeffizienten bei allen Carbonsaure-
Derivaten Uber dem chromophoren System lokalisiert (ohne Abbildung).

Zur Visualisierung der Ladungsverteilung tber dem chromophoren System wurde
zusatzlich das MEP der Verbindungen 78, 84, 89, 99 und 100 mittels einer
[208] im

und Dewar [167 168))

semiempirischen AM1-Methode (nach Stewart
Programmpaket SPARTAN ™ berechnet (s. Abb. 6.4, S. 222).

Alle Interkalatorcarbonsauren weisen ein positives elektrostatisches Potential
(niedrige Elektronendichte) tber dem vollig koplanaren, p-konjugierten Strukturele-
ment auf, was sich auf deren Elektronenakzeptoreigenschaften und somit die p-p-

Stacking-Interaktionen mit den Nucleobasen positiv auswirkt (s. Kap. 1.3, S. 7 ff.).
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99 100

[208] [167, 168])

Abb. 6.4: Mittels einer semiempirischen AM1-Rechnung (nach Stewart und Dewar
im Programmpaket SPARTAN " ermitteltes molekulares elektrostatisches Potential
der Interkalatorcarbonséuren 78, 84, 89, 99, und 100; (das MEP reicht von -70 bis +40
kcal/mol und ist farbcodiert: rote Bereiche: negatives elektrostatisches Potential, blaue
Bereiche: positives elektrostatisches Potential, gelbe Bereiche: schwach negatives bis
neutrales elektrostatisches Potential, griine Bereiche: neutral bis schwach positives
elektrostatisches Potential; Projektion des MEP auf die Elektronenwolke der Molekile,

deren auRere Grenze jeweils einer Elektronendichte von 0.004 e/au® entspricht #**)
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Fazit:

Den Ergebnissen der AM1-Rechnungen zufolge erfiillen die zum Aufbau der Combi-
lexine verwendeten interkalierenden Bausteine 78, 84, 89, 99 und 100 die in Bezug
auf LUMO und MEP bestehenden elektronischen Voraussetzungen fir eine gute
Interkalation.

Es ist jedoch festzustellen, dass die fur Verbindungen 78, 84 und 89 berechneten
Ergebnisse nicht mit den Resultaten der T.,-Wert-Messungen in Ubereinklang zu
bringen sind (s. Tab. 6.6 und Kap. 4.3.1, S. 143), da keine der drei Verbindungen zu
einem signifikanten Anstieg der DNA-Schmelztemperatur fihrte. Konkrete Aussagen
bezlglich einer Korrelation zwischen den DT,-Werten und den berechneten HOMO-
LUMO-Energiedifferenzen (s. Tab. 6.5, S. 220) konnen daher an dieser Stelle nicht

getroffen werden.

Verbindung 78 84 89
DTm

(poly(dAdT)) n. a. 1.5+04 n. a.
[*Clr=1

DTm

(CT-DNA) n. a. n. a. n. a.
[*Clir=1

Tab. 6.6: Ergebnisse der T,-Wert-Messungen (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen *

Standardabweichung); r = molares Verhaltnis DNA/Testsubstanz; n. a. = keine mess-
bare DNA-Bindung, DT, £ 1°C

Die Divergenzen zwischen den Ergebnissen der in silico- und in vitro-Unter-
suchungen sind vermutlich darauf zurtickzufihren, dass eine DNA-Bindung der in
dem fir die Th-Wert-Messungen eingesetzten Puffermedium (pH = 7.1) zum Teil als
Carboxylat-Anionen vorliegenden Interkalatorcarbonséuren durch die Abstof3ung von
der negativ geladenen DNA verhindert wird (s. Kap. 4.3.3, S. 151) und darlber
hinaus die realen Reaktionsbedingungen bei den durchgefuhrten AM1-Berech-

nungen nicht bertcksichtigt werden.
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Dennoch deuten die durchgefiihrten Molecular Modelling-Studien darauf hin, dass
die N-terminalen interkalierenden Sturkturelemente der synthetisierten Combilexine
(Naphthalimid, 5-Nitronaphthalimid, Acridon, Anthrachinon und 11H-Pyrido[2,3-
a]carbazol) die Voraussetzungen fir eine gute Interkalation erfullen, zumal fur einige
Hybridmolekule ein dualer Bindungsmodus (Interkalation und Minor Groove Binding)
belegt wurde (s. Kap. 4.3 - 4.6, S. 143 - 171).

6.5 Vergleich der berechneten lokalen Minimumskon-
formationen und elektronischen Molektleigen-
schaften (MEPs und LUMO-Energien) ausgewahl-
ter Combilexine mit den Ergebnissen der DNA-

Binde- und Zytotoxizitats-Studien

Da bislang keine Rontgenkristallstrukturen der Combilexine zur Verfugung stehen,
die Molekillgeometrie und elektronischen Eigenschaften - wie in den vorherigen
Kapiteln 6.3 und 6.4, S. 212 ff. bereits erlautert - jedoch von Bedeutung fur die DNA-
Affinitdt bzw. Sequenzselektivitat sind, sollte am Beispiel ausgewahlter Test-
verbindungen eine relevante lokale Minimumskonformation, das molekulare
elektrostatische Potential (MEP) sowie das Lowest Unoccupied Molecular Orbital
(LUMO) im Programmpaket SPARTAN " perechnet werden.

Hierzu wurden die entsprechenden Molekiile mithilfe des SPARTAN **-Baukastens
aufgebaut und Kraftfeld-vorminimiert (MMFF 94 2% 210 - AnschlieRend folgte eine
Konformationsanalyse mit dem Rechenmodul Equilibrium Conformer (Monte-Carlo-
Verfahren 2°7) in Kombination mit der semiempirischen AM1-Rechnung (nach
Stewart ?°® und Dewar 6" 28 s Kap. 3.9.4, S. 112).

Hierbei galt es zu Uberprufen, ob die Hybridmolekile die Voraussetzungen fur eine
gute DNA-Bindung erflllen. Dartiber hinaus sollten die in silico-Daten wenn mdglich
dazu dienen, einen Bezug zu den Ergebnissen der in vitro durchgefiihrten DNA-
Binde- und Zytotoxizitats-Studien herzustellen.

In Tabelle 6.7, S. 226-229 sind die mithilfe des SPARTAN "3-programms

simulierten Minimumskonformere aufgefuhrt. Sdmtliche Testverbindungen nehmen
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erwartungsgemaln eine fur die Bindung in der Minor Groove essentielle sichelférmige
Konformation mit trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen an, wobei die Methyl-
gruppen der Hetarene der konkaven Molekilseite zugewandt sind. Die Koplanaritéat
der chromophoren Systeme an der aliphatischen Kette des N-Terminus (Naphthal-
imid, 5-Nitronaphthalimid, Acridon, Anthrachinon, 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol) durfte
zudem eine gute Interkalation zwischen die gestapelten Basenpaare der DNA
ermdglichen (s. Kap. 1.3, S. 9).

Bei genauerer Betrachtung der Molekilgeometrien fallt jedoch eine Besonderheit
bezuglich der Orientierung der N-terminalen amidischen Carbonyl- und NH-Funktion
auf: bei dem Bispyrrol-Derivat 110 und den (Bis-)Imidazolen 145, 147, 148, 149 sind
alle amidischen NH-Gruppen der konkaven sowie die Carbonylgruppen der
konvexen Seite der Curvature zugewandt, wohingegen die N-terminale NH- und CO-
Funktion bei den Thiophen-Derivaten 92, 96, 98, 104, 105 und den Thiazolpyrrol-
carboxamiden 119, 121, 123 kontrér (NH zur konvexen, CO zur konkaven Molekiil-
seite orientiert) angeordnet sind. Wahrend dies bei den Thiazolen - wie zuvor am
Beispiel des Boc-geschitzen Thiazolpyrrolcarboxamids 117 demonstriert (s. Kap.
6.3, S. 216) - auf die Elektronenpaarabstol3ung zwischen Thiazol-N3 und des N-
terminalen amidischen Carbonyl-Sauerstoffs zurtickzufuhren ist, liegt die Ursache bei
den Thiophenen mdglicherweise in der van der Waals-Absto3ung zwischen der
Methylgruppe des Thiophens an 5-Position und der amidischen Carbonyl-Funktion

am N-Terminus begrtindet.
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Verbindung

Minimumskonformation (Monte-Carlo [2°7/AM7[167: 168 208))

92

96

98

104
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Verbindung

Minimumskonformation (Monte-Carlo 2°/AM1[*67: 168 208}

105

110

119
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Verbindung

Minimumskonformation (Monte-Carlo 2°/AM1 167 168 208}

121

123

145
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Verbindung | Minimumskonformation (Monte-Carlo 2°7/AM1[167. 168, 208
147
148
149
Tab. 6.7: Im SPARTAN [171]-Programmpaket ermittelte lokale Minimumskonformationen ausge-

[207]

wahlter Combilexine (Monte-Carlo-Verfahren in Kombination mit einer semi-

empirischen AM1-Rechnung nach Stewart *®® und Dewar 67 168
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Das molekulare elektrostatische Potential unterscheidet sich im Bereich der C-
terminalen Propylamin-Seitenkette sowie des N-terminalen Linkers zwischen den
einzelnen Testsubstanzen nicht signifikant; es ist bei allen Verbindungen in diesen
beiden Regionen gleichermal3en positiv. Auch die interkalierenden Strukturelemente
am N-Terminus weisen alle eine zur Ausbildung von p-p-Stacking-Interaktionen mit
den als Elektronendonatoren fungierenden Purinbasen ginstige, elektronenarme
Ladungsoberflache tber dem chromophoren System auf (s. Kap. 6.4, S. 221 f.).
Differenzen bezlglich der Elektronenverteilung auf der konkaven Molekulseite der
Curvature ergeben sich daher primar aufgrund der unterschiedlichen Funfring-
hetarene innerhalb der rinnenbindenden Struktureinheit der Hybridmolekile. Zur
Veranschaulichung der daraus resultierenden Besonderheiten sind in Tabelle 6.8, S.
230-231 stellvertretend die MEPs einzelner Combilexine der Thiophen-, Thiazol- und
Imidazolpyrrol- bzw. Bisimidazolcarboxamid-Reihe auf der Basis der lokalen
Minimumskonformationen (s. Tab. 6.7, S. 226-229) im Vergleich zu Netropsin

dargestellt.

Netropsin 98
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110 119

145 149

Tab. 6.8: Mittels einer semiempirischen AM1-Rechnung (nach Stewart ?%® und Dewar ¢ 1¢8))
im Programmpaket SPARTAN " ermitteltes molekulares elektrostatisches Potential
ausgewahlter Combilexine im Vergleich zu Netropsin; die MEPs beziehen sich auf die
nach dem Monte-Carlo-Verfahren 2! simulierten Molekiilgeometrien; (das MEP reicht
von -70 bis +40 kcal/mol und ist farbcodiert: rote Bereiche: negatives elektrostatisches
Potential, blaue Bereiche: positives elektrostatisches Potential, gelbe Bereiche:
schwach negatives bis neutrales elektrostatisches Potential, grine Bereiche: neutral
bis schwach positives elektrostatisches Potential; Projektion des MEP auf die
Elektronenwolke der Molekile, deren aufRere Grenze jeweils einer Elektronendichte
von 0.004 efau® entspricht #**)
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Wie aus Tabelle 6.8, S. 230-231 hervorgeht, weist das Bispyrrolcarboxamid 110 ein
mit Netropsin vergleichbares und fir die Bindung in AT-reichen Regionen der Minor
Groove gunstiges, positives elektrostatisches Potential auf der konkaven
Molekilseite auf. Dies spiegelt sich auch in den fir diese Verbindung ermittelten
DT-Werten wider, die unter Verwendung von poly(dAdT)-DNA wesentlich héher
lagen als die mit Kalbsthymus(CT)-DNA bestimmten Werte (s. Tab. 6.9, S. 234).
Auch die Thiophen- und Thiazolpyrrolcarboxamide (wie am Beispiel von 98 und 119
in Tabelle 6.8, S. 230-231 verdeutlicht) besitzen eine verhaltnismallig elektronen-
arme konkave Molekilseite. Die hohe Elektronendichte Uber dem der konkaven
Molekilseite zugewandten amidischen Carbonyl-Sauerstoff am N-Terminus scheint
die DNA-Affinitat und auch AT-Selektivitat der Thiophene und Thiazole nicht
sonderlich zu beeinflussen, da sowohl das Thiophen-Derivat 98 als auch die Thiazol-
haltige Verbindung 119 zu einem héheren Anstieg der DNA-Schmelztemperatur mit
dem Polynucleotid poly(dAdT) fuhrten als das Bispyrrolcarboxamid 110 (s. Tab. 6.9,
S. 234). Auf die moglicherweise zusatzlich AT-sequenzselektierende Funktion des
zur konkaven Seite der Curvature orientierten Thiazol-S1 wurde bereits zuvor am
Beispiel des Aminothiazol-Derivates 118 hingewiesen (s. S. 217).

Die Imidazol-haltigen Combilexine 145 und 149 hingegen, fur die bei den Tm-Wert-
Messungen andeutungsweise eine gesteigerte GC-Selektivitat zu verzeichnen war
(s. Tab. 6.9, S. 234), besitzen einen negativen Ladungsschwerpunkt tber den
Imidazol-N3-Atomen, was vermutlich zu elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen Imidazol-N3 und den eher positiv polarisierten H-Atomen der Guanin-NHa-
Gruppe fuhrt. Hierdurch koénnte die zur Verschiebung der Sequenzselektivitat in
Richtung GC-reicher DNA erwinschte Ausbildung der H-Brucke zwischen Imidazol-
N3 und Guanin-NH; zusatzlich begunstigt werden.

Die Curvature der Minor Groove Binder kann die Starke und die Selektivitat der DNA-
Bindung erheblich beeinflussen (s. Kap. 6.3, S. 212) 9 28 Ays diesem Anlass sollte
zusatzlich untersucht werden, inwiefern die unterschiedlichen Hetarene Einfluss auf
die Radien der Curvature auf der konkaven Molekilseite der rinnenbindenden
Oligoamid-Einheit nehmen. Hierzu wurde bei den in SPARTAN ™Y simulierten
Minimumskonformationen der Combilexine und des Netropsins - wie in Abbildung
6.5, S. 233 dargestellt - der Abstand zwischen den Stickstoffatomen der C- und der

N-terminalen amidischen NH-Gruppe bestimmt.
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Abb. 6.5: Schematische Darstellung zur Ermittlung der Radien der Curvature auf der konkaven

Molekilseite

Laut den in SPARTAN " vorgenommenen Abstandsmessungen (s. Tab. 6.9, S.
234) besitzen die simulierten Minimumskonformere der Combilexine einen Radius,
der dem des potentiellen Minor Groove Binders Netropsin sehr ahnlich ist. Dennoch
lasst sich eine Abhangigkeit der ermittelten NH-NH-Abstdnde von den
Funfringheterocyclen erkennen. Wéahrend der Radius des Bispyrrol-Derivates 110
(10.27 A) nahezu identisch mit dem des Netropsins (10.28 A) ist, fiinrt der zur
konkaven Seite orientierte relativ grol3e Schwefel bei den Thiazol-Derivaten 119, 121
und 123 zu einer geringfiigigen Aufweitung der Curvature (Radien um 10.70 A).
Demgegeniber weisen die Thiophene 92, 96, 98, 104, 105 (mit Radien von 10.11-
10.15 A), die Imidazolpyrrolcarboxamide 145 und 148 (mit Radien von 10.14 und
10.15 A) sowie die Bisimidazol-Derivate 147 und 149 (mit Radien von 10.00 A) im
Vergleich zu Netropsin eine minimal starkere Konkavitat der Oligocarboxamid-Einheit
auf.

Somit erfullen samtliche Testverbindungen die strukturellen Voraussetzungen fir
eine DNA-Bindung in der kleinen Rinne, was mit den Ergebnissen des Circular-
dichroismus korreliert: mit Ausnahme der Anthrachinon- und Pyridocarbazol-N-
terminal gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide 104 und 105 (hier lagen die
Ergebnisse des Circulardichroismus zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit
noch nicht vor) wurde fur alle Combilexine dieser Arbeit Minor Groove Binding
nachgewiesen (positives CD-Signal, s. Kap. 4.3-4.6, S. 143 ff.).

Eine konkrete GesetzmaRigkeit zwischen den bisher ermittelten Befunden
(Konformation, MEP, Radien der Curvature) und den unterschiedlichen DNA-
Affinitaten (DTn-Werten) der entsprechenden Verbindungen ist infolge der

Komplexitét in der in vitro-Realitat jedoch nicht zu erkennen (s. Tab. 6.9, S. 234).
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Verbindung | Curvature- | LUMO DT DT Inter- MTS-
Radius [eV] | (poly(dAdT)) (CT-DNA) | kalation Assay
[A] [°)Cl;r=1 | [C;r=1 (HT-29)
aktiv
Netropsin 10.28 0.09 40.4 16.6 / /
92 10.12 -1.65 22.6 8.4 + nein
96 10.15 -2.36 12.6 4.4 + nein
98 10.12 -0.65 23.3 6.3 + nein
104 10.14 -1.79 12.0 24 - n. b.
105 10.11 -0.90 18.2 4.5 - n. b.
110 10.27 -1.65 18.5 12.2 + nein
119 10.68 -1.75 26.5 9.1 - ja
121 10.68 -2.36 6.9 2.7 - nein
123 10.70 -1.03 13.9 5.7 + nein
145 10.14 -1.62 18.1 12.1 - ja
147 10.00 -1.60 7.2 11 - nein
148 10.15 -0.37 18.0 6.0 - ja
149 10.00 -0.38 11.3 6.3 + nein
Tab. 6.9: Gegenuberstellung der mittels semiempirischer AM1-Rechnung (nach Stewart 208] ynd

Dewar 67 %8 jn SPARTAN ™ ermittelten LUMO-Energien sowie der Radien der
Curvature auf der konkaven Molekulseite (Abstand zwischen der C- und N-terminalen
amidischen NH-Gruppe in [A]) mit den Ergebnissen der in vitro durchgefiihrten DNA-
Binde- und Zytotoxizitats-Studien. Die LUMO-Energien und Radien beziehen sich auf

die mittels Monte-Carlo-Verfahren #°7

simulierten Minimumskonformere. Ergebnisse
der Th-Wert-Messungen (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen): r = molares
Verhéaltnis DNA/Testsubstanz; Interkalation: (+) steht fir Interkalation (92, 96, 98, 123
und 149 zeigten Unwinding im TOPO-I-Relaxations-Assay, 110 zeigte ein negatives
CD-Signal), (-) keine Interkalation nachweisbar; Ergebnisse der Zytotoxizitat-Studien
im MTS-Assay (INSERM, Lille) "* " an der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT-29:
zytotoxisch aktiv = Glgo-Wert < 10* M bzw. ICso-Werte < 100 pM, n. b. = nicht

bestimmt;
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Betrachtet man die mittels AMI1-Rechnung ermittelten LUMO-Energien der
simulierten Molekllgeometrien (s. Tab. 6.9, S. 234) so fallt auf, dass die Combilexine
ausnahmslos ein signifikant niedrigeres LUMO-Energieniveau aufweisen als
Netropsin. Dies ist auf die Anwesenheit des chromophoren Systems am N-Terminus
der Hybridmolekule zuriickzufiihren, zumal sich gezeigt hat, dass das LUMO bei den
berechneten Molekilen tUber dem interkalierenden Grundgerust lokalisiert ist (ohne
Abbildung). Daruber hinaus liegen die LUMOs bei allen in Tabelle 6.9, S. 234
aufgefuhrten Testverbindungen auf einem energetisch niedrigeren Niveau als die
LUMO-Energien der bei einer Interkalation als Elektronendonatoren fungierenden
Purinbasen (LUMO(Guanin) = -0.12 eV, LUMO(Adenin) = -0.11 eV, s. Kap. 6.4, S.
218 ff.). Insofern wird die Voraussetzung zur Ausbildung von Charge-Transfer-
Komplexen zwischen den interkalierenden Strukturelementen am N-Terminus und
den DNA-Basen bei allen Combilexinen erfiillt ** (s. Kap. 6.4, S. 218 ff.).

Dennoch wurde eine Interkalation nur fir sechs der dreizehn Verbindungen
nachgewiesen (s. Tab. 6.9, S. 234): die Naphthalimide 92 und 110, die Acridone 98,
123, 149 sowie das 5-Nitronaphthalimid-Derivat 96, deren LUMO-Energien in
Abhéangigkeit des anellierten Systems von -2.36 bis -0.38 eV reichen, so dass hier
kein korrelierender Zusammenhang feststellbar ist. Eine Erklarung kdnnen auch die
in Tabelle 6.7, S. 226-229 aufgefuhrten, simulierten Molekiilgeometrien nicht liefern.
So unterscheiden sich die beiden Acridone 148 und 149 nicht merklich in der
Konformation am N-Terminus; eine Interkalation war jedoch nur bei 149 zu
beobachten, wahrend aber fir 148 ein hoherer DT,,-Wert ermittelt wurde. Bei dem
Naphthalimid-Derivat 92 hingegen, fir das sowohl eine Interkalation als auch eine
sehr gute DNA-Affinitat zeigte, ragt das tricyclische, aromatische System vollkommen
aus der Curvature heraus.

Ferner weisen die 5-Nitronaphthalimid-Derivate 96 und 121 die niedrigsten LUMO-
Energiewerte auf. Aufgrund der daraus im Vergleich zu den anderen Derivaten
resultierenden geringeren HOMO(Purinbasen)-LUMO(Interkalator)-Energiedifferenz
waren fur die 5-Nitronaphthalimid-substituierten Verbindungen demgemald die
starksten Charge-Transfer-Wechselwirkungen und hdchsten Komplexstabilitaten zu
erwarten gewesen. Dem widersprechend sind allerdings die im Vergleich zu den
unsubstituierten Naphthalimiden 92 und 119 fur Verbindung 96 und 121 ermittelten,
relativ niedrigen DT,-Werte (s. Tab. 6.9, S. 234).
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Auch zwischen den Grenzorbital-Energien der Acridon-, Naphthalimid-, Anthra-
chinon-, sowie Pyridocarbazol-gekoppelten Oligocarboxamide und den DNA-

Affinitaten (DT-Werten) konnte keine Korrelation festgestellt werden (s. Abb. 6.6).

30
IaN
DT
poly(dAdT) 15
[°Cl
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-2.36 -1.79 -1.75 -1.65 -1.62 -1.60 -1.03 -0.90 -0.65 -0.38 -0.37 LUMO [eV]
96 104 119 92 145 147 123 105 98 149 148 Verbindungs-Nr.
Abb. 6.6: DT,,-Werte in Abhangigkeit von den ermittelten LUMO-Energien

Da die Zytotoxizitat DNA-interagierender Wirkstoffe auf verschiedenen Wirkmecha-
nismen beruht (s. Kap. 1.1, S. 5), lasst sie sich nicht alleine tGber einen Angriff am
biopolymeren Haupt-Target definieren. Daher korreliert die antineoplastische Aktivitét
von DNA-Liganden nicht zwangslaufig mit deren DNA-Affinitat [’ 74 139 199, 200]
Daruber hinaus wird die biologische Wirksamkeit - wie schon zuvor erlautert (s. Kap.
4.3.3, S. 154) - oftmals zusatzlich durch pharmakokinetische Faktoren (Zellpene-
tration) limitiert 8. Aufgrund dessen fallt es generell schwer, einen Bezug zwischen
den in silico berechneten Parametern und der zellbiologischen Aktivitat zu finden. So
konnten auch bei den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexinen keine
GesetzmaRigkeiten zwischen der zellbiologischen Aktivitdit und den ermittelten

Konformationen und LUMO-Energien festgestellt werden (s. Tab. 6.9, S. 234).
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6.6 Bilanz der SPARTAN-Berechnungen

7 ermittelten

Zusammenfassend lassen sich die im Programmpaket SPARTAN
Befunde wie folgt kommentieren:

Fur samtliche Combilexine konnte gezeigt werden, dass sie die theoretischen
Voraussetzungen fur eine Bindung in der kleinen Rinne der DNA sowie eine

Interkalation erfullen:

1) Sie weisen alle eine sichelférmige Molekilgeometrie mit trans-(Z2)-
Konfiguration der Amidbindungen auf.

2) Die Methylgruppen der Funfringhetarene sind zur konvexen Molekulseite
orientiert.

3) Die Radien der Curvature auf der konkaven Seite der Oligocarboxamid-Einheit
stimmen mit dem der Leitstruktur Netropsin sehr gut tUberein.

4) Mit Ausnahme der N-terminalen amidischen NH- und CO-Funktion der
Thiophen- und Thiazol-Derivate sind alle amidischen NH-Gruppen zur
konkaven und Carbonylgruppen zur konvexen Molekilseite orientiert.

5) Die interkalierenden Grundgeruste am N-Terminus weisen alle Koplanaritat
und ein positives elektrostatisches Potential iber dem chromophoren System
auf.

6) Die LUMOs sind uUber dem interkalierenden Strukturelement am N-Terminus
lokalisiert und befinden sich auf einem energetisch niedrigeren Niveau als die
LUMO-Energien der als Elektronendonatoren bei Charge-Transfer-Komplexen

mit der DNA fungierenden Purinbasen Guanin und Adenin.

Allerdings lieferten weder die simulierten Konformationen noch die ermittelten Grenz-
orbital-Energien oder Ladungsverteilungsmuster konkrete Hinweise zur Erklarung der
experimentellen Befunde aus den DNA-Binde- und Zytotoxizitats-Studien.

Fir eine mdoglichst gute DNA Bindung der Combilexine ist die aliphatische
Linkerlange am N-Terminus, die infolge des induced-fit eine optimale Einpassung
des interkalierenden Strukturelementes zwischen die gestapelten Basenpaare
erlaubt, von entscheidender Bedeutung. Aufgrund der Berechnung der singularen

Molekile sowie der konformativen Flexibilitdét des aliphatischen Linkers konnten
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jedoch keine Aussagen bezuglich der zur Gewahrleistung eines dualen
Bindungsmodus erforderlichen Anpassungsgeometrie im N-terminalen Bereich der
Combilexine gemacht werden. Optimal hierzu waren Rontgenkristallstrukturen der
DNA-Ligand-Komplexe.

Daruber hinaus sei angemerkt, dass bei den hier durchgefiuihrten Berechnungen
keine Informationen hinsichtlich der Verteilung der Grenzorbitale im EDA-Komplex
selbst gewonnen werden konnten. Die richtige Distribution der Grenzorbitale im
Molekilkomplex (Lokalisierung des HOMO beim Elektronendonator und des LUMO
beim Elektronenakzeptor) ist jedoch ebenfalls eine essentielle Voraussetzung fir die
Ausbildung von Charge-Transfer-Wechselwirkungen #** 2% Auch fehlen Informa-
tionen Uber den Uberlappungsgrad der beteiligten Grenzorbitale, die nach Mulliken
(217 fir die Beurteilung der Starke einer Charge-Transfer-Wechselwirkung ausschlag-
gebend sind.

Die Rationalisierung der zellbiologischen Daten auf der Ebene von Struktur-
betrachtungen ist ebenfalls nicht ohne weiteres méglich, da - wie unter 6.5, S. 236
erlautert - die Antitumoraktivitdt von DNA-Liganden nicht alleine auf eine Interaktion
mit der DNA zurtickzufihren ist und zudem von pharmakokinetischen Faktoren

beeinflusst wird.

Dennoch konnten insbesondere in Bezug auf die Sequenzselektivitat einige wertvolle

Zusammenhange abgeleitet werden:

- Im Gegensatz zur Kristallstruktur des Boc-geschiitzten Thiazolpyrrol-
carboxamids 117 liegen die Thiazol-haltigen Verbindungen vermutlich in
einer Sichelkonformation vor, in der der Schwefel des Thiazolrings zur
konkaven Seite orientiert ist. Dies wirde sowohl die z. T. sehr hohe DNA-
Affinitat als auch AT-Selektivitat der Thiazolpyrrolcarboxamide erklaren.

- Die Thiophen-, Thiazol- und Bispyrrolcarboxamide weisen ein positives
elektrostatisches Potential auf der konkaven Molekilseite auf und binden
daher bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der DNA.

- Die Imidazol-Derivate besitzen einen negativen Ladungsschwerpunkt tber
den der konkaven Seite zugewandten Imidazol-N3-Atomen. Dies begunstigt
vermutlich die zur Verschiebung der Sequenzselektivitat in Richtung GC-

reicher DNA erwiinschte Wechselwirkung mit der Guanin-NH,-Gruppe und
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reduziert die Affinitat zur elektronenreichen Minor Groove in AT-reichen

Abschnitten der DNA.

Abschlie3end zu diesem Kapitel sei nochmals ausdriicklich betont, dass die hier
durchgefuhrten Modellrechnungen (im Vakuum bei O K) nur anteilig die wahren

Verhéltnisse widerspiegeln.
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7. 'H-NMR-spektroskopische Titration eines
DNA-Oligonucleotids mit einer ausgewahl-

ten Combilexin-Testverbindung

7.1 Zielsetzung

Fir ein moglichst zielgerichtetes ,DNA-targeted-Drug“-Design ist das Verstandnis
Uber die zugrunde liegenden Interaktionen zwischen Ligand und DNA auf

219, 2201 Nepen theoretischen

molekularer Ebene von entscheidender Bedeutung
Methoden (s. Kap. 6, S. 204) sind auch Experimente wertvoll, die in Losung wahre
Informationen Uber Ligand-DNA-Interaktionen liefern. Eine sehr leistungsfahige
Methode, welche in den letzten Jahrzehnten auch zur Untersuchung von Ligand-
DNA-Komplexen in Lésung eingesetzt wurde, stellt die hochauflésende *H-NMR-
Spektroskopie dar 2 22,

Anhand von Shifteffekten - insbesondere der tieffeldigen Resonanzsignale der DNA-
Basen zwischen 12 und 14 ppm (Resonanzbereich der Iminoprotonen der
Nucleobasen (Thymin-NH3 und Guanin-NH1, s. Abb. 1.18, S. 23) - die infolge der
Titration einer wassrigen DNA-Losung mit einer DNA-interagierenden Substanz
resultieren, lassen sich Aussagen beziiglich des Bindungsmodus treffen 224,
Wahrend die durchweg koplanaren Interkalator-Strukturelemente aufgrund von
Ringstromeffekten zu einem Hochfeldshift - oftmals assoziiert mit einer
Signalverbreiterung - der Iminoprotonen der DNA-Basen flhren, ist ein Shift in die
entgegengesetzte Richtung in der Regel indikativ fir Major oder Minor Groove
Binding. Demgegenuber wird die chemische Verschiebung von Thymin-NH3 bzw.
Guanin-NH1 durch Substanzen, die sich unspezifisch am Ruckgrat der DNA
anlagern, normalerweise nicht beeinflusst 221],

Erfahren die Iminoprotonen der GC-Basenpaare (Guanin-NH1) dabei einen grol3eren
Shift zu héherem bzw. tieferem Feld als die der AT-Basenpaare (Thymin-NH3), so ist
davon auszugehen, dass die entsprechende Testverbindung eine Préferenz fur GC-
reiche Sequenzen der DNA besitzt. Im umgekehrten Falle hingegen ist auf eine AT-

Selektivitat zu schlieRen 24,
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter Erganzung der durch die biochemischen/
biophysikalischen Messungen erhaltenen Erkenntnisse beziglich der DNA-
Bindungsmodi erstmalig ein *H-NMR-Titrationexperiment am Beispiel eines Oligo-
nucleotids mit einem ausgewahlten Combilexin dieser Arbeit durchgefuhrt werden.
Aus den spektralen Veradnderungen im tieffeldigen Resonanzbereich der DNA
wahrend der Titration konnten weitere, wertvolle Informationen Uber die
Interaktionsbereiche der synthetisierten Hybridmolekile an der DNA gewonnen

werden.

7.2 Auswahl des Combilexins und eines geeigneten
DNA-Oligonucleotids

Zur Durchfuhrung des NMR-Experimentes wurde Verbindung 92 ausgewahlt, fur die
in den DNA-Bindestudien sowohl eine ausgezeichnete DNA-Affinitdt als auch ein
dualer Bindungsmodus zu verzeichnen war (s. Kap. 4.3.1, S. 143 ff.). Da die
Titrationen im Allgemeinen im wassrigen Milieu (H.O/D,0O-Mischungen) durchgeflhrt
werden und sich die Salze im Vergleich zu den freien Basen durch eine bessere

Wasserloslichkeit auszeichnen, wurde Verbindung 92 in Form ihres Hydrochlorids

eingesetzt (Herstellung s. Kap. 5.2, S. 176).
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Als DNA-Komponente wurde das selbstkomplementére, doppelstréngige Decanu-
cleotid d(GCGAATTCGC) (Fa. Eurogentec S. A., Seraing, Belgien) verwendet. Diese
Sequenz ist Bestandteil des fur zahlreiche Rontgenkristallstrukturen und NMR-
spektroskopische Untersuchungen des Netropsin-DNA-Komplexes eingesetzen
Dodecanucleotids d(CGCGAATTCGCG) [64 69222,

Es wurde vermutet, dass sich die rinnenbindende Oligoamid-Einheit von Verbindung
92 - aufgrund der fur die Thiophenpyrrolcarboxamide belegten AT-Selektivitat (s.
Kap. 4.3.1, S. 143 ff.) - in Analogie zur Leitstruktur Netropsin in der aus den zentralen
vier AT-Basenpaaren gebildeten Minor Groove des Oligonucleotids anlagert [¢* 6% 222
(s. Abb. 1.19, S. 24). Die flankierenden GC-Basenpaare sollten parallel hierzu die
Interkalation des N-terminalen Naphthalimids gewahrleisten, zumal fur das 5-
Nitronaphthalimid-Derivat Mitonafide 21 (s. Abb. 1.15, S. 18) im Rahmen eines 'H-
NMR-Titrationsexperimentes eine Interkalation mit Praferenz fir GC-reiche Regionen
nachgewiesen werden konnte #24,

Vor diesem Hintergrund war davon auszugehen, dass es aufgrund des dualen
Bindungsmodus wéhrend der Titration des Oligonucleotids mit 92 neben einem durch
Minor Groove Binding verursachten Tieffeldshift der AT-Iminoprotonen (Thymin-NH3)
zu einer auf Interkalation zurlckzufihrenden Hochfeldverschiebung der Imino-

protonen der GC-Basenpaare (Guanin-NH1) kommt.

7.3 Probenvorbereitung/Versuchsdurchfihrung

Die Durchfilhrung einer 'H-NMR-spektroskopischen Titration erfolgt immer nach
folgender methodischer Verfahrensweise: eine konstante Menge Oligonucleotid wird
Ublicherweise bis zu einem DNA/Ligand-Verhaltnis von 1:3 mit steigenden Mengen
an Testsubstanz versetzt. Nach jeder Zugabe wird die Probe zur Aquilibrierung der
Komplex-Bildung bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend NMR-spekiros-
kopisch vermessen.

Die nachfolgend beschriebenen *H-NMR-spektroskopischen Messungen wurden an
einem 400 MHz-Geréat der Fa. Bruker bei 294 K (Dipl. Chem. H. Kolshorn, Institut fur
Organische Chemie, Universitat Mainz) durchgefihrt. Die Wassersignale wurden

unterdriickt.
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Die in der Literatur aufgefihrten Versuchsdurchfiihrungen sind grof3tenteils nur sehr
rudimentar beschrieben und daher schwer reproduzierbar. Auch fehlen haufig die
Konzentrationsangaben der eingesetzten DNA-Menge bzw. variieren sehr stark (2 -
25 mM). Daher musste die Methode insbesondere in Bezug auf die Proben-
vorbereitung vollig neu etabliert werden.

Hierzu wurden zunachst unterschiedlich hoch konzentrierte Ldsungen des
Oligonucleotids in 700 m H>O/D,0 (6:1) hergestellt und anschlie3end vermessen. Es
wurde festgestellt, dass eine Konzentration von 2.5 mM DNA (= 1.75 nmol/700 m) far
die mittels NMR erfassbare Nachweisgrenze ausreichend und damit fir die
Durchflihrung des Titrationsexperimentes geeignet ist.

Bei den Loslichkeitsversuchen der singularen Testsubstanz 92 kam es indessen trotz
Einsatz des Hydrochlorids zu Léslichkeitsproblemen. Bereits bei einer Konzentration
von 0.625 mM, die theoretisch einem DNA/Ligand-Verhéltnis von nur 1:0.25
entspréache, flockte das Combilexin aus der als Solvens verwendeten H,O/D,O-
Mischung (6:1) aus. Aus diesem Grund wurde der D,O-Anteil des Losungsmittel-

(2191 Unter Verwendung einer Stamm-

gemischs vollstandig durch DMSO-d° ersetzt
l6sung von 92 in DMSO-d® (175 mM) sollte eine Konzentrationsreihe des singuldren
Liganden angesetzt werden. Die Konzentrationen wurden hierbei so gewahlt, dass
sie den fur die spatere Titration geplanten DNA/Ligand-Verhaltnissen 1:0.25, 1:0.5,
1:0.75, 1:1, 1:1.5, 1:2 und 1:3 entsprechen. Somit wurden 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 und
30 ni der Stammlésung (175 mM) zu je 700 m Solvens (H,O/DMSO-d® 6:1) pipettiert.
Bei den darauf folgenden NMR-Messungen der hergestellten Ldsungen waren
jedoch keine Resonanzsignale des Thiophenpyrrolcarboxamid-Derivates 92 sichtbar.
Zudem war nach einigen Stunden eine deutliche Viskositatserhéhung der Proben zu
beobachten, was in Zusammenhang mit den fehlenden Signalen im NMR-Spektrum
auf eine Selbstaggregation von Verbindung 92 schlieRen lasst ?°Y (s. a. Kap. 4.3.3,
S. 154 u. Kap. 5.2.2, S. 178).

Infolgedessen wurde die Versuchsdurchfiihrung optimiert, indem der DMSO-d®-Anteil
des als Losungsmittel eingesetzten H,O/DMSO-d®-Gemischs von 6:1 auf 5:2 erhoht
und die Versuchsreihe wie zuvor beschrieben wiederholt wurde. Die NMR-spektros-
kopischen Messungen lieferten unabhéngig von der Konzentration bei allen Proben
deutliche und beziglich der chemischen Verschiebung identische Signale des
Liganden (Signalzuordnung analog Kap. 3.12, S. 124 und Kap. 10.3.25.2, S. 345).



244

Folglich wurde als Solvens fiir die Durchfiihrung der Titration ein H,O/DMSO-d°-
Losungsmittelgemisch im Verhéltnis 5:2 verwendet. Zur Herstellung der DNA-
Probenlésung (2.5 mM) wurden 1.75 nmol Oligonucleotid in 700 nl Solvens geldst.
Diese wurde im Anschluss NMR-spektroskopisch vermessen. Die Zugabe der
Stammlésung des Liganden in DMSO-ds (175 mM) erfolgte bis zu einem
DNA/Ligand-Verhaltnis von 1:1 in 2.5 m (0.625 mM) Schritten (s. Tab. 7.1). Nach
jeder Zugabe wurde die Probe 30 Minuten bei RT inkubiert und anschliel3end
vermessen. Die weitere Erhohung der Ligandkonzentration auf 3.75 mM flhrte
jedoch zur Ausféllung des Liganden, weshalb das Experiment nicht bis zu einem

DNA/Ligand-Verhaltnis von 1:3 fortgefuhrt werden konnte.

Probe DNA 92 DNA : Ligand
[mM] [mM]

A 2.5 - -

B 2.5 0.625 1:0.25
C 2.5 1.25 1:05

D 2.5 1.875 1:0.75
E 2.5 2.5 1:1

F 2.5 3.75 1:15

Tab. 7.1: Konzentrationsangaben des Oligonucleotids und des Combilexins 92 sowie die

daraus resultierenden DNA/Ligand-Verhéltnisse wahrend des Titrationsexperimentes

7.4 Ergebnis des 'H-NMR-Titrationsexperimentes

Trotz der Verwendung des relativ kurzen Decanucleotids war das *H-NMR-Spektrum
im Bereich zwischen 1-85 ppm sehr komplex, weshalb hier weder eine
Signalzuordnung des Liganden noch der DNA vorgenommen werden konnte.
Insbesondere im aliphatischen Bereich gestaltete sich das Spektrum aufgrund der
Uberlagerung hochst komplizierter Spinsysteme der 2°-Desoxyribose sehr uniiber-

sichtlich 222241,
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Eindeutig zuzuordnen waren jedoch die Signale der H-Briicken-gebundenen Imino-

protonen der Watson-Crick-Basenpaare (Thymin-NH3: d = 13.53 und 13.41 ppm,
Guanin-NH1: d = 12.58 ppm, s. Abb. 7.1 und Tab. 7.2 (Probe A)) im tieffeldigen

Resonanzbereich %2,
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Abb. 7.1: Spektrale Veranderungen der Iminoprotonensignale ((1) + (2): Thymin-NH3, (3): Gua-

nin-NH1) wahrend der Titration

Probe d (Thymin-NH3) (1) [ d (Thymin-NH3) (2) | d (Guanin-NH1) (3)
(DNA: Ligand) | [ppm]  [HZ] [ppm]  [Hz] [ppm]  [HZ]
A (1:0) 13.53 5417.6 13.41 5369.4 12.58 5036.9
B (1:0.25) 13.51 5408.4 13.40 5364.6 12.54 5022.3
C (1:0.5) 13.49 5406.0 13.38 5359.9 12.50 5006.9
D (1:0.75) 13.46 5391.7 13.37 5353.2 12.47 4993.5
E (1:1) 13.44 5383.8 13.36 5351.1 12.46 4990.3
F (1:1.5) 13.44 5383.8 13.36 5351.1 12.46 4990.3
Dd 0.09 33.8 0.05 18.3 0.12 46.6
Tab. 7.2: Hochfeldverschiebungen ([ppm] und [Hz]) der Iminoprotonensignale des Oligo-

nucleotids im Verlauf der Titration; Dd = Differenz des maximalen Shifteffekts
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Allerdings deutete die unerwarteterweise wahrend der Titration zu beobachtende
Viskositatserhohung der Messlosung sowie das Ausflocken der Testsubstanz ab
einem DNA/Ligand-Verhéltnis von 1:1 wiederum auf eine Selbstaggregation des
Liganden mit steigender Konzentration hin. Die zu beobachtenden Shifteffekte der
Iminoprotonen waren folglich - wie aus Tabelle 7.2, S. 245 hervorgeht - nur relativ
schwach ausgeprégt (Dd = 0.05-0.12 ppm) und stagnierten ab einem Konzentrations-
verhéaltnis von 1:1. Im Vergleich dazu sind in der Literatur fir einige interkalierenden
Substanzen Hochfeldverschiebungen von bis zu 1 ppm beschrieben 2,

Dennoch lasst der schwache Hochfeldshift, der bis zu einem DNA/Ligand-Verhaltnis
von 1:1 sowohl fur die Iminoprotonen der AT- als auch die der GC-Basenpaare zu
registrieren war (s. Abb. 7.1 und Tab. 7.2, S. 245), zusammen mit der deutlichen
Signalverbreiterung wahrend der Titration auf eine Interkalation von Verbindung 92

schlieRen 21,

Daruber hinaus weist die geringflugig starker ausgepragte
Hochfeldverschiebung der Guanin-NH1-Protonen (Dd = 0.12 ppm) zumindest
andeutungsweise auf eine GC-Selektivitat der interkalierenden Partialstruktur hin.

Die hierbei durch den Interkalator induzierten Ringstromeffekte wirken sich nicht nur
auf die DNA-Basen der Interkalationskavitdt sondern ebenfalls - wenn auch in
abgemildeter Form - auf die unmittelbar zu diesen benachbarten Nucleobasenpaare

221 Dies wirde erklaren, warum neben dem Hochfeldshift der Iminoprotonen

aus
der GC-Basenpaare des verwendeten Oligonucleotids d(GCGAATTCGC) auch eine
schwache Hochfeldverschiebung der Iminoprotonen der von ihnen flankierten AT-
Basenpaare aulftritt. Die durch Interkalatoren hervorgerufenen Shifteffekte sind
dariiber hinaus zumeist gréRer als diejenigen rinnenbindender Substanzen 1?2, Es
ware daher denkbar, dass der - durch die Rinnenbindung des Thiophenpyrrolcarbox-
amid-Gerustes an der zentralen AATT-Sequenz - erwartete Tieffeldshift der Thymin-
NH3-Protonen durch die gleichzeitige Interkalation des Naphthalimids zwischen die
benachbarten GC-Basenpaare zu einer Hochfeldverschiebung ,uberkompensiert"
wird.

Die starke Linienverbreiterung sowie die Intensitatsabnahme der Iminoprotonen-
resonanzsignale wahrend der Titration konnten ein Hinweis darauf sein, dass
Verbindung 92, unter den hier durchgefuhrten Reaktionsbedingungen, eine relativ

lange Verweilzeit an der DNA besitzt. Fir die Bindungskinetik solcher Verbindungen
[221]

gilt nach Feigon die folgende Beziehung
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t>[p(na - ng)]™*

wobei t die Verweilzeit des Liganden an seiner Bindungsstelle in Sekunden [s] ist und
na - Ng der Durchschnittswert der maximalen Shifteffekte in Hertz [Hz]. Setzt man den
fur Verbindung 92 errechneten Durchschnittswert in die angegebene Formel ein (=
32.9 Hz, s. Tab. 7.2, S. 245) so erhalt man: t > 9.68 ms. Fir Substanzen, die im
Rahmen der NMR-Zeitskala eine kurze Verweilzeit an der DNA besitzen, ist t in der
Regel < 1 ms 24,

Die beschriebene Linienverbreiterung konnte jedoch auch auf die bereits zuvor
erwahnte Viskositatserhdhung der Messlosung und die damit einhergehende
Verminderung der transversalen Relaxationszeit T, der Kerne zurtickzufihren sein
(1851 Aber auch intermolekulare Austauschphanomene diirften hierfir eine Rolle
spielen. So zeigen die Iminoprotonen, die sehr raschen Austauschprozessen (~ 200/

Sekunde) mit den Lésungsmittelprotonen unterliegen, ein wesentlich breiteres Signal
[221]

7.5 Bilanz des 'H-NMR-Titrationsexperimentes

Obwohl es im Zuge der Titration - vermutlich bedingt durch die Neigung der
Testsubstanz zur Selbstaggregation - zu relativ schwachen Shifteffekten kam, konnte
fur das Combilexin 92 eine auf Interkalation hinweisende Hochfeldverschiebung der
Iminoprotonen des Oligonucleotids registriert werden. Der bei den Iminoprotonen der
GC-Basenpaare etwas starker ausgepragte Shift deutete zudem auf eine favorisierte
Interkalation zwischen die GC-Nukleobasen hin. Konkrete Hinweise auf Minor
Groove Binding waren den Spektren nicht zu entnehmen. Es bleibt jedoch zu
vermuten, dass der normalerweise fir Minor Groove Binder charakteristische
Tieffeldshift der Iminoprotonen, wie eingangs beschrieben (s. Kap. 7.4, S. 246),
durch die gleichzeitige Interkalation des Naphthalimids kompensiert wird, zumal fur
das Naphthalimid-gekoppelte Thiophenpyrrolcarboxamid 92 neben einer Interkalation
(Unwinding im TOPO-I-Relaxations-Assay) anhand des positiven Circulardichrois-

mus eine Bindung in der kleinen Rinne eindeutig belegt wurde (s. Kap. 4.3.1, S. 146).
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Dartber hinaus sind die NMR-Spektren bei Titrationen mit Substanzen, die einen
dualen Bindungsmodus aufweisen, generell sehr schwierig zu interpretieren 22,
Wenngleich die Ergebnisse des hier durchgefihrten Titrationsexperimentes keine
weiterfuhrenden Erkenntnisse bezlglich der Interaktion von 92 mit der DNA auf
molekularer Ebene lieferten, so bestatigen sie die zuvor ermittelten Resultate der
biophysikalischen und biochemischen DNA-Bindestudien nachhaltig (s. Kap. 4.3.1,
S. 143 ff.). Auch die mit der Verbreiterung und Intensitatsabnahme der Imino-
protonensignale begrindete Annahme einer langen Verweilzeit von Verbindung 92
an der DNA (t > 9.68 ms) wird durch die fur diese Substanz gezeigte, hohe DNA-
Affinitat (DT,-Wert = 22.6 °C) untermauert.

Durch eine weitere Optimierung der Versuchsbedingungen (Ldsungsmittel, Inkuba-
tionszeit, Temperatur) konnte die hier etablierte Methode moglicherweise zur
Charakterisierung des Bindungsmodus der Combilexine herangezogen werden.
Insbesondere zum Nachweis der mittels Circulardichroismus nur schwer erfassbaren
Interkalation der Hybridmolekiile (s. Kap. 4.1.3, S. 130 f.) sollte die *H-NMR-spek-
troskopische Titration ein vielversprechendes, erganzendes Verfahren darstellen.

Fir eine genauere Aufklarung der Interaktionsbereiche waren jedoch weitere
Untersuchungen wie z. B. zweidimensionale (2 D) *H-NMR-Verfahren nétig, die eine
Zuordnung samtlicher Protonensignale des Liganden und des Targets erlauben (z. B.
2D-COSY, 2D-TOCSY) und mit deren Hilfe die rdumliche Nachbarschaft der Kerne
festgestellt und folglich eine exakte Abstandsanalytik durchgefiihrt werden kénnte (z.
B. 2D-NOESY, 2D-ROESY). Aus 3'P-NMR-Untersuchungen waren zusétzlich
wichtige Informationen Uber die konformativen Verdnderungen im Rickgrat der DNA

95, 2201 pje auf diese Weise ermittelten

(s. a. Kap. 1.3, S. 7 ff.) zu gewinnen
Datensétze konnten in die Berechnung der DNA-Ligand-Komplexe - z. B. mittels
Molekildynamik-Simulation (MD) - mit einbezogen werden. Der grofite Informations-
gehalt wirde jedoch nach wie vor aus einer gut aufgeldsten Rontgenkristallstruktur

eines Combilexin-DNA-Komplexes resultieren.
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8. Docking-Experiment einer ausgewahlten

Testverbindung

8.1 Zielsetzung

In silico Simulationen von DNA-Ligand-Komplexen (Docking-Experimente) sind in
den vergangenen Jahren ein sehr beliebtes Werkzeug zur Untersuchung von DNA-
Ligand-Interaktionen geworden und aus der heutigen Arzneimittelforschung
hinsichtlich Leitstruktur-Suche und -Optimierung nicht mehr wegzudenken /> 133,

Da auch anhand des erstmals am Beispiel von Verbindung 92 durchgefiihrten *H-
NMR-Titrationsexperimentes kein zusatzlicher molekularer Informationsgewinn
bezuglich der Wechselwirkungen zwischen DNA und Testsubstanz erzielt wurde (s.
Kap. 7, S. 240 ff.) sowie mangels Rontgenkristallstrukturen der DNA-Combilexin-
Komplexe sollte mithilfe eines im Arbeitskreis Pindur durchgefuhrten Docking-
Experimentes ™% mit dem Programm ICM-PRO [?%> 228 ein rationales DNA-
Bindungs-Modell des Naphthalimidpropionyl-gekoppelten Thiophenpyrrolcarbox-
amids 92 (s. Kap. 7.2, S. 241) auf molekularer Ebene berechnet und visualisiert
werden. Dartber hinaus sollte untersucht werden, inwiefern das Hybridmolekil

infolge der Komplexbildung einem induced-fit unterliegt.

8.2 Durchfiihrung des Docking-Experimentes 3

In dem zur Durchfiihrung des Docking-Experimentes verwendeten Programm ICM-
PRO [2%° 2% erfolgt die in silico Simulation der Target-Ligand-Komplexe nach dem
sogenannten Rigid Receptor Docking-Verfahren (nur der Ligand ist flexibel, der
Rezeptor bleibt starr). Die zur Interkalation des N-terminalen Naphthalimids von
Verbindung 92 erforderliche Ausbildung einer Kavitat zwischen den DNA-Basen (s.
Kap. 1.3, S. 7) kann folglich nicht wahrend des Dockings stattfinden. Infolgedessen
musste die als Target eingesetzte Kristallstruktur des entsprechenden Oligonucleo-

tids eine Interkalationskavitat aufweisen, was die Suche nach einem Rezeptor mit
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geeigneter Sequenz relativ schwierig gestaltete. Nach intensiver Recherche in der
PDB-Datenbank % wurde das Undecamer d(GCGAJ[Interkalationskavita ATTCGCG)
mit dem PDB-Code 1G3X % ausgewahlt.

Abbildung 8.1, S. 251 zeigt die methodische Vorgehensweise des Docking-
Experimentes. Zunéchst wurde die Kristallstruktur des DNA-Oligonucleotids in dem
Programm HYPERCHEM RELEASE **? mittels Molecular Dynamics Simulation %2
unter Anwendung der Kraftfeld-Methode AMBER ??® energieminimiert. Der Aufbau
sowie die Berechnung eines energetisch guinstigen lokalen Konformers des Liganden
92 erfolgte parallel hierzu im Programmpaket SPARTAN ™ (s, Kap. 6.5, S. 224 u.
Tab. 6.7, S. 226). Da die tertiare Aminfunktion der C-terminalen Seitenkette der
Lexitropsine bei physiologischem pH-Wert protoniert vorliegt (s. Kap. 2.2.1, S. 48),
wurde Verbindung 92 in kationischer Form als Ligand eingesetzt (s. S. 241). Nach
Transfer der separat ermittelten Minimumskonformation des Liganden und des

O [#25.228] schloss sich der Docking-Prozess mit

g [226]

Rezeptors in das Programm ICM-PR
dem programmspezifischen, implementierten Algorithmu an. Hierbei erfolgt die
konformative Anpassung des Liganden an seine Bindungssequenz nach einem
Monte-Carlo-Verfahren. Im Anschluss wird zur Bewertung des gebildeten Komplexes
mithilfe der sogenannten Scoring-Funktion die Komplexbildungsenergie tber eine
Kraftfeld-Methode berechnet %%,

Im letzten Schritt wurde der gedockte Komplex im Programm HYPERCHEM
RELEASE 2 zur Optimierung der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen einer

[227

Molecular Dynamics-Berechnung 2"} mit dem Nucleinsauren-parametrisierten Kraft-

feld AMBER [?%® (sog. Refinement) unterzogen. Im Gegensatz zu dem in ICM-PRO
[225. 226] qurchgefiithrten Docking-Experiment sind bei diesem Refinement sowohl der

Ligand als auch der Rezeptor flexibel.
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Aufbau des Liganden im DNA-Oligonucleotid
SPARTAN [171] -Baukasten (PDB [208] -Datenbank)
Konformationsanalyse ,
«— (Monte-Carlo 207y «— Molecular Dynamics [227)
AML [167, 168, 208]) Amber [228] (Kraftfeld)
Minimumskonformer Minimumskonformer
des Liganden des Oligonucleotids

Rigid Receptor Docking
“— ICM-PRO [225, 226]
Monte-Carlo / Kraftfeld

Rezeptor-Ligand-Komplex

Refinement
<«— Molecular Dynamics [227)/
Amber [228] (Kraftfeld)

Optimierter
Rezeptor-Ligand-Komplex

Abb. 8.1: Schematische Darstellung der Durchfiihrung des Docking-Experimentes

8.3 Ergebnis des Docking-Experimentes

Wie Abbildung 8.2, S. 252 verdeutlicht, bindet das Combilexin 92 an eine sechs
Basenpaare (d(Alinterkalationskavitaf ATTCG)) umfassende Sequenz. Wahrend sich
das N-terminale, interkalierende Strukturelement nahezu parallel zur Basenpaar-
Trajektorie in der Interkalationskavitat zwischen den beiden AT-Basenpaaren
einlagert, passt sich die Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit exakt an die Topologie
der Minor Groove an. Hierdurch wird die Ausbildung enger van der Waals-Kontakte
zwischen den CH-Gruppen der beiden Funfringhetarene sowie den Methylen- und
Methyl-Gruppe(n) der Propylendiamin-Funktion des Liganden und den Adenin-C2-
Atomen bzw. Amino-Gruppen der Guanin-Basen ermoglicht (blaue Pfeile). Zusatzlich
tragen zwei H-Bricken zwischen den als Donatoren fungierenden NH-Funktionen

der C-terminalen Seitenkette und Thymin(608)-O2 sowie dem Desoxyribose-Ring-
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sauerstoff-O4* des Guanosins (610) als Akzeptoren zur Positionierung des

Lexitropsins 92 bei (rote Pfeile).

Abb. 8.2:

links: in ICM-PRO #%* 2%l simulierter Komplex von Verbindung 92 an das Oligo-
nucleotid (blau) mit der Sequenz d(GCGAATTCGCG); Blick auf die kleine Rinne mit

Blickrichtung senkrecht zur DNA-Helixachse; die unmittelbar nach dem Docking in

ICM-PRO P% 2 ermittelte  Komplexbildungsenergie betragt -110.7 kcal/mol
(DE (Kraftfeld #2%h)

rechts: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen 92 und den DNA-Basen
der Bindungssequenz; blauer Doppelpfeil: van der Waals-Interaktionen mit Atom-
abstanden von 2-4 A; rot-gestrichelter Pfeil: H-Briicke 1 mit Thymin(608)-O2 als
Akzeptor und H-Bricke 2 mit Guanosin(610)-O4* als Akzeptor; schwarzer Pfeil:
Strukturelemente des Liganden, die in der Interkalationskavitat zwischen A605-T620
und A606-T619 eingelagert sind

Die nach dem Refinement des gedockten Komplexes in HYPERCHEM [2*? ermittelte

Komplexbildungsenergie betragt -83.6 kcal/mol (DE(Kraftfeld AMBER %)), Wenngleich

dieser absolute Energiewert keine konkreten Aussagen zulasst, so kdnnen jedoch

anhand der Zusammensetzung von DE sehr interessante Informationen gewonnen

werden. Demgemal3 liefern die elektrostatischen Wechselwirkungen mit -11.69

kcal/mol (14 % von DE) und die Wasserstoffbricken mit -0.37 kcal/mol (0.004 % von
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DE) nur einen sehr geringen Beitrag zum Gesamtbetrag der Komplexbildungs-
energie. Der grol3te Energiegewinn (-71.51 kcal/mol = 86 % von DE) resultiert
hingegen aus den engen van der Waals-Interaktionen zwischen Ligand und Target.

Um zu Uberprifen, ob die Testsubstanz 92 infolge der Komplexbildung einem der
Leitstruktur Netropsin 29 (s. Abb. 1.17, S. 22) ahnlichen induced-fit-Effekt unterliegt,
wurden die Kristallstruktur des Netropsins ohne DNA 32 sowie die in SPARTAN 74
ermittelte Minimumskonformation von Verbindung 92 (Monte-Carlo 27/ AM1 [167. 168
208

) mit den entsprechenden DNA-Bindegeometrien der Molekiile superpositioniert
(s. Abb. 8.3).

A B
Netropsin 29 92
Abb. 8.3: A: Superpositionierung der Kristallstruktur des singularen Netropsins (ohne DNA) [132]

(blau) und der DNA-Bindegeometrie aus der Roéntgenkristallstruktur des Netropsins
gebunden an das Oligonucleotid mit der Sequenz d(CGCGAATTCGCG) [64] (rot)

B: Superpositionierung der zum Docking eingesetzten, in SPARTAN ™! ermittelten
Minimumskonformation (Monte-Carlo °”/ AM1 7 168 298y y,5n verbindung 92 (blau)
und der DNA-Bindegeometrie aus dem in ICM-PRO %% ??%! gedockten Komplex (rot)
Die Superpositionierung wurde mit dem Programm SPARTAN " durchgefiihrt.

Bei beiden Verbindungen fuhrt die Rezeptor-induzierte Konformationsanderung der
C-terminalen Seitenkettenfunktion zu einer fur die Anpassung an die Minor Groove
erforderlichen Aufweitung der Curvature der rinnenbindenden Oligoamid-Einheit.
Dies konnte zudem anhand in SPARTAN Y durchgefiihrter Abstandsmessungen
auf der konkaven Molekilseite der rinnenbindenden Strukturelemente verdeutlicht
werden (s. Abb. 8.4, S. 254 und Tab. 8.1, S. 255). Sowohl fur Netropsin als auch das
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Thiophenpyrrolcarboxamid 92 ist infolge der Bindung an ihr Target eine signifikante
und nahezu identische Zunahme der Radien der Curvature auf der konkaven
Molekdlseite zu verzeichnen.

Erwartungsgemal? tritt bei dem Hybridmolekil 92 zusatzlich ein sehr ausgepréagter
induced-fit innerhalb des aliphatischen Linkers am N-Terminus auf (s. Abb. 8.3, S.
253), um eine optimale Einpassung des Naphthalimids in die Interkalationskavitat zu
ermaoglichen.

Daruber hinaus wurden sowohl bei den singularen, DNA-ungebundenen Konfor-
mationen als auch den entsprechenden DNA-Bindegeometrien des Netropsins und
des Thiophenpyrrolcarboxamids 92 die Torsionswinkel (a, b und g) der die beiden
Funfringhetarene verknupfenden Bindungen gemessen (s. Abb. 8.4 und Tab. 8.1, S.
255). Deren Summation liefert den Winkel d, der die relative Lage der beiden

Hetarene zueinander beschreibit.

Ay ,'\IIHZ
’S/‘H . -
O / \ H 5 6
2 X X
1 \ A\ 0
[t N
CHs CHy

Netropsin 29

H
H3C
Radius | ®
H
j N
° I\ RERA
2
H3C 4 \ \ \O
1 \ N
O \
CHj
92
Abb. 8.4: Bezifferung der fur die Winkelmessungen herangezogenen Atome und schematische

Darstellung der zur Ermittlung der Radien der Curvature auf der konkaven Molekil-
seite durchgefiihrten Abstandsmessungen. Die Winkel- und Abstandsmessungen

wurden in dem Programm SPARTAN " vorgenommen.
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Netropsin
Winkel Kristallstruktur Bindegeometrie aus der
ohne DNA 13 Kristallstruktur mit DNA 4
al
26° 19°
b = N1-C2-C3-N4
b1
_40 _20
b = C2-C3-N4-C5
gl
-2° 16°
b = C3-N4-C5-C6
di
. 20° 33°
b=aalbl,gl
Radius [A] 10.8 14.8
92
Winkel In SPARTAN ™ ermittelte DNA-Bindegeometrie aus
Minimumskonformation (ohne DNA) | dem gedockten Komplex
az
19.9° 23°
b = S1-C2-C3-N4
b2
-1.5° -5.8°
b = C2-C3-N4-C5 8
g2
3.2° -1.1°
b C3-N4-C5-C6
d2
. 21.6° 16.1°
b=aa2b2g2
Radius [A] 10.2 14.9
Tab. 8.1: Gegenuberstellung der in SPARTAN 071 ermittelten Torsionswinkel und Radien der im

ungebundenen Zustand vorliegenden Konformationen und der DNA-Bindegeometrien
des Netropsins 29 und des Naphthalimid-gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamids 92.
Zur Atombezifferung und Radienermittlung siehe Abb. 8.4, S. 254.
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Wie bereits in Kapitel 1.4, S. 24 erlautert wurde, nimmt das Netropsin bei der DNA-
Bindung in der kleinen Rinne eine isohelicale Konformation an, in der die beiden
Pyrrolringe etwas starker gegeneinander verdreht sind (s. Abb. 8.3, S. 253). Die
vorgenommenen Winkelmessungen belegen, dass der natirliche ,Twist* zwischen
den beiden Pyrrolringen des Netropsins im ungebundenen Zustand (d1 = 20°)
insbesondere aufgrund der infolge des induced-fit-Effektes verursachten Drehung um
die N4-C5-Bindung (gl) verstarkt wird (d1(Bindegeometrie) = 33°, s. Kap. 1.4, S. 24)
54 Eine vergleichbar starke, auf die DNA-Bindung zuriickzufiihrende Rotation einer
der die beiden Funfringhetarene des Combilexins 92 verknipfenden Bindungen war

nach den Docking-Experimenten jedoch nicht zu beobachten.

8.4 Bilanz des Docking-Experimentes

Mithilfe des erfolgreich durchgefiihrten Docking-Experimentes ist es gelungen, ein
rationales DNA-Bindungs-Modell einer im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Test-
verbindung an das Oligonucleotid d(GCGAATTCGCG) zu visualisieren. Es wurde
gezeigt, dass das als Ligand eingesetzte Naphthalimidpropionyl-gekoppelte Thio-
phenpyrrolcarboxamid 92 an eine Sequenz von sechs Basenpaaren (AATTCG)
bindet. Wahrend sich das chromophore Strukturelement am N-Terminus hierbei in
die zwischen zwei AT-Basenpaaren lokalisierte Interkalationskavitat einschiebt,
lagert sich die Thiophenpyrrolcarboxamid-Einheit in der Minor Groove an. Die
optimale Anpassung an den Rezeptor wird insbesondere durch die infolge eines
induced-fit-Effektes zu beobachtende Konformationsanderung der C-terminalen
Propylendiamin-Seitenkette sowie des aliphatischen Linkers am N-Terminus
gewahrleistet. Hierdurch wird die Ausbildung zweier H-Bricken, elektrostatischer
sowie enger van der Waals-Wechselwirkungen zwischen Ligand und Target
ermoglicht, wobei letztere den grof3ten Beitrag zum Gesamtbetrag der Komplex-
bildungsenergie liefern.

Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die hier durchgefuihrte Modellrechnung nicht
die Bedingungen im physiologischen Milieu widerspiegelt und folglich nicht unbedingt
ein Abbild der Realitat liefert. So musste aufgrund der begrenzten Kapazitat der zur

Verfugung stehenden Hardware auf die Einbeziehung von Wasser verzichtet werden.
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Hydrophobe Wechselwirkungen und entropische Faktoren, die sich infolge der mit
der Komplexbildung einhergehenden Verdrangung von Wassermolekilen ergeben
(s. Kap. 1.3, S. 7 und Kap. 1.4, S. 21), bleiben somit unbericksichtigt. Dartiber
hinaus war aufgrund der Unbeweglichkeit des Oligonucleotids wahrend des Docking-

Vorgangs nur dem Liganden 92 die Mdoglichkeit gegeben, sich konformativ anzu-

passen.
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9. Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA stellt aufgrund des wachsenden Verstandnisses Uber die der Kanzero-
genese zugrunde liegenden molekularen Modifikationen auf der Genebene, die sich
als Mutationen der DNA manifestieren, nach wie vor ein Uberaus attraktives Target
fur das Design antitumoraktiver Zytostatika dar. Diese lassen sich anhand ihres
Bindungsmodus in folgender Weise differenzieren: unspezifisch am Ruckgrat der
DNA bindende Liganden, kovalent bindende Alkylanzien, Interkalatoren und
Rinnenbinder (Major/Minor Groove Binder).

Vor dem Hintergrund mithilfe sogenannter ,gene-sequence-targeted-drugs” selektiv
die Transkription defekter Gene zu unterbinden, wurden in Anlehnung an die beiden
antitumoral wirksamen Naturstoffe Netropsin 29 und Distamycin A 30 - AT-selektive
Minor Groove Binder mit Oligopyrrolcarboxamid-Grundstruktur - zahlreiche Lexitrop-
sine (lat. legere = lesen) entwickelt. Hierunter versteht man Netropsin und Distamycin
A analoge Verbindungen, die in der Lage sind, bestimmte Sequenzen der DNA zu
erkennen (,lesen®). So kann durch den bioisosteren Austausch eines Pyrrolrings der
Oligoamid-Einheit durch z. B. Imidazol, Thiazol oder Furan auch eine Praferenz fir
GC-reiche Sequenzen erzielt werden. Um eine Weiterentwicklung handelt es sich bei
den sogenannten Hybridmolekilen. Diese bestehen aus einem sequenzspezifisch
bindenden Minor Groove Binder, der in der Regel kovalent mit einem Interkalator
(sog. Combilexine) oder Alkylanz (sog. DNA-targeted alkylator) verbunden ist.

Eine weitere Klasse hoch sequenzselektiver DNA-Liganden stellen die mdglicher-
weise als Antisense- oder Antigen-Oligomere einsetzbaren Peptide Nucleic Acids
(PNAs) dar. Hierbei handelt es sich um DNA-Mimetika, in denen das Zucker-
Phosphat-Rickgrat durch eine N-(2-Aminoethyl)glycin-Polyamidkette substituiert

wurde.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte aufbauend auf die Naturstoff-Leitsubstanz Netropsin
29 das Design und die Synthese neuer Hybridmolekile als potentielle, sequenz-
selektive DNA-Liganden mit zytotoxischer Aktivitat verfolgt werden. Neben der in

(1281 geplanten Darstellung N-terminal Thymin-

Anlehnung an die Studien von Keuser
funktionalisierter Pyrrolcarboxamide bestand ein wesentlicher und zudem vollig

neuer Aspekt der vorliegenden Arbeit im systematischen Aufbau bioisosterer Combi-
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lexine, bestehend aus einem interkalierenden Strukturelement (Acridon, Naphthal-
imid, 5-Nitronaphthalimid, Anthrachinon, 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol) und Thiophen-
pyrrol-, Imidazolpyrrol-, Thiazolpyrrol- sowie Bisimidazolcarboxamiden. Da die hierzu
in der Literatur beschriebenen Analog-Verfahren grof3tenteils nicht reproduzierbar
waren bzw. zu einer nur unzureichenden Ausbeute fihrten, mussten die Synthesen
von Grund auf de-novo erarbeitet und optimiert werden. Anhand biophysikalischer/
biochemischer, zellbiologischer und physikochemischer (*H-NMR-spektroskopischer
und rontgenstrukturanalytischer) Methoden sowie quantenchemischer Rechnungen
sollten erstmals bezuglich der DNA-Bindung, der Topoisomerase-Hemmung und der
Antitumor-Zellzytotoxizitdt in einem breiten Rahmen vororientierende Struktur-
Wirkungsbeziehungen an bioisosteren Liganden erstellt werden. Abschliel3end sollte
zur Visualisierung eines rationalen DNA-Bindungs-Modells auf molekularer Ebene
am Beispiel eines ausgewahlten Combilexins ein Docking-Experiment durchgefiihrt
werden.

n 1251261 noch unzureichende Strukturserie Nucleobasen

Um die in Keuser's Arbeite
(Thymin, Adenin und Uracil)-N-terminal gekoppelter Pyrrolcarboxamide bezuglich der
Linkerlangen-Variation zwischen Pyrrol- und Nucleobasen-Baustein zu vervollstandi-
gen, erfolgte im ersten Teil dieser Arbeit zunachst der systematische Aufbau N-
terminal Thymin-funktionalisierter Mono- bzw. Bispyrrolcarboxamide mit C,- und Ce-
Linker. Hierzu wurden die Thyminessig- bzw. -hexanséure - letztere war im Gegen-
satz zur Thyminessigsaure nicht kommerziell erhaltlich und wurde durch regioselek-
tive N-1-Alkylierung des Thymins mit 6-Bromhexansaureethylester und anschlie3en-
de Hydrolyse hergestellt - mithilfe eines geeigneten Amidkupplungsverfahrens
(Chlorameisensaureethylester- bzw. DCC/HOBt-Methode) an die zuvor durch
Reduktion der entsprechenden Nitropyrrolcarboxamide erhaltenen Amin-Derivate
geknipft. Die zugehorigen Nitropyrrolcarboxamide waren durch Optimierung der von

122 1231 phereits angewendeten Methode nach Nishiwaki und

Hotzel ™2 und Keuser
Shibuya % gut zuganglich. Es wurde vermutet, dass es bei dieser Serie von
Hybridmolekulen neben der AT-selektiven Bindung der Oligopyrrolcarboxamid-
Einheit in der Minor Groove zusétzlich - ahnlich wie bei den PNAs - Uber die
Ausbildung von Hoogsten-Basenpaarungen in der grof3en Rinne zu einer weiteren
Erhdhung der Sequenzselektivitdat kommt und auf diese Weise die Stérung des

physiologischen DNA-Metabolismus und folglich die Zytotoxizitat gesteigert werden



260

konne %% Da nach Keuser ** 2% eine Korrelation zwischen der DNA-Affinitat und
der aliphatischen Kettenlange im N-terminalen Bereich in Erwagung zu ziehen war,
sollte insbesondere durch die Verwendung eines langeren Linkers (Cg) eine optimale
Anpassungsgeometrie zur Ausbildung eines dualen Bindungsmodus beguinstigt sein.
Die T-Wert-Messungen (Arbeitskreis Pindur, D. Buckert) sowie die am Institut de
Recherches sur le Cancer, INSERM, in Lille, Frankreich durchgefiihrten biophysi-
kalischen/biochemischen Assays ergaben allerdings, dass auch die im Rahmen
dieser Arbeit synthetisierten Nucleobasen-gekoppelten Testsubstanzen 64-66 keine
ausreichende Topoisomerase | oder Il hemmende Aktivitat aufwiesen, und lediglich
die beiden Bispyrrol-Derivate 65 und 66 eine schwache DNA-Affinitdt (Minor Groove
Binding vorzugsweise an poly(dAdT)-DNA) besal3en, die Uberraschenderweise fir
das Hybridmolekul mit C,-Linker 65 - im Vergleich zu den homologen Verbindungen
mit Cs-, C4- und Ce-Linker (KEU42 %), KEU46 '*! und 66) - am starksten ausge-
pragt war. Ferner waren die beim Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ)
Heidelberg an der humanen Melanomzelllinie Sk-Mel-28 getesteten Thymin-ge-
koppelten Pyrrolcarboxamide 65 und 66 zytotoxisch inaktiv, was neben der fehlen-
den TOPO-Hemmung und der zu schwachen DNA-Bindung vermutlich auf die zu
hohe Hydrophilie (berechnete logP-Werte im negativen Bereich) dieser Ver-
bindungen zuriickzufuihren sein durfte. Da auch durch die Kettenlangen-Variation im
N-terminalen Bereich gegentber den zuvor von Keuser synthetisierten Nucleobasen-
gekoppelten Hybridmolekilen mit Cz- und Cs-Linker weder in Bezug auf die DNA-
Affinitdt noch die Zytotoxizitat eine Verbesserung erzielt werden konnte, wurden

keine weiteren Varianten dieser Verbindungsserie produziert.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit erfolgte daher unter Verwendung von 5-
Methylthiophen, N-Methylimidazol und 4-Methylthiazol als heteroaromatische Struk-
turkomponenten der rinnenbindenden Carboxamid-Einheit der systematische Aufbau
einer neuen Serie von Combilexinen nach dem Bioisosterie-Konzept.

Im ersten Schritt dieser praparativ sehr aufwendigen Combilexin-Synthesen (bis zu
12 Stufen) wurden die zum Aufbau der Oligoamid-Einheit bendtigten Nitrothiophen-,
Nitroimidazol- und Boc-geschitzten Aminothiazolcarbonsduren hergestellt. Zur
Darstellung der Nitrothiophen- und Nitroimidazolcarbonsauren wurden die 5-Methyl-
2-thiophencarbonséure sowie der nach Umsetzung von N-Methylimidazol mit Chlor-

ameisensaureethylester erhaltene Imidazol-2-carbonséureester regioselektiv an 4-
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Position nitriert. Der Nitro-substituierte Imidazolester wurde im Anschluss hydroly-
siert.

Die Synthese des entsprechenden Thiazol-Bausteins begann mit dem Aufbau des 2-
Aminothiazol-5-carbonséureesters nach einer Hantzschen-Thiazolsynthese. Die
anschlieBende Einfuhrung der Boc-Schutzgruppe und Esterhydrolyse fuhrte zur
gewunschten Boc-geschitzten Aminothiazolcarbonsaure.

Die so hergestellten Funfringhetarencarbonsauren wurden tber verschiedene Amid-
kupplungsverfahren (DCC/HOBt bzw. EDCI/HOBt) mit dem Aminomonopyrrolcarbox-
amid verknupft. Letzteres wurde wie zuvor beschrieben (nach Nishiwaki und Shibuya
(138l dargestellt, wobei neben der bislang verwendeten C-terminalen N,N-Dimethyl-
1,3-diaminopropan-Funktion auch die um ein C-Atom kirzere Dimethylaminoethyl-
amin-Seitenkette zum Einsatz kam.

Zur Darstellung des Bisimidazol-Grundgerustes wurde die 4-Nitroimidazol-2-carbon-
saure zunéchst mittels EDCI/HOBt an N,N-Dimethyl-1,3-diaminopropan gekuppelt.
Nachfolgend wurde das reduzierte Monoimidazolcarboxamid mit einer weiteren
Menge Nitroimidazolcarbonséaure - ebenfalls unter Anwendung der EDCI/HOBt-
Methode - zum Nitrobisimidazolcarboxamid umgesetzt.

Die amidische Verknupfung der chromophoren, tricyclischen Hetarene (Acridon,
Naphthalimid, 5-Nitronaphthalimid) mit den nach Reduktion bzw. Schutzgruppen-
abspaltung erhaltenen Amin-Derivaten der Hetarenpyrrol- bzw. Bisimidazolcarbox-
amide im letzten Syntheseschritt erfolgte durch geeignete Kupplungsreagenzien
(DCC/HOBt bzw. EDCI/HOBt) uber aliphatische Carbonséaurelinker variabler
Kettenlange (C,-C¢). Die dazu bendétigten Acridon- und (5-Nitro-)Naphthalimidalkan-
carbonsauren wurden durch N-Alkylierung mit den entsprechenden w-Halogenalkan-
carbonsaureestern und anschliel3ende Esterhydrolyse dargestellt. Zusatzlich wurden
Anthrachinon- und Pyridocarbazol-N-terminal gekoppelte Thiophenpyrrolcarbox-
amide mit b-Alanin-Linker synthetisiert. Die beiden als Bausteine eingesetzten
Anthrachinon-2- und 11H-Pyrido[2,3-a]carbazol-5-carbonsauren wurden mithilfe der
EDCI/HOBt-Methode an das zuvor hergestellte b-Alanin-substituierte Lexitropsin
gekuppelt.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es somit gelungen, ein reproduzierbares und praparativ
gut zugéngliches Verfahren zum systematischen Aufbau bioisosterer Combilexine zu

entwickeln. Anhand der Testung modernster Reagenzien aus der préparativen
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Peptidkupplungschemie wurde gezeigt, dass es sich insbesondere bei der
EDCI/HOBt-Methode um ein geeignetes Verfahren zur amidischen Verknupfung der
einzelnen Synthesebausteine handelt, durch deren Optimierung Ausbeuten von bis

zu 90 % erzielt werden konnten.

Bei den im Arbeitskreis Pindur sowie am Institut de Recherches sur le Cancer,
INSERM, in Lille, Frankreich durchgefihrten DNA-Bindestudien zeigten mit
Ausnahme von drei Verbindungen (120, 121, 147) alle synthetisierten Combilexine
eine gute bis sehr gute DNA-Affinitat, wobei die Thiophen- und Thiazol-Derivate eine
deutliche AT-Selektivitat besalRen, wahrend bei den Imidazol-haltigen Hybridmole-
kilen andeutungsweise eine Verschiebung der Sequenzspezifitdt in Richtung GC-
reicher DNA zu verzeichnen war.

Auffallend war, dass es sich bei den Naphthalimidpropion- und Acridonbutterséaure-
Derivaten 92, 98, 119, 123, 145 und 148 jeweils um die potentesten Testver-
bindungen hinsichtlich der DNA-Bindungsstarke handelte, was darauf schliel3en liel3,
dass die zur Gewahrleistung einer optimalen Anpassungsgeometrie erforderliche
Linkerlange von der unterschiedlichen Raumausdehnung des interkalativ operieren-
den Chromophors abhangig ist.

Desweiteren stellte sich heraus, dass eine C-terminale Propylendiamin-Funktion fur
eine gute DNA-Affinitdt gunstiger ist als die um ein C-Atom kirzere Ethylendiamin-
Seitenkette und fur eine DNA-Bindung mindestens drei Amidfunktionen bzw. zwei
Amidfunktionen und eine N-terminale Aminfunktion erforderlich sind. So zeigten die
beiden Nitrohetarenpyrrolcarboxamide 69 und 143 im Gegensatz zu den aus diesen
Grundgerusten aufgebauten Combilexinen und dem Aminothiazol 118 bei den T,-
Wert-Messungen keine signifikante DNA-Bindung. Demgegenuber waren fir die tber
einen b-Alanin-Linker verknupften Anthrachinon- und Pyridocarbazol-Derivate 104
und 105 - trotz der zusatzlichen Amidbindung im N-terminalen Bereich - keine
Vorteile gegenuber den Acridon- und Naphthalimid-N-terminal gekoppelten Thio-
phenpyrrolcarboxamiden mit Propion- bzw. Buttersaure-Linker erkennbar.

Mittels Circulardichroismus und TOPO-I-Relaxationsassay wurde als Bindungs-
modus fur die meisten Hybridmolekule Minor Groove Binding, bei den Verbindungen
92, 94, 96, 98, 110, 123 und 149 zusatzlich assoziiert mit einer Interkalation des

Chromophoren Systems nachgewiesen.
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Vielversprechend waren auch die Ergebnisse der in Lille durchgefiihrten Topoiso-
merase-Hemmungs-Assays. Unabhéngig von der eingesetzten Interkalatorkompo-
nente wurde fur nahezu alle Testverbindungen eine TOPO-I-Suppressor-Aktivitat, bei
vielen in Verbindung mit einer Topoisomerase ll-Hemmung belegt.

Bei den zellbiologischen Zytotoxizitats-Studien an der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie HT-29 (Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM, Lille) war jedoch
lediglich fur die bezlglich der DNA-Affinitat potentesten Molekile aus der Serie der
Thiazol- und Imidazol-Derivate (119, 145, 148) eine ausreichende Zellwachstums-
hemmung zu beobachten. Die beiden Thiophene 92 und 98 hingegen waren trotz
ebenfalls sehr guter DNA-Affinitat, TOPO-I-Suppressor-Aktivitat und der gesteigerten
Lipophilie gegenuber dieser Zelllinie inaktiv.

Aufgrund der inzwischen stark restriktiven NCI-Auswahl durchliefen insgesamt nur
drei Substanzen (93, 118 und 120) den 60-Tumorzelllinien-Assay des NCI. Sie
zeigten zwar nur eine schwache, dafir aber selektive zytotoxische Aktivitat
gegenuber verschiedenen Zelllinien. Fur die Thiophenpyrrolcarboxamide 91, 92, 97,
98 und 105, die den Verbindungen 93, 118 und 120 sowohl in den biophysikalischen
als auch biochemischen Assays klar Uberlegen waren, war daher eine antineoplasti-
sche Wirksamkeit gegentuiber bestimmten Tumorzelllinien nicht auszuschliel3en.
Insgesamt duirfte es sich in der Serie der bioisosteren Combilexine bei den Naphthal-
imidpropion- und Acridonbuttersédure-Derivaten 92, 98, 119, 145, 148 um die aus-

sichtsreichsten Kandidaten in Bezug auf die DNA-Affinitat bzw. Zytotoxizitat handeln.

Um weitere Informationen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen der Combilexine auf
molekularer Ebene zu gewinnen, wurde mithilfe verschiedener Kristallisationsver-
fahren versucht, geeignete Einkristalle ausgewahlter Testsubstanzen fur die
Durchfihrung einer Rontgenstrukturanalyse zu ztchten. Wéhrend von den Hybrid-
molekilen aufgrund von Aggregationsphdnomenen keine brauchbaren Kristalle
erhalten wurden, ist es in dieser Arbeit gelungen, die Struktur funf rinnenbindender
Grundgeruste (60, 69, 117, 143, 144) rontgenkristallographisch aufzuklaren.

Mit Ausnahme des Boc-geschutzten Thiazol-Derivates 117 lagen alle Molekule - in

Analogie zur Kristallstruktur des Netropsins %2

- in einer fur die Bindung in der
kleinen Rinne essentiellen, sichelféormigen Konformation vor. Anhand von
Verbindung 117 konnte erstmals auch die Struktur der N-terminalen Amidbindung

aufgeklart werden, die - wie samtliche Amidbindungen in den ermittelten Kristall-
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strukturen - trans-(Z)-konfiguriert war. Die zur konkaven Molekulseite orientierten NH-
Gruppen, die tertiare Aminfunktion der C-terminalen Seitenkette sowie die bei den
Imidazol-Derivaten 143 und 144 ebenfalls der konkaven Molekilseite zugewandten
Stickstoffatome waren dariber hinaus an der Ausbildung inter- und intramolekularer
H-Brucken zur Stabilisierung der Kristallpackung beteiligt. Da die in der
Kristallstruktur der Leitsubstanz Netropsin **2 als Wasserstoffbriickendonatoren
fungierenden NH-Gruppen ebenfalls in der Kristallstruktur des Netropsin-DNA-
Komplexes * ® fir die Ausbildung von H-Briickenbindungen mit Adenin-N3 bzw.
Thymin-O2 in der kleinen Rinne der B-DNA verantwortlich sind, wére eine ahnliche
Ligand-Target-Interaktion auch in vivo fur die rinnenbindenden Strukturelemente der
im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Combilexine mit der DNA denkbar. Der
Imidazolstickstoff konnte zudem als H-Briickenakzeptor Gber die Ausbildung einer
Wasserstoffbricke zu Guanin-NH; fur die Verschiebung der Sequenzselektivitat zu

GC-reicher DNA bei den Imidazol-haltigen Testsubstanzen verantwortlich sein.

Zur Rationalisierung der experimentellen Befunde mit Bezug zur Molekulstruktur
(Konformation, molekulares elektrostatisches Potential (MEP), LUMO) wurden auf

der Basis semiempirischer AM1-Berechnungen in dem Programmpaket SPARTAN

71 yororientierende  Molecular Modelling-Studien an ausgewahlten Testver-

bindungen durchgefihrt. Durch Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten

g [132

Rontgenkristallstrukturen sowie der des Netropsin I mit den entsprechenden in

SPARTAN berechneten Molekiilgeometrien nach der Root-Mean-Square(RMS)-

Methode wurde gezeigt, dass das eingesetzte Berechnungsverfahren (Monte-Carlo-

Verfahren 271

¢ [208

in Kombination mit einer semiempirischen AM1-Rechnung (nach

r [167. 168y realitatsnahe, valide Ergebnisse lieferte.

Stewart ' und Dewa
Die Ergebnisse der Berechnungen belegten, dass die strukturellen Voraussetzungen
fur Minor Groove Binding und Interkalation von allen Combilexinen dieser Arbeit

erfullt wurden:

1) Alle berechneten Molekile lagen in Analogie zu Netropsin in einer sichelfor-
migen Molekilgeometrie mit trans-(Z)-Konfiguration der Amidbindungen vor,
in der die Methylgruppen der Funfringhetarene zur konvexen und - mit
Ausnahme der N-terminalen NH-Funktion der Thiophen- und Thiazol-Derivate

- die amidischen NH-Gruppen zur konkaven Molekdlseite orientiert waren.
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3)

4)
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Die Radien der Curvature auf der konkaven Seite der Oligocarboxamid-Einheit
stimmten mit dem der Leitstruktur Netropsin sehr gut Gberein.

Die LUMOs waren bei allen Verbindungen tber dem voéllig koplanaren System
am N-Terminus lokalisiert und befanden sich auf einem energetisch
niedrigeren Niveau als die LUMO-Energien der als Elektronendonatoren bei
Charge-Transfer-Komplexen mit der DNA fungierenden Purinbasen Guanin
und Adenin.

Die interkalierenden Grundgeriste besaf3en ein positives elektrostatisches
Potential Uber dem chromophoren System, was sich bei einer Interkalation
ebenfalls gunstig auf deren Elektronenakzeptoreigenschaften auswirken
durfte.

Eine konkrete Gesetzmalligkeit zwischen den in silico ermittelten Befunden

(Konformation, MEP, LUMO-Energien) und den unterschiedlichen DNA-Affinitaten

bzw. zytotoxischen Aktivitaten der entsprechenden Verbindungen war infolge der

Komplexitét in der in vitro-Realitat (z. B. pharmakokinetische Faktoren) jedoch nicht

zu erkennen. Allerdings liel3en sich einige wertvolle Zusammenhange beziiglich der

Sequenzselektivitat ableiten:

So lagen die Thiazol-haltigen Verbindungen in einer Sichelkonformation vor,
in der der Schwefel des Thiazolrings zur konkaven Seite orientiert war.
Dieser konnte in van der Waals-Interaktion mit den Adenin-C2-Atomen in der
Minor Groove treten, was sowohl die z. T. sehr hohe DNA-Affinitat als auch
AT-Selektivitat der Thiazolpyrrolcarboxamide erklaren wirde.

Die Thiophen-, Thiazol- und Bispyrrolcarboxamide wiesen ein positives elek-
trostatisches Potential (Elektronenmangel) auf der konkaven Molekilseite
auf und besitzen daher vermutlich - wie Netropsin - eine Praferenz fur die in
AT-reichen Sequenzen elektronenreichere Minor Groove der DNA.

Die Imidazol-Derivate hingegen zeigten einen negativen Ladungsschwer-
punkt Gber den der konkaven Seite zugewandten Imidazol-N3-Atomen. Dies
begunstigt vermutlich die zur Verschiebung der Sequenzselektivitat in
Richtung GC-reicher DNA erwiinschte Wechselwirkung mit der Guanin-NH-
Gruppe und reduziert die Affinitat zur elektronenreichen Minor Groove in AT-
reichen Abschnitten der DNA.
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Als Ergadnzung zu den mittels Circulardichroismus und TOPO-I-Relaxations-
experiment gewonnenen Erkenntnissen beziglich der DNA-Bindemodi wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig ein 'H-NMR-Titrationsexperiment eines DNA-
Oligonucleotids mit einem ausgewéahlten Combilexin (Verbindung 92) durchgefihrt.

Die hierbei registrierten Shifteffekte der Iminoprotonenresonanzsignale der DNA-
Basen deuteten auf eine favorisierte Interkalation des Liganden zwischen die GC-
Basenpaare hin. Zudem war aufgrund der im Zuge der Titration zu beobachtenden
Veranderung des Signalhabitus der Iminoprotonen von einer langen Verweildauer (>
9.68 ms) der Testsubstanz an der DNA auszugehen. Hinweise auf Minor Groove
Binding waren jedoch trotz der anhand des Circulardichroismus fur Verbindung 92
belegten Bindung in der kleinen Rinne nicht zu verzeichnen, wobei angesichts der
unterschiedlichen Empfindlichkeit der Untersuchungsmethoden zum Nachweis eines
dualen Bindungsmodus zumeist der Einsatz verschiedener Verfahren erforderlich ist.
Somit konnte die hier etablierte Methode durch eine weitere Optimierung der
Versuchsbedingungen (Losungsmittel, Inkubationszeit, Temperatur) moglicherweise
ein alternatives Verfahren zur Charakterisierung des Bindungsmodus der Combi-
lexine - insbesondere zum Nachweis der mittels Circulardichroismus nur schwer

erfassbaren Interkalation - darstellen.

Abschliel3end wurde zur Visualisierung eines rationalen DNA-Bindungs-Modells des
bereits zur ‘H-NMR-Titration eingesetzten Naphthalimid-N-terminal gekoppelten
Thiophenpyrrolcarboxamids 92 ein Docking-Experiment (Arbeitskreis Pindur, D.
Buckert) durchgefiihrt. Da in dem hierzu verwendeten Programm ICM-PRO [22% 22€]
die Simulation der Target-Ligand-Komplexe nach einem Rigid Receptor Docking-
Verfahren erfolgt, wurde als Rezeptor die Kristallstruktur eines DNA-Oligonucleotids
eingesetzt, die bereits vor dem Docking-Prozess eine Interkalationskavitat aufwies
(d(GCGA|Interkalationskavitat] ATTCGCG)).

Es wurde gezeigt, dass sich Verbindung 92 infolge der durch den induced-fit-Effekt
hervorgerufenen konformativen Veranderung der C-terminalen Seitenkette sowie des
aliphatischen Linkers am N-Terminus optimal an den Rezeptor anpasste. Wahrend
sich das Naphthalimid-Grundgerust in die zwischen zwei AT-Basenpaaren lokali-
sierte Interkalationskavitat einschob, lagerte sich die Oligoamid-Einheit in der Minor

Groove an. Neben zwei H-Briicken und elektrostatischen Wechselwirkungen lieferten



267

insbesondere die engen van der Waals-Kontakte zwischen Target und Ligand einen

wesentlichen Beitrag zur Komplexbildungsenergie.

Zukunftige Arbeiten sollten sich aufgrund der insgesamt doch relativ vielver-
sprechenden Ergebnisse auch weiterhin mit dem Aufbau bioisosterer Combilexine
beschaftigen. Hier bestehen noch viele Variationsmdglichkeiten; von dem Einsatz
anderer Funfringheteroaromaten (z. B. Furan, Pyrazole, Oxazole) tuber die Anzahl bis
hin zur Position der ausgetauschten Pyrrolringe. Interessant wéare auch, die zu Pyrrol
bioisosteren Hetarene in unterschiedlichster Weise miteinander zu kombinieren.

Zur weiteren Strukturoptimierung sollte man sich ebenfalls mit der Untersuchung der
DNA-Ligand-Interaktionen auf molekularer Ebene befassen. Hierzu kénnten H-
NMR-Titrationsexperimente unter Anwendung zweidimensionaler (2 D) ‘H-NMR-
Verfahren und anschlieende Molekuldynamik-Simulation sehr hilfreich sein. Zudem
kdonnte die zur Charakterisierung von Protein-Ligand-Interaktionen in Losung bereits
erfolgreich eingesetzte STD-NMR-Spektroskopie mdglicherweise auch auf DNA-
Ligand-Komplexe ubertragen werden. Der grof3te Informationsgehalt wére jedoch
aus einer gut aufgelésten Rontgenkristallstruktur eines Combilexin-DNA-Komplexes
Zu gewinnen.

| ¥4 kénnte man daruber hinaus versuchen,

In Anlehnung an das Tietze-Model
glykosylierte Varianten der potentesten Combilexine herzustellen, die zur gezielten
Behandlung maligner Tumore nach der ,Antibody-Directed Enzyme Prodrug

Therapy*“-Strategie eingesetzt werden kénnten.
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10. Experimenteller Teil

10.1 Allgemeine Angaben

Schmelzpunkte:

Gerat: a) bis 200°C: Biichi 510, unkorrigierte Werte in °C
b) > 200°C: Electrothermal 1A 920, unkorrigierte Werte in °C

Elementaranalysen:

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

Massenspektren:

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

Chemie, Universitat Mainz, Frau M. Eider), 5 kV lonisierungsenergie

IR-Spektren:

Geréat: Avatar 330 FT-IR (Institut fir Pharmazie, Universitat Mainz);

Messung der Reinsubstanz mittlels ZnSe-Kristall (AMTIR)

Charakterisierung der Banden: Transmission
weak (w) > 60 %
medium (m) 30 % - 60 %
strong (s) < 30 %

Angaben der Banden als Wellenzahl in [cm™]
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NMR-Spektren:

Gerate: 300 MHz (*H) bzw. 75 MHz (**C): Bruker AC-300 (Institut fiir

Pharmazie, Universitat Mainz)

Signalabkirzungen:

S: Singulett

d: Dublett

dd: Doppeldublett

t: Triplett

q: Quartett

quint: Quintett

se: Septett

m: Multiplett

p: pseudo: der nachfolgende Kennbuchstabe beschreibt

lediglich den Signalhabitus
J: Kopplungskonstante als Absolutwert in Hz

dlppm]: chemische Verschiebung in d-Skala

Rontgenstrukturanalyse:

Gerat: Turbo-CAD 4, Enraf Nonius,

(Institut fur Organische Chemie, Herr Dr. D. Schollmeyer)

Chromatographie:

Dunnschichtchromatographie (DC): DC-Plastikfolien, Kieselgel 60 Fs4,
Schichtdicke 0.25 mm (Fa. Merck);
DC-Plastikfolien, Aluminiumoxid (neutral)
60 F2s4, Schichtdicke 0.25 mm (Fa. Merck)
Saulenchromatographie (SC): Kieselgel 60, Korngréf3e 0.063-0.2 mm
(Fa. Merck);
Aluminiumoxid (neutral),
KorngroRe 0.063-0.2 mm (Fa. Merck)
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Flash-Chromatographie: Kieselgel 60,
KorngroRe 0.015-0.040 mm (Fa. Merck)

Molecular Modelling:

Programm:  SPARTAN "04 Version 1.0.1
Wavefunction, Inc. Irvine, CA
Verwendete Rechen-Module:
- Kraftfeldvorminimierung (MMFF 94 [209 210])
- Equilibrium Conformer (Monte-Carlo-Verfahren 2°7)

- AM1 (nach Stewart 2% und Dewar 167 168))

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Hetarencarboxamid-Testsubstanzen zeigten im
Rahmen der NMR-Nachweisgrenze keine unerwiinschten Signale in den ‘H- und
13C.NMR-Spektren. Laut Diinnschichtchromatographie in  mindestens drei
verschiedenen FlieBmitteln waren alle Endverbindungen frei von Verunreinigungen
und zeigten nur einen Fleck. Trotz durchgefuhrter Trocknungsverfahren waren - wie
bei Oligoamiden haufig - L&sungsmitteleinschlisse zu beobachten, die bei den
entsprechenden Elementaranalysen eingerechnet wurden. Wie durch die in Kapitel
5.3, S. 179 beschriebenen Rontgenkristallstrukturen bereits gezeigt werden konnte,
kommt es selbst bei den Grundgeristen als Synthese-Bausteine zu
Losungsmitteleinschlissen. Bei einzelnen Verbindungen konnte jedoch aufgrund
unstochiometrischer Losungsmitteleinschlisse keine C,H,N-Analyse mit einer
Abweichung < 0.3 % erhalten werden. Hierbei sei angemerkt, dass zu den bisher in
der Literatur bekannten Hetarencarboxamiden anderer Serien zumeist keine

Elementaranalysen angegeben sind.

Bei den im folgenden Kapitel angegebenen Literaturangaben in der Kopfzeile handelt
es sich um die meist in modifizierter Form Gbernommenen Synthesevorschriften.
Dies bedeutet jedoch nicht generell, dass die entsprechenden Verbindungen bereits
literaturbekannt sind.
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10.2 Rontgenkristallographische Daten

Die aufgenommenen Rontgenkristallstrukturen wurden alle - mit Ausnahme von
Verbindung 60 - im Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), University
Chemical Laboratory, Lensfield Road, Cambridge CB2 1EW, U.K., unter den

folgenden Nummern hinterlegt:

Verbindung | CCDC-Nr.
69 254238
117 282122
143 282123
144 607345

Tabelle 10.1: CCDC-Nummern der hinterlegten Réntgenkristallstrukturen

Nach Fertigstellung der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 60 wurde festgestellt,
dass diese bereits von einer chinesischen Arbeitsgruppe versffentlicht wurde 24,
Aus diesem Grund wurde auf ein Hinterlegen der entsprechenden Rontgenkristall-
struktur beim CCDC verzichtet. Die beiden unabhangig voneinander kristallisierten

und ermittelten Kristallstrukturen stimmen jedoch sehr genau miteinander tberein.



10.2.1 Rontgenkristallographische Daten der Verbindung 60
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Abb. 10.1: SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 60; Nummerierung nicht

gemalf IUPAC

10.2.1.1 Kristalldaten fur Verbindung 60

Summenformel:
Molekulargewicht:
Absorption:
Transmission:
Kristallgrof3e:
Raumgruppe:
Gitterkonstanten:
(berechnet aus 25
Reflexen mit
61°<0<73°
Temperatur:
Dichte:

(C17H25N604)" CI - CH30OH

444.9 g/mol

m= 1.94 mm™ Korrektur mit Psi-scans
Tmin = 0.94, Tmax = 0.99

0.096 x 0.128 x 0.512 mm?® gelbe Nadel
P 21/c (monoklin)

a = 6.2086(8)A

b =17.8201(10)A b =90.803(7)°

c =19.421(3)A

V = 2148.5(5)A° z=4 F(000) = 944
-80°C

drsn = 1.375 gcm™®
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10.2.1.2 Datensammlung
Diffraktometer: Turbo CAD4
Strahlung: Cu-K, Graphitmonochromator
Scan-Typ: w/26
Scan-Breite: 0.9° + 0.15*tan(6)
Messbereich: 2°<0<74°
0<hs7 0<k=<22 24<1<24
Reflexzahl:
gemessen 4938

unabhéangige

4358 (Rin; = 0.0522)

beobachtete 3754 (IFl/s (F) > 4.0)

10.2.1.3 Datenkorrektur, Strukturlosung und -verfeinerung

Korrekturen: Lorentz- und Polarisationskorrektur, Intensitatsschwan-
kung von ca. 5 % mit kubischen Spline korrigiert

Losung: Programm: SIR-97 (Direkte Methoden)

Verfeinerung:

Diskrepanzfaktor:

Fitgute:
maximale Anderung
der Parameter:

maximale Peakhdhe

in diff. Fouriersynthese:

Bemerkung:

Programm: SHELXL-97 (Vollmatrixverfahren), 294 verfei-
nerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:

w = 1/[s?(Fo?) + (0.0951*P)? + 0.70*P]

wobei P = (Max (F¢?, 0) + 2* F?)/3;

Wasserstoffatome geometrisch eingefiigt (NH's und OH's
gefunden) und reitend isotrop verfeinert, Nichtwasserstoff-
atome anisotrop verfeinert;

wR2 = 0.1465 (R1 = 0.0516 fur beobachtete Reflexe,
0.0596 fur alle Reflexe)

S=1.045

0.001 *e.sd

0.60, -0.70 eA®
Methanol ist fehlgeordnet
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10.2.1.4 Endkoordinaten und aquivalente Auslenkungsparameter (A%
an = (1/3)*ZZijai*aj*aiaj

Atom X Y Z Usg

CL1 0.72366(8) 0.35057(3) 0.33552(3) 0.0320(2)

N1 1.5942(3) 0.08787(9) 0.56385(8) 0.0253(5)

C2 1.7369(3) 0.0669(1) 0.5160(1) 0.0272(5)

C3 1.6596(3) 0.0909(1) 0.4531(1) 0.0264(5)

C4 1.4618(3) 0.1278(1) 0.4626(1) 0.0277(6)

C5 1.4242(3) 0.1258(1) 0.5319(1) 0.0237(5)

C6 1.2440(3) 0.1579(1) 0.5717(1) 0.0251(5)

o7 1.2171(3) 0.1444(1) 0.63257(8) 0.0401(5)

N8 1.1149(3) 0.20397(9) 0.53470(9) 0.0260(5)

(01°] 0.9318(3) 0.2400(1) 0.56109(9) 0.0219(5)

C10 0.8604(3) 0.2432(1) 0.6281(1) 0.0251(5)

N11 0.6742(3) 0.28430(9) 0.62822(8) 0.0234(4)

Ci12 0.6272(3) 0.3074(1) 0.56238(9) 0.0207(5)

C13 0.7855(3) 0.2804(1) 0.51969(9) 0.0224(5)

C14 0.5457(4) 0.2950(1) 0.6900(1) 0.0330(6)

C15 0.4352(3) 0.3523(1) 0.5434(1) 0.0224(5)

016 0.3225(2) 0.38323(9) 0.58648(7) 0.0340(5)

N17 0.3943(3) 0.3568(1) 0.47560(9) 0.0281(5)

C18 0.2171(3) 0.4001(1) 0.4463(1) 0.0271(5)

C19 0.2868(3) 0.4782(1) 0.4249(1) 0.0306(6)

C20 0.1162(3) 0.5218(1) 0.3853(1) 0.0308(6)

N21 0.0373(3) 0.4843(1) 0.32057(8) 0.0250(5)

C22 0.2121(4) 0.4586(2) 0.2746(1) 0.0409(7)

C23 -0.1113(4) 0.5361(1) 0.2828(1) 0.0397(7)

N24 1.7661(3) 0.0797(1) 0.38944(9) 0.0326(5)

025 1.9410(3) 0.0467(1) 0.39018(9) 0.0459(5)

026 1.6796(3) 0.1032(1) 0.33643(8) 0.0448(6)

c27 1.6259(4) 0.0718(1) 0.6371(1) 0.0363(7)

CiL 1.1835(5) 0.2231(2) 0.3181(1) 0.0477(8)

Oo2L 1.0653(3) 0.22793(9) 0.38018(8) 0.0375(5)
10.2.1.5 Anisotrope Auslenkungsparameter
Atom U1 U2 Uz U Ui U2s
CL1 0.0229(3) 0.0399(3) 0.0333(3) 0.0004(2) 0.0024(2) 0.0007(2)
N1 0.0190(7) 0.0292(8) 0.0277(8) 0.0052(6) 0.0047(6) 0.0041(6)
Cc2 0.0206(9) 0.0283(9) 0.033(1) 0.0056(7) 0.0048(7) 0.0011(8)
C3 0.0224(9) 0.0295(10) 0.0275(10) 0.0054(7) 0.0051(7) -0.0041(7)
C4 0.0228(9) 0.0318(10) 0.0284(10) 0.0075(8) 0.0004(7) -0.0009(8)
C5 0.0170(8) 0.0252(9) 0.0289(9) 0.0029(7) 0.0028(7) 0.0033(7)
C6 0.0176(8) 0.0291(9) 0.0288(10) 0.0031(7) 0.0048(7) 0.0022(7)
o7 0.0316(8) 0.058(1) 0.0314(8) 0.0176(7) 0.0105(6) 0.0144(7)



Atom U1
N8  0.0179(8)
CoO  0.0153(8)
C10  0.0214(9)
N1l  0.0202(8)
Cl2  0.0165(8)
C13  0.0186(8)
Cl4  0.033(1)
C15  0.0169(8)
016  0.0276(7)
N17  0.0214(8)
C18  0.0184(9)
C19  0.0225(10)
C20  0.031(1)
N21  0.0235(8)
C22  0.040(1)
C23  0.044(1)
N24  0.0319(9)
025  0.0398(9)
026  0.0462(10)
C27  0.027(1)
CIL  0.051(2)
O2L  0.0372(9)
10.2.1.6

Uz

0.0347(9)
0.0255(9)
0.0307(9)
0.0297(8)
0.0239(8)
0.0280(9)
0.046(1)
0.0248(9)
0.0469(9)
0.0381(9)
0.035(1)
0.032(1)
0.0285810)
0.0294(8)
0.051(1)
0.050(1)
0.0361(9)
0.058(1)
0.061(1)
0.052(1)
0.059(2)
0.0471(9)

Endkoordinaten
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Uss U Uiz Uz
0.0257(8) 0.0059(6) 0.0072(6) 0.0037(7)
0.0252(9) 0.0002(7)  0.0055(7) 0.0011(7)
0.0231(9) 0.0033(7) 0.0021(7) 0.0024(7)
0.0204(8) 0.0028(6) 0.0057(6) -0.0009(6)
0.0216(8) -0.0003(7) 0.0038(6) -0.0012(7)
0.0206(8) 0.0016(7)  0.0054(7) 0.0022(7)
0.0208(9) 0.0098(9) 0.0108(8) 0.0008(8)
0.0257(9) -0.0004(7)  0.0044(7) -0.0009(7)
0.0279(7) 0.0150(7)  0.0061(6) -0.0035(6)
0.0248(8) 0.0098(7)  0.0039(7) 0.0003(7)
0.0283(9) 0.0027(8)  0.0001(7) 0.0021(8)
0.037(1) -0.0001(8) -0.0059(8) -0.0010(8)
0.032(1) 0.0046(8) -0.0048(8) -0.0050(8)
0.0221(8) 0.0037(7)  0.0043(6) -0.0004(6)
0.032(1) 0.016(1) 0.0187(10) 0.0036(10)
0.025(1) 0.020(1) -0.0031(9) -0.0007(9)
0.0299(9) 0.0111(7)  0.0052(7) -0.0037(7)
0.0402(9) 0.0268(8) 0.0125(7) -0.0007(8)
0.0272(8) 0.0196(8) 0.0043(7) -0.0014(7)
0.031(1) 0.0102(9) 0.0032(8) 0.0122(9)
0.034(1) 0.021(1) 0.014(1) 0.001(1)
0.0285(8) 0.0122(7) 0.0077(6) 0.0005(6)
und isotrope Auslenkungsparameter der

Wasserstoffatome (A?)

Atom

H2
H4
H8
H10
H13
H14A
H14B
H14C
H17
H18A
H18B
H19A
H19B
H20A
H20B
H21
H22A

X

1.86739
1.37245

1.1176(3)

0.92845
0.79376
0.60448
0.39622
0.55031
0.483(3)
0.10143
0.15754
0.32780
0.41635

-0.00814
0.17554

-0.029(2)
0.30476

Y

0.04026
0.14960

0.2079(2)

0.22091
0.28777
0.26402
0.28033
0.34798

0.3374(8)

0.40422
0.37325
0.50691
0.47382
0.53013
0.57155
0.445(1)
0.42286

y4

0.52422
0.42793

0.490(1)

0.66718
0.47135
0.72749
0.68036
0.70368

0.450(1)

0.48068
0.40567
0.46666
0.39601
0.41573
0.37324

0.3312(4)

0.29946

Uiso

0.039(7)
0.030(6)
0.031(6)
0.031(6)
0.031(6)
0.062(6)
0.062(6)
0.062(6)
0.042(7)
0.035(5)
0.035(5)
0.038(5)
0.038(5)
0.040(5)
0.040(5)
0.026(6)
0.049(5)



10.2.1.7

10.2.1.8

Atom X

H22B 0.29799
H22C 0.14893
H23A -0.22068
H23B -0.18169
H23C -0.02901
H27A 1.59767
H27B 1.77471
H27C 1.52673
H1LA 1.12786
H1LB 1.21056
H1LC 1.34044
H1LD 1.08407
H1LE 1.20567
H1LF 1.26037
H2LA 0.96101

Wasserstoffbrickenbindungen

Y

0.50184
0.43412
0.55490
0.50909
0.57840
0.11723
0.05543
0.03200
0.24120
0.16250
0.25013
0.20371
0.27961
0.17901
0.25897

y4

0.26028
0.23394
0.31430
0.24470
0.26445
0.66393
0.64543
0.65098
0.27845
0.31575
0.33550
0.27893
0.29563
0.32253
0.36840

Uiso

0.049(5)
0.049(5)
0.057(5)
0.057(5)
0.057(5)
0.059(5)
0.059(5)
0.059(5)
0.062(8)
0.062(8)
0.062(8)
0.062(8)
0.062(8)
0.062(8)
0.07(1)

D-H..A d(D-H) [d(H...A) | d(D..A) |< (DHA)
N(8)-H(8)...0(2L) 0.87 | 218 | 3.043(2) | 169.2
N(17)-H(17)...CI(2) 0.82 | 271 |3.4278(19)| 147.4
N(21)-H(21)..CI1)#1 | 0.83 | 2.28 |3.0932(19)| 1635
O(2L)-H(2LA)...CI(1) | 0.88 | 228 |3.1585(17)| 172.7

Tabelle 10.2: Wasserstoffbriickenbindungen fur Verbindung 60;
Bindungslangen (A), Winkel (Grad);
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Symmetrische Transformation zur Berechnung aquivalenter Atome:

#1x-1,y,z

Bindungslangen [A]

N(1)-C(2) 1.346(2)
N(1)-C(5) 1.392(2)
N(1)-C(27) 1.461(3)
C(2)-C(3) 1.374(3)
C(3)-C(4) 1.407(3)
C(3)-N(24) 1.425(3)
C(4)-C(5) 1.369(3)

C(5)-C(6) 1.484(3)
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C(6)-0(7)
C(6)-N(8)
N(8)-C(9)
C(9)-C(10)
C(9)-C(13)
C(10)-N(11)
N(11)-C(12)
N(11)-C(14)
C(12)-C(13)
C(12)-C(15)
C(15)-O(16)
C(15)-N(17)
N(17)-C(18)
C(18)-C(19)
C(19)-C(20)
C(20)-N(21)
N(21)-C(22)
N(21)-C(23)
N(24)-0(26)
N(24)-0(25)
C(1L)-O(2L)

1.221(3)
1.347(2)
1.409(2)
1.383(3)
1.403(2)
1.368(2)
1.371(2)
1.464(2)
1.381(2)
1.479(2)
1.228(2)
1.340(2)
1.453(2)
1.517(3)
1.515(3)
1.500(2)
1.487(2)
1.491(3)
1.228(2)
1.235(2)
1.422(3)

Bindungswinkel [Grad]

C(2)-N(1)-C(5)
C(2)-N(1)-C(27)
C(5)-N(1)-C(27)
N(1)-C(2)-C(3)
C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-N(24)
C(4)-C(3)-N(24)
C(5)-C(4)-C(3)
C(4)-C(5)-N(1)
C(4)-C(5)-C(6)
N(1)-C(5)-C(6)
O(7)-C(6)-N(8)
O(7)-C(6)-C(5)
N(8)-C(6)-C(5)
C(6)-N(8)-C(9)
C(10)-C(9)-C(13)
C(10)-C(9)-N(8)
C(13)-C(9)-N(8)
N(11)-C(10)-C(9)
C(10)-N(11)-C(12)

109.24(16)
122.42(17)
128.34(17)
107.53(17)
108.93(17)
124.53(18)
126.54(18)
106.12(17)
108.18(16)
129.99(17)
121.82(17)
123.23(18)
122.92(17)
113.85(17)
124.13(17)
107.76(16)
129.23(17)
123.01(17)
107.77(16)
109.15(15)

C(10)-N(11)-C(14)
C(12)-N(11)-C(14)
N(11)-C(12)-C(13)
N(11)-C(12)-C(15)
C(13)-C(12)-C(15)
C(12)-C(13)-C(9)

O(16)-C(15)-N(17)
O(16)-C(15)-C(12)
N(17)-C(15)-C(12)
C(15)-N(17)-C(18)
N(17)-C(18)-C(19)
C(20)-C(19)-C(18)
N(21)-C(20)-C(19)
C(22)-N(21)-C(23)
C(22)-N(21)-C(20)
C(23)-N(21)-C(20)
0(26)-N(24)-0(25)
0(26)-N(24)-C(3)

0(25)-N(24)-C(3)

277

122.77(16)
127.94(16)
108.17(16)
123.70(16)
128.12(17)
107.15(16)
122.72(18)
122.59(17)
114.69(16)
123.25(17)
112.14(16)
114.20(17)
114.50(17)
110.31(16)
114.04(17)
109.21(16)
123.13(18)
118.48(17)
118.39(18)
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10.2.1.10 Torsionswinkel [Grad]

C(5)-N(1)-C(2)-C(3) -0.2(2)
C(27)-N(1)-C(2)-C(3) -179.61(19)
N(1)-C(2)-C(3)-C(4) -0.2(2)
N(1)-C(2)-C(3)-N(24) 179.63(19)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 0.5(2)
N(24)-C(3)-C(4)-C(5) -179.3(2)
C(3)-C(4)-C(5)-N(1) -0.6(2)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6) 177.96(19)
C(2)-N(1)-C(5)-C(4) 0.5(2)
C(27)-N(1)-C(5)-C(4) 179.9(2)
C(2)-N(1)-C(5)-C(6) -178.21(18)
C(27)-N(1)-C(5)-C(6) 1.2(3)
C(4)-C(5)-C(6)-O(7) 171.0(2)
N(1)-C(5)-C(6)-O(7) -10.6(3)
C(4)-C(5)-C(6)-N(8) -9.8(3)
N(1)-C(5)-C(6)-N(8) 168.63(17)
O(7)-C(6)-N(8)-C(9) -1.8(3)
C(5)-C(6)-N(8)-C(9) 178.99(17)
C(6)-N(8)-C(9)-C(10) 7.6(3)
C(6)-N(8)-C(9)-C(13) -172.07(19)
C(13)-C(9)-C(10)-N(11) 0.2(2)
N(8)-C(9)-C(10)-N(11) -179.52(18)
C(9)-C(10)-N(11)-C(12) -0.2(2)
C(9)-C(10)-N(11)-C(14) 175.81(18)
C(10)-N(11)-C(12)-C(13) 0.2(2)
C(14)-N(11)-C(12)-C(13) -175.60(19)
C(10)-N(11)-C(12)-C(15) 179.24(17)
C(14)-N(11)-C(12)-C(15) 3.5(3)
N(11)-C(12)-C(13)-C(9) -0.1(2)
C(15)-C(12)-C(13)-C(9) -179.07(17)
C(10)-C(9)-C(13)-C(12) -0.1(2)
N(8)-C(9)-C(13)-C(12) 179.65(17)
N(11)-C(12)-C(15)-O(16) 12.8(3)
C(13)-C(12)-C(15)-0(16) -168.4(2)
N(11)-C(12)-C(15)-N(17) -167.49(17)
C(13)-C(12)-C(15)-N(17) 11.4(3)
O(16)-C(15)-N(17)-C(18) 1.6(3)
C(12)-C(15)-N(17)-C(18) -178.12(17)
C(15)-N(17)-C(18)-C(19) 95.0(2)
N(17)-C(18)-C(19)-C(20) 172.09(17)
C(18)-C(19)-C(20)-N(21) -58.0(3)
C(19)-C(20)-N(21)-C(22) -50.0(2)
C(19)-C(20)-N(21)-C(23) -173.95(19)
C(2)-C(3)-N(24)-0(26) 179.3(2)
C(4)-C(3)-N(24)-0(26) -0.8(3)
C(2)-C(3)-N(24)-0(25) -0.6(3)
C(4)-C(3)-N(24)-0(25) 179.2(2)
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10.2.2 Rontgenkristallographische Daten der Verbindung 69

Abb. 10.2: SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 69; Nummerierung nicht
gemal IUPAC

10.2.2.1 Kristalldaten fur Verbindung 69

Summenformel:
Molekulargewicht:
Absorption:
Transmission:
Kristallgrof3e:
Raumgruppe:
Gitterkonstanten:
(berechnet aus 25
Reflexen mit

66° <0< 73°
Temperatur:
Dichte:

(C17H23N504S)

393.46 g/mol

m= 1.72 mm™ Korrektur mit Psi-scans
Tmin = 0.82, Thax =0.99

0.1 x 0.3 x 0.4 mm? gelbe Platte

P bca (orthorhombisch)
a=13.2765(4)A

b =15.9166(11)A

c =18.9702(7)A

V = 4008.7(3)A3 z=8 F(000) = 1664
22°C

drsn = 1.304 gcm™®
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10.2.2.2 Datensammlung

Diffraktometer:
Strahlung:
Scan-Typ:
Scan-Breite:

Messbereich:

Reflexzahl:
gemessen

unabhéangige

Turbo CAD4

Cu-K, Graphitmonochromator

w/28

0.9° + 0.14*tan(0)

2°<0<=s74°

-16<h<0 0<k=<19 0<1=<23

4520
4039 (Rs = 0.0323)

beobachtete 2927 (IFl/s (F) > 4.0)

10.2.2.3 Datenkorrektur, Strukturlosung und -verfeinerung
Korrekturen: Lorentz- und Polarisationskorrektur
Losung: Programm: SIR-97 (Direkte Methoden)

Verfeinerung:

Diskrepanzfaktor:

Fitgute:
maximale Anderung
der Parameter:

maximale Peakhdhe

in diff. Fouriersynthese:

Programm: SHELXL-97 (Vollmatrixverfahren), 258 verfei-
nerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:

w = 1/[s?(Fo?) + (0.0913*P)? + 1.03*P]

wobei P = (Max (F¢?, 0) + 2* F¢?)/3;

Wasserstoffatome geometrisch eingefiigt u. reitend isotrop
verfeinert (NH's lokalisiert), Nichtwasserstoffatome aniso-
trop verfeinert;

wR2 = 0.1630 (R1 = 0.0557 fur beobachtete Reflexe,
0.0785 fur alle Reflexe)

S =1.010

0.001 *e.sd

0.26, -0.37 eA®



10.2.2.4 Endkoordinaten und aquivalente Auslenkungsparameter (A%
an = (1/3)*ZZijai*aj*aiaj
Atom X Y Z Usg
S1 0.08439(5) 0.16874(5) 0.46216(3) 0.0581(2)
Cc2 0.0497(2) 0.1065(2) 0.5326(1) 0.0452(7)
C3 0.1295(2) 0.0627(2) 0.5572(1) 0.0515(8)
C4 0.2177(2) 0.0805(2) 0.5188(1) 0.0522(8)
C5 0.2070(2) 0.1368(2) 0.4651(1) 0.0529(8)
N6 0.3119(2) 0.0415(2) 0.5369(2) 0.076(1)
o7 0.3130(2) -0.0067(2) 0.5860(2) 0.137(2)
08 0.3866(2) 0.0575(2) 0.5031(2) 0.112(1)
C9 0.2819(2) 0.1715(2) 0.4137(2) 0.074(1)
C10 -0.0569(2) 0.1086(2) 0.5545(1) 0.0470(7)
011 -0.1196(2) 0.1467(1) 0.5187(1) 0.0630(6)
N12 -0.0803(2) 0.0672(1) 0.6136(1) 0.0487(6)
C13 -0.1782(2) 0.0558(1) 0.6398(1) 0.0434(7)
Cil4 -0.2677(2) 0.0849(2) 0.6126(1) 0.0489(7)
N15 -0.3438(1) 0.0573(1) 0.6547(1) 0.0485(6)
C16 -0.3040(2) 0.0098(2) 0.7084(1) 0.0440(7)
C17 -0.2010(2) 0.0087(2) 0.7000(1) 0.0470(7)
C18 -0.4507(2) 0.0703(2) 0.6378(2) 0.069(1)
C19 -0.3664(2) -0.0321(2) 0.7620(1) 0.0492(7)
020 -0.4504(1) -0.0060(1) 0.7800(1) 0.0646(7)
N21 -0.3262(2) -0.1014(2) 0.7890(1) 0.0581(7)
Cc22 -0.3746(2) -0.1502(2) 0.8442(2) 0.068(1)
Cc23 -0.3273(3) -0.2345(2) 0.8514(2) 0.085(1)
C24 -0.2169(3) -0.2321(2) 0.8690(2) 0.087(1)
N25 -0.1522(2) -0.2036(2) 0.8108(1) 0.0666(9)
C26 -0.0550(3) -0.1772(3) 0.8383(2) 0.096(2)
Cc27 -0.1369(3) -0.2686(3) 0.7587(2) 0.106(2)
10.2.2.5 Anisotrope Auslenkungsparameter
Atom U1 Uoo Uss Ui Uiz Uzs
S1 0.0543(4) 0.0677(4) 0.0521(4) -0.0003(3) 0.0030(3) 0.0097(3)
Cc2 0.045(1) 0.046(1) 0.044(1) -0.0037(10) 0.0016(10) -0.0023(10)
C3 0.049(1) 0.051(2) 0.055(1) -0.001(1) 0.001(1) 0.000(1)
C4 0.044(2) 0.056(1) 0.057(1) -0.001(2) 0.000(1) -0.010(2)
C5 0.051(2) 0.060(1) 0.048(1) -0.008(1) 0.003(1) -0.011(2)
N6 0.047(2) 0.098(2) 0.084(2) 0.007(1) -0.004(1) -0.004(2)
o7 0.065(2) 0.169(3) 0.178(3) 0.027(2) -0.004(2) 0.088(3)
08 0.046(1) 0.191(3) 0.100(2) 0.014(2) 0.008(1) 0.002(2)
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Atom U1

Co9  0.064(2)
C10  0.044(1)
011  0.054(1)
N12  0.0361(10)
C13  0.036(1)
Cl4  0.044(1)
N15  0.0353(10)
C16  0.039(1)
C17  0.038(1)
c18  0.038(1)
C19  0.041(1)
020  0.0441(10)
N21  0.048(1)
C22  0.060(2)
C23  0.088(2)
C24  0.090(2)
N25  0.066(2)
C26  0.079(2)
C27  0.116(3)
10.2.2.6

Uz

0.089(2)
0.052(1)
0.080(1)
0.062(1)
0.049(1)
0.056(1)
0.059(1)
0.051(1)
0.057(1)
0.096(2)
0.065(1)
0.091(1)
0.071(1)
0.087(2)
0.079(2)
0.088(2)
0.060(1)
0.093(3)
0.093(3)

Endkoordinaten

Uss

0.070(2)
0.045(1)
0.055(1)
0.048(1)
0.045(1)
0.047(1)
0.051(1)
0.042(1)
0.047(1)
0.073(2)
0.042(1)
0.059(1)
0.056(1)
0.058(2)
0.089(2)
0.084(2)
0.074(2)
0.116(3)
0.108(3)

und

Wasserstoffatome (A?)

Atom

H3
HOA
HO9B
HIOC
H12
H14
H1l7
H18A
H18B
H18C
H21
H22A
H22B
H23A
H23B
H24A
H24B
H26A
H26B
H26C

U

-0.019(2)
0.002(1)
0.0147(10)
0.0018(9)
0.0020(9)
0.004(1)
0.0076(9)
0.0041(10)
0.006(1)
0.012(1)
0.000(1)
0.0113(9)
0.003(1)

-0.008(2)

-0.016(2)
0.004(2)
0.005(1)
0.004(2)
0.009(2)

Uiz

0.021(2)
-0.0004(10)
0.0009(8)

-0.0024(9)
-0.0014(9)
-0.003(1)
-0.0037(8)
-0.0015(9)
-0.0020(10)
-0.012(1)
0.0005(10)
0.0104(8)
0.010(1)
0.012(1)
0.019(2)
0.003(2)
0.003(1)
-0.005(2)
0.009(3)

X

0.12655
0.24933
0.30877
0.33561

-0.033(2)

-0.27497

-0.15500

-0.49163

-0.46606

-0.46414

-0.268(2)

-0.44551

-0.36928

-0.33613

-0.36237

-0.20709

-0.19581

-0.06477

-0.01436

-0.02166
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Uz

-0.003(2)
-0.002(1)
0.0149(9)
0.0077(9)
0.0006(10)
0.003(1)
-0.0010(9)
-0.0042(10)
0.003(1)
0.008(2)
-0.008(1)
-0.0050(10)
0.011(1)
0.014(1)
0.023(2)
0.036(2)
0.013(1)
0.006(2)
-0.014(3)

isotrope Auslenkungsparameter der

Y z Usso
0.02538 0.59493 0.061(8)
0.21170 0.38362 0.136(10)
0.12663 0.38559 0.136(10)
0.19844 0.43893 0.136(10)
0.0449(8)  0.6363(8)  0.055(8)
0.11774 0.57240 0.064(8)

-0.01845 0.72913 0.051(7)
0.04636 0.67431 0.16(1)
0.04367 0.59367 0.16(1)
0.12942 0.63429 0.16(1)

-0.1208(7)  0.7755(5)  0.070(9)

-0.15679 0.83329 0.081(7)

-0.12039 0.88867 0.081(7)

-0.26483 0.80746 0.107(9)

-0.26543 0.88793 0.107(9)

-0.19499 0.90897 0.13(1)

-0.28795 0.88314 0.13(1)

-0.13420 0.87311 0.136(10)

-0.15567 0.80059 0.136(10)

-0.22445 0.85952 0.136(10)



10.2.2.7

10.2.2.8

Atom

H27A -0
H27B -0
H27C -0

283

X Y Z Uiso
.20098 -0.28656 0.74065 0.123(9)
.10312 -0.31545 0.78004 0.123(9)
.09663 -0.24698 0.72081 0.123(9)

Wasserstoffbrickenbindungen

D-H...A

d(D-H) [ d(H...A) [ d(D...A) | < (DHA)

N(12)-H(12)

_.0(20#1 | 0.84 | 2.09 |2.899(3)| 160.8

N(21)-H(21)

_.N(25) 0.87 | 2.14 |2.856(3)| 140.1

Tabelle 10.3:

Wasserstoffbriickenbindungen fir Verbindung 69;

Bindungslangen (A), Winkel (Grad);

Symmetrische Transformation zur Berechnung aquivalenter Atome:
#1 x+1/2,y, -z+3/2

Bindungslangen [A]

S(1)-C(5)
S(1)-C(2)
C(2)-C(3)
C(2)-C(10)
C(3)-C(4)
C(4)-C(5)
C(4)-N(6)
C(5)-C(9)
N(6)-O(7)
N(6)-O(8)
C(10)-O(11)
C(10)-N(12)
N(12)-C(13)
C(13)-C(14)
C(13)-C(17)
C(14)-N(15)
N(15)-C(16)
N(15)-C(18)
C(16)-C(17)
C(16)-C(19)
C(19)-0(20)
C(19)-N(21)
N(21)-C(22)
C(22)-C(23)
C(23)-C(24)
C(24)-N(25)
N(25)-C(27)
N(25)-C(26)

1.706(3)
1.726(2)
1.352(3)
1.476(3)
1.408(3)
1.364(4)
1.439(4)
1.498(4)
1.207(4)
1.207(3)
1.233(3)
1.338(3)
1.403(3)
1.376(3)
1.400(3)
1.360(3)
1.374(3)
1.470(3)
1.377(3)
1.471(3)
1.237(3)
1.328(3)
1.455(3)
1.486(5)
1.504(5)
1.472(4)
1.444(4)
1.454(4)
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10.2.2.10 Torsionswinkel [Grad]
C(5)-S(1)-C(2)-C(3) -0.1(2)
C(5)-S(1)-C(2)-C(10) -179.37(19)
C(10)-C(2)-C(3)-C(4) 179.3(2)
S(1)-C(2)-C(3)-C(4) 0.2(3)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -0.3(3)
C(2)-C(3)-C(4)-N(6) 179.1(2)
C(3)-C(4)-C(5)-C(9) 179.5(3)
N(6)-C(4)-C(5)-C(9) 0.1(5)
C(3)-C(4)-C(5)-S(2) 0.2(3)
C(2)-S(1)-C(5)-C(4) -179.2(2)
C(2)-S(1)-C(5)-C(9) -0.05(19)
C(5)-C(4)-N(6)-O(7) -179.4(2)
C(3)-C(4)-N(6)-O(7) 179.2(3)
C(5)-C(4)-N(6)-O(8) -0.2(5)
C(3)-C(4)-N(6)-O(8) -0.9(5)
C(3)-C(2)-C(10)-O(12) 179.8(3)
S(1)-C(2)-C(10)-0(11) -171.6(3)
C(3)-C(2)-C(10)-N(12) 7.4(3)
S(1)-C(2)-C(10)-N(12) 7.9(4)
0O(11)-C(10)-N(12)-C(13) -173.00(18)
C(2)-C(10)-N(12)-C(13) 5.2(4)
C(10)-N(12)-C(13)-C(14) -174.3(2)
C(10)-N(12)-C(13)-C(17) -1.4(4)

10.2.2.9 Bindungswinkel [Grad]

C(5)-S(1)-C(2) 93.34(12) C(17)-C(13)-N(12) 124.0(2)
C(3)-C(2)-C(10) 131.8(2) N(15)-C(14)-C(13) 108.2(2)
C(3)-C(2)-S(2) 110.81(19) C(14)-N(15)-C(16) 109.13(19)
C(10)-C(2)-S(1) 117.43(18) C(14)-N(15)-C(18) 122.9(2)
C(2)-C(3)-C(4) 111.6(2) C(16)-N(15)-C(18) 127.6(2)
C(5)-C(4)-C(3) 115.7(2) N(15)-C(16)-C(17) 107.6(2)
C(5)-C(4)-N(6) 123.5(3) N(15)-C(16)-C(19) 123.1(2)
C(3)-C(4)-N(6) 120.8(3) C(17)-C(16)-C(19) 129.3(2)
C(4)-C(5)-C(9) 131.3(3) C(16)-C(17)-C(13) 107.6(2)
C(4)-C(5)-S(2) 108.59(19) 0(20)-C(19)-N(21) 122.4(2)
C(9)-C(5)-S(2) 120.2(2) 0(20)-C(19)-C(16) 123.1(2)
O(7)-N(6)-O(8) 122.3(3) N(21)-C(19)-C(16) 114.6(2)
O(7)-N(6)-C(4) 118.0(3) C(19)-N(21)-C(22) 122.9(2)
O(8)-N(6)-C(4) 119.7(3) N(21)-C(22)-C(23) 111.2(3)
0O(11)-C(10)-N(12) 123.2(2) C(22)-C(23)-C(24) 114.2(3)
0(11)-C(10)-C(2) 120.2(2) N(25)-C(24)-C(23) 114.2(3)
N(12)-C(10)-C(2) 116.6(2) C(27)-N(25)-C(26) 109.2(3)
C(10)-N(12)-C(13) 125.2(2) C(27)-N(25)-C(24) 112.0(3)
C(14)-C(13)-C(17) 107.4(2) C(26)-N(25)-C(24) 109.7(3)
C(14)-C(13)-N(12) 128.6(2)



10.2.3

Abb. 10.3:

C(10)-N(12)-C(13)-C(17)
C(17)-C(13)-C(14)-N(15)
N(12)-C(13)-C(14)-N(15)
C(13)-C(14)-N(15)-C(16)
C(13)-C(14)-N(15)-C(18)
C(14)-N(15)-C(16)-C(17)
C(18)-N(15)-C(16)-C(17)
C(14)-N(15)-C(16)-C(19)
C(18)-N(15)-C(16)-C(19)
N(15)-C(16)-C(17)-C(13)
C(19)-C(16)-C(17)-C(13)
C(14)-C(13)-C(17)-C(16)
N(12)-C(13)-C(17)-C(16)
N(15)-C(16)-C(19)-0(20)
C(17)-C(16)-C(19)-0(20)
N(15)-C(16)-C(19)-N(21)
C(17)-C(16)-C(19)-N(21)
0(20)-C(19)-N(21)-C(22)
C(16)-C(19)-N(21)-C(22)
C(19)-N(21)-C(22)-C(23)
N(21)-C(22)-C(23)-C(24)
C(22)-C(23)-C(24)-N(25)
C(23)-C(24)-N(25)-C(27)
C(23)-C(24)-N(25)-C(26)

176.7(2)
0.4(3)
178.8(2)
-0.7(3)

-174.4(2)

0.7(3)
174.1(2)

-177.8(2)

-4.5(4)
-0.5(3)
178.0(2)
0.0(3)

-178.4(2)

-27.4(4)
154.4(3)
151.5(2)
-26.7(4)

-3.1(4)
178.0(2)
165.5(3)

59.5(4)
-71.3(4)
-77.2(4)
161.4(3)

Rontgenkristallographische Daten der Verbindung 117
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SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 117; Nummerierung nicht
gemal IUPAC



10.2.3.1 Kristalldaten fir Verbindung 117

Summenformel:
Molekulargewicht:
Absorption:
Transmission:
Kristallgrof3e:
Raumgruppe:
Gitterkonstanten:
(berechnet aus 25
Reflexen mit

65° <0 <70°
Temperatur:
Dichte:

(C21H32N604S) - H20

482.6 g/mol

m= 1.50 mm™ Korrektur mit Psi-scans
Tmin = 0.83, Tmax = 0.99

0.32 x 0.384 x 0.64 mm® farbloser Block

P -1 (triklin)

a =10.356(2)A a=111.70(1)°

b =10.816(2)A b = 106.24(1)°

c =12.755(2)A g = 92.92(1)°

V = 1255.2(4)A3 z=2 F(000) = 516
22°C

dron = 1.277 gcm™

10.2.3.2 Datensammlung

Diffraktometer:
Strahlung:
Scan-Typ:
Scan-Breite:

Messbereich:

Reflexzahl:
gemessen

unabhéangige

Turbo CAD4

Cu-K, Graphitmonochromator

w/28

0.9° + 0.15*tan(6)

1.5°<0=<70°

0<h=s12 -13<k=<13 -15<1=<14

5049
4765 (R = 0.0317)

beobachtete 4423 (IFl/s (F) > 4.0)

10.2.3.3 Datenkorrektur, Strukturlosung und -verfeinerung
Korrekturen: Lorentz- und Polarisationskorrektur
Losung: Programm: SIR-97 (Direkte Methoden)
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Verfeinerung:

Diskrepanzfaktor:

Fitgute:

maximale Anderung

der Parameter:

maximale Peakhdhe

in diff. Fouriersynthese:

10.2.3.4

Atom

C1
N2
C3
C4
C5
C6
N7
C8
09
C10
N11
C12
C13
Cl4
C15
N16
C17
018
C19
C20

X

0.6883(3)
0.5528(2)
0.5536(4)
0.4934(3)
0.4515(3)
0.3312(2)
0.3587(2)
0.2918(2)
0.1969(1)
0.3388(2)
0.2574(1)
0.3294(2)
0.4592(2)
0.4653(2)
0.1125(2)
0.5710(1)
0.5607(2)
0.4525(1)
0.6940(2)
0.8067(2)
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Programm: SHELXL-97 (Vollmatrixverfahren), 313 verfei-
nerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:

w = 1/[s?(Fo?) + (0.0735*P)? + 0.40*P]

wobei P = (Max (F¢?, 0) + 2% F?)/3;

Wasserstoffatome lokalisiert und reitend isotrop verfeinert,
Nichtwasserstoffatome anisotrop verfeinert;

wR2 = 0.1263 (R1 = 0.0446 fur beobachtete Reflexe,
0.0470 fur alle Reflexe)

S =1.068

0.001 *e.sd

0.40, -0.41 eA?

Endkoordinaten und aquivalente Auslenkungsparameter (A%

Uasq = (1/3)*2Zja*a*aig,;

Y z Usq
0.2188(3) -0.6227(3) 0.092(2)

0.1398(2) -0.6807(2) 0.0604(8)
0.0061(3) -0.6780(4) 0.095(2)

0.1248(3) -0.8058(2) 0.069(1)

0.2501(3) -0.8185(2) 0.070(1)

0.2924(2) -0.7774(2) 0.0529(9)
0.3083(2) -0.6542(1) 0.0440(6)
0.3761(2) -0.5833(1) 0.0368(6)
0.4344(1) -0.6154(1) 0.0445(5)
0.3790(2) -0.4624(1) 0.0360(6)
0.3945(2) -0.3916(1) 0.0405(6)
0.3885(2) -0.2873(2) 0.0427(7)
0.3711(2) -0.2896(1) 0.0374(6)
0.3645(2) -0.4002(1) 0.0384(7)
0.4036(3) -0.4232(2) 0.060(1)

0.3678(2) -0.1984(1) 0.0415(6)
0.3456(2) -0.1033(2) 0.0389(7)
0.3190(2) -0.0892(1) 0.0581(7)
0.3533(2) -0.0160(1) 0.0361(6)
0.4510(2) 0.0393(1) 0.0351(6)



Atom X Y Z Usq

N21 0.9103(1) 0.4267(1) 0.1214(1) 0.0358(5)

C22 0.8754(2) 0.3113(2) 0.1258(1) 0.0352(6)

S23 0.71398(4) 0.22488(4) 0.03429(3) 0.0394(2)

C24 0.8263(2) 0.5811(2) 0.0260(2) 0.0456(7)

N25 0.9619(2) 0.2652(2) 0.2011(1) 0.0421(6)

C26 0.9403(2) 0.1365(2) 0.1950(2) 0.0433(7)

027 0.8433(2) 0.0520(2) 0.1242(1) 0.0605(7)

028 1.0422(1) 0.1234(1) 0.2794(1) 0.0500(6)

C29 1.0580(2) -0.0118(2) 0.2801(2) 0.0520(9)

C30 0.9374(3) -0.0714(3) 0.3015(3) 0.067(1)

C31 1.1872(3) 0.0211(3) 0.3855(3) 0.084(1)

C32 1.0784(3) -0.1001(3) 0.1649(3) 0.075(1)

o1w 0.8251(1) 0.3836(2) -0.2678(1) 0.0565(6)
10.2.3.5 Anisotrope Auslenkungsparameter
Atom Uir Uo Uss Uso Uiz Uz
C1 0.067(2) 0.086(2) 0.102(2) 0.017(2) 0.025(2) 0.016(2)
N2 0.057(2) 0.068(1) 0.066(1) 0.0250(9) 0.0282(9) 0.0301(9)
C3 0.090(2) 0.087(2) 0.133(3) 0.038(2) 0.047(2) 0.061(2)
C4 0.076(2) 0.075(12) 0.060(12) 0.022(1) 0.036(1) 0.020(2)
C5 0.078(2) 0.097(2) 0.056(1) 0.030(2) 0.039(1) 0.039(1)
C6 0.057(2) 0.074(2) 0.0356(9) 0.0197(10) 0.0171(8) 0.0290(9)
N7 0.0422(8) 0.0646(10) 0.0343(7) 0.0195(7) 0.0127(6) 0.0280(7)
C8 0.0317(8) 0.0469(9) 0.0337(8) 0.0082(7) 0.0061(6) 0.0213(7)
09 0.0399(6) 0.0580(7) 0.0376(6) 0.0165(5) 0.0055(5) 0.0257(6)
C10 0.0304(8) 0.0485(9) 0.0308(8) 0.0100(7) 0.0078(6) 0.0189(7)
N11  0.0290(7) 0.0632(9) 0.0337(7) 0.0175(6) 0.0103(6) 0.0228(7)
Cl2 0.0334(8) 0.069(1) 0.0319(8) 0.0168(8) 0.0116(7) 0.0248(8)
C13 0.0312(8) 0.0531(10) 0.0319(8) 0.0086(7) 0.0059(6) 0.0217(7)
Cl4 0.0294(8) 0.058(1) 0.0331(8) 0.0115(7) 0.0099(6) 0.0236(7)
C15 0.0325(9) 0.110(2) 0.049(1) 0.032(1) 0.0157(8) 0.039(1)
N16 0.0266(7) 0.0701(10) 0.0339(7) 0.0100(6) 0.0067(6) 0.0294(7)
C17 0.0305(8) 0.0573(10) 0.0336(8) 0.0100(7) 0.0079(7) 0.0246(7)
018 0.0307(6) 0.106(1) 0.0534(8)0 0.0108(7) 0.0134(6) 0.0496(8)
C19 0.0298(8) 0.0532(9) 0.0308(8) 0.0093(7) 0.0093(6) 0.0229(7)
C20 0.0320(8) 0.0504(9) 0.0292(7) 0.0120(7) 0.0115(6) 0.0208(7)
N21  0.0299(6) 0.0473(8) 0.0320(7) 0.0086(6) 0.0070(5) 0.0195(6)
C22 0.0307(8) 0.0475(9) 0.0295(7) 0.0099(6) 0.0084(6) 0.0184(7)
S23 0.0310(2) 0.0525(3) 0.0361(2) 0.0035(2) 0.0045(2) 0.0244(2)
C24 0.0451(10) 0.052(1) 0.0442(10) 0.0096(8) 0.0104(8) 0.0273(8)
N25  0.0357(7) 0.0486(8) 0.0406(8) 0.0086(6) 0.0019(6) 0.0237(7)
C26 0.0403(9) 0.0510(10) 0.0435(9) 0.0128(8) 0.0117(8) 0.0250(8)
027 0.0527(8) 0.0561(8) 0.0646(9) 0.0008(7) -0.0009(7) 0.0307(7)
028 0.0490(7) 0.0496(7) 0.0527(8) 0.0151(6) 0.0049(6) 0.0293(6)
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Atom Uinr Uz Uss U Uiz Uz

C29 0051(1) 0.052(1) 0.067(1) 0.0190(9) 0.0204(10)  0.0376(10)
C30 0.073(2) 0.073(1) 0.081(2)  0.021(1)  0.039(1) 0.048(1)
C31 0071(2) 0076(2) 0.112(2)  0.021(1)  0.002(2) 0.065(2)
C32 00882 0.063(1) 0.099(2) 0.031(1)  0.056(2) 0.039(1)

OIW 0.0446(7) 0.0699(9) 0.0600(9) 0.0037(6) 0.0112(6)  0.0363(7)

10.2.3.6 Endkoordinaten und isotrope Auslenkungsparameter der

Wasserstoffatome (A?)

Atom X Y Z Uiso
H1A 0.73389 0.23189 -0.53501 0.103(6)
H1B 0.67869 0.31259 -0.61641 0.103(6)
H1C 0.75360 0.18182 -0.67020 0.103(6)
H3A 0.45940 -0.04237 -0.71130 0.128(8)
H3B 0.61690 -0.04177 -0.72100 0.128(8)
H3C 0.59020 0.01903 -0.58150 0.128(8)
H4A 0.40440 0.04575 -0.85147 0.102(7)
H4B 0.56858 0.09315 -0.85101 0.102(7)
H5A 0.41750 0.22255 -0.91147 0.113(8)
H5B 0.54289 0.34110 -0.76544 0.113(8)
H6A 0.30514 0.37432 -0.78665 0.069(5)
H6B 0.24684 0.22482 -0.83365 0.069(5)
H7 0.41421 0.26707 -0.62560 0.061(7)
H12 0.29350 0.39870 -0.22370 0.056(6)
H14 0.54458 0.35107 -0.42701 0.051(6)
H15A 0.05923 0.33942 -0.49878 0.097(6)
H15B 0.07904 0.39577 -0.36114 0.097(6)
H15C 0.09654 0.49317 -0.42524 0.097(6)
H16 0.65556 0.37811 -0.20318 0.064(7)
H24A 0.75737 0.60121 -0.02327 0.095(6)
H24B 0.86457 0.65901 0.10203 0.095(6)
H24C 0.89347 0.58131 -0.01407 0.095(6)
H25 1.03782 0.32528 0.25611 0.066(7)
H30A 0.95517 -0.15391 0.31174 0.079(5)
H30B 0.85457 -0.09771 0.22994 0.079(5)
H30C 0.93537 -0.00141 0.37594 0.079(5)
H31A 1.20564 -0.05046 0.39666 0.120(7)
H31B 1.26904 0.07334 0.38126 0.120(7)
H31C 1.17154 0.09824 0.46496 0.120(7)
H32A 1.10308 -0.18099 0.17012 0.079(5)
H32B 0.99828 -0.11849 0.09972 0.079(5)
H32C 1.14088 -0.04769 0.14522 0.079(5)
H1wW 0.79877 0.41984 -0.32352 0.0848

H2W 0.90196 0.43784 -0.21182 0.0848
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10.2.3.8

Wasserstoffbrickenbindungen
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D-H...A d(D-H) [d(H..A)| d(D..A) | < (DHA)
N(7)-H(7)...N(2) 083 | 212 | 2.787(2) | 137.0
N(16)-H(16)...0(1W) 090 | 214 | 3.017(2) | 163.6
N(25)-H(25)...0(9)#1 091 | 1.91 | 2.818(2) | 171.3
O(1IW)-H(AW)...0(9)#2 | 0.92 | 2.00 |2.8593(19)| 154.4
O(IW)-H2W)..N(21)#3 | 0.90 | 2.11 | 2.990(2) | 164.1

Tabelle 10.4:

Wasserstoffbriickenbindungen fir Verbindung 117,
Bindungslangen (&), Winkel (Grad);

Symmetrische Transformation zur Berechnung aquivalenter Atome:

#1 x+1,y, z+1;

Bindungslangen [A]

C(1)-N(2)
N(2)-C(3)
N(2)-C(4)
C(4)-C(5)
C(5)-C(6)
C(6)-N(7)
N(7)-C(8)
C(8)-0(9)
C(8)-C(10)
C(10)-N(11)
C(10)-C(14)
N(11)-C(12)
N(11)-C(15)
C(12)-C(13)
C(13)-C(14)
C(13)-N(16)
N(16)-C(17)
C(17)-O(18)
C(17)-C(19)
C(19)-C(20)
C(19)-S(23)
C(20)-N(21)
C(20)-C(24)
N(21)-C(22)
C(22)-N(25)

1.441(3)
1.460(3)
1.483(3)
1.495(4)
1.510(3)
1.457(2)
1.323(2)
1.249(2)
1.469(2)
1.372(2)
1.379(2)
1.358(2)
1.460(2)
1.374(2)
1.405(2)
1.406(2)
1.351(2)
1.220(2)
1.487(2)
1.357(2)
1.7311(17)
1.386(2)
1.489(2)
1.307(2)
1.376(2)

#2 -x+1, -y+1, -z-1;

#3 -x+2, -y+1, -z
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C(22)-S(23)
N(25)-C(26)
C(26)-0(27)
C(26)-0(28)
0(28)-C(29)
C(29)-C(32)
C(29)-C(30)
C(29)-C(31)

1.7242(17)
1.368(2)
1.204(2)
1.336(2)
1.483(2)
1.507(3)
1.512(3)
1.521(3)

Bindungswinkel [Grad]

C(1)-N(2)-C(3)
C(1)-N(2)-C(4)
C(3)-N(2)-C(4)
N(2)-C(4)-C(5)
C(4)-C(5)-C(6)
N(7)-C(6)-C(5)
C(8)-N(7)-C(6)
0(9)-C(8)-N(7)
0(9)-C(8)-C(10)
N(7)-C(8)-C(10)
N(11)-C(10)-C(14)
N(11)-C(10)-C(8)
C(14)-C(10)-C(8)
C(12)-N(11)-C(10)
C(12)-N(11)-C(15)
C(10)-N(11)-C(15)
N(11)-C(12)-C(13)
C(12)-C(13)-C(14)
C(12)-C(13)-N(16)
C(14)-C(13)-N(16)
C(10)-C(14)-C(13)
C(17)-N(16)-C(13)
O(18)-C(17)-N(16)
O(18)-C(17)-C(19)

110.2(2)

113.2(2)

109.2(2)

114.3(2)

114.7(2)

110.17(17)
124.64(15)
123.06(15)
122.27(15)
114.67(14)
107.65(14)
123.68(14)
128.66(15)
109.33(13)
123.20(15)
127.24(14)
108.25(14)
107.41(14)
128.20(15)
124.30(15)
107.35(14)
124.36(14)
123.98(15)
121.69(15)

N(16)-C(17)-C(19)
C(20)-C(19)-C(17)
C(20)-C(19)-S(23)
C(17)-C(19)-S(23)
C(19)-C(20)-N(21)
C(19)-C(20)-C(24)
N(21)-C(20)-C(24)
C(22)-N(21)-C(20)
N(21)-C(22)-N(25)
N(21)-C(22)-S(23)
N(25)-C(22)-S(23)
C(22)-S(23)-C(19)
C(26)-N(25)-C(22)
0(27)-C(26)-0(28)
0(27)-C(26)-N(25)
0(28)-C(26)-N(25)
C(26)-0(28)-C(29)
0(28)-C(29)-C(32)
0(28)-C(29)-C(30)
C(32)-C(29)-C(30)
0(28)-C(29)-C(31)
C(32)-C(29)-C(31)
C(30)-C(29)-C(31)
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114.32(14)
130.62(16)
110.97(12)
118.31(13)
114.42(15)
127.32(15)
118.17(15)
110.68(14)
121.38(15)
115.55(12)
123.05(13)
88.36(8)

123.39(15)
127.28(17)
123.88(17)
108.84(15)
120.34(15)
108.69(17)
110.69(17)
112.8(2)

102.00(17)
111.3(2)

110.8(2)

10.2.3.10 Torsionswinkel [Grad]
C(1)-N(2)-C(4)-C(5) -72.8(3)
C(3)-N(2)-C(4)-C(5) 164.0(2)
N(2)-C(4)-C(5)-C(6) -68.1(3)
C(4)-C(5)-C(6)-N(7) 55.6(3)
C(5)-C(6)-N(7)-C(8) 161.9(2)
C(6)-N(7)-C(8)-0(9) -0.2(3)



C(6)-N(7)-C(8)-C(10)
0(9)-C(8)-C(10)-N(11)
N(7)-C(8)-C(10)-N(11)
0(9)-C(8)-C(10)-C(14)
N(7)-C(8)-C(10)-C(14)
C(14)-C(10)-N(11)-C(12)
C(8)-C(10)-N(11)-C(12)
C(14)-C(10)-N(11)-C(15)
C(8)-C(10)-N(11)-C(15)
C(10)-N(11)-C(12)-C(13)
C(15)-N(11)-C(12)-C(13)
N(11)-C(12)-C(13)-C(14)
N(11)-C(12)-C(13)-N(16)
N(11)-C(10)-C(14)-C(13)
C(8)-C(10)-C(14)-C(13)
C(12)-C(13)-C(14)-C(10)
N(16)-C(13)-C(14)-C(10)
C(12)-C(13)-N(16)-C(17)
C(14)-C(13)-N(16)-C(17)
C(13)-N(16)-C(17)-O(18)
C(13)-N(16)-C(17)-C(19)
O(18)-C(17)-C(19)-C(20)
N(16)-C(17)-C(19)-C(20)
O(18)-C(17)-C(19)-S(23)
N(16)-C(17)-C(19)-S(23)
C(17)-C(19)-C(20)-N(21)
S(23)-C(19)-C(20)-N(21)
C(17)-C(19)-C(20)-C(24)
S(23)-C(19)-C(20)-C(24)
C(19)-C(20)-N(21)-C(22)
C(24)-C(20)-N(21)-C(22)
C(20)-N(21)-C(22)-N(25)
C(20)-N(21)-C(22)-S(23)
N(21)-C(22)-S(23)-C(19)
N(25)-C(22)-S(23)-C(19)
C(20)-C(19)-S(23)-C(22)
C(17)-C(19)-S(23)-C(22)
N(21)-C(22)-N(25)-C(26)
S(23)-C(22)-N(25)-C(26)
C(22)-N(25)-C(26)-0(27)
C(22)-N(25)-C(26)-0(28)
C(27)-C(26)-0(28)-C(29)
N(25)-C(26)-0(28)-C(29)
C(26)-0(28)-C(29)-C(32)
C(26)-0(28)-C(29)-C(30)
C(26)-0(28)-C(29)-C(31)

-179.50(17)

27.0(3)

-153.69(17)
-154.61(19)

24.7(3)
-0.7(2)
178.03(17)
-175.3(2)
3.4(3)
0.9(2)
175.85(19)
-0.8(2)
175.73(18)
0.2(2)

-178.46(17)

0.4(2)

-176.31(17)

18.6(3)

-165.36(18)

3.9(3)

-177.28(16)

-129.2(16)
52.0(3)
46.8(2)

-132.07(15)

176.34(16)
0.14(18)
0.1(3)

-176.13(14)

0.8(2)
177.47(14)

-179.98(14)

-1.47(17)
1.33(13)
179.81(15)
-0.77(13)

-177.50(13)
-168.64(16)

13.0(2)
-0.8(3)
179.75(15)
11.2(3)

-169.37(15)

59.9(2)
-64.5(2)
177.59(19)
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10.2.4 Rontgenkristallographische Daten der Verbindung 143

Abb. 10.4: SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 143; Nummerierung nicht
gemal IUPAC; die Struktur enthélt zwei unabhangige Molekile
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10.2.4.1 Kristalldaten fur Verbindung 143

Summenformel:
Molekulargewicht:
Absorption:

Kristallgrof3e:

(C15H23N7O4) - HCI - MeOH
445.9 g/mol
m=1.95 mm*

0.096 x 0.16 x 0.32 mm° gelbe Platte

Raumgruppe: P -1 (triklin)
Gitterkonstanten: a = 13.402(6)A a = 63.29(3)°
(berechnet aus 25 b = 13.940(6)A b = 66.65(3)°
Reflexen mit c =14.391(4)A g = 89.41(4)°
20° < B < 26°) V = 2158(2)A° z=4 F(000) = 944
Temperatur: -80°C
Dichte: drsn = 1.372 gcm’™®
10.2.4.2 Datensammlung
Diffraktometer: Turbo CAD4
Strahlung: Cu-K, Graphitmonochromator
Scan-Typ: w/26
Scan-Breite: 0.9° + 0.15*tan(6)
Messbereich: 1.5°<6=<70°

-16<h<16 0<k=<16 -15<1=<17
Reflexzahl:
gemessen 8563
unabhéangige 8201 (Rs = 0.0749)
beobachtete 4476 (IFl/s (F) > 4.0)
10.2.4.3 Datenkorrektur, Strukturlosung und -verfeinerung
Korrekturen: Lorentz- und Polarisationskorrektur
Losung: Programm: SIR-97 (Direkte Methoden)



Verfeinerung:

Diskrepanzfaktor:

Fitgute:

maximale Anderung
der Parameter:
maximale Peakhohe

in diff. Fouriersynthese:
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Programm: SHELXL-97 (Vollmatrixverfahren), 543 verfei-

nerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:

w = 1/[s?(Fo?) + (0.1679*P)? + 2.27*P]
wobei P = (Max (F¢?, 0) + 2% F?)/3;

Wasserstoffatome geometrisch eingefiigt u. reitend isotrop

verfeinert, Nichtwasserstoffatome anisotrop verfeinert;
wR2 = 0.3094 (R1 = 0.0976 fur beobachtete Reflexe,

0.1777 fur alle Reflexe)

S=1.029

0.001 *e.sd

0.70, -0.54 eA

Struktur enthalt zwei unabhangige Molekile

Bemerkung:
10.2.4.4

Atom X

C1A 0.1583(5)
N2A 0.1612(4)
C3A 0.0587(5)
N4A -0.0099(4)
C5A 0.0546(5)
N6A 0.2545(5)
O7A 0.2456(4)
O8A 0.3406(4)
C9A -0.1287(5)
C10A 0.0176(5)
O11A -0.0795(4)
N12A 0.1011(4)
C13A 0.0827(5)
C14A -0.0107(5)
N15A 0.0098(4)
C16A 0.1134(5)
C17A 0.1619(5)
C18A -0.0731(5)
C19A 0.1595(5)

Y

0.3192(5)
0.2621(4)
0.2084(5)
0.2306(4)
0.2997(5)
0.3900(5)
0.4281(4)
0.4080(5)
0.1904(6)
0.1348(5)
0.0901(4)
0.1254(4)
0.0641(5)
-0.0099(5)
-0.0487(4)
-0.0010(5)
0.0697(5)
-0.1296(5)
-0.0228(5)

Z

-0.3165(5)
-0.2116(4)
-0.1403(5)
-0.1950(4)
-0.3077(5)
-0.4203(5)
-0.5115(4)
-0.4151(4)
-0.1456(6)
-0.0127(5)
0.0514(4)
0.0193(4)
0.1367(5)
0.2294(5)
0.3256(4)
0.2933(5)
0.1751(5)
0.4412(5)
0.3775(5)

Endkoordinaten und &quivalente Auslenkungsparameter (Az)
Usq = (1/3)*2Eja*a*aia,;

0.032(3)
0.035(3)
0.026(3)
0.031(2)
0.033(3)
0.045(3)
0.057(3)
0.061(3)
0.041(3)
0.033(3)
0.046(2)
0.031(2)
0.030(3)
0.033(3)
0.033(2)
0.029(3)
0.030(3)
0.038(3)
0.034(3)



Atom

O20A
N21A
C22A
C23A
C24A
N25A
C26A
C27A
CiB
N2B
C3B
N4B
CS5B
N6B
o7B
o8B
Co9B
C10B
O11B
N12B
C13B
C14B
N15B
CleB
C1l7B
C18B
C19B
020B
N21B
C22B
C23B
C24B
N25B
C26B
C27B
O1L
C2L
O3L
C4L
CL1A
CL1B

X

0.1028(4)
0.2634(4)
0.3158(6)
0.4391(6)
0.4692(6)
0.5793(7)
0.6653(7)
0.6064(9)
0.8368(5)
0.8425(4)
0.9443(5)
1.0032(4)
0.9331(5)
0.7374(5)
0.7382(4)
0.6584(4)
1.1176(5)
0.9929(5)
1.0883(4)
0.9189(4)
0.9368(5)
1.0336(5)
1.0129(4)
0.9036(5)
0.8554(5)
1.0972(5)
0.8505(5)
0.8996(3)
0.7452(4)
0.6837(5)
0.6388(5)
0.5532(5)
0.4871(4)
0.5556(6)
0.3884(6)
0.4026(5)
0.3210(7)
0.3369(4)
0.3754(8)
0.4529(2)
0.5988(2)

Y

-0.0852(4)
0.0283(5)
0.0036(7)
0.0479(6)
0.1726(6)
0.2183(6)
0.1691(8)
0.3394(7)
0.6729(5)
0.6223(4)
0.6627(5)
0.7355(4)
0.7428(5)
0.6472(5)
0.6976(4)
0.5785(5)
0.7969(6)
0.6283(5)
0.6642(4)
0.5568(4)
0.5096(5)
0.5261(5)
0.4678(4)
0.4134(5)
0.4412(5)
0.4634(6)
0.3414(5)
0.3272(4)
0.2898(4)
0.2142(5)
0.2744(6)
0.3358(5)
0.3655(5)
0.4471(7)
0.4069(7)
0.1460(5)
0.1225(8)
0.1360(5)
0.0376(7)
0.1891(2)
0.2602(2)

4

0.4823(4)
0.3350(4)
0.4139(6)
0.3480(6)
0.2900(7)
0.1996(8)
0.187(1)
0.1413(8)
-0.1701(5)
-0.0670(4)
-0.0948(5)
-0.2105(4)
-0.2586(5)
-0.1774(5)
-0.2731(4)
-0.0910(5)
-0.2722(5)
-0.0092(5)
-0.0368(4)
0.0969(4)
0.1979(5)
0.2050(5)
0.3183(4)
0.3817(5)
0.3073(5)
0.3599(5)
0.5084(5)
0.5694(3)
0.5532(4)
0.6772(5)
0.7455(5)
0.7185(5)
0.8091(4)
0.8122(7)
0.7950(7)
0.6680(5)
0.6393(9)
-0.1153(4)
-0.0656(7)
0.0543(1)
0.4254(2)
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0.048(2)
0.039(3)
0.048(4)
0.050(4)
0.048(4)
0.106(5)
0.090(7)
0.073(5)
0.032(3)
0.031(2)
0.027(3)
0.032(2)
0.033(3)
0.041(3)
0.052(3)
0.057(3)
0.040(3)
0.030(3)
0.045(2)
0.032(2)
0.033(3)
0.032(3)
0.027(2)
0.028(3)
0.030(3)
0.035(3)
0.027(3)
0.037(2)
0.029(2)
0.035(3)
0.037(3)
0.035(3)
0.037(3)
0.053(4)
0.051(4)
0.067(3)
0.073(6)
0.061(3)
0.066(5)
0.0540(9)
0.060(1)



10.2.4.5

Atom

C1A
N2A
C3A
N4A
C5A
NGA
O7A
O8A
C9A
C10A
O11A
N12A
C13A
Cl4A
N15A
C16A
C17A
C18A
C19A
O20A
N21A
C22A
C23A
C24A
N25A
C26A
C27A
CiB
N2B
C3B
N4B
C5B
N6B
o7B
08B
Co9B
C10B
O11B
N12B
C13B
C14B
N15B
CleB
C1l7B
C18B

Anisotrope Auslenkungsparameter

U11

0.047(4)
0.042(3)
0.034(3)
0.033(3)
0.050(4)
0.053(4)
0.064(3)
0.045(3)
0.043(4)
0.039(4)
0.037(3)
0.033(3)
0.039(3)
0.042(3)
0.044(3)
0.037(3)
0.032(3)
0.040(4)
0.044(4)
0.048(3)
0.041(3)
0.048(4)
0.051(4)
0.043(4)
0.066(5)
0.040(5)
0.098(7)
0.038(3)
0.038(3)
0.034(3)
0.035(3)
0.047(4)
0.049(3)
0.060(3)
0.046(3)
0.046(4)
0.041(3)
0.041(3)
0.037(3)
0.044(4)
0.035(3)
0.036(3)
0.027(3)
0.033(3)
0.034(3)

U2

0.035(3)
0.044(3)
0.033(3)
0.039(3)
0.038(4)
0.052(4)
0.068(3)
0.075(4)
0.052(4)
0.037(4)
0.065(3)
0.041(3)
0.041(4)
0.039(4)
0.039(3)
0.036(3)
0.040(3)
0.046(4)
0.043(4)
0.067(3)
0.057(4)
0.073(5)
0.067(5)
0.070(5)
0.042(4)
0.075(7)
0.046(5)
0.047(4)
0.039(3)
0.028(3)
0.040(3)
0.040(4)
0.058(4)
0.070(3)
0.067(4)
0.047(4)
0.032(3)
0.056(3)
0.041(3)
0.042(4)
0.044(4)
0.036(3)
0.040(3)
0.038(3)
0.047(4)

Uss

0.020(3)
0.024(3)
0.023(3)
0.024(3)
0.026(3)
0.027(3)
0.019(2)
0.041(3)
0.033(3)
0.024(3)
0.026(2)
0.017(2)
0.017(3)
0.025(3)
0.017(2)
0.021(3)
0.020(3)
0.019(3)
0.026(3)
0.020(2)
0.025(3)
0.029(3)
0.038(4)
0.063(5)
0.092(6)
0.124(9)
0.061(6)
0.022(3)
0.023(2)
0.017(3)
0.020(2)
0.026(3)
0.041(3)
0.041(3)
0.053(3)
0.021(3)
0.021(3)
0.025(2)
0.019(2)
0.020(3)
0.017(3)
0.018(2)
0.021(3)
0.025(3)
0.029(3)

U

0.013(3)
0.014(3)
0.012(3)
0.009(2)
0.019(3)
0.007(3)
0.001(3)

-0.006(3)

0.010(3)
0.011(3)
0.008(2)
0.005(2)
0.013(3)
0.015(3)
0.011(2)
0.013(3)
0.008(3)
0.007(3)
0.015(3)
0.004(2)
0.008(3)
0.013(4)
0.024(4)
0.019(4)
0.013(4)
0.014(5)
0.012(5)
0.018(3)
0.013(2)
0.010(3)
0.014(2)
0.017(3)
0.027(3)
0.024(3)
0.000(3)
0.009(3)
0.012(3)

-0.003(2)

0.008(2)
0.014(3)
0.012(3)
0.013(2)
0.011(3)
0.010(3)
0.013(3)

Uiz

-0.024(3)
-0.024(2)
-0.022(3)
-0.017(2)
-0.030(3)
-0.023(3)
-0.024(2)
-0.024(2)
-0.028(3)
-0.022(3)
-0.020(2)
-0.016(2)
-0.019(3)
-0.022(3)
-0.022(2)
-0.021(3)
-0.017(2)
-0.016(3)
-0.027(3)
-0.020(2)
-0.023(2)
-0.029(3)
-0.031(3)
-0.038(4)

0.011(4)

-0.022(5)
-0.040(5)
-0.022(3)
-0.021(2)
-0.013(2)
-0.017(2)
-0.027(3)
-0.033(3)
-0.040(3)
-0.030(3)
-0.019(3)
-0.021(3)
-0.021(2)
-0.017(2)
-0.022(3)
-0.014(2)
-0.020(2)
-0.014(2)
-0.021(3)
-0.022(3)
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Uz

-0.009(3)
-0.014(2)
-0.014(2)
-0.014(2)
-0.016(3)
-0.012(3)
-0.001(2)
-0.007(3)
-0.015(3)
-0.009(3)
-0.009(2)
-0.007(2)
-0.013(3)
-0.015(3)
-0.008(2)
-0.012(2)
-0.012(3)
-0.007(3)
-0.016(3)
-0.008(2)
-0.017(3)
-0.020(3)
-0.020(4)
-0.045(4)

0.020(4)

-0.036(7)
-0.010(4)
-0.017(3)
-0.014(2)
-0.008(2)
-0.012(2)
-0.016(3)
-0-032(3)
-0.024(3)
-0.018(3)
-0.007(3)
-0.009(2)
-0.004(2)
-0.011(2)
-0.015(3)
-0.014(3)
-0.014(2)
-0.015(3)
-0.015(3)
-0.016(3)



Atom

C19B
020B
N21B
C22B
C23B
C24B
N25B
C26B
C27B
O1L

C2L

O3L

C4L

CL1A
CL1B

10.2.4.6

Ull

0.034(3)
0.040(2)
0.035(3)
0.040(3)
0.035(3)
0.039(3)
0.031(3)
0.050(4)
0.048(4)
0.050(3)
0.040(4)
0.058(3)
0.073(6)
0.053(1)
0.047(1)

U2

0.038(3)
0.049(3)
0.040(3)
0.039(4)
0.056(4)
0.037(4)
0.056(4)
0.067(5)
0.067(5)
0.103(5)
0.097(7)
0.080(4)
0.068(6)
0.073(1)
0.089(1)

Endkoordinaten

Uss

0.016(3)
0.025(2)
0.016(2)
0.020(3)
0.017(3)
0.027(3)
0.029(3)
0.060(5)
0.051(4)
0.042(3)
0.085(7)
0.040(3)
0.044(5)
0.0266(8)
0.0387(10)

und isotrope

Wasserstoffatome (A?)

Atom

H5A

HI9A1l
H9A2
H9A3
H12A
H14A
H17A
H18A
H18B
H18C
H21A
H22A
H22B
H23A
H23B
H24A
H24B
H26A
H26B
H26C
H27A
H27B
H27C
H5B

X

0.03252
-0.15699
-0.14247
-0.16653

0.17813
-0.07716

0.23486
-0.14020
-0.09161
-0.04296

0.31996

0.30134

0.28228

0.47043

0.47352

0.41639

0.46069

0.73096

0.64870

0.67987

0.53759

0.64865

0.65096

0.94803

Y

0.32878
0.13968
0.15206
0.25240
0.14722
-0.03057
0.11338
-0.14964
-0.09804
-0.19513
0.06733
-0.07689
0.03626
0.02490
0.01555
0.20420
0.19403
0.22070
0.10549
0.14473
0.36732
0.36843
0.36271
0.78727

U

0.013(3)
0.010(2)
0.008(2)
0.002(3)
0.004(3)
0.005(3)
0.010(3)
0.016(4)
0.019(4)
0.007(3)
0.011(5)
0.017(3)
0.001(5)

-0.0049(9)
-0.0035(10)

Z

-0.36857
-0.06246
-0.18344
-0.15764
-0.03889
0.22789
0.12916
0.43656
0.49313
0.47111
0.25256
0.46359
0.46474
0.28806
0.40179
0.25771
0.34921
0.11752
0.17929
0.25498
0.15731
0.05764
0.17033
-0.33750

Uiz

-0.017(2)
-0.025(2)
-0.014(2)
-0.014(3)
-0.011(3)
-0.017(3)
-0.016(2)
-0.029(4)
-0.030(4)
-0.019(3)
-0.035(5)
-0.024(3)
-0.015(4)
-0.0227(8)
-0.0245(8)

Uiso

0.040
0.061
0.061
0.061
0.037
0.039
0.036
0.057
0.057
0.057
0.047
0.057
0.057
0.060
0.060
0.057
0.057
0.14

0.14

0.14

0.110
0.110
0.110
0.040

298

Uz

-0.014(2)
-0.012(2)
-0.013(2)
-0.009(3)
-0.013(3)
-0.013(3)
-0.021(3)
-0.039(4)
-0.031(4)
-0.031(3)
-0.040(6)
-0.024(3)
-0.025(4)
-0.0125(8)
-0.0225(10)

Auslenkungsparameter der



Atom

HO9B1
HI9B2
HI9B3
H12B
H14B
H17B
H18D
H18E
H18F
H21B
H22C
H22D
H23C
H23D
H24C
H24D
H26D
H26E
H26F
H27D
H27E
H27F
H1L

H2L1
H2L2
H2L3
H3L

H4L1
H4L2
H4L3
H1A

H1B

X

1.15041
1.11828
1.16075
0.84309
1.10270
0.77994
1.16717
1.10845
1.07241
0.73724
0.73334
0.62128
0.60574
0.70107
0.59024
0.50266
0.62084
0.51116
0.57971
0.34729
0.34025
0.41275
0.47785
0.25199
0.34609
0.30796
0.35423
0.36522
0.45440
0.33307
0.50162
0.63567

Y

0.77744
0.87569
0.77858
0.52673
0.57037
0.41752
0.51191
0.38802
0.48740
0.24797
0.16869
0.16462
0.22076
0.32669
0.40349
0.29005
0.41948
0.45828
0.51692
0.42591
0.34976
0.47210
0.16869
0.08130
0.07847
0.19114
0.15522
0.02119
0.04780
-0.02341
0.24375
0.31555

4

-0.21778
-0.30725
-0.33296
0.11809
0.14209
0.32763
0.29493
0.39417
0.41840
0.50925
0.70513
0.69062
0.82920
0.72873
0.64279
0.71234
0.82042
0.87804
0.74017
0.85566
0.80114
0.71891
0.60452
0.71003
0.60032
0.58764
-0.18490
0.01170
-0.11491
-0.05975
0.07128
0.44814

Uiso

0.060
0.060
0.060
0.038
0.038
0.035
0.052
0.052
0.052
0.035
0.042
0.042
0.045
0.045
0.041
0.041
0.080
0.080
0.080
0.077
0.077
0.077
0.100
0.110
0.110
0.110
0.092
0.099
0.099
0.099
0.081
0.090
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10.2.4.7

10.2.4.8

Wasserstoffbrickenbindungen

300

D-H..A d(D-H) [d(H...A)[ d(D..A) |<(DHA)
N(12A)-H(12A)...03L) | 0.98 | 2.01 2.943(7) 158.5
N(21A)-H(21A)...CI(1A) | 1.00 | 2.42 3.412(6) 170.7
N(21B)-H(21B)...CI(1B) | 1.07 | 255 3.310(5) 127.5
O(1L)-H(1L)...CI(1B) 098 | 2.16 3.074(6) 153.5
O@BL)-H(3L)...O(IL)#1 | 0.84 | 2.02 2.821(8) 159.7
CI(1A)-H(1A)...N(25A) | 1.17 | 2.36 3.317(12) 137.7
CI(1B)-H(1B)...N(21B) | 1.14 | 2.41 3.310(5) 133.8

Tabelle 10.5:  Wasserstoffbriickenbindungen fur Verbindung 143;
Bindungslangen (A), Winkel (Grad);

Symmetrische Transformation zur Berechnung aquivalenter Atome:

#1xYy,2z-1

Bindungslangen [A]

C(1A)-C(5A)
C(1A)-N(2A)
C(1A)-N(6A)
N(2A)-C(3A)
C(3A)-N(4A)
C(3A)-C(10A)
N(4A)-C(5A)
N(4A)-C(9A)
N(6A)-O(8A)
N(6A)-O(7A)
C(10A)-O(11A)
C(10A)-N(12A)
N(12A)-C(13A)
C(13A)-C(14A)
C(13A)-C(17A)
C(14A)-N(15A)
N(15A)-C(16A)
N(15A)-C(18A)
C(16A)-C(17A)
C(16A)-C(19A)

1.364(9)
1.370(7)
1.429(8)
1.309(8)
1.381(7)
1.498(8)
1.344(7)
1.455(8)
1.221(7)
1.231(6)
1.218(7)
1.353(7)
1.423(7)
1.370(9)
1.394(8)
1.382(7)
1.347(8)
1.465(7)
1.385(8)
1.483(7)



C(19A)-O(20A)
C(19A)-N(21A)
N(21A)-C(22A)
C(22A)-C(23A)
C(23A)-C(24A)
C(24A)-N(25A)
N(25A)-C(26A)
N(25A)-C(27A)
C(1B)-C(5B)
C(1B)-N(2B)
C(1B)-N(6B)
N(2B)-C(3B)
C(3B)-N(4B)
C(3B)-C(10B)
N(4B)-C(5B)
N(4B)-C(9B)
N(6B)-O(8B)
N(6B)-O(7B)
C(10B)-O(11B)
C(10B)-N(12B)
N(12B)-C(13B)
C(13B)-C(14B)
C(13B)-C(17B)
C(14B)-N(15B)
N(15B)-C(16B)
N(15B)-C(18B)
C(16B)-C(17B)
C(16B)-C(19B)
C(19B)-O(20B)
C(19B)-N(21B)
N(21B)-C(22B)
C(22B)-C(23B)
C(23B)-C(24B)
C(24B)-N(25B)
N(25B)-C(27B)
N(25B)-C(26B)
O(1L)-C(2L)
O(3L)-C(4L)

1.239(7)
1.332(8)
1.475(7)
1.505(10)
1.526(10)
1.424(10)
1.327(11)
1.478(11)
1.358(9)
1.362(7)
1.438(8)
1.311(7)
1.371(7)
1.507(7)
1.350(7)
1.461(8)
1.221(7)
1.229(7)
1.214(7)
1.326(7)
1.420(7)
1.371(8)
1.374(8)
1.361(7)
1.376(7)
1.463(7)
1.373(7)
1.476(7)
1.242(6)
1.344(7)
1.461(7)
1.515(9)
1.495(9)
1.490(8)
1.488(8)
1.495(9)
1.399(9)
1.433(10)
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10.2.4.9 Bindungswinkel [Grad]

C(5A)-C(1A)-N(2A) 111.8(5) C(5B)-C(1B)-N(2B) 112.7(5)
C(5A)-C(1A)-N(6A) 125.8(5) C(5B)-C(1B)-N(6B) 127.0(5)
N(2A)-C(1A)-N(6A) 122.4(5) N(2B)-C(1B)-N(6B) 120.3(6)
C(3A)-N(2A)-C(1A) 103.6(5) C(3B)-N(2B)-C(1B) 102.8(5)
N(2A)-C(3A)-N(4A) 112.4(5) N(2B)-C(3B)-N(4B) 113.0(5)
N(2A)-C(3A)-C(10A) 124.6(5) N(2B)-C(3B)-C(10B) 123.2(5)
N(4A)-C(3A)-C(10A) 123.0(5) N(4B)-C(3B)-C(10B) 123.7(5)
C(5A)-N(4A)-C(3A) 106.6(5) C(5B)-N(4B)-C(3B) 106.3(5)
C(5A)-N(4A)-C(9A) 124.4(5) C(5B)-N(4B)-C(9B) 125.3(5)
C(3A)-N(4A)-C(9A) 129.0(5) C(3B)-N(4B)-C(9B) 128.4(5)
N(4A)-C(5A)-C(1A) 105.6(5) N(4B)-C(5B)-C(1B) 105.2(5)
O(8A)-N(6A)-O(7A) 123.6(6) O(8B)-N(6B)-O(7B) 123.8(6)
O(8A)-N(6A)-C(1A) 119.4(5) O(8B)-N(6B)-C(1B) 119.9(5)
O(7A)-N(6A)-C(1A) 117.0(5) O(7B)-N(6B)-C(1B) 116.4(6)
O(11A)-C(10A)-N(12A)  126.0(5) O(11B)-C(10B)-N(12B) 125.7(5)
O(11A)-C(10A)-C(3A)  122.4(5) O(11B)-C(10B)-C(3B) 122.5(5)
N(12A)-C(10A)-C(3A)  111.6(5) N(12B)-C(10B)-C(3B) 111.7(5)
C(10A)-N(12A)-C(13A)  122.4(5) C(10B)-N(12B)-C(13B) 126.2(5)
C(14A)-C(13A)-C(17A)  108.5(5) C(14B)-C(13B)-C(17B) 108.7(5)
C(14A)-C(13A)-N(12A)  127.8(5) C(14B)-C(13B)-N(12B) 127.2(6)
C(17A)-C(13A)-N(12A)  123.7(5) C(17B)-C(13B)-N(12B) 124.1(5)
C(13A)-C(14A)-N(15A)  107.1(5) N(15B)-C(14B)-C(13B) 107.7(5)
C(16A)-N(15A)-C(14A)  109.2(5) C(14B)-N(15B)-C(16B) 108.4(5)
C(16A)-N(15A)-C(18A)  128.7(5) C(14B)-N(15B)-C(18B) 123.7(5)
C(14A)-N(15A)-C(18A)  122.1(5) C(16B)-N(15B)-C(18B) 127.9(5)
N(15A)-C(16A)-C(17A)  108.6(5) C(17B)-C(16B)-N(15B) 108.1(5)
N(15A)-C(16A)-C(19A)  122.5(5) C(17B)-C(16B)-C(19B) 127.8(5)
C(17A)-C(16A)-C(19A)  128.9(6) N(15B)-C(16B)-C(19B) 124.1(5)
C(16A)-C(17A)-C(13A)  106.6(5) C(16B)-C(17B)-C(13B) 107.2(5)
O(20A)-C(19A)-N(21A)  122.2(5) O(20B)-C(19B)-N(21B) 122.1(5)
O(20A)-C(19A)-C(16A)  120.9(6) O(20B)-C(19B)-C(16B) 122.9(5)
N(21A)-C(19A)-C(16A)  116.9(5) N(21B)-C(19B)-C(16B) 115.0(5)
C(19A)-N(21A)-C(22A)  119.0(5) C(19B)-N(21B)-C(22B) 120.6(5)
N(21A)-C(22A)-C(23A)  111.5(5) N(21B)-C(22B)-C(23B) 111.9(5)
C(22A)-C(23A)-C(24A)  112.9(6) C(24B)-C(23B)-C(22B) 113.1(5)
N(25A)-C(24A)-C(23A)  113.4(6) N(25B)-C(24B)-C(23B) 111.7(5)
C(26A)-N(25A)-C(24A)  127.4(7) C(27B)-N(25B)-C(24B) 111.7(5)
C(26A)-N(25A)-C(27A)  115.9(8) C(27B)-N(25B)-C(26B) 110.2(6)
C(24A)-N(25A)-C(27A)  113.0(8) C(24B)-N(25B)-C(26B) 112.2(5)
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10.2.4.10 Torsionswinkel [Grad]

C(5A)-C(1A)-N(2A)-C(3A) 0.0(7)
N(6A)-C(1A)-N(2A)-C(3A) 179.9(6)
C(1A)-N(2A)-C(3A)-N(4A) -1.2(7)
C(1A)-N(2A)-C(3A)-C(10A) -178.5(6)
N(2A)-C(3A)-N(4A)-C(5A) 2.0(7)
C(10A)-C(3A)-N(4A)-C(5A) 179.3(6)
N(2A)-C(3A)-N(4A)-C(9A) -177.9(6)
C(10A)-C(3A)-N(4A)-C(9A) -0.5(10)
C(3A)-N(4A)-C(5A)-C(1A) -1.8(7)
C(9A)-N(4A)-C(5A)-C(1A) 178.1(6)
N(2A)-C(1A)-C(5A)-N(4A) 1.2(7)
N(6A)-C(1A)-C(5A)-N(4A) -178.7(6)
C(5A)-C(1A)-N(6A)-O(8A) 173.6(7)
N(2A)-C(1A)-N(6A)-O(8A) -6.3(10)
C(5A)-C(1A)-N(6A)-O(7A) -7.6(10)
N(2A)-C(1A)-N(6A)-O(7A) 172.5(6)
N(2A)-C(3A)-C(10A)-O(11A) 176.8(6)
N(4A)-C(3A)-C(10A)-O(11A) -0.2(10)
N(2A)-C(3A)-C(10A)-N(12A) -3.7(9)
N(4A)-C(3A)-C(10A)-N(12A) 179.3(5)
O(11A)-C(10A)-N(12A)-C(13A) -3.4(10)
C(3A)-C(10A)-N(12A)-C(13A) 177.0(5)
C(10A)-N(12A)-C(13A)-C(14A) 14.1(10)
C(10A)-N(12A)-C(13A)-C(17A) -167.2(6)
C(17A)-C(13A)-C(14A)-N(15A) 1.0(7)
N(12A)-C(13A)-C(14A)-N(15A) 179.9(6)
C(13A)-C(14A)-N(15A)-C(16A) -0.6(7)
C(13A)-C(14A)-N(15A)-C(18A) 179.7(6)
C(14A)-N(15A)-C(16A)-C(17A) -0.1(7)
C(18A)-N(15A)-C(16A)-C(17A) 179.6(6)
C(14A)-N(15A)-C(16A)-C(19A) 178.0(6)
C(18A)-N(15A)-C(16A)-C(19A) -2.3(10)
N(15A)-C(16A)-C(17A)-C(13A) 0.8(7)
C(19A)-C(16A)-C(17A)-C(13A) -177.2(6)
C(14A)-C(13A)-C(17A)-C(16A) -1.1(7)
N(12A)-C(13A)-C(17A)-C(16A) 180.0(6)
N(15A)-C(16A)-C(19A)-O(20A) -1.3(10)
C(17A)-C(16A)-C(19A)-O(20A) 176.5(6)
N(15A)-C(16A)-C(19A)-N(21A) 179.3(6)
C(17A)-C(16A)-C(19A)-N(21A) -3.0(10)
O(20A)-C(19A)-N(21A)-C(22A) 4.8(10)
C(16A)-C(19A)-N(21A)-C(22A) -175.8(6)
C(19A)-N(21A)-C(22A)-C(23A) 166.9(6)
N(21A)-C(22A)-C(23A)-C(24A) 71.7(8)
C(22A)-C(23A)-C(24A)-N(25A) -161.3(7)

C(23A)-C(24A)-N(25A)-C(26A) -24.6(16)



C(23A)-C(24A)-N(25A)-C(27A)
C(5B)-C(1B)-N(2B)-C(3B)
N(6B)-C(1B)-N(2B)-C(3B)
C(1B)-N(2B)-C(3B)-N(4B)
C(1B)-N(2B)-C(3B)-C(10B)
N(2B)-C(3B)-N(4B)-C(5B)
C(10B)-C(3B)-N(4B)-C(5B)
N(2B)-C(3B)-N(4B)-C(9B)
C(10B)-C(3B)-N(4B)-C(9B)
C(3B)-N(4B)-C(5B)-C(1B)
C(9B)-N(4B)-C(5B)-C(1B)
N(2B)-C(1B)-C(5B)-N(4B)
N(6B)-C(1B)-C(5B)-N(4B)
C(5B)-C(1B)-N(6B)-O(8B)
N(2B)-C(1B)-N(6B)-O(8B)
C(5B)-C(1B)-N(6B)-O(7B)
N(2B)-C(1B)-N(6B)-O(7B)
N(2B)-C(3B)-C(10B)-O(11B)
N(4B)-C(3B)-C(10B)-O(11B)
N(2B)-C(3B)-C(10B)-N(12B)
N(4B)-C(3B)-C(10B)-N(12B)
O(11B)-C(10B)-N(12B)-C(13B)
C(3B)-C(10B)-N(12B)-C(13B)
C(10B)-N(12B)-C(13B)-C(14B)
C(10B)-N(12B)-C(13B)-C(17B)
C(17B)-C(13B)-C(14B)-N(15B)
N(12B)-C(13B)-C(14B)-N(15B)
C(13B)-C(14B)-N(15B)-C(16B)
C(13B)-C(14B)-N(15B)-C(18B)
C(14B)-N(15B)-C(16B)-C(17B)
C(18B)-N(15B)-C(16B)-C(17B)
C(14B)-N(15B)-C(16B)-C(19B)
C(18B)-N(15B)-C(16B)-C(19B)
N(15B)-C(16B)-C(17B)-C(13B)
C(19B)-C(16B)-C(17B)-C(13B)
C(14B)-C(13B)-C(17B)-C(16B)
N(12B)-C(13B)-C(17B)-C(16B)
C(17B)-C(16B)-C(19B)-O(20B)
N(15B)-C(16B)-C(19B)-O(20B)
C(17B)-C(16B)-C(19B)-N(21B)
N(15B)-C(16B)-C(19B)-N(21B)
O(20B)-C(19B)-N(21B)-C(22B)
C(16B)-C(19B)-N(21B)-C(22B)
C(19B)-N(21B)-C(22B)-C(23B)
N(21B)-C(22B)-C(23B)-C(24B)
C(22B)-C(23B)-C(24B)-N(25B)
C(23B)-C(24B)-N(25B)-C(27B)
C(23B)-C(24B)-N(25B)-C(26B)

178.0(7)
-0.1(7)
177.8(6)
-0.5(7)

-177.8(6)

1.0(7)
178.2(5)
179.5(6)
-3.3(10)

-1.0(7)

-179.5(6)

0.7(7)

-177.0(6)

176.5(6)
-1.0(9)
-3.5(10)
178.9(6)
178.0(6)
1.0(10)
-2.7(8)

-179.7(5)

0.6(10)

-178.7(5)

-2.0(10)
175.6(6)
0.3(7)
178.2(6)
0.9(7)
178.8(5)
-1.8(7)

-179.6(6)

179.9(6)
2.1(9)
2.0(7)

-179.8(6)

-1.4(7)

-179.4(6)
-174.9(6)

3.0(10)
6.5(9)

-175.6(5)

0.1(9)
178.7(5)
79.6(7)
65.3(7)
163.0(5)

-168.9(6)

66.7(7)
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10.2.5

Rontgenkristallographische Daten der Verbindung 144
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Abb. 10.5:

gemal IUPAC

10.25.1

Summenformel:
Molekulargewicht:
Absorption:
Transmission:
Kristallgrof3e:
Raumgruppe:
Gitterkonstanten:
(berechnet aus 25
Reflexen mit

35° <0 <46°
Temperatur:
Dichte:

Kristalldaten fir Verbindung 144

(C15H22N304) - HCI - 2 MeOH

478.95 g/mol

m= 1.86 mm™* Korrektur mit Psi-scans

Tmin = 0.82, Tmax = 0.99

0.064 x 0.32 x 0.512 mm? farblose Platte

C ¢ (monoklin)
a=7.5722(8)A

b =27.324(2)A

c =11.438(1)A

V = 2364.2(4)A3
-80°C

dron = 1.346 gcm’™®

b = 92.609(5)°

z=4

F(000) = 1016

SCHAKAL-Plot der Rontgenkristallstruktur von Verbindung 144; Nummerierung nicht
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10.2.5.2 Datensammlung

Diffraktometer:
Strahlung:
Scan-Typ:
Scan-Breite:

Messbereich:

Reflexzahl:
gemessen

unabhéangige

Turbo CAD4

Cu-K, Graphitmonochromator

w/26

0.9° + 0.15*tan(6)

1.5°<0=<70°

-9<h=<0 0<k=<33 -13<1=<13

4502 (mit Friedel Paaren)
4395 (Rs = 0.0298)

beobachtete 4174 (IFl/s (F) > 4.0)

10.2.5.3 Datenkorrektur, Strukturlosung und -verfeinerung
Korrekturen: Lorentz- und Polarisationskorrektur
Losung: Programm: SIR-97 (Direkte Methoden)

Verfeinerung:

Diskrepanzfaktor:

Fitgute:

Flack Parameter:
maximale Anderung
der Parameter:

maximale Peakhdhe

in diff. Fouriersynthese:

Programm: SHELXL-97 (Vollmatrixverfahren), 308 verfei-
nerte Parameter, gewichtete Verfeinerung:

w = 1/[s?(Fo?) + (0.0819*P)? + 0.26*P]

wobei P = (Max (F¢?, 0) + 2* Fo?)/3;

Wasserstoffatome geometrisch eingefiigt u. reitend isotrop
verfeinert; NH's und OH's lokalisiert; Nichtwasserstoff-
atome anisotrop verfeinert;

wR2 = 0.1144 (R1 = 0.0417 fur beobachtete Reflexe,
0.0442 fir alle Reflexe)

S=1.041

x =0.01(2)

0.001 *e.sd

0.35, -0.24 eA®



10.2.5.4 Endkoordinaten und aquivalente Auslenkungsparameter (A%
an = (1/3)*ZZijai*aj*aiaj
Atom X Y Z Usg
CL1 0.82261(8) 0.55018(3) 0.06281(6) 0.0454(2)
C1 0.4713(3) 0.74338(8) 0.5108(2) 0.0268(6)
N2 0.4477(3) 0.69578(7) 0.5164(2) 0.0266(5)
C3 0.2900(3) 0.69150(8) 0.5674(2) 0.0264(6)
C4 0.2185(3) 0.73596(9) 0.5938(2) 0.0283(6)
N5 0.3363(3) 0.76918(7) 0.5562(2) 0.0267(5)
C6 0.3138(4) 0.82245(9) 0.5669(3) 0.0330(7)
N7 0.2148(3) 0.64452(8) 0.5900(2) 0.0335(6)
08 0.2920(3) 0.60767(7) 0.5622(2) 0.0505(7)
09 0.0711(3) 0.64427(7) 0.6372(2) 0.0463(7)
C10 0.6299(3) 0.76564(9) 0.4583(2) 0.0278(6)
011 0.6520(2) 0.80948(6) 0.4490(2) 0.0387(6)
N12 0.7425(3) 0.73106(7) 0.4229(2) 0.0298(6)
C13 0.9025(3) 0.73988(8) 0.3701(2) 0.0262(6)
N14 0.9991(3) 0.70057(7) 0.3407(2) 0.0266(5)
Ci15 1.1405(3) 0.71957(8) 0.2930(2) 0.0259(6)
N16 1.1361(3) 0.76911(7) 0.2911(2) 0.0271(5)
C17 0.9818(3) 0.78312(8) 0.3406(2) 0.0282(7)
C18 1.2632(3) 0.80366(9) 0.2449(2) 0.0336(7)
C19 1.2890(3) 0.68868(9) 0.2542(2) 0.0274(6)
020 1.4241(2) 0.70735(7) 0.2164(2) 0.0404(6)
N21 1.2632(3) 0.64126(7) 0.2663(2) 0.0297(6)
Cc22 1.4010(3) 0.60475(9) 0.2507(2) 0.0327(7)
C23 1.3401(3) 0.56423(9) 0.1669(2) 0.0321(7)
C24 1.3052(3) 0.58406(8) 0.0441(2) 0.0319(7)
N25 1.1994(3) 0.54945(8) -0.0318(2) 0.0350(6)
C26 1.2817(5) 0.5004(1) -0.0406(3) 0.0490(10)
Cc27 1.1636(4) 0.5713(1) -0.1505(3) 0.0474(9)
Ol1L 0.9728(3) 0.57183(9) 0.3195(2) 0.0508(7)
C2L 0.8461(4) 0.5776(1) 0.4053(3) 0.054(1)
O3L 0.6161(3) 0.5841(1) -0.1690(2) 0.0609(8)
C4L 0.6734(5) 0.5595(2) -0.2694(4) 0.065(1)
10.2.5.5 Anisotrope Auslenkungsparameter
Atom U1 U2 Uz Uiz U2s
CL1 0.0427(3) 0.0469(3) 0.0474(4) -0.0022(3) 0.0119(3) -0.0020(3)
C1 0.025(1) 0.028(1) 0.027(1) 0.0046(9) -0.0001(9) -0.0028(9)
N2 0.0229(9) 0.0269(10) 0.0301(10) 0.0006(7) 0.0009(8) -0.0037(8)
C3 0.025(1) 0.027(2) 0.027(1) 0.0002(8) 0.0012(9) -0.0001(9)
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Atom U1

C4  0.026(1)
N5 0.0249(9)
C6  0.034(1)
N7 0.035(1)
08  0.052(1)
09  0.042(1)
C10  0.023(1)
011  0.0316(9)
N12  0.0235(9)
C13  0.021(1)
N14  0.0242(9)
C15  0.025(1)
N16  0.0267(9)
C17  0.026(1)
c18  0.033(1)
C19  0.026(1)
020  0.0324(9)
N21  0.0224(10)
C22  0.026(1)
C23  0.030(1)
C24  0.039(1)
N25  0.037(1)
C26  0.061(2)
C27  0.050(2)
O1L  0.038(1)
C2L  0.039(1)
O3L  0.054(1)
C4L  0.054(2)
10.2.5.6

Uz

0.031(1)
0.0276(9)
0.026(1)
0.032(1)
0.0266(9)
0.042(1)
0.029(1)
0.0259(9)
0.028(1)
0.030(1)
0.0271(9)
0.029(1)
0.0279(10)
0.025(1)
0.029(1)
0.031(1)
0.0384(10)
0.030(1)
0.034(1)
0.026(1)
0.0234(9)
0.031(1)
0.029(1)
0.057(2)
0.066(1)
0.067(2)
0.073(2)
0.068(2)

Endkoordinaten

Uss

0.028(1)
0.0278(9)
0.039(1)
0.034(1)
0.074(1)
0.057(1)
0.031(1)
0.059(1)
0.039(1)
0.028(1)
0.0287(10)
0.023(1)
0.0268(9)
0.033(1)
0.039(1)
0.025(1)
0.052(1)
0.037(1)
0.039(1)
0.040(1)
0.034(1)
0.037(1)
0.057(2)
0.036(1)
0.048(1)
0.058(2)
0.057(1)
0.073(2)

und

Wasserstoffatome (A?)

Atom

H4
HG6A
H6B
H6C
H12
H1l7
H18A
H18B
H18C
H21
H22A

X

0.11047
0.19817
0.32106
0.40725
0.706(1)
0.93960
1.22184
1.27421
1.37852
1.178(4)
1.43585

U

0.0012(9)
0.0038(8)
0.0072(9)
-0.0002(9)
0.0014(8)
-0.0060(8)
0.0000(8)
0.0000(7)
-0.0009(8)
-0.0006(8)
-0.0016(8)
-0.0037(9)
-0.0034(8)
0.0004(9)
-0.0084(10)
-0.0028(9)
-0.0069(8)
-0.0017(8)
0.0027(9)
0.0062(9)
0.0031(9)
0.0001(8)
0.002(1)
0.002(1)
-0.0063(10)
-0.004(1)
0.012(1)
0.003(2)

Uiz

0.0019(9)
0.0044(7)
0.0042(9)
0.0040(8)
0.018(1)
0.0225(9)
-0.0001(9)
0.0097(8)
0.0074(8)
0.0017(8)
0.0037(7)
0.0023(8)
0.0014(7)
-0.0002(9)
0.005(1)
0.0046(9)
0.0199(8)
0.0089(8)
0.0048(10)
0.0057(10)
0.0102(10)
0.0063(9)
0.003(1)
0.001(1)
0.0071(9)
0.011(1)
0.014(1)
0.003(2)
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Uz

-0.0004(9)
-0.0025(8)
-0.002(1)
-0.0005(8)
-0.0034(9)
0.0016(9)
-0.0042(9)
-0.0031(8)
-0.0031(8)
-0.0021(9)
-0.0008(7)
-0.0011(8)
-0.0003(8)
-0.0029(9)
0.0029(10)
-0.0036(9)
-0.0008(8)
-0.0037(8)
0.0019(10)
0.0021(10)
0.0003(9)
0.0023(9)
-0.008(1)
0.004(1)
0.002(1)
0.001(2)
0.003(1)
-0.020(2)

isotrope Auslenkungsparameter der

Y Z Uiso
0.74215 0.63021 0.041(8)
0.82950 0.59820 0.066(7)
0.83766 0.48969 0.066(7)
0.83567 0.61998 0.066(7)
0.699(1) 0.4244(2) 0.026(7)
0.81544 0.35189 0.026(7)
0.83719 0.25695 0.066(7)
0.79774 0.16109 0.066(7)
0.79917 0.28591 0.066(7)
0.6336(4) 0.291(1) 0.033(8)
0.59021 0.32758 0.039(6)



10.2.5.7

Atom X Y Z Uiso
H22B 1.50629 0.62097 0.22008 0.039(6)
H23A 1.43205 0.53851 0.16556 0.039(6)
H23B 1.23072 0.54921 0.19470 0.039(6)
H24A 1.24100 0.61552 0.04848 0.041(6)
H24B 1.41945 0.59051 0.00823 0.041(6)
H25 1.087(4) 0.5415(3) -0.004(1) 0.047(9)
H26A 1.21299 0.48053 -0.09763 0.054(6)
H26B 1.28371 0.48434 0.03605 0.054(6)
H26C 1.40293 0.50394 -0.06603 0.054(6)
H27A 1.27546 0.57593 -0.18884 0.056(6)
H27B 1.10475 0.60300 -0.14254 0.056(6)
H27C 1.08709 0.54930 -0.19770 0.056(6)
HiL 0.91615 0.56876 0.24569 0.043(9)
H2L1 0.90651 0.58176 0.48223 0.11(1)
H2L2 0.77057 0.54846 0.40626 0.11(1)
H2L3 0.77335 0.60646 0.38690 0.11(1)
H3L 0.68598 0.56909 -0.10609 0.06(2)
H4L1 0.79053 0.57164 -0.28828 0.10(1)
H4L2 0.58947 0.56569 -0.33549 0.10(1)
H4L3 0.67982 0.52430 -0.25383 0.10(1)
Wasserstoffbrickenbindungen
D-H...A d(D-H) | d(H...A) | d(D...A) | < (DHA)
N(21)-H(21)...0(1L) | 0.74 2.33 2.988(3) | 148.6
N(25)-H(25)...CI(1) 0.94 2.19 3.097(2) | 160.5
O(1L)-H(1L)...Cl(1) 0.93 2.24 3.156(2) | 168.4
O(3L)-H(3L)...CI(1) 0.96 2.21 3.155(3) | 165.9
N(12)-H(12)...N(2) 0.91 2.26 2.697(3) | 108.7
N(21)-H(21)...N(14) | 0.74 2.36 2.739(3) | 112.9

Tabelle 10.6:

Bindungslangen (&), Winkel (Grad)

Wasserstoffbriickenbindungen fir Verbindung 144;
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10.2.5.8

C(1)-N(2)
C(1)-N(5)
C(1)-C(10)
N(2)-C(3)
C(3)-C(4)
C(3)-N(7)
C(4)-N(5)
N(5)-C(6)
N(7)-O(8)
N(7)-O(9)
C(10)-O(11)
C(10)-N(12)
N(12)-C(13)
C(13)-N(14)
C(13)-C(17)
N(14)-C(15)
C(15)-N(16)
C(15)-C(19)
N(16)-C(17)
N(16)-C(18)
C(19)-0O(20)
C(19)-N(21)
N(21)-C(22)
C(22)-C(23)
C(23)-C(24)
C(24)-N(25)
N(25)-C(26)
N(25)-C(27)
O(1L)-C(2L)
O(3L)-C(4L)

Bindungslangen [A]

1.315(3)
1.364(3)
1.496(3)
1.357(3)
1.369(3)
1.433(3)
1.356(3)
1.471(3)
1.214(3)
1.237(3)
1.215(3)
1.348(3)
1.399(3)
1.351(3)
1.374(3)
1.328(3)
1.354(3)
1.490(3)
1.375(3)
1.464(3)
1.239(3)
1.318(3)
1.460(3)
1.522(3)
1.517(3)
1.492(3)
1.483(3)
1.496(4)
1.412(4)
1.415(5)
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Bindungswinkel [Grad]

C(4)-N(5)-C(1)
C(4)-N(5)-C(6)
C(1)-N(5)-C(6)
O(8)-N(7)-O(9)
O(8)-N(7)-C(3)
O(9)-N(7)-C(3)
O(11)-C(10)-N(12)
O(11)-C(10)-C(1)
N(12)-C(10)-C(1)
C(10)-N(12)-C(13)
N(14)-C(13)-C(17)
N(14)-C(13)-N(12)
C(17)-C(13)-N(12)
C(15)-N(14)-C(13)
N(14)-C(15)-N(16)
N(14)-C(15)-C(19)

N(5)-C(1)-N(2)-C(3)

C(10)-C(1)-N(2)-C(3)

C(1)-N(2)-C(3)-C(4)
C(1)-N(2)-C(3)-N(7)
N(2)-C(3)-C(4)-N(5)
N(7)-C(3)-C(4)-N(5)
C(3)-C(4)-N(3)-C(1)
C(3)-C(4)-N(5)-C(6)
N(2)-C(1)-N(5)-C(4)

106.85(19)
123.8(2)
129.4(2)
123.6(2)
119.7(2)
116.7(2)
125.0(2)
123.5(2)
111.5(2)
125.5(2)
112.0(2)
117.4(2)
130.6(2)
104.3(2)
112.2(2)
122.3(2)

Torsionswinkel [Grad]

C(10)-C(1)-N(5)-C(4)
N(2)-C(1)-N(5)-C(6)
C(10)-C(1)-N(5)-C(6)
N(2)-C(3)-N(7)-O(8)
C(4)-C(3)-N(7)-0(8)
N(2)-C(3)-N(7)-0(9)
C(4)-C(3)-N(7)-0(9)
N(2)-C(1)-C(10)-O(11)
N(5)-C(1)-C(10)-O(11)
N(2)-C(1)-C(10)-N(12)
N(5)-C(1)-C(10)-N(12)
0(11)-C(10)-N(12)-C(13)
C(1)-C(10)-N(12)-C(13)
C(10)-N(12)-C(13)-N(14)

N(16)-C(15)-C(19)
C(15)-N(16)-C(17)
C(15)-N(16)-C(18)
C(17)-N(16)-C(18)
C(13)-C(17)-N(16)
0(20)-C(19)-N(21)
0(20)-C(19)-C(15)
N(21)-C(19)-C(15)
C(19)-N(21)-C(22)
N(21)-C(22)-C(23)
C(24)-C(23)-C(22)
N(25)-C(24)-C(23)
C(26)-N(25)-C(24)
C(26)-N(25)-C(27)
C(24)-N(25)-C(27)

0.2(3)
-179.1(2)
-0.5(3)
-179.9(2)
0.7(3)
180.0(2)
-0.5(3)
-179.9(2)
0.2(3)
179.5(2)
179.6(2)
-1.2(4)
-0.7(4)
-180.0(3)
179.7(2)
0.5(4)
177.7(2)
-1.5(4)
-2.1(3)
178.7(2)
0.1(4)
179.8(2)
179.8(2)

125.4(2)
106.98(19)
129.4(2)
123.6(2)
104.5(2)
124.7(2)
121.2(2)
114.1(2)
123.3(2)
112.10(19)
111.0(2)
112.24(19)
113.3(2)
111.0(2)
110.2(2)

311



C(10)-N(12)-C(13)-C(17)
C(17)-C(13)-N(14)-C(15)
N(12)-C(13)-N(14)-C(15)
C(13)-N(14)-C(15)-N(16)
C(13)-N(14)-C(15)-C(19)
N(14)-C(15)-N(16)-C(17)
C(19)-C(15)-N(16)-C(17)
N(14)-C(15)-N(16)-C(18)
C(19)-C(15)-N(16)-C(18)
N(14)-C(13)-C(17)-N(16)
N(12)-C(13)-C(17)-N(16)
C(15)-N(16)-C(17)-C(13)
C(18)-N(16)-C(17)-C(13)
N(14)-C(15)-C(19)-0(20)
N(16)-C(15)-C(19)-0(20)
N(14)-C(15)-C(19)-N(21)
N(16)-C(15)-C(19)-N(21)
0(20)-C(19)-N(21)-C(22)
C(15)-C(19)-N(21)-C(22)
C(19)-N(21)-C(22)-C(23)
N(21)-C(22)-C(23)-C(24)
C(22)-C(23)-C(24)-N(25)
C(23)-C(24)-N(25)-C(26)
C(23)-C(24)-N(25)-C(27)

-0.9(4)
0.4(3)
179.8(2)
-0.2(3)
176.2(2)
0.0(3)

-176.34(19)

-178.9(2)
4.8(4)
-0.4(3)
-179.7(2)
0.3(3)
179.2(2)
-175.7(2)
0.2(4)
3.1(3)
179.0(2)
8.3(4)
-170.4(2)
-128.7(2)
65.3(3)
-164.1(2)
-56.8(3)
178.2(2)

312
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10.3 Synthesevorschriften

10.3.1 2,2,2-Trichlor-1-(1-methyl-1H-2-pyrrolyl)ethanon %2 (56)
I\ CCls
\ \
CHj; 0

Zu einer Losung aus 2.03 g (25 mmol) N-Methylpyrrol 55 in 10 ml wasserfreiem
CH.CI; tropft man 4.55 g (28 mmol) Trichloressigsaurechlorid unter Stickstoff-
atmosphare bei RT. Nach Zugabe des Saurechlorids farbt sich die Losung purpurrot
bis violett. Man lasst 40 min. rihren. Nach erfolgter Umsetzung (DC-Kontrolle:
Kieselgel PE/EE 3:1) entfernt man das LM unter vermindertem Druck.

Den purpurroten Rickstand versetzt man mit 100 ml PE und erhitzt 10 min. unter
Ruckfluss. AnschlieRend wird die Uberstehende gelbe Losung abfiltriert, das Filtrat

15 h bei +4°C aufbewahrt und die ausgefallenen gelben Kristalle isoliert.

Ausbeute: 2.8 g (12.39 mmol) (49.6 % d. Th.), gelbe Nadeln

Schmelzpunkt: 62°C (Literatur: 62-63°C) [**!

'H-NMR, d[ppm]:  3.89 (s, 3H, CHs), 6.27 (dd, 1H, Pyrrol-H), 7.40 (d, 1H, %1 =1.6
(300 MHz) (DMSO d°) Hz, Pyrrol-H), 7.42 (d, 1H, 43 =1.7 Hz, Pyrrol-H)

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

Summenformel: C7HsNOClI3

M: 226.48
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2,2,2-Trichlor-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)ethanon *?? (57)

2 g (8.86 mmol) 2-Trichloracetyl-N-methylpyrrol 56 werden in 12 ml Acetanhydrid

suspendiert und auf -40°C gekihlt (MeOH/Ny). Anschliel3end wird eine Mischung

aus 8 ml Acetanhydrid und 1.6 ml HNO3 (65 %) hinzugetropft. Die Kiihlung wird nach

1.5 h entfernt und die entstandene gelbe Losung weitere 2 h bei RT geruhrt. Nach

erfolgter DC-Kontrolle (Kieselgel PE/EE 8:1) wird mit einer gesattigten NaHCOs-

Losung neutralisiert und dreimal mit CH,Cl, ausgeschiittelt. Die vereinigten organi-

schen Phasen werden uber MgSOa getrocknet und nachfolgend das LM im Vakuum

entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie (Kieselgel PE/EE 8:1)

gereinigt.

Ausbeute:

1.35 g (4.98 mmol) (56.2 % d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 133°C (Literatur: 134-135°C) 1*%!

'H-NMR, dlppm]:  3.99 (s, 3H, CHs3), 7.78 (d, 1H, *J = 1.8 Hz, Pyrrol-H3), 8.57 (d,
(300 MHz) (DMSO d) 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-H5)

EI-MS: m/z (%): 271 (100)

Summenformel: C7HsN203Cl3
M;: 271.48
10.3.3 N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolcarbox-

amid 1?2 (58)

HiC
O,N \
H N—ch,
/ \ N\/\/
) \
cH, ©
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1.4 g (5.16 mmol) 2,2,2-Trichlor-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)ethanon 57 werden
in 15 ml wasserfreiem CH,Cl, geldst und auf 0°C (Eis-Kochsalz-Mischung) gekuhlt.
Man gibt 700 mg (6.86 mmol) N,N-Dimethyl-1,3-propandiamin hinzu und lasst 1 h bei
RT rihren (DC-Kontrolle: Kieselgel MeOH/NH3 (25 %) 97:3). Anschlie3end wird das
LM unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus Ethanol umkristalli-

siert.

Ausbeute: 1.1 g (4.33 mmol) (83.9 % d. Th.), farblose Nadein

Schmelzpunkt: 125°C (EtOH) (Literatur: 125.5-127°C) =7

IH-NMR, dppm]: 1.59 (quint, 2H, 3] =7.1Hz, CHy), 2.10 (s, 6H, 2 CH3), 2.21 (t,

(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J = 7.0 Hz, CH,), 3.18 (g, 2H, 3J = 6.6 Hz, CH,), 3.88 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 7.39 (d, 1H, *J = 1.9 Hz, Pyrrol-H3), 8.11 (d, 1H, *J
= 1.9 Hz, Pyrrol-H5), 8.40 (t, 1H, 3] =5.5Hz, NH)

EI-MS: m/z (%): 254 (100)

Summenformel: C11H1gN4O3
M;: 254.28
10.3.4 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-

pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid 122 (60)

H3C\
N— CH3

I

—

ZT
w

2 g (7.87 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid
58 werden in 20 ml absolutem DMF gel6st, mit 800 mg Pd(10 %)/C versetzt und 16 h
unter Wasserstoffatmosphare geruhrt. Nach vollstandiger Reduktion (DC-Kontrolle:
Aluminiumoxid EtOH) filtriert man den Katalysator ab und kihlt die Losung auf 0°C
(Eis-Kochsalz-Mischung). 2 g (7.38 mmol) 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-
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pyrrolyl)ethanon 57 werden in 10 ml absolutem DMF gel6st und ebenfalls auf 0°C

gekuhlt. Diese Losung wird anschlieend zu der des Amins 59 hinzugetropft und fir

weitere 24 h bei RT geruhrt. Nach erfolgter Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
Kieselgel MeOH/NH; (25 %) 97:3) wird das LM unter Vakuum entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (Kieselgel MeOH/NHs3 (25 %) 97:3) gereinigt.

Ausbeute:

1.05 g (2.79 mmol) (37.8 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 190°C (MeOH) (Literatur: 191-194°C) 2%
'H-NMR, djppm]:  1.61 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 2.16 (s, 6H, 2 CHs), 2.28 (t,
(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 3.18 (g, 2H, 3J = 6.3 Hz, CH,), 3.79 (s, 3H,

Pyrrol-CH3), 3.94 (s, 3H, Pyrrol-CHj3), 6.81 (d, 1H, 4) = 1.4 Hz,
Pyrrol-H3), 7.20 (d, 1H, *J = 1.4 Hz, Pyrrol-H5), 7.57 (d, 1H, *J =
1.7 Hz, Pyrrol-H3"), 8.13 (t, 1H, 3J = 5.6 Hz, NH), 8.17 (d, 1H, “J
= 1.4 Hz, Pyrrol-H5"), 10.24 (s, 1H, NH)

BC-NMR, dppm]: 27.3 (CH,), 36.3 (CHs), 37.3 (CHy), 37.6 (CHs), 45.5 (2 CHa),

(75 MHz) (DMSO d) 57.7 (CHy), 104.1 (CH), 107.7 (CH), 107.8 (CH), 117.5 (CH),
121.7 (Cy), 123.6 (Cg), 126.6 (Cy), 134.1 (Cy), 157.1 (C=0),
161.4 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 376 (100)

Summenformel: C17H24N604

M;: 376.41

10.3.5 N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-{[2-(5-methyl-2,4-diox0-

1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)acetyl]amino}-1H-2-pyrrolcarbox-
amid % (64)
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240 mg (1.3 mmol) 2-Thyminessigsaure werden in 20 ml wasserfreiem DMF gel6st
und auf -20°C gekuhlt (MeOH/N2p). Man fugt 0.1 ml (1.2 mmol) Chlorameisen-
saureethylester hinzu und rihrt die Mischung 20 min. bei dieser Temperatur.

254 mg (1 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-carbox-
amid 58 werden in 10 ml absolutem DMF geldst, mit 200 mg Pd(10 %)/C versetzt
und 16 h unter Wasserstoffatmosphére geruhrt (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid EtOH).
Anschlie3end filtriert man den Katalysator ab, fugt 129 mg (1 mmol) N,N-Diisopropyl-
ethylamin hinzu, gibt diese Mischung zu der Losung der aktivierten 2-Thyminessig-
saure und ruhrt 24 h lichtgeschutzt bei RT. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle:
Kieselgel MeOH/NH3 (25 %) 97:3) dampft man zur Trockene ein und isoliert das
Endprodukt mittels Saulenchromatographie (Kieselgel MeOH/NHj; (25 %) 97:3).

Ausbeute: 145 mg (0.37 mmol) (37 % d. Th.), weil3er Feststoff

Schmelzpunkt: > 280°C

'H-NMR, djppm]:  1.61 (quint, 2H, 33 =6.9 Hz, CHy), 1.75 (s, 3H, Thymin-CHs),

(300 MHz) (DMSO d) 2.2 (s, 6H, 2 CHs), 2.33 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 3.16 (q, 2H, %J
= 6.7 Hz, CHy), 3.76 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 4.41 (s, 2H, CHy), 6.67
(d, 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-H3), 7.07 (d, 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-
H5), 7.48 (s, 1H, Thymin-H6), 8.10 (t, 1H, 3J = 5.1 Hz, NH), 10.13
(s, 1H, NH), 11.32 (s, 1H, Thymin-NH)

3C-.NMR, dlppm]: 12.22 (CHs), 27.00 (CH,), 36.31 (CHs), 37.09 (CH.), 44.97

(75 MHz) (DMSO d°) (2 CHs), 49.82 (CHy), 56.92 (CH,), 103.66 (CH), 108.23 (Cy),
117.86 (CH), 121.51 (C,), 123.47 (Cg), 142.80 (CH), 151.42
(C=0), 161.36 (C=0), 164.32 (C=0), 164.80 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 390.8 (100)

Summenformel: C18H26N604
M: 390.44
IR (cm ™): 3303 (m), 3126 (w), 2812 (w), 1688 (s), 1660 (s), 1644 (s), 1577

(m), 1524 (m), 1463 (m), 1435 (m), 1406 (m), 1346 (m), 1286
(w), 1223 (m), 1144 (m), 1030 (w), 963 (w), 805 (w), 760 (w), 665
(w)
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10.3.6 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[2-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)acetyl]amino}-1H-2-pyrrolcarboxamid 2% 2% (65)

Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

Summenformel:

H5C
$IN\—CHs
H
3
N
o
5 N\
CHs

analog zu Vorschrift 10.3.5 (S. 316)

376 mg (1 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-
carboxamid 60, 240 mg (1.3 mmol) 2-Thyminessigsaure

210 mg (0.41 mmol) (41 % d. Th.), gelber Feststoff

206°C

1.61 (quint, 2H, 3J =6.7 Hz, CH,), 1.76 (s, 3H, Thymin-CHs),
2.19 (s, 6H, 2 CHs), 2.31 (t, 2H, ] = 6.8 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, 3J
= 6.2 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 3.81 (s, 3H, Pyrrol-
CHs), 4.43 (s, 2H, CHy), 6.81 (s, 1H, Pyrrol-H3), 6.90 (s, 1H,
Pyrrol-H5), 7.14 (s, 1H, Pyrrol-H3"), 7.17 (s, 1H, Pyrrol-H5"), 7.49
(s, 1H, Thymin-H6), 8.08 (t, 1H, 3J = 4.3 Hz, NH), 9.86 (s, 1H,
NH), 10.18 (s, 1H, NH), 11.32 (s, 1H, Thymin-NH)

12.23 (CH3), 27.17 (CH,;), 36.25 (CHs), 36.48 (CHs3), 37.18
(CHy), 45.13 (2 CHs), 49.85 (CHy), 57.10 (CH,), 104.29 (CH),
104.35 (CH), 108.26 (C,), 118.10 (CH), 118.49 (CH), 121.59
(Cq), 122.28 (Cy), 123.22 (Cy), 123.28 (C,), 142.80 (CH), 151.42
(C=0), 158.57 (C=0), 161.52 (C=0), 164.40 (C=0), 164.80
(C=0)

514 (100)

C24H31NgOs
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M;: 511.56

IR (cm ™): 3294 (s), 2942 (m), 2815 (w), 1672 (s), 1629 (s), 1578 (s), 1527
(s), 1461 (m), 1429 (m), 1406 (w), 1140 (w), 767 (w), 666 (w)

10.3.7 6-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)hexansaure-

ethylester 2 (62)

OC,Hg

Zu einer Suspension von 2 g (15.9 mmol) Thymin 61 in 160 ml wasserfreiem DMF

gibt man 0.4 g (15.9 mmol) Natriumhydrid (95 %) und rihrt unter Stickstoffatmospha-

re bei RT. Nach einer Stunde werden 7.1 g (31.8 mmol) 6-Bromhexansaure-

ethylester sowie eine Spatelspitze Tetrabutylammoniumiodid hinzugefiigt und es wird
48 h bei RT geruhrt (DC-Kontrolle: Kieselgel CHCIls/MeOH 20:1). Anschlie3end wird
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt mittels Saulenchroma-
tographie isoliert (Kieselgel CHCIs/MeOH 20:1).

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

960 mg (3.58 mmol) (22.5 % d. Th.), farblose Kristalle

66°C (EtOH)

1.16 (t, 3H, 3J=7.2 Hz, CH3), 1.23 (quint, 2H,3J =7.9 Hz,
CH,), 1.54 (m, 4H, 2 CHy), 1.73 (s, 3H, Thymin-CHa), 2.27 (t, 2H,
3J = 7.3 Hz, CHy), 3.59 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH>), 4.03 (q, 2H, 3J =
7.2 Hz, CHy), 7.52 (s, 1H, Thymin-H6), 11.20 (s, 1H, Thymin-NH)
12.23 (CH3), 14.43 (CHs), 24.34 (CH,), 25.50 (CH,), 28.40
(CH), 33.60 (CH), 47.20 (CH), 59.98 (CH,), 108.67 (Cy),
141.73 (CH), 151.17 (C=0), 164.59 (C=0), 173.11 (C=0)



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

IR (cm ™:
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268.5 (100)

C13H20N204

268.31

3148 (w), 2996 (m), 2951 (m), 2825 (m), 1732 (s), 1682 (s), 1647
(s), 1476 (m), 1419 (m), 1372 (m), 1343 (m), 1248 (m), 1182 (m),
1125 (w), 1026 (w), 897 (w), 764 (w), 681 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 58.19 H751 N 10.44
Gef.: C58.24 H 7.49 N 10.43
10.3.8 6-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)hexansaure
[125] (63)

OH

1 g (3.73 mmol) 6-(5-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)hexansaure-

ethylester 62 werden in 80 ml Ethanol geldst, mit der 2-fach molaren Menge an 2M

NaOH versetzt und 12 h bei RT gerihrt. Im Falle einer nicht quantitativen Umsetzung
(DC-Kontrolle: Aluminiumoxid EE/EtOH 4:1) werden 5 ml 2M NaOH ergéanzt. Nach

vollstandiger Hydrolyse sauert man mit 1M HCI an, filtriert den entstandenen Nieder-

schlag ab und kristallisiert aus Ethanol um.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

890 mg (3.71 mmol) (99.5 % d. Th.), farbloser Feststoff
184°C (EtOH)
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'H-NMR, dlppm]:  1.23 (quint, 2H, 3J = 7.5 Hz, CH,), 1.52 (m, 4H, 2 CHy,), 1.73 (s,

(300 MHz) (DMSO d) 3H, Thymin-CHs), 2.19 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CH,), 3.59 (t, 2H, 3J =
7.2 Hz, CHy), 7.53 (s, 1H, Thymin-H6), 11.20 (s, 1H, Thymin-
NH), 12.01 (s, 1H, COOH)

3C-NMR, dppm]: 12.23 (CHs), 24.37 (CH,), 25.64 (CH,), 28.50 (CH), 33.76

(75 MHz) (DMSO d) (CH,), 47.27 (CH,), 108.67 (Cy), 141.76 (CH), 151.17 (C=0),
164.59 (C=0), 174.69 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 240.6 (100)

Summenformel: C11H16N204
M;: 240.11
IR (cm ™): 3012 (m), 2942 (m), 1713 (m), 1672 (s), 1648 (s), 1467 (m), 1416

(w), 1362 (m), 1270 (m), 1210 (m), 1128 (w), 929 (w), 900 (w),
850 (w), 758 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 54.99 H6.71 N 11.66
Gef.: C54.56 H7.14 N 11.61
10.3.9 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Amidkupplung mittels der Di-

cyclohexylcarbodiimid (DCC)- / 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)-
Methode )

1) Reduktion zum Amin:

1.58 mmol des entsprechenden Nitrohetarylcarboxamid-Derivates werden in 10 ml
absolutem DMF geldst und mit 290 mg Pd(10 %)/C unter Wasserstoffatmosphare
reduziert. Nach 12 h Ruhren bei RT wird per DC-Kontrolle (Aluminiumoxid EtOH) auf
vollstandige Reduktion geprift. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, das
Filtrat mit 500 pl Triethylamin versetzt und auf 0°C gekuihlt (Eis-Kochsalz-Mischung).
2) Aktivierung der Carbonséure:

1.58 mmol der Carbonséure, 0.36 g DCC (1.75 mmol) und 0.27 g HOBt (1.75 mmol)
werden in 10 ml wasserfreiem CH,CI, suspendiert und 1 h bei 0°C unter Stickstoff-
atmosphare gerihrt (Eis-Kochsalz-Mischung).

Die unter 1) hergestellte Aminldsung wird hinzugetropft und das erhaltene Reaktions-
gemisch zunéchst 2.5 h bei 0°C und danach lichtgeschutzt weitere 24 h unter Stick-
stoffatmosphére bei RT gerthrt (DC-Kontrolle: Kieselgel MeOH/NH3 (25 %) 97:3).
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Nach erfolgter Umsetzung filtriert man den Dicyclohexylharnstoff-Niederschlag ab,
entfernt das LM unter Vakuum und reinigt den Rickstand saulenchromatographisch
auf (Kieselgel MeOH/NHjs (25 %) 97:3).

10.3.10 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[6-(5-methyl-2,4-diox0-1,2,3,4-tetrahydro-1-
pyrimidinyl)hexanoyl]amino}-1H-2-pyrrolcarboxamid 3 (66)

@)
N4
O=< CHgs
w
H3C
H
/ " : H
@) ° H 3
I \
’ N
L\ 0
| o) N
CHj
CH,
Vorschrift: analog zu Vorschrift 10.3.9 (S. 321)
Einwaage: 594 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-

carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrol-
carboxamid 60, 380 mg (1.58 mmol) 6-(5-Methyl-2,4-dioxo-
1,2,3,4-tetrahydro-1-pyrimidinyl)hexansaure 63

Ausbeute: 410 mg (0.72 mmol) (45.6 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 80°C

H-NMR, dppm]: 1.24 (quint, 2H, 3) = 7.4 Hz, CHy), 1.57 (m, 6H, 3 CH,), 1.72 (s,

(300 MHz) (DMSO d°) 3H, Thymin-CHs), 2.12 (s, 6H, 2 CH3), 2.21 (m, 4H, 2 CH,), 3.17
(q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CHy), 3.59 (t, 2H, %J = 7.2 Hz, CH,), 3.78 (s,
3H, Pyrrol-CHs), 3.80 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.79 (d, 1H, 4J = 1.7
Hz, Pyrrol-H3), 6.83 (d, 1H, 43 = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.14 (d, 1H,
“J = 1.7 Hz, Pyrrol-H3"), 7.16 (d, 1H, *J = 1.4 Hz, Pyrrol-H5"),



BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)
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7.51 (s, 1H, Thymin-H6), 8.06 (t, 1H, 3J = 5.6 Hz, NH), 9.76 (s,
1H, NH), 9.84 (s, 1H, NH), 11.20 (s, 1H, Thymin-NH)

12.22 (CHj3), 25.23 (CHy), 25.80 (CHy), 27.48 (CHy), 28.60 (CHy),
35.73 (CHy), 36.23 (CHg3), 36.36 (CH3), 37.36 (CHy), 45.48 (2
CHg3), 47.31 (CH), 57.39 (CH)), 104.20 (CH), 104.26 (CH),
108.68 (Cy), 118.04 (CH), 118.37 (CH), 122.32 (2 Cg), 123.03
(Cqy), 123.32 (Cg), 141.75 (CH), 151.17 (C=0), 158.67 (C=0),
161.48 (C=0), 164.60 (C=0), 169.68 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 569.2 (100)

Summenformel: CygH40NgO5

M: 568.68

IR (cm ™): 3319 (s), 2946 (w), 1670 (s), 1565 (m), 1527 (m), 1461 (m), 1432
(m), 1407 (m), 1271 (m), 1214 (w), 1150 (w), 1062 (w), 827 (w),
761 (w)

Elementaranalyse: CysH40NgOs - 3 H,O
Ber.. C54.01 H7.45 N 17.99
Gef.: C54.00 H7.26 N 18.15

10.3.11 5-Methyl-4-nitrothiophen-2-carbonsaure 2% 1% (g)

Vorschrift:

Einwaage:
Ausbeute:

Schmelzpunkt:

O,N

1\ OH

H3C S

o=

analog zu Vorschrift 10.3.2 (S. 314);

DC-Kontrolle mittels Kieselgel (PE/HAc 99:1); das Rohprodukt
wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel PE/EtOH/HAcC
75:25:1) gereinigt

1.26 g (8.86 mmol) 5-Methyl-2-thiophencarbonsaure 67

1 g (5.34 mmol) (60.3 % d. Th.), gelb-brauner Feststoff

179°C (Literatur: 180.5-181.5°C) [**3
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'H-NMR, djppm]:  2.78 (s, 3H, CHs), 8.02 (s, 1H, Thiophen-H3)
(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, djppm]: 16.03 (CHs), 128.38 (CH), 130.20 (C,), 143.86 (C,), 150.22

(75 MHz) (DMSO d° (Cy), 161.82 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 186.6 (100)

Summenformel: CeHsNOLS

M;: 187.17

IR (cm ™): 3100 (m), 2853 (w), 2569 (w), 1682 (s), 1508 (s), 1426 (m), 1365

(m), 1299 (s), 1153 (m), 1090 (w), 1039 (w), 887 (w), 770 (w),
745 (m), 663 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 38.50 H 2.69 N 7.48 S17.13
Gef.: C 38.46 H277 N 7.32 S 17.00
10.3.12 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophencarboxamid 3% (69)

H3C\
N— CH3

I
—
ZT

analog zu Vorschrift 10.3.9 (S. 321)

402 mg (1.58 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-
nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid 58, 296 mg (1.58 mmol) 5-Methyl-4-
nitrothiophen-2-carbonséure 68

350 mg (0.89 mmol) (56.3 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 205°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:
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1.60 (quint, 2H, 33 = 7.0 Hz, CHy), 2.13 (s, 6H, 2 CH3), 2.23 (i,
2H, %) = 7.0 Hz, CHy), 2.77 (s, 3H, Thiophen-CHs), 3.18 (q, 2H,
3J = 6.5 Hz, CH,), 3.80 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.80 (d, 1H, *J = 1.7
Hz, Pyrrol-H3), 7.20 (d, 1H, 4] = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 8.14 (t, 1H,
3] =5.5 Hz, NH), 8.48 (s, 1H, Thiophen-H3), 10.61 (s, 1H, NH)
15.97 (CHs), 27.49 (CH,), 36.38 (CH3s), 37.36 (CH,), 45.53 (2
CHs), 57.36 (CHy), 104.04 (2 CH), 118.34 (CH), 121.26 (C),
135.30 (C,), 143.61 (C,), 148.83 (C,), 156.94 (C=0), 161.29
(C=0)

393.7 (100)

C17H23Ns04S

393.46

3272 (w), 3116 (w), 2822 (w), 1644 (s), 1593 (m), 1514 (s), 1441
(m), 1400 (m), 1315 (s), 1201 (w), 1125 (m), 1087 (s), 1033 (m),

777 (W)
Ber. C51.90 H5.89 N17.80  S8.15
Gef.. C51.80  H6.03 N17.63  S8.22

10.3.13 2-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)essigséaure-
ethylester [ (73)
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0.6 g (24.24 mmol) Natriumhydrid (97 %) und 2 g (10.14 mmol) Naphthalimid 70 wer-
den 20 min. in 10 ml absolutem DMF bei 0°C (Eis-Kochsalz-Mischung) gerihrt. 5.02
g (30.06 mmol) 2-Bromessigsaureethylester werden zugesetzt und die Mischung 24
h bei RT geruhrt. DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (PE/EE 3:1).

Nach erfolgter Umsetzung versetzt man die Mischung mit Wasser und extrahiert
dreimal mit Diethylether. Die vereinigten Etherphasen werden nach Trocknung tber
MgSO, eingeengt und mit 60 ml Ethanol versetzt. Hierbei 16st sich Bromessigsaure-

ethylester, das Produkt bleibt jedoch ungeldst und wird abfiltriert.

Ausbeute: 900 mg (3.18 mmol) (31.4 % d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunk: 160°C (Isopropanol) (Literatur: 162-163°C) 248!

'H-NMR, dlppm]:  1.20 (t, 3H, %J=7.2 Hz, CHs), 4.15 (q, 2H, 3J = 7.1 Hz, CH,),

(300 MHz) OMso o) 4.81 (s, 2H, CHy), 7.90 (pt, 2H, 3J = 7.8 Hz, Naphthalimid-H5+8),
8.52 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)

BC-NMR, dlppm]: 14.34 (CHs), 41.50 (CH,), 61.46 (CH,), 121.70 (2 C,), 127.73 (2

(75 MHz) (DMSO d°) CH), 127.80 (Cgq), 131.55 (2 CH), 131.72 (Cy), 135.31 (2 CH),
163.41 (2 C=0), 168.35 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 283.2 (100)

Summenformel: C16H13NO4
M;: 283.28
IR (cm ™): 1742 (m), 1694 (m), 1660 (s), 1590 (m), 1514 (w), 1435 (w),

1388 (m), 1375 (m), 1324 (m), 1239 (m), 1198 (m), 1175 (m),
1011 (w), 963 (m), 846 (w), 779 (s), 745 (W)

Elementaranalyse: Ber.: C 67.84 H 4.63 N 4.94
Gef.: C67.91 H4.61 N 4.83
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10.3.14 3-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)propion-

saureethylester 1% (75)

8 5
9 p e
/ 1 2 3\\
o N( o
07 N0C,Hs

8.4 g (46.38 mmol) 3-Brompropionsaureethylester werden in 60 ml absolutem DMF
geldst und mit 3.02 g (15.3 mmol) Naphthalimid 70 und 7.05 g (51.09 mmol) wasser-

freiem K,COs3; versetzt. Die erhaltene Suspension wird 24 h bei 90°C gerihrt. An-

schlieRend erfolgt eine DC-Kontrolle (Kieselgel PE/EE 3:1). Man filtriert das Uber-

schissige K,CO3z ab und engt das Filtrat am Vakuum ein. Nach 24 h bei 4°C fallen

farblose Nadeln aus, die abfiltriert werden.

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

3 9 (10.09 mmol) (66 % d. Th.), farblose Nadeln

93°C (Isopropanol)

1.10 (t, 3H, 3J=7.0 Hz, CHs), 2.65 (t, 2H, 3J =7.4 Hz, CH,),
4.03 (q, 2H, % = 7.2 Hz, CH,), 4.28 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, CHy),
7.86 (pt, 2H, %) = 7.8 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.46 (m, 4H,
Naphthalimid-H4+6+7+9)

14.25 (CHj3), 32.54 (CH,), 36.01 (CH;), 60.42 (CH,), 122.31 (2
Cq), 127.55 (2 CH), 127.69 (Cg), 131.07 (2 CH), 131.61 (Cy),
134.74 (2 CH), 163.63 (2 C=0), 171.19 (C=0)

297.2 (100)

C17H15NO4

297.31

1723 (s), 1694 (s), 1656 (s), 1622 (m), 1590 (s), 1477 (w), 1441
(m), 1391 (m), 1343 (s), 1245 (s), 1229 (s), 1150 (w), 1112 (m),
1036 (m), 1020 (m), 938 (w), 874 (m), 843 (w), 773 (S)

Ber.: C 68.68 H 5.09 N4.71

Gef.: C 68.58 H5.10 N 4.72



10.3.15
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4-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butter-

saureethylester 1% (77)

Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

analog zu Vorschrift 10.3.13 (S. 325)

1 g (5.07 mmol) Naphthalimid 70, 2.93 g (15.03 mmol) 4-
Brombuttersaureethylester

900 mg (2.9 mmol) (57.2 % d. Th.), farblose Nadeln

92°C

1.09 (t, 3H, % = 7.2 Hz, CHs), 1.92 (quint, 2H, 3J = 7.0 Hz, CHy),
2.37 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CHy), 3.93 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CHy),
4.08 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CHy), 7.86 (pt, 2H, 3J = 7.8 Hz,
Naphthalimid-H5+8), 8.46 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)
14.32 (CH3), 23.18 (CHy), 31.52 (CHy,), ein Signal von DMSO
uberlagert, 60.04 (CH,), 122.43 (2 Cy), 127.49 (2 CH), 127.75
(Cq), 130.98 (2 CH), 131.60 (Cg), 134.56 (2 CH), 163.87 (2 C=0),
172.73 (C=0)

311.3 (100)

C1sH17NO4

311.33

2964 (W), 1732 (s), 1691 (s), 1647 (s), 1619 (w), 1584 (m), 1457
(w), 1422 (w), 1391 (w), 1368 (m), 1343 (m), 1270 (m), 1248 (m),
1232 (m), 1163 (m), 1118 (w), 1049 (m), 1023 (w), 893 (w), 849
(w), 783 (m), 741 (w)

C 69.44 H 5.50
C69.11 H 5.39

N 4.50
N4.71

Ber.:
Gef.:
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10.3.16 5-(1,3-Diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)pentan-

saureethylester 1% (79)

Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

8 5
9 / 4
N, 3\\
o NI: o
o7 OC,H5

analog zu Vorschrift 10.3.13 (S. 325);

Nach Zugabe von Ethanol zur Etherphase fallt das gewinschte
Produkt nicht aus. Das LM wird unter Vakuum entfernt und der
Ruckstand zweimal mit Ethanol umkristallisiert.

2 g (10.24 mmol) Naphthalimid 70, 6.3 g (30.06 mmol) 5-
Brompentansaureethylester

1.2 g (3.7 mmol) (36.5 % d. Th.), farbloser Feststoff

73°C (Ethanol)

1.13 (t,3H, %3 = 7.2 Hz, CHs), 1.60 (m, 4H, 2 CH,), 2.33(t, 2H,
3J =6.9 Hz, CH,), 4.02 (m, 4H, 2 CH,), 7.86 (pt, 2H, %J = 7.8 Hz,
Naphthalimid-H5+8), 8.47 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)
14.40 (CHj3), 22.31 (CHy), 27.30 (CH,), 33.44 (CHy), ein Signal
von DMSO uberlagert, 59.99 (CH,), 122.39 (2 C,), 127.57 (2
CH), 127.70 (Cg), 131.07 (2 CH), 131.63 (C,), 134.65 (2 CH),
163.78 (2 C=0), 173.00 (C=0)

325.3 (100)

C19H19NO4

325.36

2958 (w), 1720 (s), 1691 (s), 1660 (s), 1584 (s), 1460 (w), 1438
(w), 1384 (s), 1343 (s), 1324 (s), 1254 (m), 1232 (m), 1194 (m),
1140 (w), 1058 (m), 1020 (w), 928 (w), 846 (w), 773 (m), 738 (w)
Ber.. C70.14 H 5.89 N 4.30

Gef.. C70.24 H5.81 N 4.14
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10.3.17 6-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)hexan-

saureethylester 1% (81)

Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dlppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

8 5

9 =4
X ™

o o

OC,Hs

analog zu Vorschrift 10.3.13 (S. 325);

2 g (10.14 mmol) Naphthalimid 70, 6.71 g (30.06 mmol) 6-
Bromhexanséureethylester

2 g (5.89 mmol) (58.1 % d. Th.), farblose Kristalle

74°C (Ethanol)

1.12 (t, 3H, %3 = 7.0 Hz, CHs), 1.34 (m, 2H, CHy), 1.58 (m, 4H, 2
CHy), 2.28 (t, 2H, 3 = 7.4 Hz, CH,), 4.02 (m, 4H, 2 CH,), 7.86
(pt, 2H, 3J = 7.8 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.47 (m, 4H, Naphthal-
imid-H4+6+7+9)

14.39 (CHj3), 24.50 (CHy), 26.19 (CH,), 27.48 (CHy), 33.63 (CHy),
ein Signal von DMSO (Uberlagert, 59.95 (CH,), 122.38 (2 C,),
127.55 (2 CH), 127.69 (Cg), 131.04 (2 CH), 131.62 (C,), 134.62
(2 CH), 163.72 (2 C=0), 173.13 (C=0)

339.1 (100)

C20H21NO4

339.39

2967 (w), 2939 (w), 2860 (w), 1729 (s), 1691 (s), 1650 (s), 1622
(m), 1587 (s), 1467 (w), 1435 (w), 1381 (m), 1356 (m), 1340 (m),
1232 (s), 1182 (s), 1163 (m), 1068 (w), 1033 (w), 878 (w), 773 (S)
Ber.. C70.78 H6.24 N 4.13

Gef.. C70.75 H6.47 N 4.33
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10.3.18 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Naphthalimid-

alkansauren durch Hydrolyse ihrer Ester [?> 149

3.5 mmol der Naphthalimidalkansaure werden in 30 ml 15%iger HCI suspendiert und

6 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach vollstandiger Hydrolyse (DC-Kontrolle: Kieselgel
PE/EE 1:1) wird das Produkt abfiltriert und getrocknet.

10.3.18.1  2-(1,3-Dioxo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)essigsaure

[125] (74)
Einwaage: 1 g (35 mmol) 2-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)essigsaureethylester 73
Ausbeute: 850 mg (3.33 mmol) (95.1 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 251°C (Literatur: 250°C) (148!

'H-NMR, dlppm]:  4.73 (s, 2H, CH,), 7.89 (pt, 2H, 3J = 7.8 Hz, Naphthalimid-H
(300 MHz) (DMSO d°) 5+8), 8.50 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)

BBC-NMR, dppm]: 41.48 (CH,), 121.71 (2 Cy), 127.63 (C,), 127.70 (2 CH), 131.48

(75 MHz) (DMSO d°) (2 CH), 131.64 (Cgy), 135.20 (2 CH), 163.45 (2 C=0), 169.69
(C=0)

FD-MS: m/z (%): 255.2 (100)

Summenformel: C14HgNO,

M: 255.23

IR (cm ™): 3069 (w), 2996 (w), 2948 (w), 1723 (m), 1698 (s), 1653 (s), 1625

(w), 1584 (m), 1435 (m), 1387 (m), 1356 (m), 1318 (m), 1232 (s),
1175 (m), 1150 (w), 1027 (w), 969 (m), 900 (w), 846 (w), 773 (s),
741 (w)
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Elementaranalyse: Ber.: C 65.88 H 3.55 N 5.49
Gef.: C66.09 H 3.54 N 5.42

10.3.18.2  3-(1,3-Diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)propion-

saure %9 (76)

Z “OH
Einwaage: 1.04 g (3.5 mmol) 3-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)propionsaureethylester 75
Ausbeute: 940 mg (3.49 mmol) (99.7 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 232°C (Literatur: 231-233°C) %

'H-NMR, dlppm]:  2.59 (t, 2H, %J=7.2 Hz, CH,), 4.25 (t, 2H, 3J =7.4 Hz, CH)),

(300 MHz) OMso @) 7.85 (pt, 2H, 3 = 7.8 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.46 (m, 4H,
Naphthalimid-H4+6+7+9), 12.37 (s, 1H, COOH)

3C-NMR, d[ppm]: 32.49 (CH,), 36.04 (CH,), 122.35 (2 C,), 127.52 (2 CH), 127.69

(75 MHz) (DMSO d°) (Cq), 131.03 (2 CH), 131.61 (Cy), 134.66 (2 CH), 163.62 (2 C=0),
172.79 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 269.2 (100)

Summenformel: C15sH11NO4

M: 269.26

IR (cm ™: 2920 (w), 1698 (s), 1653 (s), 1622 (m), 1584 (m), 1435 (m), 1343

(s), 1267 (m), 1223 (s), 1169 (m), 1140 (w), 1033 (w), 925 (w),
874 (m), 840 (w), 770 (s)

Elementaranalyse: Ber.: C 66.91 H4.12 N 5.20
Gef.: C66.93 H4.11 N 5.16
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10.3.18.3  4-(1,3-Dioxo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butterséure
[125] (78)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

1.1 g (3.5 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)buttersaureethylester 77

895 mg (3.16 mmol) (90.3 % d. Th.), farbloser Feststoff

185°C

1.87 (quint, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 2.29 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CHy),
4.06 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, CHy), 7.82 (pt, 2H, 3J = 7.7 Hz
Naphthalimid-H5+8), 8.41 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)
23.30 (CHy), 31.64 (CHy), 39.43 (CHy), 122.39 (2 Cg), 127.45
(2 CH), 127.69 (Cg), 130.95 (2 CH), 131.55 (Cy), 134.50 (2 CH),
163.83 (2 C=0), 174.29 (C=0)

283.4 (100)

C16H13NO4

283.28

2961 (w), 1691 (s), 1653 (s), 1581 (m), 1438 (m), 1387 (m), 1343
(s), 1320 (m), 1235 (m), 1166 (m), 966 (m), 779 (S)

Ber.. C67.84 H 4.63 N 4.94

Gef.: C68.11 H 4.67 N 4.93
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10.3.184  5-(1,3-Diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)pentan-

saure ' (80)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

1.14 g (3.5 mmol) 5-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)pentansaureethylester 79

1 g (3.36 mmol) (96 % d. Th.), farbloser Feststoff

162°C

1.58 (m, 4H, 2 CHy), 2.26 (t, 2H, °J = 6.9 Hz, CH,), 4.02 (t, 2H,
33 = 6.7 Hz, CHy), 7.83 (pt, 2H, 3J = 7.8 Hz, Naphthalimid-H5+8),
8.43 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9)

22.36 (CHy), 27.41 (CH,), 33.60 (CH,), ein Signal von DMSO
uberlagert, 122.31 (2 Cy), 127.51 (2 CH), 127.64 (Cg), 131.01 (2
CH), 131.58 (Cg), 134.59 (2 CH), 163.71 (2 C=0), 174.59 (C=0)

297.3 (100)

C17H15NO4

297.31

3160 (w), 2985 (w), 1726 (s), 1691 (s), 1637 (s), 1615 (m),1590
(m), 1460 (w), 1438 (w), 1387 (m), 1365 (m), 1343 (m), 1239 (s),
1159 (s), 1137 (m), 1058 (m), 922 (w), 855 (w), 783 (s), 741 (w),
662 (w)

Ber.: C 68.68 H 5.09 N4.71

Gef.: C 68.67 H 4.98 N 4.72
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10.3.18.5 6-(1,3-Diox0o-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)hexan-

saure ¥ (82)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

8 N5

9 g
P X

o o

OH

1.19 g (3.5 mmol) 6-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)hexanséaureethylester 81

1 g (3.21 mmol) (91.7 % d. Th.), farbloser Feststoff

126°C

1.33 (quint, 2H, 3J = 7.5 Hz, CH,), 1.57 (m, 4H, 2 CH,), 2.20 (t,
2H, 33 = 7.3 Hz, CHy), 4.00 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, CH>), 7.84 (pt, 2H,
3] = 7.8 Hz Naphthalimid-H5+8), 8.44 (m, 4H, Naphthalimid-
H4+6+7+9)

24.52 (CHy), 26.32 (CHy), 27.55 (CHy), 33.78 (CHy), ein Signal
von DMSO uberlagert, 122.34 (2 Cy), 127.51 (2 CH), 127.64
(Cq), 131.01 (2 CH), 131.58 (Cy), 134.58 (2 CH), 163.68 (2 C=0),
174.71 (C=0)

311.1 (100)

C18H17NO4

311.12

2939 (w), 2863 (w), 1688 (s), 1653 (s), 1587 (m), 1435 (m), 1384
(m), 1343 (m), 1311 (w), 1254 (m), 1235 (m), 1169 (w), 1071 (w),
957 (w), 938 (w), 843 (w), 776 (m), 735 (w)

Ber.. C69.44 H 5.50 N 4.50

Gef.: C69.39 H 5.62 N 4.56



336

10.3.19 5-Nitro-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-1,3-dion %! (72)

4.48 g (18.42 mmol) 3-Nitronaphthalsaureanhydrid 71 werden in 75 ml DMF (absolut)
suspendiert und anschliel3end mit 80 ml NH; (25 %) versetzt. Das dunkelrot gefarbte
Reaktionsgemisch wird 12 h bei 200°C unter Ruckfluss erhitzt. DC-Kontrolle erfolgt
mittels Kieselgel (PE/EE 3:1). Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert, mit PE nach-

gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 3.8 g (15.7 mmol) (85.2 % d. Th.), hautfarbener Feststoff

Schmelzpunkt: > 250°C

'H-NMR, djppm]:  7.90 (pt, 1H, Naphthalimid-H8), 8.45 (pd, 1H, Naphthalimid-H9),

(300 MHz) (DMSO d°) 8.58 (pd, 1H, Naphthalimid-H7), 8.69 (pd, 1H, Naphthalimid-H4),
9.27 (pd, 1H, Naphthalimid-H6), 11.93 (s, 1H, NH)

3C-NMR, dppm]: 122.24 (CH), 123.03 (C,), 124.46 (C,), 129.30 (CH), 129.83

(75 MHz) (DMSO d°) (CH), 130.77 (Cgy), 131.22 (C,), 133.33 (CH), 136.45 (CH),
145.81 (C,), 162.91 (C=0), 163.55 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 242.2 (100)

Summenformel: C12HN2O4
M;: 242.19
IR (cm ™): 3170 (m), 3062 (m), 1704 (m), 1666 (s), 1587 (s), 1533 (s), 1501

(m), 1422 (m), 1327 (s), 1264 (s), 1099 (m), 919 (m), 786 (s),
669 (w)
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10.3.20 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)-

buttersaureethylester 2% (83)

1.26 g (5 mmol) 5-Nitronaphthalimid 72 und 0.32 g (12.93 mmol) Natriumhydrid (97
%) werden in 20 ml absolutem DMF suspendiert und 30 min. bei RT gerthrt. Hierbei
farbt sich das Gemisch dunkelrot. AnschlieRend fiigt man 3 g (15.38 mmol) 4-
Brombuttersaureethylester hinzu und rihrt weitere 24 h bei RT. Nach kompletter
Umsetzung (DC-Kontrolle: Kieselgel PE/EE 3:1) wird das LM im Vakuum entfernt
und der Ruckstand in 40 ml Ethanol aufgenommen. Der ungeldste Anteil wird

abfiltriert und getrocknet.

Ausbeute: 1.5 g (4.2 mmol) (84 % d. Th.), roter Feststoff

Schmelzpunkt: 157 °C (EtOH)

'H-NMR, dppm]:  1.11 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, CHs), 1.91 (quint, 2H, 3J = 7.1 Hz, CHy),

(300 MHz) OMsO o) 2.38 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CHy), 3.95 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,),
4.07 (t, 2H, %) = 6.8 Hz, CH,), 8.01 (pt, 1H, Naphthalimid-H8),
8.62 (pd, 1H, Naphthalimid-H9), 8.72 (pd, 1H, Naphthalimid-H7),
8.88 (pd, 1H, Naphthalimid-H4), 9.27 (pd, 1H, Naphthalimid-H6)

3C-NMR, dlppm]: 14.34 (CHs), 23.05 (CHy), 31.43 (CH>), 39.63 (CHy), 60.06 (CHy),

(75 MHz) (DMSO d°) 122.94 (Cg), 123.00 (CH), 124.37 (Cq), 129.50 (CH), 129.87
(CH), 131.09 (2 Cg4), 134.13 (CH), 136.51 (CH), 146.05 (C),
162.70 (C=0), 163.21 (C=0), 172.75 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 356.5 (100)

Summenformel: C1sH16N205

M: 356.33
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IR (cm ™): 3433 (m), 1723 (m), 1698 (m), 1653 (s), 1593 (m), 1536 (m),
1416 (w), 1349 (m), 1330 (m), 1242 (m), 1194 (m), 1169 (m),
1080 (w), 916 (w), 792 (m), 754 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 60.67 H 4.53 N 7.86
Gef.: C60.38 H 4.66 N 7.99

10.3.21 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)-
buttersaure %149 (84)

OH

1 g (2.81 mmol) 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)-
buttersaureethylester 83, 28 ml THF, 14 ml H,O und 142 mg (3.37 mmol) LiOH-
Monohydrat werden 16 h bei RT gerihrt. Nach erfolgter Umsetzung (DC-Kontrolle:
Kieselgel PE/EE 3:1) wird der Reaktionsansatz zweimal mit Petrolether ausgeschuit-
telt. Die wassrige Phase wird anschlieBend mit verdunnter Essigsaure neutralisiert,

der entstandene Niederschlag abfiltriert und mit Petrolether gewaschen.

Ausbeute: 920 mg (2.80 mmol) (99.6 % d. Th.), brauner Feststoff

Schmelzpunkt: ab 200°C Zersetzung

'"H-NMR, djppm]:  1.89 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 2.31 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CHy),

(300 MHz) OMso o) 4.09 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CHy), 8.03 (pt, 1H, Naphthalimid-H8),
8.64 (pd, 1H, Naphthalimid-H9), 8.74 (pd, 1H, Naphthalimid-H7),
8.91 (pd, 1H, Naphthalimid-H4), 9.44 (pd, 1H, Naphthalimid-H6),
12.03 (s, 1H, COOH)
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3C-.NMR, dlppm]: 23.15 (CH,), 31.57 (CH.), ein Signal von DMSO iiberlagert,
(75 MHz) (DMSO d°) 123.06 (Cg), 123.08 (CH), 124.45 (Cg), 129.52 (CH), 129.89

(CH), 131.13 (2 Cg), 134.16 (CH), 136.51 (CH), 146.11 (C,),
162.75 (C=0), 163.24 (C=0), 174.33 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 328.2 (100)

Summenformel: C16H12N20s
M;: 328.28
IR (cm ™: 3069 (w), 1726 (w), 1698 (m), 1656 (s), 1593 (w), 1533 (w), 1438

(w), 1413 (w), 1324 (m), 1239 (w), 1172 (w), 1150 (w), 1080 (w),
1055 (w), 925 (w), 786 (m), 754 (m)

Elementaranalyse: Ber.: C 58.54 H 3.68 N 8.53
Gef.: C58.80 H3.71 N 8.44
10.3.22 3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propionsaureethylester %!

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

(86)

Z SOC,Hs

analog zu Vorschrift 10.3.14 (S. 327);

DC-Kontrolle: Aluminiumoxid PE/EE 2:1; die Reinigung erfolgt
mittels Saulenchromatographie (Aluminiumoxid PE/EE 2:1)

1 g (5.1 mmol) Acridon 85, 2.8 g (15.46 mmol) 3-Brom-
propionsaureethylester, 2.35 g (17.03 mmol) K,COg3 (wasserfrei)
360 mg (1.22 mmol) (23.9 % d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 95°C



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:
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1.13 (t, 3H, 33 = 7.2 Hz, CHs), 2.88 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, CH,), 4.05
(q, 2H, 33 = 7.3 Hz, CHy), 4.76 (t, 2H, 3] = 7.6 Hz, CH,), 7.34 (m,
2H, Acridon-H), 7.83 (pd, 4H, Acridon-H), 8.34 (pd, 2H, 3 = 7.9
Hz, Acridon-H1+8)

14.25 (CHs), 31.91 (CH,), 41.54 (CH,), 60.65 (CH,), 116.02 (2
CH), 121.75 (2 CH), 121.98 (2 C,), 127.10 (2 CH), 134.65 (2
CH), 141.69 (2 C,), 170.99 (C=0), 176.82 (C=0)

295 (100)

C18H17NO3

295.34

3065 (w), 2974 (w), 1726 (s), 1619 (m), 1584 (s), 1479 (s), 1460
(s), 1372 (s), 1302 (m), 1283 (m), 1267 (m), 1172 (s), 1042 (m),
935 (w), 849 (w), 748 (s), 665 (m)

Ber.: C73.20 H 5.80 N 4.74

Gef.: C73.20 H5.78 N 4.67

10.3.23 4-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buttersaureethylester *%! (88)

OC,Hg

O

0.15 g (6.06 mmol) Natriumhydrid (97 %) werden in 10 ml absolutem DMF
suspendiert. Man gibt eine Suspension von 1 g (5.12 mmol) Acridon 85 in 20 ml DMF

(absolut) hinzu und rihrt 0.5 h bei RT. AnschlieBend ergénzt man 3 g (15.38 mmol)

4-Brombuttersaureethylester und eine Spatelspitze Tetrabutylammoniumiodid und
rahrt 2 h bei 80°C. Nach erfolgter Umsetzung (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid PE/EE

2:1) wird das

LM im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt mittels

Saulenchromatographie (Aluminiumoxid PE/EE 2:1).



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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)
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300 mg (0.97 mmol) (18.8 % d. Th.), gelbe Kristalle

93°C

1.21 (t, 3H, 33 = 7.2 Hz, CH3), 2.03 (quint, 2H, 3J = 7.5 Hz, CHy),
2.64 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CHy), 4.11 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,),
4.49 (t, 2H, % = 8.1 Hz, CHy), 7.34 (pt, 2H, 3J = 7.3 Hz, Acridon-
H), 7.84 (m, 2H, Acridon-H4+5), 7.93 (pd, 2H, 3J = 8.5 Hz,
Acridon-H), 8.34 (m, 2H, Acridon-H1+8)

14.43 (CHs), 22.02 (CHy), 30.42 (CH,), 44.82 (CH,), 60.44 (CH,),
116.06 (2 CH), 121.62 (2 CH), 121.89 (2 C,), 127.09 (2 CH),
134.56 (2 CH), 141.79 (2 C,), 173.04 (C=0), 176.78 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 309.2 (100)

Summenformel: C19H19NO3

M: 309.36

IR (cm ™): 3000 (w), 1720 (s), 1610 (s), 1598 (s), 1500 (s), 1450 (s), 1422
(w), 1370 (s), 1300 (m), 1150 (s), 1080 (w), 960 (w), 890 (w), 800
(s), 650 (m)

Elementaranalyse: Ber.: C 73.77 H6.19 N 4.53
Gef.: C73.42 H 6.32 N 4.91

10.3.24 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridonalkan-

sauren durch Hydrolyse ihrer Ester [*?°

Die Acridonalkansaureester werden in Ethanol (20 ml pro mmol) geldst, mit der 2-

fach molaren Menge an 2M NaOH versetzt und 12 h bei RT geruhrt. Im Falle einer

nicht quantitativen Umsetzung (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid EE/EtOH 2:1) werden

weitere 10 ml 2M NaOH hinzugefugt. Nach vollstandiger Hydrolyse sauert man mit

1M wassriger HCI an und filtriert den entstandenen Niederschlag ab.
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10.3.24.1  3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propionsaure %! (87)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

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

Elementaranalyse:

1 g (3.38 mmol) 3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propion-
saureethylester 86

900 mg (3.37 mmol) (99.7 % d. Th.), gelber Feststoff

> 250°C

2.82 (t, 2H, %) = 7.9 Hz, CHy), 4.72 (t, 2H, 3J = 7.8 Hz, CH,), 7.34
(m, 2H, Acridon-H), 7.84 (pd, 4H, Acridon-H), 8.35 (pd, 2H, 3J =
8.1 Hz, Acridon-H1+8), 12.22 (s, 1H, COOH)

267 (100)

C16H13NO3

267.28

Ber.: C71.90 H 4.90 N 5.24
Gef.:. C71.86 H 4.93 N 5.16

10.3.24.2  4-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buttersaure > (89)



Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)
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15 g (4.85 mmol) 4-(9-Oxo0-9,10-dihydro-10-acridinyl)butter-
saureethylester 88

1.35 g (4.8 mmol) (99 % d. Th.), gelber Feststoff

203°C

1.99 (quint, 2H, 3J = 7.3 Hz, CH,), 2.57 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CH,),
4.48 (t, 2H, % = 8.2 Hz, CHy), 7.33 (pt, 2H, 3J = 7.4 Hz, Acridon-
H), 7.83 (m, 2H, Acridon-H4+5), 7.95 (pd, 2H, 3J = 8.8 Hz,
Acridon-H), 8.35 (m, 2H, Acridon-H1+8)

22.11 (CH,), 30.50 (CHy), 45.03 (CH,), 116.13 (2 CH), 121.61 (2
CH), 121.89 (2 Cy), 127.05 (2 CH), 134.56 (2 CH), 141.81 (2 Cy),
174.61 (C=0), 176.79 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 281.2 (100)
Summenformel: C17H15NO3
M;: 281.31
Elementaranalyse: Ber.: C 72.58 H 5.37 N 4.98
Gef.. C72.04 H541 N 4.72
10.3.25 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridon- und

(Nitro-)Naphthalimid-gekoppelten Thiophenpyrrolcarboxamide [**

Durchfiihrung analog zu Vorschrift 10.3.9 (S. 321)

10.3.25.1  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[2-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)acetyl]Jamino}-2-thiophencarboxamid 3% (91)

B
N}%\(H v
\O N\CH3

HsC
S\ \—CHz



Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:
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621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 402.9 mg (1.58 mmol) 2-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)essigsaure 74

360 mg (0.599 mmol) (37.9 % d. Th.), gelber Feststoff

180°C (MeOH)

1.58 (quint, 2H, 33 = 7.0 Hz, CHy), 2.12 (s, 6H, 2 CHa), 2.23 (t,
2H, %) = 6.9 Hz, CHy), 2.35 (s, 3H, Thiophen-CHs), 3.15 (q, 2H,
3) = 6.2 Hz, CHy), 3.76 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.90 (s, 2H, CHy),
6.74 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.13 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.90 (pt, 2H, 3=
7.6 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.01 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.11 (t,
1H, 3] = 5.5 Hz, NH), 8.52 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9),
10.0 (s, 1H, NH), 10.26 (s, 1H, NH)

12.88 (CHj3), 27.34 (CHy), 36.25 (CHs), 37.32 (CHy), 42.87 (CHy),
45.39 (2 CHg), 57.28 (CH,), 104.13 (CH), 118.16 (CH), 121.88
(Cq), 122.19 (2 Cy), 123.60 (Cq), 125 .98 (CH), 127.67 (2 CH),
127.82 (Cgy), 131.27 (2 CH), 131.71 (Cg), 132.14 (C,), 132.63
(Cq), 134.34 (Cy), 135.01 (2 CH), 158.30 (C=0), 161.41 (C=0),
163.74 (2 C=0), 165.82 (C=0)

601.5 (100)

C3z1H32N6OsS

600.69

3278 (w), 1707 (w), 1656 (s), 1584 (s), 1514 (s), 1438 (m), 1378
(m), 1359 (w), 1286 (w), 1235 (m), 1182 (w), 1147 (w), 963 (w),
843 (w), 776 (m)

C31H32NgOsS - 2 H,O

Ber.. C58.48 H5.70 N 13.20 S5.04

Gef.: C58.70 H5.34 N 13.14 S541
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10.3.25.2  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[3-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)propanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid **!

(92)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 425.4 mg (1.58 mmol) 3-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)propionséure 76

310 mg (0.5 mmol) (31.6 % d. Th.), gelber Feststoff

145°C (MeOH)

1.60 (quint, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 2.13 (s, 6H, 2 CHa), 2.24 (t+s,
5H, CH; und Thiophen-CHg), 2.73 (t, 2H, 3) =6.7 Hz, CHy), 3.17
(q, 2H, 33 = 6.0 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHa), 4.37 (t, 2H, 3J
= 7.3 Hz, CHy), 6.79 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.17 (s, 1H, Pyrrol-H5),
7.88 (pt, 2H, 3J = 7.6 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.01 (s, 1H,
Thiophen-H3), 8.10 (t, 1H, 3] = 55 Hz, NH), 8.49 (m, 4H,
Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.67 (s, 1H, NH), 10.26 (s, 1H, NH)
12.73 (CHj3), 27.43 (CHy), 34.14 (CHy), 36.28 (CH3), 36.76 (CHy),
37.35 (CHy), 45.46 (2 CHs), 57.34 (CH,), 104.23 (CH), 118.18
(CH), 121.94 (C,), 122.46 (2 Cgy), 123.60 (Cy), 126.14 (CH),
127.58 (2 CH), 127.75 (Cy), 131.06 (2 CH), 131.56 (C,), 131.65
(Cq), 133.15 (Cy), 134.05 (Cq), 134.69 (2 CH), 158.39 (C=0),
161.43 (C=0), 163.72 (2 C=0), 169.09 (C=0)

614.4 (100)
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Summenformel: C3oH34NgO5S
M: 614.72
IR (cm ™): 3272 (m), 1644 (s), 1584 (s), 1517 (m), 1435 (m), 1343 (w), 1280

(w), 1232 (w), 1140 (w), 1026 (w), 871 (w), 846 (w), 779 (m)

Elementaranalyse: Cs3;H34NgOsS - 3 H,0

10.3.25.3

Einwaage:

Ausbeute:

Ber.: C57.47 H 6.03 N 12.57 S 4.79
Gef.: C57.60 H 5.98 N 12.88 S 5.06

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid ™% (93)

HsC,

o)
H
N H
d H
/A AN
HsC \ o)
\ N
@) \
CHs

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 448 mg (1.58 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)buttersaure 78

330 mg (0.52 mmol) (32.9 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 170°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:
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1.61 (quint, 2H, 3J = 6.8 Hz, CH,), 1.99 (quint, 2H, 3 = 7.2 Hz,
CHy), 2.17 (s, 6H, 2 CHj3), 2.29 (t+s, 5H, CH, und Thiophen-CHy),
2.42 (t, 2H, %) = 7.5 Hz, CHy), 3.17 (q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,),
3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.14 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 6.79 (s,
1H, Pyrrol-H3), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.86 (pt, 2H, 3)=7.7Hz,
Naphthalimid-H5+8), 7.99 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.09 (t, 1H, 3J =
5.6 Hz, NH), 8.50 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.50 (s, 1H,
NH), 10.26 (s, 1H, NH)

12.82 (CHj3), 24.09 (CH,), 27.38 (CHy), 33.39 (CH,), 36.28 (CHj3),
37.30 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert, 45.39 (2 CHa),
57.29 (CH2), 104.23 (CH), 118.21 (CH), 121.95 (C), 122.45 (2
Cq), 123.57 (Cy), 125.99 (CH), 127.52 (2 CH), 127.76 (Cy),
131.07 (2 CH), 131.17 (Cg), 131.63 (C,), 133.36 (Cg), 134.01
(Cy), 134.62 (2 CH), 158.39 (C=0), 161.43 (C=0), 163.87 (2
C=0), 170.56 (C=0)

630.4 (100)

Cs3H3sN6O5S

628.75

3262 (w), 2948 (w), 1698 (m), 1656 (s), 1587 (s), 1517 (m), 1435
(m), 1387 (w), 1343 (m), 1283 (w), 1251 (w), 1232 (w), 1140 (w),
1049 (w), 779 (s)

Cs3H36N6OsS - 2 H,0

Ber.: C59.62 H 6.06 N 12.64 S 4.82

Gef.: C59.45 H5.95 N 12.51 S 4.86
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10.3.25.4  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[5-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)pentanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid **!

(94)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

H3C,
N/

2T

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 469.8 mg (1.58 mmol) 5-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)pentanséure 80

270 mg (0.42 mmol) (26.6 % d. Th.), gelber Feststoff

191°C (MeOH)

1.60 (quint, 2H, 33 = 7.0 Hz, CHy), 1.68 (m, 4H, 2 CHy), 2.14 (s,
6H, 2 CHs), 2.25 (t+s, 5H, CH, und Thiophen-CHg3), 2.38 (t, 2H,
3J = 6.2 Hz, CH,), 3.17 (g, 2H, 3J = 6.6 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 4.09 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz, CH,), 6.78 (s, 1H, Pyrrol-
H3), 7.15 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.87 (pt, 2H, 3] = 7.7 Hz
Naphthalimid-H5+8), 8.02 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.08 (t, 1H, 3=
5.8 Hz, NH), 8.47 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.50 (s, 1H,
NH), 10.25 (s, 1H, NH)

12.79 (CHjs), 23.22 (CHy), 27.40 (CH,), 27.61 (CHy), 35.43 (CH>),
36.27 (CHs), 37.33 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert,
45.42 (2 CHs), 57.31 (CHy), 104.20 (CH), 118.16 (CH), 121.94
(Cy), 122.40 (2 Cy), 123.58 (Cy), 126.07 (CH), 127.58 (2 CH),
127.72 (Cgy), 131.08 (2 CH), 131.22 (Cg), 131.64 (C4), 133.38
(Cq), 134.02 (Cy), 134.68 (2 CH), 158.39 (C=0), 161.43 (C=0),
163.80 (2 C=0), 171.00 (C=0)



349

FD-MS: m/z (%): 643.3 (100)

Summenformel: C34H33N6OsS
M;: 642.77
IR (cm ™: 3271 (w), 2942 (w), 1694 (w), 1647 (s), 1559 (m), 1517 (m), 1467

(w), 1438 (w), 1400 (m), 1387 (m), 1346 (m), 1239 (m), 1201 (w),
1147 (w), 1055 (w), 928 (w), 846 (w), 776 (m)

Elementaranalyse: Cj34H3sNeOsS - H,0O

10.3.25.5

Einwaage:

Ausbeute:

Ber.: C61.80 H6.10 N 12.72 S 4.85
Gef.: C61.44 H5.72 N 12.58 S5.11

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[6-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)hexanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid ™% (95)

HsC,

\ \. _CH
0 N
/| H N
H
© I\ AN
HaC \ \ N ©
© “CH,

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 491.9 mg (1.58 mmol) 6-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)hexansaure 82

290 mg (0.44 mmol) (27.8 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 120°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:
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1.40 (quint, 2H, 3)=7.5Hz CHy), 1.64 (m, 6H, 3 CHy), 2.16 (s,
6H, 2 CHj3), 2.30 (2t+s, 7H, 2 CH; und Thiophen-CHjs), 3.17 (q,
2H, 33 = 6.3 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.06 (t, 2H, 3J =
7.3 Hz, CHy), 6.79 (d, 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-H3), 7.16 (d, 1H, *J
= 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.86 (pt, 2H, 3 = 7.7 Hz, Naphthalimid-
H5+8), 8.01 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.09 (t, 1H, 3 =5.6 Hz, NH),
8.47 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.49 (s, 1H, NH), 10.30
(s, 1H, NH)

12.77 (CHj3), 25.35 (CH,), 26.52 (CHy), 27.34 (CHy), 27.73 (CH,),
35.52 (CHy), 36.28 (CHg3), 37.29 (CH,), ein Signal von DMSO
Uberlagert, 45.36 (2 CHs), 57.26 (CHy), 104.23 (CH), 118.19
(CH), 121.95 (Cg), 122.37 (2 Cq), 123.57 (Cy), 126.13 (CH),
127.55 (2 CH), 127.69 (Cg), 131.06 (2 CH), 131.25 (C,), 131.63
(Cy), 133.39 (Cg), 134.04 (C,y), 134.65 (2 CH), 158.39 (C=0),
161.44 (C=0), 163.75 (2 C=0), 171.17 (C=0)

656.2 (100)

CasH4oNsO5S

656.80

3265 (w), 2932 (w), 1698 (w), 1653 (s), 1584 (s), 1517 (m), 1435
(m), 1384 (m), 1343 (m), 1283 (w), 1235 (w), 1166 (w), 1068 (w),
776 (s)

C35H40N6OsS - H,O

Ber.. C62.30 H6.27 N 12.45 S4.75

Gef.: C62.18 H 6.26 N 12.44 S4.79
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10.3.25.6  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[4-(5-nitro-1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo-
[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid %
(96)

Einwaage: 621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 518.7 mg (1.58 mmol) 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)buttersdure 84

Ausbeute: 260 mg (0.39 mmol) (24.7 % d. Th.), rosafarbener Feststoff

Schmelzpunkt: 196°C (MeOH)

'H-NMR, dlppm]:  1.64 (quint, 2H,3J = 6.9 Hz, CH,), 2.02 (quint, 2H, 3 = 7.2 Hz,

(300 MHz) (DMSO d°) CHy), 2.26 (s, 6H, 2 CHg), 2.28 (s, 3H, Thiophen-CHs), 2.42 (2t,
4H, 2 CH,), 3.18 (g, 2H, 3J = 6.2 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-
CHs3), 4.15 (t, 2H, 3] = 6.6 Hz, CHy), 6.80 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.14
(s, 1H, Pyrrol-H5), 7.92 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.02 (pt, 1H,
Naphthalimid-H8), 8.10 (t, 1H, 3) = 5.4 Hz, NH), 8.65 (pd, 1H,
Naphthalimid-H9), 8.72 (pd, 1H, Naphthalimid-H7), 8.92 (pd, 1H,
Naphthalimid-H4), 9.42 (pd, 1H, Naphthalimid-H6), 9.50 (s, 1H,
NH), 10.21 (s, 1H, NH)
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BC-NMR, dppm]: 12.70 (CHs), 24.35 (CHy,), 26.52 (CH,), 33.01 (CHy,), 36.29 (CHy),
(75 MHz) (DMSO d° 37.09 (CHy), ein Signal von DMSO Uuberlagert, 45.12 (2 CHy),

57.26 (CHy), 104.23 (CH), 118.03 (CH), 121.95 (C,), 122.27 (Cy),
123.04 (Cg), 123.23 (CH), 124.57 (Cg), 126.02 (CH), 129.94
(CH), 130.38 (CH), 131.03 (Cg), 131.31 (Cy), 133.75 (Cy), 134.16
(Co), 134.59 (CH), 136.96 (CH), 146.62 (Cg), 158.35 (C=0),
161.34 (C=0), 163.17 (C=0), 163.35 (C=0), 170.67 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 674.4 (100)

Summenformel: Ca3H35N707S
M;: 673.74
IR (cm ™): 3274 (w), 2985 (w), 1707 (w), 1650 (s), 1600 (w), 1530 (m), 1432

10.3.25.7

Einwaage:

Ausbeute:

(m), 1337 (m), 1254 (m), 1147 (w), 1077 (m), 1026 (m), 789 (m)

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[3-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propa-

noyl]lamino}-2-thiophencarboxamid ™% (97)

o
(O
H3C,

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 422.3 mg (1.58 mmol) 3-(9-Ox0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)propionsaure 87

250 mg (0.408 mmol) (25.8 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 162°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:
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1.65 (quint, 2H, 33 = 7.0 Hz, CHy), 2.25 (s, 3H, Thiophen-CHj),
2.26 (s, 6H, 2 CHa3), 2.41 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, CH,), 2.97 (t, 2H, 3J
= 6.3 Hz, CHy), 3.19 (q, 2H, 3J = 6.3 Hz, CH,), 3.80 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 4.83 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, CH,), 6.84 (s, 1H, Pyrrol-
H3), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.36 (pt, 2H, 3) = 7.0 Hz, Acridon-
H), 7.88 (m, 4H, Acridon-H), 8.14 (t+s, 2H, Thiophen-H3 und
NH), 8.37 (pd, 2H, 3] =7.9 Hz, Acridon-H1+8), 9.79 (s, 1H, NH),
10.35 (s, 1H, NH)

12.74 (CHa), 26.03 (CH,), 33.90 (CH,), 36.31 (CHs), 37.03 (CHy),
42.41 (CHy), 44.85 (2 CHs), 56.86 (CH>), 104.35 (CH), 116.03 (2
CH), 118.31 (CH), 121.77 (2 CH), 121.97 (2 Cg), 122.00 (Cy),
123.52 (Cg), 125.84 (CH), 127.16 (2 CH), 131.42 (C,), 132.97
(Cqy), 134.26 (C,), 134.64 (2 CH), 141.81 (2 C,), 158.38 (C=0),
161.52 (C=0), 168.89 (C=0), 176.85 (C=0)

612.7 (100)

Ca3H3sN6O04S

612.75

1631 (s), 1555 (s), 1536 (s), 1489 (m), 1463 (w), 1435 (w), 1397
(w), 1375 (w), 1277 (m), 1172 (w), 1058 (W), 748 (s), 665 (m)

10.3.25.8  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[4-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buta-
noyllamino}-2-thiophencarboxamid 3% (98)

Q 4

Ox
S
—

ZT
Y



Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

354

621.6 mg (1.58 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyl]Jamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 444.5 mg (1.58 mmol) 4-(9-Oxo0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)butterséaure 89

190 mg (0.303 mmol) (19.2 % d. Th.), gelber Feststoff

214°C (MeOH)

1.59 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 2.12 (m, 8H, 2 CH3z und CHy),
2.22 (t, 2H, 3) = 7.2 Hz, CHy), 2.34 (s, 3H, Thiophen-CHj3), 2.69
(t, 2H, 3 = 6.4 Hz, CHy), 3.17 (q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.79 (s,
3H, Pyrrol-CHs), 4.56 (t, 2H, 3J = 7.9 Hz, CH,), 6.80 (s, 1H,
Pyrrol-H3), 7.18 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.34 (pt, 2H, 3] = 7.4 Hz,
Acridon-H), 7.85 (pt, 2H, %J = 7.6 Hz, Acridon-H), 7.99 (pd, 2H, 3J
= 8.8 Hz, Acridon-H4+5) 8.09 (t+s, 2H, Thiophen-H3 und NH),
8.36 (m, 2H, Acridon-H1+8), 9.70 (s, 1H, NH), 10.31 (s, 1H, NH)
12.91 (CHjg), 22.44 (CHy), 27.44 (CHy), 31.81 (CHy), 36.30 (CHg),
37.35 (CHy), 45.34 (CHy), 45.47 (2 CHa), 57.34 (CH,), 104.21
(CH), 116.23 (2 CH), 118.18 (CH), 121.64 (2 CH), 121.97 (2 Cy),
123.61 (Cy), 124.35 (Cy), 126.24 (CH), 127.09 (2 CH), 131.78
(Cy), 133.22 (Cy), 134.17 (Cy), 134.61 (2 CH), 141.87 (2 C),
158.39 (C=0), 161.41 (C=0), 170.94 (C=0), 176.81 (C=0)

628.4 (100)

C34H3sN604S

626.77

3287 (m), 2926 (w), 1647 (s), 1625 (s), 1593 (s), 1495 (s), 1460
(s), 1397 (w), 1375 (w), 1289 (m), 1264 (m), 1204 (w), 1175 (w),
1042 (w), 935 (w), 754 (s), 672 (m)

C34H38NgO4S - H,O - CH30H

Ber.. C62.11 H 6.55 N 12.42 S4.74

Gef.: C62.37 H 6.66 N 12.49 S 4.85
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10.3.26 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Amidkupplung mittels der 1-(3-Di-
methylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDCI)- / 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt)-Methode 12

1) Reduktion zum Amin:

1.25 mmol des entsprechenden Nitrohetarylcarboxamid-Derivates werden in 10 ml
absolutem DMF geldst und mit 230 mg Pd(10 %)/C unter Wasserstoffatmosphare
reduziert. Nach vollstéandiger Reduktion (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid EtOH) wird der
Katalysator abfiltriert.

2) Aktivierung der Carbonséure:

1.05 mmol der Carbonsaure, 141.2 mg HOBt (1.05 mmol) und 0.5 g EDCI (2.6 mmol)
werden in 10 ml wasserfreiem DMF geldst und 30 min. bei RT geruhrt.

Anschlielend wird die unter 1) hergestellte Aminlésung hinzugetropft und das
erhaltene Reaktionsgemisch unter Stickstoffatmosphare bei RT 24 h gerthrt. Die
DC-Kontrolle erfolgt auf Kieselgel-Platten (MeOH/NH3 (25 %) 97:3).

Nach erfolgter Umsetzung wird das LM unter Vakuum entfernt und das Endprodukt

mittels Saulenchromatographie isoliert (Kieselgel MeOH/NHs; (25 %) 97:3).

10.3.27 tert.-Butyl (3-{[5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolyllJamino}carbonyl)-2-methyl-3-thienyl]amino}-3-
oxopropyl)carbamat 5% (102)

H;C
H3C3 Q H H3C\N/CH?’
HaC >/‘—N
(@] H
T
O N\



Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:
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analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

491.8 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-Dimethylamino)propyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 69, 197.7 mg (1.05 mmol) Boc-b-Alanin 101

450 mg (0.84 mmol) (80.4 % d. Th.), gelb-brauner Feststoff

81°C (MeOH)

1.37 (s, 9H, 3 CH3), 1.59 (quint, 2H, 3J = 7.0 Hz, CH,), 2.13 (s,
6H, 2 CHy), 2.24 (t, 2H, 3] = 6.9 Hz, CHy), 2.30 (s, 3H, Thiophen-
CHs), 2.58 (t, 2H, 33 = 6.7 Hz, CHy), 3.20 (m, 4H, 2 CH,), 3.78 (s,
3H, Pyrrol-CHs), 6.79 (d, 1H, *J = 1.4 Hz, Pyrrol-H3), 6.88 (t, 1H,
%) = 5.5 Hz, NH), 7.16 (d, 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 8.04 (s,
1H, Thiophen-H3), 8.09 (t, 1H, 3J = 5.7 Hz, NH), 9.57 (s, 1H,
NH), 10.28 (s, 1H, NH)

12.82 (CHj3), 27.34 (CH,), 28.56 (3 CH3), 36.12 (CH,), 36.28
(CH3), 37.00 (CHy), 37.30 (CHy), 45.34 (2 CHgs), 57.27 (CH,),
77.96 (Cgy), 104.23 (CH), 118.21 (CH), 121.93 (C,), 123.58 (Cy),
126.07 (CH), 131.29 (C,), 133.23 (C,), 134.00 (Cy), 155.84
(C=0), 158.40 (C=0), 161.44 (C=0), 169.38 (C=0)

533.9 (100)

C25H3sN6sOsS

534.67

1628 (m), 1577 (m), 1514 (s), 1432 (m), 1403 (m), 1365 (w),
1283 (m), 1163 (s)
Ca5H3sN6OsS - H,0O
C54.33

C 53.97

H7.29
H7.18

N 15.21
N 15.29

S5.80
S 6.07

Ber.:
Gef.:
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10.3.28 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der Boc-Schutz-
gruppe **

1 mmol der Boc-geschitzten Verbindung wird in 60 ml Ethanol geldst und unter
Eiskuihlung mit einem 4.5 molaren Uberschuss an 2.3M ethanolischer HCI versetzt.
Man rahrt die Reaktionsmischung bei 80°C und verfolgt den Reaktionsverlauf per
DC-Kontrolle (Kieselgel MeOH-NH; (25 %) 97:3). Im Falle einer nicht vollstandigen
Umsetzung wird weitere ethanolische HCI ergénzt. Anschlie3end lasst man auf RT
abkihlen und neutralisiert mit 2M wassriger NaOH. Das LM wird im Vakuum entfernt
und das Produkt s&ulenchromatographisch isoliert (Kieselgel MeOH-NH; (25 %)
97:3).

Herstellung der 2.3M-ethanolischen HCI:

Man legt 170 ml Ethanol in einem 250 ml Messkolben vor und tropft langsam 41 ml
(0.58 mol) Acetylchlorid unter Eiskiihlung hinzu. Nach beendeter Zugabe wird 1.5 h
bei RT gerthrt und anschlie3end mit Ethanol auf 250 ml aufgefullt.

10.3.29 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-[(3-aminopropanoyl)amino]-5-methyl-2-thiophencarbox-
amid ™% (103)

H3C\N/CH3
HoN
W’H
é H
H
/\
\ N
o \
CH,
Vorschrift: analog zu Vorschrift 10.3.28
Einwaage: 534.7 mg (1 mmol) tert.-Butyl (3-{[5-({[5-({[3-(dimethylamino)-

propyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyllJamino}carbonyl)-
2-methyl-3-thienyllamino}-3-oxopropyl)carbamat 102



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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

358

400 mg (0.92 mmol) (92 % d. Th.), farbloser Feststoff

120°C (MeOH)

1.59 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz, CHy), 2.11 (s, 6H, 2 CHa), 2.22 (t,
2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 2.31 (s, 3H, Thiophen-CHjs), 2.38 (t, 2H, 3J
= 6.3 Hz, CH,), 2.84 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, 3J =
6.4 Hz, CH>), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.79 (d, 1H, 4) = 1.7 Hz,
Pyrrol-H3), 7.16 (d, 1H, 4) = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 8.06 (s, 1H,
Thiophen-H3), 8.20 (t, 1H, 3] =5.2 Hz, NH), 10.12 (s, 1H, NH),
10.41 (s, 1H, NH)

12.82 (CHj3), 27.49 (CH,), 36.27 (CHj3), 37.39 (CH,), 38.60 (CH,),
39.40 (CHy), 45.54 (2 CHs), 57.41 (CH,), 104.21 (CH), 118.18
(CH), 121.97 (Cy), 123.61 (C), 125.82 (CH), 130.49 (C,), 133.59
(Cy), 134.13 (Cy), 158.44 (C=0), 161.42 (C=0), 170.58 (C=0)
435 (100)

C20H30N6O3S

434.56

1634 (m), 1577 (s), 1520 (s), 1463 (m), 1432 (m), 1400 (m), 1280
(s), 1232 (w), 1210 (w), 1156 (w)

10.3.30 N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-[(3-{[(9,10-diox0-9,10-dihydro-2-anthracenyl)-

carbonyl]amino}propanoyl)amino]-2-thiophencarboxamid **2

(104)

(2
o



Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

359

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

Die Reduktion mit Pd/C entféllt. Das Amin 103 wird in 10 ml DMF
(absolut) geldst und zur Carbonséureldsung gegeben.

543.2 (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllJamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[(3-aminopropanoyl)amino]-
5-methyl-2-thiophencarboxamid 103, 263.6 mg (1.05 mmol)
Anthrachinon-2-carbonséaure 99

240 mg (0.36 mmol) (34.4 % d. Th.), farbloser Feststoff

230°C (MeOH)

1.61 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 2.19 (s, 6H, 2 CHs3), 2.29 (t+
s, 5H, CH; und Thiophen-CHs), 2.68 (t, 2H, %J = 6.9 Hz, CH,),
3.16 (g, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.61 (g, 2H, 3J = 6.3 Hz, CH,),
3.77 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.79 (d, 1H, 4] = 1.7 Hz, Pyrrol-H3),
7.15 (d, 1H, 41 =1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.95 (m, 2H, Anthrachinon-
H6+7) 8.05 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.08 (t, 1H, 3] = 5.5 Hz, NH),
8.23 (m, 2H, Anthrachinon-H5+8), 8.28 (pd, 1H, Anthrachinon-
H4), 8.33 (pd, 1H, Anthrachinon-H3), 8.65 (ps, 1H, Anthrachinon-
H1), 9.11 (t, 1H, 3J = 5.5 Hz, NH), 9.64 (s, 1H, NH), 10.27 (s, 1H,
NH)

12.83 (CHj3), 27.18 (CHy), 35.56 (CH,), 36.28 (CH3), 36.68 (CHy),
37.18 (CHy), 45.17 (2 CHs), 57.11 (CH,), 104.26 (CH), 118.47
(CH), 121.93 (Cgy), 123.54 (Cq), 125.83 (CH), 126.13 (CH),
127.19 (2 CH), 127.43 (CH), 131.49 (C,), 133.14 (CH), 133.23
(Cq), 133.42 (Cy), 133.45 (2 Cy), 134.07 (Cy), 134.95 (Cy), 135.01
(2 CH), 139.64 (Cg), 158.39 (C=0), 161.46 (C=0), 165.11 (C=0),
169.41 (C=0), 182.53 (2 C=0)

669.3 (100)

CasH3sN6O6S

667.76

3262 (w), 1637 (m), 1584 (m), 1514 (m), 1463 (w), 1441 (w),
1400 (w), 1324 (w), 1280 (s), 1156 (w), 1096 (w), 1061 (w), 928
(w), 862 (w), 798 (w), 707 (m)



10.3.31

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

360

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-[(3-{[(11H-pyrido[2,3-a]-5-carbazolyl)carbonyl]-

amino}propanoyl)amino]-2-thiophencarboxamid ™2 (105)

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

Die Reduktion mit Pd/C entféllt. Das Amin 103 wird in 10 ml DMF
(absolut) geldst und zur Carbonséureldsung gegeben.

543.2 (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-4-[(3-aminopropanoyl)amino]-
5-methyl-2-thiophencarboxamid 103, 274 mg (1.05 mmol) 11H-
pyrido[2,3-a]carbazol-5-carbonséure 100

210 mg (0.31 mmol) (29.7 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 212°C (MeOH)
'H-NMR, dlppm]:  1.59 (quint, 2H, %J = 7.2 Hz, CH,), 2.14 (s, 6H, 2 CH3), 2.25(t, 2
(300 MHz) (DMSO d) H, 3J = 7.0 Hz, CHy), 2.32 (s, 3H, Thiophen-CHs), 2.76 (t, 2H, 3J

= 7.0 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, 3J = 6.5 Hz, CH,), 3.68 (q, 2H, 3J =
6.4 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHa), 6.79 (d, 1H, *J = 1.9 Hz,
Pyrrol-H3), 7.17 (d, 1H, 4] = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.28 (pt, 1H,
Pyridocarbazol-H), 7.46 (pt, 1H, Pyridocarbazol-H), 7.64 (m, 2H,
Pyridocarbazol-H), 8.09 (t, 1H, 3) = 5.7 Hz, NH), 8.12 (s, 1H,
Thiophen-H3), 8.18 (pd, 1H, Pyridocarbazol-H), 8.55 (ps, 1H,
Pyridocarbazol-H), 8.76 (t, 1H, %J = 5.6 Hz, NH), 8.95 (m, 2H,
Pyridocarbazol-H), 9.71 (s, 1H, NH), 10.32 (s, 1H, NH), 12.19 (s,
1H, NH)



BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

361

12.87 (CHj3), 27.37 (CHy), 35.94 (CH,), 36.28 (CH3), 36.57 (CHy),
37.32 (CHy), 45.39 (2 CHj3), 57.30 (CH,), 104.23 (CH), 112.57
(CH), 118.21 (CH), 118.62 (Cg), 120.13 (CH), 120.35 (CH),
120.95 (CH), 121.38 (CH), 121.95 (Cy), 123.33 (C,), 123.60 (Cy),
124.51 (Cg), 124.99 (C,), 125.85 (CH), 126.10 (CH), 131.22 (Cy),
133.33 (Cy), 134.11 (Cg), 135.08 (CH), 136.60 (Cg), 137.23 (Cy),
139.79 (Cg), 148.98 (CH), 158.42 (C=0), 161.43 (C=0), 168.79
(C=0), 169.59 (C=0)

678.7 (100)

C3sH3sNsO4S

678.81

3268 (s), 2967 (s), 2882 (m), 1644 (s), 1619 (s), 1536 (s), 1514
(s), 1457 (m), 1435 (m), 1400 (m), 1347 (m), 1258 (m), 1235 (w),
1153 (m), 1077 (w), 969 (w), 738 (m)

C3H3sNgO4S - 3 H,0O

Ber.: C59.08 H 5.92 N 15.31 S 4.38

Gef.:. C59.04 H5.92 N 15.58 S4.42

10.3.32 N-[2-(Dimethylamino)ethyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolcarbox-
amid 1?2 (106)

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

O,N

H CHz
I\ Y
\ CH3
o

0O—=

Hs

analog zu Vorschrift 10.3.3 (S. 314)

1.4 g (5.16 mmol) 2,2,2-Trichloro-1-(1-methyl-4-nitro-1H-2-
pyrrolyl)ethanon 57, 604.7 mg (6.86 mmol) N,N-Dimethyl-
ethylendiamin

1 g (4.16 mmol) (80.62 % d. Th.), gelbe Kristalle

116°C (Isopropanol) (Literatur: 117-117.5°C) 2%
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'H-NMR, dlppm]:  2.14 (s, 6H, 2 CHs), 2.34 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 3.26 (g, 2H, 3J

(300 MHz) (DMSO d°) = 6.4 Hz, CH,), 3.89 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 7.41 (d, 1H, *J = 1.9 Hz,
Pyrrol-H3), 8.11 (d, 1H, *J = 1.9 Hz, Pyrrol-H5), 8.33 (t, 1H, 3J =
5.6 Hz, NH)

3C-NMR, dlppm]: 37.12 (CH,), 37.67 (CHs), 45.54 (2 CHs), 58.38 (CH,), 107.55

(75 MHz) (DMSO d°) (CH), 107.7 (CH), 126.73 (Cy), 134.05 (Cy), 160.03 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 240.3 (100)

Summenformel: C10H16N4O3

M: 240.26

IR (cm ™): 3281 (w), 3123 (m), 2825 (w), 1650 (s), 1530 (m), 1496 (s), 1413
(m), 1305 (s), 1138 (w), 985 (w), 859 (w), 808 (w), 748 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 49.99 H6.71 N 23.32
Gef.: C50.03 H 6.67 N 23.31

10.3.33 N-[5-({[2-(Dimethylamino)ethyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid *#? (108)

CHa
O,N N
\ H H—/_ \cH
/ 3 3
5' \ \ N
| \ \ N ©
CH; ©
CH,

analog zu Vorschrift 10.3.4 (S. 315)

945 mg (3.93 mmol) N-[2-(Dimethylamino)ethyl]-1-methyl-4-nitro-
1H-2-pyrrolcarboxamid 106, 1 g (3.7 mmol) 2,2,2-Trichloro-1-(1-
methyl-4-nitro-1H-2-pyrrolyl)ethanon 57

650 mg (1.79 mmol) (48.4 % d. Th.), gelbe Kristalle

Schmelzpunkt: 224°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

363

2.16 (s, 6H, 2 CH3), 2.35 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CH,), 3.25 (q, 2H, 3J
= 6.3 Hz, CHy), 3.79 (s, 3H, Pyrrol-CH3), 3.94 (s, 3H, Pyrrol-CHz),
6.82 (d, 1H, “J = 1.9 Hz, Pyrrol-H3), 7.20 (d, 1H, “J = 1.7 Hz,
Pyrrol-H5), 7.57 (d, 1H, 43 = 1.9 Hz, Pyrrol-H3"), 7.94 (t, 1H, 3=
5.36 Hz, NH), 8.17 (d, 1H, *J = 1.65 Hz, Pyrrol-H5"), 10.24 (s,
1H, NH)

36.34 (CHs;), 36.88 (CH), 37.78 (CHjs), 45.51 (2 CHj3), 58.58
(CHy), 104.24 (CH), 107.7 (CH), 107.85 (CH), 118.28 (CH),
121.65 (Cgy), 123.48 (Cy), 126.59 (Cy), 134.09 (Cy), 157.15
(C=0), 161.34 (C=0)

362.2 (100)

C16H22N6O4

362.39

3395 (w), 3312 (w), 3126 (w), 2778 (w), 1619 (m), 1530 (s), 1486
(m), 1378 (m), 1299 (s), 1248 (m), 1188 (w), 1083 (w), 941 (w),
850 (w), 811 (m), 770 (w), 754 (w)

Ber.: C53.03 H6.12 N 23.19

Gef.: C52.95 H 6.05 N 23.17

10.3.34

N-[5-({[2-(Dimethylamino)ethyllamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-1H-2-pyrrolcarboxamid *°3 (110)



Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

364

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

453 mg (1.25 mmol) N-[5-({[2-Dimethylamino)ethyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-
pyrrolcarboxamid 108, 296 mg (1.05 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butterséure 78

320 mg (0.54 mmol) (51.4 % d. Th.), gelber Feststoff

130°C (MeOH)

1.96 (quint, 2H, 33 = 7.2 Hz, CHy), 2.22 (s, 6H, 2 CHa), 2.32 (t,
2H, 3J = 7.4 Hz, CHy), 2.42 (t, 2H, 3J = 6.2 Hz, CHy), 3.25 (q, 2H,
) = 6.3 Hz, CHy), 3.75 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-
CHs3), 4.11 (t, 2H, %) = 6.8 Hz, CHy), 6.78 (s, 1H, Pyrrol-H3), 6.82
(s, 1H, Pyrrol-H5), 6.99 (s, 1H, Pyrrol-H3"), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-
H57), 7.88 (m, 3H, Naphthalimid-H5+8 und NH), 8.46 (m, 4H,
Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.79 (s, 1H, NH), 9.82 (s, 1H, NH)
24.17 (CHy), 33.68 (CHy), 36.25 (CHg3), 36.33 (CH3), 36.58 (CHy),
ein Signal von DMSO Uberlagert, 45.24 (2 CHs), 58.41 (CHy),
104.13 (CH), 104.49 (CH), 118.18 (CH), 118.31 (CH), 122.28
(Cq), 122.40 (Cy), 122.46 (2 Cy), 122.89 (Cy), 123.09 (Cy), 127.48
(2 CH), 127.76 (Cg), 131.03 (2 CH), 131.61 (Cy), 134.55 (2 CH),
158.64 (C=0), 161.52 (C=0), 163.85 (2 C=0), 169.10 (C=0)
598.3 (100)

C32H3sN70s

597.67

3293 (w), 2936 (w), 1691 (w), 1650 (s), 1587 (m), 1546 (m), 1460
(w), 1435 (m), 1400 (w), 1384 (w), 1337 (m), 1251 (w), 1232 (w),
1204 (w), 1137 (w), 1045 (w), 776 (w)

Cs2H3sN7Os - 3 H20
C 58.98

C 59.20

Ber.:
Gef.:

H6.34
H6.22

N 15.04
N 15.33
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10.3.35 N-[5-({[2-(Dimethylamino)ethyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophencarboxamid 2 (109)

Vorschrift:

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

CH
/ 3
N\
o,N KE/// CHs
7\ N
HaC N
. \ \Q/Qo

@)
\
CHj

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

300 mg (1.25 mmol) N-[2-(Dimethylamino)ethyl]-1-methyl-4-nitro-
1H-2-pyrrolcarboxamid 106, 196 mg (1.05 mmol) 5-Methyl-4-
nitrothiophen-2-carbonséure 68

240 mg (0.63 mmol) (60 % d. Th.), gelber Feststoff

189°C (MeOH)

2.16 (s, 6H, 2 CH3), 2.35 (t, 2H, %) =6.8 Hz, CH,), 2.78 (s, 3H,
Thiophen-CHs), 3.25 (g, 2H, 3J = 6.5 Hz, CH>), 3.80 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 6.81 (d, 1H, *J = 1.7 Hz, Pyrrol-H3), 7.21 (d, 1H, *J
= 1.4 Hz, Pyrrol-H5), 7.96 (t, 1H, 3J = 5.5 Hz, NH), 8.47 (s, 1H,
Thiophen-H3), 10.62 (s, 1H, NH)

15.99 (CHj3), 36.40 (CHsj), 36.90 (CH), 45.51 (2 CHs3), 58.58
(CHp), 104.18 (CH), 118.43 (CH), 121.27 (Cg), 123.72 (Cy),
123.88 (CH), 135.28 (C,), 143.62 (C,), 148.85 (Cy), 156.93
(C=0), 161.28 (C=0)

379.2 (100)

C16H21N504S

379.43

3382 (s), 3300 (s), 3110 (w), 2936 (w), 2815 (w), 2768 (w), 1647
(m), 1622 (s), 1571 (s), 1546 (m), 1508 (s), 1454 (m), 1432(m),
1368 (s), 1315 (m), 1286 (s), 1204 (w), 1185 (w), 1159 (w), 1134
(w), 1083 (w), 1055 (w), 1036 (w), 852 (w), 814 (w), 776 (m), 729
(w)

Ber.: C50.65 H5.58 N 18.46 S 8.45

Gef.: C50.21 H 5.63 N 18.00 S 8.29



10.3.36

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

366

N-[5-({[2-(Dimethylamino)ethyl]lamino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-5-methyl-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-2-thiophencarboxamid **¥ (111)

CH
A\ [
N\
H E,/// CHs
/ H
° N\ A
\CH3

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

474.3 mg (1.25 mmol) N-[5-({[2-Dimethylamino)ethyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-5-methyl-4-nitro-2-thiophen-
carboxamid 109, 296 mg (1.05 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)buttersaure 78

540 mg (0.88 mmol) (83.8 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 211°C (MeOH)
'H-NMR, djppm]:  1.99 (quint, 2H, 3] = 7.0 Hz, CH,), 2.16 (s, 6H, 2 CHa3), 2.28 (s,
(300 MHz) (DMSO d) 3H, Thiophen-CHs), 2.38 (m, 4H, 2 CH,), 3.24 (q, 2H, %) = 6.2

Hz, CH>), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.14 (t, 2H, %) = 6.6 Hz, CHy),
6.80 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H5), 7.86 (m, 3H,
Naphthalimid-H5+8 und NH), 7.99 (s, 1H, Thiophen-H3), 8.48
(m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.51 (s, 1H, NH), 10.27 (s, 1H,
NH)

BC-NMR, dppm]: 12.81 (CHs), 24.09 (CH>), 33.39 (CHy), 36.30 (CHs), 36.82 (CHy),
(75 MHz) (DMSO d° ein Signal von DMSO Uuberlagert, 45.46 (2 CHj3), 58.54 (CH,),

104.35 (CH), 118.31 (CH), 121.97 (C,), 122.44 (2 C,), 123.42
(Co), 126.01 (CH), 127.53 (2 CH), 127.76 (Cy), 131.07 (2 CH),
131.19 (Cg), 131.63 (Cg), 133.36 (Cg), 133.99 (C,), 134.62 (2
CH), 158.39 (C=0), 161.40 (C=0), 163.87 (2 C=0), 170.58
(C=0)
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FD-MS: m/z (%): 615.3 (100)

Summenformel: C3oH34N6O5S
M;: 614.72
IR (cm ™: 3278 (w), 1698 (w), 1650 (s), 1587 (m), 1508 (m), 1432(m), 1384

(w), 1340 (m), 1251 (w), 1232 (w), 1197 (w), 1159 (w), 1150 (w),
1045 (m), 843 (w), 776 (s)

Elementaranalyse: Ber.: C 62.52 H 5.57 N 13.67 S5.22
Gef.: C62.42 H 5.62 N 13.65 S5.12

10.3.37 2-Amino-4-methylthiazol-5-carbonsaureethylester 54 (114)

HsC
N
HsC,0 / )\
s NH,
o

Zu einer Suspension aus 1.3 g (10 mmol) Acetessigsaureethylester 112 und 0.6 g
(10 mmol) Harnstoff in 4 ml wasserfreiem DMF tropft man 1.6 g (10 mmol) Brom
unter Eiskidhlung hinzu. Nachdem eine vollstandige Entfarbung des Broms
eingetreten ist (nach ca. 10 min.) werden 0.76 g (10 mmol) Thioharnstoff zugefugt.
Die Mischung wird 24 h bei RT geruhrt (DC-Kontrolle: Kieselgel MeOH-NH3 (25 %)
97:3) und anschlielend mit gesattigter K,COs-Losung neutralisiert. Der dabei

ausgefallene Niederschlag der freien Base wird abfiltriert und mit H,O gewaschen.

Ausbeute: 1.64 g (8.8 mmol) (88 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 175°C (EtOH) (Literatur: 174-176°C) %

IH-NMR, dppm]: 1.21 (t, 3H, 31 =7.2 Hz, CH3), 2.35 (s, 3H,CH3), 4.12 (q, 2H,
(300 MHz) (DMSO d) 3) = 7.2 Hz, CHy), 7.71 (s, 2H, NHy)

3C-NMR, d[ppm]: 14.64 (CHs), 17.41 (CHs), 60.07 (CH>), 107.66 (Cy), 159.54 (Cy),

(75 MHz) (DMSO d°) 162.25 (C,), 170.52 (C=0)
EI-MS: m/z (%): 186.7 (100)
Summenformel: C7H10N>O,S

M;: 186.23



IR (cm ™):

10.3.38

368

3360 (s), 2974 (m), 1666 (s), 1644(s), 1510 (s), 1467 (m), 1365
(m), 1270 (s), 1115 (m), 1090 (s), 1014 (w), 979 (w), 754 (m)

2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-4-methylthiazol-5-carbonséure-
ethylester %7 (115)

HsC
H3C 0 3

CHa
HsC,,0. / &\ »\OX CHs

N
ST H

5.7 g (30 mmol) 2-Amino-4-methylthiazol-5-carbonsaureethylester 114 werden in 45

ml absolutem DMF geldst und mit 10 g (46 mmol) Di-tert.-Butyldicarbonat versetzt.

Die Losung wird 2 h bei einer Temperatur von 150°C geruhrt, anschliel3end erfolgt
DC-Kontrolle (Kieselgel PE/EE 3:1). Man kiihlt das Gemisch auf RT ab, verdinnt mit

50 ml H,O und extrahiert dreimal mit Ethylacetat. Die organischen Phasen werden

vereinigt, uber MgSO, getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Das Produkt wird

saulenchromatographisch isoliert (Kieselgel PE/EE 3:1).

Ausbeute:

3.5 9 (12.2 mmol) (40.7 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 135°C

'H-NMR, dlppm]:  1.25 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CH3), 1.47 (s, 9H, 3 CHs), 2.48 (s, 3H,
(300 MHz) (DMSO d) CHs), 4.20 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 11.86 (s, 1H, NH)

BC-NMR, d[ppm]: 14.47 (CHs), 17.26 (CHs), 28.09 (3 CH3), 60.69 (CH,), 82.30

(75 MHz) (DMSO d°) (Cy), 113.94 (Cy), 153.07 (Cy), 156.95 (Cy), 161.94 (C=0),
162.35 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 286.5 (100)

Summenformel: C1oH1gN20O4S

Mr: 286.35

IR (cm ™): 3164 (w), 2983 (w), 1712 (s), 1517 (m), 1368 (m), 1311 (w), 1235

(s), 1144 (s), 1090 (s), 1058 (m), 855 (w), 783 (w), 741 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 50.33 H 6.34 N 9.78 S 11.20

Gef.: C50.43 H 6.37 N 9.64 S11.28
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10.3.39 2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-4-methylthiazol-5-carbons&ure *%!

(116)

Vorschrift:
Einwaage:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
'H-NMR, d[ppm]:
(300 MHz) (DMSO d°)
1BC-NMR, d[ppm]:
(75 MHz) (DMSO d°)
FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
M;:

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

CHs;

HaC o HsS
HO, / /g&\h»\oxcm

analog zu Vorschrift 10.3.24 (S. 341)

DC-Kontrolle: Kieselgel PE/EE 3:1

1 g (3.49 mmol) 2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-4-methylthiazol-
5-carbonséaureethylester 115

900 mg (3.48 mmol) (99.7 % d. Th.), farbloser Feststoff

> 260°C Zersetzung

1.46 (s, 9H, 3 CHs), 2.46 (s, 3H, CHa), 11.68 (s, 1H, NH)

17.14 (CHjs), 28.12 (3 CHj3), 82.13 (Cy), 115.49 (C,), 153.01 (Cy),
155.99 (C,), 161.45 (C=0), 163.90 (C=0)

258.5 (100)

C10H14N204S

258.29

3167 (w), 2980 (w), 1720 (s), 1675 (w), 1533 (s), 1365 (w), 1283
(s), 1235 (s), 1150 (s), 1121 (m), 865 (w), 792 (w), 760 (m)
C10H14N204S - HCI

Ber.. C40.75 H5.13 N 9.50 S10.88

Gef.: C40.96 H 4.95 N 9.47 S 11.07



10.3.40

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

370

tert.-Butyl (5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolylJamino}carbonyl)-4-methyl-2-thiazolyl)-
carbamat %2 (117)

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

318 mg (1.25 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-
nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid 58, 269.6 mg (1.05 mmol) 2-(tert.-
Butyloxycarbonylamino)-4-methylthiazol-5-carbonsaure 116

430 mg (0.93 mmol) (88.6 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 143°C (MeOH)
'H-NMR, dlppm]:  1.48 (s, 9H, 3 CHa3), 1.59 (quint, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 2.12 (s,
(300 MHz) (DMSO d) 6H, 2 CHa), 2.22 (t, 2H, 3 = 7.0 Hz, CH,), 2.45 (s, 3H, Thiazol-

CHa), 3.16 (g, 2H, 3J = 6.3 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs),
6.80 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.17 (s, 1H, Pyrrol-H5), 8.08 (t, 1H, 3J =
5.6 Hz, NH), 9.86 (s, 1H, NH), 11.38 (s, 1H, NH)

BC-NMR, dppm]: 17.23 (CHg), 27.43 (CH,), 28.15 (3 CH3), 36.25 (CHg3), 37.37
(75 MHz) (DMSO d° (CHy), 45.48 (2 CHs), 57.37 (CH,), 81.95 (Cg), 104.49 (CH),

118.39 (Cy), 118.28 (CH), 122.12 (Cy), 123.46 (Cy), 151.67 (Cy),
153.17 (Cy), 159.12 (C=0), 159.17 (C=0), 161.41 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 464.2 (100)

Summenformel: Cy1H3:NgO4S
M;: 464.58
IR (cm ™): 2939 (w), 1717 (m), 1660 (m), 1536 (s), 1454 (m), 1387 (w),

1365 (w), 1299 (w), 1235 (m), 1156 (s), 1096 (m), 1071 (w), 982
(w), 871 (w), 770 (w)
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Elementaranalyse: C,;H3:NeO4S - H,0

10.3.41

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

Ber.: C52.27 H7.10 N 17.41 S 6.64
Gef.: C52.14 H6.74 N 17.57 S6.79

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazolcarboxamid ¥ (118)

HsC
\N/CH3

analog zu Vorschrift 10.3.28 (S. 357)

464.6 mg (1 mmol) tert.-Butyl (5-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]-
amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyllJamino}carbonyl)-4-
methyl-2-thiazolyl)carbamat 117

350 mg (0.96 mmol) (96 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 145°C (MeOH)
'H-NMR, dlppm]:  1.74 (quint, 2H, 3J = 7.1 Hz, CH,), 2.34 (s, 3H, Thiazol-CHs),
(300 MHz) (DMSO d) 2.62 (s, 6H, 2 CH3), 2.71 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, CHy), 3.19 (g, 2H, %J

= 6.4 Hz, CH,), 3.77 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 6.81 (d, 1H, *J = 1.9 Hz,
Pyrrol-H3), 7.12 (d, 1H, 4] = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.40 (s, 2H,
NHy), 8.11 (t, 1H, 3 =5.7 Hz, NH), 9.41 (s, 1H, NH)

BC-NMR, dppm]: 17.52 (CHs3), 25.80 (CH), 36.30 (CHs), 36.36 (CH2), 43.50 (2
(75 MHz) (DMSO d° CHgs), 55.81 (CHy), 104.94 (CH), 112.18 (Cq), 118.60 (CH),

122.38 (Cg), 122.99 (C,), 154.07 (Cq), 159.57 (Cy), 161.70
(C=0), 168.05 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 365.2 (100)

Summenformel: C16H24N6O2S

M;:

364.47



IR (cm ™):

10.3.42

10.3.42.1

Einwaage:

372

3360 (w), 3287 (w), 3189 (w), 1631 (m), 1498 (s), 1463 (m), 1438
(m), 1403 (w), 1391 (w), 1308 (w), 1264 (m), 1201 (w), 1147 (w),
1096 (w), 1026 (w), 1001 (w), 783 (w)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridon- und

Naphthalimid-gekoppelten Methylthiazolpyrrolcarboxamide **2

Durchfiihrung analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355).
Die Reduktion mit Pd/C entfallt. Das Amin 118 wird in 10 ml

wasserfreiem DMF gel6st und zur Carbonsaurelésung gegeben.

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-methyl-2-{[3-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)propanoyl]amino}-5-thiazolcarboxamid ™% (119)

HsC.

“p—~CHa

e
N
/ H H
4 }7—3 H A
N\%\\( \ N o
CHa S \CH,

455.6 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazol-
carboxamid 118, 281.4 mg (1.05 mmol) 3-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)propionséure 76



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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

373

220 mg (0.36 mmol) (34.4 % d. Th.), gelber Feststoff

195°C (MeOH)

1.59 (quint, 2H, 33 = 7.2 Hz, CHy), 2.12 (s, 6H, 2 CHa), 2.23 (t,
2H, 33 = 6.7 Hz, CH,), 2.47 (s, 3H, Thiazol-CHs), 2.82 (t, 2H, 3J =
6.4 Hz, CHy), 3.16 (g, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH>), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-
CHa), 4.38 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH>), 6.80 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.18
(s, 1H, Pyrrol-H5), 7.87 (pt, 2H, 3J = 7.9 Hz, Naphthalimid-H5+8),
8.08 (t, 1H, %) = 5.7 Hz, NH), 8.48 (m, 4H, Naphthalimid-
H4+6+7+9), 9.94 (s, 1H, NH), 12.20 (s, 1H NH)

17.25 (CHs), 27.40 (CHy), 34.11 (CH,), 36.27 (CHs), 36.38 (CH,),
37.33 (CHy), 45.42 (2 CHs), 57.31 (CH,), 104.52 (CH), 118.40
(CH), 118.61 (Cg), 122.09 (C,), 122.43 (2 C,), 123.46 (C),
127.58 (2 CH), 127.75 (Cy), 131.07 (2 CH), 131.64 (C,), 134.71
(2 CH), 151.20 (C,), 156.99 (C,), 159.21 (C=0), 161.43 (C=0),
163.71 (2 C=0), 170.12 (C=0)

616.2 (100)

C31H33N705S

615.71

3278 (m), 2945 (w), 1698 (w), 1644 (s), 1622 (s), 1587 (m), 1517
(s), 1432 (m), 1381 (m), 1346 (m), 1308 (m), 1261 (m), 1239 (m),
1185 (m), 1137 (w), 1093 (w), 1026 (w), 1014 (w), 960 (w), 874
(w), 849 (w), 779 (s)

C31H3sN70sS - H,0

Ber.. C58.75 H5.57 N 15.47 S 5.06

Gef.: C58.46 H5.72 N 15.63 S 4.90



10.3.42.2

Einwaage:

Ausbeute:

374

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-methyl-2-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-5-thiazolcarboxamid ™% (120)

H,C

\ s \p—CHa
(@]

H

N H
O/ >/—S H

AN N\
W \ o)
(@] N\

455.6 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazol-
carboxamid 118, 296 mg (1.05 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)buttersaure 78

260 mg (0.41 mmol) (39.23 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 222°C (MeOH)
'H-NMR, dlppm]:  1.59 (quint, 2H,3J = 6.9 Hz, CH,), 2.01 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz,
(300 MHz) (DMSO d) CH,), 2.12 (s, 6H, 2 CHs), 2.22 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, CHy), 2.47

(s, 3H, Thiazol-CHs), 2.53 (t, 2H, J = 7.4 Hz, CH,), 3.16 (q, 2H,
3) = 6.4 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.12 (t, 2H, %J = 6.9
Hz, CH>), 6.80 (d, 1H, *J = 1.9 Hz, Pyrrol-H3), 7.18 (d, 1H, *J =
1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.85 (pt, 2H, %J = 7.7 Hz, Naphthalimid-
H5+8), 8.08 (t, 1H, %J = 5.5 Hz, NH), 8.45 (m, 4H, Naphthalimid-
H4+6+7+9), 9.87 (s, 1H, NH), 12.20 (s, 1H, NH)

BC-NMR, dppm]: 17.25 (CHs), 23.42 (CHy), 27.47 (CHy), 32.94 (CH>), 36.25 (CHs3),
(75 MHz) (DMSO d° 37.39 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert, 45.50 (2 CHs),

57.40 (CH,), 104.52 (CH), 118.21 (CH), 118.43 (Cy), 122.10 (Cy),
122.44 (2 Cy), 123.46 (Cy), 127.48 (2 CH), 127.78 (C,), 131.04 (2
CH), 131.63 (Cg), 134.58 (2 CH), 151.19 (Cy), 156.99 (C,),
159.21 (C=0), 161.42 (C=0), 163.90 (2 C=0), 171.51 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 629.1 (100)



Summenformel:
M;:
IR (cm ™):

Elementaranalyse:

375

C32H3sN705S

629.74

3208 (w), 2945 (w), 1691 (w), 1653 (s), 1590 (m), 1517 (s), 1438
(m), 1362 (m), 1305 (w), 1261 (m), 1232 (m), 1178 (m), 1144 (w),
1090 (w), 1026 (w), 843 (w), 779 (m)

C32H3sN7OsS - H,0

Ber.. C59.34 H5.76 N 15.14 S 4.95

Gef.. C59.54 H5.67 N 15.13 S5.12

10.3.42.3  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-methyl-2-{[4-(5-nitro-1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo-

[d,e]isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-5-thiazolcarboxamid 2

(121)

Einwaage:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

H
s N
0 >/—S H
N A\ A\
Y
CHy © \
CHj

455.6 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazol-
carboxamid 118, 343.1 mg (1.05 mmol) 4-(5-Nitro-1,3-dioxo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)buttersdure 84

200 mg (0.3 mmol) (28.3 % d. Th.), rosafarbener Feststoff

> 225°C Zersetzung



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:

376

1.59 (quint, 2H, 3J = 6.8 Hz, CH,), 2.05 (quint, 2H, 3 = 6.7 Hz,
CH,), 2.12 (s, 6H, 2 CHs), 2.22 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, CHy), 2.42 (s,
3H, Thiazol-CHa), 2.53 (t, 2H, 3J = 6.8 Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, 3 =
6.3 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.14 (t, 2H, 3 = 6.1 Hz,
CHy), 6.79 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.16 (s, 1H, Pyrrol-H5), 8.01 (pt,
1H, Naphthalimid-H8), 8.07 (t, 1H, 3J = 5.5 Hz, NH), 8.63 (pd,
1H, Naphthalimid-H9), 8.69 (pd, 1H, Naphthalimid-H7), 8.90 (pd,
1H, Naphthalimid-H4), 9.40 (ps, 1H, Naphthalimid-H6), 9.77 (s,
1H, NH), 12.21 (s, 1H, NH)

17.18 (CHj3), 23.05 (CHy), 27.46 (CHy), 32.90 (CHy), 36.27 (CHg),
37.36 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert, 45.48 (2 CHa),
57.37 (CH,), 104.53 (CH), 118.36 (C,), 118.45 (CH), 122.09 (Cy),
122.95 (Cy), 123.12 (CH), 123.45 (Cy), 124.36 (C), 129.44 (CH),
129.87 (CH), 129.94 (Cg), 131.13 (C,), 134.21 (CH), 136.49
(CH), 146.01 (Cy), 151.14 (Cg), 156.89 (Cg), 159.09 (C=0),
161.43 (C=0), 162.79 (C=0), 163.24 (C=0), 171.52 (C=0)

675.3 (100)

C32H34NsO7S

674.74

3281 (m), 2936 (w), 1710 (w), 1685 (w), 1660 (s), 1634 (s), 1596
(w), 1536 (s), 1441 (w), 1346 (m), 1318 (w), 1242 (w), 1150 (w),
1061 (w), 925 (w), 798 (m), 707 (w)

C32H34Ng0+S - H,O

Ber.. C55.48 H5.24 N 16.18 S 4.63

Gef.: C55.22 H5.13 N 16.20 S 4.85
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10.3.42.4  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-4-methyl-2-{[3-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)propa-

noyl]lamino}-5-thiazolcarboxamid 52 (122)

S
O on,

N—
-
\/} ]
/
© X
N
(@]
\ {
CHs
Einwaage: 455.6 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-

carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazol-
carboxamid 118, 279.3 mg (1.05 mmol) 3-(9-Oxo0-9,10-dihydro-
10-acridinyl)propionséure 87

Ausbeute: 130 mg (0.21 mmol) (20.1 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 221°C (MeOH)

'H-NMR, djppm]:  1.61 (quint, 2H,3J = 7.2 Hz, CHy), 2.12 (s, 3H, Thiazol-CHz),

(300 MHz) (DMSO d) 2.15 (s, 6H, 2 CHg), 2.27 (t, 2H, 33 = 7.2 Hz, CH,), 3.05 (t, 2H, %J
= 7.6 Hz, CHy), 3.18 (q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.80 (s, 3H,
Pyrrol-CHa), 4.84 (t, 2H, J = 7.4 Hz, CH,), 6.83 (d, 1H, *J = 1.7
Hz, Pyrrol-H3), 7.20 (d, 1H, 41=1.2 Hz, Pyrrol-H5), 7.35 (pt, 2H,
33 = 7.2 Hz, Acridon-H), 7.87 (m, 4H, Acridon-H), 8.10 (t, 1H, 3J =
5.5 Hz, NH), 8.35 (pd, 2H, 3] = 7.9 Hz, Acridon-H1+8), 9.98 (s,
1H, NH), 12.38 (s, 1H, NH)

3C-NMR, dlppm]: 17.31 (CHa), 27.37 (CHy), 33.36 (CH>), 36.30 (CHa), 37.32 (CHy),

(75 MHz) (DMSO d) 41.77 (CH,), 45.38 (2 CHs), 57.28 (CH,), 104.53 (CH), 116.00 (2
CH), 118.83 (CH), 118.96 (Cg), 121.82 (2 CH), 121.99 (2 C),
122.12 (Cg), 123.49 (Cy), 127.15 (2 CH), 134.65 (2 CH), 141.67
(2 Cg), 151.13 (Cy), 156.92 (Cy), 159.18 (C=0), 161.43 (C=0),
169.63 (C=0), 176.84 (C=0)



378

FD-MS: m/z (%): 613.9 (100)

Summenformel: C3oH35N704S
M;: 613.73
IR (cm ™: 1631 (m), 1596 (s), 1533 (s), 1498 (m), 1457 (m), 1435 (w), 1264

(s), 1182 (m), 1099 (w), 1030 (w), 935 (w), 757 (S), 675 (M)

Elementaranalyse: Cjz;H3sN;O4S - H,O

10.3.42.5

Einwaage:

Ausbeute:

Ber.: C 60.84 H 5.90 N 15.52 S 5.07
Gef.: C60.61 H 5.94 N 15.76 S 4.86

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

amino}-5-thiazolcarboxamid [**3 (123)

@)
e

455.6 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyllamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-2-amino-4-methyl-5-thiazol-
carboxamid 118, 294 mg (1.05 mmol) 4-(9-Oxo0-9,10-dihydro-10-
acridinyl)butterséaure 89

220 mg (0.35 mmol) (33.5 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: > 240°C Zersetzung (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

379

1.59 (quint, 2H, 33 = 7.2 Hz, CHy), 2.12 (s, 8H, 2 CH;z und CHy),
2.22 (t, 2H, 33 = 6.9 Hz, CH,), 2.51 (s, 3H, Thiazol-CHa), 2.81 (t,
2H, 33 = 6.4 Hz, CH,), 3.17 (g, 2H, 3J = 6.7 Hz, CH,), 3.79 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 4.53 (t, 2H, %J = 7.4 Hz, CH,), 6.82 (d, 1H, 3 = 1.7
Hz, Pyrrol-H3), 7.19 (d, 1H, 41 =1.7 Hz, Pyrrol-H5), 7.35 (pt, 2H,
3) = 7.4 Hz, Acridon-H), 7.85 (m, 2H, Acridon-H), 7.97 (pd, 2H, %J
= 8.8 Hz, Acridon-H4+5) 8.09 (t, 1H, 3] = 5.5 Hz, NH), 8.35 (m,
2H, Acridon-H1+8), 9.97 (s, 1H, NH), 12.36 (s, 1H, NH)

17.31 (CHa), 21.93 (CH,), 27.43 (CH,), 31.90 (CH>), 36.26 (CHs),
37.34 (CHy), 45.09 (CH,), 45.46 (2 CHs), 57.34 (CH,), 104.53
(CH), 116.19 (2 CH), 118.45 (CH), 118.55 (Cg), 121.65 (2 CH),
121.92 (2 Cg), 122.10 (Cy), 123.47 (Cy), 127.09 (2 CH), 134.58 (2
CH), 141.82 (2 C,), 151.43 (Cg), 157.04 (C,), 159.22 (C=0),
161.43 (C=0), 171.74 (C=0), 176.81 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 627.6 (100)

Summenformel: C33H37N704S

M;: 627.76

IR (cm ™: 3404 (m), 1634 (s), 1593 (s), 1571 (s), 1549 (s), 1501 (s), 1460
(s), 1381 (m), 1289 (m), 1267 (m), 1207 (m), 1178 (m), 1102 (w),
1036 (m), 935 (m), 770 (m), 748 (s), 675 (M)

10.3.43 2-Amino-5-isopropylthiazol-4-carbonsauremethylester **¥ (130)

o)
HsCO /
N

e / >\NH
2

S
H3C
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Zu einer auf 0°C gekuhlten Losung aus 20 g (0.14 mol) Dichloressigsauremethylester
124 und 11 g (0.15 mol) Isobutyraldehyd 125 in 50 ml wasserfreiem Diethylether
tropft man innerhalb von 45 min. eine frisch hergestellte Losung aus 3 g Natrium und
50 ml wasserfreiem Methanol. Nach erfolgter Zugabe wird 1 h bei 0°C geruhrt, wobei
eine milchige Suspension entsteht. Anschlielend wird die Suspension mit 50 ml
Diethylether und 50 ml gesattigter Kochsalz-L6sung versetzt. Man trennt die
organische Phase ab, trocknet tber MgSO,4 und dampft das LM ab. Der Ruckstand
wird in 60 ml Methanol aufgenommen und nach Hinzufigen von 8.5 g (0.11 mol)
Thioharnstoff 129 4 h unter Ruckfluss erhitzt (DC-Kontrolle: Aluminiumoxid
MeOH/NH; (25 %) 97:3). Man lasst die erhaltene gelbe Losung auf RT abkthlen und
engt am Vakuum ein. Der Rickstand wird mit NHs; (25 %) neutralisiert und
anschlieBend aus einem Ethanol/H,O-Gemisch (1:1) umkristallisiert. Das

gewunschte Produkt fallt in Form farbloser Kristalle aus.

Ausbeute: 19.5 g (97.4 mmol) (88.5 % d. Th.), farblose Kristalle
Schmelzpunk: 150°C (EtOH/H,0) (Literatur; 150-151°C) (8!

'H-NMR, dlppm]:  1.16 (d, 6H, 3J = 6.7 Hz, 2 CHs), 3.70 (s, 3H, CHs), 3.87 (se, 1H,
(300 MHz) (DMSO d) %) = 6.8 Hz, CH), 6.97 (s, 2H, NH>)

BC-NMR, djppm]: 25.05 (2 CH3), 27.16 (CH), 51.53 (CHs), 134.71 (C,), 146.41

(75 MHz) (DMSO d°) (Cq), 162.87(Cy), 164.06 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 200.2 (100)

Summenformel: CgH12N202S

M: 200.26

IR (cm ™: 3420 (s), 3119 (m), 2961 (m), 1691 (s), 1619 (s), 1546 (s), 1432
(m), 1324 (s), 1213 (s), 1099 (w), 1049 (m), 979 (w), 767 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 47.98 H 6.04 N 13.99 S 16.01

Gef.: C47.95 H 6.34 N 14.04 S 16.18
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Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:
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2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-5-isopropylthiazol-4-carbonséaure-
methylester ™7 (131)

o)

H,CO / o MG o,
HsC /}\ A)\\OXCHB
HsC :

analog zu Vorschrift 10.3.38 (S. 368)

6 g (30 mmol) 2-Amino-5-isopropylthiazol-4-carbonsauremethyl-
ester 130

3 g (9.99 mmol) (33.3 % d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 187°C (MeOH)

'H-NMR, dlppm]:  1.24 (d, 6H, 3J = 6.8 Hz, 2 CHs), 1.45 (s, 9H, 3 CHs), 3.75 (s, 3H,
(300 MHz) (DMSO d) CHs), 3.94 (se, 1H, J = 6.6 Hz, CH), 11.60 (s, 1H, NH)
13C-NMR, dlppm]: 24.90 (2 CHa3), 27.18 (CH), 28.14 (3 CHs), 51.80 (CHs), 81.71

(75 MHz) (DMSO d°) (Cy), 134.11 (Cy), 150.68 (Cy), 153.41 (Cy), 155.69 (C=0),
162.70 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 300.3 (100)

Summenformel: C13H20N204S

M;: 300.37

IR (cm ™): 3363 (m), 2967 (m), 1713 (m), 1704 (s), 1552 (s), 1454 (w), 1362

(s), 1321 (m), 1245 (m), 1204 (s), 1147 (s), 1068 (w), 1052 (m),
795 (w), 767 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C51.98 H6.71 N 9.33 S 10.67

Gef.: C51.93 H6.72 N 9.43 S 10.68
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2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-5-isopropylthiazol-4-carbonséure

(1281 (132)

Vorschrift:
Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

1BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)
FD-MS: m/z (%):
Summenformel:
M;:

IR (cm ™:

Elementaranalyse:

CH3

Hi/}o o Hgﬁ<
YA h)\\o CHs
HsC g)\H

analog zu Vorschrift 10.3.24 (S. 341)

DC-Kontrolle: Kieselgel PE/EE 3:1

2 g (6.66 mmol) 2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-5-isopropyl-
thiazol-4-carbonsauremethylester 131

1.8 g (6.29 mmol) (94.4 % d. Th.), farbloser Feststoff

210°C

1.23 (d, 6H, 3J = 6.7 Hz, 2 CHs), 1.45 (s, 9H, 3 CH3), 3.97 (se,
1H, 3J = 7.0 Hz, CH), 11.52 (s, 1H, NH)

25.02 (2 CHg), 27.15(CH), 28.15 (3 CHs;), 81.71 (Cg), 135.35
(Cyq), 149.78 (Cy), 153.37 (Cy), 155.32 (C=0), 163.83 (C=0)
286.2 (100)

Ci12H18N204S

286.35

3179 (w), 2961 (m), 1713 (s), 1663 (s), 1558 (s), 1467 (w), 1457
(w), 1391 (w), 1368 (w), 1296 (s), 1239 (m), 1223 (m), 1159 (s),
1068 (m), 1023 (w), 865 (w), 798 (w), 722 (s)

C12H18N204S - HCI
C 44.65

C 44.67

H5.93
H 5.82

N 8.68
N 8.85

S 9.93
S10.12

Ber.:
Gef.:



10.3.46

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:
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tert.-Butyl (4-({[5-({[3-(dimethylamino)propyllamino}carbonyl)-1-
methyl-1H-3-pyrrolylJamino}carbonyl)-5-isopropyl-2-thiazolyl)-
carbamat %2 (133)

HaG T cH
N—CHs
H3C Q N
HsC >/—N H
0 —N H
2 N—4
\ \ o
o] N,
Ha CHs CHs

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

318 mg (1.25 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-
nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid 58, 298.9 mg (1.05 mmol) 2-(tert.-
Butyloxycarbonylamino)-5-isopropylthiazol-4-carbonséaure 132
355 mg (0.72 mmol) (68.9 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 113°C (MeOH)
'H-NMR, dlppm]:  1.25 (d, 6H, 3J = 6.7 Hz, 2 CHs), 1.48 (s, 9H, 3 CHs), 1.60 (quint,
(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J = 7.0 Hz, CH,), 2.15 (s, 6H, 2 CHs), 2.26 (t, 2H,3%) = 7.2

Hz, CH,), 3.17 (q, 2H, 3J = 6.5 Hz, CH,), 3.79 (s, 3H, Pyrrol-
CHs), 4.14 (se, 1H, % = 6.9 Hz, CH), 6.83 (d, 1H, “J =1.7 Hz,
Pyrrol-H3), 7.23 (d, 1H, 4)=1.4Hz Pyrrol-H5), 8.07 (t, 1H, 3=
5.5 Hz, NH), 9.42 (s, 1H, NH), 11.44 (s, 1H, NH)

BC-NMR, dppm]: 24.99 (2 CHs3), 26.64 (CH), 27.49 (CH,), 28.18 (3 CH3), 36.34
(75 MHz) (DMSO d° (CH3), 37.37 (CH,), 45.48 (2 CHs), 57.36 (CHy), 81.76 (C,),

104.02 (CH), 118.01 (CH), 121.35 (Cy), 123.64 (Cy), 136.73 (Cy),
145.51 (Cy), 153.34 (Cy), 155.57 (C=0), 159.36 (C=0), 161.33

(C=0)
FD-MS: m/z (%): 492.3 (100)
Summenformel: Co3H3sNO04S
M: 492.64



IR (cm ™):
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3490 (w), 2967 (w), 1713 (w), 1628 (s), 1653 (m), 1558 (s), 1536
(s), 1460 (m), 1403 (w), 1368 (w), 1289 (s), 1251 (m), 1153 (s),
1071 (w), 1042 (w), 811 (w), 773 (m), 697 (w)

Elementaranalyse: C,3H3sNeO4S - H20

10.3.47

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:

Ber.: C54.10 H 7.50 N 16.46 S6.28
Gef.: C54.22 H 7.50 N 16.39 S6.32

N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-2-amino-5-isopropyl-4-thiazolcarboxamid ™% (134)
H3C,

“n—CHs
H2N h//J
H
—N H
S\ A N—4
| \ 0
0] N
\
Hg CH, CHj

analog zu Vorschrift 10.3.28 (S. 357)

492.6 mg (1 mmol) tert.-Butyl (4-({[5-({[3-(dimethylamino)propyl]-
amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyllJamino}carbonyl)-5-
isopropyl-2-thiazolyl)carbamat 133

376.8 mg (0.96 mmol) (96 % d. Th.), farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 90°C (CH.Cly)
'H-NMR, dlppm]:  1.57 (d, 6H, %3 =6.9 Hz, 2 CH3), 1.59 (quint, 2H, 3J = 6.9 Hz,
(300 MHz) (DMSO d) CH,), 2.12 (s, 6H, 2 CHg), 2.22 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, CH,), 3.16 (q,

2H, 33 = 6.7 Hz, CH,), 3.77 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 4.15 (se, 1H, 3J =
6.7 Hz, CH), 6.86 (d, 1H, 4] =1.7 Hz, Pyrrol-H3), 6.91 (s, 2H,
NH>), 7.20 (d, 1H, “J = 1.7 Hz, Pyrrol-H5), 8.03 (t, 1H, % = 5.5
Hz, NH), 9.45 (s, 1H, NH)

BBC-NMR, dppm]: 25.11 (2 CHs), 26.59 (CH), 27.49 (CH,), 36.28 (CHg), 37.42
(75 MH2) (DMSO o) (CH,), 45.52 (2 CH3), 57.43 (CH,), 104.13 (CH), 117.90 (CH),

121.71 (Cg), 123.52 (Cy), 137.12 (Cg), 141.35 (Cg), 159.50 (Cy),
161.38 (C=0), 164.05 (C=0)



385

FD-MS: m/z (%): 392.0 (100)

Summenformel: C1gH28N602S
M;: 392.52
IR (cm ™: 3312 (m), 2945 (w), 1631 (s), 1520 (s), 1460 (m), 1435 (w), 1397

(w), 1286 (w), 1213 (w), 1153 (w), 1045 (w), 773 (w)
Elementaranalyse: C;gH2sN6O,S - H,O

Ber.: C52.66 H7.37 N 20.47 S7.81
Gef.: C52.46 H7.04 N 20.38 S7.72
10.3.48 1-Methyl-1H-imidazol-2-carbonsaureethylester "3 (138)

(/ T OCHs
N)\(
' o)
CHj

Eine Losung aus 3.2 ml (40 mmol) 1-Methylimidazol 135 in 20 ml wasserfreiem
Acetonitril und 10 ml Triethylamin wird auf -30°C gekuhlt (MeOH/Nyq). Hierzu gibt
man rasch eine Mischung aus 7 ml (66 mmol) Chlorameisensaureethylester in 10 ml
wasserfreiem Acetonitril, wobei die Temperatur 10°C nicht tGberschreiten soll. Die
entstandene gelbe Suspension wird 12 h bei RT gerthrt (DC-Kontrolle: Kieselgel
EE), anschlieRend filtriert man den ausgefallenen Triethylamin-HCI-Niederschlag ab
und engt die Losung zur Trockene ein. Das Produkt wird mittels Saulenchromato-

graphie isoliert (Kieselgel EE).

Ausbeute: 3.9 g (25.3 mmol) (63.3 % d. Th.), farblose Kristalle

Schmelzpunkt: 44°C (EE) (Literatur: 44°C) '™

'H-NMR, djppm]:  1.28 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CHs), 3.90 (s, 3H, CHa), 4.26 (q, 2H, 3J =

(300 MHz) (DMSO d°) 7.2 Hz, CHy), 7.04 (s, 1H, Imidazol-H4), 7.44 (s, 1H, Imidazol-
H5)

3C-.NMR, dlppm]: 14.40 (CHs), 37.79 (CHs), 60.83 (CH,), 127.55 (CH), 128.89

(75 MHz) (DMSO d°) (CH), 136.35 (Cq), 159.06 (C=0)
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EI-MS: m/z (%): 154.6 (100)

Summenformel: C7H10N20O>
M;: 154.17
IR (cm ™: 1698 (s), 1508 (w), 1473 (m), 1416 (s), 1403 (s), 1387 (s), 1349

(s), 1283 (m), 1258 (m), 1140 (m), 1083 (w), 1045 (m), 1017 (m),
916 (w), 846 (w), 805 (m), 767 (w), 659 (m)

Elementaranalyse: Ber.: C 54.54 H 6.54 N 18.17
Gef.: C54.36 H 6.50 N 17.95
10.3.49 1-Methyl-4-nitro-1H-imidazol-2-carbonsaureethylester "4 (139)
O,N
N
2/ )\(OCZH5
N
L8
CHs

Man l6st 5 g (32.4 mmol) 1-Methyl-1H-imidazol-2-carbonséureethylester 138 unter
Eiskuhlung in 20 ml konzentrierter H,SO,. Vorsichtig tropft man 20 ml rauchende
HNO3 (100 %) hinzu und erwarmt die Losung 1 h unter Rickfluss (DC-Kontrolle:
Kieselgel MeOH/NH3 (25 %) 97:3). Die noch heil3e Lésung wird auf Eis gegossen;
hierbei entsteht eine Blaufarbung. Nachdem das Eis vollstdndig geschmolzen ist,
extrahiert man dreimal mit CH,Cl,, trocknet die vereinigten organischen Phasen tber
MgSO, und engt im Vakuum ein. Der erhaltene Ruckstand wird mit Isopropanol zum
Sieden erhitzt und heil3 tber Aktivkohle filtriert. Das Produkt fallt nach 15 h bei +4°C

in Form farbloser Kristallnadeln aus.

Ausbeute: 2 g (10 mmol) (30.9 % d. Th.), farblose Kristallnadeln
Schmelzpunkt: 130°C (Isopropanol) (Literatur: 130-131°C) "3

'H-NMR, djppm]:  1.31 (t, 3H, 3J = 7.0 Hz, CHs), 3.97 (s, 3H, CHa), 4.33 (q, 2H, 3J =
(300 MHz) (DMSO d°) 7.0 Hz, CHy), 8.62 (s, 1H, Imidazol-H5)

BC-NMR, dppm]: 14.25 (CHs), 37.10 (CHs), 61.36 (CH,), 128.03 (CH), 135.55
(75 MHz) (DMSO d°) (Cy), 145.24 (Cy), 159.05 (C=0)

EI-MS: m/z (%): 200.1 (100)
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Summenformel: C7HoN3O4
M: 199.17
IR (cm ™): 1720 (s), 1536 (s), 1495 (s), 1441 (m), 1375 (s), 1305 (s), 1254

(s), 1172 (m), 1147 (m), 1118 (s), 1007 (m), 988 (m), 855 (w),

827 (m)
Elementaranalyse: Ber.: C 42.21 H 4.55 N 21.10

Gef.: C42.19 H 4.48 N 21.21
10.3.50 1-Methyl-4-nitro-1H-imidazol-2-carbonsaure 73 (140)

O,N
Y on
-

5.6 g (28 mmol) 1-Methyl-4-nitro-1H-imidazol-2-carbonsaureethylester 139 werden in
100 ml Isopropanol geldst und mit der 2-fach molaren Menge an 2M wassriger NaOH
versetzt. Die Losung wird 2 h auf 200°C erhitzt. Nach erfolgter Hydrolyse (DC-
Kontrolle: Kieselgel PE/EE 3:1) filtriert man den entstandenen gelben Niederschlag
ab, bei dem es sich um das Natriumsalz des gewinschten Produktes handelt.
Nachdem der Niederschlag in H,O geldst wurde, sauert man mit 1M HCI an. Das

Produkt fallt dabei als farbloser Feststoff aus.

Ausbeute: 4.6 g (26.9 mmol) (96.1 % d. Th.), farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 135°C (Literatur: 138°C) '™
'H-NMR, d[ppm]:  3.96 (s, 3H, CHs), 8.58 (s, 1H, Imidazol-H5)

(300 MHz) (DMSO d°)
EI-MS: m/z (%): 171.4 (100)

Summenformel: CsHs5N304
M;: 171.11
IR (cm ™): 1723 (s), 1546 (s), 1501 (s), 1460 (w), 1387 (s), 1299 (s), 1201

(m), 1153 (m), 1134 (m), 1071 (w), 1011 (m), 840 (m), 827 (m),
751 (m), 697 (m)
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Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:
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N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazolcarboxamid ™% (143)

HsC

analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

318 mg (1.25 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-
nitro-1H-2-pyrrolcarboxamid 58, 178.7 mg (1.05 mmol) 1-Methyl-
4-nitro-1H-imidazol-2-carbonséure 140

250 mg (0.66 mmol) (63.2 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 120°C (MeOH)
'H-NMR, dppm]: 1.60 (quint, 2H, 3)=6.9 Hz, CHy), 2.13 (s, 6H, 2 CH3), 2.24 (t,
(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J = 6.9 Hz, CH>), 3.17 (g, 2H, 3J = 6.4 Hz, CHy), 3.79 (s, 3H,

Pyrrol-CHs), 4.03 (s, 3H, Imidazol-CHs), 6.96 (d, 1H, *J = 1.7 Hz,
Pyrrol-H3), 7.25 (d, 1H, 43=1.4Hz Pyrrol-H5), 8.15 (t, 1H, 3=
5.5 Hz, NH), 8.60 (s, 1H, Imidazol-H5), 10.82 (s, 1H, NH)

BC-NMR, djppm]: 27.26 (CH,), 36.35 (CHs), 36.81 (CHs), 37.44 (CH.), 45.37 (2

(75 MHz) (DMSO d) CHs), 57.37 (CH,), 104.70 (2 CH), 118.75 (CH), 121.21 (C),
123.73 (Cq), 138.19 (Cg), 144.62 (Cgy), 154.94 (C=0), 161.38
(C=0)

FD-MS: m/z (%): 377.2 (100)

Summenformel: C16H23N704

M;: 377.40

IR (cm ™: 3113 (w), 1685 (w), 1641 (s), 1533 (s), 1432 (m), 1384 (m), 1305

(s), 1258 (w), 1201 (w), 1150 (w), 1115 (w), 1001 (w), 827 (m),
773 (w)

Elementaranalyse: C;sH23N;O4 - H,O

Ber.: C 48.60 H 6.37 N 24.80
Gef.: C48.34 H 6.36 N 24.94
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10.3.52 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridon- und

Naphthalimid-gekoppelten Imidazolpyrrolcarboxamide ™2
Durchflihrung analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

10.3.52.1  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[3-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)propanoyl]amino}-1H-2-imidazolcarboxamid 1**2
(145)

A

N

N

4 \/>/H H
/) N H

(@] N A
/h>\( WO
| é) AN
CHs CH3
Einwaage: 471.8 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}-

carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazol-
carboxamid 143, 281.4 mg (1.05 mmol) 3-(1,3-Dioxo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d,elisochinolin-2-yl)propionséure 76

Ausbeute: 350 mg (0.585 mmol) (56 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 155°C (MeOH)

IH-NMR, dppm]:  1.59 (quint, 2H, 3) = 6.9 Hz, CHy), 2.12 (s, 6H, 2 CH3), 2.22 (t,

(300 MHz) (DMSO d) 2H, 3J = 6.9 Hz, CHy) 2.71 (t, 2H, %J = 7.2 Hz, CHy), 3.17 (q, 2H,
3J = 6.4 Hz, CHy), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHs), 3.92 (s, 3H, Imidazol-
CHa), 4.32 (t, 2H, 33 = 7.2 Hz, CH,), 6.87 (s, 1H, Pyrrol-H3), 7.20
(s, 1H, Pyrrol-H5), 7.42 (s, 1H, Imidazol-H5), 7.85 (pt, 2H, 3 =
7.6 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.11 (t, 1H, 3J = 5.0 Hz, NH), 8.45
(m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.93 (s, 1H, NH), 10.38 (s, 1H,
NH)
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BBC-NMR, djppm]: 27.39 (CH,), 33.79 (CHj), 35.20 (CHs), 36.33 (CHs), 36.66 (CH>),
(75 MHz) (DMSO ) 37.50 (CH,), 45.46 (2 CHs), 57.46 (CH,), 104.32 (2 CH), 118.20
(CH), 121.45 (Cy), 122.37 (2 Cg), 123.63 (Cg), 127.52 (2 CH),
127.68 (Cg), 131.03 (2 CH), 131.61 (C,), 134.33 (Cy), 134.64 (2
CH), 136.19 (Cy), 156.02 (C=0), 161.36 (C=0), 163.62 (2 C=0),

168.27 (C=0)
FD-MS: m/z (%): 597.9 (100)
Summenformel: C31H34NgO5
M: 598.66
IR (cm ™): 1698 (m), 1656 (s), 1587 (m), 1536 (s), 1435 (m), 1343 (m), 1289

(w), 1242 (m), 1169 (w), 1140 (w), 1106 (w), 1004 (w), 874 (w),
843 (w), 776 (m)
Elementaranalyse: C3z1H34NgOs - H2O
Ber.: C 60.38 H 5.88 N 18.17
Gef.: C 60.07 H 5.85 N 17.93

10.3.52.2  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-
isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-1H-2-imidazolcarboxamid @
(146)

(D
H H
RSV
\ N
“CH,

| o}
CHg

CHj



Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):

Elementaranalyse:
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471.8 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propylJamino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazol-
carboxamid 143, 296.03 mg (1.05 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butterséure 78

520 mg (0.85 mmol) (81.3 % d. Th.), gelber Feststoff

125°C (MeOH)

1.59 (quint, 2H,3J = 7.2 Hz, CH,), 1.96 (quint, 2H, 3 = 6.9 Hz,
CH,), 2.12 (s, 6H, 2 CH3), 2.22 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH,) 2.39 (t,
2H, 33 = 7.6 Hz, CH,), 3.17 (g, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H,
Pyrrol-CHs), 3.86 (s, 3H, Imidazol-CHz), 4.11 (t, 2H, 3J = 6.7 Hz,
CH,), 6.87 (d, 1H, “J = 1.9 Hz, Pyrrol-H3), 7.20 (d, 1H, *J = 1.7
Hz, Pyrrol-H5), 7.24 (s, 1H, Imidazol-H5), 7.85 (pt, 2H, 33=181
Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.10 (t, 1H, 3] = 5.2 Hz, NH), 8.47 (m,
4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.90 (s, 1H, NH), 10.20 (s, 1H,
NH)

24.12 (CHy), 27.42 (CHy), 33.33 (CHy), 35.11 (CHj3), 36.33 (CHj3),
37.51 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert, 45.49 (2 CHy),
57.48 (CHy), 104.32 (2 CH), 118.42 (CH), 121.46 (C,), 122.52 (2
Cy), 123.63 (Cg), 127.48 (2 CH), 127.79 (C,), 131.01 (2 CH),
131.61 (Cg), 134.17 (Cq), 134.50 (2 CH), 136.31 (Cg4), 156.00
(C=0), 161.35 (C=0), 163.87 (2 C=0), 169.87 (C=0)

613.0 (100)

C32H36NgOs

612.69

3439 (w), 3306 (w), 1701 (w), 1660 (s), 1628 (w), 1568 (w), 1527
(s), 1457 (w), 1435 (w), 1349 (m), 1305 (w), 1254 (m), 1232 (m),
1204 (w), 1140 (w), 1023 (w), 893 (w), 779 (s)

C32H36NsOs - H20

Ber.. C60.94 H 6.07 N 17.77

Gef.: C61.09 H 5.93 N 17.72
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10.3.52.3  N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-3-
pyrrolyl]-1-methyl-4-{[4-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buta-

noyl]lamino}-1H-2-imidazolcarboxamid **% (148)

@)
CHs; \CH3
Einwaage: 471.8 mg (1.25 mmol) N-[5-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}-

carbonyl)-1-methyl-1H-3-pyrrolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazol-
carboxamid 143, 293.6 mg (1.05 mmol) 4-(9-Oxo0-9,10-dihydro-
10-acridinyl)butterséure 89

Ausbeute: 160 mg (0.26 mmol) (24.9 % d. Th.), gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 200°C (MeOH)

IH-NMR, dppm]:  1.60 (quint, 2H, 3)=7.0Hz CHy), 2.12 (m, 8H, 2 CH3z und CHy),

(300 MHz) (DMSO d) 2.26 (t, 2H, 33 = 6.9 Hz, CHy), 2.71 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.16
(q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, Pyrrol-CHj), 3.88 (s, 3H,
Imidazol-CHg), 4.52 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, CHy), 7.00 (d, 1H, *J =
1.4 Hz, Pyrrol-H3), 7.23 (d, 1H, “J = 1.9 Hz, Pyrrol-H5), 7.33 (pt,
2H, %] = 7.4 Hz, Acridon-H), 7.82 (s, 1H, Imidazol-H5), 7.83 (m,
2H, Acridon-H), 7.98 (pd, 2H, 3J=9.1 Hz, Acridon-H4+5) 8.24 (t,
1H, 33 = 6.2 Hz, NH), 8.34 (m, 2H, Acridon-H1+8), 9.91 (s, 1H,
NH), 10.45 (s, 1H, NH)



BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™):
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24.80 (CHy), 25.60 (CHy), 34.42 (CHy), 35.25 (CHj3), 36.43 (CHj3),
36.50 (CHy), 42.35 (2 CHj3), 45.36 (CH,), 54.87 (CH,), 104.79 (2
CH), 116.20 (2 CH), 118.19 (CH), 121.60 (2 CH), 121.90 (2 C,),
123.21 (Cg), 127.06 (2 CH), 134.32 (Cg), 134.58 (2 CH), 136.22
(Cy), 141.84 (2 Cy), 156.01 (C,), 158.69 (C=0), 161.70 (C=0),
170.13 (C=0), 176.81 (C=0)

610.0 (100)

Ca3H3NsO4

610.72

2955 (w), 1622 (m), 1539 (s), 1489 (w), 1463 (m), 1435 (m),
1378 (w), 1289 (w), 1207 (m), 1175 (m), 1156 (w), 1039 (w), 938
(w), 754 (s), 675 (w)

10.3.53 N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazolcarbox-
amid %% (141)

Vorschrift:

Einwaage:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

O,N Hs§
Zﬁw N~ o
'i' \
CHy ©

Durchfiihrung analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

Die Reduktion mit Pd/C entfallt. N,N-Dimethylaminopropylamin
wird in 5 ml absolutem DMF geldst und zur Carbonsaureldsung
gegeben.

127.7 mg (1.25 mmol) N,N-Dimethylaminopropylamin, 178.7 mg
(2.05 mmol) 1-Methyl-4-nitro-1H-imidazol-2-carbonsaure 140
167 mg (0.65 mmol) (62.2 % d. Th.), farblose Kristallnadeln
132°C (EE) (Literatur: 132°C) [84
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'H-NMR, dppm]: 1.62 (quint, 2H, 3)=7.2 Hz, CHy), 2.10 (s, 6H, 2 CH3), 2.21 (t,
(300 MHz) (DMSO d°) 2H, 33 = 7.2 Hz, CH,), 3.22 (g, 2H, 3J = 7.4 Hz, CH,), 3.99 (s, 3H,
Imidazol-CH3), 8.55 (s, 1H, Imidazol-H5), 8.90 (t, 1H, 3] =55 Hz,

NH)
3C-NMR, dppm]: 27.16 (CH.), 36.73 (CHs), 37.64 (CH,), 45.47 (2 CHs), 57.19
(75 MHz) (DMSO d°) (CHy), 126.64 (CH), 138.05 (Cy), 144.57 (Cy), 157.79 (C=0)
FD-MS: m/z (%): 255.1 (100)
Summenformel: C10H17Ns03
Mr: 255.28
IR (cm ™): 3138 (s), 2945 (w), 2863 (w), 1653 (s), 1524 (s), 1457 (m), 1381
(s), 1299 (s), 1261 (w), 1182 (w), 1156 (w), 995 (w), 843 (m), 757
(w)
Elementaranalyse: Ber.: C 47.05 H6.71 N 27.43
Gef.: C47.01 H 6.64 N 27.36

10.3.54 N-[2-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-4-
imidazolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imidazolcarboxamid 52 (144)

H3C\N/CH3
O5N H
7\—N H
5' / NN\NO
| c\) } AN
CHs CHy
Vorschrift: analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)
Einwaage: 319 mg (1.25 mmol) N-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-methyl-4-

nitro-1H-2-imidazolcarboxamid 141, 178.7 mg (1.05 mmol) 1-
Methyl-4-nitro-1H-imidazol-2-carbonséure 140
Ausbeute: 200 mg (0.53 mmol) (50.7 % d. Th.), gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 168°C (MeOH)



'H-NMR, d[ppm]:

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)
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1.61 (quint, 2H, 33 = 6.9 Hz, CHy), 2.12 (s, 6H, 2 CH3), 2.22 (t,
2H, 33 = 6.9 Hz, CH,), 3.23 (g, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,), 3.94 (s, 3H,
Imidazol-CH3), 4.03 (s, 3H, Imidazol-CHs), 7.52 (s, 1H, Imidazol-
H5), 8.33 (t, 1H, 3) = 5.5 Hz, NH), 8.63 (s, 1H, Imidazol-H5"),
10.29 (s, 1H, NH)

27.34 (CH,), 35.41 (CHs), 36.65 (CHs), 37.36 (CH,), 4551 (2
CHs), 57.27 (CHy), 127.13 (CH), 134.50 (2 C,), 135.02 (CH),
137.34 (C,), 144.64 (C,), 155.19 (C=0), 158.64 (C=0)

FD-MS: m/z (%): 378.0 (100)

Summenformel: C1sH22NgO4

M;: 378.39

IR (cm ™: 1669 (m), 1530 (s), 1470 (m), 1375 (m), 1296 (m), 1210 (w),
1182 (w), 1118 (w), 995 (w), 821 (m), 748 (w)

Elementaranalyse: Ber.: C 47.61 H 5.86 N 29.61
Gef.: C47.69 H5.91 N 29.57

10.3.55 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Acridon- und

Naphthalimid-gekoppelten Bisimidazolcarboxamide 2

Durchfiihrung analog zu Vorschrift 10.3.26 (S. 355)

10.3.55.1  N-[2-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-4-
imidazolyl]-1-methyl-4-{[4-(1,3-diox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]-

isochinolin-2-yl)butanoyl]amino}-1H-2-imidazolcarboxamid @

(147)

H3C.

“p—~CHa
N\
o)
H H

N

N H
o I N\NO

\ N
(I:H3 © CHs



Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, d[ppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

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

IR (cm ™:

Elementaranalyse:
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473 mg (1.25 mmol) N-[2-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-4-imidazolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imi-
dazolcarboxamid 144, 296.03 mg (1.05 mmol) 4-(1,3-Dioxo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d,e]isochinolin-2-yl)butterséure 78

320 mg (0.52 mmol) (49.8 % d. Th.), gelber Feststoff

160°C (MeOH)

1.61 (quint, 2H,3J = 6.9 Hz, CH,), 1.96 (quint, 2H, 3J = 6.4 Hz,
CH,), 2.11 (s, 6H, 2 CHs), 2.22 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH,), 2.39 (t,
2H, 33 = 7.4 Hz, CH,), 3.22 (g, 2H, 3J = 6.9 Hz, CH,), 3.87 (s, 3H,
Imidazol-CHs), 3.93 (s, 3H, Imidazol-CHs), 4.11 (t, 2H, %) = 6.7
Hz, CH,), 7.27 (s, 1H, Imidazol-H5), 7.48 (s, 1H, Imidazol-H5"),
7.84 (pt, 2H, 3J = 7.4 Hz, Naphthalimid-H5+8), 8.35 (t, 1H, 3J =
6.2 Hz, NH), 8.44 (m, 4H, Naphthalimid-H4+6+7+9), 9.28 (s, 1H,
NH), 10.28 (s, 1H, NH)

23.90 (CHy), 27.34 (CHy), 33.27 (CHy), 35.22 (CHj3), 35.41 (CHjy),
37.39 (CHy), ein Signal von DMSO uberlagert, 45.51 (2 CHa),
57.30 (CHyp), 122.47 (2 C,), 127.43 (2 CH), 127.76 (Cg), 131.00
(2 CH), 131.58 (C,), 132.79 (Cy), 134.47 (2 CH), 134.75 (Cy),
134.81 (C), 136.69 (Cg), 155.51 (C=0), 158.63 (C=0), 163.86 (2
C=0), 169.82 (C=0)

613.0 (100)

C31H35NgoOs

613.68

1647 (s), 1530 (s), 1457 (w), 1337 (m), 1245 (w), 1093 (w), 1042
(w), 890 (m), 779 (s)

C31H35NgOs - H20

Ber.: C58.94 H 5.90 N 19.96

Gef.: C58.68 H5.78 N 19.64
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10.3.55.2  N-[2-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}carbonyl)-1-methyl-1H-4-
imidazolyl]-1-methyl-4-{[4-(9-0x0-9,10-dihydro-10-acridinyl)buta-

noyl]lamino}-1H-2-imidazolcarboxamid % (149)

Einwaage:

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

(300 MHz) (DMSO d°)

BC-NMR, dppm]:

(75 MHz) (DMSO d°)

FD-MS: m/z (%):

/

O

ZT

H

N

/ N H NYK
°© I\ NN

0 CHs

CHs;

473 mg (1.25 mmol) N-[2-({[3-(Dimethylamino)propyl]amino}-
carbonyl)-1-methyl-1H-4-imidazolyl]-1-methyl-4-nitro-1H-2-imi-
dazolcarboxamid 144, 293.6 mg (1.05 mmol) 4-(9-Oxo0-9,10-
dihydro-10-acridinyl)butterséure 89

150 mg (0.25 mmol) (23.9 % d. Th.), gelber Feststoff

155°C (MeOH)

1.62 (quint, 2H, 3J = 6.7 Hz, CH,), 2.12 (m, 8H, 2 CH; und CHy),
2.23 (t, 2H, 33 = 6.9 Hz, CHy), 2.68 (t, 2H, *J = 6.7 Hz, CH,), 3.23
(q, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH>), 3.94 (s, 3H, Imidazol-CHz), 3.99 (s, 3H,
Imidazol-CHs), 4.52 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, CHy), 7.34 (pt, 2H, %J =
7.4 Hz, Acridon-H), 7.51 (s, 1H, Imidazol-H5), 7.61 (s, 1H,
Imidazol-H5"), 7.85 (pt, 2H, 3J = 6.9 Hz, Acridon-H), 7.98 (pd, 2H,
3) = 8.8 Hz, Acridon-H4+5), 8.35 (m, 3H, Acridon-H1+8 und NH),
9.36 (s, 1H, NH), 10.54 (s, 1H, NH)

22.40 (CHy), 27.33 (CHy), 31.86 (CHy), 35.36 (CHs3), 35.43 (CHj3),
37.39 (CHy), 45.35 (CHy), 45.49 (2 CHs), 57.28 (CH,), 116.21 (2
CH), 121.60 (2 CH), 121.90 (2 Cg), 127.06 (2 CH), 133.08 (Cy),
134.58 (2 CH), 134.79 (Cg), 134.81 (Cg), 136.66 (Cg), 141.85 (2
Cy), 155.58 (C=0), 158.63 (C=0), 170.06 (C=0), 176.81 (C=0)
612.0 (100)
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Summenformel: C3oH37NgO4
M: 611.7
IR (cm ™): 1672 (m), 1637 (w), 1603 (w), 1568 (m), 1530 (s), 1495 (m),

1460 (m), 1381 (w), 1292 (w), 1267 (w), 1178 (w), 1045 (w),
1020 (w), 935 (w), 751 (m), 672 (w)
Elementaranalyse: Csz;H3z7NgO4 - 2 H,O
Ber.: C59.34 H 6.38 N 19.46
Gef.: C59.66 H6.18 N 19.50
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