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1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeines

Krebs zadhlt heute zu den gravierendsten gesundheitlichen Problemen unserer Gesellschaft.
Man geht davon aus, dass bdsartige neoplastische Zellveranderungen nach Herz-
Kreislauferkrankungen die haufigste Todesursache von Menschen in westlichen
Industrienationen darstellen. ™ Durch die laufend steigende Lebenserwartung erreichen
immer mehr Menschen ein Alter, bei dem die Inzidenz von Krebs zunimmt. Weltweit starben
im Jahr 2008 7.564.800 Menschen an Krebs, in Osterreich waren es pro 100.000 Einwohner
249 Menschen. Alleine die Zahl der weltweit neudiagnostizierten Krebsfille betrug
12.662.600. **!

Aus diesem Anlass wurde viel in Forschung und Entwicklung neuartiger Therapien investiert,
die heute eine Multimilliarden-Dollar-Industrie ausmachen. Im Jahr 2003 betrug der
weltweite Markt fiir Onkologie-assoziierte Produkte US $ 36.8 Milliarden, das sind beinahe
10% des weltweiten Marktes an Pharmaka. !

Doch obgleich vieles liber die molekularen Ursachen und Abldaufe im Zusammenhang mit
Krebs bekannt wurde, spielen Zytostatika, viele davon aus natirlicher Herkunft, nach wie vor

eine essentielle Rolle in der Therapie dieser Erkrankung. [5]

1.1.1 Der Zellzyklus

Die Zeitspanne zwischen Entstehung einer Zelle und ihrer Teilung durch Mitose wird als
Zellzyklus bezeichnet. Der Mensch, als vielzelliges Lebewesen, setzt sich aus ca. 10* Zellen
zusammen. Im Gegensatz zu einzelligen Organismen ist bei adulten Mehrzellern eine
exponentielle Vermehrung der Zellen nicht vorgesehen. Vielmehr besteht ein konstantes
Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Zelluntergang. Aus diesem Grund besteht die
Notwendigkeit fiir Moglichkeiten, die Zellvermehrung zu kontrollieren, den Zellzyklus zu
unterbrechen oder auch in Kérperzellen gezielt den programmierten Zelltod (Apoptose) zu
veranlassen. So gibt es im Kérper Gewebe, deren Zellen sich nach ihrer Differenzierung nicht
mehr teilen (z.B. Nervenzellen und Muskelzellen), Zellen, die sich unter normalen
Umstanden nicht teilen (z.B. Leberzellen) oder Zellen, die sich standig teilen (z.B. Hautzellen,

Epithelialzellen, Knochenmarkszellen). (6]
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Der Zellzyklus kann grob in zwei grundlegende Phasen, die Interphase und die Mitose (M-
Phase), eingeteilt werden. Die Interphase kann ihrerseits wiederum in G;-Phase, S-Phase,
sowie Gy-Phase gegliedert werden - die Mitose in Prophase, Prometaphase, Metaphase,
Anaphase und TeIophase.m

Wahrend der Interphase liegen die Chromosomen dekondensiert und verteilt im gesamten
Kern vor, wodurch dieser morphologisch einheitlich erscheint. Auf molekularer Ebene finden
in diesem Zeitraum das Zellwachstum und die DNA-Replikation statt. Sich teilende Zellen
wachsen im Verlauf der Interphase kontinuierlich auf das doppelte ihrer GroRe an, bevor sie
in die Mitose eintreten.

Auf die M-Phase folgt die G;-Phase, die in Vorbereitung auf die kommende DNA-Replikation
durch metabolische Aktivitdt der Zelle gekennzeichnet ist. So werden vermehrt Proteine
exprimiert, die flir einen korrekten Ablauf des kommenden Abschnitts benétigt werden. In
der S-Phase werden die DNA verdoppelt und RNA sowie Enzyme synthetisiert. Auf die
Reproduktion der DNA folgt die G,-Phase, welche durch Vorbereitung auf die bevorstehende
Mitose und Zytokinese charakterisiert ist.

Ruhende, nicht vollstandig differenzierte Zellen, die sich in ihrem Lebenszyklus nicht mehr
teilen, verlassen die G;-Phase und gehen in eine Ruheform Uber. In diesem, als Gg-Phase
bezeichneten Zustand, bleiben die Zellen zwar metabolisch aktiv, teilen sich aber nicht bzw.

erst auf ein externes Signal hin. Auch der Entzug von Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen

(6, 8]

fuhrt zum Ubergang in die Go-Phase.

preparatio
for mitosis

Abb. 1: Der Zellzyklus
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Der korrekt aufeinanderfolgende Ablauf der einzelnen Abschnitte wird dabei durch eine
Reihe von Kontrollpunkten genau Uberprift. Der erste Kontrollpunkt ist gegen Ende der G;-
Phase zu finden, ein weiterer in der G,-Phase und ein dritter am Ende der M-Phase. Sollte an
diesen Punkten ein Fehler erkannt werden, wird der Zellzyklus gestoppt und die Zelle
versucht den Defekt zu beheben. Gelingt dies nicht, so treten Mechanismen in Kraft, die die
Zelle zum programmierten Zelltod veranlassen. [6]

Durch extrazelluldre Signale der Umgebung, wie z.B. Wachstumsfaktoren, aber auch durch
interne Signale, wie z.B. Cycline, wird das Fortschreiten der Zelle durch den Zellzyklus
Uberwacht und koordiniert. Cycline sind eine Gruppe homogener Proteine, die spezifisch in
der jeweiligen Phase des Zellzyklus auftreten und die auf Cyclin-abhdngige Proteinkinasen
(cyclin-dependent kinases, cdks) als Aktivatoren wirken. Der Komplex aus Cyclin und cdks
kann dabei durch eine Reihe inhibitorischwirkender Proteine in ihrer Funktion gestort
werden. Als Beispiele sind p21WAF1, p57K'P2, p15'NK4B, p18INK4C oder p19INK4D zu nennen. ©

An jenem Kontrollpunkt gegen Ende der G;-Phase, bei dem (berprift wird, ob die notige
ZellgroRRe erreicht wurde und ob es etwaige Schaden an der DNA gibt, spielt das Protein p53
eine bedeutende Rolle: Dieses bei Stress oder DNA-Schdaden auftretende
Tumorsuppressorprotein veranlasst als Transkriptionsfaktor die Expression von p21VA™,
einem cdk-Inhibitor-Protein. Der dadurch blockierte Komplex aus Cyclin D und cdk4 kann das
noétige Signal zum Ubergang in die S-Phase nicht geben und die Zelle wird in der G;-Phase
arretiert. ©

Maligne Zellveranderungen basieren in den allermeisten Féallen auf einer Fehlfunktion im
Zellzyklus und den zugrundeliegenden Mechanismen, wodurch unkontrolliertes Wachstum

die Folge ist. So liegt in etwa der Halfte aller Tumore eine Mutation des Gens vor, welches

fur p53 kodiert. [©

1.1.2 Die Apoptose

Im Gegensatz zur Nekrose, einer Form des Zelltods, die auf ein Trauma zuriickgeht, stellt die

Apoptose einen programmierten und zielgerichteten Untergang der Zelle dar. Die
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Mechanismen dafir sind im Erbgut jeder Zelle verankert und kdénnen durch interne oder
externe Signale ausgeldst werden. [6]

Zellen, die durch Apoptose zu Grunde gehen, unterliegen charakteristischen
morphologischen Verdnderungen: Das Zytoskelett bricht zusammen, das Chromatin im Kern
kondensiert, die Zelle schrumpft und zieht sich zusammen. Die Hiille verandert sich in einem
Vorgang, der als ,blebbing” bezeichnet wird. Dabei teilt sie sich in kleine Membran
umschlossene Bldaschen, sogenannte apoptotische Korper. Diese sind nun an ihrer
Oberflache dahingehend verandert, dass sie von benachbarten Zellen oder Makrophagen
schnell aufgenommen werden konnen. Das geschieht rasch, ohne Schaden fir das
umliegende Gewebe und ohne eine Antwort des Immunsystems durch freigelegte
Zellbestandteile zu erzeugen. Auf molekularer Ebene wird die Apoptose von Caspasen, einer
Gruppe von Cysteinproteasen, vermittelt. Diese liegen normalerweise als inaktive
Procaspasen intrazelluldr vor und werden erst durch proteolytische Freisetzung aktiviert.
Eine aktivierte Initiator-Caspase aktiviert eine Reihe von Effektor-Caspasen, die letztendlich
weitere biologisch bedeutsame Proteine abbauen und somit zum Zelluntergang fihren. %]
Man unterscheidet prinzipiell zwei Wege die Apoptose einzuleiten:

Beim extrinsischen Weg wird durch Bindung von Liganden (Fas-Ligand) an transmembrandare
Todesrezeptoren (Fas-Rezeptor) an der Oberflache der Zelle in weiterer Folge intrazellular
die Initiator-Procaspase 8 aktiviert.

Beim intrinsischen Weg erfolgt die Aktivierung unter anderem durch die Freisetzung von
Cyctochrom C aus Mitochondrien als Folge von DNA-Schdaden oder anderen intrazelluldren
Defekten. Dadurch werden wiederum Procaspasen aktiviert und der programmierte Zelltod

tritt ein. (5]
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Abb. 2: Apoptosewege

1.1.3 Tumorigenese und Karzinogenese

In vielzelligen Organismen arbeiten somatische Zellen fir das Wohl des gesamten Systems
und sind bestimmt von Zusammenarbeit. Ihre Entstehung oder ihr Untergang werden je
nach Bedarf geregelt. Kommt es allerdings zu einer Mutation in bestimmten Abschnitten der
DNA, konnen die betroffenen Zellen den Signalen ihrer Umgebung nicht mehr folgen und
werden zu Individuen. Die Mutation kann den Zellen darliberhinaus Selektionsvorteile
verschaffen und sicherstellen, dass ihre Nachkommen besser gedeihen und eine wachsende
Zahl mutierter Klone hervorbrlngen ! Eine Zelle, die sich aufRerhalb der Kontrollen fiir
Wachstum und Zellteilung vermehrt, wird in weiterer Folge zum Tumor. Man unterscheidet
benign, wenn es sich um einen nicht invasiven Neoplasmus handelt, und malign (Krebs), falls

er die Eigenschaft besitzt in anderes Gewebe einzuwachsen, sich auszubreiten und
5
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Tochterkolonien zu griinden (Metastasen). Krebs wird je nach Ursprung des Gewebe- oder
Zelltyps unterschieden, z.B.: Karzinome entspringen aus epithelialem Gewebe, Sarkome aus
mesenchymalem Gewebe, Leukdmie aus blutbildenden Zellen.®

Die Tumorigenese kann generell in 3 Stufen unterschieden werden: Bei der Inititiation
kommt es zu initialen genetischen Veranderungen. Die Promotion wird durch zunehmende
Vermehrung der mutierten Zelle charakterisiert, und bei der Progression haufen sich weitere
genetische oder epigenetische Veranderungen an. Die Zellen werden dadurch aggressiver
und vermogen in fremdes Gewebe einzuwachsen.

Im Normalfall reicht eine einzige Punktmutation nicht aus um einen Tumor zu erzeugen. Erst
die langjahrige Anhdufung mehrerer Verdnderungen an wichtigen regulierenden DNA-

Abschnitten fihrt zur Tumorigenese. 3]

1.1.3.1 Onkogene und Antionkogene

Als Onkogen bezeichnet man ein Gen, welches das Potenzial besitzt, Krebs zu verursachen.
Es handelt sich dabei um Genprodukte, die an Signaltransduktionswegen des Zellwachstums
beteiligt sind und die durch Mutation aus Protoonkogenen hervorgehen. Im Gegensatz dazu
unterdriicken Proteine von Antionkogenen die Tumorentstehung und erst nach ihrem
Funktionsverlust tritt die Tumorbildung ein. In beiden Fillen kann die Entstehung durch
Punktmutationen, chromosomale Translokation, Infektion mit onkogenen Viren oder durch

Karzinogene verursacht werden. '

1.1.3.2 Karzinogene

Mutationen in bestimmten DNA-Abschnitten kdnnen nach Exposition mit DNA-schadigenden
Stoffen, Umweltbedingungen oder auch spontan entstehen. Die Veranderungen im Genom
treten dabei nicht statistisch homogen verteilt auf, sondern vermehrt in charakteristischen
Bereichen der DNA. In den meisten Fallen handelt es sich bei Karzinogenen um organische
Verbindungen mit weniger als 500 kDa Molekulargewicht. In Anbetracht ihrer Struktur oder
ihrer Herkunft kdnnen sie in folgende Gruppen eingeteilt werden:

e Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe: 3,4-Benzpyren, 7,12-

Dimethylbenzanthren, etc.

e Aromatische Amine: 8-Naphthylamin, etc.
6
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e Nitrosamine: N-Nitrosodiethylamin, N-Nitrosonornicotin, etc.

e Kanzerogene biologischer Herkunft: Aflatoxine

e Anorganische Kanzerogene: Cadmium, Beryllium, Arsen, Chrom (VI), Kobalt, Blei;
Asbest, etc.

e Alkylierende Substanzen: Epoxide, Epichlorhydrin, Mechlorethamin, etc.

* Physikalische Kanzerogene: z. B. ionisierende Strahlung.[s]

1.1.4 Charakteristika neoplastischer Zellen

Tumorzellen unterscheiden sich von herkdmmlichen somatischen Zellen durch eine Reihe
von Eigenschaften, deren Verstandnis von groRer Bedeutung fiir eine zielgerichtete Therapie

ist. Aus diesem Grund sollen die wichtigsten Merkmale an dieser Stelle genannt werden:

1.1.4.1 Immortalitit

Somatische Zellen konnen sich vor ihrem Tod etwa 50-mal teilen, wobei die Telomeren am
Ende der Chromosomen bei jeder Replikation verkirzt werden. Dies flihrt zur Seneszenz der
Zelle, die Zellteilung kommt zum Erliegen oder Apoptose tritt ein. Tumorzellen verfiigen tGber
erhohte Aktivitdt des Enzyms Telomerase, welche die Linge der Telomeren nach jeder
Zellteilung konstant halt. Auf diesem Weg konnen sich neoplastische Zellen unbegrenzt

vermehren. [

1.1.4.2 Unabhingigkeit externer Wachstumsfaktoren

Wahrend das Wachstum somatischer Zellen von externen Faktoren abhangig ist, haben
Tumorzellen zum Teil die Fahigkeit, die bendtigten Faktoren selbst zu produzieren, oder es
kommt durch Mutationen in der Signaltransduktionskaskade auch ohne Wachstumsfaktoren

zu einer Dauerstimulation.
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1.1.4.3 Verlust kontrollierender Mechanismen des Zellzyklus

Wie bereits erwdhnt sind Tumorzellen beispielsweise durch vermehrte Expression von

Cyclinen nicht mehr an Kontrollpunkte des Zellzyklus gebunden. [6]

1.1.4.4 Angiogenese

Um den steigenden Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen decken zu kénnen sind
Tumorzellen auf die Ausbildung versorgender GefdlRe angewiesen. Hierzu sind die Zellen in
der Lage durch vermehrte Expression von HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor - 1) und in
weiterer Folge des Wachstumsfaktors VvEGF, die Vaskularisierung ihrer Umgebung

sicherzustellen. '®

1.1.4.5 Unterdriickung der Apoptose

Dies erfolgt beispielsweise durch den Funktionsverlust des p53 Gen oder durch

Uberexpression des Bcl2-Proteins. (6]

1.1.4.6 Genetische Instabilitat

Eine Vielzahl menschlicher Krebszellen hdufen genetische Veranderungen mit abnormaler
Geschwindigkeit an. Die Ursache hierflir kann der Verlust der Funktion DNA-reparierender

Mechanismen sowie der Verlust der Integritdt von Chromosomen sein. 5]

1.1.4.7 Invasion und Metastasierung

Die wohl todlichste Eigenschaft von Tumorzellen ist die Fahigkeit ihren Ursprungsort zu
verlassen und sich im Korper zu verteilen. Man geht davon aus, dass 90 % der
krebsassoziierten Todesfdlle auf Folgen der Metastasierung zurlickzufiihren sind. Bleibt ein
Tumor an einem Ort begrenzt, kann dieser, sofern die Stelle zugénglich ist, operativ entfernt
werden. Hat er sich bereits auf weitere Bereiche ausgebreitet, ist dies nicht mehr ohne
Weiteres moglich.

Um die Fahigkeit zur Invasion zu erhalten sind zusatzliche genetische Veranderungen

notwendig. Die Metastasierung ist zunachst gekennzeichnet durch das Ablésen von Zellen

8
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des Primartumors, die wiederum durch die Basalmembran penetrieren und in das
dahinterliegende Stroma eindringen, von wo sie in den Lymph- oder Blutkreislauf gelangen.
Sobald sie sich in der systemischen Zirkulation befinden, kénnen sie weiter entfernte Orte

erreichen, wo sie sich als Tochterkolonie niedersetzen. (6,9, 11]
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1.2 Chemotherapie maligner Neoplasmen

Dem Patienten steht heute eine Reihe von Optionen zum Krebsmanagement zur Verfligung.
Zu den bedeutendsten zahlen die chirurgische Entfernung, Strahlentherapie sowie
Chemotherapie. Welche Behandlungsstrategie tatsdchlich zur Anwendung kommt, hangt
von einer Vielzahl von Faktoren ab, insbesondere auch von der Gesundheit und den
Erwartungen des Patienten. Oftmals ist trotz beachtlicher Fortschritte der Forschung nur
eine kurative oder gar palliative Therapie moglich oder sinnvoll. Der Chemotherapie kommt
bei Krebs insbesondere nach erfolgreicher operativer Entfernung des Tumors oder nach
Bestrahlung eine wichtige Rolle zu, um eventuell verbleibende Zellen zu zerstoren. !t
Zytostatika wirken in erster Linie auf proliferierende Zellen. Da davon nicht nur Krebszellen
betroffen sind, sondern auch sich schnell teilende gesunde Korperzellen, erklart sich das zum
Teil erhebliche Muster an Nebenwirkungen. Besonders betroffen sind Zellen der
Darmschleimhaut, des Knochenmarks oder der Haarfollikel mit den bekannten Symptomen
wie Mucositis, Myelosuppression bzw. Immunsuppression oder Alopezie.

Ein weiteres Problem bedeutet die Resistenzentwicklung von Krebszellen, die auf vielfiltige
Weise erfolgen kann. Eine Moglichkeit stellt beispielsweise das mdrl-Gen (,multidrug
resistance” gene) dar. Nach Auslosen der Transkription kommt es zur Expression des
Glykoproteins P-170, einem ATP-abhdngigem Transportprotein, das imstande ist
unterschiedliche Fremdstoffe aus der Zelle zu beférdern. Andere Mechanismen der
Resistenzentwicklung beruhen auf strukturellen Veranderungen am Zielprotein, der
Uberexpression des Zielproteins oder einer verminderten Aktivierung von
Chemotherapeutika mit Prodrug-Charakter. Aus diesem Grund empfiehlt sich oftmals eine
Kombinationstherapie verschiedener Substanzen, einerseits um die Toxizitat in Grenzen zu
halten, andererseits um Resistenzen zu umgehen. 1]

Aus historischer Sicht ging die Chemotherapie aus der chemischen Kriegsfiihrung hervor:
Gefallene Soldaten des Ersten Weltkrieges, die durch Senfgas (S-Lost) zu Tode kamen,
wiesen eine erniedrigte Zahl an Leukozyten auf. Die beobachteten Eigenschaften sollten auf
die Behandlung von Lymphtumoren angewendet werden, und so wurde intensiv nach
weiteren, fir die Therapie besser geeigneten Verbindungen gesucht. Diese fuhrte zur
Entwicklung von N-Lost und den alkylierenden Cytostatika. Etwa zur gleichen Zeit wurde die

erste erfolgreiche Behandlung des Prostatakarzinoms mit dem synthetischen

Estrogenderivat Diethylstilbestrol durchgefihrt.

10
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Kurz nach dem Zweiten Weltkrieg entstand ein weiterer Ansatz durch die Entwicklung der
Antimetabolite, allen voran Methotrexat, welches sich bis heute im Einsatz befindet. Bald
darauf folgten die Entdeckung der zytostatischen Vincaalkaloide, sowie von Taxol im Jahr
1967. Durch das steigende Verstandnis zellbiologischer Vorgange bei Krebs wurde mit
Imatinib zur Jahrtausendwende ein Paradigmenwechsel in der Chemotherapie eingeleitet.
Daraufhin hielt das Zeitalter der Krebsimmuntherapie mit Entwicklung der ,Biologicals”

Einzug in die Krebsbehandlung. ™ 1%

Aufgrund der Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit soll an dieser Stelle besonders auf
Topoisomerase |- und ll-Inhibitoren, sowie auf interkalierende Zytostatika eingegangen

werden.

1.2.1 Topoisomerase-Inhibitoren

1.2.1.1 Topoisomerase I und II

Topoisomerasen spielen eine wichtige Rolle wahrend der DNA-Replikation. Um ein
anfallendes Supercoiling vor der Replikationsgabel auszugleichen, binden Topoisomerasen
an das DNA-Rickgrat und offnen die Phosphodiester-Bindung des DNA-Strangs. Nach
erfolgter Entwindung wird der Strang wieder zusammengefiigt und das Enzym dissoziiert.
Man unterscheidet bei Eukaryoten prinzipiell zwei unterschiedliche Formen des Enzyms: Die
monomere Topoisomerase | bindet reversibel an die DNA und verursacht einen
vorribergehenden Einzelstrangbruch. Nach dem Entwinden des Gegenstrangs wird die
Phosphodiesterbindung wieder geschlossen. Die dimere Topoisomerase |l bindet kovalent an
beide Strange der DNA und fuhrt zu deren einstweiligen Bruch. Nach erfolgter Rotation
werden die Strange verknlipft und das Enzym dissoziiert. Im Gegensatz zum prokaryotischen
Pendant konnen eukaryotische Topoisomerasen sowohl positives, als auch negatives
Supercoiling beseitigen. 15, 13, 14]

Topoisomerase | aber vor allem die Topomerase Il haben sich als vielversprechende Targets
in der Krebstherapie erwiesen, an denen eine Reihe von Verbindungen wirken. Zu ihnen
zahlen beispielsweise Camptothecin, Irinotecan, Topotecan, die Podophyllotoxinderivate,
aber auch eine Reihe interkalierender Verbindungen wie Anthracycline, Anthrachinone,

Acridine, oder Ellipticine.

11
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Die Wirkung kommt daher zustande, dass ein ternarer Komplex aus Wirkstoff, Enzym und
DNA gebildet wird. Dieser intermedidre Zustand, auch ,cleavable complex” genannt, wird
soweit stabilisiert, dass die Fahigkeit des Enzyms die Strangbriiche zu schlieSen, gestort ist.
Im Fall der Topoisomerase | steht die DNA nach dem irreversiblen Einzelstrangbruch nicht
mehr zur Verfigung und der Zellzyklus bleibt in der S-Phase stehen. Im Fall der
Topoisomerase Il wird die Integritdt der DNA nach dem Doppel-Strangbruch folglich soweit
beeintrachtigt, dass die Zelle den Schaden ebenfalls nicht zu reparieren vermag. In beiden
Fallen tritt im weiteren Verlauf die Apoptose ein. Da die Topoisomerase | vermehrt in
Tumorgeweben exprimiert wird, kann mit Topoisomerase-I-Hemmern auch ein gewisses
,Drug Targeting” erreicht werden. Topoisomerase ll-Inhibitoren zeigen im Gegensatz dazu

die Tendenz sekundare Tumore - insbesondere Lymphome - zu verursachen. (5,11, 13]

1.2.1.2 Topoisomerase-I-Inhibitoren

Etwa zur Zeit der Entdeckung von Taxol wurde der Naturstoff Camptothecin (1) aus
Camptotheca acuminata, einem in Asien heimischen Baum, isoliert. Camptothecin kommt
des Weiteren in groflen Mengen in den Extrakten von Mappia foetida, einer westindischen
Pflanze, vor. Trotz guter anfanglicher Ergebnisse in der Praklinik waren die Resultate der
klinischen Untersuchungen aufgrund des ungilinstigen Nebenwirkungsprofils und der hohen
Toxizitdt enttauschend. Camptothecin ist schlecht wasserl6slich, was eine intravendse
Verabreichung besonders erschwert. Es ist zudem in vivo in hdchstem MaRe instabil: bei der
Offnung des Lactonrings unter physiologischen Bedingungen entsteht ein toxischer
Sduremetabolit, der eine besonders hohe Plasmaproteinbindung aufweist. Fiir die Testung
wurde das besser wasserlosliche Natriumsalz, zu welchem man nach Esterverseifung des
Lactons gelangt, verwendet. Doch dieses fihrte wiederum zu hamorrhagischer Zystitis, was
den weiteren Einsatz unmoglich machte. Erst nach Bekanntwerden der Topoisomerase I-
hemmenden Wirkung, einem damals grundlegend neuartigen Wirkmechanismus, wurde
Jahre spater das Augenmerk erneut auf Camptothecin gerichtet. Anhand
rontgenkristallographischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Camptothecin
sowohl zum Enzym, als auch zur DNA Wasserstoffbriicken ausbilden kann. In Hinsicht auf

Struktur-Wirkungsbeziehungen haben sich die S-konfigurierte Hydroxyl-Gruppe an Position

12
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20, die Ketogruppe an der Position 17, die Lactonstruktur, sowie ein weitgehend planares
Ringsystem als essenziell erwiesen. [5,13, 15, 16]

Ausgehend von Camptothecin wurde intensiv nach Derivaten mit glinstigeren Eigenschaften
hinsichtlich der Wasserloslichkeit, Plasmaproteinbindung und Toxizitat gesucht.

Das semisynthetische Camptothecinderivat Topotecan (2) unterscheidet sich durch eine
Dimethylaminomethylgruppe an der Postion 9, sowie einer Hydroxylgruppe an 10 von der
Ursprungsverbindung. Es besitzt eine bessere Wasserloslichkeit und ist mit 30-40%
Bioverfligbarkeit auch oral verabreichbar. Zur Anwendung gelangt es bei der Behandlung des
Ovarialkarzinoms und des kleinzelligen Bronchialkarzinoms.

Das zweite therapeutisch eingesetzte Derivat Irinotecan (3) stellt durch die Einfiihrung eines
Carbaminsdureesters ein Prodrug dar, dessen wirksamer Metabolit SN-38 1000-fach
wirksamer ist. Sowohl 3 als auch SN-38 zeigen eine geringere Plasmaproteinbindung und
langere Plasmahalbwertszeit als Topotecan. Irinotecan kommt haufig intravends in
Kombination mit 5-Fluoruracil und Leucovorin bei der Therapie des metastasierenden

Kolonkarzinoms zum Einsatz. > !

1 H H 3

2 CH,N(CHs), OH
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1.2.1.3 Topoisomerase-II-Inhibitoren

Ausgehend von dem Lignan Podophyllotoxin (4) aus Podophyllum peltatum, dem FuRblatt,
einem altbekannten Volksheilmittel, gelangte man zu einer Reihe von semisynthetischen
isomeren Derivaten, allen voran Etoposid (5) und Teniposid (6). Sie sind durch
saurekatalysierte Reaktion mit entsprechend geschiitzten Zuckern aus Podophyllotoxin
zugdnglich. Trotz groRer struktureller Ahnlichkeit mit dem Tubulin-bindenden
Podophyllotoxin erzielen die beiden Analoga ihre Wirkung durch Interaktion mit der
Topoisomerase-ll. Im Gegensatz zu beispielsweise den Anthracyclinen interkalieren oder
binden sie allerdings nicht in Abwesenheit des Enzyms an die DNA. Es kommt zu Einzel- und
Doppelstrangbriichen, die Zellen werden vom Eintritt in die M-Phase abgehalten und
verbleiben in der spaten S-Phase bzw. friihen G,-Phase.

Auch wenn noch nicht alle Details tiber den Wirkmechanismus bekannt sind, so weil man,
dass die Topoisomerase-ll fir das Entwinden der DNA Energie bendétigt, die aus der
Hydrolyse von ATP bereitgestellt wird. Bei einem solchen katalytischen Zyklus werden zwei
Molekiile ATP verbraucht. Die Epipodophyllotoxinderivate verhindern offenbar die
Freisetzung des ersten entstandenen ADPs und blockieren so die ATPase-Aktivitat des
Enzyms.

Etoposid, eine schlecht wasserlosliche Verbindung, wird bei der Behandlung von Bronchial-,
Hoden- und Ovarialkarzinomen sowie bei Lymphomen verwendet.

Teniposid, welches 10-mal wirksamer ist als Etoposid, kommt bei der Therapie der akuten
Leukdmien und Lymphomen, bei Tumoren des ZNS, sowie bei Harnblasenkarzinom zum

Einsatz. (5, 11]
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1.2.2 Interkalierende Zytostatika

1.2.2.1 Interkalation

Die Interkalation erfolgt durch Einlagerung eines planaren Chromophors zwischen
benachbarte Basenpaare der DNA. Das Prinzip wurde erstmals von Lermann et al. (171 1961
fir Proflavin (7) beschrieben und aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde eine Hand von
Charakteristika erarbeitet, die ein Molekil erfiillen muss, um zur Interkalation befahigt zu
sein: So muss es aromatischen Charakter besitzen (bestehend aus 3-4 Ringen), koplanar sein
und eine Linge von 3-4 A bei einer Breite von 6-8 A aufweisen.® Die Bindung wird
hauptsachlich durch Charge-Transfer-Komplexe, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und
elektrostatische Interaktionen - infolge eines Entropiegewinns - angetrieben. 51 Auch eine
para-konfigurierte Chinon-Teilstruktur zeigt gute Interkalations-Eigenschaften, da die
Moglichkeit besteht zusatzlich Wasserstoffbriicken auszubilden.™ Die Einlagerung kann
dabei parallel (wie bei Proflavin) oder senkrecht (wie bei Daunomycin) zur Langsachse der
DNA erfolgen. [18]

Durch die Interkalation des Molekils erfolgt eine vertikale Aufweitung der DNA mit

. 9 £y Ellipticin anhand eines

Entspiralisierung. Dies wurde beispielsweise von Canals et a
6-bp Oligonukleotids nachgewiesen: Der entstandene Komplex ist gegenliber herkémmlicher
DNA um einen Winkel von 14° entwunden, von urspriinglich 3.4 A auf 6.9 A erweitert und es
kommt auBerdem zu einer Verzerrung des Zucker-Phosphat-Rickgrats (siehe Abb. 3).

15
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Abb. 3: Ellipticin-Oligonukleotid-Komplex

Eine groBe Zahl interkalierender Verbindungen besitzt zytotoxisches Potential. Im Verlauf
der 1980er Jahre konnte gezeigt werden, dass diese Wirkung in erster Linie auf die Bildung
eines ternaren Komplexes zwischen Interkalator, DNA und dem Enzym Topoisomerase Il
zuriickzufiihren ist. ! Dabei fiihrt ihre Bindung zur Stabilisierung einer Zwischenstufe, dem
,Cleavable complex”, wodurch der erfolgte Strangbruch nicht mehr geschlossen werden

kann und letztendlich der Zelltod durch Apoptose eintritt. 1]

1.2.2.2 Interkalierende Cytostatika aus der Anthrachinon-Reihe

1.2.2.2.1 Anthracyclinantibiotika

Anthracycline zahlen zu einer wichtigen Klasse zytostatisch wirksamer Verbindungen. Wegen
ihrer groRRen Toxizitdt werden sie nicht als Antibiotika eingesetzt. Der erste klinisch
bedeutsame Vertreter war Daunorubicin (8), ein Metabolit aus Streptomyces peuceticus,
gefolgt von dessen hydroxylierten Analogon Doxorubicin (9), aus S. peuceticus var. caesius.
Das Grundgerist ist durch ein planares tetrazyklisches System mit Chinon-Teilstruktur
gekennzeichnet, an Position 7 ist a-glykosidisch der Aminozucker Daunosamin gebunden.
Durch die Anwendung chemisch-synthetischer Untersuchungen wurde eine Reihe von

Verbindungen zur Marktreife gebracht: Nennenswerte Vertreter sind Epirubicin (10), das

16
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Diastereomer von Doxorubicin; sowie Idarubicin (11), ein desmethoxyliertes Derivat von
Daunorubicin.

Anthracycline entfalten ihre Wirkung wohl durch mehrere Mechanismen, die nach wie vor
diskutiert werden. Gesichert erscheint ihre Interkalation mit der DNA, sie inhibieren des
Weiteren die Topoisomerase |l, sowie die DNA- und RNA-Polymerase und fihren zu Einzel-
oder Doppelstrangbriichen der DNA. Bei der Interkalation wird der Aglykon-Chromophor
bevorzugt im rechten Winkel zur grofSten Langsausrichtung der Basenpaare eingelagert, der
Cyclohexenring verbleibt in der ,minor groove” (kleinen Furche). Die Substituenten entlang
des Tetrazyklus bilden Wasserstoffbriickenbindungen zu den Basenpaaren liber und unter
der Interkalationsstelle aus. Der Aminozucker ruht in der ,,minor groove”, ohne mit dem
Phosphatriickgrat zu interagieren.

Da die Chinon-Teilstruktur Eigenschaften eines Redoxsystems aufweist, sind Anthracycline in
der Lage, unter Bildung eines Semichinonradikals nach Reduktion durch Cytochrom-Pgso-
Enyzme NADPH-abhangig die Konzentration freier Sauerstoffradikale (radical oxygen species,
ROS) stark zu erhohen. Aufgrund der hohen Lipidldslichkeit ist das Aglykon befahigt, in
biologische Membranen zu diffundieren und somit ROS in unmittelbarer Nachbarschaft von
sensiblen Zellstrukturen zu bilden. Dies fuhrt zu groRen Schaden an den Membranen und
tragt nicht nur zur antikarzinogenen Wirkung bei, sondern ist auch Ursache fiir eine grofRe
Zahl schwerwiegender Nebenwirkungen, allen voran die Kardiotoxizitdt. Aufgrund der
Eigenschaft des Herzmuskels, nur geringe Mengen des Peroxid-abbauenden Enzyms Katalase
zu exprimieren, ist er besonders anfallig fir oxidative Schaden. Hierbei kann zwischen dem
kurz nach der Behandlung eintretenden, reversiblen Soforttyp und dem dosisabhdngigen
irreversiblen Spattyp unterschieden werden. AuBerdem wird zusatzlich die Wirkung der
Glutathionreduktase, die ebenfalls zum Abbau beitragt, abgeschwacht. Ferner besitzen
Anthracycline die Eigenschaften, mit Eisen Chelatkomplexe zu bilden, was offenbar ebenfalls
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies beitrdgt. Da diese Wirkung nicht auf Tumorzellen
begrenzt ist, zeigen Anthracycline per se mutagene Eigenschaften und konnen Jahre nach
der initialen Behandlung zur Ausbildung von sekunddren Neoplasmen fihren. Als weitere
Nebenwirkungen treten, abgesehen von der bereits erwdahnten Kardiomyopathie, noch die
dosislimitierende Knochenmarkdepression, Infertilitdt, Nephrotoxizitat, etc. auf. 5,11, 21-23]

Zurzeit sind folgende Vertreter von besonderer klinischer Bedeutung:

17
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Daunorubicin (8), eines der beiden ersten isolierten Anthracycline, wird aufgrund seiner
stark knochenmarksupprimierenden Wirkung lediglich zur Behandlung der akuten
myeloischen und lymphatischen Leukdmie eingesetzt.

Doxorubicin (9), welches einen primaren Alkohol in der Acetyl-Seitenkette tragt, besitzt ein
weitreichenderes Anwendungsgebiet. So ist es wichtiger Bestandteil bei der Therapie von
Brustkrebs, soliden Tumoren bei Kindern, Weichteilsarkomen und aggressiven Formen von
Leukamie.

Das semisynthetische Derivat Epirubicin (10) zeigt trotz minimaler konformeller
Veranderungen pharmakokinetische und metabolische Besonderheiten, wie zum Beispiel ein
erhohtes Verteilungsvolumen oder Gesamtkdrperclearance. Dadurch ist bei anhaltender
Wirksamkeit nur die halbe kumulative Dosis fiir die Therapie notig, wobei die Kardiotoxizitat
nicht erhéht wird. Das Einsatzgebiet entspricht weitestgehend dem von Doxorubicin.

Das aus Daunorubicin zugangliche Idarubicin (9) wird vor allem bei akuter myeloischer

Leukamie eingesetzt und ist der erste Vertreter, der auch bei oraler Applikation wirksam ist.

(23]
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1.2.2.2.2 Mitoxanthron (11)

Das beim Screening von industriellen Farbstoffen entdeckte Anthrachinon-Derivat
Mitoxanthron zeigt geringere Radikalbildung tGiber den Chinonring als die Anthracycline und
besitzt eine geringere Kardiotoxizitdt. Es findet Anwendung bei der Therapie des
Mammakarzinoms, Non-Hodgkin-Lymphom, der akuten myeloischen Leukdmie sowie beim
Prostatakarzinom und ist gegenwartig der haufigste therapeutisch eingesetzte synthetische

Interkalator. >

1.2.2.3 Amsacrin (13)

Ausgehend von Chinolin-abgeleiteten Verbindungen wurde eine Reihe von Acridin-Analoga

entwickelt, die gute Interkalationseigenschaften besitzen. Im Zuge der Herstellung simplerer
19
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Verbindungen gelangte man schlieBlich zum 4‘-Methansulfonamid (12), welches sich durch
erhohte Wasserloslichkeit, Stabilitdt und biologische Aktivitdt auszeichnet. Durch Einflihrung
einer Methoxygruppe an der 3‘-Position gelangte man zu Amsacrin (13), das zytotoxisch
noch aktiver ist und den ersten klinisch relevanten synthetischen Interkalator darstellt. Er
wird bei akuter myeloischer Leukdmie eingesetzt. Aufgrund des hohen pKa-Wertes (8.02)
vermutete man eine Begrenzung der Bioverfiigbarkeit, was durch Einfihrung von
Carboxamidfunktionen an den Positionen 4 oder 5 verbessert werden sollte. Somit gelangte

man zu Asulacrin (14), welches zurzeit Gegenstand klinischer Testung ist. 5 11]

1.2.2.4 Ellipticin und Analoga

1959 wurde Ellipticin, 5,11-Dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol (15) von Goodwin et.at.!¥!
erstmal aus Ochrosia elliptica Labill., einem tropischen immergriinen Baum, isoliert,
gleichzeitig mit 9-Methoxyellipticin (16), Elliptin und Elliptinin. Spater folgte die Isolierung
auch aus anderen Ochrosia-Arten. Das zu Ellipticin isomere Olivacin (18) konnte bereits im
Jahr zuvor aus Aspidosperma olivaceum Mill. extrahiert werden. [23]

Die erste Totalsynthese von Ellipticin gelang Woodward 6] epenfalls bereits 1959. Nach
Bekanntwerden der zytostatischen Eigenschaften wurde zur Bereitung von Derivaten ein
okonomischerer Syntheseweg bendtig, der 1985 von Ketcha und Gribble 271 heschrieben
wurde. Weitere Gruppen veroffentlichten in den darauffolgenden Jahren neue
Synthesewege. [28-30]

Ellipticin und seine besser wasserloslichen Derivate, allen voran 9-Hydroxyellipticin (17),

zeigen vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von osteolytischen

Brustkrebsmetastasen, Nierenkrebs, Gehirntumoren und akuter myeloblastischer Leukamie.

(31]
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Die Wirkung kommt wohl durch mehrere Mechanismen zustande, wobei noch nicht alle
Einzelheiten bekannt sind. So wurde die Eigenschaft der Ellipticine, in die DNA zu
interkalieren (siehe Abb. 3) schon an mehreren Stellen beschrieben. [20,32] vjieles deutet
darauf hin, dass erneut die Topoisomerase Il das zelluldre Target darstellt, wobei noch nicht
geklart werden konnte, ob der Chromophor am bereits gebildeten DNA-Enzymkomplex
bindet, ob er erst nach DNA-Interkalation den terndren Komplex ausbildet oder ob der
Chromophor zuerst mit dem Enzym in Wechselwirkung tritt. Nach den Ergebnissen von

B3 scheint die letztgenannte Moglichkeit wohl am ehesten zuzutreffen.

Froelich-Ammon
In jedem Fall flhrt es in vivo zu einer Vielzahl von Strangbrichen. 34,351 Bgj Behandlung der
menschlichen Brustkrebszelllinie MCF-7 kommt es nach Einstellen des Wachstums und
Arrest in der G2/M-Phase zur Einleitung der Apoptose. Es wurde dabei eine erhdhte

WAFL und anderen Apoptosemarkern, allen voran FAS/FAS-Ligand,

Expression von p53, p21
festgestellt. [36]

Als essenziell fur die biologische Aktivitat hat sich dabei eine Hydroxylgruppe an der Position
9 des Tetrazyklus erwiesen. Ndhere Untersuchungen lassen vermuten, dass Ellipticin ein
Prodrug darstellt und erst nach Bioaktivierung durch Hydroxylierung am C-9 in der Lage ist
mit der DNA zu interkalieren. 9-Hydroxyellipticin (17) kann in weiterer Folge durch zellulare
Oxidasen zum p-Chinonimin oxidiert werden und dadurch Additionsreaktionen mit der DNA
eingehen. B71 Als nukleophile Angreifer kommen dabei die primdren Aminogruppen von

Adenin, Guanin und Cytosin in Frage, oder aber auch die Pentosen des DNA-Riickgrats. [38]
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Schema 1: kovalente Bindung an die DNA am Beispiel von Elliptinium (19)

Des Weiteren scheint die Induktion von Stressreaktionen des endoplasmatischen Retikulums
ebenfalls zur Apoptoseauslosung beizutragen. (9]

Es wurde eine Reihe von Derivaten realisiert, die sich von der Grundstruktur durch
verbesserte Eigenschaften hinsichtlich der Wasserloslichkeit und Toxizitdt unterscheiden
sollten. Wie bereits erwdhnt, hat sich die Hydroxylfunktion als unabdingbar fir die
Wirksamkeit herausgestellt. AuRerdem erhoht die Methylierung des Stickstoffs an der
Position 2 die Fahigkeit an die DNA zu binden und antitumoral zu wirken. 40,41 Baj den 9-
Methoxyderivaten spielt die enzymatische Demethylierung hin zum wirksamen 9-

Hydroxyellipticin eine entscheidende Rolle. #* 4

Aufgrund intensiver Struktur-
Wirkungsbeziehungsanalysen haben sich der Stickstoff des Carbazols, sowie die
Methylgruppe an Position 5 als essenziell erwiesen. Wird die Carbazolteilstruktur
beispielsweise gegen Dibenzo[b,d]furan oder Dibenzo[b,d]thiophen ausgetauscht, kommt es
zum Wirkungverlust. 44l

Elliptinium (19) war das erste Derivat, welches zu klinischen Studien der Phasen | und Il bei
fortgeschrittenem Brustkrebs zugelassen wurde. Allerdings erlangte es aufgrund starker
Nebenwirkungen wie Nausea, Emesis, Hypertension, Spasmen und Mucositis im Mund und

Rachenraum niemals Marktreife, ***°!
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1.2.3 Calothrixine

1.2.3.1 Allgemeines

Bei den Calothrixinen handelt es sich um pentazyklische Naturstoffe mit hoher Aktivitat
gegen Chloroquin-resistente Malariastimme und humane Hela-Krebszellen. Die Calothrixine

48] qus Stickstoff-fixierenden Cyanobakterien der

wurden erstmals 1999 von Rickards et al.
Gattung Calothrix isoliert und ihre Struktur anhand von NMR-Spektroskopie und
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart. Die dosisabhdngige wachstumshemmende Wirkung
erfolgt dabei bereits im nanomolaren Bereich. Calothrixin A (22) zeigt ein neuartiges
Indolo[3,2-j]phenanthridin Grundgerist mit p-Benzochinon-Teilstruktur. Calothrixin B (23)

unterscheidet sich von Calothrixin A durch die fehlende Oxidation des Chinolin-Stickstoffs.

1.2.3.2 Synthesen

Die natirlich vorkommenden Calothrixine wurden erstmal 2000 von Kelly et al. [47]

vollsynthetisch dargestellt. Die Synthese beruht dabei auf einer ortho-Lithiierungsreaktion.
Weitere Forschungsgruppen veroffentlichten andere Synthesewege in den darauffolgenden

(48] folgten 2002 mit einer neuen Strategie, basierend auf einer

Jahren: Bernado et al.
intramolekularen Acylierungsreaktion. Drei Jahre spater beschrieben Tohyama et al. [49] gine
neue Totalsynthese, deren Schllsselschritt auf einer Allen-vermittelten elektrozyklischen

I. B9 calothrixin B mit Hilfe einer

Reaktion beruht. Im selben Jahr stellten Bennasar et a
radikal-vermittelten homolytischen Acylierungreaktion dar. 2006 erschien schlieBlich die

Synthese von Sissouma et al. Y aufbauend auf einer Hetero-Diels-Alder-Reaktion.

1.2.3.3 Wirkmechanismen

Die genauen Mechanismen, durch welche die Calothrixine ihre Wirkung entfalten, sind

momentan Gegenstand der Forschung. Calothrixin A besitzt zwei funktionelle Gruppen, die
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Chinon-Teilstruktur und die N-Oxid-Gruppe, die womdglich von besonderer Bedeutung flr
die toxische Wirksamkeit sind. Es sei zu erwdhnen, dass Calothrixin B auch ohne die N-Oxid-
Gruppe ahnlich hohe zytostatische Aktivitat gegenliber Hela-Zellen aufweist. [52]

Chinone zeigen eine Vielzahl deletarer Effekte auf lebende Organismen, unter anderem
akute Zytotoxizitat, Immunotoxizitat und Karzinogenese. Die Hauptgriinde hierflr sind das
aktive Redoxsystem und die Fahigkeit Reaktionen mit nukleophilen Angreifern - allen voran
Amino- oder Hydroxylgruppen von Makromolekdilen - einzugehen und somit deren Funktion
zu beeintrachtigen. (53]

Aufgrund der zytostatischen Aktivitit der Calothrixine und ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit
dem Topoisomerase-I-Hemmer Campthotecin (1) lag die Vermutung nahe, die Wirkung
komme zumindest zum Teil durch mogliche Interaktion mit der Topoisomerase zustande.
Khan et al. konnten erstmals die reversible Topoisomerase I-inhibierende Aktivitdt von
Calothrixin A und B feststellen. Bei Untersuchungen hinsichtlich der Effekte auf den
Zellzyklus konnte beobachtet werden, dass Calothrixin B bei einer Konzentration von 0.1 uM
Arrest in der Gi-Phase bewirkt; bei hoherer Konzentration von Calothrixin A verbleiben die
Zellen hingegen sowohl in S und G,/M-Phase des Zellzyklus. Die Calothrixine stabilisieren
dabei den kovalenten bindren Komplex von DNA und Enzym und flhren so zum
Zelluntergang. 541

Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass Calothrixin A die RNA-Synthese und folglich die
Proteinsynthese in intakten Zellen von Bacillus subtilis hemmt und des Weiteren Einfluss auf
die DNA-Replikation hat. Das AusmaR der Hemmung findet dabei unabhangig vom Gehalt an
DNA und abhangig von der Konzentration der RNA-Polymerase statt. 551 Doan et al., die
aulRerdem ahnliche Ergebnisse an Escherichia coli beobachteten, vermuten daher, dass die
Wirkung nicht nur auf die Interaktion mit der DNA alleine, sondern auch Uber eine direkte
Interaktion mit der RNA-Polymerase zustande kommt. (5]

In menschlichen Jurkat-Krebszellen fihrt Calothrixin A zu apoptotischem Zelltod in einer zeit-
und dosisabhdngigen Weise. Der dabei auftretende Arrest des Zellzyklus in der G,/M-Phase
deutet auf eine Schadigung der DNA hin. AuRerdem konnte, wie auch schon bei anderen
Zytostatika mit Chinon-Teilstruktrur, eine Redox-Aktivitdt festgestellt werden. Diese scheint

die intrazellulare Bildung von reaktiver Sauerstoff Spezies zu erhéhen. [52]
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Es ist zu vermuten, dass die Aktivitat der Calothrixine auf ihrem Grundkorper beruht, der
Eigenschaften eines klassischen Interkalators aufweist und somit die Moglichkeit besitzt
zwischen die Basenpaare der DNA zu interkalieren. [52]

Owen et al. konnten erstmals zeigen, dass das groRe, planare Elektronenmangel-Ringsystem
auch externe Bindung mit dem DNA-Quadruplex des c-myc Onkogens eingeht. DNA-
Quadruplexe sind besondere Strukturen Guanin-reicher DNA-Abschnitte, die auf dem
gestaffelten Quartett von Guanin-Basen beruhen, welche untereinander Wasserstoffbriicken
ausbilden. Sie sind von besonderem Interesse, da sie mit der Kontrolle der Expression
verschiedener Zellzyklus-regulierender Gene und Proto-Onkogene assoziiert werden. (57, 58]
Eine neue Vorgehensweise bei der Krebstherapie ist die Stabilisierung dieser DNA-
Quadruplexe durch niedermolekulare Verbindungen und das dadurch bedingte Unterbinden
der Expression am Ort des Genpromotors.

Die meisten Quadruplex-stabilisierenden Liganden weisen kationischen Charakter auf. Dieser
Umstand ist durch die Bindung an das negativ geladene Phosphatriickgrats der DNA
erklarbar. Es ist daher anzunehmen, dass bei einer Modifikation des Calothrixingrundkorpers
durch die Einflihrung kationischer Gruppen, die Stabilisierung des Quadruplexes noch erhéht
werden kdnnte. Auch die unterschiedliche Anordnung der einzelnen Ringe des Pentazyklus

konnte ebenfalls weitere Bindungsmoglichkeiten ergeben. [59]

25



3 EXPERIMENTELLER TEIL

2 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1 Aufgabenstellung

Die Untersuchungen von Leber haben bereits das zytostatische Potenzial von Derivaten des
5H-Pyrido[3,4-b]carbazol-5,11(10H)-dion (24), einem 4-Ringsystem, an verschiedenen
Zelllinien gezeigt.[sol Durch Erweiterung des Grundsystems um einen Benzolring zu einem
Pentazyklus gelangt man zur Naturstoffklasse der Calothrixine.

Calothrixin A und B (22 und 23) zeigen aulerordentliches zytotoxisches Potenzial an Hela-
Zellen und Plasmodien. Der Grundkoérper des indolo[3,2-j]jphenanthridin ist daher als
Leitsubstanz fur die Entwicklung neuer zytostatisch wirksamer Verbindungen von
besonderer Bedeutung. Insbesondere unterschiedlich angeordnete 5-Ringsysteme stellen
womoglich ahnlich gute Ergebnisse in Aussicht wie die untersuchten Naturstoffe.

Als Ziel der vorliegenden Arbeit sollte daher nun zunachst das in der Literatur'® bekannte
Calothrixin B-Isomer (25) zugadnglich gemacht werden. Anschlieend sollte ein neues Derivat
(26) dieses Isomers synthetisiert und zu weiteren antiproliferativen Untersuchungen an
verschiedenen Zelllinien bereitgestellt werden.

In Zuge dessen gelang es, neben der Darstellung eines neuen N-geschiitzten Derivates (32),
einen neuen, dauBerst 6konomischen Syntheseweg fir das in der Literatur® bekannte 7H-

indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-dion, (25), (,Isocalothrixin B“) aufzustellen.
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2.2 Reaktionsschema

Reaktionsweg A:
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Reaktionsweg B:
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2.3 Darstellung von 8-(Dimethylaminoethyl)-8,12b-dihydro-7H-
indolo[2,3-j]Jphenanthridin-7,13(7aH)-dion (26)

Der Grundkdorper des vorliegenden isomeren Calothrixin B (25) wurde erstmals von Maingot
et al. 2008 '®Y peschrieben. Fiir die Realisierung der fiunfgliedrigen 7H-indolo[2,3-
jlphenanthridin-7,13(8H)-dion-Grundstruktur standen nun zwei Moglichkeiten zur Auswabhl:

Zum einen die in der Literatur ® bereits beschriebene konvergente elfstufige
Synthese (siehe Reaktionsweg A), deren Schliisselschritt zum Erreichen des Flnfringsystems
auf einer prominenten Hetero-Diels-Alder-Cycloaddition beruht. Das Prinzip dieser
Umsetzung konnte bereits zuvor fiir die Darstellung von Calothrixin B, sowie der ersten
Angucyclinone und Analoga erfolgreich genutzt werden. (51, 62]

Zum anderen eine in der Literatur bis dato unbekannte Route, die auf einer ortho-
Lithiierungsreaktion beruht, wie sie schon von Kelly et al. analog fur Calothrixin B
beschrieben wurde (siehe Reaktionsweg B). 471
Beide Syntheseoptionen wurden gleichzeitig untersucht, wobei sich schon bald der zweite,
nur vierstufige, ebenfalls konvergente Syntheseweg aufgrund seines geringeren Aufwandes
als wesentlich tGberlegen herausstellte. So gelang es in nur vier Schritten den Grundkdrper zu
synthetisieren, wobei der langste lineare Weg der hochkonvergenten Route wiederum nur
zwei Schritte betrdgt. Die totale Ausbeute, gerechnet von der teureren, kommerziell
erhaltlichen Chinolin-3-Carbonsaure, betrug zwar nur 3,8 %, allerdings wird dieser Nachteil
durch das duBerst effiziente, saubere und vergleichsweise kostengiinstige Verfahren mehr
als ausgeglichen.

Der in der Literatur bereits bekannte Weg wurde daher nach der erfolgreichen Darstellung
von Benzyl 1-hydroxy-9H-carbazol-9-carboxylat (40) abgebrochen. Obgleich die
Totalausbeute des Reaktionsweges A laut Literaturangaben der zweiten Route Uberlegen ist,
rechtfertigt dieser Umstand nicht eine aufwendige elfstufige Synthese einer nur vierstufigen
vorzuziehen.

Nach erfolgreicher Darstellung des Grundgerists sollte zur Erhéhung der zytotoxischen
Aktivitat an der Position N-8 schlielich eine Aminoalkylseitenkette substituiert werden um
zur Verbindung 26 zugelangen. Als Seitenkette fiel die Wahl dabei auf die in Arzneistoffen
prominent vertretene basische Dimethylaminoethyl-Gruppe, die auch schon bei dem von
[60]

Leber synthetisierten Derivat 24 gute zytostatische Ergebnisse erzielte:
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Einerseits wird eine Verbesserung der Wasserloslichkeit durch die basische Aminogruppe
erwartet. Andererseits kann die unter physiologischen Bedingungen positiv geladene
Verbindung nun besser mit dem negativ geladenen Phosphatriickgrat der DNA interagieren.
Auch die Ergebnisse von Owens et al. B9 die die Bindung von Calothrixin A an den G-
Quadruplex des c-myc Oncogen Promotors untersuchten, lassen vermuten, dass die
Einflhrung von positiv geladenen Gruppen die Stabilisierung der G-Quadruplexes verbessert

und somit die antitumorale Aktivitat erhoht.
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2.3.1 Reaktionsweg A

Der auf einer von Maingot beschriebene Methode basierende Reaktionsweg beinhaltet eine
konvergente Synthese, die sich aus insgesamt zwolf Stufen zusammensetzt. Das erste
Teilprodukt 35 ist in 2 Schritten aus einer kommerziell erhdltlichen Vorstufe, dem 1,3-
Cyclohexadion (33), zugédnglich. Das zweite Teilprodukt 41 kann in 5 Schritten aus
Indolbuttersaure (36) dargestellt werden. Im Schllsselschritt, eine regioselektiven Hetero-
Diels-Alder-Reaktion, kann erstmals ein Pentazyklus (46) erhalten werden, der in weiteren

vier Schritten zum Endprodukt 26 umgesetzt wird.

2.3.1.1 Darstellung von 3-Aminocyclo-2-hexenon (34)

0 0
% CH,COONH, %
0 NH,
33 34

Die Umsetzung des 1,3-Cyclohexadions zum erwiinschten zyklischen Enamid 34 erfolgte
nach der bekannten Methode nach Huang und Hartmann.'®*!

33 wird in Anwesenheit von Ammoniumacetat in Toluol am Wasserabscheider erhitzt. Der
Rickstand wird am Rotavapor eingeengt, bis eine braune zahe Masse erhalten wird. Diese
wird anschlieBend mit Ethylacetat umkristallisiert und die erhaltenen gelben Kristalle unter
Vakuum getrocknet.

Die Reaktion verlief ohne Schwierigkeiten, allerdings empfiehlt sich bei der Aufarbeitung den

zdhen Rickstand mehrmals mit frischem Ethylacetat zu erhitzen, abzudekantieren und zum

Kristallwachstum stehen zu lassen.
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2.3.1.2 Darstellung von (E)-N,N-Dimethyl-N'-(3-oxocyclohex-1-en-1-
yl)imidoformamid [51] (35)

NH, |
34 35

Die Synthese des Diens gelang nach dem von Sissouma et al. beschriebenen Verfahren,
wobei einige Veranderungen durchgefiihrt werden mussten: Zunachst wurden 34 und N,N-
Dimethylformamiddimethylacetal fir 4 h in Toluol unter Rickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden das Lésungsmittel und der Uberschuss des Acetals
unter vermindertem Druck entfernt. Der Reaktionsansatz wurde daraufhin mit Toluol
versetzt und weitere 1.5 h unter Rickfluss erhitzt. Beziglich der Ausbeute machte es kaum
einen Unterschied, ob 2 oder nur 1 Aq. des Acetals verwendet werden. Gravierender kam
allerdings die Methode der Aufarbeitung zum Tragen: Konnte wahrend des Erhitzens unter
Rickfluss in THF die Produktbildung dinnschichtchromatographisch sehr gut verfolgt
werden (Kieselgel, FM: Dichlormethan/MeOH 9/1), so misslang die sdulen-
chromatographische Aufreinigung, da auf dem Kieselgel eine Riickreaktion zu den Edukten
festgestellt wurde. Offenbar war das gebildete Dien 35 nicht stabil genug fiir eine
chromatographische Reinigung mit Kieselgel. Bei der Verwendung von Aluminiumoxid als
stationare Phase, konnten ebenfalls nur Edukte isoliert werden.

Erst die Destillation am Kugelrohr konnte ein sehr reines Produkt liefern.

2.3.1.3 Darstellung von 2,3,4,9-Tetrahydro-1H-carbazol-1-onl64 (37)

\\ COOH _PPA A\

N NG
H H
36 37
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Fiir die Synthese des Carbazol-Grundkorpers 37 wurde auf die in der Literatur bekannte
Methode zuriickgegriffen. 3-Indolbuttersdure wurde mittels Polyphosphorsdaure einer
intramolekularen Acylierungsreaktion unterworfen. Dazu wurde eine Mischung der beiden
Reaktanten fiir 4 h in Toluol unter Rickfluss erhitzt, der Reaktionsansatz daraufhin auf
Eiswasser geschiittet und die waéssrige Phase anschlieRend dreimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen wurden lber MgS0O, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Die Umsetzung verlief problemlos; die Aufreinigung konnte bereits nach der Extraktion

beendet werden, da das erhaltene Produkt bereits von ausreichender Reinheit war.

2.3.1.4 Darstellung von Benzyl 1-o0x0-3,4-dihydro-1H-carbazol-9(2H)-carboxylat
XX [61] (38)

P
cl o/\© A\
\ N O
@) O)\ (@)

37 38

Iz

Um die N-9 Position des Carbazols 37 zu schiitzen, wurde nach Maingot et al. auf eine
Benzyloxycarbonylgruppe zuriickgegriffen. Der Carbazolstickstoff wird dazu mit Natrium-
hydrid als Base deprotoniert und reagiert gemaB einer S,2T-Reaktion mit dem
Benzylkohlensaurechlorid zu 38.

Die Reaktion verlief wie erwartet und in guter Ausbeute. Das Auskristallisieren des Produkts

gelang durch Trituration mit Ligroin.
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2.3.1.5 Darstellung von Benzyl 1-ox0-2-(phenylselenyl)-3,4-dihydro-1H-carbazol-
9(2H)-carboxylatlé1l (39)

N O PhSeCl

38 39

Die Aromatisierung des dritten Rings gelang in zwei Reaktionsschritten: Zunachst erfolgte die
Phenylselenylierung in der a-Position zur Carbonylgruppe durch Umsetzen von 38 mit
Phenylselenylchlorid. Dazu wurde eine Losung von 38 in abs. THF auf -78 °C gekiihlt und
LIHMDS zugesetzt. Kurz darauf wurde Phenylselenylchlorid zugegeben und der Ansatz 1 h
bei dieser Temperatur weiter geriihrt. Nachdem der Kolbeninhalt Raumtemperatur erreichte
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sogleich

weiter umgesetzt.

2.3.1.6 Darstellung von Benzyl 1-hydroxy-9H-carbazol-9-carboxylat [61] (40)

H,0, OH

39 40

Das Rohprodukt von 39 wurde einer Oxidation mit H,0, unterworfen um zum
entsprechenden 1-Hydroxy-Carbazolderivat 40 zu gelangen. Dazu wurde der Kolbeninhalt
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mit Dichlormethan versetzt und anschlieBend H,0, vorsichtig zu getropft. Daraufhin wurde
der Ansatz noch weitere 30 Minuten bei 0 °C gerihrt und anschlieRend extrahiert.

Insbesondere bei gréBeren Ansatzen ist hierbei unbedingt auf die langsame Zugabe des H,0,
zu achten. Daher sollte nicht mit einem herkdmmlichen Eisbad, sondern mit Trockeneis auf 0
°C gekiihlt werden um, falls nétig, auf einen Temperaturanstieg schnell reagieren zu kénnen.
Die Aufreinigung des Ansatzes erfolgte durch Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Ligroin/Ethylacetat 9/1), wobei die gewilinschte Verbindung nur schwer von einer

rotgefarbten Verunreinigung zu trennen war.

An dieser Stelle wurde der Reaktionsweg A zugunsten des Reaktionswegs B abgebrochen.
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2.3.2 ReaktionswegB

Diese nur flnfstufige, hoch konvergente Synthesestrategie erfordert zunachst die
Darstellung der beiden bizyklischen Vorstufen 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd
(29) und N,N-Diethylchinolin-3-carboxamid (31). Diese beiden bekannten Verbindungen
konnten in jeweils einem Schritt aus kommerziell verfliigbaren Chemikalien in guter
Ausbeute synthetisiert werden. AnschlieBend erfolgte der Schlisselschritt zur Bildung des
gewlinschten Pentazyklus durch eine ortho-Lithiierungsreaktion. Im Anschluss daran wurde
die Methoxymethyl-(MoM)-Schutzguppe abgespalten um zum bekannten isomeren
Calothrixin B (25) zu gelangen. Im funften und letzten Schritt erfolgte die Bindung der

Seitenkette an den Griindkorper.

2.3.2.1 Darstellung von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd[®5] (29)

o)
o H
3 NaH A\
+ o_ _Cl _Nam
N\ i THF l}
N

H o)

\
27 28 29

Fiir die Synthese des N-geschiitzten Carbaldehyds konnte auf die bekannte Synthese von
Comins und Killpack zurlckgegriffen werden. Durch die starke Base Natriumhydrid reagiert
Methoxymethylchlorid im Sinne einer Sy2-Reaktion mit dem deprotonierten N-1 des Indol.
Zur gekuhlten Suspension des NaH in THF wird 27 langsam zugegeben. Da der Carbaldehyd
in THF nur schlecht 16slich ist, sollte er entweder - in 16-fachem Uberschuss des
Losungsmittels geldst - zugetropft werden, oder als Feststoff zugesetzt werden. Die Reaktion
wird weiterhin in THF bei einer Temperatur von -23°C durchgefiihrt, wobei nach dem
vorsichtigen Zutropfen des MoM-chlorids eine Farbdnderung von milchig-weiR nach schwach
rosa beobachtet werden konnte. Nach erfolgter Extraktion und Trocknung konnte das
Produkt durch Kugelrohrdestillation in sehr hoher Reinheit und guter Ausbeute erhalten

werden und ist mit den spektroskopischen Angaben der Literatur ident.
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2.3.2.2 Darstellung von N,N-Diethylchinolin-3-carboxamid[6¢] (31)

1. DCM, DMF (2-3 gtt.)
Cl (0]

N
h och ™S \
A5 O 2. Et,NH = NT
o) o)
30 31

Im Gegensatz zur der in der Literatur beschriebenen Synthese des Carboxamids von Gilman
und Spatz erfolgte die Umsetzung der freien Carbonsdure mit Oxalylchlorid statt
Phosphoroxychlorid. In Anwesenheit katalytischer Mengen DMF wurde in einer Ein-Topf-
Reaktion zundchst das entsprechende Carbonsdurechlorid gebildet. Durch dabei frei
werdendes gasformiges CO, CO, und HCl hat die Zugabe dabei langsam und &duRerst
vorsichtig zu erfolgen. Das hochreaktive Zwischenprodukt reagierte nun mit Diethylamin
zum Amid, gemaR einer S,2t-Reaktion.

Die Umsetzung konnte leicht mittels Dinnschichtchromatographie (Kieselgel,
Ethylacetat/Ligroin 4/1; Rf=0.3) beobachtet werden. Nach Extraktion und weiterer
chromatographischer Aufreinigung wurde das Produkt als gelblich-oranges Ol in guter

Ausbeute isoliert.

2.3.2.3 Darstellung von  8-(Methoxymethyl)-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-
7,13(8H)-dion (32)

o)
H HTMP
o n-BulLi
N\ THF
+  EtNT Y
N o
5 N
\
29 31
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Zur Realisierung des Pentazyklus konnte nun der von Snieckus et al.'®” %8 peschriebene
Mechanismus der Directed ortho Metalation (DoM) angewendet werden. Dabei dient die
Diethylcarboxamid-Funktion des Chinolins als , directed metalation group” (DMG).

Zu Beginn der Synthese stellte sich die Frage, an welcher Position des Chinolins die ortho-
Lithiierung am wahrscheinlichsten erfolgen wiirde: Nach Snieckus sollte dhnlich wie beim
N,N-Diethylpyridin-3-carboxamid die Position 4 bevorzugt fiir einen elektrophilen Angriff
reagieren. In diesem Fall wirde man zum N-methoxylierten Grundkérper des von Maingot
61 heschriebenen Calothrixin B Isomers (32) gelangen.

Sollte allerdings entgegen aller Erwartungen die Position 2 lithiiert werden, so gelangte man
zu dem Derivat 45, dem 6H-Indolo[2,3-b]acridin-6,12(11H)-dion, das von Ashcraft 9] hereits

1983 synthetisiert wurde (siehe Schema 2).

O H _
N
MOM °

NEt,
27 30a
© H N—
\ s L=\ / .
N EtoN
MOM @]
27 30b 45

Schema 2: mdgliche Reaktionsprodukte

Aufgrund von Uberlegungen beziiglich des Reaktionsmechanismus kann an und fiir sich die
Position 2 des Chinolins fiir die Lithiierung ausgeschlossen werden, da in diesem Falle eine
negative Ladung in unmittelbarer Nachbarschaft zum elektronegativeren Stickstoff auftritt,
was energetisch unglinstig ist (vergleiche Schema 3).

Durch die starke Base n-Buli wird die Position 4 des Chinolins deprotoniert und steht somit

dem elektrophilen Angriff des Indolcarbaldehyds zur Verfligung. Das Alkoholat-
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Zwischenprodukt wird nun seinerseits wieder lithiiert, der Carboxamidkohlenstoff dient als
Elektrophil und ermoglicht somit den Ringschluss. Der erhaltene Alkohol wird umgehend
zum Chinon oxidiert (siehe Schema 3). Keine der postulierten Zwischenprodukte konnte

isoliert und nachgewiesen werden.

- N LiITMP, THF : —

NEt, | NEg

LiTMP

Q]
(in situ)

Schema 3: Reaktionsmechanismus

Die Loésung von Lithium 2,2,6,6-Tetramethylpiperidid wurde zundchst durch tropfenweise
Zugabe des Tetramethylpiperidins zu n-Buli bei -70°C bereitet. Nach Aufwarmen auf -5 bis 0
°C und anschlieRendem erneuten Kiihlen bis auf -83°C erfolgte die weitere Reagenzzugabe.
Ob hierbei mit dem Ethylamid zuerst begonnen wird oder sogleich die Mischung des Amids
und des Aldehyds - gel6st in THF - zugegeben wird, machte bei wiederholter Durchfihrung in
Anbetracht der Ausbeute keinen Unterschied.

Bereits kurz nach der Zugabe der Losung des Amids und des Aldehyds zur Losung von n-Buli
und TMP und anschlieBendem Rihren bei Raumtemperatur konnte die Bildung des
pentazyklischen Chromophors diinnschichtchromatographisch als intensiv orange gefarbter
Spot beobachtet werden (Kieselgel, FM: Ethylacetat 2/ Ligroin 3; Rf: 0.5).

Auch die Verwendung von 1.0 Aq. anstatt 0.4 Aqg.des Carbaldehyds konnte die Ausbeute
nicht erhohen; das nicht umgesetzte Ausgangsmaterial erschwerte allerdings die

Aufreinigung.
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Zur sicheren Zuordnung insbesondere der quartdren Kohlenstoffsignale des 7H-indolo[2,3-

jlphenanthridin-7,13(8H)-dion-Grundkorpers waren intensivere spektroskopische

Untersuchungen notig (COSY, NOESY, HSQC, HMBC, siehe Spektren im Anhang und Abb. X).

Abb. 4: Zuordnung der 1H und 13C-Signale (in ppm) fur 32

Anhand der Auswertung der NMR-Spektren konnte bei der Aufarbeitung nur die Verbindung
32 erhalten werden. Zwar fiel beim Aufreinigen eine weitere Fraktion an, deren Struktur

jedoch aufgrund der zu geringen Menge die nicht eindeutig bestimmt werden konnte.
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2.3.2.4 Darstellung von 7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-dion (25)

Fiir die Abspaltung der Methoxymethyl-Schutzgruppe wurde auf die einfache und saubere
Methode mit der starken Lewissdure BBrs zuriickgegriffen. Bernado und Chai konnten dies
bereits fiur die Synthese von Calothrixin B anwenden, nachdem sich Versuche der
Schutzgruppenabspaltung im sauren Milieu als erfolglos erwiesen. [70]

Bereits nach nur einstindigem Rihren und anschlieBender Rickflusserhitzung mit
gesattigter NaHCOs-Losung bei 60°C konnte eine quantitative Abspaltung erreicht werden.
Nach erfolgter Extraktion mit Dichlormethan wurde das Rohprodukt durch Umkristallisation
mit Aceton weiter gereinigt. Allerdings waren dazu vergleichsweise groRe Mengen
Losungsmittel notwendig.

Die Abspaltung konnte mittels '"H NMR-Spektroskopie leicht an der Anwesenheit des N-H
Signals bei 6 = 13.1 ppm und der Abwesenheit des Signale der MoM-Gruppe bei § = 6.07 und
3.40 ppm beobachtet werden. Die geringfligigen Unterschiede in den Verschiebungen der

NMR-Spektren mit den Literaturdaten sind héchstwahrscheinlich auf den unterschiedlichen

Wassergehalt von DMSO-ds zurlickzufiihren.
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2.3.2.5 Darstellung von 8-[2-(dimethylamino)ethyl]-7H-indolo[2,3-
jlphenanthridin-7,13(8H)-dion (26)

L [
NaH, DMF
+
N
N S O
N
25 46 26

Der finale Schritt um zum gewiinschten Aminoalkyl-Isocalothrixin-B-Derivat zu gelangen,
umfasste die Alkylierung des N-10 mit einer Dimethylaminoethyl-Seitenkette.
Natriumhydrid als starke Base diente zur Deprotonierung des Indolstickstoffs, wodurch
dieser wiederum im Sinne einer S,2-Reaktion mit 2-Chlor-N,N-dimethylethanamin (46)
reagierte.

Die Reaktion verlief wie erwartet, bei der Extraktion kann Ethylacetat aber auch
Dichlormethan als organische Phase verwendet werden. Aufgrund der besseren
Handhabbarkeit und der geringen Toxizitdt empfiehlt es sich allerdings mit Ethylacetat zu
arbeiten. In beiden Fallen ist jedoch auf ein genligend grolRes Volumen der organischen
Phase zu achten. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
Ethylacetat/Ligroin), wodurch das Produkt in hoher Reinheit gewonnen werden konnte.

Die erfolgreiche Umsetzung wurde anhand der NMR-Spektroskopischen Daten bestétigt: Die
Anwesenheit der Signale der Seitenkette beginnend bei den sechs Protonen der beiden
Methylgruppen bei & = 2.39, den insgesamt vier Protonen der Ethylgruppe bei 6 = 2.75 und
4.74, sowie die Abwesenheit des Ng-H Protons bei 6 = 13.10 bestéatigen die erfolgte Bindung
der Seitenkette. Desweiteren konnte aufgrund der Auswertung von COSY und NOESY
Experimenten die unmittelbare Nachbarschaft der beiden ersten Protonen der Ethylgruppe
an N-8 bei 6 = 4.74 zum C-9-Proton bei 6 = 7.40 gezeigt werden. Daher kann die Bindung der
Seitenkette an N-5 eindeutig ausgeschlossen werden. Dariiberhinaus wurde, wie auch schon

bei der Verbindung 32, die genaue Struktur mittels intensiverer spektroskopischer
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Untersuchen (HSQC, HMBC, °N-HMBC, siehe Spektren im Anhang und Abb. 5und 6)
festgestellt.

N N
2307 239 587 uss

26 26
Abb. 5: Zuordnung der 1H und 13C-Signale (in ppm fir 26)
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Abb. 6: NOESY-Spektrum von 26
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3.1 Allgemeines

3.1.1 Chemikalien

Bezugsquellen: Sigma Aldrich (www.sigma-aldrich.com), Acros (www.acros.com) oder VWR

(www.vwr.com)

3.1.2 Analysen

Spektrenaufnahme:

'H- und *C-NMR Spektren: Bruker Avance DPX-200 Spektrometer bei 300 K (200.13 MHz
fur 'H, 50.32 MHz fur 13'C) oder Bruker Avance 500 Spektrometer bei 293 K (500.13 MHz fir
'H, 125.77 MHz fiir 13C). Interne Standards: Nichtdeuterierte Riickstinde von Lésungsmittel
wurden bezugnehmend auf TMS (Tetramethylsilan) herangezogen: CDCls: 7.26 ppm fur 1H-
und 77.00 ppm flr 13'C—Spektren; DMSO-d6: 2.49 ppm fiir *H- und 39.5 ppm fiir 13'C—Spektren.

Massenspektren: Shimadzu GC/MS-Q95050A GC-17A
Hochauflésende MS-Spektren: Finnigan MAT 8230 (El, 70eV)

Chromatographische Trennung:

Diinnschichtchromatographie: Merck TLC Silica Gel 60 F254 DC-Alufolien, 0.2 mm x 20 cm x

20 cm; Merck Aluminiumoxid neutral 60 F254, 0.2 mm x 20 cm x 20 cm

Praperative Diinnschichtchromatographie: Merck PSC-Platten

Saulenchromatographie: Merck Kieselgel 60 F254 (70-230 mesh ASTM, Nr. 1.07734)

Anderes Zubehor:

Schmelzpunktbestimmung: Reichert Kofler-Heiztischmikroskop
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3.1.3 Reaktionen unter Inertgas

Fir 2 h bei 120 °C im Trockenschrank erhitzte Glasgerdate wurden heild zusammengesetzt und
wahrend der gesamten Reaktion kontinuierlich mit trockenem Argon begast. Verwendete
Losungsmittel wurden frisch absolutiert oder tGber Molekularsieb gelagert. Die Zugabe von

Reagenzien erfolgte lGber ein Septum mit Spritze.

3.2 Synthesen
3.2.1 ReaktionswegB

3.2.1.1 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd!65] (29)

o)
o H
" NaH N
+ o_ _Cl _Nam
N\ i THF l}
N

H o)

\
27 28 29

In einem 250 ml Dreihalskolben wird Natriumhydrid (1.47g, 60%ige Dispersion in Ol; 36,8440
mmol, 1.05 Aq.) dreimal mit trockenem Hexan (ca. 8 ml) gewaschen und anschlieRend in
trockenem THF (20 ml) suspendiert. Der Reaktionsansatz wird auf -23°C gekiihlt und eine
Lésung von Indol-3-carboxaldehyd (27) (5.09 g, 35.0896 mmol, 1 Aq.) in THF (80 ml) wird
portionsweise zugesetzt. Man ldsst die Mischung Raumtemperatur erreichen und rihrt
weitere 30 Minuten. AnschlieBend wird erneut auf -23°C gekihlt und
Chlormethylmethylether (28) (2.9 ml, 38.5985 mmol, 1.1 Aq.) zugegeben. Das Kiihlbad wird
entfernt und der Ansatz wird nach Erreichen von Raumtemperatur weitere 45 Minuten
geriihrt. Das Rohprodukt wird in eine stark geriihrte, kalte 5%ige NaHCOs-Losung (50 ml)
gelehrt und dreimal mit Diethylether (je 30 ml) extrahiert. Die vereinigten Etherphasen
werden einmal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird hierauf mittels
Kugelrohrdestillation weiter gereinigt (170 °C, 3.5*10 torr).

Ausbeute: 5.58 g eines weildlichen Feststoffes (84%).
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Charakterisierung: *°!

Schmelzpunkt: 77.5-78.5 °C
'"H-NMR (CDCl3): 6=9.93 (s, 1 H), 8.16-8.31 (m, 1 H), 7.69 (s, 1 H), 7.13-7.55 (m, 3 H),
5.35(s, 2 H), 3.19 (s, 3 H).

3.2.1.2 N,N-Diethylchinolin-3-carboxamid [6¢] (31)

1. DCM, DMF (2-3 gtt.)
Cl (0]

N
A on ™S \
A O 2 Et,NH F NW
o) o)
30 31

Einer Losung von Chinolin-3-carbonsiure (30) (1.00 g, 5.7750 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem
Dichlormethan (30 ml) werden 3 Tropfen DMF zugegeben. Nach 2 minitigem Rihren wird
Oxalylchlorid (0.65 ml, 6.93 mmol, 1.2 Aq.) Giber 10 Minuten hinweg vorsichtig zugetropft
und im Anschluss 1 h geriihrt. Daraufhin wird die Mischung auf 0 °C gekihlt und N,N-
Diethylamin (5.0 ml, 47.9325 mmol, 8.3 Aq.) tropfenweise zugesetzt. Die nunmehr orange
Losung wird fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und daraufhin einmal mit
gesattigter Na,COs-Losung (50 ml) gewaschen. Die wadssrige Phase wird dreimal mit
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wird mit Hilfe von Saulenchromatographie weiter gereinigt (Kieselgel,
EtOAc/Petrolether 4/ 1).

Ausbeute: 1.05 g eines gelblich- orangen Ols (85%).
Charakterisierung:

'H-NMR (CDCls): & 8.94-8.93 (d, 1 H), 8.21 (s, 1 H), 8.15-8.11 (d, 1 H), 7.87-7.73 (m, 2
H), 3.60-3.34 (d, 4 H), 1.29-1.21 (m, 6 H)
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3.2.1.3 8-(Methoxymethyl)-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-dion (32)

H HTMP
O n-BulLi
N\ THF
+  EtpNT Y
N o
5 N
\ /
29 31 32

In einem 250 ml Dreihalskolben werden unter Argonatmospare absolutes THF (65 ml) auf 70
°C gekiihlt und eine Lésung von n-Buthyllithium in THF (2.5 M, 7.2 ml, 17.8878 mmol, 4.0
Aq.) zugegeben, gefolgt von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (3.2 ml, 2.53 g, 17.8878 mmol, 4.0
Aq.) weniger als einer Minute darauf. Nach Rihren fir 5 Minuten wird der Kolben im Eisbad
fir 1 h bei -3 bis 0°C weiter geriihrt. Die dunkelgelbe Losung wird nun auf -83°C gekiihlt
(durch Austausch des Eisbades mit einer Ether/Trockeneismischung) und eine Losung von
N,N-Diethylchinolin-3-carboxamid (31) (1.02 g, 4.4719 mmol, 1.0 Ag.) und 1-
(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd (29) (0.35 g, 1.8335 mmol, 0.41 Aq.) in trockenem
THF (30 ml) werden Uber 10 Minuten zugetropft. Die Losung verfarbt sich umgehend rot,
wobei die Farbintensitat innerhalb weniger Minuten stark zunimmt. Nach weiterem Riihren
flir 40 Minuten bei -83°C lasst man die Losung Uber einen Zeitraum von 2 h Raumtemperatur
erreichen, wahrenddessen schlagt die Farbe von rot nach olivgriin und schlieBlich nach
schwarz um. Die dunkle Lésung wird anschliefend fir 1 h bei Raumtemperatur gerihrt und
hierauf die Reaktion durch Zugabe von Wasser (50 ml) beendet. Das Rohprodukt wird
dreimal mit EtOAc (ca. 100 ml) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden liber
MgS0O, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wird mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, EtOAc/Petrolether 2/3).

Ausbeute: 304.7 mg eines orange-roten Feststoffes (20 %).
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Charakerisierung:

FP: 228°C

'H NMR (500 MHz, CDCls): & = 9.67 (H-1, dd, ) = 8.75 Hz, 1 H), 9.64 (H-6, s, 1 H), 8.40
(H-12, d,J = 8.0 Hz, 1 H), 8.12 (H-4, dd, ®) = 8.3 Hz, 1 H), 7.82 (H- 3, dt, %) = 7.6
Hz, 1 H), 7.73 (H-2, dt, ®) = 7.7 Hz, 1 H), 7.57 (H-9, dd, ®) = 8.4 Hz, 1 H), 7.45 (H-
10, dt, ) = 7.7 Hz, 1 H), 7.40 (H-11, dt, ®J = 7.3 Hz, 1 H), 6.08 (H-MoM-1, s, 2 H),
3.40 (H-MoM-2, s, 3 H).

3C NMR (500 MHz, CDCP): & = 184.57 (C-13), 178.78 (C-7), 152.38 (C-4a), 147.44 (C-
6), 139.82 (C-8a), 133.58 (C-13a), 133.13 (C-7a), 131.84 (C-3), 130.06 (C-2),
130.03 (C-4), 128.12 (C-10), 125.27 (C-11), 124.41 (C-6a), 124.04 (C-12a),
123.69 (C-12), 123.15 (C-13b), 120.87 (C-12b), 111.99 (C-9), 75.35(C-MoM-1),
56.60 (C-MoM-2).

MS (El): m/z 342 (23%), 259 (27%), 197 (40%), 135 (100%), 71 (21%), 57 (41%), 45
(53%), 43 (24%).

3.2.1.4 7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-dionl[61] (25)

In einem 100 ml Dreihalskolben werden 8-(Methoxymethyl)-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-
7,13(8H)-dion (32) (0.1239 g, 0.3619 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem Dichlormethan (25 ml)
gelost und auf 0 °C gekihlt. Nach Zugabe von BBr3; (1 M Losung in Dichlormethan, 0.44 ml,
0.4343 mmol, 1.2 Aq.) lasst man die Mischung unter Riihren Raumtemperatur erreichen und
rihrt anschlieBend fir 1 h weiter. AnschlieBend wird eine gesattigte NaHCO5-Losung (25 ml)
hinzugefliigt und die Mischung wird 60 Minuten bei ca. 60 °C Heizbadtemperatur unter
starkem Rihren rickflusserhitzt. Die Emulsion wird in einen Scheidetrichter Gberfiihrt und
nach Zugabe von weiterem Dichlormethan (25 ml) wird die wassrige Phase dreimal mit
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Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wird durch Umbkristallisation mit Aceton weiter aufgereinigt.

Fir die folgende Reaktion wird allerdings mit dem nicht umkristallisierten Rohprodukt
(0.1250 g) weiter gearbeitet.
Ausbeute des Produkts: 0.0756 g eines roten Feststoffs (70%).

Charakterisierung: "

FP >350 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO): 6 =13.10 (brs, 1 H, NH), 9.65 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ha,), 9.50
(s, 1 H, H-6), 8.20 (d, J=8.0 Hz, 1 H, Ha,), 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ha,), 7.91 (t, J
=7.6 Hz, 1 H, Ha), 7.81 (t, J = 7.6 Hz, 1 H, Hp;), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ha,),
7.43 (t,J=7.2Hz, 1 H, Hp), 7.35(t,J =7.2 Hz, 1 H, Hp,).

13C NMR (75 MHz, DMSO): & = 186.7 (C-13), 177.6 (C-7), 151.8 (quartarer C), 146.9
(CHar), 138.4 (quartarer C), 135.4 (quartarer C), 134.1 (quartérer C), 131.8
(CHar), 129.9 (CHaf), 127.9 (CHar), 127.1 (CHa), 124.3 (CHal), 124.0 (2 x
quartdrer C), 123.0 (quartarer C), 122.3 (CHa,), 118.5 (quartarer C), 114.0
(CHar).

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 298 (100) [M*], 270 (55), 242 (26), 241 (38).

HRMS (El): m/z berechnet fir CigH1oN,0;: 298.0742; gefunden: 298.0743.

3.2.1.5 8-[2-(dimethylamino)ethyl]-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-dion
(26)

Cl

25 46
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In einem 250 ml Dreihalskolben wird unter Argonatmosphéare Natriumhydrid (0.43 g, 60%ige
Dispersion in Ol, 10.7560 mmol, 4.0 Aqg.) zweimal mit trockenem Hexan (10 ml) gewaschen
und in trockenem DMF (20 ml) suspendiert. Der Ansatz wird daraufhin auf -10 bis 0 °C
gekiihlt und eine Losung von 8-(Methoxymethyl)-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(8H)-
dion (25) (0.80 g, 2.6890 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem DMF (50 ml) Giber 20 Minuten hinweg
zugesetzt. Die Losung wird fir 30 Minuten geriihrt, anschliefRend wird eine Lésung von N,N-
Dimethylchlorethanamin hydrochlorid (46) (0.58 g, 4.0335 mmol, 1.5 Aq.) in trockenem DMF
(30 ml) zugegeben und die Mischung bei 67 °C fiir 5 h unter Rickfluss erhitzt. Im Anschluss
wird die Reaktion durch Zugabe von Wasser (150 ml) beendet und die wassrige Phase
dreimal mit Ethylacetat (200 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Der Rickstand wird mittels Saulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, EtOAc/MeOH 95/5
- EtOAc/MeOH 95/5 mit 2% Triethylamin).

Ausbeute: 0.32 g eines roten amorphen Feststoffes (32 %).

Charakterisierung:

FP: 168-172°C

'H NMR (500 MHz, CDCl5): & 9.68 (H-1, ddd, ®J = 8.75 Hz, 1 H), 9.61 (H-6, s, 1 H), 8.36
(H-12, m, ) = 8 Hz, 1 H), 8.10 (H-4, dd, ) = 8.5 Hz, 1 H), 7.80 (H-3, m, *) = 7.6, 1
H), 7.70 (H-2, m, ) = 7.7 Hz, 1 H), 7.40 (H-9, H-10, m, 2 H), 7.34 (H-11, m, 1 H),
4.74 (H-Ethyl-1, m, 2 H), 2.75 (H-Ethyl-2, m, 2H), 2.39 (H-Methyl, s, 6 H).

13C NMR (500 MHz, CDCl5): & 184.07 (C-13), 178.53 (C-7), 152.29 (C-4a), 147.44 (C-6),
139.51 (C-8a), 133.90 (C-13a), 132.91 (C-7a), 131.69 (C-3), 129.98 (C-4),
129.82 (C-2), 128.43 (C-1), 127.60 (C-10), 124.92 (C-11), 124.44 (C-6a), 124.09
(C-12a), 123.72 (C-12), 123.28 (C-13b), 119.83 (C-12b), 111.04 (C-9), 58.44 (C-
Ethyl-2), 45.79(C-Methyl), 43.37 (C-Ethyl-1).

'H-N NMR: 6 323.7 (N-5), 142.2 (N-8), 23.2 (N-Seitenkette)

MS (El): m/z 372.2, 371.2, 370.2, 325.2, 317.1, 302.1

HRMS (El): m/z berechnet fiir C,3H19N30,H" [M+H]": 370.1550, gefunden: 370.1559
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EXPOSE

Zytostatika zahlen neben der chirurgischen Entfernung und der Strahlentherapie nach wie
vor zu den bedeutendsten MalRnahmen bei der Behandlung von Krebs. Bei vielen der heute
eingesetzten Zytostatika handelt es sich um Stoffe aus natiirlichen Quellen oder Derivaten
von diesen. Die beiden pentacyclischen Naturstoffe Calothrixin A und B (22 und 23),
Metaboliten aus Cyanobacter calothrix, zeigen auRerordentliches zytotoxisches Potenzial an
humanen Hela-Zellen und Chloroquin-resistenten Plasmodium falciparum Stammen.

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese eines neuen Zytostatikums mit enger
Verwandtschaft zu den Naturstoffen der Calothrixine dargelegt. Es handelt sich dabei um das
auf dem Grundkorper eines bekannten isomeren Calothrixin B (25) basierende Derivat 8-
(Dimethylaminoethyl)-8,12b-dihydryo-7H-indolo[2,3-j]phenanthridin-7,13(7aH)-dion (26).
Des Weiteren wird ein neuartiger, dullerst dkonomischer Syntheseweg fiir den genannten
Grundkorper beschrieben. Die flinfstufige, hochkonvergente Synthesestrategie erforderte
zunachst die Darstellung der beiden bicyclischen Vorstufen 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-
carbaldehyd (29) und N,N-Diethylchinolin-3-carboxamid (31). AnschlieBend erfolgte der
Schlisselschritt  zur Bildung des gewinschten Pentacyclus durch eine ortho-
Lithiierungsreaktion. Nach Abspaltung der MoM-Schutzgruppe und Alkylierung am Indol-
Stickstoff mit einer Dimethylaminoethyl-Seitenkette gelangte man zu 26.

Im Zuge dessen wurde auch ein weiteres neues Derivat (32) der Grundverbindung zuganglich
gemacht. Die beiden neuen Verbindungen 26 und 32 werden zu weiteren Untersuchungen
an verschiedenen Zelllinien bereitgestellt und dienen als Grundlage fir die Entwicklung

neuer Forschungskonzepte.




ENGLISH SUMMARY

Cytostatics, beside of surgical removal and radiation therapy, are among the most important
measures in the treatment of cancer. Many of the cytostatics currently in use originate from
natural sources or are derived from natural products. The two pentacyclic compounds
Calothrixin A and B (22 and 23), metabolites of Cyanobacter calothrix, show exceptional
cytotoxic behavior against human Hela-cancercells and chloroquin-resistent Plasmodium
falciparum strains.

In the current work the synthesis of a new cytostatic in close relation to the natural products
of the Calothrixines is demonstrated. The compound concerned is 8-(Dimethylaminoethyl)-
8,12b-dihydryo-7H-indolo[2,3-j]phenanthridine-7,13(7aH)-dione (26), which is based on the
core structure of a known Calothrixin B isomer (25). In addition a novel path for the
synthesis of 25 is described. The highly convergent five-step synthetic strategy depends on
the preparation of the two bicyclic precursors 1-(Methoxymethyl)-1H-indole-3-carbaldehyde
(29) und N,N-Diethylquinoline-3-carboxamide (31). Hereon the key step includes the
formation of the desired pentacycle by an ortho-lithiation reaction. Upon the cleavage of the
MoM-protecting group, 25 is alkylated at the indole-nitrogen with a dimethylaminoethyl-
side-chain.

In the course of the process a new derivate (32) of the core structure could be achieved. The
two novel compounds (26) and (32) are provided for further testing on a diverse range of cell
lines and should serve as guidance for the development of new strategies in cytostatic

research.
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