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1 Einleitung

1.1 Eilatin (1)

Eilatin (1) ist ein symmetrisches, heptazyklisches Alkaloid, das erstmals 1988 aus
dem Red Sea Manteltier Eudistoma sp. isoliert wurde.l

Dieses Pyrido[2,3,4-kl]akridin zahlt zu einer grof3en Gruppe von marinen Alkaloiden,
wovon seit 1983 mehr als 100 Derivate isoliert wurden und mit antitumoraler,
antiviraler, antibakterieller, und antiparasitarer Wirkung sehr unterschiedlich
eingesetzt werden konnen.2 Die antitumorale Aktivitat von Eilatin (1), das nach dem
Ort seiner Entdeckung, dem Golf von Eilat, benannt wurde, ergibt sich wahrscheinlich
aufgrund der unspezifischen Interkalation in die DNA, auf Basis des planaren,
aromatischen Ring-Systems des Pyridoacridin- Pharmakophors.2-3

Diese planare heptazyklische Verbindung (1) setzt sich als vollkonjugiertes System
aus 2,2‘-Bipyridin (bpy), welches als ,Kopf“ der Verbindung bezeichnet wird, und aus
2,2'-Bichinolin (biq), das als ,Schwanz“ der Struktur betrachtet werden kann,
zusammen. Dadurch ergeben sich zwei spezifische ,Binding sites” fiir zweiwertige

Metalle wie Ruthenium und Eisen (siehe Abb. 1).3-
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Abb. 1: Struktur von Eilatin (1)
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Sowohl bpy, als auch biq kénnen je nach Hybridisierungszustand mit Metallen
Chelat-Komplexe eingehen: Wahrend bpy Verbindungen in Form von [Ru(bpy)s]?*
und [Fe(bpy)3]?* bilden kann, konnte biq bisher nur mit Ruthenium, nicht aber mit
Eisen als Chelat-Komplex stabilisiert werden.3

Es wird erwartet, dass (1) Metalle in sterisch anspruchsvoller oktaedrischer
Umgebung bevorzugt mit dem ,Kopf“ in einer weniger sperrigen tetraedischen
Umgebung mit ,Kopf“ und ,Schwanz“ bindet.

Daher bindet es Ruthenium selektiv mit der sterisch weniger gehinderten Seite,
wodurch der oktaedrische Metallkomplex [Ru(bpy)2z(eilatin)]? gebildet wird.* Dieser
ermoglicht eine hoch-affine Insertion der DNA sowohl mit korrekten
Basenpaarungen, als auch mit Basenfehlpaarungen (siehe Abb. 2).5 Ebenso kann es
zur Interkalation in die DNA kommen.® Wahrend sich bei der Interkalation ein
planares Chromophor zwischen benachbarte Basenpaare der DNA reversibel
einlagert’, bedeutet Insertion das Hervorrufen einer Genmutation durch zusatzlichen

Einbau von Nukleotiden in die DNA.

Abb. 2: Insertion (links) und Interkalation (rechts) der DNA
2



Oktaedrischen metallischen Komplexverbindungen die DNA binden wurde aufgrund
ihres chemotherapeutischen Potenzials in letzter Zeit vermehrt Beachtung geschenkt,
allen voran sperrigen Verbindungen, die spezifisch gegen Single-Mismatches
(Basenfehlpaarungen) gerichtet sind.!

Single-Mismatches treten vor allem aufgrund von UV-Schiaden, gentoxischen
Substanzen oder Polymerasefehlern auf. Falls das enzymatische Reparatursystem des
menschlichen Korpers, das iiblicherweise imstande ist, solche Fehlkopplungen zu
korrigieren, nicht optimal funktioniert, kann es zu gefdhrlichen Single-Base-
Mutationen. Sollten weitere solcher Mutationen folgen, kann dies zur Akkumulation
im Genom und somit zu gravierenden Folgen fiir den menschlichen Organismus
fithren.

Tatsachlich wurden bei 80% der Patienten mit Lynch-Syndrom (hereditdres non-
polyposes kolorektales Karzinom) Mutationen innerhalb von Mismatch-Reparatur-

Genen festgestellt.!

Aufierdem wurde in Studien bei metallischen Chelat-Komplexen von (1) signifikante
Anti-HIV-Aktivitat anhand von Zellkulturen nachgewiesen, die vorwiegend durch
Hemmung der HIV-1 Replikation in CD4* T-Helferzellen und in Monozyten zustande
kommt.

Die Assoziation des RRE (rev-responsive element) mit dem rev-Protein, seinem
biologischen Liganden, ist fiir HIV-1 einer der notwendigen Schritte zur Replikation.
Es konnte gezeigt werden, dass Chelat-Komplexe mit (1) bis zu flinfmal effektiver an
RRE binden und somit das rev-Protein als Liganden verdrangen als beispielsweise

das Aminoglykosid Neomycin B.8



1.2 Interkalierende Zytostatika

Interkalation ist das reversible Einlagern eines planaren Chromophors zwischen
benachbarte Basenpaare der DNA.7 Aufgrund dieser Verformung durch vertikale
Aufspreizung der DNA mit anschliefiender Entspiralisierung erfolgen bei der
nachfolgenden Replikation Insertionen oder Deletionen an der Doppelhelix, wodurch
das Leseraster verschoben und die DNA-Synthese beeintrichtigt wird.” ® Dieses
Prinzip wurde von Lerman et al.l? 1961 fiir Proflavin erstmalig postuliert und anhand
dessen konnten strukturelle Anforderungen fiir ein potenziell interkalierendes
Molekiil charakterisiert werden: Tri- oder tetrazyklische, aromatische, planare
Verbindungen mit einer Linge von 3-4 A und einer Breite von 6-8 A erwiesen sich als
geeignete Liganden.’> 11 Die Bindung erfolgt vor allem aufgrund des resultierenden
Entropiegewinns durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Charge-Transfer-Komplexe
und elektrostatische Interaktionen.”2 12

Desweiteren konnen Stickstoffe im Molekiil, sowie eine para-konfigurierte Chinon-
Teilstruktur die Wahrscheinlichkeit zur Interkalation erhéhen, weil die Moglichkeit
zur weiteren Wasserstoffbriickenbildung besteht.” 13 Die Interkalation kann dabei
parallel (Proflavin) oder senkrecht (Daunomycin) zur Liangsachse der DNA
stattfinden.’a 11

Viele interkalierende Verbindungen weisen zytotoxisches Potenzial auf. Wie in den
80er Jahren dokumentiert ergibt sich diese Zytotoxizitat vorwiegend anlasslich der
Bildung eines ternaren Komplexes zwischen Interkalator, DNA und dem Enzym
Topoisomerase II. Nach erfolgter Bindung wird die gebildete Zwischenstufe, der

sogenannte ,cleavable complex“, stabilisiert, womit der erlittene Strangbruch nicht



mehr repariert werden kann und darauthin Apoptose eingeleitet wird, womit der

Zelltod eintritt.7a 12,14

1.2.1 Anthracycline

Diese Gruppe von Antibiotika, welche aus Streptomyces-Stimmen isoliert werden,
zahlen zu einer wichtigen Klasse von Zytostatika. Die ersten beiden bedeutenden
Vertreter der Anthracycline waren Daunorubicin (3), ein Metabolit aus Streptomyces
peucetius, und dessen hydroxyliertes Derivat Doxorubicin (4), ein Metabolit aus
Streptomyces peucetius var. caesius. Beide Substanzen bestehen aus einem
tetrazyklischen Grundkorper, der in Position 7 a-glykosidisch mit dem hydrophilen
Aminozucker Daunosamin verkniipft ist.

Nach intensiver Forschung konnten in weiterer Folge die partialsynthetischen
Derivate Epirubicin (5) (4‘-epi-Doxorubicin) und Idarubicin (6) entwickelt werden,
die beziiglich ihrer therapeutischen und toxischen Wirkung weitgehend den
Muttersubstanzen gleichen.

Die zytotoxische Wirkung dieser Zytostatika beruht anscheinend gleich auf mehreren
Wirkmechanismen. Als planare Molekiile interkalieren Anthracycline in DNA,
induzieren Strangbriiche der DNA durch Hemmung des Enzyms Topoisomerase Il
und aufgrund ihrer Chinon-Teilstruktur sind sie in der Lage, nach Reduktion durch
Cytochrom-Pss50-Enzyme, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) iiber ein
voriibergehendes Semichinonradikal zu forcieren. Diese ROS filihren zu
Lipidperoxidation, wodurch es zur Membran- und Myokardschiadigung kommt.

Trotz ihrer starken zytotoxischen Wirkung ist der Einsatz der Anthracycline aufgrund

der durch sie hervorgerufenen Kardiotoxizitit, die entweder sofort, oder



dosisabhangig verzogert und irreversibel eintritt, eingeschrankt. Deshalb sollte die

vorgeschriebene Gesamtdosis stets eingehalten werden.

Derzeit sind folgende Vertreter therapeutisch relevant:

Daunorubicin (3) wird aufgrund seiner knochenmarksuppressiven Wirkung lediglich
zur Therapie akuter myeloischer und lymphatischer Leukdmie, sowie bei Kaposi-
Sarkom eingesetzt.

Sein hydroxyliertes Analogon Doxorubicin (4) weist ein breiteres Wirkspektrum auf
und wird bei einer Vielzahl von Karzinomen und Sarkomen, sowie bei akuten
Leukosen bei Lymphomen therapeutisch verwendet.

Das weniger Kkardiotoxische Epirubicin (5), das Epimer von (4), weist im
Wesentlichen die gleichen Indikationen wie die Muttersubstanz auf.

Der zytotoxisch starkste Vertreter der Gruppe ist Idarubicin (6), das 4-
Desmethoxyderivat von (3), da es die hochste Lipophilie aufweist und somit besser
die Zellmembran penetrieren und in die Zelle aufgenommen werden kann.
Entscheidend fiir die Wirkung ist dabei der durch Reduktion der Carbonylgruppe in
der Seitenkette entstehende Metabolit Idarubicinol. Da (6) sdurestabil ist, kann es

auch peroral verabreicht werden.12 14-15
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1.2.2 Synthetische interkalierende Verbindungen

Das planare trizyklische Anthrachinonderivat Mitoxantron (7) und das Acridinderivat
Amsacrin (8) wirken wie Anthracycline vorwiegend durch Interkalation in die DNA
und Hemmung der Topoisomerase II zytotoxisch, die Bildung freier Radikale tiber
den Chinonring ist schwacher ausgepragt und diirfte an der Wirkung nicht beteiligt
sein, weshalb mit geringerer Kardiotoxizitdt zu rechnen ist. (7) und (8) werden in
erster Linie bei akuter myeloischer Leukdmie verwendet, (7) ferner noch bei Non-
Hodgkin-Lymphom und Mammakarzinom, wobei (7) der derzeit therapeutisch am

haufigsten eingesetzte synthetische Interkalator ist.12 14-15
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1.2.3 Antibiotika

Sowie die Anthracycline werden auch noch weitere Antibiotika aufgrund ihrer
Toxizitdt nicht zur Behandlung von bakteriellen Infektionen, sondern als Zytostatika
eingesetzt.

Dazu gehort das aus Actinomyceten isolierte Dactinomycin (9) (siehe Abb. 3). Es ist
ein Chromoproteid, das aus einem trizyklischen Phenoxazon-Grundkérper besteht,
der mit zwei identischen zyklischen Peptid-Seitenketten verkniipft ist. Es ist auf
molarer Ebene eines der potentesten Zytostatika indem es bevorzugt zwischen
Guanin-Cytosin-Basenpaaren bzw. Cytosin-Guanin-Basenpaaren in DNA interkaliert
und somit die RNA- und Proteinsynthese hemmt. Die Bildung von freien Radikalen
sowie die Hemmung der Topoisomerase II sind noch unsicher. (9) findet Anwendung
bei der Therapie von Chorion-, Hodenkarzinomen und Wilms-Tumoren, und ist bei
Rhabdomyosarkomen im Kindesalter indiziert.

Ein weiterer Vertreter der Antibiotika ist der aus Steptomyces verticillus gewonnene
Glykopeptid-Komplex Bleomycin, ein Substanzgemisch aus hauptsachlich Bleomycin
Az (10) und B2 (11) (siehe Abb. 4). Der Wirkmechanismus von Bleomycin beruht wie
bei der Gruppe der Anthracycline auf Interkalation in die DNA und der Bildung freier
Sauerstoffspezies aufgrund von wiederholten Redoxreaktionen, wodurch es zu einer

DNA-Fragmentierung kommen soll. Bleomycin ist zur Kombinationschemotherapie
8



gut geeignet, da kaum Knochenmarkssuppression eintritt. Es ist bei Hodenkarzinom,

malignem Non-Hodgkin-Lymphom und Plattenepithelkarzinom indiziert.14-15
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2 Eigene Untersuchungen

2.1 Zielsetzung

Von Eilatin ist zwar eine 11-stufige Totalsynthese beschrieben worden, die
Bedingungen der einzelnen Reaktionsschritte und auch die spektroskopischen Daten
der Zwischenprodukte sind jedoch nicht detailliert publiziert. Im Rahmen der
vorliegenden Diplomarbeit sollte genau diese Liicke so weit wie moglich geschlossen
werden, indem die genauen experimentellen Daten der jeweiligen Reaktionsschritte
erarbeitet und auch die spektroskopischen Daten der Zwischenstufen beschrieben

werden sollten.

10



2.2 Reaktionsweg
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2.3 Synthesen

2.3.1 Synthese des Meldrumsdurederivats (14)
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O —_—
NH N0
ok L,
- 070
12 13 14

Zur Darstellung des Derivats wurden 2,5-Dimethoxyanilin (12) und Meldrumsaure
(13) 2 Stunden in Trimethylorthoformiat am Riickflusskiihler erhitzt.16 Diese
Knoevenagel-Kondensation fiihrte zum gewilinschten Arylaminomethylenderivat
(14).

Durch Umkristallisation aus Methanol konnte eine gute Reinigung mit solider

Ausbeute von bis zu 66 % erzielt werden.

2.3.2 Darstellung von 5,8-Dimethoxy-4-chinolon (15)

AN
© ~No o
1. Diphenylether
) 2.250 C
N7 0
Hj& \
~ O O ; -
14 15

Die Kondensation des Arylaminomethylenderivats (14) konnte durch 2 Stunden
langes Kochen bei 250 °C durchgefiihrt und das Chinolonderivat (15) durch Ausfaillen

mit Ligroin erhalten werden.l® Wahrend sdulenchromatographisch mit
13



Ethylacetat/Methanol 3+1 keine zufriedenstellende Reinigung erzielt werden konnte,
ist mit der Umbkristallisation aus Ethylacetat eine gute Reinigung und Ausbeute von

65 % erreichbar.

2.3.3 Synthese von 5,8-Dimethoxychinolin-4-ol triflat (16)

N 1. Tf,0 N
o 0 2. 2,6-Lutidin O OSOCFs
| 3. DMAP N
N N
H
e e
15 16

Die Einfiihrung der Triflylgruppe erfolgte durch Zugabe des elektrophilen
Trifluormethansulfonsdaureanhydrids in Tetrahydrofuran, in dem sich die Substanz
besser loste als in Dichlormethan. N,N-Dimethylaminopyridin fungierte als
Katalysator bei der Veresterung, wiahrend die Base 2,6-Lutidin zum Abfangen der bei
der Reaktion gebildeten, liberschiissigen Sdure diente.1” Die Bildung des Esters (16)
und anschlief}ende sdulenchromatographische Reinigung mit Dichlormethan/
Methanol 9+1 (anstelle von Ligroin/ CH2Clz 3+7)18 fithrte zu einer Ausbeute von 86

% Ausbeute.
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2.3.4 Herstellen des Reagens N-BOC-2-(trimethylstannyl)anilin (18)

1. THF
2. t-BulLi
(@) Cl (@)
LR L s 1L
H O — H O
—Sn—
|

17 18

Neben N-BOC-Anilin (17) wird Trimethylzinnchlorid verwendet, das als Vorstufe zur
Herstellung der Trimethylstannylgruppe dient.1?

Dadurch dass die starke Base tert-Butyllithium sehr empfindlich ist und bei
Raumtemperatur zu Lithiumhydrid und Isobuten zerfdllt, musste aufgrund der
hervorgerufenen exothermen Reaktion stets auf Einhaltung der angegebenen
Temperatur geachtet werden. Weil aufierdem die Organolithiumverbindung dufderst
pyrophor ist und an der Luft mit roter Flamme verbrennt, wurde die Reaktion unter
Luftausschluss durchgefiihrt.

Das dabei entstandene farblose, 6lige Stannanderivat (18) wurde zundchst mit
Ethylacetat extrahiert, danach iiber MgSOs getrocknet und anschlief3end
sdulenchromatographisch mit Diethylether/Ligroin 1+9 gereinigt.

Das Produkt (18) lief? sich bei einem Rf-Unterschied von 0,08 zum nicht umgesetzten
Edukt N-BOC-Anilin (17) nur sehr schwer von eben diesem trennen. Trotz
wiederholter saulenchromatographischer Reinigung konnte nur ein Teil der
gewiinschten Verbindung rein isoliert werden. Die mehrmalige Reinigung machte

sich allerdings in einer geringen Ausbeute von 30 % bemerkbar.

15



2.3.4.1 Versuch der Herstellung von (Trimethylstannyl)anilin (19) und 2,2,2-

Trifluor-N-[2-(trimethylstannyl)phenyl]acetamid (20) iiber Schema A

1. TFAA
)J\ J< H2 Pd/C 2. DIPEA
NH,

—Sn— —Sn—
I

18 19 20

S0  0SO,CFy 1. 1,4-Dioxan
O 2 - PA(PPha)s
A + )%F LiCl
N F
N7 Sn H
7 | ~N

~

16 20

Vorgesehen war die Schutzgruppe BOC der Verbindung (18) katalytisch mit Hz und
Pd/C zu hydrieren, um damit nach Abspaltung der instabilen Carbaminsiure zum
freien Anilin (19) zu gelangen. Anschlief3end sollte die darauffolgende Reaktion unter
Luftausschluss stattfinden und mittels Trifluoressigsdureanhydrid und mit N,N-
Diisopropylethylamin,2? zum Abfangen der bei der Reaktion frei werdenden Saure, in
THF (abs.) das Acetamid (20) gebildet werden.

Allerdings ist BOC chemisch inert gegen katalytische Hydrierung2!, wodurch die
Umsetzung zum Anilin und verstdandlicherweise in weiterer Folge zum Acetamid nach
obigem Schema nicht mdéglich ist. Somit war auch die weitere Vorgangsweise der
Zusammenfiihrung von der Triflat-Gruppierung (16) und des Acetamids (20) durch

die Stille- Kupplung zur gewiinschten Verbindung (21) so nicht durchfiihrbar.
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2.3.4.2 Versuch der Herstellung von (Trimethylstannyl)anilin (19) mit TFA

o
Q\Hj\ok _TEA @NHZ

—Sn— —Sn—
| |

18 19

Eine andere Moglichkeit bestand darin die BOC-Schutzgruppe mittels
Trifluoressigsdure in  Dichlormethan zu entfernen!” und weiters mit
Hydrogencarbonatlosung zu neutralisieren. Durch folgende Extraktion mit
Dichlormethan und anschlieffende Trocknung iiber MgSO4 sollte das Produkt
erhalten werden. Jedoch war die Zinnverbindung (18) einerseits zu empfindlich und
wurde deshalb teilweise durch Abgang der Trimethylstannylgruppe zum
unerwiinschten N-BOC-Anilin (17) umgesetzt, andererseits dadurch auch gleichzeitig

gezeigt, dass die Schutzgruppe kaum oder nur unzureichend entfernt werden konnte.
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2.3.5 Darstellung von tert-Butyl[2-(5,8-Dimethoxychinolin-4-yl)phenyl]

carbamat (21) iiber Schema B

~ 1. 1,4-Dioxan
0 080LCh O 2. Pd(PPha)a
X N N)J\OJ< 3. LiCl

16 18 21

Ausgehend von Trifluormethansulfonat (16) und Organostannan (18) wurde liber
die Stille- Kupplung das Produkt (21) zusammengesetzt. Bei der Stille Reaktion
kommt es zur Kupplung zwischen einer Organozinnverbindung und einem
Pseudohalogenid, wie in diesem Fall einer Triflat-Gruppierung. Als Katalysator
fungiert hierbei Tetrakis-(triphenylphosphin)palladium (2 mol-%).17

Der Reaktionsvorgang ist prinzipiell gut untersucht: Im ersten Schritt kommt es zu
einer Reduktion des Palladium-Katalysators zum aktiven Pd(0). Danach bildet es mit
dem Triflat (16) durch oxidative Addition (homogene Katalyse) ein Zwischenprodukt,
das durch Transmetallation mit dem Organostannan (18) ein weiteres
Zwischenprodukt bildet, welches durch reduktive Eliminierung und Entfernung des

aktiven Pd(0) zur erwiinschten Kupplung fiihrt. 22

Um die Reaktivitit des Arylstannans (18) zu erh6éhen wird ein stark polares
Losungsmittel wie 1,4-Dioxan verwendet. Das zugesetzte Lithiumchlorid ist in Dioxan

gut loslich und dient einerseits zur Stabilisierung des durch oxidative Addition
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erhaltenen Zwischenprodukts (21), weiters zur Beschleunigung der Reaktion23 und

somit insgesamt zur Erh6hung der Ausbeute.

2.3.6 Synthese von 2-(5,8-Dimethoxychinolin-4-yl)anilin (22)

1. HCI bzw. TFA
2. NaHCOq4

21 22

Bei der ersten Variante, bei der die BOC- Schutzgruppe mittels zehnfachen
Uberschuss an Trifluoressigsdure in Dichlormethan entfernt wurde,l” war das
Produkt stark verunreinigt, sodass die anschlief3ende Reinigung der Verbindung (22)
per Sdule (Kieselgel, Ethylacetat/Methanol 8+2) bei gleichzeitig schlechterer
Ausbeute nur unzureichend war. Aufgrund der weniger starken exothermen Reaktion
und der wesentlich geringeren Toxizitat wurde HCI gegeniiber TFA bevorzugt.

Zum Entschiitzen wurde deshalb auf HCI zurilickgegriffen, wobei die Reaktion in
Dioxan fiir 2 Stunden durchgefiihrt. Mittels in-Prozess-Kontrolle konnte festgestellt
werden, dass die Substanz (22) mit einem Rf-Wert von 0,68 nur knapp unterhalb des
umgesetzten Edukts (21) liegt. Anschlief3endes Ausschiitteln im Scheidetrichter mit
Dichlormethan und chromatographische Reinigung resultierte in einer soliden

Ausbeute von 58 %.
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2.3.7 Darstellung von N-[2-(5,8-Dimethoxychinolin-4-yl)phenyl]-2,2,2-

trifluoracetamid (23)

1. TFAA
2. DIPEA
- 00 . X
22 23

An das freie Anilin (22) wurde mit ein wenig Uberschuss des
Trifluoressigsaureanhydrids!’ innerhalb kiirzester Zeit die Trifluoracetylgruppe
eingefiihrt, wobei mittels in-Prozess-Kontrolle mit DC das Voranschreiten der
Reaktion iiberpriift wurde. Die Substanz (23) weist einen Rf-Wert von 0,8 auf. Der
Vorgang bescherte eine Ausbeute von 67 %.

Das verwendete tertiare Amin N,N-Diisopropylethylamin, auch Hiinig Base genannt,
dient dem Einfangen der frei werdenden Sdaure und damit gleichzeitig auch der

Erh6hung der Ausbeute.
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2.3.8 Darstellung von N-[2-(5,8-Dioxo-5,8-dihydrochinolin-4-yl)phenyl]-

2,2,2-trifluoracetamid (24)

23 24

Das eingesetzte Cer(IV)-ammoniumnitrat, das in Acetonitril/Wasser sehr gut 16slich
ist, wird zum Oxidieren und zur Umsetzung der Methoxygruppen in Position 5 und 8
zum entsprechenden Chinon (24) verwendet.1”

Der erste Versuch der Reaktion wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt, was
allerdings nicht zum gewiinschten Produkt fiihrte. Deshalb wurde die Temperatur in
einem Intervall von -5 °C und 0 °C gehalten, dabei reichte eine Reaktionszeit von nur
15 Minuten um das gesamte Edukt mithilfe dieses starken Oxidationsmittels

umzusetzen und das Ende der Reaktion zu erreichen, mit einer Ausbeute von 82 %.

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde somit bis zur Herstellung des Synthesebausteins
(24) ein tragfahiges Fundament geschaffen, auf dem aufbauend die Zuganglichkeit
von Eilatin ziigig moglich sein sollte. Sdmtliche Reaktionsschritte wurden auf deren
Reproduzierbarkeit gepriift und fiir alle Syntheseprodukte die spektroskopischen

Daten aufgefiihrt.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Allgemeines

3.1.1 Chemikalien

Quellen: Sigma Aldrich, Fisher Scientific oder VWR.

3.1.2 Analysen

1H und 13C-NMR Spektren:
Die Aufnahme der 1H- und 13C-NMR Spektren (5-Werte in ppm) erfolgten auf einem
Bruker Avance 400 Spektrometer (400.23 MHz fiir 1H, 100.64 fiir 13C) und Bruker

Avance 500 Spektrometer (500.13 MHz fiir 1H, 125.77 fiir 13C).

Massenspektren:
Die Erfassung der Massen wurde mit einem Shimadzu GC/MS-Q95050A GC-17A

durchgefiihrt.

Chromatographie:

Fiir die analytische Diinnschichtchromatographie wurden Merck DC- Alufolien
Kieselgel 60 F254 (0.2mm x 20cm x 20cm) verwendet, praparative
Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Merck PSC-Platten.

Zur Sdulenchromatographie wurde Merck Kieselgel 60 (70-230 mesh ASTM, Nr.

1.07734) verwendet.
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3.1.3 Inertgas

Fiir Reaktionen mit Inertgas wurden zuvor im Trockenschrank ausgeheizte
Glasgerate heifd zusammengesetzt und liber die gesamte Reaktion hinweg mit Argon
gespllt. Die Zugabe der Reagenzien erfolgte mit Spritzen durch ein Septum, die
eingesetzten Losungsmittel wurden zuvor absolutiert oder liber einem Molekularsieb

aufbewahrt.

23



3.2 Synthesen

3.2.1 5-[(2,5-Dimethoxyanilino)-methylen]-2,2-dimethyl-[1,3]dioxan-

4,6-dion (14)

~0 ~0
o)
TMOF )
+ o)
NH, N o)
o~ ™0 H
~ ~ (@) O
12 13 14

43.32 g (300.58 mmol) Meldrumsaure (13) wird mit 115 ml Trimethylorthoformiat
in Losung gebracht und anschliefSend am Riickflusskiihler fiir 2 Stunden bei 90 °C
erhitzt. Nachdem man auf Raumtemperatur abkiihlen lasst, gibt man 45.96 g (300.04
mmol) 2,5-Dimethoxyanilin (12) hinzu und lasst fiir weitere 4 %2 Stunden kochen.
Nach erneutem Abkiihlen der nun dunkelroten Losung wird der entstandene Feststoff
(14) abgenutscht und mit Trimethylorthoformiat gut nachgewaschen. Anschliefdend
erfolgt die Reinigung durch Umkristallisation aus Methanol.

Ausbeute: 60.79 g (65.9 %) - hellgriine Kristalle

Charakterisierung:
Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Daten

uberein.16a
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3.2.2 5,8-Dimethoxy-1H-chinolin-4-on (15)

N
O ~NO ©o
1. Diphenylether
o 2.250 C |
N 0
Hj& \
-~ O O ; _
14 15

31.2 g des erhaltenen Arylaminomethylenderivats (14) (101.53 mmol) wird nun mit
141 ml Diphenylether versetzt und am Riickflusskiihler ca. 2 Stunden bei 250 °C
gekochtléb - solange, bis keine COz-Entwicklung mehr sichtbar ist. Nach dem
Abkiihlen wird mit Ligroin versetzt und der nun ausgefallene braune Feststoff (15)
kann gewonnen und durch Umkristallisation aus Ethylacetat gereinigt werden.

Ausbeute: 13.52 g (64.9 %) - rotbraune Kristalle

Charakterisierung:

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Daten

uberein.16b
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3.2.3 5,8-Dimethoxychinolin-4-ol triflat (16)

1. T£,0
~N 2 ~
o 0 2. 2,6-Lutidin O OSOCF;
| 3. DMAP N

N N7

H
e e

15 16

Folgende Reaktion wird unter Argongas durchgefiihrt:

Eine Losung mit 6.55 g von 5,8-Dimethoxy-4-chinolon (15) (19.42 mmol) in 125 ml
THF (abs.), die 4.78 g 2,6-Lutidin (44.61 mmol) und 0.76 g N,N-
Dimethylaminopyridin (6.22 mmol) enthalt, wird zunachst auf 0 °C gebracht.
Anschliefdend fiigt man tropfenweise 10 g Trifluormethansulfonsdaureanhydrid (35.44
mmol) zu und danach wird bei 0 °C fir 2 Stunden, 0-23 °C fiir 30 Minuten, und
schlussendlich bei 23 °C fiir 1 Stunde das Triflat (16) gebildet.

Nun wird mit 160 ml Wasser im Scheidetrichter ausgeschiittelt, die organische Phase
liber MgS04 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Abschliefend wird die Substanz saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CH2Cl2/MeOH 9+1).

Ausbeute: 8.57 g (86.1 %) - dunkelrotes Ol

Charakterisierung:
Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Daten

uberein.18
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3.2.4 N-BOC-2-(trimethylstannyl)anilin (18)

1. THF
2. t-BulLi
0 Cl 0
LR L s I L
H O H (@)
_Sn_
|

17 18

Folgende Reaktion wird unter Argongas durchgefiihrt:

6 g N-BOC-Anilin (17) (31.5 mmol) wird in 60 ml THF (abs.) gelost und auf -80 °C mit
fliissigem Stickstoff abgekiihlt.1® Danach werden 34.32 ml von tert-BuLi (1.9 M in
Pentan, 65.21 mmol) mit einer Spritze tropfenweise zugegeben. Daraufhin wird die
gelb gefarbte Losung zunachst fiir 15 Minuten bei -78 °C, anschlief3end bei -20 °C fiir
weitere 2 Stunden gertiihrt, wobei in dieser Zeit die Farbe der Losung von gelb nach
dunkel-orange umschlagt.

Im Anschluss werden 6.2 g Trimethylzinnchlorid (31.11 mmol) in 40 ml THF gelost,
zur Losung hinzugefiigt und weitere 90 Minuten geriihrt. Dann wird mit 100 ml
Wasser gequencht, mit 100 ml Ethylacetat extrahiert und die organische Phase iiber
MgS04 getrocknet. Danach wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und die Substanz (18) sdulenchromatographisch gereinigt (Flash Kieselgel,
Diethylether/Ligroin 1+9).

Ausbeute: 3.33 g (30.1 %) - farbloses Ol (das an der Luft fest wird)

Charakterisierung:

1H-NMR (CDCl3, 500 MHz):
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§ 0.34 (s, 9H), 1.51 (s, 9H), 6.29 (brs, 1H), 7.13 (dt, J=7.3, 1.2 Hz, 1H), 7.32 (dt, J=7.5,

1.6 Hz, 1H), 7.40 (dd, J=7.3, 1.6 Hz, 1H), 7.52 (d, 8.0, 1H)

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz):

6-8.7,28.4,80.3,123.0, 124.7, 129.4, 135.6, 136.4, 143.2, 153.8

3.2.5 Tert-Butyl[2-(5,8-dimethoxychinolin-4-yl)phenyl]carbamat (21)

~ 1. 1,4-Dioxan
(@] 0OSO,CF J
PASLE! ) J< 2. P_d(IPPh3)4
X 3. LiIC
: o
N/ Sn
-~ | ~N

-

16 18 21

Wie in 2.3.4.1 erlautert konnte der urspriingliche Syntheseweg tiber Schema A nicht

beschritten werden, wodurch tiber Schema B die Synthese fortgefiihrt wurde.

Folgende Reaktion wird unter Luftausschluss durchgefiihrt:

1.64 g Organostannan (18) (1.3 Aquivalente, 4.61 mmol) werden in 100 ml 1,4-
Dioxan (abs.) geldst und anschlieRend 1.56 g des Triflats (16) (1.3 Aquivalente, 4.62
mmol) und 0.47 g Lithiumchlorid (3 Aquivalente, 11.09 mmol) hinzugefiigt. Im
Anschluss gibt man 95 mg des Katalysators Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (2
mol-%, 0.08 mmol) hinzu.l” Die orange Losung wird nun fir 2 Stunden am

Riuckflusskiihler zum Sieden erhitzt. Der Reaktionsverlauf der Reaktion wird mittels
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in-Prozess-Kontrolle mit DC tuberprift, wobei das Produkt unter UV 366 nm
signifikant gelb leuchtet. Anschlieféend wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und das nun rotbraune Ol (21) sidulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, CH2Cl2/MeOH 9+1).

Ausbeute: 1.72 g (97.8 %) - hellgelber Feststoff

Charakterisierung:

1TH-NMR (CDCl3, 500 MHz):

6 1.34 (s, 9H), 3.44 (s, 3H), 4.08 (s, 3H), 5.84 (brs, 1H), 6.76 (d, /=8.6 Hz, 1H), 7.01 (d,
J=8.6 Hz, 1H), 7.10 (m, 2H), 7.24 (d, J=4.3Hz, 1H), 7.36 (m, 1H), 7.95 (d, br, J=7.9 Hz,

1H), 8.96 (d, J=4.3 Hz, 1H)

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz):

6 28.1, 56.0, 56.1, 80.2, 106.2, 107.5, 119.8, 120.0, 124.3, 122.5, 128.0, 128.2, 132.9,

135.3,141.2, 143.5, 149.2, 149.6, 149.8, 152.8

3.2.6 2-(5,8-Dimethoxychinolin-4-yl)anilin (22)

1. HCI bzw. TFA
2. NaHCOg4

21 22

Folgende Reaktion wird unter Luftausschluss durchgefiihrt:
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Es werden 1.2 g des Carbamats (21) (3.15 mmol) in 40 ml 1,4-Dioxan (abs.) geldst
und mit 0.78 ml 37 %iger HCI (3 Aquivalente, 9.45 mmol) versetzt und geriihrt, wobei
laut DC in-Prozess-Kontrolle nach 2 Stunden das Ende der Reaktion erreicht ist. Bei
Zugabe der Saure verandert sich die Farbung der Losung schlagartig von orange nach
rot. Danach wird mit 8.28 ml NaHCO3-Lésung (96 g in 1000 ml, 3 Aquivalente)
neutralisiert. Das Dioxan entfernt man am Rotavapor, danach wird dreimal mit je 30
ml Dichlormethan ausgeschiittelt, anschlieffend wird die organische Phase iiber
MgS04 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Schlussendlich wird die Substanz (22) saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CH2Cl2/MeOH 95+5).

Ausbeute: 0.51 g (57.7 %) - dunkelrotes Ol

Charakterisierung:

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

6 3.43 (s, 3H), 4.09 (s, 3H), 6.81 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.25 (d, J=4.3
Hz, 1H), 7.26 (m, 1H), 7.32 (m, 1H), 7.41 (brs, 1H), 7.47 (m, 1H), 8.06 (m, 1H), 8.98 (d,

J=4.3 Hz, 1H)

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

6 55.9,56.2,106.6,107.8, 115.4,119.1, 121.4, 124.4, 125.8, 128.4, 128.8, 132.3, 134.8,

141.2, 141.6, 148.7, 149.2, 150.1, 154.6
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3.2.7 N-[2-(5,8-Dimethoxychinolin-4-yl)phenyl]-2,2,2-trifluoracetamid

(23)

1. TFAA
2. DIPEA
_—

22 23

Folgende Reaktion wird unter Luftausschluss durchgefiihrt:

0.38 g des freien Anilins (22) (1.36 mmol) werden in 19 ml THF (abs.) gelost und
anschlieRend mit 0.22 ml Trifluoressigsdureanhydrid (1.15 Aquivalente, 1.56 mmol)
und 0.27 ml N,N-Diisopropylethylamin (1.15 Aquivalente, 1.56 mmol) versetztl” und
fir 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und die Verbindung (23) sdulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, CH2Cl2/MeOH 95+5).

Ausbeute: 0.34 g (66.7 %) - helloranger Feststoff

Charakterisierung:

TH-NMR (CDCl3, 400 MHz):

6 3.3 (2H), 3.49 (s, 3H), 4.07 (s, 3H), 6.74 (m, 1H), 6.80 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 6.82 (m, 1H),
6.99 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.02 (m, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.27 (d, /= 4.3 Hz, 1H), 8.96 (d, J=

4.3 Hz, 1H)

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
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6 56.2,56.7,107.0, 107.3, 114.5, 117.8, 120.5, 124.2, 128.2, 128.4, 128.9, 141.4, 143.2,

144.6, 149.4, 150.1, 150.2

m/z:
376 (57%), 361 (100), 347 (22), 248 (33), 220 (28), 205 (22), 188 (24), 139 (16), 124

(24), 110 (27), 81 (26), 71 (42), 69 (88), 57 (78), 55 (50), 43 (51)

3.2.8 N-[2-(5,8-Dioxo0-5,8-dihydrochinolin-4-yl)phenyl]-2,2,2-

trifluoracetamid (24)

23 24

0.28 g des Trifluoracetamids (23) (0.74 mmol) werden mit 0.39 g Cer(IV)-
Ammoniumnitrat (2.4 Aquivalente, 2.22 mmol) in 12 ml 2:1 Acetonitril/Wasser
gelost!” und 15 Minuten bei 0 °C geriihrt. Das Voranschreiten der Reaktion wird
mittels in-Prozess-Kontrolle mit DC tberpriift. Nach Zugabe von 5 ml Wasser wird
dreimal mit je 15 ml Dichlormethan extrahiert, die organische Phase liber MgS04
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Danach wird
das Produkt (24) sdulenchromatographisch gereinigt (Flash Kieselgel, CH,Cl>/MeOH
9+1)

Ausbeute: 0.21 g (81.5 %) - dunkelbrauner Feststoff
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Charakterisierung:
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
6691 (d,J=10.4 Hz, 1H), 7.13 (d, /= 10.4 Hz, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.50 (d,

J= 4.8 Hz, 1H), 7.54 (m, 1H), 7.67 (m, 1H), 7.91 (brs, 1H), 9.02 (d, J= 4.8 Hz, 1H)

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
§ 115.5, 125.0, 126.4, 127.9, 129.1, 129.9, 130.8, 131.6, 133.7, 137.1, 139.1, 147.0,

148.1, 154.1, 155.3, 182.6, 185.4

m/z:

346 (29%), 322 (50), 277 (67), 234 (79), 156 (99), 140 (29), 123 (35), 69 (100), 63

(37), 57 (40), 51 (46)
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Exposé

Trotz Entwicklung sogenannter Biologicals als zielgerichtete und personalisierte
Krebstherapeutika bilden ,small molecules“ nach wie vor das breite Fundament der
medikamentosen Krebstherapie. Es besteht somit noch immer ein ungedeckter
Bedarf nach neuen Strukturen, die ein nebenwirkungsarmeres Wirkprofil aufweisen
bzw. noch nicht gianzlich verstandene Wirkungsmechanismen aufklaren helfen sollen.
Zu diesem Zweck sollte die Syntheseroute zu Eilatin (1) einer genauen Untersuchung
unterzogen werden, wobei grofer Wert auf die Erarbeitung der genauen
experimentellen Daten der einzelnen Reaktionsschritte gelegt wurde. Weiters stand
die Optimierung und Reproduzierbarkeit der Reaktionen und die genaue
spektroskopische Charakterisierung der einzelnen Syntheseprodukte im Mittelpunkt.
Wahrend die ersten Reaktionsschritte problemlos verliefen und befriedigende
Ausbeuten ergaben, konnte nach Anbringung der Zinngruppierung an N-BOC-Anilin
(16) das daraus hervorgehende Produkt N-BOC-2-(trimethylstannyl)anilin (18) nur
sehr schwierig gereinigt werden, was letztlich zu unbefriedigenden Ausbeuten fiihrte.
Uberdies gab es bei der Herstellung von (Trimethylstannyl)anilin (19) das Problem,
dass die Abspaltung der Schutzgruppe in der publizierten Art nicht durchfiihrbar war
und dadurch ebenso wenig die weitere Synthese von 2,2,2-Trifluor-N-[2-
(trimethylstannyl)phenyl]-acetamid (20). Daher wurde mittels Alternativroute (18)
mit  5,8-Dimethoxychinolin-4-ol triflat (16) direkt zu tert-Butyl[2-(5,8-
Dimethoxychinolin-4-yl)phenyl]carbamat (21) umgesetzt, noch dazu mit exzellenter
Ausbeute. Anschlieend wurde nach zwei weiteren Reaktionsschritten die
Trifluormethylamidgruppe (23) eingefiihrt und nach Oxidation das Chinon (24) in

guter Ausbeute zuganglich gemacht.
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Abstract

Despite the development of biologicals as drugs for the targeted and personalized
cancer therapy, small molecules still provide the backbone of most cancer therapies.
Therefore there is a constant need of new drugs with fewer side effects and
compounds giving new insights in the modes of action.

The aim of the submitted diploma thesis was a detailed investigation of the total
synthesis of Eilatin (1) describing precisely the experimental procedures and the
spectroscopical data of the intermediate compounds.

The first steps could be carried out easily and gave acceptable yields. The subsequent
coupling of the tin containing compound and N-BOC-derivative (16) suffered from the
drawback of a very difficile isolation procedure. Moreover, the preparation of the
stannan derivative (19) showed to be difficult because the cleavage of the protection
group could not be realized as it had been published. As a consequence the
subsequent 2,2,2-Trifluoro-N-[2-(trimethylstannyl)phenyl]acetamide (20) was not
accesible. Therefore an alternative route to tert-Butyl[2-(5,8-Dimethoxyquinolin-4-
yl)phenyl]carbamate (21) was developed by the reaction of 5,8-dimethoxyquinolin-
4-yl trifluoromethanesulfonate (16) and (18) via modified Stille coupling. After two
more steps the terminally trifluoromethylgroup could be fused with the compound.
Finally, the oxidation of the compound (23) resulted in corresponding quinone (24)

in good yield.
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