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1. Einleitung

1.1 Krebsentstehung

Krebs ist nach wie vor eine der haufigsten Todesursachen weltweit. Dabei
steht Darmkrebs an der Spitze der Krebserkrankungen. Nach den Daten
der Internationalen Agentur fir Krebsforschung (IARC) gab es im Jahr
2012 14.1 Millionen neue Krebserkrankungen, davon kam es zu 8.2
Millionen Todesfallen mit Krebs als Todesursache. Es gab insgesamt 32.6
Millionen Menschen, die an Krebs erkrankt waren. Der Zeitraum, in dem
bei den untersuchten Patienten Krebs diagnostiziert wurde, umfasste

insgesamt funf Jahre [1].

Im Alter Iasst die Regenerationsfahigkeit des menschlichen Kdérpers nach,
was unter anderem dazu flhrt, dass Krebserkrankungen gehauft
auftreten. Die regelmaBige Erneuerung des Gewebes ist aber flr das
Uberleben der Organismen essentiell, sie basiert auf Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Apoptose. Zwischen Zellproliferation und Apoptose
muss ein Gleichgewicht herrschen, das durch das genaue Zusammenspiel
von streng kontrollierten biologischen Prozessen entsteht. Diese Prozesse
werden u.a. durch Wachstumsfaktoren und pro-apoptotische Signalstoffe

reguliert [2].

Im Zellzyklus spielen wahrend der Replikation, der Verdopplung der DNA,
Tumorsuppressoren und Protoonkogene eine bedeutende Rolle. Diese
sorgen daftr, dass die Verdopplung der DNA korrekt verlauft. Dabei
hemmen Produkte der Tumorsupressoren das Zellwachstum und Iésen bei
Bedarf Apoptose aus, wahrend Produkte der Protoonkogene Proteine sind,

die die Entstehung der Wachstumsfaktoren fordern [3].

Kommt es zur Veranderung der oben erwdahnten Gene durch Mutation,

kdnnen Zellen entstehen, die unkontrolliert wachsen und sich vermehren.

1



Der Funktionsverlust der Tumorsuppressor-Gene und die Umwandlung von
Protoonkogenen zu Onkogenen fluhren zur malignen Transformation von

Zellen und damit zur Bildung maligner Tumore [3].

Falls die DNA-Verdopplung fehlerfrei ablauft, entstehen am Ende des
Zellzyklus zwei Tochterzellen mit identischer DNA. Sind jedoch
Genmutationen vorhanden, kann es zu unkontrolliertem Wachstum und
Vermehrung der Zellen kommen. Die Tumorsuppressor-Gene verlieren
somit ihre Funktion und Protoonkogene werden in Onkogene umge-

wandelt, was wie erwahnt zur Bildung maligner Tumore fluhrt [3].

Krebstherapie:
Krebstherapie ist eine der groBten Herausforderungen der heutigen Zeit.

Bei lokalisierten Tumoren sind operative Entfernung und Strahlentherapie
die standardmaBig angewandten Therapien. Bei Metastasen und malignen
nicht-lokalisierten Tumorarten sowie im Vorfeld einer chirurgischen
Tumor-Entfernung ist jedoch die relativ junge Tumor-Chemotherapie als
Behandlungsmethode von besonderer Bedeutung. Unter Chemotherapie
versteht man in diesem Kontext die medikamentése Behandlung von
Krebs. Die dabei eingesetzten Zytostatika sind Teil einer groBen Wirkstoff-
gruppe mit mehreren Untergruppen, sie wirken auf proliferierende Zellen

mit unterschiedlichen Angriffspunkten.

Einige wichtige Krebs-Therapeutika

e Alkylantien entfalten ihre zytotoxische Wirkung durch Alkylierung
verschiedener Zellbestandteile. Entscheidend fir ihre Wirkung sind
die Alkylierung der DNA am nukleophilen Guaninstickstoff und die
Quervernetzung innerhalb des DNA-Stranges [3,4].

e Platinverbindungen wirken &hnlich wie Alkylantien durch
Vernetzung der DNA-Strange. Bekannte Vertreter dieser Wirkstoff-
gruppe sind Cisplatin und Carboplatin [3].



¢ Antimetaboliten hemmen als ,falsche" Stoffwechselbausteine die
Synthese der DNA und RNA und wirken inhibierend auf
physiologische Vorgange. Zu den wichtigsten Antimetaboliten
gehdren Folsaureantagonisten wie Methotrexat [3,4].

e Anthracycline wurden urspringlich aus Streptomyces peucetius
isoliert und bestehen aus einem Tetracyclinringsystem, das
glykosidisch mit einem Aminozucker verknUpft ist. Durch die Inter-
kalation des planaren Moleklls in die DNA bzw. RNA wird deren
Synthese gestdort und es kommt zu Strangbrichen, die Uber eine
Hemmung der Topoisomerase II oder durch Bildung von Radikalen
zustande kommen [3,4].

e Mikrotubuli-Inhibitoren wie Colchicin und Vinca-Alkaloide sind
Verbindungen, die als Mitosehemmstoffe an das Cytoskelett-Protein
Tubulin binden und den Aufbau der Mikrotubuli, die Polymerisation
sowie die Spindelbildungen wahrend der Mitose blockieren [3,4].

e Die Gruppe der Taxane zahlt zu den relativ neuen Zytostatika, die
anders als Vinca-Alkaloide und Colchicin die Mikrotubuli stabilisieren
und die Depolymerisation verhindern [3,4].

e Neben Operationen, Strahlen- und Chemotherapie als herkdmmliche
Behandlung von Tumoren etablierte sich eine weitere biologische
Therapie, bei der monoklonale Antikérper und rekombinante

Cytokine zum Einsatz kommen.

1.2 DNA-Topoisomerasen

Topoisomerasen spielen bei der Entwindung bestimmter Chromosomen-
abschnitte eine wichtige Rolle und kommen in pro- und eukaryotischen
Zellen vor. In verschiedenen Tumorarten werden sie Uberexprimiert und
stellen somit ebenfalls einen wichtigen Angriffspunkt bei der
medikamentdsen Krebstherapie dar. Strukturelle Voraussetzungen fir die
DNA-Replikation werden durch die Topoisomerasen mittels Offnen und

WiederverknlUpfen der DNA-Strange geschaffen [4].
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In ihrem aktiven Zentrum enthalten alle DNA-Topoisomerasen einen
nukleophilen Tyrosinrest. Nach Spaltung der Phosphodiesterbindung der
DNA geht Tyrosin eine kovalente Bindung mit dem 3’- oder 5'-Ende des
gespaltenen Stranges ein. Die Rickreaktion geschieht durch nukleophilen
Angriff der OH-Gruppe des verbleibenden Endes, dadurch wird der Strang

verknUpft und die Topoisomerase von der DNA freigesetzt [5,6].

Die DNA-Topoisomerasen werden in zwei groBe Gruppen eingeteilt:

Typ-II-Topoisomerasen flihren zu einem Doppelstrangbruch, der an-

schlieBend wieder verschlossen wird. Dieser Vorgang ist von Energiezufuhr

durch Hydrolyse von ATP abhangig. Typ-I-Topoisomerasen erzeugen

dagegen Einzelstrangbriche, ohne dabei ATP zu verbrauchen [6].

Topoisomerase-I-Hemmung ist eine wichtige Strategie in der gezielten
Krebs-Chemotherapie. Der zytotoxische Effekt ist auf eine dauerhafte

Verursachung von DNA-Strangbriichen zurickzufihren.

1.3 Camptothecin als Topoisomerasehemmer

Derzeit sind Wirkstoffe aus der Familie der Camptothecine im Einsatz, die
auf dieses Enzym wirken [7]. Die Struktur von Camptothecin (CPT) wurde
1966 von M. E. Wall und M. C. Wani aufgeklart [8]. Camptothecin wird aus
Camptotheca acuminata isoliert, einem Baum, der im Suden Chinas weit
verbreitet ist [8].

Abb. 1: Camptothecin in 20S-Konfiguration
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Die Wirkstoffe der Camptothecingruppe sind sehr wirkungsvolle
Zytostatika [7,8]. Wie bereits erwahnt, blockieren sie die Topoisomerase
I. Jede Zelle enthalt ungefahr 2 Meter lange DNA, die im Zellkern verpackt
ist. Sie ist um basische Proteine, die Histone, gewickelt und eng
spiralisiert. DNA muss relaxiert werden, bevor die Transkription und
Replikation erfolgen kann. Topoisomerase I verursacht einzelne,
Topoisomerase II doppelte Strangbriiche der DNA wahrend der DNA-
Relaxation. Diese Strangbriiche werden in der Regel wieder zusammen-
gefigt [9]. In Gegenwart von Topoisomerase-Inhibitoren bleiben
Strangbriche erhalten und es kommt zur Schadigung der DNA [9]. Die
Replikation wird somit gehemmt, Transkription bleibt aus und infolge-

dessen wird die Apoptose eingeleitet [10].

Dieser Mechanismus der Apoptose, einer Form des programmierten
Zelltods, ist zum Ausschalten der Krebszellen sehr effizient, allerdings
verursacht Camptothecin (wie alle Zytostatika) viele Nebenwirkungen [3].
Es handelt sich bei dieser Verbindung um ein pentacyclisches Chinolin-
alkaloid mit einer a-Hydroxy-6-Lacton-Struktur und einem Chiralitats-
zentrum in Position 20 im Ring E (s. Abb. 1). Die S-Konfiguration hat fir
die pharmakologische Wirkung groBe Bedeutung, die enantiomere
Verbindung mit R-Konfiguration ist im Gegensatz dazu nahezu inaktiv. Das
geschlossene 0-Lacton stellt fur die Interaktion mit der Topoisomerase I

ebenfalls eine strukturelle Voraussetzung dar [11].

Im physiologischen pH-Bereich 6ffnet sich allerdings dieser Lacton-Ring (s.
Abb. 2) und die resultierende Verbindung ist wesentlich weniger wirksam
als jene in ringgeschlossener Form [9]. In der Harnblase herrscht
hingegen ein saures Milieu, dadurch kommt es im Zuge der Ausscheidung
Uber den Harn letztlich wieder zur SchlieBung des Lactonringes, wodurch
sich das Gleichgewicht in Richtung aktive Form verschiebt. Damit kann die

erhdhte Blasentoxizitat von Camptothecin-Derivaten erklart werden [12].
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Laktonform CH, Carboxylatform

Abb. 2: Camptothecin in Lactonform und Carboxylatform

AuBerdem besitzt Camptothecin eine schlechte L&slichkeit sowie eine
kurze Halbwertszeit. Aufgrund seiner geringen Stabilitat, welche auf der
genannten Hydrolyse der 0&-Lacton-Einheit im E-Ring beruht, ist
Camptothecin hinsichtlich seiner therapeutischen Verwendbarkeit stark
eingeschrankt. Topotecan und Irinotecan sind halbsynthetische Derivate
von Camptothecin mit deutlich glnstigeren pharmakokinetischen Eigen-
schaften und sie finden ihren klinischen Einsatz vor allem bei Ovarial- und

Dickdarmkarzinomen [3].

CHy

HaC—

HO

L
Topotecan / Irinotecan

Abb. 3: Topotecan und Irinotecan, therapeutisch verwendete Derivate

von Camptothecin

Beide Verbindungen weisen eine bessere Wasserloslichkeit auf und werden
als HCI-Salze intravents appliziert. Aufgrund einer verminderten Hydro-
lyseneigung des Lacton-Ringes verbessert sich die Stabilitat, und das

Gleichgewicht verschiebt sich gegeniber Camptothecin in Richtung der
6



Lactonform [11]. An Ring A und B der Leitverbindung Camptothecin
wurden strukturelle Modifikationen vorgenommen (siehe Abb. 3), um die
zytostatische Aktivitat und die physikochemischen Eigenschaften zu
verbessern. Die Pharmakokinetik beider halbsynthetischen Verbindungen
wurde gegeniber Camptothecin positiv beeinflusst, auBerdem fihrten die

strukturellen Veranderungen zur Reduktion der Toxizitat [11].

Bei Topotecan wurde in Position 10 (Alkaloid-Nummerierung) eine
phenolische Hydroxygruppe eingefihrt und an C-9 eine basisch
substituierte Seitenkette angehangt, um die Wasserldslichkeit zu erhéhen.
Irinotecan ist ein Prodrug, bei dem die OH-Gruppe an C-10 mit einer
Dipiperidylcarbonsaure verestert wurde. Der aktive Metabolit ist das 7-

Ethyl-10-hydroxyderivat, das nach Hydrolyse von Irinotecan entsteht [3].

Der Naturstoff Luotonin A (s. Abb. 4) weist strukturelle Ahnlichkeiten mit
Camptothecin auf. Die Verbindung ist nicht im klinischen Einsatz, hemmt
aber ebenfalls die Topoisomerase I. Sie stellt die Leitstruktur im Rahmen
der vorliegenden Arbeit dar und soll daher im folgenden Abschnitt

eingehender beschrieben werden.

13
12

-

Nummerierung nach IUPAC

CH;

Abb. 4: links Camptothecin, rechts Luotonin A



1.4 Luotonin A

Luotonin A ist ein zytotoxisch wirkendes Alkaloid, das im Jahr 1997 aus
den oberirdischen Teilen von Peganum nigellasterum, einer chinesischen
Pflanzengattung (auch bekannt als ,Luo-tuo-hao") aus der Familie der
Zygophyllaceae, extrahiert wurde. Diese chinesische Bezeichnung ist flr

die Namensgebung von Luotonin verantwortlich [13].

Die genannte Pflanze wurde in der traditionellen chinesischen Medizin zur
Behandlung von rheumatischen Beschwerden, Abszessen und entzind-
lichen Erkrankungen verwendet. Luotonin A ist ein Inhibitor der DNA-
Topoisomerase I und vermittelt Topoisomerase-I-abhangige Zytotoxizitat

in intakten Zellen ahnlich wie Camptothecin [12] (s. oben).

Die sechs bekannten Luotonine koénnen in drei Kategorien eingeteilt
werden: Luotonine A, B und E sind Pyrrolochinazolinochinolin-Alkaloide,
Luotonin F ist ein Chinazolin-4(3H)-on-Alkaloid, und die Luotonine C und D
sind Canthin-6-on-Alkaloide. Obwohl die biologischen Aktivitaten wvon
Luotoninen gegenlber ausgewdhlten menschlichen Krebszell-Linien
weniger potent und weniger selektiv flir Topoisomerase I im Vergleich zu
Camptothecin sind, bilden die strukturellen Ahnlichkeiten von Luotonin A,
B, E und Camptothecin eine rationale Basis, um sie als Grundlage fiur die

Entwicklung neuer Krebsmittel in Erwagung ziehen zu kdénnen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass Luotonin A in der Lage ist, den
Topoisomerase-I-DNA-Komplex auf dieselbe Art wie Camptothecin zu
stabilisieren und dass der Naturstoff demnach zytotoxische Wirkung auf
Topoisomerase-I-exprimierende Hefezellen zeigt, allerdings nur mit einem

Zehntel der Starke von Camptothecin [14].

Bei Luotonin A fehlt der CPT-typische a-Hydroxylactonring, stattdessen ist

ein Benzolring vorhanden, wdahrend die Ringe A, B und C denen von
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Camptothecin entsprechen. AuBerdem ist in Position 6 (entspricht Pos. 14
nach Alkaloid-Nummerierung) ein zusatzlicher Stickstoff vorhanden. In der
vorliegenden Diplomarbeit wird in weiterer Folge (im Gegensatz zum
friher angewandten Alkaloid-Nummerierungsschema) durchwegs die

Nummerierung der Ringpositionen nach IUPAC verwendet (s. Abb. 4).

1.5 Synthese von Luotonin A und Derivaten

Nach der Isolierung von Luotonin A aus Peganum nigellastrum wurden
etliche verschiedene Synthesewege entwickelt, um neue Derivate des
Naturstoffes zu gewinnen. Die erste Totalsynthese des Alkaloids wurde
von Ma et al. [15] beschrieben, danach wurden auch verschiedene andere
Syntheserouten fiir Luotonin A entwickelt. In einer Ubersichtsarbeit aus
dem Jahr 2011 werden all diese Synthesen gut beschrieben [16]. Auch
Zhou et al. publizierten unter anderem einen interessanten Syntheseweg
zu Luotonin A [17]. Dabei wird zunachst nach einer bekannten Vorschrift
[18] Anthranilsdureamid durch eine Kondensation mit Diethyloxalat in
einen Chinazolinon-Carbonsaureethylester umgewandelt. Nach Esterhydro-
lyse wird die Carbonsdaure in das Saurechlorid Gbergeflhrt, welches mit
Anilin in das entsprechende Anilid umgewandelt wird. Nachdem ein
Propargylrest in Position 3 des Chinazolinons eingefuhrt wird, erfolgt zum
Schluss eine intramolekulare [4+2]-Cycloadditionsreaktion unter
Einwirkung des ,Hendrickson-Reagens® [19] (Bis(triphenyl)oxodi-
phosphonium-Trifluormethansulfonat). Dadurch kommt es zur simultanen
Bildung der Ringe B und C unter Ausbildung des angestrebten penta-
cyclische Systems (s. Schema 1). Die Gesamtausbeute dieses Synthese-

weges liegt bei etwa 47% [17].



(COCH,, CH,Cly

LiCH Anilin, CH,Cly, it
THF/H,0 (3 1)
Digthyloxalat
NH, 185 186°C, 5h
/H( \/CH3
Propargylbromid PhyPO (3.0 eq.)
K,C0y LiBr, BU,NBr T6,0 (1.5 &), 0°C bis rt

Luotonin A

Schema 1: Totalsynthese von Luotonin A nach Zhou et al. [17]

Verbesserung durch Weinreb-Amidierung:

Die von Zhou et al. [17] beschriebene Hydrolyse des Chinazolinon-
carbonsaureesters zur Chinazolinoncarbonsaure und die Umwandlung des
Saurechlorids zum Anilid stellen eine betrachtliche Einschrankung des
Syntheseweges dar, da die Carbonsdaure sehr decarboxylierungs-
empfindlich ist und das Saurechlorid schlecht 16slich sowie hydrolyse-
empfindlich ist [20]. Deshalb wurde die oben skizzierte Synthese nach
Zhou et al. von unserer Arbeitsgruppe optimiert. Ein neuer Syntheseweg
wurde entwickelt [20], der bereits mehrfach zur Synthese von 2-
substituierten und 4-substituierten Derivaten von Luotonins A angewandt

wurde.

Bei dieser optimierten Methode wird der Ester direkt in ein Anilid
ubergeflihrt, wobei die schwach nukleophile Aminogruppe von Anilin bzw.
Anilin-Derivaten durch Zusatz von Trimethylaluminium in 1,2-Dichlor-
ethan-Ldésung aktiviert wird [20] (Weinreb-Methode). Die nachfolgende
Alkylierung mit Propargylbromid wurde ebenfalls modifiziert. Um die
Loslichkeit der Anilide zu verbessern, wurde anstatt eines Toluol/Wasser-
Gemisches Dimethylformid als Lésungsmittel fur das Anilid verwendet,

unter Einsatz von Kaliumcarbonat als Base flir die Umsetzung der schwach
10



sauren Edukte mit Propargylbromid [20]. Auf diese Weise konnte eine
breite Palette an Aniliden hergestellt werden, welche in der Folge als

Substrate fir die Cycloadditionsreaktion dienten.

8]
[}
il ANH, AlMe,
1.2 GH3Cl NH
e a - H FPropargylbromid / DMFF K;C 05
1
M ~ = N :: =
N
[u]
a
]
N/\%“‘CH Ph,PO/ TFO, 1t ™~ 0
H B N
N/ : =
’ \
N

0

Luotonin A

Schema 2: Verbesserte Synthese von Luotonin A unter Einsatz der
Weinreb-Amidierung [20]

Mit diesem optimierten Syntheseweg wurden erstmals einige 2- und 4-
substituierte und 1,3-symmetrisch-disubstituierte Luotonin-A-Derivate
zuganglich gemacht [20]. Nur bei meta-substituierten Aniliden entsteht
auf diesem Weg erwartungsgemaB ein Isomerengemisch aus 1- und 3-
substituierten Derivaten [20]. Die abschlieBende Zyklisierung erfolgt dabei

nach der unmodifizierten Methode von Zhou et al [17].

In unserer Gruppe wurden schlieBlich zwei zu einander komplementare
Synthesestrategien eingesetzt, um verschiedene Funktionalitaten selektiv
in Positionen 1, 2, 3 und 4 des pentacyclischen Skeletts von Luotonin A zu
positionieren. Die ,sudliche Route" [20], die durch die Weinreb-
Amidierung zu 2- oder 4-substituierten Derivaten flhrt, nutzt — wie oben
beschrieben - eine modifizierte Cycloadditionsstrategie, die zuerst von
Zhou et al. [17] fur die Totalsynthese von Camptothecin und Luotonin A

entwickelt worden war. Die ,nérdliche Route" [21] macht 1- oder 3-
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substituierte Derivate zuganglich, wobei zum Aufbau der Zwischen-
produkte eine Sonogashira-Kupplung genutzt wird. Auch bei dieser Route
wird eine intramolekulare [4+2]-Cycloaddition-Reaktion als Schllssel-
schritt angewandt, jedoch mit einer anderen Anordnung der Dien- und

Dienophil-Komponenten [21].

- h 3 K \"/\”
—_—— "=
\ /‘Y
H "southern route™
/ Jr ‘\
=]
= O
3 — I / =
i3 b W\ "northern route” /

Schema 3: Zwei orthogonale Cycloadditionswege (Retrosynthese-Schema)

zu A-Ring-substituierten Luotonin-A-Derivaten

Die 1- und 3-substituierten Carbonsaureethylester-Derivate konnten wie
erwartet erfolgreich Uber die ,ndrdliche Route"™ synthetisiert werden [21].
Das 2-substituierte Carbonsdaureethylester-Derivat wurde Uber die
»~Sudliche Route™ zuganglich gemacht [22], wobei bemerkenswerterweise
die Weinreb-Amidierung trotz der Anwesenheit einer konkurrierenden
Estergruppe im Anilin-Baustein problemlos das bendtigte Anilid-
Zwischenprodukt lieferte. Hingegen erwies es sich als Herausforderung,
Uber dieselbe ,sidliche Route™ den Ethoxycarbonyl-Rest in Position 4 (im
Ring A von Luotonin A) einzufihren. In den kirzlich publizierten
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich namlich, dass dieser
Syntheseweg nicht zum Erfolg flhrt, da das bei der Cycloaddition
verwendete Hendrickson-Reagens lediglich zu einer intramolekularen
Zyklisierung des sekundaren Amids mit dem raumlich benachbarten Ester
fiuhrt, wobei ein Benzoxazinon-Derivat anstelle des angestrebten Penta-

cyclus entsteht [22].
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0 COLEt

N/\\\ CO4Et PhsPO / THO
H
M .
8]

Schema 4: fehlgeschlagener Versuch zur Synthese von 4-Ethoxycarbonyl-

Luotonin A Uber die ,sldliche Route" [22]

1.6 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit sollte nun versucht werden,
Uber die ,nérdliche Route" das bislang noch fehlenden 4-
Carbonsaureethylester-Derivat von Luotonin A herzustellen und so die

Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe in diesem Bereich zu komplettieren.

Der ins Auge gefasste Weg unter Nutzung eines Arylpropargyl-
Zwischenproduktes mit meta-standiger Estergruppe als
Dien-Komponenten erlaubt es naturgemaB nicht, selektiv 2-substituierte
oder 4-substituierte Derivate des Grundkodrpers herzustellen. Aufgrund der
freien Drehbarkeit des Arylrestes muss hier mit der Bildung eines
Isomerengemisches gerechnet werden. Es sollte nun untersucht werden,
in welchem Verhaltnis die zu erwartenden Isomeren (2-Ester und 4-Ester)
13



resultieren und ob es mdglich ist, das Gemisch in praparativ brauchbarem

MaBstab zu trennen und somit die Zielverbindung erstmals zuganglich zu

machen.
COOE
RN o EtO0C o
N N .
—
M \ N/’
y \
M
1-Ethoxycarbonyl-Luotonin A 2 -Ethoxycarbonyl-Luotonin A
N o i
N N 1
=
Et0O0C N \ =
N \
M
COOEt N
3 -Ethoxycarbonyl-Luotonin A 4 -Ethoxycarbonyl-Luotonin A

Abb. 5: Struktur der Zielverbindung (eingerahmt)
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2. Eigene Untersuchungen

2.1 Herstellung von literaturbekannten Ausgangsverbindungen

Die ,nordliche Route* zur Synthese von Luotonin-A-Derivaten wurde von
unserer Arbeitsgruppe im Jahr 2013 publiziert [21], sie nutzt als
Schliusselschritt eine thermisch induzierte und basenkatalysierte intra-
molekulare [4+2]-Cycloadditionsreaktion eines Chinazolinoncarbonitrils mit
einer entsprechenden Arylpropargyl-Seitenkette an N-3. Als kommerziell
erhéltliches Ausgangsmaterial dient Anthranilamid, welches in mehreren
Schritten (s. unten) in 4-Oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-
carboxamid [23] umgewandelt wird, aus dem dann mittels Sonogashira-
Kupplung mit einem geeigneten Aryliodid und nachfolgender Amid-
Dehydratisierung das fur die Cycloaddition bendtigte Nitril erhalten wird

(Schema 5).

] 0] 8]
Aryliodid / N p
= g = ¥
NH, " Pd .
S —— —— —
JE—
—_— - MNH2 P NHz
MH2 M M
] 8]
o}
e 7 _.‘:;-F{ DBU, 1,2-Dichlorbenzol
M 110 °C R\\/ s 8]
N— — . | N
2l & X =z
NN N \
i N

Schema 5: Synthese von Luotonin-A-Derivaten uber die ,,ndrdliche Route” [21]

Die einzelnen Syntheseschritte bis zum literaturbekannten Propargyl-

substituierten Carboxamid sollen in der Folge ndher erlautert werden.
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Svnthese von Ethyl-4-o0x0-3.,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat aus

Anthranilamid

Anthranilamid wird mit uberschiussigem Diethyloxalat in Abwesenheit eines
Losungsmittels bei Ruckflusstemperatur (185 °C) umgesetzt, wobei die
Zugabe katalytischer Mengen Essigsaure die Kondensationsreaktion zum
Chinazolinoncarbonsaureester deutlich beschleunigt. Die Reaktion war
bereits 1962 von Baker beschrieben worden [18] und wurde spéter u.a. von
Zhou et al. [17] sowie mehrfach in unserer Arbeitsgruppe angewandt. Die
Vollstandigkeit der Reaktion sollte dabei stets mithilfe von Dunnschicht-
chromatographie uberpruft werden, da sich die Umwandlung eines offen-
kettigen Zwischenproduktes (s. Schema 6) in das Endprodukt gelegentlich
verzogern kann. Letzteres fallt als schwerldslicher Niederschlag aus dem
Reaktionsgemisch aus und wird durch einfaches Abfiltrieren und Waschen

(zuerst mit Ethanol und anschlieBend mit Diethylether) isoliert und

gereinigt.

0 OEt
0 i 0 0

0 OEt

NH, 185 °C NH, NH
— —i
0
= OFt
NH, - Et0H i - H,0 N)\n/
H
OEt 0
0

Schema 6: Herstellung des Chinazolinoncarbonsaureesters

Svnthese von 4-0x0-3.4-dihydrochinazolin-2-carboxamid und von

dessen 3-Propargyl-Derivat

Gemal einer Literaturvorschrift aus dem Jahr 1987 [24] erhalt man das
Chinazolinoncarboxamid durch Behandlung des Esters (s. oben) mit
methanolischem Ammoniak bei Raumtemperatur. In unserer Arbeitsgruppe
hat sich jedoch zuletzt die Variante nach Varadi et al. [25] besser bewahrt,
hier wird unter Verwendung von wéassrigem Ammoniak (25%) und erhohter

Reaktionstemperatur eine deutlich kiirzere Reaktionszeit bei gleich guter
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Ausbeute erzielt. Dementsprechend wurde nun das bendtigte Amid auf
letzterem Weg hergestellt. Durch den Uberschuss an Ammoniak liegt das
Produkt dabei zun&chst als Ammoniumsalz der schwach sauren
Chinazolinon-Struktur vor, aus dem die ungeladene Verbindung durch
Ansduern mit 2N HCI ausgefallt wird und einfach durch Abnutschen und

Waschen mit kaltem Ethanol gewonnen wird.

NH 25% NH,OH R

Schema 7: Herstellung des Chinazolinoncarboxamids

Fiar den geplanten Aufbau einer Arylpropargyl-Seitenkette mittels
Sonogashira-Kupplung ist zunachst die Einfuhrung eines Substituenten mit
drei C-Atomen und endstandiger Dreifachbindung erforderlich. Dieser
Propargylrest wird nach einer bekannten Vorschrift [23] selektiv an Position
3 des Saureamids geknupft. Hierfur wird bei Raumtemperatur das
Carbonsaureamid in Dimethylformamid-L6sung mit Kaliumcarbonat und
einem geringen Uberschuss an Propargylbromid behandelt. Als
Losungsmittel wird DMF deshalb gewahlt, weil es gute L6sungs-
eigenschaften fur das Carbonsaureamid besitzt und fur die vorliegende

SN2-Reaktion als aprotisch-polares Losungsmittel vorteilhaft ist.

Bei dieser Reaktion erfolgt eine Alkylierung in Position 3 durch einen
nukleophilen Angriff des deprotonierten Stickstoffatoms am reaktiven
Kohlenstoff des Propargylbromids. Nach circa 24 Stunden wird die
Vollstandigkeit der Reaktion dunnschichtchromatographisch uberpruft.
Anschlielend wird das Reaktionsgemisch mit Wasser verdinnt und das

Produkt durch Ausfallen und Abnutschen gewonnen.
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CH

Lt
K,CO, / DMF v

MNH

Schema 8: Herstellung des N-Propargyl-substituierten Chinazolinoncarboxamids

2.2 Einfuhrung eines Arylrestes mittels Sonogashira-Kupplung

Bei der Sonogashira-Kupplung handelt es sich um eine Kupplung von
endstandigem Alkin mit Arylhalogenid unter Palladium-Kupfer-Katalyse
[26]. Weiters wird ein Amin als Base verwendet. Alle in unserer
Arbeitsgruppe im Zuge der ,,nérdlichen Route“ angewandten Sonogashira-
Reakionen folgen einem &ahnlichen Protokoll. Nach einer halben Stunde
Ruhren bei Raumtemperatur kommt es in der Regel zu einer Dunkelbraun-
Schwarz-Farbung des Reaktionsgemisches, die vollstandige Umsetzung der

Reaktion wird meist nach zwei Stunden erreicht [21,27,28].

Analog zu diesem bekannten Verfahren [21] wurde nun das Propargyl-
substituierte Chinazolinoncarboxamid in einem Ldésungsmittelgemisch aus
DMF und Dichlormethan mit 3-lodbenzoesaureethylester in Gegenwart von
Cul und Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)dichlorid als Katalysatoren
sowie dem Antioxidans 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol zur Umsetzung
gebracht, wobei zuletzt die Zugabe einer Base (Triethylamin) erfolgt. Die
Reaktion wird unter Inertgas durchgefuhrt, da die katalytische Spezies sehr

oxidationsempfindlich ist.

Der Mechanismus der Reaktion lasst sich wie folgt kurz zusammenfassen:
neben der oxidativen Addition des Palladium-Atoms an das Arylhalogenid

bindet sich Kupfer an das Alkin. Daraufhin kommt es zu einer Kupplung
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zwischen dem Palladium, das nun an den Arylrest gebunden ist, und dem
Alkin, wobei Kupferhalogenid abgespalten wird und letztlich auch der

Palladium-Katalysator wieder in den Kreislauf zuruckkehrt.

Bei der Kontrolle des Reaktionsverlaufs mithilfe der DC zeigte sich nun in
der Tat, dass nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden kein Alkin-Edukt
mehr nachweisbar ist und daflur eine neue, apolarere Verbindung
entstanden ist. Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch saulen-
chromatographisch getrennt, wobei einerseits der Uberschussige 3-lod-
benzoesaureethylester (als sehr apolare Komponente) und andererseits
polare Zersetzungsprodukte entfernt werden. Das in 53% Ausbeute isolierte
Kupplungsprodukt (1) wird nach Umkristallisation aus Ethanol in Form
farbloser Nadeln erhalten. Der erfolgreiche Verlauf der Sonogashira-
Kupplung mit 3-lodbenzoesaureethylester und damit die Struktur der neu
synthetisierten Verbindung konnten durch spektroskopische Unter-

suchungen bestatigt werden:

Im El-Massenspektrum von Verbindung 1 ist der erwartete Molekulionen-
peak bei m/z = 375 zu sehen. Die Summenformel wird weiters durch ein

hochaufgeldstes ESI-Massenspektrum bestatigt.

9]
4.30 ppm
164.9 ppm /\
i ]
CHs
81.8 ppm
glage / \ 1.31 ppm

N 85.7 ppm \—
N"'/ N\ H g24 ppm
163.9 ppm H

8.57 ppm
o

Abb. 6: charakteristische *H-NMR- (blau) und *C-NMR-Signale (rot) von 1
19



Die erfolgreiche Verknupfung der beiden Bausteine konnte auch durch 3C-
NMR bestéatigt werden. Das Carboxyl-C des Esters zeigt ein Signal bei 164.9
ppm, bei 163.3 ppm erscheint das Amid-C. Im 3C-NMR-Spektrum sind die
Alkin-Signale des Propargylrestes bei 85.7 ppm sowie 81.8 ppm zu sehen,
die NCH2>-Gruppe erscheint bei 33.7 ppm. Die Protonen der Ethoxygruppe
liefern im 'H-NMR-Spektrum erwartungsgemaf ein Triplett bei 1.31 ppm
sowie ein Quartett bei 4.30 ppm. AuBerdem erscheinen im H-NMR-
Spektrum unter anderem auch zwei separate Singuletts fur die beiden

nicht-aquivalenten Amid-NH-Protonen bei 8.57 ppm und 8.24 ppm.

2.3 Amid-Dehydratisierung zum Nitril

Im nachsten Schritt sollte nun versucht werden, durch Wasserabspaltung
die Carbonsdureamid-Gruppe in das bendétigte Dienophil in Form einer Nitril-
Funktion umzuwandeln, welche fur den Ringschluss mittels intramolekularer
Diels-Alder-Reaktion essentiell ist [21]. Eine Kombination aus Trifluoracet-
anhydrid und Triethylamin in trockenem Dichlormethan hat sich far
derartige Schritte bewéahrt [21,28] und wurde deshalb auch hier
angewendet. Da es sich um eine stark exotherme Reaktion handelt, muss
unter Eiskihlung gearbeitet werden. Die vollstandige Umsetzung des Amids
wird tatséchlich bereits nach einer Stunde Ruhren unter Eiskihlung durch
eine DC-Kontrolle bestatigt. Das Uberschussige Anhydrid wird vorsichtig mit
Eis zerstort, das gewunschte Nitril (2) lasst sich problemlos mit Dichlor-
methan extrahieren. Wie schon fruher bei analogen Dehydratisierungs-
reaktionen beobachtet [29], kommt es auch hier zur Bildung einer
Verunreinigung mit hdherem Rs-Wert, die mithilfe der Sdulenchromatografie
abgetrennt werden kann. Nach Umkristallisation aus Ethanol wird das
Produkt (2) mit einer Ausbeute von 73% gewonnen. Durch spektro-
skopische Untersuchungen konnte die erfolgreiche Umwandlung von
Carboxamid 1 zum Nitril 2 bestatigt werden. Im EIl-Massenspektrum
erscheint der zu erwartende Molekilionenpeak bei m/z = 357, eine weitere

Bestatigung liefert auch hier das hochaufgeldoste ESI-Massenspektrum.
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COOEt

Abb. 7: 3C-NMR-Signal des Nitril-Kohlenstoffatoms in Verbindung 2

Die im Fall von 1 beobachteten Amid-NH-Signale sind im *H-NMR-Spektrum
von 2 verschwunden. Das Signal der Amid C=0-Funktionalitat im *3C-NMR-
Spektrum, das man beim Carboxamid 1 sehen konnte, ist hier nicht
vorhanden. Dafir erscheint im 3C-NMR-Spektrum von 2 nun das Signal des

Nitril-Kohlenstoffs bei 111.4 ppm.

Die eindeutige Bestatigung der Struktur sowie die vollstandige Zuordnung
der H- und 3C-NMR-Signale wurde mithilfe der Kombination von HSQC-,
HMBC-, COSY- und NOESY-Experimenten ermoglicht.

2.4 Cycloadditionsreaktion zur Zielverbindung

Im nachsten Reaktionsschritt sollten nun mithilfe einer basenkatalysierten,
thermisch unterstitzten Cycloadditionsreaktion, welche in friheren
Synthesen unserer Arbeitsgruppe erfolgreich eingesetzt worden war [21],
die Ringe B und C des Pentacyclus gebildet werden. Dazu wurde das Nitril
2 in 1,2-Dichlorbenzol-Losung unter Einwirkung katalytischer Mengen der
Base DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en) in einem geschlossenen
Gefal unter Inertgas auf 110 °C erhitzt. Bei diesem Schritt handelt es sich
um eine intramolekulare Aza-Diels-Alder-Reaktion, bei der die Nitrilgruppe
als Dienophil dient und ein Aryl-Allen, eine durch basenkatalysierte

Umlagerung aus dem Arylalkin resultierende Zwischenverbindung (s.
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Schema 8), als Dien fungiert. Die Umwandlung des Eduktes 2 zum
Ethoxycarbonyl-substituierten Luotonin A geschieht, wie sich nun zeigte,
relativ schnell. Bereits 20 Minuten nach Beginn der Reaktion ist eine
deutliche Tribung der Reaktionslésung zu beobachten. Nach zwei Stunden
bei 110 °C im geschlossenen Gefal} ist die Umsetzung vollstandig (DC-
Kontrolle) und ein Niederschlag bildet sich. Das Dunnschicht-
chromatogramm zeigt das vollige Fehlen des Eduktes (2) sowie das
Auftreten zweier neuer Flecken mit niedrigerem Rg-Wert, die durch ihre
intensive blaue Fluoreszenz auffallen. Durch Abkuhlen und Verdinnen des
Reaktionsgemisches mit Ether wird die Fallung unterstitzt. Die Gewinnung
des Produktes (3) erfolgt durch Abnutschen und Umkristallisation aus

Ethanol mit einer Ausbeute von 72%.

Dieses Endprodukt der Reaktion ist erwartungsgemal ein Isomerengemisch
aus 2-Ethoxycarbonyl-Luotonin A und 4-Ethoxycarbonyl-Luotonin A (s.
Schema 9), das Mischungsverhéltnis betragt gemalR 'H-NMR-Analyse des
Rohproduktes (vor der Umkristallisation) ungefahr 1:1 (s. Abb. 8).
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Schema 9: Cycloadditionsreaktion von Verbindung 2 zu den beiden isomeren

Reaktionsprodukten 3a und 3b

Da die Verbindung 2-Ethoxycarbonyl-Luotonin A (3b) bereits in der
Vergangenheit in unserer Arbeitsgruppe synthetisiert worden war [22],
bestand die Herausforderung nun darin, die beiden Isomeren zu trennen,
um das angestrebte 4-Ethoxycarbonyl-Luotonin A (3a) in reiner Form zu

gewinnen.
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RC3 (4-Ester) + MAS (2-Ester), Rohgemisch 1H / CDCI3

_-539
538
_-535
535
466
~ 464
462
461
452
~ 450
_-4.48
446

Jf S S

3b 3a 3a 3b

2.06—

8
1.97-

-— 77—
5560 545 540 535 530 525 520 515 510 505 500 495 490 485 480 475 470 465 460 455 450 445
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Abb. 8: Ausschnitt aus dem H-NMR-Spektrum des rohen Isomerengemisches
von 3a und 3b (Signale der 13-CH»,-Gruppe bei ca. 5.35-5.40 ppm und jene der
OCH2-Gruppe bei 4.50-4.65 ppm)

2.5 Versuche zur Isomerentrennung

Fur die beabsichtigte Trennung der beiden isomeren Ester 3a und 3b
wurden verschiedene Mdglichkeiten in Betracht gezogen. Zuerst wurde
versucht, durch fraktionierte Umkristallisation die Verbindungen zu
trennen. Dabei zeigte sich, dass sich das Produktgemisch zwar sehr gut aus
Ethanol umkristallisieren lasst, das Mischungsverhaltnis im Kristallisat aber
weitgehend unverandert bleibt (*H-NMR-Analyse). Auch orientierende

Versuche mit anderen Losungsmitteln brachten &hnliche Ergebnisse.

In der Folge wurde deshalb untersucht, ob die unterschiedliche sterische

Umgebung der Estergruppen in 3a und 3b fiur eine selektive Esterhydrolyse
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des 2-Esters (3b) genutzt werden kann. Im Erfolgsfall lieRe sich der
verbleibende Ester 3a von der aus 3b resultierenden Carbonsaure leicht
mittels Extraktion aus alkalischem Medium isolieren. Ein entsprechender
Versuch bei Raumtemperatur unter Verwendung von wéassrigem Lithium-
hydroxid im Gemisch mit Tetrahydrofuran als Loésungsmittel zeigte
allerdings, dass die beiden DC-Flecken von 3a und 3b mit annahernd
gleicher Geschwindigkeit in ihrer Intensitat abnehmen, sodass auch dieser

Trennungsversuch nicht zum Erfolg fuhrte.

Letztlich gelang es hingegen, das unterschiedliche chromatographische
Laufverhalten von 3a und 3b fur eine praparative Trennung zu nutzen.
Mittels Saulenchromatographie an Kieselgel 60 unter Anwendung eines
FlieBmittelgradienten von reinem Dichlormethan zu einem Gemisch
CH2Cl>/Ethylacetat (4+1) wird zunachst die apolarere Verbindung 3b
erhalten, danach erfolgt die Elution von 3a. Eine allfallige Mischfraktion
kann durch nochmalige Trennung auf einer weiteren S&ule vollstandig in die
beiden Komponenten aufgetrennt werden. Anschlielendes Umkristallisieren
aus Ethanol liefert die Zielverbindung 3a sowie den isomeren Ester 3b

jeweils in analysenreiner Form.

Im Massenspektrum der Zielstruktur ist wie erwartet der Molekilionenpeak

bei m/z = 357 zu sehen. AuRerdem wird die Summenformel mittels HRMS

bestéatigt.
5.37 ppm
AN 0
N
=
: \
COOEt N

Abb. 9: charakteristische *H-NMR-Signallage der 13-Methylengruppe in 3a
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Neben den massenspektrometrischen Daten wird die Struktur des neuen 4-
substituierten Luotonin-A-Derivates durch *H-NMR- und 13C-NMR-Spektren
bestatigt. Es treten charakteristische Veranderungen im Vergleich zu den
Signalen des Eduktes (2) auf. In den 3C-NMR-Spektren fehlt das Signal des
Nitrils bei 111.4 ppm, welches als ein wichtiger Hinweis auf die erfolgreiche
Cyclisierung betrachtet werden kann. Im *H-NMR-Spektrum ist ein Singulett
bei 5.37 ppm der Methylengruppe in Position 13 zu sehen, diese chemische
Verschiebung ist fur Verbindungen dieses Typs charakteristisch. Mithilfe der
Kombination von NOESY- und COSY-Spektren konnten samtliche
Protonensignale zugeordnet werden, eine ebenso vollstandige Zuordnung
aller 13C-NMR-Signale gelang mittels APT, HSQC und HMBC-Experimenten.

2.6 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde somit erfolgreich erstmals
ein Derivat des Alkaloids Luotonin A mit einer Ethoxycarbonyl-Funktion in
Position 4 des A-Ringes in guter Gesamtausbeute synthetisiert, isoliert und
charakterisiert. Die Zielverbindung 3a stellt das letzte in der Arbeits-
gruppen-Substanzbibliothek noch fehlende Positionsisomere mit einer
Estergruppe an Ring A dar und war trotz mehrfacher Versuche bis jetzt
unzuganglich geblieben. Die Verbindung soll in weiterer Folge in vitro
hinsichtlich ihrer wachstumshemmenden Aktivitat gegenuber Krebszellen
getestet werden, wobei der Vergleich mit den bisher bereits vorhandenen
Analoga interessante Einblicke in die Struktur-Aktivitats-Beziehungen

gewéhren sollte.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Gerate und Materialien

Chromatographie

DC

Flr Identitatsprifungen und Kontrollen der Reaktionsvollstandigkeit
wurden DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 Kieselgel 60 der

Fa. Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte mittels einer
Camag-UV-Lampe unter UV2s4 via Fluoreszensminderung sowie unter
UV3es via Eigenfluoreszenz.

SC

Far die Saulenchromatographie wurde als Sorbens Kieselgel 60 (0.063-
0.200 mm) der Fa. Merck verwendet. Die Detektion erfolgte

diskontinuierlich mittels Tupfeln auf KGF2s4-Folien.

Spektroskopie

MS

EI-Massenspektren (70 eV) wurden am Department flir Pharmazeutische
Chemie der Universitat Wien auf einem Shimadzu QP5050A DI50
Massenspektrometer gemessen.

HRMS

Hochauflésende ESI-Massenspektren wurden am Department flr
Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien auf einem Bruker maXis HD
gemessen.

NMR

Alle 'H-NMR-Spektren (400 MHz) und !3C-NMR-Spektren (100 MHz)
wurden auf einem Bruker Avance III 400 Spektrometer gemessen, die
Referenzierung (0-Werte in ppm bezogen auf TMS) erfolgte mittels

undeuterierter Anteile des jeweils verwendeten Loésungsmittels.
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Schmelzpunkte

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Kofler-Heiztischmikroskop der Fa.
Leica ermittelt.

Reagenzien und Losungsmittel

Die Reagenzien und Lésungen wurden in ,reinst® Qualitat verwendet und

von den Firmen Sigma-Aldrich und VWR bezogen.
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3.2 Arbeitsvorschriften

Ethyl-4-o0x0-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat [17,18]

[u] O\\/CHS
g I g
NH; 0 P
@\/LL u] Chy Cﬁkm"'
» - o CHj
NH, N .
0

In Anlehnung an die in Lit. [17] beschriebene Methode werden in einem
100 ml Rundkolben 6.80 g (50 mmol) Anthranilsaureamid und 50 ml

Oxalsaurediethylester vermischt, danach wird 1 ml konzentrierte
Essigsaure zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h unter Rulckfluss
erhitzt. Mittels Dunnschichtchromatographie (CH>Cl./MeOH, 9+1) wird die
Vollstandigkeit der Reaktion Uberpriuft.

Nachdem das Reaktionsgemisch abgeklhlt ist, wird der gebildete
Niederschlag abgenutscht, mit EtOH gewaschen und danach in 50 ml
Diethylether resuspendiert. Nach 30 min Rihren wird abermals
abgenutscht, mit EtOH und Ether gewaschen und im Vakuumexsikkator

bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Ausbeute: 8.68 g (80%) (Lit. [17]: 81%)
Summenformel: C11H1oN20s3

Molekulargewicht: 218.21

Schmelzpunkt: 184-185 °C (Lit. [18]: 179-180 °C)
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4-0x0-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid [24,25]

MH 25% NH,OH

o CH o
Nf)\ﬂ/ I ,)\H/NHQ
N

0

In einem 100 ml Rundkolben werden 4.0 g (18.35 mmol) des Chin-
azolinoncarbonsaureesters entsprechend dem in Lit. [25] beschriebenen
Verfahren mit 20 ml 25% wassriger Ammoniak-Lésung 2 h auf eine
Badtemperatur von 70 °C erhitzt (DC-Kontrolle: CH.Cl,/MeOH, 9+1).
Danach wird das Gemisch abgekihlt und Uber Nacht im Kuihlschrank
aufbewahrt. AnschlieBend werden 30 ml Wasser zugesetzt und der Ansatz
wird 10 min bei Raumtemperatur gertuhrt. Nachdem sich der Feststoff
vollstandig geldést hat, wird das Reaktionsgemisch in ein Becherglas
ubergeflihrt und unter Eisklhlung mit 2N HCI unter pH-Wert-Kontrolle
angesauert. Es bildet sich ein weiBer Niederschlag, der abgenutscht und
mit viel Wasser gewaschen wird, bis die Waschfllissigkeit neutralreagiert.

Die Trocknung erfolgt im Vakuumexsikkator.

Ausbeute: 3.219 g (93%) (Lit. [25]: 98%)
Summenformel: CoH7N302

Molekulargewicht: 189.17

Schmelzpunkt: 225-226 °C (Lit. [25]: 231-233 °C)
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4-0Ox0-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid [23]

0 B"/\Q?CH 0

— AT
KoCO4 { DMF o

GemaB Lit. [23] werden 0.946 g (5 mmol) 4-Oxo0-3,4-dihydrochinazolin-2-
carboxamid in 15 ml Dimethylformid unter Rihren geldst. Danach werden
nacheinander 0.830 g (6 mmol) KxCOs und 0.892 g (6 mmol)
Propargylbromidlésung (80% in Toluol) zugesetzt. Bei Raumtemperatur
wird das Reaktionsgemisch in einem geschlossenen GefaB 24 h gerlhrt.
Das Reaktionsende wird mittels DC-Kontrolle (CH2Cl>/MeOH, 9+1)
festgestellt.

Unter Eisktihlung wird das Reaktionsgemisch in 50 ml Wasser gegossen,
wobei das Produkt als hellbrauner Niederschlag ausfallt. Dieser wird nach
20 min Ruhren im Eisbad abgenutscht, mit Wasser gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.98 g (87%; Lit. [23]: 75%)
Summenformel: Ci2H9N302

Molekulargewicht: 227.22

Schmelzpunkt: 203-205 °C (Lit. [23]: 203-205 °C)
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Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yDprop-1-in-1-
yl]benzoat (1)

COOQEt
COOEt

I /@ O
o | N T
p g
NH i N/)\’_(NH2

N
~ 2
M

0 0

In einem 50 ml Zweihalsrundkolben werden 227 mg (1 mmol) 4-Oxo-3-
(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid in 1 ml Dimethyl-
formamid suspendiert. Es werden 15 ml trockenes CH>Cl; hinzugefugt und
das Gemisch wird 10 min bei Raumtemperatur gertuhrt. Danach werden
nacheinander 414 mg (1.5 mmol) 3-Iodbenzoesaureethylester, 55 mg
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 38 mg Cul, 70 mg Pd(PPh3)2Cl> und 243
mg frisch destilliertes Triethylamin zugesetzt und nach grindlichem
Spllen der Suspension mit trockenem Argon in einem geschlossenen
GefaB 2 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es kommt rasch zu einer
charakteristischen Dunkelfarbung des Gemischs, die Reaktionskontrolle
erfolgt mittels DC (CHCIl>/EtOAc, 4+1).

AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch durch ein Faltenfilter filtriert und
der Filterruckstand mit CH>Cl> nachgewaschen. Das Filtrat wird zweimal
mit 0.5N HCI ausgeschuttelt und mit gesattigter NaCl-Loésung neutral
gewaschen. Nach der Trocknung uUber Na S04 wird das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rulckstand wird in wenig CH2Cl;
aufgenommen und auf eine Kieselgel-Saule (3 x 10 cm) aufgebracht.
Zunachst wird mit CH2Cl> eluiert, bis der Uberschuss an 3-Iodbenzoe-
saureethylester entfernt ist (DC-Kontrolle), danach wird das FlieBmittel
auf CH2Cl>/EtOAc (3+2) gewechselt. Die gesammelten Fraktionen mit dem
Produkt (1) werden eingedampft und im Vakuum getrocknet. Durch

Umkristallisation aus wenig EtOH erhalt man farblose Nadeln.
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Ausbeute: 0.198 g (53%)
Summenformel: C21H17N304
Molekulargewicht: 375.38
Schmelzpunkt: 168-169 °C

MS (Tafel 1): m/z (rel. Int.) = 376 (27%), 375 (M*, 100), 332 (19), 258
(25), 159 (22), 129 (22), 114 (20), 113 (20), 102 (25)

HRMS:

[M+Na]*

Berechnet: 398.1111

Gefunden: 398.1116

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 2) & 8.57 (s, 1H, NH), 8.24 (s, 1H,
NH), 8.22 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H, 5-H), 7.98-7.88 (m, 3H, 7-H, Phenyl
2'-H, 6'-H), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 8-H), 7.69 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H,
Phenyl 4'-H), 7.65 (ddd, J = 8.2, 7.3, 1.1 Hz, 1H, 6-H), 7.52 (td, J = 7.7,
1.1 Hz, 1H, Phenyl 5'-H), 5.31 (s, 2H, NCH>), 4.30 (g, J = 7.1 Hz, 2H,
OCH>), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 3) 8 164.9 (Ester C=0), 163.3
(Amid C=0), 160.0 (4-C), 148.9 (2-C), 145.9 (8a-C), 135.9 (Phenyl 4'-C),
135.2 (7-C), 131.8 (Phenyl 2'-C), 130.3 (Phenyl 1'-C), 129.3 (Phenyl 6'-C,
5'-C), 128.3 (6-C), 127.6 (8-C), 126.5 (5-C), 122.2 (Phenyl 3'-C), 120.9
(4a-C), 85.7 (Propargyl 2-C), 81.8 (Propargyl 1-C), 61.1 (OCHz), 33.7
(NCHz), 14.1 (CH3)

33



Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yDprop-1-in-1-
yl]lbenzoat (2)

/Jﬁ“/NHZ -
N
o
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In einem ausgeheizten 25 ml Rundkolben werden 112 mg (0.3 mmol)
Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat
(1) in 2 ml trockenem CHCIl> suspendiert. Danach werden unter Eis-
kihlung 2 ml Triethylamin zugegeben, anschlieBend wird tropfenweise 1
ml Trifluoracetanhydrid zugesetzt und das Gemisch wird 1 h bei Raum-
temperatur gerihrt. Nach DC-Kontrolle (CH2Cl>) wird die Reaktionslésung
langsam auf Eis getropft (ca 20 ml) und weitere 30 min gerihrt. Die zwei
Phasen werden im Scheidetrichter getrennt. AnschlieBend wird die
wassrige Phase mit 3 x 20 ml CHxCl, extrahiert Die vereinigten
organischen Phasen werden nacheinander mit 0.5 N HCI, Wasser, 10%
NaHCOs-Lésung und abermals Wasser gewaschen. Die Losung wird Uber
Na>S0O4 getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht.

Nach Umkristallisation aus EtOH erhalt man farblose, sehr feine Kristalle.

Ausbeute: 77 mg (73%)

Summenformel: C1His5N303
Molekulargewicht: 357.38
Schmelzpunkt: 141-143 °C

MS (Tafel 10): m/z (rel. Int.) = 357 (M*, 57%), 284 (45), 187 (45), 159
(92), 114 (98), 113 (100), 102 (70), 88 (53), 77 (56), 63 (84)
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HRMS:

[M+Na]*

Berechnet: 380.1006

Gefunden: 380.1010

1H-NMR (400 MHz, CDCls; Tafel 11) 5 8.37 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 5-
H), 8.11 (t, J = 1.5 Hz, 1H, Phenyl 2'-H), 8.00 (dt, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H,
Phenyl 6'-H), 7.87 (ddd, J = 8.4, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 7-H), 7.84-7.80 (m,
1H, 8-H), 7.67 (ddd, J = 8.2, 7.0, 1.4 Hz, 1H, 6-H), 7.63 (dt, J = 7.7, 1.4
Hz, 1H, Phenyl 4'-H), 7.38 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Phenyl 5'-H), 5.31 (s, 2H,
NCH.), 4.36 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCHy), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs)

13C-NMR (100 MHz, CDClI3; Tafel 12) & 165.8 (Ester C=0), 159.3 (4-C),
146.4 (8a-C), 136.2 (Phenyl 4'-C), 135.5 (7-C), 133.2 (Phenyl 2'-C),
131.0 (2-C, Phenyl 1'-C), 130.4 (6-C), 130.2 (Phenyl 6'-C), 128.8 (8-C),
128.6 (Phenyl 5'-C), 127.5 (5-C), 122.8 (4a-C), 122.1 (Phenyl 3'-C),
111.4 (Nitril-C), 84.9 (Propargyl 1-C), 82.1 (Propargyl 2-C), 61.4 (OCHy),
35.9 (NCH2), 14.4 (CHs)
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Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino[2’,3":3,4]pyrrolo[2,1-b]-
chinazolin-4-carboxylat (3a) und Ethyl-11-o0x0-11,13-dihydro-
chinolino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-2-carboxylat (3b)

COOEt

Q:E
N
COOEt
DBU
& +
X N
E100C =8 .
N
—
N \
N

In einer Pyrex-Schraubeprouvette werden 50 mg (0.14 mmol) Ethyl-3[3-
(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yllbenzoat (2) in 4 ml
1,2-Dichlorbenzol gelést. Danach wird die Lédsung mit Argon grundlich
gespult und mit 0.1 ml einer 0.1 M L6ésung von DBU in 1,2-Dichlorbenzol
versetzt. Die Eprouvette wird verschlossen und im Olbad 2 h auf 110 °C
erhitzt. Bereits nach ca. 20 min farbt sich die Reaktionslésung leicht gelb
und zeigt eine deutliche Tribung. Nach dem Reaktionsende (2 h; DC-
Kontrolle: CH.Cly/EtOAc, 4+1) wird abgeklhlt, dabei vermehrt sich der
Niederschlag und die Ausfallung wird durch Zusatz von 10 ml Ether
vervollstandigt. Das Reaktionsgemisch wird mehrere Stunden im
Kihlschrank aufbewahrt. Nach dem Abnutschen der Kristalle und
Umkristallisation aus Ethanol erhdlt man 36 mg (72%) eines nahezu
farblosen Produktes, welches aus den beiden Isomeren 3a und 3b besteht
(3a: 3b =1 : 1.05 gemaB H-NMR-Analyse des rohen Gemisches; vgl.
Tafel 29).
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Saulenchromatographische Isomerentrennung: daflir wurden 100 mg

eines Gemisches! der beiden Ester auf eine Kieselgel-Saule (3 x 10 cm)
aufgebracht und zunachst mit reinem CHCl; eluiert. Die erste Fraktion
enthielt 66 mg 2-Ethoxycarbonyl-Luotonin A (3b). Danach erfolgte ein
Wechsel des FlieBmittels zu CH.Cl,/EtOAc (4+1) und es wurden 34 mg 4-
Ethoxycarbonyl-Luotonin A (3a) eluiert. Umkristallisation aus EtOH liefert

die Zielverbindung 3a als farblose Kristalle, Schmelzintervall 266-269 °C.
MS (Tafel 18): m/z (rel. Int.) = 357 (M*, 13%), 312 (10), 286 (22), 285
(100), 284 (22), 229 (12), 156 (12), 142 (15), 128 (15), 114 (12), 102

(13), 77 (23), 76 (21), 63 (14)

HRMS:

[M+Na]*

Berechnet: 380.1006

Gefunden: 380.1005

1H-NMR (400 MHz, CDCls; Tafel 19) & 8.49 (s, 1H, 14-H), 8.43 (dd, J =
7.9, 1.2 Hz, 1H, 10-H), 8.23 (dd, J = 7.1, 1.4 Hz, 1H, 3-H), 8.12-8.03
(m, 2H, 1-H, 7-H), 7.86 (ddd, J = 8.3, 7.1, 1.6 Hz, 1H, 8-H), 7.73 (dd, J
= 8.2, 7.2 Hz, 1H, 2-H), 7.63-7.55 (m, 1H, 9-H), 5.37 (d, J = 0.9 Hz, 2H,
13-CH.), 4.63 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCHz), 1.55 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs)

13C-NMR (100 MHz, CDCls; Tafel 20) & 167.0 (Ester C=0), 160.8 (11-C),
152.2 (5a-C, 5b-C), 149.4 (6a-C), 146.8 (4a-C), 134.7 (8-C), 132.8 (4-
C), 132.2 (3-C), 132.0 (14-C), 131.6 (1-C), 130.2 (13a-C), 129.1 (7-C),
128.8 (14a-C), 127.7 (9-C), 127.6 (2-C), 126.5 (10-C), 121.4 (10a-C),
62.0 (OCHy), 47.3 (13-C), 14.5 (CHs)

1 Bei diesem Material handelte es sich nicht um das originale Reaktionsgemisch, sondern um ein vereinigtes
Isomerengemisch aus verschiedenen Ansatzen, an dem bereits einige Versuche zur Trennung unternommen
worden waren. Dementsprechend stimmen die isolierten Ausbeuten an 3a und 3b nicht mit dem urspriing-
lichen Mischungsverhiltnis gemiR *H-NMR-Analyse (iberein.
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Tafel 1: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)




RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yllbenzoate 1H / DMSO
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RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]benzoate HSQC / DMSO
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Tafel 4: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)
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RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]lbenzoate HSQC / DMSO
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Tafel 5: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)
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RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]Jbenzoate HMBC / DMSO
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Tafel 6: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)
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RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yllbenzoate HMBC / DMSO
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Tafel 7: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)

f1 (ppm)



RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]lbenzoate COSY / IMSO
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Tafel 8: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)
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RC1; Ethyl 3-[3-(2-carbamoyl-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]benzoate NOESY / DMSO
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Tafel 9: Ethyl-3-[3-(2-carbamoyl-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (1)
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Tafel 10: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)
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Tafel 11



RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]lbenzoate C13APT / CDCI3
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Tafel 12: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)



RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]lbenzoate HSQC / CDCI3
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Tafel 13: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)
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RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]benzoate HMBC / CDCI3

NIy

— -
— - - L
COOEt
O
N
= —
N N
ﬁ\\\ N
= - . b o .
—_— o
—— - e - b -
— - -~ . ]
— - - - .
= - ’
— - —_—
1 1 1 T L T T T T T T T T L} L} L} T L} Ll 1 L
8.4 82 80 7.8 76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 5.4 52 50 48 46 4.4

f2 (ppm)

Tafel 14: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)
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RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]benzoate HMBC / CDCI3
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Tafel 15: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)

1 (ppm)



RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yl]benzoate COSY / CDCI3
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Tafel 16: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)
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RC2; Ethyl 3-[3-(2-cyano-4-oxoquinazolin-3(4H)-yl)prop-1-yn-1-yllbenzoate NOESY / CDCI3
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Tafel 17: Ethyl-3-[3-(2-cyano-4-oxochinazolin-3(4H)-yl)prop-1-in-1-yl]benzoat (2)

1 (ppm)
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Tafel 18: Ethyl-11-o0x0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)




RC3; Ethyl 11-oxo-11,13-dihydroquinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazoline-4-carboxylate 1H / CDCI3
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Tafel 19: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino [2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-ox0-11,13-dihydroquinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazoline-4-carboxylate C13APT / CDCI3
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Tafel 20: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino [2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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Tafel 21: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino [2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-ox0-11,13-dihydroquinolino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazoline-4-carboxylate HSQC / CDCI3
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Tafel 22: Ethyl-11-0x0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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Tafel 23: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-oxo-11,13-dihydroquinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazgline-4-carboxylate HMBC / CDCI3
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Tafel 24: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino[2,3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-oxo-11,13-dihydroquinolino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-blquinazoline-4-carboxylate COSY / CDCI3
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Tafel 25: Ethyl-11-0x0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-oxo-11,13-dihydroquinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazoline-4-carboxylate COSY / CDCI3
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Tafel 26: Ethyl-11-ox0-11,13-dihydrochinolino[2,3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)

1 (ppm)
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Tafel 27: Ethyl-11-oxo0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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RC3; Ethyl 11-ox0-11,13-dihydroquinolino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]lquinazoline-4-carboxylate NOESY / CDCI3
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Tafel 28: Ethyl-11-oxo0-11,13-dihydrochinolino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-4-carboxylat (3a)
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Tafel 29:






Zusammenfassung

Im Rahmen eines Projektes zur Auffindung neuer Antitumor-Wirkstoffe
konnte mit der vorliegenden Diplomarbeit ein Beitrag in Form der
Synthese eines bisher unbekannten Luotonin-A-Derivates geleistet
werden. Bei der Zielverbindung handelt es sich um ein Derivat des
genannten Alkaloids mit einer Carbonsaureethylester-Funktion in Position
4 im Ring A. Luotonin A ist ein zytotoxisch wirksamer Naturstoff mit
Hemmwirkung auf die Topoisomerase | und dient seit einiger Zeit als
Leitstruktur fur die Entwicklung neuer potentieller Antitumor-Wirkstoffe.
Die nunmehr erfolgreich in sechs Schritten aus kommerziell erhéltlichen
Vorstufen synthetisierte Verbindung ,,4-Ethoxycarbonyl-Luotonin A* stellt
das letzte in der Arbeitsgruppen-Substanzbibliothek noch fehlende
Positionsisomer mit einer Estergruppe an Ring A dar und war trotz

mehrfacher Versuche bis jetzt unzuganglich geblieben.

Die Schlusselschritte der angewandten ,,nérdlichen* Syntheseroute waren
Sonogashira-Kupplung, Amid-Dehydratisierung sowie eine intramolekulare
[4+2]-Cycloadditionsreaktion. Die gewahlte ,nordliche Route” ermdglicht
grundsatzlich zwar nur eine selektive Darstellung von 1- oder 3-sub-
stituierten Derivaten von Luotonin A, diese Limitierung wurde hier aber
bewusst in Kauf genommen. Bei Verwendung meta-substituierter Aryl-
Bausteine kommt es erwartungsgemal aufgrund der Drehbarkeit des
Arylrestes zur Bildung eines Isomerengemisches aus 2- und 4-sub-
stituierten Produkten. Im gegenstandlichen Fall erwies sich diese Route
aber trotzdem als zielfiUhrend, da die einzelnen Schritte durchwegs gute
Ausbeuten liefern und das finale Isomerengemisch erfolgreich mittels

Saulenchromatographie getrennt werden konnte.

Der so erhaltene 4-Carbonsaureethylester wurde, ebenso wie alle
Zwischenprodukte, mittels spektroskopischer Methoden vollstandig
charakterisiert und soll in nachster Zeit auf seine zytostatische Aktivitat

getestet werden.






