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1 EINLEITUNG

1.1 STRUKTUR UND FUNKTION VON DNA-TOPOISOMERASEN

DNA-Topoisomerasen sind ubiquitar vorkommende und essenzielle Enzyme, die in der
Lage sind, die Topologie der DNA zu verandern. Dies ist notwendig, da die DNA, die bei
Saugetieren in extendierter Form ca. 2 Meter lang ist, einerseits stark kompaktiert sein
muss, um im ca. 10t m3 fassenden Zellkern Platz zu haben, und andererseits im Zuge der
Nutzung der Erbinformation frei zuganglich sein muss. In der Realisierung ihrer
Matrizenfunktion muss die als Helix vorliegende doppelstrangige DNA zunéachst lokal in
die beiden Einzelstrange aufgetrennt und entwunden werden, damit DNA-Polymerasen
im Zuge der Replikation basierend auf der maternalen DNA-Matrize die komplementaren
Einzelstrange synthetisieren bzw. RNA-Polymerasen im Zuge der Genexpression RNA-
Transkripte herstellen kénnen. Die notwendige Entwindung der DNA im Kontext von
Replikation und Transkription impliziert jedoch, dass stromaufwarts der
Replikationsgabel bzw. Transkriptionsblase die Zahl der DNA-Windungen zunimmt und
folglich  Supercoils entstehen. DNA-Topoisomerasen wirken durch Relaxierung
superspiralisierter DNA diesem Torsionsstress entgegen und ermoglichen dadurch erst
die lineare Weiterbewegung von Replikationsgabel bzw. Transkriptionsblase und somit
die ungehinderte Nutzung der Erbinformation. Die Reichweite der Bedeutung der
Topoisomerasen ist jedoch bei weitem nicht auf die hier exemplarischen angefiihrten
zellularen Prozesse der Replikation und Transkription beschrankt; auch im Hinblick auf
Chromatinremodelling, DNA-Reparatur und genomische Stabilitdt kommt den

Topoisomerasen eine wichtige physiologische Rolle zu'2.

Abb. 1 und 2 zeigen die Rontgenstrukturen der humanen Topoisomerase | respektive der
Topoisomerase lla, jeweils cokristallisiert mit einem DNA-Abschnitt®*. Dabei ist
eindrucksvoll ersichtlich, wie die Topoisomerasen funktionsgerecht ihr Substrat, die DNA,
umschlieRen. Wie spater noch ausfihrlich dargelegt werden soll, gehen die
Topoisomerasen Uber einen Tyrosin-Rest im aktiven Zentrum des Enzyms transient sogar

eine kovalente Bindung mit der DNA unter Erzeugung eines Strangbruches ein; dies ist



notwendig, weil erst durch Aufbruch der Helixstruktur die mechanische Voraussetzung

fur eine Relaxation der DNA gegeben ist?.

Abbildung 1: Humane Topoisomerase | (blau) im Abbildung 2: Humane Topoisomerase Il (blau) im
Komplex mit DNA (gelb) (PDB-Code: 1A36°) Komplex mit DNA (gelb) (PDB-Code: 4FM9%)

Das humane Genom codiert fir sechs unterschiedliche Topoisomerasen (TOP1, TOP1mt,
TOP2a, TOP2B, TOP3a und TOP3B), die sich in ihrer Struktur und ihrem Wirkungsgrad in
der Zelle unterscheiden. Beispielsweise ist die TOP2a absolut notwendig fir die
Chromosomen-Segregation im Zuge der Mitose, wahrend die TOP2B unerldsslich im

Kontext der Transkription in differenzierten, sich nicht teilenden Zellen ist*.

Eine gdngige bindre Kategorisierung der Topoisomerasen basiert auf ihrem
Katalysemechanismus. Topoisomerasen der Klasse | induzieren Einzelstrangbriiche und
ermoglichen dadurch eine kontrollierte und entropiegetriebene Rotation des getrennten
Stranges um den intakten Gegenstrang, wahrend Topoisomerasen der Klasse |l
Doppelstrangbriiche herbeifihren und aktiv unter ATP-Verbrauch die Passage einer
intakten DNA-Duplex-Region durch die eingefihrte Bruchstelle dirigieren. Die
energetischen Kosten fiir diesen spontan nicht ablaufenden Prozess, die von der Zelle in
Form von ATP aufgebracht werden missen, zahlen sich jedenfalls aus, denn der
beschriebene Mechanismus verleiht den Klasse-ll-Topoisomerasen die einzigartige
Fahigkeit, selbst stark verkettete bzw. verknotete DNA-Regionen zu relaxieren, was von
immenser Bedeutung bei der Zellkernteilung ist!. Andererseits erlaubt dieser Klasse-II-
Topoisomerase-spezifische Mechanismus naturgemal auch das aktive Einfihren von
Supercoils, ein Prinzip, dass bei der Organisation des bakteriellen Genoms in Form von

Gyrasen tatsachlich verwirklicht wird. Erst durch die Aktivitat der Gyrase kann die



zirkuldre bakterielle DNA auf eine dem begrenzten Raumangebot der bakteriellen Zelle

passende GroRe kompaktiert werden>.

Die wesentlichen Unterschiede zwischen Klasse-I- und Klasse-ll-Topoisomerasen sind in

Tabelle 1 zusammengefasst.

Klasse-l-Topoisomerasen

Klasse-ll-Topoisomerasen

AN A f\:\

Kontrollierte
Rotation

froennrnnncsncoa]

Schema 1: Mechanismus von Klasse-I-
Topoisomerasen, modifiziert nach Lit.!

passage

Schema 2: Mechanismus von Klasse-II-
Topoisomerasen, modifiziert nach Lit.!

Substrate:
e (iberspiralisierte DNA

Substrate:

Uberspiralisierte DNA
verkettete DNA
verknotete DNA

Cofaktoren: keine

Cofaktoren: ATP und Mg?*

Tabelle 1: Wesentliche Unterschiede zwischen Klasse-I- und Klasse-ll-Topoisomerasen nach Lit.!



Fir die beiden Topoisomerase-Typen lasst sich folgender allgemeine Katalysezyklus

formulieren:

Replikationsmaschinerie

Transkriptionsmaschinerie
Chromatinremodelling

Torsions-

stress

\[ Topoisomerase ]

DNA- DNA-

Religation

Strangbruch

[ Topoisomerase [ Topoisomerase ]

DNA-
Relaxation

Schema 3: Katalysezyklus von DNA-Topoisomerasen
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o Base + o Base
< (
N
H
< (
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DNA A DNA

Topoisomerase |

Topoisomerase |

Schema 4: Mechanismus der Bildung des Spaltungskomplexes am Beispiel der Topoisomerase |

Besonderes Augenmerk ist darauf zu legen, dass der Katalysezyklus der Topoisomerasen
—wie bereits erwdhnt notwendigerweise — einen kritischen Zustand impliziert, in dem die
DNA einen Strangbruch aufweist, resultierend aus dem nukleophilen Angriff eines
Tyrosinrests im aktiven Zentrum des Enzyms an die Phosphodiestergruppe des DNA-
Ruckgrats (siehe Schema 4). Dieser Fakt ist von eminenter pharmazeutischer/

toxikologischer Relevanz, denke man an Substanzen, die stabilisierend auf den bindren



Komplex aus Topoisomerase und kovalent gebundener DNA (,cleavable complex”)
wirken. Dadurch wird néamlich die Versiegelung des normalerweise bloRR transienten
Strangbruchs inhibiert, sodass der Katalysezyklus an jener hochsensiblen Stelle arretiert
wird und permanente Strangbriiche resultieren®. Daraus wiederum ldsst sich eine
zytotoxische Wirkung von Topoisomerase-Hemmern ableiten. Selektive Hemmstoffe
bakterieller Topoisomerasen eignen sich flr eine antibakterielle Chemotherapie,
Prototyp hierflr ist die vorwiegend als Gyrase-Hemmer wirkende Substanzklasse der
Fluorchinolone mit prominenten Vertretern wie Ciprofloxacin, Levofloxacin und
Moxifloxacin. Die relative Selektivitat von Hemmstoffen humaner Topoisomerasen fir
Tumorzellen, die auf der hohen Zellteilungsrate von Tumorzellen und der Notwendigkeit
von Topoisomerasen im Kontext der DNA-Replikation fundiert, begriindet einen
rationalen Einsatz von Topoisomerase-Hemmern auch in der zytostatischen
Chemotherapie. Beispielhaft sind hier die in der Tumortherapie klinisch eingesetzten
Topoisomerase-I-Hemmer Topotecan und Irinotecan sowie die Topoisomerase-lI-
Hemmer Etoposid und Teniposid zu nennen. Auch die der Wirkstoffgruppe der
Interkalatoren zugeordneten Anthrazykline wie Doxorubicin und Daunorubicin sowie der
davon inspirierte synthetische Wirkstoffvertreter Mitoxantron weisen neben anderen

Wirkungen auch eine Hemmung der Topoisomerase Il auf’.

Die Zielverbindungen (siehe Abschnitt 1.5) der vorliegenden synthetischen Diplomarbeit
weisen als Target die humane Topoisomerase | aus und sind daher potenzielle
Zytostatika. Dementsprechend wird im folgenden Kapitel ndher auf die bereits oben

genannten Topoisomerase-I-Hemmer eingegangen.



1.2 HEMMSTOFFE DER DNA-TOPOISOMERASE |

Wie bereits in Abschnitt 1.1 erlautert, wirken Hemmstoffe von Topoisomerasen durch
Induktion von Strangbriichen Uber Stabilisierung des bindren Topoisomerase/DNA-
Komplexes (,cleavable complex”). Dies wiederum bedeutet, dass Topoisomerase-
Hemmer prinzipiell zwei strukturelle Anforderungen erflllen missen: Zum einen missen
sie planar gebaut sein, um mit der DNA interkalieren zu kdnnen, zum anderen mussen sie
auch Interaktionen mit der Topoisomerase eingehen. Auf diese Weise kommt es zur
Ausbildung eines stabilen terndaren Komplexes aus DNA, Topoisomerase und
Topoisomerase-Hemmstoff®. Abb. 3 und 4 zeigen einen derartigen Komplex anhand des

Beispiels des Topoisomerase-I-Hemmers Topotecan.

Abbildung 3: Humane Topoisomerase | (blau) im Komplex mit DNA (gelb)
und Topotecan (im Zentrum markiertes Molekiil) (PDB-Code: 1K4T¢)



Abbildung 4: Terndrer Komplex aus Topoisomerase | (blau), DNA (gelb) und Topotecan,
fokussiert auf Topotecan (PDB-Code: 1K4T?)

In Abschnitt 1.1 wurde bereits expliziert, dass die Induktion von Strangbrichen durch
Topoisomerase-Hemmstoffe deren zytotoxische Eigenschaften bedingen. Dieser
Zusammenhang erscheint zwar plausibel, muss aber angesichts der Reversibilitdt der
Bindung des Topoisomerase-Hemmers und der DNA-Reparaturkapazitdt der Zelle nicht
zwangslaufig bestehen. In der Tat sind Einzelstrangbriiche durch Topoisomerase-I-
Hemmer fir die Zelle per se wenig toxisch und konnen nach Abdissoziation des
Hemmstoffs grundsatzlich leicht repariert werden. Anders verhalt es sich aber, wenn die
Topoisomerase-Aktivitat im Kontext der DNA-Replikation inhibiert wird: In diesem Fall
kommt es zu einer unvermeidlichen Kollision der Replikationsgabel mit der DNA-fixierten

Topoisomerase |, sodass irreversible Doppelstrangbriiche resultieren®?.

In der Folge wird vermittelt durch die Aktivierung von Caspasen der apoptotische Zelltod
eingeleitet. In Anbetracht der Tatsache, dass Einzelstrangbriiche im Wesentlichen nur
wahrend der DNA-Replikation problematisch fir Zellen sind, lasst sich ableiten, dass die

zytotoxische Wirkung von Topoisomerase-I-Hemmern S-Phasen-spezifisch ist*°.



1.2.1 CAMPTOTHECIN UND DERIVATE

Camptothecin (siehe Abb. 5) ist ein pflanzliches Alkaloid, das im Holzkorper, in der Rinde
sowie in den Frichten des asiatischen Baumes Camptotheca acuminata (Chinesischer

Krebsbaum, Chinesischer Gliicksbaum) aus der Familie der Nyssaceae vorkommt?°.

Abbildung 5: Camptothecin

Camptothecin wurde im Rahmen eines Screening-Programmes des US National Cancer
Institute als ein Stoff mit potentiell antitumoraler Aktivitdt im Jahr 1966 identifiziert'!,
noch lange bevor die Topoisomerase | in den 1970er Jahren entdeckt bzw. deren wichtige

physiologische Funktionen in den 1980er Jahren erkannt wurden?.

Erste praklinische Untersuchungen zeigten eine Wirkung von Camptothecin gegen Colon-
und Magenkarzinom. Dies fiihrte zu klinischen Phase-I-Studien, welche auf
gastrointestinalen Malignomen fokussierten. In diesen initialen Studien wurde
Myelosuppression — eine aufgrund der hohen Zellteilungsrate des Knochenmarks
prinzipiell typische unerwiinschte Arzneimittelwirkung von Zytostatika — als die primare
dosislimitierende Nebenwirkung von Camptothecin festgestellt. Des Weiteren zeigte
sich, dass einige Probanden eine hamorrhagische Zystitis entwickelten, die gelegentlich

schweren Verlauf hattel©.

Der Zusammenhang zwischen Camptothecin und dem  Auftreten von
Blasenentzliindungen ist auf dessen pH-abhangiges Gleichgewicht zwischen Lactonform
und offenkettiger Carbonsaureform zurlckzufihren (siehe Schema 5). Bereits an dieser
Stelle ist anzumerken, dass der intakte Lactonring wesentlich zur biologischen
Wirksamkeit beitrdgt, wobei es auch entscheidend ist, dass das chirale C-Atom in der S-

Konfiguration vorliegt!©.



Schema 5: pH-abhdngiges Gleichgewicht zwischen Lactonform und Carbonsdureform von Camptothecin

Im neutralen bis alkalischen Milieu liegt vorwiegend die zytostatisch weitaus weniger
aktive offenkettige Carbonsaureform vor, wahrend im sauren Milieu die Lactonform
dominiert. Das hat zur Folge, dass Camptothecin im zentralen Kompartiment Blutplasma
mit einem gepufferten pH-Wert von 7.4 zum Teil inaktiviert wird und dieser inaktive
Anteil nach Ausscheidung in die Harnblase unter Einwirkung des in der Regel schwach
aziden Harnmilieus wiederum in die aktive Lactonform Uberfihrt wird. Die darin
begrindete Anreicherung des wirksamen Zytostatikums in der Harnblase ist die
zugrundeliegende Ursache fir die Blasentoxizitdt von Camptothecin und die beobachtete

Nebenwirkung hamorrhagische Zystitis'©.

Neben der geringen Stabilitdit und dem unglnstigen Nebenwirkungsprofil weist
Camptothecin eine weitere durchaus problematische Eigenschaft auf, namlich eine
Uberaus schlechte Wasserloslichkeit. Die Umgehung dieses Problems Uber Erzeugung
eines Natriumsalzes impliziert jedoch das Vorliegen der deutlich weniger aktiven
offenkettigen Carboxylatform, sodass sehr hohe mit starken Nebenwirkungen behaftete

Dosen fir eine klinische Aktivitat nétig waren?.

Aufgrund dieser unglnstigen Eigenschaften von Camptothecin verblasste vorerst das
Interesse an dieser Substanz, bis Jahre spater mit der Aufklarung des Wirkmechanismus
von Camptothecin® und im Bewusstsein des Potenzials dieser neu entdeckten
Wirkstoffklasse der Topoisomerase-lI-Hemmestoffe ein neues Feuer in der Entwicklung
von Camptothecin-artigen Arzneistoffkandidaten mit verbesserten Eigenschaften

entfacht wurdel©.

3 Hsiang et al.*? konnten 1985 zeigen, dass Camptothecin nur in Gegenwart von Topoisomerase | DNA-
Strangbriiche hervorrufen kann. Camptothecin alleine bzw. Camptothecin in Kombination mit
Topoisomerase Il fihrt hingegen zu keinerlei DNA-Veranderungen. Erganzend zu diesem Befund konnten
Hsiang et al.'® darlegen, dass der Bruch der DNA mit der kovalenten Bindung eines Proteins einhergeht, bei
welchem es sich wie erwartet um die Topoisomerase | handelt, wie Immunoblot-Analysen zeigten.
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Tatsachlich konnten in den Folgejahren marktreife Topoisomerase-l-Hemmstoffe
entwickelt werden. Zugelassen ist heute Topotecan zur Behandlung von
metastasierendem Ovarialkarzinom und rezidiviertem kleinzelligen Bronchialkarzinom
sowie Irinotecan zur Therapie von fortgeschrittenem Colon- und Rektumkarzinom?**. Wie
Abb. 6 zu entnehmen ist, weisen Topotecan und Irinotecan eine hohe Ahnlichkeit mit

ihrer Leitsubstanz Camptothecin auf (Unterschiede sind rot hervorgehoben).

Topotecan Irinotecan

Carboxylesterase

SN-38

Abbildung 6: Klinisch eingesetzte Topoisomerase-I-Hemmer: Topotecan und Irinotecan (aktiver Metabolit: SN-38)

Ein entscheidend positiv veranderter physikochemischer Parameter von Topotecan und
I[rinotecan im Vergleich mit Camptothecin ist deren signifikant verbesserte
Wasserldslichkeit®. Diese wird in beiden Fallen insbesonders durch eine im

physiologischen Milieu protoniert vorliegende tertiare Amino-Funktionalitdt (rot
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eingekreist in Abb. 6) vermittelt, im Falle von Topotecan in Form einer
Dimethylaminomethyl-Seitenkette, im Falle von Irinotecan in Form einer

Dipiperidylcarbonsdureester-Gruppe.

Ein bemerkenswerter Unterschied zwischen Topotecan und Irinotecan besteht darin,
dass die Optimierung der Wasserloslichkeit und damit auch der Bioverfligbarkeit bei
Topotecan ohne Verlust an intrinsischer Aktivitdt einhergeht, wohingegen Irinotecan
durch die sperrige Dipiperidylcarbonsdureester-Seitenkette einen erheblichen Verlust an
zytostatischer Aktivitat erfahrt. Ebenjene Gruppe ist jedoch nur Mittel zum Zweck einer
verbesserten Wasserloslichkeit und wird durch Biotransformation wieder abgespalten.
Der aktive Metabolit SN-38 weist dhnliche antitumorale Eigenschaften wie Camptothecin

und Topotecan auf®.

Wie bei Camptothecin ist auch bei den Abkédmmlingen Topotecan und Irinotecan die
Myelosuppression die dosislimitierende Nebenwirkung. Irinotecan kann ebenso zu einem
akuten cholinergen Frihsyndrom sowie zu schwersten sogenannten spaten Diarrhden
fuhren®. Bemerkenswert ist auch, dass in klinischen Studien von Topotecan und
Irinotecan — im Unterschied zu Camptothecin — trotz des unverdanderten Lactonrings

keine hdmorrhagische Zystitis als Nebenwirkung beobachtet wurde'>16,
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1.2.2 LUOTONIN A ALS LEITSUBSTANZ

Die Zielverbindungen der vorliegenden Diplomarbeit (siehe Abschnitt 1.5) sind inspiriert
von Luotonin A, einem Alkaloid aus der in China beheimateten Pflanze Peganum
nigellastrum Bunge (Zygophyllaceae). Diese hat einen langjdhrigen Einsatz in der
Traditionellen Chinesischen Medizin zur Behandlung von Rheumatismus, Abszessen und

anderen entzindungsassoziierten Erkrankungen aufzuweisen?’.

Ende der 1980er Jahre konnten Xiao et al.'8 eine potente antitumorale Wirkung basischer
Fraktionen von Peganum nigellastrum-Extrakten ausfindig machen. Wie sich etwa ein
Jahrzehnt spater mit der Identifizierung einiger Alkaloide zeigen sollte'®2%, sind hierfur
die sogenannten Luotonine verantwortlich. Diese konnen nach ihnrem Grundkorperin drei

Kategorien eingeteilt werden (siehe Schema 6).

N N /CH3

20NN NN

Luotonine R
(Peganum

X 0 |
=
N

Luotonin A:R=H Luotonin C: R = CH,4

Luotonin B: R = OH nigellastrum) Luotonin D: R = CH,CH,
Luotonin E: R = OCH, l
e}
N
| AN =
= HN
N
O
Luotonin F

Schema 6: Zytostatisch wirksame Inhaltsstoffe aus Peganum nigellastrum: Die Luotonine

Erste biologische Untersuchungen der isolierten Luotonine brachten die Erkenntnis, dass
Luotonin A den anderen Luotoninen hinsichtlich einer zytotoxischen Aktivitat Gberlegen
ist und demzufolge die aussichtsreichste antitumorale Verbindung aus Peganum

nigellastrum darstellt (siehe Tabelle 2).

Verbindung Luotonin A Luotonin B Luotonin E Luotonin F

ICso (pg/mL) 1.8 5.0 9.0 20.0

Tabelle 2: Zytotoxizitdtstests an P388 murinen Leukdmiezellen nach Ma et al.??
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Als die Ergebnisse dieses Assays von Ma et al.?? im Jahr 2004 publik gemacht wurden, war
bereits bekannt, dass Camptothecin und davon abgeleitete Verbindungen Uber die
Induktion von Topoisomerase-lI-mediierten DNA-Strangbriichen zytotoxisch wirken!?3.
Angesichts des imposant hohen Grades an struktureller Ubereinstimmung zwischen
Luotonin A und Camptothecin (siehe Abb. 7) war die Vermutung naheliegend, dass

Luotonin A einen analogen Wirkmechanismus wie Camptothecin innehaben kdénnte.

Camptothecin Luotonin A
7 o
B | Cx
NN
N \ D
N

Abbildung 7: Struktureller Vergleich zwischen Luotonin A und Camptothecin (Unterschiede sind rot hervorgehoben)

Tatsachlich konnte die Arbeitsgruppe von Hecht et al.? herausfinden, dass Luotonin A —
ebenso wie Camptothecin — nur in Anwesenheit von Topoisomerase | DNA-Strangbriiche
erzeugen kann — ein eindeutiges Indiz fir die stabilisierende Wirkung auf den kovalenten
Topoisomerase |/DNA-Komplex. Diese bedeutende Erkenntnis konnte auf Basis eines
sogenannten DNA-Cleavage-Assays® gewonnen werden. Bemerkenswert hierbei ist, dass
Luotonin A exakt dasselbe Muster elektrophoretischer Banden wie Camptothecin
generiert. Dies zeugt von einem identen Wirkmechanismus und analogen Bindemodus
der beiden Substanzen. Somit konnten Hecht et al. eine friihere Annahme, wonach
Camptothecin Uber dessen flir seine Wirkung als essentiell angesehenen Lactonring

kovalent an den Topoisomerase |/DNA-Komplex binden kénnte, widerlegen?3.

b Beim DNA-Cleavage-Assay wird im Wesentlichen radioaktiv markierte DNA mit definierter Linge mit
Topoisomerase und der Testsubstanz inkubiert und (nach proteolytischem Verdau der Topoisomerase)
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Wenn die Testsubstanz Topoisomerase-l-abhangig Strangbriche
induziert, so weist das Autoradiogramm im Vergleich zur Negativ-Inhibitor-Kontrolle mehrere Banden
verschieden langer DNA-Bruchstiicke auf. Sind derartige Banden von DNA-Fragmenten allerdings auch in
der Negativ-Enzym-Kontrolle vorhanden, so induziert die Testsubstanz Topoisomerase-unabhangig DNA-
Strangbriiche?*,
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Das Ergebnis dieser [In-vitro-Experimente von Hecht et al. wurde durch In-silico-
Untersuchungen bekraftigt. So konnten Gonzalez-Ruiz et al.?> in Docking-Studien
darlegen, dass Luotonin A dieselbe Pose wie Topotecan in der Binding Site einnimmt.
Beiden Inhibitoren ist mutmaRlich eine Wasserstoffbriicke zwischen 5-N und Arg364 von

Topoisomerase | gemein (siehe Abb. 8).

T(-1)ss

Abbildung 8: Docking von Luotonin A (blau) und Topotecan (braun) nach Lit.?®

Als Conclusio samtlicher Untersuchungen von Luotonin A ldsst sich daher konstatieren,
dass der Lactonring von Camptothecin und davon abgeleiteten Verbindungen nicht
essentiell fir deren zytotoxische Wirkung ist. Allerdings ist anzumerken, dass dieser
vieldiskutierte Lactonring einen nicht unwesentlichen Beitrag zur Aktivitdt von
Camptothecin-artigen Substanzen leistet, was sich an deutlichen Aktivitatsunterschieden
zwischen Camptothecin und Luotonin A manifestiert®. Die Ursache hierflr ist
hdchstwahrscheinlich darin begriindet, dass der Lactonring zusatzliche Interaktionen mit
der Topoisomerase | ermoglicht und daher die Bindungsaffinitat erhéht. Diese
Schlussfolgerung ist kohdarent mit der bereits geschilderten Beobachtung, dass bei
Inversion der Konfiguration die Aktivitat von Camptothecin drastisch reduziert wird (siehe

Abschnitt 1.2.1).

¢ Hecht et al. zeigten anhand von Wachstumsinhibitionsassays, dass Luotonin A eine um ca. eine
Zehnerpotenz geringere zytotoxische Aktivitat im Vergleich mit Camptothecin aufweist. Dabei wurden
Hefe-Topoisomerase-I-defiziente Stamme von Saccharomyces cerevisiae, die das Gen fir die humane
Topoisomerase | unter Kontrolle eines Galactose-Promotors in Form eines Plasmids tragen, auf einem
Galactose-haltigen Nahrmedium kultiviert und der wachstumshemmende Effekt durch Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen von Camptothecin bzw. von Luotonin A ermittelt. Luotonin A zeigte 1Cso-
Werte im Bereich von 5.7-12.6 uM, Camptothecin im Bereich von 0.74-0.86 uM?%,
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Trotz der geringeren Aktivitat stellt Luotonin A aus zweierlei Hinsicht eine attraktive

Leitsubstanz fur die Entwicklung neuer Krebs-Therapeutika dar:

1) Luotonin A verfligt Uber denselben Wirkmechanismus wie Camptothecin-
Derivate. Diese zdhlen zu den wirksamsten antitumoralen Substanzen. Die

Topoisomerase | ist daher ein valides Target in der Krebstherapie?*.

2) Camptothecin und dessen Abkommlinge weisen einige therapeutische
Limitationen auf?*:
a) Inaktivierung durch Offnung des Lactonrings
b) Enge therapeutische Breite aufgrund der hohen Toxizitat gegenlber
Knochenmark und Darm
c) Rasche Dissoziation vom Topoisomerase |/DNA-Spaltungskomplex
d) Koénnenaus Tumorzellen aktiv ausgeschleust werden, da sie Substrate von

Multidrug-Resistance-Transportern sind

Luotonin A unterliegt aufgrund des fehlenden Lactonrings keiner zu Camptothecin
analogen Inaktivierung und ist darliber hinaus wegen seiner Achiralitat aus synthetischer
Sicht sehr attraktiv. Diese offensichtlichen Vorteile von Luotonin A gegenlber
Camptothecin befeuerten reges internationales Interesse an der Entwicklung von neuen
Luotonin-A-Derivaten mit verbesserter biologischer Aktivitdt. Mehrere Arbeitsgruppen —
darunter auch unsere — beschaftigen sich daher mit der Konzeptionierung von
Synthesestrategien fir Luotonin A. Diverse, im Jahr 2011 bereits bekannte, synthetische
Zugange zu Luotonin A und -derivaten sind in einem umfassenden Review von Liang et
al.?® Ubersichtlich und chronologisch dargestellt. Im folgenden Abschnitt werden

ausgewahlte Synthesestrategien naher beleuchtet.
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1.3 AUSGEWAHLTE SYNTHESESTRATEGIEN ZU LUOTONIN A

Die erste Totalsynthese von Luotonin A gelang Ma et al.?” im Jahr 1999 und war inspiriert
von einem in derselben Arbeitsgruppe zuvor bereits vorgeschlagenen Biosyntheseweg'®.
Die Basis hierfir wurde mit der Isolierung von Vasicinon aus Peganum nigellastrum
gelegt, die den Schluss legitimierte, dass Vasicinon hochstwahrscheinlich einen
biosynthetischen Prdkursor fir Luotonin A darstellt. Nach Vorschlag von Ma et al.*®
kondensiert oxidiertes Vasicinon mit Anthranilsdure in einer enzymkatalysierten Reaktion

zu Luotonin A (siehe Schema 7).

2 2 COOH 2
— —»
NS NS
N N N
HO o)

Vasicinon

Luotonin A

Schema 7: Hypothetischer Biosyntheseweg von Luotonin A nach Ma et al.*®

Bei der daran orientierten Totalsynthese nach Ma et al.?’ (siehe Schema 8) erfolgt die
Formierung von Luotonin A durch Cyclokondensation von Vasicinon mit dem Toluidin-
derivat (Imin) von Anthranilaldehyd in Anwesenheit katalytischer Mengen von 4-Toluol-
sulfonsaure in einer Ausbeute von 30%. Die tautomere Keto-Form von Vasicinon reagiert
hierbei mit der Aminogruppe des Anthranilaldehydderivates zu einem intermediaren
Imin, welches folglich in einer Aldolkondensation-artigen Reaktion unter Abspaltung von
Toluidin cyclisiert und spontan zu Luotonin A aromatisiert. Das bendtigte Vasicinon wurde
in zwei Schritten durch Kondensation von Anthranilsdure mit O-Methylbutyrolactim zum
Desoxyvasicinon und anschliefende Oxidation durch das Davis-Reagens [2-(Phenyl-
sulfonyl)-3-phenyloxaziridin] dargestellt. Diese erste Totalsynthese lieferte somit

Luotonin A in drei Reaktionsschritten in einer ausbaufahigen Gesamtausbeute von 15%.

16



(o}
O/OCH3
/ Davis-Reagens,
COOH N N NaHMDS
Benzol 78 °C
e ——
@ N
NH. N

2

r . Vasicinon
CHs

NH, o AN o]

p-TsOH ©iji<\N
_> /

® \ ® “

Luotonin A

v
z
z

-
Iz

— —~
) ) o
Yo o — oo
~ D N _— D N
N N N

HO HO H o) H

@ Tautomerie von Vasicinon

N—_ A

Schema 8: Luotonin-A-Totalsynthese nach Ma et al.?”

Unter den in den nachfolgenden Jahren von etlichen Arbeitsgruppen entwickelten
unterschiedlichsten Synthesestrategien fir Luotonin A erweckte insbesondere die
Synthese nach Zhou et al.?® das Interesse unserer Arbeitsgruppe. Diese zeichnet sich
namlich durch eine beachtliche Gesamtausbeute von 47% aus und bietet dartber hinaus
die einfache Moglichkeit der Realisierung von Ring-A-Substitutionen, welche
erwiesenermalen mit einer signifikanten Beeinflussung der Zytotoxizitit einhergehen?®,

Uber den Einsatz von substituierten Anilinen als Synthesebausteine.

Die Synthese nach Zhou et al.?® (siehe Schema 9) startet mit der Bildung der spateren
Ringe D und E von Luotonin A Uber die bereits vor geraumer Zeit von Baker et al.?®
beschriebene Kondensation von Anthranilamid mit Diethyloxalat zum Chinazolinon-
carbonsaureester. Dieser wird nach Hydrolyse mit Lithiumhydroxid in wdassrigem
Tetrahydrofuran mit Oxalylchlorid zum reaktiven Sdurechlorid umgesetzt, welches mit
dem reaktionstragen Anilin, das den Ring-A-Baustein von Luotonin A reprasentiert, zum
entsprechenden Anilid kondensiert wird. Die Alkylierung des Chinazolinon-Stickstoffs mit
Propargylbromid in Gegenwart von Kaliumcarbonat, Lithiumbromid und Tetrabutyl-
ammoniumbromid in einem Toluol/Wasser-Zweiphasensystem liefert das Edukt fir den
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abschlieBenden Schlisselschritt der Synthesesequenz. Dabei handelt es sich um eine
intramolekulare Aza-Diels-Alder-Reaktion, bei welcher der Acetylengruppe des
Propargylrests die Rolle des Dienophils zukommt, wahrend das erforderliche Azadien aus
der Anilidstruktur unter Einwirkung des Hendrickson-Reagens [Bis(triphenyl)oxo-
diphosphonium-Trifluormethansulfonat, in situ hergestellt aus Triphenylphosphinoxid
und Trifluormethansulfonsdureanhydrid] generiert wird. Diese [4+2]-Cycloadditions-
reaktion bringt den Luotonin-A-Grundk&rper unter simultaner Ausbildung der Ringe B
und C hervor, ist ausgezeichnet reproduzierbar und liefert nahezu quantitative

Ausbeuten an Produkt.

e} o
NH, EtO OEt LiOH,
185 - 186 °C THF/Hzo (3:1)
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®

4 .0 @& |

K,COj, LiBr, Bu,NBr,

Br Y
/\\CH
Toluol/Wasser )ﬁ(\ CH PthO Tf,0 )\(\ CH

on—P- TfO
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® ¥\
N

/\
Luotonin A
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Schema 9: Luotonin-A-Synthese nach Zhou et al.?8
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1.3.1 DIE ,SUDLICHE” SYNTHESEROUTE

Bei der Anwendung des soeben beschriebenen, aus unserer Sicht sehr effizienten
Syntheseprotokolls nach Zhou et al.?® zur Darstellung neuer Ring-A-substituierter
Luotonin-A-Derivate stield unsere Arbeitsgruppe bei der Realisierung der Teilsequenz
vom Ester zum Amid durchaus auf Reproduzierbarkeitsprobleme (siehe Schema 10):
Sowohl die freie Carbonsaure aufgrund beobachteter Decarboxylierungstendenz als auch
das Saurechlorid wegen seiner naturgemallen Hydrolyseempfindlichkeit sind in ihrer
Handhabung schwierig. Darlber hinaus weisen beide Intermediate miserable
Loslichkeitseigenschaften auf. Letztlich ist auch die Umsetzung des Saurechlorids mit
aromatischen Aminen nicht unproblematisch, insbesonders wenn diese unglnstigere

Eigenschaften als Anilin in Bezug auf Nukleophilie, Loslichkeit oder Stabilitdt haben3°.

H
Ar OEt Ar. OH Ar. Cl Ar. N
LiOH Oxalylchlorid Anilin
D SR (e
(0] (0] (0] (0]

decarboxylierungsanfallig, hydrolyseempfindlich,
problematische Loslichkeit problematische Loslichkeit

Schema 10: Problembehaftete Teilsequenz der Synthese nach Zhou et al.?®

Auf der Suche nach Méglichkeiten zur Umgehung dieser Probleme strebte unsere
Arbeitsgruppe eine direkte Transformation des Esters zum Amid an und wandte dabei
das fur derartige Reaktionen von Weinreb et al.3*? beschriebene Protokoll an. Die in-
situ-Generierung eines deutlich nukleophilen  Dimethylaluminiumamids durch
Umsetzung des Anilin-Bausteins mit Trimethylaluminium ermdglicht dabei die Aminolyse
des Esters unter milden Bedingungen in kurzen Reaktionszeiten332. Die Anwendung
dieser eleganten Methode bringt die gewlinschten Anilide innerhalb von 1-2 Stunden in
einer beachtlichen Ausbeute von tiber 90% hervor®C. Die obig beschriebene dreistufige
Konversion des Esters zum Amid nach Zhou et al.?® weist hingegen eine Ausbeute von
lediglich 67% auf. Somit gelang unserer Arbeitsgruppe durch Implementierung der
Weinreb-Amidierung eine markante Optimierung der Syntheseroute nach Zhou et al.? in

puncto Reproduzierbarkeit, Ausbeute und Lange der Synthesesequenz.

Eine weitere —wenn auch weniger gewichtige — Adaptierung des Protokolls nach Zhou et

al.?® besteht in der Durchfihrung der Propargylierung: Um Loslichkeitsprobleme einiger
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substituierter Anilide zu umgehen, wurde anstelle des Toluol/Wasser-Zweiphasen-
systems mit Tetrabutylammoniumbromid als Phasentransferkatalysator Dimethylform-
amid als aprotisch polares Losungsmittel in Kombination mit Kaliumcarbonat
eingesetzt®. Im Falle besonders schwer |8slicher Anilide erwies sich ein modifiziertes
Protokoll mit Dimethylsulfoxid, Kaliumhydroxid und Tetrabutylammoniumbromid im
Zusammenhang mit einer Ultraschallbehandlung vor tropfenweiser Zugabe des

Alkylierungsmittels als Methode der Wah|®.

Die von unserer Arbeitsgruppe optimierte Syntheseroute nach Zhou et al.?®, welche
spater mit der Entwicklung einer dazu orthogonalen Syntheseroute3* als die ,stdliche”
Syntheseroute unserer Arbeitsgruppe bezeichnet wurde, erlaubt Uber den Einsatz von
para- bzw. ortho-substituierten Anilin-Bausteinen die regioselektive Einfihrung von
Substituenten an Position 2 bzw. 4 von Luotonin A. Diese ,sudliche” Route ist
zusammenfassend in Schema 11 dargestellt, wobei die Optimierungen gegeniber der

zugrundeliegenden Synthese nach Zhou et al.?® griin hervorgehoben sind.
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Schema 11: Die ,stidliche” Syntheseroute nach Haider et al.3° mit Weinreb-Amidierung als Eckpfeiler einer
optimierten Luotonin-A-Synthese nach Zhou et al.? (Optimierungen griin hervorgehoben)
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1.3.2 DIE ,NORDLICHE” SYNTHESEROUTE

Nach der Etablierung der zuvor beschriebenen ,sudlichen” Syntheseroute in unserer
Arbeitsgruppe, welche uns den Zugang zu 2- bzw. 4-substituierten Luotonin-A-Derivaten
eroffnete, war das Verlangen grof3, supplementar auch 1- bzw. 3-monosubstituierte
Derivate zu erzeugen, was bei der ,sidlichen” Route schwer moglich ist, da bei
Verwendung der entsprechenden meta-substituierten Aniline aufgrund der freien
Drehbarkeit der Anilin-C—N- Bindung ein schwer auftrennbares Isomerengemisch aus 1-

und 3-substituierten Cycloadditionsprodukten entsteht34.

Aus diesem Grund fasste unsere Arbeitsgruppe die Option ins Auge, den Phenyl-Rest, der
in der ,,stdlichen” Route in Form eines Anilids an Position 2 des Chinazolinons vorliegt,
an die Propargyl-Seitenkette an Position 3 anzubringen, woflr sich die Sonogashira-
Kupplung® anbietet. Somit wurde die Dien-Struktur in Form eines Phenylacetylens in der
nérdlichen Hemisphédre des Molekils erzeugt. Das Dienophil musste dementsprechend
den notwendigen Stickstoff inharieren, was in Form eines Nitrils realisiert werden kann.
Zur Erzeugung des Nitrils bewahrte sich die Aminolyse des Esters mit Ammoniak und
nachfolgende Dehydratisierung des hierbei generierten primdaren Amids. Die
abschlieBende Aza-Diels-Alder-Reaktion liefert analog zur ,stdlichen” Route den
Luotonin-A-Grundkorper unter simultaner Ausbildung der Ringe B und C in akzeptablen
Ausbeuten (44-81%)34, unterscheidet sich mechanistisch jedoch deutlich von der zuvor
beschriebenen Cycloadditionsreaktion: Wahrend in der ,sidlichen” Route das
Hendrickson-Reagens zur in-situ-Generierung einer als Azadien fungierenden Imidoyl-
Einheit bendtigt wird (siehe Abschnitt 1.3.1), bedarf die Cycloadditonsreaktion der hier
beschriebenen ,nordlichen” Route einer Base, die wahrscheinlich — wie bereits von Dai
et al.3®, die Uber eine analoge Aza-Diels-Alder-Reaktion das ABCD-Ringfragment von
Camptothecin (Indolizino[1,2-b]chinolin-9(11H)-on) erzeugt hatten, postuliert — eine
Isomerisierung des Phenylacetylens zum Phenylallen vermittelt, wodurch das Dien in

raumliche Nahe zum dienophilen Nitril gebracht wird.

Diese ,nordliche” Route ermoglichte uns Uber den Einsatz von ortho- bzw. para-
substituierten Arylhalogeniden als Synthesebausteine flr die Sonogashira-Kupplung in
Komplementaritat zur ,stdlichen” Route den ersehnten Zugang zu Position 1- bzw. 3-

substituierten Luotonin-A-Derivaten3 (siehe Schema 12).
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Schema 12: Die beiden Synthesrouten®® mit invertierter Topologie von Dien (rot) und Dienophil (griin)

Die optimale Abfolge der obig beschriebenen Syntheseschritte der ,,nérdlichen” Route ist
aus Schema 13 ersichtlich.
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Schema 13: Die ,nérdliche” Syntheseroute nach Haider et al.3*
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1.4 LITERATURBEKANNTE AMINODERIVATE VON LUOTONIN A

Angesichts der problematischen Loslichkeitseigenschaften und der im Vergleich zu
Camptothecin und dessen Derivaten deutlich geringeren Potenz stellen die Erh6hung von
Wasserldslichkeit und Affinitat zum Target zwei wesentliche Aspekte in der Optimierung
der Leitsubstanz Luotonin A dar. In diesem Zusammenhang erscheint die Aminogruppe
als ein besonders attraktiver Substituent, da diese einerseits vermoge ihrer aktiven
Hydrophilie wasserldslichkeitsvermittelnd wirkt und dartber hinaus die Moglichkeit zur
Salzbildung eroffnet, andererseits als potentieller H-Brlcken-Donor eine zusatzliche
Interaktion mit der Topoisomerase | eingehen und so die Bindungsaffinitdt erhohen
kdnnte. Zu guter Letzt eignet sich die Aminogruppe auch als Ausgangspunkt fir weitere

Derivatisierungen.

In unserer Arbeitsgruppe konnten bereits alle vier positionsisomeren Ring A-
Aminoderivate von Luotonin A zuginglich gemacht werden®’. Des Weiteren
literaturbekannt sind ein 13-Amino-Luotonin-A-Derivat (beschrieben von Wagh et al.>8),
7-Amino-Luotonin A (beschrieben von Nacro et al.?°), 8-Amino-Luotonin A (beschrieben
von Cagir et al.*°) sowie das ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe hergestellte 9-Amino-
Luotonin A*. Derzeit noch unpubliziert sind einige Ring-A-substituierte 9-Amino-
Luotonin-A-Derivate aus unserer Gruppe*#°. Im Kontext der vorliegenden Diplomarbeit
besonders hervorzuheben sind dabei die 9-Amino-Luotonin-A-Derivate mit einer

Methoxygruppe an Ring A (siehe Abb. 9).

a:R'=2-OCH;, R?=H

b: R'=4-OCH,, R2=H
¢:R'=1,3-di-OCH,, R2=H
d: R' = 2-OCH,, R? = CH,

Abbildung 9: Bereits bekannte 9-Amino-Luotonin-A-
Derivate mit einer Methoxygruppe an Ring A
(a,c beschrieben in Lit.*?; b in Lit.**; d in Lit.#¢)
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1.5 ZIELSETZUNG

Komplementar zu den von unserer Arbeitsgruppe bereits Gber die ,stdliche” Route3®

hergestellten 2- und 4-monosubstituierten bzw. 1,3-disubstituierten Methoxyderivaten
von Luotonin A mit einer Aminogruppe an Position 9 sollten im Rahmen der vorliegenden
Diplomarbeit die fehlenden 1- und 3-monosubstituierten Methoxyderivate (siehe Abb.
10) zugéanglich gemacht werden, um unsere Substanzbibliothek zu vervollstandigen.
Daflr sollte die eingangs beschriebene, von unserer Arbeitsgruppe entwickelte

,nordliche” Syntheseroute* zur Anwendung gelangen.

Die Zielverbindungen
HyC
\O
1 14 13
2 A v o
N
11
5 _ § 11
4 ’; \ 10
N
6 9 g
7 3 7 8
9-Amino-1-methoxy-Luotonin A 9-Amino-3-methoxy-Luotonin A

Abbildung 10: Die Zielverbindungen der vorliegenden Diplomarbeit (mit IUPAC-konformer Nummerierung)

Wie bereits erwdhnt, soll die Aminogruppe unter anderem eine ausreichende
Wasserloslichkeit der Zielverbindungen gewahrleisten. Die selektive Einfihrung einer
Methoxygruppe an Position 1 und 3 soll im Rahmen biologischer Untersuchungen durch
den Vergleich mit den kongeneren 2- und 4-monosubstituierten bzw. 1,3-disubstituierten
Methoxyderivaten neue Einblicke in Struktur-Wirkungsbeziehungen erlauben, welche
schlussendlich die Inspiration zum Design und zur Synthese von weiter optimierten

Luotonin-A-Derivaten geben sollen.
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2 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1 HERSTELLUNG DER LITERATURBEKANNTEN
AUSGANGSVERBINDUNGEN

2.1.1 KONDENSATION VON ANTHRANILAMID UND DIETHYLOXALAT ZUM
CHINAZOLINONCARBONSAUREESTER

Der initiale Schritt in der Realisierung der geplanten Synthesesequenz besteht in der
Herstellung eines Chinazolinon-Grundkorpers, welcher schlief’lich die Ringe D und E der
Zielmolekile darstellen soll. Basierend auf den Literaturangaben nach Baker et al.?° und
Zhou et al.?® — jedoch unter Verwendung von Eisessig zur Saurekatalyse — wird
Anthranilamid mit einem Uberschuss an Diethyloxalat, welches zugleich als
Reaktionspartner und Losungsmittel fungiert, versetzt und unter Rickfluss zum Sieden
erhitzt, wobei eine zweistufige Kondensation zum Chinazolinoncarbonsdureester (1)

stattfindet (siehe Schema 14).

o) o)
o) OEt \H
NH >
N CH,COOH o
- EtOH OEt
NH, o) OFEt N
H
o}
H,0
0
NH
— OEt
N
o}
1

Schema 14: Herstellung des Chinazolinoncarbonsdureesters (1)

Die Verfolgung des Reaktionsverlaufs Gber Dinnschichtchromatographie ist hierbei von

besonderer Bedeutung, weil die Reaktionszeit einen hohen Grad an Variabilitadt zeigt (24—
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48 Stunden) und mit Fortdauer der Reaktion das Risiko flr Dunkelfarbung des
Reaktionsgemisches durch Resinifikation erhoht ist. Bei noch unvollstdndiger Reaktion
offenbart das Dinnschichtchromatogramm neben der Eduktbande auch eine zwischen
Edukt und Produkt lokalisierte Bande eines Intermediarprodukts (sieche Schema 14).
Erwdahnenswert ist die Diskrepanz zwischen der in unserem Labor bendtigten und der
nach Baker et al.?® bzw. Zhou et al.?® angegeben Reaktionszeit von 6 bzw. 5 Stunden,

obwohl in den beiden genannten Literaturstellen kein Katalysator eingesetzt wurde.

Das Waschen des aus dem Reaktionsgemisch in hoher Ausbeute ausfallenden
Kondensationsproduktes mit Ethanol und Diethylether erwies sich als zweckmalig, um

eine fUr die weiteren Reaktionsschritte ausreichende Reinheit zu erzielen.

2.1.2 NITRIERUNG DES CHINAZOLINONCARBONSAUREESTERS

In den Chinazolinoncarbonsdureester (1) sollte im folgenden Syntheseschritt eine Nitro-
gruppe im Sinne einer typischen elektrophilen aromatischen Substitutionsreaktion in der
Bestimmung, im finalen Syntheseschritt zur gewinschten Aminofunktion in Ring E
reduziert zu werden, eingefiihrt werden. Entsprechend einem patentierten Reaktions-
schritt*” wird der Ester (1) in einem Gemisch aus konzentrierter Schwefelsdure und
rauchender Salpetersdure 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die kombinierten
elektronischen Effekte der Pyrimidinon-Teilstruktur dirigieren dabei das als nitrierendes

Agens fungierende Nitroniumion in die bevorzgte Position (siehe Schema 15).

0O [0}
H,SO, konz. NO, " \
NH HNO, rauchend NH
_
/ OEt / OEt
N N
o o
1
0]
O,N
NH
-—
7 OEt H
N
o
2 L .

Schema 15: Einfiihrung einer Nitrogruppe in Position 6 des Chinazolinoncarbonsdureesters
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Diese regioselektive Einfihrung der Nitrogruppe in Position 6 des Chinazolinon-
carbonsaureesters (1) ist moglicherweise auf die sterische Behinderung der ebenfalls zur
,Carboxamid“-Gruppe meta-standigen Position 8 durch den benachbarten Heterocyclus
(mitsamt Ethoxycarbonylgruppe) sowie den induktiven Effekt des Amidin-Stickstoffes

zurlckzufihren (siehe Schema 16).

NO,* o}
\\\\\\“ NH
_— o
N
H3C\\\//,O

NO, *

Schema 16: Regioselektive Einfiihrung der Nitrogruppe

Das in praktisch quantitativer Ausbeute entstandene Produkt (2) wird durch Zutropfen
des Reaktionsgemisches auf Eiswasser in Form eines weillen Niederschlages ausgefallt
und kann nach mehrmaligen Waschvorgangen zur Entfernung der anhaftenden Saure

ohne weiteren Reinigungsprozess fir den nachsten Syntheseschritt eingesetzt werden.

2.1.3 AMIDIERUNG DES NITROCHINAZOLINONCARBONSAUREESTERS

Die Uberfiihrung der Esterfunktion in ein primdres Amid stellt einen notwendigen
Zwischenschritt in der Generierung des fiir die [4+2]-Cycloadditionsreaktion essentiellen
Nitrils dar. Gemald eines in unserer Arbeitsgruppe bereits praktizierten Versuchs-
protokolls*® wird der Nitroester (2) mit konz. NH3-Lésung versetzt und 2 Stunden erhitzt.
Der im Uberschuss vorhandene Ammoniak bewirkt dabei einerseits im Sinne einer Lewis-
Base die erwlinschte Amidbildung unter Eliminierung von Ethanol im Zuge einer Sy2t-
Reaktion, andererseits im Sinne einer Bronsted-Base die Deprotonierung des aziden
Chinazolinon-Stickstoffs, sodass ein im wassrigen Reaktionsmilieu l6sliches

Ammoniumsalz des Produkts (3) resultiert (siehe Schema 17).
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0
o,N NH, o,N NH;
NH N
.
— OEt _— OFEt
N N

NH

&

(o\,w *

o) o
O,N NH," O,N NH,"
N N
-+
- EtOH H
— NH, _— \OEt/A
N N
Y NH,

(@) o

Schema 17: Uberfiihrung des Nitroesters (2) in ein priméres Amid (3)

Durch Ansduern des Reaktionsgemisches mit einer starken Saure wird das schwach saure
Nitrochinazolinoncarboxamid aus dem Ammoniumsalz verdrangt und somit in die
undissoziierte nichtionische Form Uberfihrt (siehe Schema 18), die im wassrigen Milieu
in Form eines weillen Niederschlages prazipitiert, welcher abgenutscht und mit
ausreichend Wasser saurefrei gewaschen wird. Das so in nahezu quantitativer Ausbeute
gewonnene Amid (3) kann ohne weiteren Reinigungsschritt flir die anstehende

Alkylierung eingesetzt werden.

o 0
O,N
O,N NH," 2
2 N 4 HCI NH

_ + NHCI

NH

NH Z 2

= 2 N
o}

(e]
3 3
(H,O-l6sliches Ammoniumsalz) (H,O-unl6sliche freie Saure)

Schema 18: Darstellung des Amids (3) durch Ansduern des Reaktionsgemisches
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2.1.4 PROPARGYLIERUNG DES NITROCHINAZOLINONCARBOXAMIDS

Im folgenden Syntheseschritt sollte gemall einer ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe
ausgearbeiteten Versuchsvorschrift*® an den aziden Chinazolinon-Stickstoff ein
Propargylrest zur Erzeugung des fur die anschlieRende Sonogashira-Kupplung
essentiellen terminalen Alkin-Bausteins angebracht werden. GemaR des Versuchs-
protokolls*®, welches sich an einer Synthese nach Usifoh et al.*® orientiert und eine
Optimierung des von Zhou et al.?® beschriebenen Verfahrens darstellt, wird das Amid (3)
in DMSO geldst und nach Zugabe von KOH und Tetrabutylammoniumbromid sowie
anschlieBender Sonifizierung durch langsames Zutropfen von Propargylbromid alkyliert
(siehe Schema 19). Die Verwendung von DMSO als ein flr eine Sy2-Reaktion gut
geeignetes aprotisch polares Losungsmittel, KOH als Bronsted-Base zur Deprotonierung
des aziden Chinazolinon-Stickstoffes sowie Tetrabutylammoniumbromid als Phasen-
transferkatalysator hatten sich in unserer Arbeitsgruppe bereits als Methode der Wahl

zur Propargylierung besonders schwer |6slicher Edukte etabliert®.

DMSO,
KOH )\f(

DMSO unlésliches K*-Salz

Bu,N*Br

- KBr

CHj

CHj
B S e N\/\CHs
N/\\ 40 °c
cH \\\
NH2 BU4N Br NH2 CH

DMSO Issliches Bu,N*-Salz

Schema 19: Alkylierung des Chinazolinon-Stickstoffs mit Propargylbromid unter Phasentransferkatalyse
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Die Durchfihrung der Reaktion bei Raumtemperatur gemaR Lit.** offenbarte jedoch
Reproduzierbarkeitsprobleme: Eine dinnschichtchromatographische Kontrolle des
Reaktionsgemisches nach 24 Stunden zeigte, dass das Edukt (3) zu einem grofRen Teil
unumgesetzt geblieben war. Da die Vermutung bestand, dass die unvollstandige
Umsetzung einer unzureichenden Losungsgeschwindigkeit des Edukts bei
Raumtemperatur geschuldet sei, wurde die Reaktionstemperatur auf 40 °C erhoht.
Tatsdchlich zeigte diese Adaption eine signifikante Optimierung, da unter diesen
Bedingungen nach 24 Stunden nur mehr ein Hauch einer Eduktbande im
Dinnschichtchromatogramm vorhanden ist. Die besten Ergebnisse werden bei
Verwendung von 1.4 Aquivalenten Propargylbromid, aufgeteilt auf 2 dquimolare
Portionen erzielt, hdhere Mengen des Alkylierungsmittels erwiesen sich hingegen als
unzweckmaRig, da sich hierbei ein schwer abtrennbares Nebenprodukt —vermeintlich ein
Dialkylierungsprodukt analog zu Lit.*° (siehe Abb. 11) — bildet. Das bei der Reaktion nicht
guantitativ umgesetzte Edukt fallt beim Verdinnen des Reaktionsgemisches mit Wasser
nach einiger Zeit aus und kann durch Abnutschen entfernt werden. Das im Filtrat geloste
Produkt (4) wird mit Ethylacetat extrahiert und am Rotationsverdampfer zur Trockene
gebracht. Die Umkristallisation aus Ethanol liefert das Produkt in Form gelber Nadeln in
einer Ausbeute von 48%, was angesichts der geringeren Ausbeute von 39% nach Lit.*?

eine deutliche Verbesserung der Versuchsvorschrift darstellt.

CH

o
N
H _~CH
AN
(0]

Abbildung 11: Vermutetes dialkyliertes
Nebenprodukt analog zu Lit.*
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2.2 EINFUHRUNG DER METHOXYPHENYLGRUPPE DURCH
SONOGASHIRA-KUPPLUNG

An die im vorangegangenen Syntheseschritt an den Chinazolinon-Stickstoff eingeflhrte
Propargylgruppe sollte nun ein Arylrest angebracht werden, um die fir die spatere [4+2]-
Cycloadditionsreaktion essentielle Dienstruktur aufzubauen. Daflir hat sich in unserer
Arbeitsgruppe die von Sonogashira et al.®®> erstmals beschriebene und nach ihrem
Entdecker benannte palladiumkatalysierte Kreuzkupplung zwischen terminalen Alkinen
und Arylhalogeniden bereits mehrfach bewahrt34. Wie in Lit.3* erlutert, erweist sich
diese Kupplungsreaktion auf Ebene des Carboxamids als weitaus effizienter als auf Ebene
des fir die spatere Cycloaddition benoétigten dienophilen Nitrils, sodass die Amid-zu-

Nitril-Dehydratisierung erst nach erfolgter Sonogashira-Kupplung realisiert werden sollte.

Wie Schema 20 zu entnehmen ist, laufen bei der klassischen Sonogashira-Kupplung 2
katalytische Zyklen ab. Im Palladium-Zyklus wird das Arylhalogenid oxidativ an eine
reaktive Pd(0)-Spezies addiert, wodurch ein quadratisch planarer Pd(ll)-Komplex in der
trans-Konfiguration entsteht. Die anschlieRende geschwindigkeitsbestimmende
Transmetallierung stellt den BerlUhrungspunkt der beiden katalytischen Zyklen dar:
Hierbei reagiert das im Kupferzyklus aus dem terminalen Alkin und einem
Kupferhalogenid in situ generierte Kupferacetylid mit dem Palladiumkomplex, sodass
unter Freisetzung eines Kupferhalogenids ein Palladium(l1)-Komplex gebildet wird, der die
zu kuppelnden Komponenten in Form von trans-positionierten Liganden tragt. Nach der
folgenden trans-zu-cis-lsomerisierung wird im finalen produktbildenden Schritt das
gewlnschte Aryl-substituierte Alkin durch reduktive Eliminierung unter Regeneration des

Palladiumkatalysators freigesetzt>.

Das Kupferhalogenid wirkt insofern cokatalytisch, indem es via Bildung eines -

Komplexes mit dem terminalen Alkin die Abstraktion des Acetylen-H durch ein
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aliphatisches Amin erleichtert. Das dabei hervorgehende Kupferacetylid nimmt an der

bereits oben erlduterten Transmetallierung mit dem Palladium(Il)-Komplex teil*°.

@

reduktive Eliminierung

Ph3P/, || a\
trans-zu-cis- Ph P(
Isomerisierung ® \ p— <: >
PhyP
S “ Pd-Zyklus Php—Pd—PPh, = Pd(PPh,),Cl,

R/ PPh,

©) @

. Oxidative Addition
Transmetallierung

Ccu I
|:’hBP// ” o\
P !
Cu-Zyklus cu ! PPhy
24

P

R

R »4
Cu I

.
EtN EtsNH' -

Schema 20: Mechanismus der Sonogashira-Kupplung, modifiziert nach Lit.*°

Um die gewlinschte Methoxysubstitution in Position 1 bzw. 3 des Zielmolekdls zu
erreichen, wird die Sonogashira-Kupplung mit ortho- bzw. para-lodanisol als

Arylhalogenid-Komponente durchgefihrt (siehe Schema 21).

0 0
ON R1
N N NN
\ CH Pd(PPh,),Cl,, Cul, Et3 X
= Hy o > = NH,
N - N

(0] o 2

5A bzw. 5B

5A:R'=H, R?= OCH,
5B: R'=OCH,, R*=H

Schema 21: Sonogashira-Kupplung von Verbindung 4 mit lodanisol

Orientiert an Lit.2* wird das in einem Gemisch aus 1 Teil Dimethylformamid und 15 Teilen
Dichlormethan geléste Edukt (4) mit einem 50% Uberschuss an para- bzw. ortho-
lodanisol, katalytischen Mengen Bis(triphenylphosphin)palladium(Il)dichlorid und
Kupfer(l)iodid sowie  der  Base  Triethylamin  versetzt. Wegen der
Oxidationsempfindlichkeit des Palladiumkatalysators wird vor und nach Zugabe der
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Reagentien mit Argon gespllt und die Reaktion unter leichtem Argoniberdruck
durchgefihrt. Als weitere praventive Malnahme vor oxidativem Abbau des

Palladiumkatalysators wird 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol als Antioxidans eingesetzt.

Das initial gelb gefarbte Reaktionsgemisch weist bereits nach wenigen Minuten eine fir
derartige Kupplungsreaktionen typische Dunkelfarbung auf. Eine dinnschicht-
chromatographische Kontrolle des Reaktionsgemisches zeigt einen vollstandigen

Reaktionsablauf nach 2 Stunden an.

Flr die Reinigung des braunschwarz gefarbten Reaktionsgemisches bietet sich folgende
saulenchromatographische Aufarbeitung an: Zuerst werden mit reinem Dichlormethan
und geringer Tropfgeschwindigkeit unumgesetztes para- bzw. ortho-lodanisol sowie ein
bei der Reaktion gebildetes dunkel gefarbtes Artefakt quantitativ abgetrennt, ehe via
Steigerung der Elutionskraft des Flielmittel durch Zusatz von Ethylacetat und Erhéhung
der Tropfgeschwindigkeit das Produkt beschleunigt eluiert werden kann, wohingegen die
eingesetzten Katalysatoren und hydrophile Verunreinigungen unter diesen Bedingungen
in der Saule retiniert bleiben. Die anschlieende Umbkristallisation des Produkts aus
Ethanol liefert analysenreines Material in Form farbloser Nadeln in einer beachtlichen
Ausbeute von 54% fir das para-Methoxyaryl-Kupplungsprodukt (5A) bzw. 51% fir das
entsprechende ortho-Isomer (5B). Die etwas geringere Ausbeute des ortho-Isomers ist

wohl auf den sterisch behindernden Einfluss des Methoxysubstituenten zurtckzufihren.

Der Erfolg der Kupplungsreaktion lasst sich durch spektroskopische Untersuchungen
umfassend belegen. In den El-Massenspektren ist fir die beiden isomeren
Kupplungsprodukte jeweils der zu erwartende Molekilionenpeak bei m/z = 378
anzutreffen (siehe Tafel 1 bzw. 9). Der Peak bei m/z = 145, der beim para-Methoxyaryl-
Kupplungsprodukt (5A) auch den Basispeak reprasentiert, entspricht dem
Molekulargewicht der Methoxyphenylpropinyl-Seitenkette und indiziert daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit die erwartete Fragmentierung zwischen Chinazolinon-Grundgerist
und Seitenkette an Position 3. Durch hochauflésende Massenspektrometrie konnte die

zu erwartende Summenformel der Produkte bestatigt werden.

In den entsprechenden 'H-NMR-Spektren (siehe Tafel 2 bzw. 10) ist das fur die
eingefiihrte Methoxygruppe charakteristische Singulett mit einer relativen Intensitat von

3 bei einer chemischen Verschiebung von 3.75 ppm fir das para-lsomer (5A) und 3.78
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ppm fir das ortho-Isomer (5B) aufzufinden. Ebenso auffallig sind die Signale der Protonen
des eingeflihrten Arylrests, die sich in ihrer chemischen Verschiebung aufgrund des
elektronenschiebenden Effekts der Methoxygruppe deutlich von den im Edukt (4) bereits
vorhandenen Protonen des durch die elektronenziehende Nitrogruppe m-Elektronen-
defizitdren Chinazolinonrings unterscheiden: Die Protonen des Chinazolinons weisen
relative Resonanzfrequenzen von 7.97-8.88 ppm auf, wahrend die Protonen des
Methoxy-substituierten Phenylrings eine chemische Verschiebung im Bereich von 6.87—
7.41 ppm besitzen. Im Fall von Verbindung 5A ist ein fir para-disubstituierte Aromaten
typisches Aufspaltungsmuster von 2 symmetrischen dublettartigen Peakgruppen zu
erkennen (AA'BB'-Spinsystem), wobei die in ortho-Stellung zur Methoxygruppe
lokalisierten Protonen aufgrund deren mesomeren Effekts eine Hochfeldverschiebung
erfahren. Die ortho-disubstituierte Verbindung (5B) zeigt erwartungsgemaR jeweils ein
hochfeldverschobenes Dublett und Triplett als diskrete Signale sowie ein von den zur
Methoxygruppe meta-standigen beinahe isochronen Protonen stammendes Multiplett
hoherer Ordnung. Neben dem Erscheinen der fir den Methoxyphenylrest zu
erwartenden oben beschriebenen 'H-NMR-Signalen untermauert auch das Fehlen eines
flr das Acetylen-H des Edukts (4) typischen Tripletts im Bereich von 1.5-2 ppm den Erfolg
der Kupplungsreaktion. ErwartungsgemdalR ist auch ein Singulett mit der relativen
Intensitat von 2 flr die Protonen der Methylenfunktion bei einer Verschiebung von 5.27

ppm fur das para-lsomer (5A) bzw. 5.32 ppm fiir das ortho-Isomer (5B) vorzufinden.

In den entsprechenden 3C-APT-Spektren (siehe Tafel 3 bzw. 11) ist neben dem im Edukt
bereits vorhandenen Signal der CH,-Gruppe des Propargylrests ein zusatzliches Signal fur
ein sp3-hybridisiertes C-Atom, fiir das die eingefiihrte Methoxygruppe verantwortlich
zeichnet, vorzufinden. Dieses bei 55.2 ppm beim para-Isomer (5A) bzw. 55.6 ppm beim
ortho-Isomer (5B) neu auftretende CHs-Signal lasst sich anhand seiner invertierten Phase
vom CH;-Signal des Propargylrests einfach unterscheiden. Durch den eingefiihrten
Arylrest sind im Vergleich zum Edukt (4) im Aromatenbereich jeweils zwei zuséatzliche
Signale quartdrer C-Atome sowie im Fall des ortho-Isomers (5B) vier weitere Signale
tertiagrer C-Atome bzw. im Fall des para-lsomers (5A) aufgrund der Symmetrie zwei
weitere Signale tertidrer C-Atome zu erkennen. Besonders aufféllig im *C-Spektrum sind
die beiden Signale der Acetylen-Kohlenstoffe bei einer flr sp-hybridisierte Kohlenstoffe

typischen Verschiebung im Bereich von 80-90 ppm.
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Durch COSY- und NOESY-Experimente (siehe Tafeln 7 und 8 bzw. 16 bis 18) konnte die
Zuordnung der H-NMR-Signale der beiden Kupplungsprodukte bestatigt werden,
wahrend HSQC- und HMBC-Experimente (siehe Tafeln 4 bis 6 bzw. 12 bis 15) die
eindeutige Zuordnung der 1*C-NMR-Signale ermdglichten. Abb. 12 bzw. 13 zeigen die 'H-

und 3C-NMR-Signallagen der beiden isomeren Sonogashira-Kupplungsprodukte auf.

6.87-6.95
114.2
3.75
552
1596 _Chis
O 733-741 4730 0

6.87 -6.95

Abbildung 12: Para-substituiertes Sonogashira-Kupplungsprodukt (5A):
1H-NMR-Signale (blau) und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm

146.0

8.63

731-738 1903 7.31-7.38

6.90

Abbildung 13: Ortho-substituiertes Sonogashira-Kupplungsprodukt (5B):
1H-NMR-Signale (blau) und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm
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2.3 DEHYDRATISIERUNG DES PRIMAREN AMIDS ZUM NITRIL

Im folgenden Syntheseschritt sollten nun die primaren Amide (5A bzw. 5B) in die in der
,nordlichen” Syntheseroute fir die [4+2]-Cycloaddition bendtigten dienophilen Nitrile
Uberfihrt werden. Nitrile sind Carbonsaurederivate, die sich formal durch
Wasserabspaltung von den entsprechenden priméren Carboxamiden darstellen lassen.
Analog zu Lit.3* sollte diese Wasserabspaltung durch das hygroskopische Trifluoracet-

anhydrid in Gegenwart von Triethylamin erfolgen (siehe Schema 22).

i I i
O,N R1 FsC o] CFy  O,N R1
N % Et,N N \\
— NH, -H,0 /)\
N N N
\ N
o R2 R2
5A bzw. 5B 6A bzw. 6B
5A:R" = H, R?= OCH, 6A:R' = H, R?= OCH,
5B:R"= OCH;, R*=H 6B:R"' = OCH;, R?=H

Schema 22: Dehydratisierung des priméren Amids (5A bzw. 5B) zum Nitril (6A bzw. 6B)

Wie aus Schema 23 ersichtlich ist, reagiert dabei die aus dem Amid tautomerisierte
Imidsaure  nach  Deprotonierung durch  Triethylamin  mit dem reaktiven
Trifluoracetanhydrid, wobei unter konsekutiver Abspaltung von zwei Molekilen

Trifluoracetat das gewlinschte Nitril gebildet wird.

0 OH o Jy o
= — N
R R —>» R
-H FaC” 07 CFy
NH, NH NH o
{0 >—CF3

0
K) - F4C-COO"
R N|+— R NH <
-H* -F,C-COO" R CF;

NH

Schema 23: Reaktionsmechanismus der Amid-zu-Nitril-Dehydratisierung mit Trifluoracetanhydrid und Triethylamin
Aufgrund der Hygroskopizitat von Trifluoracetanhydrid wird die Reaktion in trockenem
Dichlormethan als Losungsmittel in einem zuvor ausgeheizten Reaktionsgefal

durchgefthrt. Da die beschriebene Reaktion duRerst heftig unter Freisetzung von
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Reaktionswarme und starker Nebelbildung ablauft, muss zu Beginn unter Eiskihlung
operiert werden. Wie eine dinnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktions-

gemisches zeigte, ist das Edukt nach 2 Stunden vollstandig umgesetzt.

Das Reaktionsgemisch wird auf Eiswasser gegossen und gerihrt, wodurch Uberschissiges
Trifluoracetanhydrid hydrolysiert wird. Nach Extraktion des Nitrils mit Dichlormethan
wird mit verdiinnter Sdure ausgeschttelt, um Triethylamin in die wasserldsliche Salzform
Uberzufiihren und somit von der organischen Phase abzutrennen. Uberschiissige Saure
wiederum wird durch Waschen mit Wasser, Natriumhydrogencarbonat-Losung und
abermals Wasser entfernt. Die so erhaltene organische Phase zeigt neben dem
gewlnschten Nitril im Dinnschichtchromatogramm auch eine Bande eines apolaren
Nebenprodukts mit hdherem Rg-Wert, bei dem es sich vermutlich um ein
literaturbekanntes Artefakt aus Trifluoracetanhydrid und Triethylamin handelt>! (siehe

Abb. 14).

CF3

PN

N CH,

.

CHj

Abbildung 14: 3-[(Diethylamino)methyliden]-
1,1,1,5,5,5-hexafluorpentan-2,4-dion”?

Zur Abtrennung dieser lipophilen Verunreinigung wurde zunachst eine Umkristallisation
aus Ethanol versucht, jedoch resultierte diese Methode in relativ geringen Ausbeuten, da
das oben beschriebene Artefakt offenbar I6sungsvermittelnd auf das Nitril in Ethanol
wirkt und so dessen Auskristallisation inhibiert, wobei insbesonders das Isomer mit der
Methoxygruppe in ortho-Stellung (6B) erhebliche Kristallisationsprobleme zeigt. Es
erwies sich fir beide isomeren Nitrile (6A und 6B) als zweckmaRig, an die extraktive
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches eine sdulenchromatographische Reinigung zur
Abtrennung des lipophilen Nebenprodukts anzuschliefen. Die darauffolgende
Umkristallisation aus Ethanol verlduft dadurch komplikationslos und liefert akzeptable

Ausbeuten an analysenreinem Produkt.
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Die erfolgreiche Dehydratisierung lasst sich relativ einfach und rasch anhand folgender
beobachteter Unterschiede zwischen den Nitrilen (6A und 6B) und den Prékursor-

Carboxamiden (5A und 5B) in den aufgenommenen Spektren belegen:

e Die El-Massenspektren der Nitrile (siehe Tafel 19 bzw. 27) weisen einen im
Vergleich zu den Carboxamiden um 18 Einheiten niedrigeren Molekllionenpeak

bei m/z = 360 auf. Dies entspricht der Masse des abgespaltenen Wassers.

e In den 'H-NMR-Spektren der Nitrile (siehe Tafel 20 bzw. 28) fehlen naturgemaR
die Signale der Carboxamidgruppe. Die Ausgangsverbindungen zeigen in ihren *H-
NMR-Spektren aufgrund der Konjugation der Carboxamid-Funktionalitat und des
daraus resultierenden partiellen Doppelbindungscharakters der C—N-Bindung
zwei diskrete N—H-Signale in Form breiter Singuletts im Bereich von 89 ppm

chemischer Verschiebung (siehe Schema 24).

6 ca.8-9 ppm kein Signal

Schema 24: Wesentliche Unterschiede im 1H-NMR-Spektrum
zwischen Amid (5A bzw. 5B) und Nitril (6A bzw. 6B)

e Die 3C-NMR-Spektren der Nitrile (siehe Tafel 21 bzw. 29) weisen anstelle eines
fur einen sp?-hybridisierten Carboxamid-Kohlenstoff typischen Signals bei ca. 160
ppm ein Signal bei ca. 110 ppm auf, welches fir einen sp-hybridisierten Nitril-

Kohlenstoff charakteristisch ist (siehe Schema 25).

(0]
=
N—H
H/ ca. 160 ppm ca. 110 ppm

Schema 25: Wesentliche Unterschiede im 13C-NMR-Spektrum
zwischen Amid (5A bzw. 5B) und Nitril (6A bzw. 6B)

Die Bestatigung der Summenformel erfolgte via hochauflésender Massenspektrometrie.
Die eindeutige Zuordnung samtlicher 'H- und '2C-NMR-Signale gelang durch
zweidimensionale NMR-Experimente (COSY, NOESY, HSQC, HMBC). Die genauen Lagen
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aller *H- und 3C-Resonanzfrequenzen sind dem experimentellen Teil sowie den Abb. 15

und 16 zu entnehmen.

7.38-7.44

1471 133.3 6.91-6.96
114.4
1294 = 111.5 3.76
8.68 149.5°N” 1344°QN 55.3
130.1 N 159.8 oy
8,08 133.3 Pl
7.38-744 144
6.91-6.96

Abbildung 15: Nitril 6A: 1H-NMR-Signale (blau)
und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm

735-739 1204
6.92

Abbildung 16: Nitril 6B: 1H-NMR-Signale (blau)
und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm
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2.4 RINGSCHLUSS VIA [4+2]-CYCLOADDITIONSREAKTION

Die vorangegangenen Syntheseschritte erzeugten eine Anordnung von Dien-Teilstruktur
an Position 3 des Chinazolinon-Grundkérpers und Dienophil-Teilstruktur an Position 2
und schufen daher die Grundlage fir die nun anstehende intramolekulare Aza-Diels-
Alder-Reaktion, eine Variante der [4+2]-Cycloaddition mit Beteiligung eines Stickstoff-
Atoms. Diese Reaktion fuhrt UGber simultane Ausbildung der Ringe B und C zur ange-
strebten Formierung des Luotonin-A-Grundgerists (siehe Schema 26) und stellt somit

das Herzstlck der hier angewandten ,nérdlichen” Syntheseroute nach Haider et al.3* dar.

R1
o}
ON R1 AN o]
N NV DBU B | CN
D AN 120 °C _—
= . R2 N \ D
N
S N NO
R2 2
6A bzw. 6B 7A bzw. 7B
6A:R'=H, R?= OCH;, 7A:R' = H, R? = OCH,
6B: R'=OCH,, R?=H 7B:R' = OCH,, R = H

Schema 26: Simultane Bildung der Ringe B und C via [4+2]-Cycloadditionsreaktion

Wie bereits von Dai et al.3, die Uber eine analoge Aza-Diels-Alder-Reaktion das ABCD-
Ringfragment von Camptothecin (Indolizino[1,2-b]chinolin-9(11H)-on) dargestellt hatten,
beschrieben, lduft diese Cycloadditionsreaktion nur in Anwesenheit einer Base ab, wobei
sich die nicht nukleophile Base 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als optimal
geeignet erwiesen hat. Die [4+2]-Cycloaddition findet nach Vorschlag von Dai et al.3®
namlich erst nach einer DBU-katalysierten Alkin-Allen-Isomerisierung statt. Wie aus
Schema 27 ersichtlich ist, fihrt die Bildung des Allens zu einer entscheidend veranderten
Molekllgeometrie. Die daraus resultierende Nahe zwischen Dienophil und Dien durfte
die Voraussetzung fur die [4+2]-Cycloaddition sein. Die Rekonstitution der Aromatizitat
ist die Triebkraft fir die anschlieBende [1,5]-H sigmatrope Umlagerung, die zur

Generierung des Luotonin-A-Grundkorpers fihrt.
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6A bzw. 6B

NO, /\ O,
DBU R1 ; J
R2

[4+2]-Cycloaddition

R1

X o [1,5]-H shift
/
R2 N

NO,

TAbzw. 78 6A bwz. 7A: R' = H, R? = OCH,

6B bzw. 7B: R' = OCH,, R = H

Schema 27: Mechanismus der [4+2]-Cycloaddition, modifiziert nach Haider et al.?*

Als Losungsmittel fir diese thermisch induzierte Reaktion eignet sich, wie schon in Lit.343°
beschrieben, das schwerfllchtige 1,2-Dichlorbenzol, das eine Durchfliihrung der Reaktion

in einem verschlossenen Gefalk bei Temperaturen von 110-120 °C erlaubt.

Es erwies sich als optimal, das in 1,2-Dichlorbenzol gel6ste Nitril (6A bzw. 6B) mit einer
katalytischen Menge einer frisch bereiteten DBU-Losung zu versetzen und das
Reaktionsgemisch auf 120 °C zu erhitzen. Bald nach Erreichen dieser Temperatur ist eine
einsetzende Tribung des vormals geldsten Reaktionsgemisches als Indikator fir das
naszierende in 1,2-Dichlorbenzol schwerldsliche Cycloadditionsprodukt zu erkennen.
Aufgrund der zunehmenden Opazitat lasst sich der Reaktionsverlauf visuell gut
mitverfolgen. Nach 24 Stunden ist die Reaktion gemaR dinnschichtchromatographischer

Kontrolle vollstandig abgelaufen.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des gebildeten Produkts (7A bzw. 7B) in 1,2-
Dichlorbenzol bietet sich als Aufarbeitung einfaches Abnutschen an, nachdem zwecks
Maximierung der Ausfdllung des Produkts das auf Raumtemperatur abgekihlte
Reaktionsgemisch mit tert-Butylmethylether verdinnt und im Kuhlschrank weiter

abgekihlt worden ist. Durch Waschen mit tert-Butylmethylether wird das angestrebte 3-
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Methoxy-Cycloadditionsprodukt (7A) in einer Ausbeute von 68% bzw. das 1-Methoxy-

Isomer (7B) in einer Ausbeute von 62% in akzeptabler Reinheit erhalten.

Neben der zu erwartenden marginalen Loslichkeit des Nitro-substituierten
Cycloadditionsprodukts weisen auch El-massenspektrometrische Untersuchungen auf
die erfolgreiche Bildung des pentazyklischen Luotonin-A-Grundkérpers hin: Der
Molekilionenpeak der beiden Cycloadditionsprodukte (7A bzw. 7B) erscheint zwar beim
selben m/z-Verhaltnis von 360 wie bei den Edukten (6A bzw. 6B), realisiert jedoch in
beiden Fallen den Basispeak im Massenspektrum, was bei den Edukten nicht der Fall
gewesen ist (siehe Tafel 36 bzw. 42 im Vgl. zu Tafel 19 bzw. 27). Prinzipiell ist bei den
Cycloadditionsprodukten eine signifikant geringere Fragmentierungstendenz als bei den
mit einer Methoxyphenylpropargyl-Seitenkette substituierten Chinazolinon-Prakursoren
(5A, 5B, 6A, 6B) festzustellen. Die Abspaltung ebenjener Seitenkette liefert bei den
genannten Vorlaufer-Verbindungen einen mehr oder weniger intensiven Peak bei m/z =
145 (siehe oben); ein derartiger intensiver Peak bei m/z = 145 ist bei den
Cycloadditionsprodukten naturgemall nicht aufzufinden. Durch hochauflésende
Massenspektrometrie konnte die zu erwartende Summenformel der Produkte bestatigt

werden.

Das 'H-NMR-Spektrum des 3-Methoxy-Cycloadditionsprodukts (7A) (siehe Tafel 37), das
aufgrund der sehr geringen Loslichkeit der Verbindung in DMSO ein schlechtes
Signal/Rausch-Verhaltnis aufweist, zeigt wie erwartet die im Vergleich zum Edukt (6A)
beinahe unveranderten Signale der Aromaten-Protonen des Chinazolinonrings sowie der
Aliphaten-Protonen der Methylengruppe und jene der Methoxygruppe. Der durch die
Cycloaddition neu formierte Chinolinring tragt vier Aromaten-Protonen, die sich
naturgemald in ihrer chemischen Verschiebung und ihrem Aufspaltungsmuster von den
vier Aromaten-Protonen des para-substituierten Methoxyphenylrests des Edukts (6A)
unterscheiden: Aufgrund des m-Elektronen-Defizits des Chinolins erfahren die daran
gebundenen Protonen prinzipiell eine Tieffeldverschiebung: Das im Vergleich zum Edukt
neu erscheinende Singulett bei 8.73 ppm lasst sich zweifelsfrei dem 14-H des Produkts
zuordnen, da dieses das einzige Proton des Chinolins ohne Kopplungspartner darstellt.
Die durch den mesomeren Effekt der ortho-standigen Methoxygruppe etwas
abgeschirmten Protonen, lassen sich ebenfalls auf Basis ihres Kopplungsmusters

voneinander unterscheiden: Das dublettisch aufgespaltene Dublett bei 7.46 ppm stammt
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von 2-H; die Signalaufspaltung ergibt sich durch eine ortho-Kopplung zu 1-H (J = 9.0 Hz)
und eine meta-Kopplung zu 4-H (J = 2.5 Hz). Das Dublett bei 7.68 ppm stammt von 4-H,
das lediglich eine meta-Kopplung zu 2-H zeigt (J = 2.7 Hz). Das verbleibende Signal fir 1-
H befindet sich im Bereich von 8.10-8.13 ppm und tberlappt an dieser Stelle im *H-NMR-
Spektrum mit dem beinahe isochronen 7-H unter Bildung eines Multipletts hdherer
Ordnung mit der relativen Intensitat von 2. Diese aus dem eindimensionalen *H-NMR-
Spektrum getroffene Zuordnung der *H-NMR-Signale l3sst sich durch die beobachteten

Korrelationspeaks im COSY-Spektrum bestatigen (siehe Tafeln 38 und 39).

Aufgrund der zu geringen Ldslichkeit von 7A in DMSO konnte kein '3C-APT-Spektrum
aufgenommen werden, jedoch konnte indirekt Gber die im HSQC-Spektrum (siehe Tafeln
40 und 41) beobachteten Crosspeaks zumindest auf die Signallagen der H-Atome
tragenden C-Atome geschlossen werden (mit Ausnahme von 1-C und 7-C aufgrund des
nicht ausreichend aufgelésten Multipletts, das von den entsprechenden H-Atomen
gebildet wird; siehe oben). Abb. 17 zeigt zusammenfassend die eruierten *H- und 2C-

NMR-Signallagen von Verbindung 7A auf.

8.73
746 810-8.13 1316

5.33
47.7

8.97
121.9

NO,

8.10-8.13 1283
8.66

Abbildung 17: 3-Methoxy-Cycloadditionsprodukt (7A): *H-NMR-Signale (blau)
und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm; Signalzuordnung wegen geringer
Léslichkeit unvollsténdig

Wahrend im Fall des 3-Methoxy-Cycloadditionsproduktes (7A) zumindest *H-, COSY- und
HSQC-Spektren aufgenommen werden konnten, war es im Fall der isomeren 1-Methoxy-
Verbindung (7B) aufgrund der noch schlechteren Loslichkeit nicht moglich, eine NMR-
basierte Struktursicherung zu vollziehen. Ein eindeutiger Nachweis fir den Erfolg der
Cycloadditionsreaktion kann daher nur indirekt Uber die Strukturaufklarung des

Folgeprodukts erbracht werden (siehe Abschnitt 2.5).
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2.5 REDUKTION DER NITROGRUPPE ZUR AMINOGRUPPE:
SYNTHESE DER ZIELVERBINDUNGEN

Im anstehenden finalen Schritt der geplanten Synthesesequenz sollten nun die beiden
Zielverbindungen (8A bzw. 8B) durch Reduktion der Nitrogruppe an Ring E des zuvor
formierten Luotonin-A-Grundkorpers in die Aminogruppe hervorgebracht werden (siehe
Schema 28). Zu diesem Zweck sollte eine Methode angewandt werden, die bereits
erfolgreich fir die Reduktion von Nitrocarbazolen zu Aminocarbazolen>°3 eingesetzt
worden war und sich in unserer Arbeitsgruppe fiir die Reduktion diverser Nitro-
substituierter Luotonin-A-Derivate zu den entsprechenden Aminoderivaten bewahrt
hatte3”41746 Dabei handelt es sich um eine Pd/C-katalysierte Transferhydrierung unter

Verwendung von Hydrazin-Hydrat als in-situ-Lieferant fir molekularen Wasserstoff.

Der Einsatz von flUssigen oder festen Wasserstoff-Quellen anstelle von leicht ent-
flammbarem gasformigen Wasserstoff im Sinne einer klassischen katalytischen
Hydrierung bietet neben dem erheblichen Sicherheitsvorteil auch die einfache
Moglichkeit des Probeziehens fiir Reaktionskontrollen mittels Dinnschichtchromato-

graphie®?.

o o
~N . N,H,, PdIC N .
—_—
= -N, =
R2 N R2 N
\ -H,0 \
N N
NO, NH,

7A bzw. 7B 8A bzw. 8B

7A:R'=H, R? = OCH, 8A:R'=H, R?= OCH,
7B:R'= OCH,, RZ=H 8B: R'=OCH,, R2=H

Zielverbindungen

Schema 28: Katalytische Transferhydrierung zur Synthese der Zielverbindungen (8A bzw. 8B)

Wie Schema 29 zu entnehmen ist, verlduft die Reduktion der Nitrogruppe dabei
schrittweise Uber eine intermediar gebildete Nitroso- bzw. Hydroxylaminverbindung zum

gewliinschten Amin.
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N,H, . H,0

o} o} OH

// H, // H, / H,
R—N+ +lll  — R—N +1| E—_ R—NH - | E—_ R—NH, - ||
o -H,0 -H,0

Schema 29: Schrittweise Reduktion der Nitrogruppe zum Amin

Die Reaktion wird unter Inertgasatmosphdare und angesichts der geringen Loslichkeit der
Nitro-Verbindungen (7A bzw. 7B) zweckmaRigerweise in siedendem Ethanol als
Losungsmittel durchgefihrt. Im Laufe der Reaktion ist eine Farbverdnderung der
ethanolischen Suspension von gelblich braun zu grinlich zu beobachten. Im Einklang mit
den bisherigen Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe mit schwer [6slichen Nitro-
Verbindungen*! konnte die Vollstdndigkeit der Reaktion erst nach 24 Stunden festgestellt
werden. Die dinnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsgemisches zeigt bei

UVse6 eine intensiv gelblich grin fluoreszierende Bande mit auffalligem Tailing.

Obgleich die somit synthetisierten Zielverbindungen (8A bzw. 8B) aufgrund der aktiven
Hydrophilie der Amino-Funktionalitat signifikant bessere Loslichkeitseigenschaften als
die entsprechenden Nitro-Verbindungen (7A bzw. 7B) aufweisen, liegen sie im
Reaktionsgemisch dennoch zu einem markanten Anteil ungeldst vor. Aus diesem Grund
kann der Hydrierkatalysator nicht wie Ublich durch einfache Filtration abgetrennt
werden, sondern es muss zuvor ein Losungsmittelwechsel realisiert werden. Es erwies
sich als optimal, das zur Trockene gebrachte Reaktionsgemisch in DMSO, das merkbar
bessere Losungseigenschaften fiir die Zielverbindungen als DMF aufweist, aufzunehmen
und zu erhitzen, wodurch die Zielverbindungen weitestgehend in Lésung gebracht und
der Hydrierkatalysator sowie allenfalls noch vorhandenes Edukt durch Heilfiltration
abgetrennt werden konnen. Eine Erhohung der Ausbeute kann durch abermalige
Extraktion des Produkts aus dem katalysatorhéltigen Filterriickstand mit DMSO erzielt
werden. Mittels Kugelrohrdestillation kann das schwerflichtige DMSO entfernt werden.
AnschlieBendes Waschen mit heilem Ethanol liefert die Zielverbindungen (8A bzw. 8B)
in akzeptabler Reinheit in Form gelb-oranger bis goldgelber Kristalle in einer Ausbeute

von jeweils knapp Uber 60%.
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Als erstes Indiz fur die erfolgreiche Synthese der Zielverbindungen (8A
bzw. 8B) konnte eine intensive gelblich griine Fluoreszenz unter UV-Licht
der Wellenldange 366 nm beobachtet werden (siehe Abb. 18). Mittels
umfassender massenspektrometrischer und NMR-spektroskopischer

Untersuchungen konnten die Strukturen der Endprodukte eindeutig

abgesichert werden, wie im Folgenden dargelegt wird: Abbildung 18:
8A unter UV3g6

So weisen die El-Massenspektren beider Zielverbindungen (siehe Tafel 43 bzw. 53)
erwartungsgemal bei m/z = 330 den Molekilionenpeak auf, der jeweils analog zu den
Prakursor-Nitroverbindungen (7A bzw. 7B) aufgrund der geringen Fragmentierungs-
tendenz des pentazyklischen Luotonin-A-Grundkorpers den Basispeak des Massen-
spektrums reprasentiert. Mittels hochauflésender ESI-Massenspektrometrie konnte fir
die beiden isomeren Zielverbindungen jeweils die Summenformel C19H14N40, anhand des

[M+H]*-lons bestatigt werden.

Das 'H-NMR-Spektrum von Zielverbindung 8A (siehe Tafel 44) zeigt im Vergleich zum H-
NMR-Spektrum des Edukts (7A) wie erwartet keine wesentlichen Unterschiede in der
chemischen Verschiebung und Multiplizitat jener Signale, die von den Protonen der
Methoxygruppe an Ring A, jenen des Chinolinrings (Ring A und B) und jenen der
Methylengruppe an Ring C stammen. Die Zuordnung der Signale dieser Protonen wurde
bereits eingehend im Abschnitt 2.4 erldutert. Auffallende Unterschiede sind jedoch
naturgemald in den Signalen der an Ring E gebundenen Aromaten-Protonen aufgrund der
diametralen Eigenschaften der Nitrogruppe in 7A im Vergleich zur Aminogruppe in 8A
hinsichtlich Beeinflussung der m-Elektronendichte des Chinazolinonrings zu beobachten.
Wahrend der elektronenziehende Einfluss der Nitrogruppe zu einer starken Ent-
schirmung und somit zu relativ hohen chemischen Verschiebungen der Protonen an Ring
E fahrt, bewirkt die elektronenschiebende Aminogruppe eine Abschirmung derselben,
sodass eine deutliche Hochfeldverschiebung dieser Protonen im Vergleich zur Nitro-
verbindung zu registrieren ist. Die eindeutige Unterscheidung dieser drei Signale im *H-
NMR-Spektrum gelingt auf Basis ihres unterschiedlichen Aufspaltungsmusters: Das
Dublett bei 7.64 ppm mit einer Kopplungskonstante von 8.7 Hz stammt von 7-H, das eine
ortho-Kopplung zu 8-H aufweist. Das Dublett bei 7.36 ppm mit einer Kopplungskonstante
von 2.7 Hz weist hingegen auf ein Proton mit einer meta-Kopplung hin, namlich auf 10-

H. Das verbleibende 8-H mit jeweils einer ortho- und einer meta-Kopplung erscheint
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erwartungsgemall als dublettisches Dublett, welches bei 7.19 ppm aufzufinden ist. Neben
den beschriebenen veranderten Signallagen der Ring-E-Protonen weist das 'H-NMR-
Spektrum der Zielverbindung (8A) im Unterschied zur Ausgangsverbindung (7A) ein neues
singulettisches Signal bei 5.85 ppm mit der relativen Intensitdt 2 auf. Dabei handelt es
sich offensichtlich um die Protonen der Aminogruppe. Schema 30 fasst diese

wesentlichen Unterschiede zwischen 7A und 8A im *H-NMR-Spektrum zusammen.

8.10-8.13 7.64

7A 8A

Schema 30: Wesentliche Unterschiede im *H-NMR-Spektrum zwischen Nitroverbindung (7A) und
Aminoverbindung (8A); chemische Verschiebung der 'H-NMR Signale (blau) in ppm
Die somit bereits aus dem eindimensionalen *H-NMR-Spektrum getroffene Zuordnung
der Signale der Zielverbindung 8A konnte durch die auftretenden Korrelationssignale in
den zweidimensionalen NMR-Experimenten COSY (siehe Tafel 50 und 51) und NOESY

(siehe Tafel 52) bekraftigt werden.

Das 3C-APT-Spektrum von Zielverbindung 8A (siehe Tafel 45) zeigt zwei Signale von sp3-
hybridisierten C-Atomen. Dabei |dsst sich aufgrund der unterschiedlichen Phasenlage das
bei 55.6 ppm erscheinende Signal eindeutig der Methoxygruppe an Ring A und das bei
47.1 ppm auftauchende Signal zweifelsfrei der Methylengruppe in Ring C zuordnen. Eine
eindeutige Unterscheidung der insgesamt 17 sp?-hybridisierten C-Atome des Chinolin-
und Chinazolinonrings ist aufgrund deren dhnlicher chemischer Verschiebung mit dem
eindimensionalen 13C-NMR-Spektrum praktisch unmdglich. Die Zuordnung der H-Atome
tragenden C-Atome gelingt hingegen durch die zu beobachtenden Crosspeaks im HSQC-
Spektrum [siehe Abb. 19 (griin markiert) sowie Tafeln 47 und 48], die Zuordnung der
guartdren C-Atome durch die auftretenden Korrelationssignale im HMBC-Spektrum

[siehe Abb. 19 (rot markiert) sowie Tafel 49].
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H112]9 Q{213 H3|8
H

Abbildung 19: Zuordnung der 3C-NMR-Signale von 8A: blau: Zuordnung iiber
13C-APT; griin: Zuordnung iiber HSQGC; rot: Zuordnung iiber HMBC

Die auf diese Weise eruierten *H- und **C-NMR-Signallagen von Zielverbindung 8A sind in

Abb. 20 zusammengefasst dargestellt.

oder
1291 122.3 1486

764 7.19

Abbildung 20: 9-Amino-3-methoxy-Luotonin A (8A): 1H-NMR-Signale (blau)
und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm; Signalzuordnung wegen geringer
Léslichkeit unvollstindig (3C-Signal von 10a fehlt)
Das 'H-NMR-Spektrum (siehe Tafel 54) der Ring-A-positionsisomeren Zielverbindung 8B
weist erwartungsgemall in den von der unterschiedlichen Stellung der Methoxygruppe
an Ring A praktisch unbeeinflussten Ringen C, D und E nahezu idente *H-NMR-Signallagen
wie Verbindung 8A auf. Die Hochfeldverschiebung der an Ring E lokalisierten Protonen
durch den elektronenschiebenden Effekt der Aminogruppe untermauert — wie dies
bereits in analoger Weise fiir die isomere Zielverbindung 8A diskutiert worden ist — die
erfolgreiche Reduktion der Nitrogruppe. Das von den Protonen der Methoxygruppe
hervorgebrachte Singulett bei 4.05 ppm mit der relativen Intensitdt von 3 erlaubt Gber
einen im NOESY-Spektrum (siehe Tafel 61) beobachteten Crosspeak die eindeutige
Signalzuordnung von 2-H, welches eine dhnliche Resonanzfrequenz wie 8-H aufweist und
gemeinsam mit diesem ein nicht aufgeldstes Multiplett hoherer Ordnung bei 7.15-7.22

ppm erzeugt. Das stark tieffeldverschobene Singulett bei 8.85 ppm lasst sich eindeutig
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14-H zuordnen, da dieses keinen Kopplungspartner besitzt. Das verbleibende Signal bei
7.78 ppm in der relativen Intensitdat 2 stammt folglich von den offenbar isochronen
Protonen an den Positionen 3 und 4. Samtliche Korrelationssignale im COSY-Spektrum
(siehe Tafeln 59 und 60) sowie im NOESY-Spektrum (siehe Tafel 61) bestdrken die

postulierten Zuordnungen der *H-NMR-Signale von Zielverbindung 8B.

Die Zuordnung der 3C-NMR-Signale von 8B erfolgte in analoger Weise zu jener von 8A:
Aus dem eindimensionalen 3C-APT-Spektrum (siehe Tafel 55) I&sst sich das Vorliegen der
Methoxygruppe an Ring A sowie der Methylenbricke in Ring C bestatigen. Das HSQC-
Spektrum (siehe Tafeln 56 und 57) gestattet die Zuordnung jener C-Atome, die H-Atome
mit distinkten Resonanzfrequenzen tragen [siehe Abb. 21 (griin markiert)]. Alle anderen
C-Atome kdnnen anhand des fir sie charakteristischen Musters an Korrelationssignalen
im HMBC-Spektrum (siehe Tafel 58) eindeutig identifiziert werden [siehe Abb. 21 (rot

markiert)].

~ 1|i|6 6/7|13|14

H
8/10|11]12 8

Abbildung 21: Zuordnung der 3C-NMR-Signale von 8B: blau: Zuordnung tiber
13C-APT; griin: Zuordnung liber HSQC; rot: Zuordnung liber HMBC

Die somit ermittelten *H- und 3C-NMR-Signallagen von Zielverbindung 8B sind in Abb. 22

zusammengefasst illustriert.
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Abbildung 22: 9-Amino-1-methoxy-Luotonin A (8B); 1H-NMR-Signale (blau)
und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm

Durch die hiermit erbrachte Strukturabsicherung von 8B kann somit indirekt der zuvor
schuldig gebliebene NMR-basierte Nachweis der Prdkursor-Verbindung 7B erbracht

werden (siehe Abschnitt 2.4).
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2.6 FAZIT UND AUSBLICK

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit konnten somit vier neue Derivate des
Alkaloids Luotonin A Gber die in Schema 31 skizzierte Syntheseroute zugadnglich gemacht
werden. Im Mittelpunkt des Interesses stehen dabei die beiden Derivate mit einer
Aminofunktion in Ring E (8A und 8B), da aufgrund dieser Funktionalitat (vgl. Lit.3’) eine
bessere Wasserldslichkeit und auch eine hohere zytotoxische Aktivitadt, verglichen mit der

Leitsubstanz Luotonin A, zu erwarten ist.

(o} (o}
Vorstufen- O,N
NH, 0 OEt synthesen z N/\\\
—> CH
+
_—
= NH,
NH, o OEt N

o o
ON R' O,N R
N NN N NV
\ Dehydratisierung \
= S <« = NH,
N N
\ N
R2 o R?
6A bzw. 6B 5A bzw. 5B

lecloaddition
R1

0o = g
N Reduktion N
N e —
= R? N \
R? N \ N
N NH,
NO,

8A bzw. 8B
7A bzw. 7B

5A - 8A: R" = H, R? = OCH,
5B -8B: R'= OCH;, R?=H

Schema 31: Ubersicht iiber die Syntheseroute der Zielverbindungen (8A bzw. 8B)

Die genannten Zielverbindungen sind derzeitiger Gegenstand biologischer
Untersuchungen am Institut fir Krebsforschung der Medizinischen Universitdt Wien.
Hierbei soll die Auswirkung dieser potentiellen Krebstherapeutika auf die Viabilitdt von

Krebszelllinien Uber den MTT-Test eruiert werden.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 VERWENDETE GERATE UND MATERIALIEN

Chromatographie

Ddnnschichtchromatographie  wurde zur Kontrolle der Vollstandigkeit von
Reaktionsabldaufen sowie zur Identitatsprifung eingesetzt. Daflr wurden DC-Fertigfolien
mit einer 0.20 mm Schicht Kieselgel 60 mit Fluoreszenz-Indikator UVs4 der Fa. Macherey-
Nagel (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4 KG 60) verwendet. Die Detektion der Substanzen
erfolgte mittels einer Camag-UV-Lampe unter UVs4 Uber Fluoreszenzldschung sowie

unter UVsgs Uber Eigenfluoreszenz.

Saulenchromatographie wurde zur praparativen Auftrennung von Reaktionsgemischen
angewendet. Als Sorbens wurde Kieselgel 60 (0.063—0.200 mm) der Fa. Merck eingesetzt.
Die Zusammensetzung der erhaltenen Eluatfraktionen wurde durch TUpfeln auf KG 60-

Folien mit Fluoreszenz-Indikator UV;s4 und anschlieRende DC ermittelt.

Massenspektrometrie

El-Massenspektren (70 eV) wurden am Department fir Pharmazeutische Chemie der
Universitat Wien auf einem Shimadzu QP5050A DI50 Massenspektrometer von Herrn OR

Mag. Dr. L. Jirovetz vermessen.

Hochaufldsende ESI-Massenspektrometrie wurde am Department flr Pharmazeutische
Chemie der Universitat Wien auf einem Bruker maXis HD von Herrn MSc. D. Dobusch
betrieben. Bei einer Verbindung wurde ein Massenspektrum auf einem Bruker maXis
UHR-TOF am Massenspektrometriezentrum der Universitat Wien von Herrn Ing. P.

Unteregger aufgenommen.

NMR-Spektroskopie

H-NMR-Spektren (400 MHz) und *C-NMR-Spektren (100 MHz) sowie sdmtliche 2D-
NMR-Spektren (COSY, NOESY, HSQC, HMBC) wurden auf einem Bruker Avance Il 400
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Spektrometer aufgezeichnet. Die Referenzierung der Signale (§-Werte in ppm bezogen

auf TMS) erfolgte mittels der Signale undeuterierter Anteile von DMSO.

Schmelzpunkte

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

Reagenzien und Lésungsmittel

Die Reagenzien und Losungsmittel wurden von den Firmen Alfa Aesar, Sigma-Aldrich und

VWR Chemicals in ,,purissimum®-Qualitat bezogen.
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3.2 ARBEITSVORSCHRIFTEN

3.2.1 ETHYL-4-0X0-3,4-DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBOXYLAT (1)

_OHsCOOH
EtOH /H(

In einem 250 mL Birnenkolben werden 13.62 g (100 mmol) Anthranilamid mit 100 mL

(736 mmol) Diethyloxalat und 1 mL Essigsdure versetzt und 24—48 h unter Rlckfluss unter
Verwendung einer nicht allzu dicht umschlieenden Heizhaube erhitzt. Nach 24 h wird
eine erste DC-Kontrolle (FlieRmittel: CH,Cl,/MeOH, 9+1) des Reaktionsgemisches
durchgeftihrt. Sofern noch eine Edukt- oder Zwischenproduktbande vorhanden ist, wird

die Reaktion weitergefihrt und im Abstand von 6 h weitere DC-Kontrollen realisiert.

Sobald die Reaktion vollstédndig abgelaufen ist, wird das Reaktionsgemisch zunachst auf
Raumtemperatur und dann 30 min im Kuhlschrank abgekthlt. Anschliefend wird das
Produkt abgenutscht, mit EtOH gewaschen und mit ca. 100 mL Diethylether versetzt. Die
so erhaltene Suspension wird ca. 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das
Produkt neuerlich abgenutscht, mit EtOH gewaschen und im Vakuumexsikkator

getrocknet.

Ausbeute: 16.86 g (77%; Lit.?°: 57%)
Summenformel: C11H10N203

Molare Masse: 218.21 g/mol

Schmelzpunkt 192-193 °C (Lit.>®: 179-180 °C)
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3.2.2 ETHYL-6-NITRO-4-0X0-3,4-DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBOXYLAT (2)

(0] (0]

H,SO,4 konz. O,N
NH HNOj; rauchend NH
—_—
= OEt = OEt
N N
(0] o
1 2

In einem 250 mL Dreihalskolben werden 14.20 g (65.1 mmol) des Chinazolinon-
carbonsaureesters (1) in 100 mL konz. H,SO4 bei Raumtemperatur geldst. Die Losung wird
in einem Eiswasserbad auf 0-5 °C abgekihlt. Nach Aufsetzen eines T-Rohrs auf den
Rickflusskihler zur Absaugung nitroser Gase erfolgt Uber einen Zeitraum von ca. 10 min
unter Rihren die Zugabe von 50 mL rauchender HNOs Uber einen Tropftrichter. Das

Kihlbad wird sodann entfernt und der Reaktionsansatz 2 h bei Raumtemperatur gerthrt.

AnschliefRend wird das Reaktionsgemisch in einen Tropftrichter gefillt und langsam unter
Ridhren in ein Becherglas mit Eiswasser getropft. Die entstandene Suspension wird
weitere 10 min gerlUhrt, worauf das Produkt abgenutscht und so lange mit H,0O
gewaschen wird, bis das ablaufende Waschwasser neutral reagiert. Das so gewonnene

saurefreie Produkt wird im Vakuumexsikkator getrocknet.

Da Edukt und Produkt diinnschichtchromatographisch nicht voneinander unterschieden
werden konnen, erfolgt die Kontrolle der Umsetzung Uber eine Bestimmung des

Schmelzpunktes.

Ausbeute: 16.76 g (98%; Lit.*’: 94%)
Summenformel: C11H9N30s

Molare Masse: 263.21 g/mol
Schmelzpunkt: 228-230°C
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3.2.3 6-NITRO-4-0X0-3,4-DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBOXAMID (3)

o
O,N NHj; konz. O,N
NH 70 °C NH
B ——
— OFEt - EtOH — NH,
N N
(0] o
3

In einem 250 mL Birnenkolben mit Ruckflusskihler werden 9.66 g (36.7 mmol) des
Nitrochinazolinoncarbonsaureesters (2) mit 100 mL 25% NHs-Losung (£ 188 mmol NHs)
versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei einer Olbadtemperatur von 70 °C erhitzt und
anschlielfend auf Raumtemperatur abgekihlt, bevor es in ein Becherglas mit 300 mL H,0
transferiert wird. Unter Eiskiihlung und unter Riihren wird mit 6N HCl angesauert, wobei
ca. 75 mL benétigt werden, um einen pH-Wert von 1-2 zu erreichen. Im sauren Milieu
prazipitiert das Produkt in Form eines weilken Niederschlages, welcher abgenutscht und
mit so viel H,O gewaschen wird, bis das ablaufende Waschwasser neutral reagiert. Das
nach Trocknung im Vakuumexsikkator erhaltene Material kann ohne weitere Reinigung

fir den nachsten Syntheseschritt eingesetzt werden.

Eine Kontrolle der Umsetzung erfolgt mittels DC (FlieBmittel: CH,Cl,/MeOH, 9+1).

Ausbeute: 8.45 g (98%; Lit.**: 98%)

Summenformel: CoHsN4O4

Molare Masse: 234.17 g/mol

Schmelzpunkt: 305—-308 °C (EtOH, farblose
N&delchen; Lit*: 314-317 °C)
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3.24 6-NITRO-4-0X0-3-(PROP-2-IN-1-YL)-3,4-DIHYDROCHINAZOLIN-2-
CARBOXAMID (4)

0 o)
o DMSO, KOH, Bu,N'Br o
A B'/\\\CH N/\\\CH
_— NH, 40°C — NH,
N - HBr N
0 o
3 4

In einem 250 mL Dreihalskolben werden 937 mg (4.00 mmol) des Nitrochinazolinon-
carboxamids (3) mit 80 mL DMSO versetzt und 10 min bei Raumtemperatur gerihrt,
sodass eine klare gelb-orange gefarbte Losung entsteht. Hierauf werden 320 mg KOH,
das zuvor in einer Reibschale fein pulverisiert worden ist, sowie 80 mg Tetrabutyl-
ammoniumbromid hinzugefligt. Das Gemisch wird weitere 5 min bei Raumtemperatur
gerihrt, ehe es 15 min im Ultraschallbad dispergiert wird, wodurch eine gelbe Suspension

entsteht.

Am mittleren Hals des Dreihalskolbens wird ein Ruckflusskihler, an dessen oberer
Offnung ein Trockenrohr angebracht ist, montiert. Nach Erwdrmen des Reaktions-
gemisches in einem auf 40 °C temperierten Olbad erfolgt ber einen Zeitraum von 2 h
unter kraftigem Rihren die tropfenweise Zugabe einer Losung von 416 mg einer 80%
Propargylbromid-in-Toluol-Losung in 40 mL DMSO [£ 333 mg (2.80 mmol = 0.7 equ.)
Propargylbromid]. Nach 24 h wird eine DC-Kontrolle des Reaktionsgemisches
durchgefthrt (1 Tropfen in einer Phiole mit 1 mL H,O verdinnen, mit 1 mL EtOAc

ausschutteln, org. Phase auftragen; FlieBmittel: CH,Cl,/MeOH, 9+1).

AnschlieRend werden erneut 320 mg KOH sowie eine 2. Portion des Reagens zugefihrt,
indem abermals eine Losung von 416 mg einer 80% Propargylbromid-in-Toluol-Lésung in
40 mL DMSO Uber 2 h zugetropft wird (in Summe 5.60 mmol = 1.4 equ. Propargylbromid).
Nach weiteren 24 h ist das Edukt nahezu vollstdndig umgesetzt (DC-Kontrolle mit
CH,Cl,/MeOH, 9+1), wodurch die Suspension geklart und eine orange gefarbte Losung

entstanden ist.
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AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch in ein Becherglas mit 800 mL H,0 transferiert
und 1 d stehen gelassen, sodass das hierbei ausfallende nicht quantitativ umgesetzte
schwer |8sliche Edukt abgenutscht werden kann. Das erhaltene klare Filtrat wird in einen
Scheidetrichter gefillt und 4x mit je 100 mL EtOAc ausgeschittelt. Die vereinigten

organischen Phasen werden mit 30 mL H,O gewaschen und tber Na,SO4 getrocknet.

Das Trocknungsmittel wird mit einem Faltenfilter abfiltriert und mit EtOAc
nachgewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht und der

Rickstand aus EtOH umkristallisiert.

Ausbeute: 522 mg (48%,; Lit.**: 39%)

Summenformel: C12HgN40O4

Molare Masse: 272.22 g/mol

Schmelzpunkt: 190-193 °C (EtOH, gelbe
Nadeln; Lit.*3: 192-195 °C)
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3.2.5 3-[3-(4-METHOXYPHENYL)PROP-2-IN-1-YL]-6-NITRO-4-0XO-3,4-
DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBOXAMID (5A)

o) | o)
OoN /\ \©\O/CH3 ON
NV

N

e Pd(PPhs),Cl,, Cul, Et;N
— NH, > — NH,
N -Hi N

o (0] o

CHy

In einem 50 mL Zweihalskolben werden 544 mg (2.00 mmol) Edukt (4) in 2 mL DMF geldst.
Nach Zugabe von 30 mL trockenem CH-Cl, (Molekularsieb 4A) wird der Kolben mit Argon
gespult. Unter fortlaufendem Spilen werden 702 mg (3.00 mmol) 4-lodanisol, 110 mg
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 76 mg (0.4 mmol) Cul, 140 mg (0.2 mmol) PdCl,(PPhs)2
und 486 mg (4.80 mmol) Triethylamin zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird unter
leichtem Argon-Uberdruck 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Uberprifung der Voll-
standigkeit der Reaktion wird eine DC-Kontrolle durchgefiihrt (FlieRmittel: CH,Cl,/MeOH,
9+1).

AnschlieRend wird das im Laufe der Reaktion dunkel verfarbte Reaktionsgemisch auf eine
Kieselgel-60-Saule (20 x 3 cm) aufgetragen. Initial werden mit reinem CH,Cl; und bei
geringer Tropfgeschwindigkeit Uberschissiges 4-lodanisol und ein bei der Reaktion
gebildetes lipophiles Nebenprodukt quantitativ abgetrennt, konsekutiv kann durch
Wechsel des Flielmittels auf CH,Cl,/EtOAc (4+1) das Produkt beschleunigt eluiert
werden. Die vereinigten Eluatfraktionen, die ausschlieSlich das Produkt enthalten,
werden am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Durch Umkristallisation des

festen Rickstands aus EtOH werden farblose Kristalle erhalten.

Ausbeute: 412 mg (54%)
Summenformel: C19H14N40s
Molare Masse: 378.34 g/mol
Schmelzpunkt: 202-204 °C

(EtOH, farblose Nadeln)
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MS (Tafel 1):

m/z (rel. Int.) = 378 (M*, 67%), 360 (59), 335 (25), 314 (34), 145 (100), 144 (62), 135 (30),
115 (35), 102 (50), 101 (26), 75 (24)

HRMS:
fur C19H14N4Na05 ([I\/I+Na]+)

Berechnet: 401.0856
Gefunden: 401.0854

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 2):

6 8.88 (d, J=2.6 Hz, 1H, 5-H), 8.64 (br s, 1H, NH), 8.63 (dd, /= 9.0, 2.7 Hz, 1H, 7-H), 8.38
(brs, 1H, NH), 7.97 (d, /=9.0 Hz, 1H, 8-H), 7.41-7.33 (BB'-Teil eines AA'BB'-Systems, 2H,
Phenyl 2'-H, 6'-H), 6.95-6.87 (AA'-Teil eines AA'BB'-Systems, 2H, Phenyl 3'-H, 5'-H), 5.27
(s, 2H, NCH,), 3.75 (s, 3H, OCH3s)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 3):

8 162.8 (Amid C=0), 159.6 (Phenyl 4'-C), 159.4 (4-C), 151.8 (2-C), 150.1 (8a-C), 146.0 (6-
C), 133.2 (Phenyl 2'-C, 6'-C), 129.4 (8-C), 129.0 (7-C), 122.5 (5-C), 121.2 (4a-C), 114.2
(Phenyl 3'-C, 5'-C), 113.4 (Phenyl 1'-C), 83.6 (Propargyl 3-C), 82.3 (Propargyl 2-C), 55.2
(OCHs), 34.2 (Propargyl 1-C)
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3.2.6  3-[3-(4-METHOXYPHENYL)PROP-2-IN-1-YL]-6-NITRO-4-0X0-3,4-
DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBONITRIL (6A)

[e] o o [¢]
N Et,N N
AN BN AN
= NH, -H0 =
N N
St
o (0] (0]
CH, CH,
5A 6A

In einem zuvor im Trockenschrank ausgeheizten 100 mL Birnenkolben werden 378 mg
(1.00 mmol) Edukt (5A) mit 10 mL trockenem CH,Cl, (Molekularsieb 4A) und 10 mL (71.7
mmol) Triethylamin versetzt. Die so entstandene Suspension wird im Eiswasserbad auf
0-5 °C abgekihlt. Unter Rithren werden 5 mL (35.5 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid
langsam zugetropft. Danach wird das Eiswasserbad entfernt und das Reaktionsgemisch
wird unter Feuchtigkeitsausschluss 2 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die vollstandige

Umsetzung wird mittels DC Uberprift (FlieBmittel CH,Clo/EtOAC, 95+5).

AnschlieRend wird das dunkel gefarbte Reaktionsgemisch in ein Becherglas mit ca. 200
mL Eiswasser gegossen und ca. 30 min gerihrt. Das so erhaltene Zwei-Phasen-System
wird in einen Scheidetrichter gefillt, die organische Phase abgetrennt und die wassrige
Phase 3x mit je 50 mL CH,Cl; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
50 mL 0.5 N HCl vorsichtig ausgeschittelt, anschlieRend mit H,O, 10% NaHCOs-Lsg. und

abermals mit H,O gewaschen und tGber Na,SO4 getrocknet.

Das Trocknungsmittel wird mit einem Faltenfilter abfiltriert und mit CHCl, nach-
gewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer auf ca. 20 mL eingeengt und durch
eine Kieselgel-60-Saule (10 x 3 cm) unter Verwendung von CHyCl,/EtOAc (98+2) als
FlieRmittel gereinigt. Die vereinigten Eluatfraktionen werden am Rotationsverdampfer
zur Trockene gebracht. Die Umbkristallisation des festen Rickstands aus EtOH liefert

nahezu farblose Kristalle.
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Ausbeute: 265 mg (74%)

Summenformel: C19H12N404
Molare Masse: 360.33 g/mol
Schmelzpunkt: 175-177 °C

(EtOH, nahezu farblose Nadeln)

MS (Tafel 19):

m/z (rel. Int.) = 360 (M*, 100%), 345 (21), 330 (22), 314 (51), 286 (26), 271 (25), 145
(97), 144 (39), 115 (28), 102 (46)

HRMS:
fur C19H12N4Na04 ([I\/I+Na]+)

Berechnet: 383.0751
Gefunden: 383.0751

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 20):

68.87(d,J=2.4 Hz, 1H, 5-H), 8.68 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, 7-H), 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 8-
H), 7.44—7.38 (BB'-Teil eines AA'BB'-Systems, 2H, Phenyl 2'-H, 6'-H), 6.96-6.91 (AA'-Teil
eines AA'BB'-Systems, 2H, Phenyl 3'-H, 5'-H), 5.27 (s, 2H, NCH3), 3.76 (s, 3H, OCHj3)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 21):

5 159.8 (Phenyl 4'-C), 158.3 (4-C), 149.5 (8a-C), 147.1 (6-C), 134.4 (2-C), 133.3 (Phenyl
2'-C, 6'-C), 130.1 (8-C), 129.4 (7-C), 122.8 (4a-C), 122.4 (5-C), 114.4 (Phenyl 3'-C, 5'-C),
113.0 (Phenyl 1'-C), 111.5 (Nitril-C), 84.9 (Propargyl 3-C), 80.9 (Propargyl 2-C), 55.3
(OCH3), 36.2 (Propargyl 1-C)
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3.2.7  3-METHOXY-9-NITROCHINO[2",3":3,4]PYRROLO[2,1-b]CHINAZOLIN-11(13H)-
ON (7A)

0
AN o
oN DBU N
N NN o HsC =
120 °C 5
N _120°C ~o N \
= S N
N
AN N _CHy NO,
o
6A 7A

In einem 25 mL Rundkolben werden 150 mg (0.42 mmol) Edukt (6A) in 12 mL 1,2-

Dichlorbenzol gelost. Die Losung wird mit Argon gespllt, sodann werden 0.6 mL einer
frisch bereiteten 0.1 M Losung von DBU in 1,2-Dichlorbenzol (£ 0.06 mmol DBU)
zugegeben. Es wird abermals mit Argon gespllt, bevor das Reaktionsgefdls mit einem
fixierten Stopfen verschlossen wird. Das Reaktionsgemisch wird auf 120 °C erhitzt und

24 h bei dieser Temperatur geriihrt.

Nach Reaktionsablauf (DC-Kontrolle mit FlieBmittel CH,Cl,/EtOAc, 95+5) wird das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt, mit tert-Butylmethylether 1:1
verdinnt und im Kulhlschrank weiter abgeklihlt. Das prazipitierte Produkt wird
abgenutscht, mit tert-Butylmethylether gewaschen und im Vakuumexsikkator

getrocknet.

Ausbeute: 102 mg (68%)
Summenformel: C19H12N404
Molare Masse: 360.33 g/mol
Schmelzpunkt: >350°C

(tBME, braune Nadelchen)
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MS (Tafel 36):

m/z (rel. Int.) = 361 (24%), 360 (M*, 100), 314 (23), 271 (21), 243 (19), 57 (23), 55 (17)

HRMS:
far C19H13N404 ([l\/|+H]+)

Berechnet: 361.0931
Gefunden: 361.0932

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg; Tafel 37):

58.97(d,J=2.7 Hz, 1H, 10-H), 8.73 (s, 1H, 14-H), 8.66 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H, 8-H), 8.13-
8.10 (m, 2H, 1-H, 7-H), 7.68 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 4-H), 7.46 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H, 2-H), 5.33
(s, 2H, 13-CHa), 4.00 (s, 3H, OCHs)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg; Tafeln 40, 41): Liste aufgrund geringer Loslichkeit
unvollstandig (indirekte Bestimmung aus HSQC-Spektren):

5 131.6 (14-C), 129.5 (1-C oder 7-C), 128.3 (8-C), 121.9 (10-C), 121.7 (2-C), 107.4 (4-C),
55.6 (OCHs), 47.7 (13-C)
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3.2.8  9-AMINO-3-METHOXYCHINO[2,3":3,4]PYRROLO[2,1-b]CHINAZOLIN-
11(13H)-oN (8A)

~ \ ° N,H,, PdIC N . °
HSC\ = -N, H3C\ =
o N \ “H0 o N \
N N
NO, NH,
7A 8A

In einem 100 mL Dreihalskolben werden 108 mg (0.30 mmol) Edukt (7A) mit 40 mL EtOH
versetzt und die so erhaltene Suspension griindlich mit Argon gespiilt. Es folgt die Zugabe
von 260 mg einer 80% Hydrazinhydrat-Losung (£ 4.16 mmol N2H4) und 20 mg Pd/C-
Katalysator (10%). Unter Argonatmosphdre wird das Gemisch 24 h bei Ruckfluss-

temperatur kraftig gerlhrt.

Nach Ablauf der Reaktion (DC-Kontrolle mit FlieBmittel CH,Cl,/MeOH, 9+1) wird das nun
griin gefarbte Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt und am Rotations-
verdampfer zur Trockene gebracht. Der feste Rlckstand wird in 50 mL DMSO
aufgenommen und durch Erhitzen weitgehend geldst. Mittels Heilfiltration durch eine
doppelte Lage aus Faltenfiltern wird der ungelost gebliebene Pd/C-Katalysator abge-
trennt. AnschlieRend wird das Faltenfilter zerkleinert, mit 15 mL DMSO versetzt, erhitzt
und erneut heild filtriert. Die vereinigten Filtrate werden unter vermindertem Druck im
Kugelrohr eingedampft. Der feste Rickstand wird in einen 50 mL Spitzkolben Gberfihrt
und mit 30 mL EtOH 30 min unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Das somit heil3
gewaschene Produkt wird nach dem AbklUhlen abgenutscht, mit EtOH nachgewaschen

und im Vakuumexsikkator getrocknet.

Ausbeute: 62 mg (63%)
Summenformel: C19H1aN40O2
Molare Masse: 330.35 g/mol
Schmelzpunkt: >350°C

(EtOH, gelborange Kristalle)
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MS (Tafel 43):

m/z (rel. Int.) = 331 (20%), 330 (M*, 100), 315 (16), 287 (61), 286 (23), 271 (15), 259
(21), 165 (23), 129 (21), 98 (21), 57 (30), 55 (28)

HRMS:
fur C19H15N40> ([|\/|+H]+)

Berechnet: 331.1190
Gefunden: 331.1184

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg; Tafel 44)

58.60 (s, 1H, 14-H), 8.04 (d, J = 9.1 Hz, 1H, 1-H), 7.64 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 7-H), 7.61 (d, J =
2.6 Hz, 1H, 4-H), 7.38 (dd, J=9.1, 2.7 Hz, 1H, 2-H), 7.36 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 10-H), 7.19 (dd,
J=8.7,2.7 Hz, 1H, 8-H), 5.85 (s, 2H, NH3), 5.22 (s, 2H, 13-CH,), 3.98 (s, 3H, 3-OCHs)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg; Tafeln 45, 46): Liste aufgrund geringer Loslichkeit unvoll-
standig (Signal fir 10a-C fehlt)

5 160.7 (3-C), 159.5 (11-C), 151.9 (5a-C), 150.3 (4a-C), 148.6 (9-C oder 5b-C), 148.5 (5b-
C oder 9-C), 139.7 (6a-C), 131.2 (14-C), 129.4 (1-C), 129.1 (7-C), 128.6 (13a-C), 123.5 (14a-
C), 122.3 (8-C), 120.7 (2-C), 107.6 (4-C), 106.1 (10-C), 55.6 (OCHs), 47.1 (13-CH2)
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3.2.9 3-[3-(2-METHOXYPHENYL)PROP-2-IN-1-YL]-6-NITRO-4-0XO-3,4-
DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBOXAMID (5B)

_CHg

O,N /\ O
N \\ (F>Ph3)20|2 Cul, EtsN

CH
= NH, -HI NH2
N

o O
4 5B

In einem 50 mL Zweihalskolben werden 544 mg (2.00 mmol) Edukt (4) in 2 mL DMF gelost.
Nach Zugabe von 30 mL trockenem CH-Cl, (Molekularsieb 4A) wird der Kolben mit Argon
gespult. Unter fortlaufendem Spilen werden 702 mg (3.00 mmol) 2-lodanisol, 110 mg
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 76 mg (0.4 mmol) Cul, 140 mg (0.2 mmol) PdCl,(PPhs)
und 486 mg (4.80 mmol) Triethylamin zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird unter
leichtem Argon-Uberdruck 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Uberpriifung der Voll-
standigkeit der Reaktion wird eine DC-Kontrolle durchgefiihrt (FlieRmittel: CH,Cl,/MeOH,
9+1).

AnschlieRend wird das im Laufe der Reaktion dunkel verfarbte Reaktionsgemisch auf eine
Kieselgel-60-Sdule (20 x 3 cm) aufgetragen. Anfanglich werden mit reinem CH,Cl; und bei
geringer Tropfgeschwindigkeit Uberschissiges 2-lodanisol und ein bei der Reaktion
gebildetes lipophiles Nebenprodukt quantitativ abgetrennt, nachfolgend kann durch
Wechsel des FlieBmittels auf CH,Cl,/EtOAc (4+1) das Produkt beschleunigt eluiert
werden. Die vereinigten Eluatfraktionen, die ausschlieflich das Produkt enthalten,
werden am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Durch Umkristallisation des

festen Rickstands aus EtOH werden farblose Kristalle erhalten.

Ausbeute: 382 mg (51%)
Summenformel: C19H14N40s
Molare Masse: 378.34 g/mol
Schmelzpunkt: 225-228 °C

(EtOH, farblose Nadeln)
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MS (Tafel 9):

m/z (rel. Int.) = 378 (M*, 74%), 335 (11), 320 (13), 259 (13), 160 (16), 145 (22), 144
(100), 116 (25), 115 (95), 91 (24), 75 (17)

HRMS:
fur C19H14N4Na05 ([I\/I+Na]+)

Berechnet: 401.0856
Gefunden: 401.0857

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 10):

6 8.88 (d, J=2.6 Hz, 1H, 5-H), 8.63 (dd, / = 8.9, 2.7 Hz, Uberlappt von brs, 2H, 7-H, NH),
8.37 (brs, 1H, NH), 7.97 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 8-H), 7.38=7.31 (m, 2H, Phenyl 4'-H, 6'-H), 7.02
(dd, J=8.9, 0.8 Hz, 1H, Phenyl 3'-H), 6.90 (td, /= 7.5, 0.9 Hz, 1H, Phenyl 5'-H), 5.32 (s, 2H,
NCHa), 3.78 (s, 3H, OCHs)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 11):

5 162.7 (Amid C=0), 159.8 (Phenyl 2'-C), 159.4 (4-C), 151.7 (2-C), 150.1 (8a-C), 146.0 (6-
C), 133.6 (Phenyl 6'-C), 130.5 (Phenyl 4'-C), 129.4 (8-C), 129.1 (7-C), 122.5 (5-C), 121.2
(4a-C), 120.3 (Phenyl 5'-C), 111.3 (Phenyl 3'-C), 110.5 (Phenyl 1'-C), 87.3 (Propargyl 2-C),
80.3 (Propargyl 3-C), 55.6 (OCH3s), 34.4 (Propargy! 1-C)
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3.2.10 3-[3-(2-METHOXYPHENYL)PROP-2-IN-1-YL]-6-NITRO-4-0X0-3,4-
DIHYDROCHINAZOLIN-2-CARBONITRIL (6B)

(o] o [¢] (o]
CHs CHs
O,N O/ Fsc)J\O)J\CFg ON o/
N Et,N N
AN _EN X
7 NH, -HO 7
N N
AT
(0]
5B 6B

In einem zuvor im Trockenschrank ausgeheizten 100 mL Birnenkolben werden 378 mg
(1.00 mmol) Edukt (5B) mit 10 mL trockenem CH,Cl, (Molekularsieb 4A) und 10 mL (71.7
mmol) Triethylamin versetzt. Die so entstandene Suspension wird im Eiswasserbad auf
0-5 °C abgekihlt. Unter Rihren werden 5 mL (35.5 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid
langsam zugetropft. Danach wird das Eiswasserbad entfernt und das Reaktionsgemisch
wird unter Feuchtigkeitsausschluss 2 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die vollstandige

Umsetzung wird mittels DC Gberprift (FlieBmittel CH,Clo/EtOAC, 95+5).

AnschlieRend wird das dunkel gefarbte Reaktionsgemisch in ein Becherglas mit ca. 200
mL Eiswasser gegossen und ca. 30 min gerlUhrt. Das so erhaltene Zwei-Phasen-System
wird in einen Scheidetrichter gefillt, die organische Phase abgetrennt und die wassrige
Phase 3x mit je 50 mL CH,Cl; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
50 mL 0.5 N HCl vorsichtig ausgeschuttelt, anschliefend mit H,O, 10% NaHCOs-Lsg. und

abermals mit H,O gewaschen und ber Na,SO4 getrocknet.

Das Trocknungsmittel wird mit einem Faltenfilter abfiltriert und mit CH,Cl, nach-
gewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer auf ca. 20 mL eingeengt und durch
eine Kieselgel-60-Saule (10 x 3 cm) unter Verwendung von CH,Cl,/EtOAc (98+2) als
FlieRmittel gereinigt. Die vereinigten Eluatfraktionen werden am Rotationsverdampfer
zur Trockene gebracht. Die Umbkristallisation des festen Rickstands aus EtOH liefert

nahezu farblose Kristalle.
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Ausbeute: 243 mg (67%)

Summenformel: C19H12N404
Molare Masse: 360.33 g/mol
Schmelzpunkt: 168 °C

(EtOH, nahezu farblose Nadeln)

MS (Tafel 27):

m/z (rel. Int) = 360 (M*, 21%), 145 (17), 144 (53), 116 (23), 115 (100), 91 (31), 89 (23),
75 (20)

HRMS:
far C19H12N4Na04 ([I\/I+Na]+)

Berechnet: 383.0751
Gefunden: 383.0747

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 28):

58.87(d,J=2.6 Hz, 1H, 5-H), 8.68 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, 7-H), 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 8-
H), 7.39-7.35 (m, 2H, Phenyl 4'-H, 6'-H), 7.08-7.01 (m, 1H, Phenyl 3'-H), 6.92 (td, J = 7.5,
0.9 Hz, 1H, Phenyl 5'-H), 5.30 (s, 2H, NCH,), 3.79 (s, 3H, OCH3)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 29):

6 160.0 (Phenyl 2'-C), 158.2 (4-C), 149.5 (8a-C), 147.1 (6-C), 134.3 (2-C), 133.5 (Phenyl 6'-
C), 130.9 (Phenyl 4'-C), 130.1 (8-C), 129.4 (7-C), 122.8 (4a-C), 122.4 (5-C), 120.4 (Phenyl
5'-C), 111.42 (Nitril-C), 111.39 (Phenyl 3'-C), 110.1 (Phenyl 1'-C), 85.9 (Propargyl 2-C), 81.7
(Propargyl 3-C), 55.6 (OCH3), 36.2 (Propargyl 1-C)
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3.2.11 1-METHOXY-9-NITROCHINO[2",3":3,4]PYRROLO[2,1-b]CHINAZOLIN-11(13H)-
ON (7B)

HiC_
o o
CH
Vv 3
ON N . DBU AN o
)\% - = "
=
N N N \
\ N N
NO,
7B

6B

In einem 25 mL Rundkolben werden 150 mg (0.42 mmol) Edukt (6B) in 12 mL 1,2-
Dichlorbenzol gelost. Die Losung wird mit Argon gespllt, sodann werden 0.6 mL einer
frisch bereiteten 0.1 M Losung von DBU in 1,2-Dichlorbenzol (£ 0.06 mmol DBU)
zugegeben. Es wird abermals mit Argon gespllt, bevor das Reaktionsgefdls mit einem
fixierten Stopfen verschlossen wird. Das Reaktionsgemisch wird auf 120 °C erhitzt und

24 h bei dieser Temperatur geriihrt.

Nach Reaktionsablauf (DC-Kontrolle mit FlieBmittel CH,Cl,/EtOAc, 95+5) wird das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt, mit tert-Butylmethylether 1:1
verdinnt und im Kulhlschrank weiter abgeklihlt. Das prazipitierte Produkt wird
abgenutscht, mit tert-Butylmethylether gewaschen und im Vakuumexsikkator

getrocknet.

Ausbeute: 84 mg (56%)
Summenformel: C19H12N404
Molare Masse: 360.33 g/mol
Schmelzpunkt: >350°C

(tBME, braune Nadelchen)
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MS (Tafel 42):

m/z (rel. Int) = 361 (24%), 360 (M*, 100), 345 (24), 299 (17), 271 (30), 243 (24), 111 (27),
98 (100), 57 (34)

HRMS:
fur C19H13N4O4 ([|\/|+H]+)

Berechnet: 361.0931
Gefunden: 361.0928

'H NMR und 3C-NMR: wegen unzureichender Loslichkeit nicht realisierbar
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3.2.12  9-AMINO-1-METHOXYCHINO[2,3":3,4]PYRROLO[2,1-b]CHINAZOLIN-
11(13H)-on (8B)

A o AN o
. N,H,, Pd/C N
= -N, =
N \ -H,0 N \
NO, NH,

8A 8B

In einem 100 mL Dreihalskolben werden 108 mg (0.30 mmol) Edukt (7B) mit 40 mL EtOH
versetzt und die so erhaltene Suspension griindlich mit Argon gespiilt. Es folgt die Zugabe
von 260 mg einer 80% Hydrazinhydrat-Losung (£ 4.16 mmol N2H4) und 20 mg Pd/C-
Katalysator (10%). Unter Argonatmosphdre wird das Gemisch 24 h bei Ruckfluss-

temperatur kraftig gerlhrt.

Nach Ablauf der Reaktion (DC-Kontrolle mit FlieBmittel CH,Cl,/MeOH, 9+1) wird das nun
griin gefarbte Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt und am Rotations-
verdampfer zur Trockene gebracht. Der feste Rilckstand wird in 50 mL DMSO
aufgenommen und durch Erhitzen weitgehend geldst. Mittels Heilfiltration durch eine
doppelte Lage aus Faltenfiltern wird der ungelost gebliebene Pd/C-Katalysator abge-
trennt. AnschlieRend wird das Faltenfilter zerkleinert, mit 15 mL DMSO versetzt, erhitzt
und erneut heild filtriert. Die vereinigten Filtrate werden unter vermindertem Druck im
Kugelrohr eingedampft. Der feste Rickstand wird in einen 50 mL Spitzkolben Gberfihrt
und mit 30 mL EtOH 30 min unter Ruckfluss zum Sieden erhitzt. Das somit heil3
gewaschene Produkt wird nach dem AbklUhlen abgenutscht, mit EtOH nachgewaschen

und im Vakuumexsikkator getrocknet.

73



Ausbeute: 61 mg (62%)

Summenformel: C19H14N40O2
Molare Masse: 330.35 g/mol
Schmelzpunkt: >350°C

(EtOH, goldgelbe Kristalle)

MS (Tafel 53):

m/z (rel. Int) = 331 (25%), 330 (M*, 100), 315 (30), 287 (52), 165 (10), 144 (11), 129 (8),
98 (11), 71 (14), 57 (21), 55 (13)

HRMS:
flr C19H15sN4O; ([M+H]*)

Berechnet: 331.1190
Gefunden: 331.1186

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds; Tafel 54):

58.85 (s, 1H, 14-H), 7.78 (d, J = 4.6 Hz, 2H, 3-H, 4-H), 7.65 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 7-H), 7.36 (d,
J=2.6Hz, 1H, 10-H), 7.22-7.15 (m, 2H, 2-H, 8-H), 5.86 (s, 2H, NH2), 5.24 (s, 2H, 13-CH,),
4.05 (s, 3H, 1-OCHs)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; Tafel 55):

5 159.5 (11-C), 154.8 (1-C), 152.1 (5a-C), 149.2 (4a-C), 148.7 (9-C), 148.3 (5b-C), 139.6
(6a-C), 130.4 (3-C), 129.9 (13a-C), 129.1 (7-C), 126.0 (14-C), 122.34 (10a-C), 122.30 (8-C),
121.4 (4-C), 120.2 (14a-C), 106.1 (10-C), 106.0 (2-C), 56.1 (OCHs), 47.4 (13-CH.)
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Tafel 1: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)



DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide 1H / DMSO
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Tafel 2: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)



DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide C13APT / DMSO
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Tafel 3: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)



DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC / DMSO
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Tafel 4: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)
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DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC / DMSO
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Tafel 5: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)

f1 (ppm)



DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HMBC / DMSO
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Tafel 6: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)

f1 (ppm)



DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide COSY / DMSO
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Tafel 7: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)
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DW1; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide NOESY / DMSO
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Tafel 8: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5A)
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Tafel 9: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)




OSWa 6+
OSWa 0s'¢
OSWa 0s'¢

OSWa 0s'¢
OSWa 18°C

DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide 1H / DMSO

8L€ —

¢S —

96°L ~
66'L

i

89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 7.1 7.0 69

T T T
f1 (ppm)

Foot
Fso't

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

5.5

Tafel 10: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

9.5

10.0



DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide C13APT / DMSO
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Tafel 11: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)



DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC / DMSO
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Tafel 12: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC / DMSO
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Tafel 13: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DWS3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide
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Tafel 14: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HMBC / DMSO
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Tafel 15: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DW3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide COSY / DMSO
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Tafel 16: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DWS3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide COSY / DMSO
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Tafel 17: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)



DWS3; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide NOESY / DMSO
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Tafel 18: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (5B)

f1 (ppm)
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Tafel 19: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)



DW?2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile 1H / DMSO
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Tafel 20: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)
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DW?2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile C13APT / DMSO
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Tafel 21: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)



DW2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile HSQC / DMSO
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Tafel 22: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)

f1 (ppm)



DW?2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile HSQC / DMSO
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Tafel 23: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)
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DW?2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitriie HMBC / DMSO
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Tafel 24: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)
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DW2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile COSY / DMSO
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Tafel 25: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)

f1 (ppm)



DW2; 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile NOESY / DMSO
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Tafel 26: 3-[3-(4-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6A)

f1 (ppm)
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Tafel 27: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)



DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile 1H / DMSO
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Tafel 28: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)
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DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile C13APT / DMSO
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Tafel 29: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)



DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile HSQC / DMSO
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Tafel 30: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)
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DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile HSQC / DMSO
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Tafel 31: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)
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DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitriie HMBC / DMSO
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Tafel 32: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)
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DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile COSY / DMSO
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Tafel 33: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)
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DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile COSY / DMSO
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Tafel 34: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)

f1 (ppm)



DWS5; 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-yn-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carbonitrile NOESY / DMSO
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Tafel 35: 3-[3-(2-Methoxyphenyl)prop-2-in-1-yl]-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carbonitril (6B)

f1 (ppm)
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Tafel 36: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)
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Tafel 37: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)
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Tafel 38: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)

f1 (ppm)
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Tafel 39: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)

f1 (ppm)
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Tafel 40: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)

f1 (ppm)
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Tafel 41: 3-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7A)
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Tafel 42: 1-Methoxy-9-nitrochino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (7B)
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Tafel 43: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)




DW?7; 9-Amino-3-methoxyquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one 1H / DMSO
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Tafel 44: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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DW?7; 9-Amino-3-methoxyquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one C13APT / DMSO
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Tafel 45: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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Tafel 46: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)



DW?7; 9-Amino-3-methoxyquino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HSQC / DMSO
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Tafel 47: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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Tafel 48: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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Tafel 50: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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Tafel 52: 9-Amino-3-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8A)
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Tafel 53: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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Tafel 54: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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DWS8; 9-Amino-1-methoxyquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HSQC / DMSO

1 B |

0 —

50

60

\ L 70

NH,

80

90

~ 100

110

F 120

o o2 130

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
2 (ppm)

Tafel 56: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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Tafel 57: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)

f1 (ppm)



Tafel 58: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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Tafel 59: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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Tafel 60: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)

~7.15

~7.20

~7.25

~7.30

~7.35

~7.40

-7.45

~7.50

~7.55

~7.60

-7.65

~7.70

~7.75

-7.80

-7.85

f1 (ppm)



DWS8; 9-Amino-1-methoxyquino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one NOESY / DMSO

| e [

S - : ¥
(0]
\ (0]
N
=
N \
— ] N ®
NH, o
0
— 0 © 0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

~8.5

9.0

90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38

f2 (ppm)

Tafel 61: 9-Amino-1-methoxychino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (8B)
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/.2 ZUSAMMENFASSUNG

DNA-Topoisomerasen sind ubiquitdr vorkommende und essentielle Enzyme. In der Realisierung
ihrer Funktion, infolge metabolischer Prozesse wie DNA-Replikation Uberspiralisierte DNA zu
relaxieren, gehen sie intermediar eine kovalente Bindung mit der DNA unter Erzeugung eines
Strangbruchs ein. Substanzen, die diesen Topoisomerase/DNA-Komplex stabilisieren, fihren
zur Induktion permanenter Strangbriiche und wirken daher zytotoxisch. Aufgrund ihrer hohen
Zellteilungsrate haben Tumorzellen eine hohe Sensitivitdit gegenlber Topoisomerase-

Hemmstoffen.

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit konnten vier neue Derivate des Alkaloids Luotonin
A, welches wie das strukturell verwandte Camptothecin erwiesenermalien die Topoisomerase
| hemmt und daher eine geeignete Leitsubstanz in der Entwicklung neuer Krebstherapeutika
darstellt, Uber die von unserer Arbeitsgruppe konzipierte ,,nérdliche” Syntheseroute zuganglich
gemacht werden. Ausgehend vom literaturbekannten 6-Nitro-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-
dihydrochinazolin-2-carboxamid wurde im Zuge der Sonogashira-Kupplung die in den
Zielverbindungen angestrebte Methoxygruppe eingefiihrt. Das dabei erzeugte Dien in Form
eines Phenylacetylens ist ebenso wie das bei der Dehydratisierung des primdren Amids
resultierende dienophile Nitril von zentraler Bedeutung flr den SchlUsselschritt der
Synthesesequenz, eine Aza-Diels-Alder-Reaktion, bei der es sich um eine thermisch induzierte
DBU-katalysierte Cycloaddition handelt, welche unter simultaner Ausbildung der Ringe B und C
den Luotonin-A-Grundkorper hervorbringt. Im finalen Schritt der Synthesesequenz wurde die
Nitrogruppe der beiden isomeren  Cycloadditionsprodukte  durch  katalytische
Transferhydrierung zur Aminogruppe reduziert. Sowohl die Zielverbindungen als auch die
Zwischenprodukte wurden umfassend durch Massenspektrometrie (EI-MS, hochauflosende

ESI-MS) und NMR-Spektroskopie (*H-, ¥*C-NMR, COSY, NOESY, HSQC, HMBC) charakterisiert.

Die Zielverbindungen sollen nun im Rahmen biologischer Untersuchungen auf ihre zytotoxische
Aktivitdt getestet werden. Durch Vergleich mit der Wirkung anderer bereits hergestellter
Luotonin-A-Derivate sollen neue Einblicke in Struktur-Wirkungsbeziehungen gewonnen
werden, welche schlussendlich die Inspiration zum Design und zur Synthese von weiter

optimierten und potentiell klinisch einsetzbaren Luotonin-A-Derivaten geben sollen.
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