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1. EINLEITUNG

1.1. Allgemein

Neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen zahlen Krebserkrankungen zu der zweit haufigsten
Todesursache weltweit. Vor allem bosartige Tumore zeichnen sich durch eine gesteigerte
Zellproliferation aus. Tumorzellen wachsen, teilen und vermehren sich unkontrolliert, sodass eine
abnorme Zellmasse entsteht. * Am Anfang ernihrt sich ein Tumor durch Diffusion, kann aber,
durch Produktion von vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF), das vaskuldre
Endothel stimulieren, sodass es zur Aussprossung und Wachstum neuer Blutgefdlle kommt, um
sich so mit Nahrstoffen versorgen und wachsen zu kénnen. 2 Durch Schutz vor Apoptose besitzen
Tumorzellen, zusatzlich zur gesteigerten Proliferation, eine hthere Uberlebensrate. ! Eine weitere
Eigenschaft von Tumorzellen ist die lokale Invasion angrenzenden Gewebes, die dieses zerstéren
kénnen, sowie Fernabsiedelungen (Metastasen), die sich Gber Blutbahn oder das lymphatische
System in verschiedene Korperregionen ausbreiten kénnen. Veranderungen im Genom sind
essentiell fur die Entstehung der Tumorzellen und treten daher bei jeder Krebsart auf. Eine
Mutation ist zum Beispiel die Abwandlung von normalen Genen, die das Zellwachstum regulieren,
zu Onkogenen. Aufgrund dieser Mutationen flihren diese zur kontinuierlichen Stimulation etlicher
Signalwege, die fiir Zellwachstum, Teilung, Angioneogenese, Signaltransduktionswege und DNA-
Reparatur verantwortlich sind. Wenn weiters Tumorsupressorgene durch eine angeborene oder
erworbene Mutation ihre Funktion der Erkennung von DNA-Schiaden und Entdeckung von
inaddquaten Wachstumssignalen verlieren, konnen Zellen mit spontanen genetischen

Mutationen persistieren und sich vermehren. 3

1.2. Risikofaktoren

Obwohl noch langst nicht jeder Risikofaktor fiir eine Krebsentstehung bekannt ist, ist Krebs unter
anderem auf Umweltfaktoren und genetische Exposition zuriickzufiihren. ! Tabak- und
Alkoholkonsum, Bewegungsmangel, sowie eine ungesunde fettreiche Erndhrung zahlen unter
anderem zu Risikofaktoren einer Krebserkrankung. * Sowohl ionisierende als auch nicht-
ionisierende Strahlung tragen in 10% aller Fallen dazu bei, dass sich im Korper ein Tumor, wie
Leukdmie, Lymphome, oder Melanome, entwickelt. °> Indem etwaige Risikofaktoren vermieden
oder verhindert werden, kdnnte man die Mortalitdt durch Verringerung des Alkoholkonsums,
Aufrechterhaltung eines gesunden Korpergewichtes, durch regelmifige Bewegung und
Vermeidung von Tabakprodukten, sowie Bekampfung infektionsbedingter Risikofaktoren, um 30-

50% reduzieren. Die Behandlungsplanung onkologischer Erkrankungen sollte sich an der Art des



Tumors, des Tumorstadiums und der verfligbaren Ressourcen orientieren. Die Praferenz des
Patienten sollte nach Moglichkeit in das Therapiekonzept einbezogen werden. Prinzipiell
unterschieden werden kurative Therapie, wobei Heilung das Ziel ist und palliative Therapie,

welche zur Verbesserung der Lebensqualitat fiihrt.

Eine Friherkennung des Krebses verbessert die Genesungschancen und steigert somit die
Uberlebensrate. Bei Brustkrebs kann mittlerweile mittels Mammographie eine sehr friihe
Entwicklung des Tumors erkannt werden. Bei Prostata-Krebs erfolgt eine Friihdiagnose mittels

spezifischer Antigen-Testung (PSA). 3

1.3. Klassifizierung

Die Unterscheidung und genaue Klassifizierung in benigne (gutartige, lokalisierte) und maligne
(bdsartige, metastasierende) Tumore ist essentiell fiir die Behandlung. ” Bekannt sind mittlerweile
Uber 100 verschiedene Tumorarten. Sie werden nach topographischen (Lokalisation) und

morphologischen (histologischen) Merkmalen beschrieben. 8

1.4. Statistik

Krebsinzidenz und Moralitdt nehmen weltweit signifikant zu. 2018 gab es 18.1 Millionen neu
diagnostizierte Krebserkrankungen und 9.6 Millionen Todesfdlle auf Grund einer Tumor-
erkrankung. Die Geschlechter auBer Acht gelassen, zdhlt Lungenkrebs (11.6%) zu der am
haufigsten diagnostizierten Krebsform und der haufigsten Krebstodesursache (18.4%), dicht
gefolgt von Brustkrebs bei Frauen (11.6%) und Prostatakarzinom bei Mannern (7.1%). Nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahr 2015 sind maligne
Tumorerkrankungen in 91 von 172 Landern die haufigste bzw. zweithaufigste Todesursache vor

dem 70. Lebensjahr und in weiteren 22 Landern die dritt- oder viert haufigste Todesursache. °

In Osterreich werden jahrlich ca. 40 000 Tumorerkrankungen neu diagnostiziert, wobei Manner

haufiger betroffen sind als Frauen. ¥°

1.5. Therapieinterventionen

1.5.1. Einteilung
Eine frihzeitige Erkennung sowie eine nach Moglichkeit operative Therapie ist fur eine
vollstandige Heilung essentiell. Das therapeutische Spektrum zur Behandlung onkologischer

Erkrankungen umfasst Operation, Radiotherapie und Chemotherapie.



1.5.1.1. Operationen

Operationen und Strahlentherapie gehoren zur primaren Behandlung fir lokale und nicht
metastasierende Tumorarten. Das primare Ziel einer Operation ist die vollstandige Entfernung
eines Tumors, die vor allem in frilhen Erkrankungsstadien sehr effektiv ist. Es wird dabei auch
gesundes Gewebe entfernt, damit sichergestellt wird, dass keine Krebszellen im Kérper bleiben
und es somit zu keiner weiteren Ausbreitung des Tumors kommen kann. Moderne
Operationsverfahren verwenden navigierte mikroskopische Techniken, um sicherzustellen, den

Tumor im Gesunden zu entfernen. !

1.5.1.2. Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist eine weitere, sehr kostenintensive, aber wesentliche Behandlungs-
methode von Tumorerkrankungen, die oft zusatzlich zu Operationen und Chemotherapie
durchgefiihrt wird. Es wird mit ionisierender Strahlung gearbeitet, indem die betroffene
Korperregion entweder durch eine externe Strahlungsquelle bestrahlt wird oder direkt in den
Tumor oder seiner Umgebung. 12 Ob eine Bestrahlung durchgefiihrt wird hidngt vom Allgemein-
zustand des Patienten, der Art des Tumors und dem Stadium der Tumorerkrankung ab. Eine
Strahlentherapie erzielt bei Leberkrebserkrankungen kaum Erfolg. Bei Tumoren des zentralen
Nervensystems wird die Behandlung mit Strahlen und im Zuge dessen ein Therapieerfolg, bei

52,3% der behandelten Patienten erreicht. 3

Eine Strahlentherapie bleibt selten ohne Nebenwirkungen, da auch gesundes Gewebe mit-
bestrahlt wird. Es kann zu heftigen akuten Nebenwirkungen wie Schleimhautentziindungen (z.B.:
Stomatitis), Blutungen, Hautrotungen und Durchfdllen kommen, aber auch zu chronischen
Nebenwirkungen, abhangig vom bestrahlten Bereich, wie Hautverfarbungen, chronische Durch-

fille, Inkontinenz und Mundtrockenheit. 14 ¥

1.5.1.3. Chemotherapie Allgemein

Chemotherapie beruht auf der Anwendung zytotoxischer oder zytostatischer Substanzen, das
bedeutet bei rasch proliferierenden Zellen, das Wachstum zu inhibieren oder die Zellen abzutéten.
Zytostatika sind eine Untergruppe der Chemotherapeutika und sollen zur vollstdndigen
Beseitigung von Tumorzellen fihren. Wahrend Operationen und Strahlentherapie zu den
primadren Behandlungsverfahren bei lokalisierten, nicht metastasierten Tumoren zahlen, wird auf
Zytostatika vorwiegend bei disseminierten Tumoren, bei Metastasen und ausgedehnten Rezidiven
zurickgegriffen (kurative Chemotherapie) Weiters ist eine Chemotherapie nach Entfernung des
Tumors oder nach Bestrahlung sinnvoll, um Ubrig gebliebene Tumorzellen zu eliminieren

(adjuvante Chemotherapie). Neoadjuvante Chemotherapie bezeichnet die Gabe von Zytostatika



vor einem chirurgischen Eingriff 116

. 1941 wurde die erste erfolgreiche Chemotherapie bei
Prostatakarzinom mit Diethylstilbestrol durchgefiihrt. In den letzten Jahren wurde das noch nicht
ganzlich erforschte Thema der Chemotherapeutika weiter untersucht. Aufgrund des Fortschritts
im Verstdandnis der molekularen und zelluldren Grundlagen, sowie bessere Zuordnung von
Tumorcharakteristika konnten neue Therapieansitze entwickelt werden. ! Viele Wirkstoffe der
Zytostatika fallen unter dem Begriff der ,,small molecules®, darunter auch die in dieser Arbeit

genauer besprochene Gruppe der interkalierenden Zytostatika. Darliber hinaus werden auch

Target-basierte Verbindungen verwendet. &

1.5.1.4. Einteilung der Zytostatika

Zytostatika zur Behandlung maligner Tumore kénnen nach ihrer Wirkweise eingeteilt werden in:

- Alkylierende Substanzen

- Platinverbindungen

- Hydroxyharnstoffe

- Antimetaboliten

- Mikrotubuli- Inhibitoren

- Topoisomerase- Inhibitoren

- Kinase- Inhibitoren

- Hormone und Hormonantagonisten

- Monoklonale Antikérper

- Zytokine und hamatopoetische Wachstumsfaktoren

- Interkalierende Substanzen %%’

Zu den alkylierenden Substanzen zdhlen unter anderem Stickstoff-Lost-Verbindungen. Es kommt
durch Chloridabspaltung zum Ringschluss und zur Bildung eines Aziridinium-lons. Dieses lon ist
dazu befahigt, nukleophile Gruppen, wie zum Beispiel Amino-, Hydroxyl- oder Carboxylgruppen in
Proteinen oder Nucleinsduren zu alkylieren. Die Alkylierung der DNA fiihrt es zur Inhibition der
Replikation und Transkription. Es kommt zu Einzelstrangschdaden und DNA-Doppelstrangbriichen,

welche letztendlich durch Apoptosemechanismen zum Zelltod fiihren. °

Bei den Hydroxyharnstoffen wird die DNA-Synthese durch Hemmung des Enzyms Ribonukleotid-
Reduktase, welche Ribonukleosiddiphosphate in Desoxyribonukleotide umwandelt, blockiert. Es

wird die enzymatische Aktivitat blockiert.

Die nachste Gruppe der Zytostatika sind Platinverbindungen, zu denen Cisplatin und Carboplatin

gehdren. Sie werden {iber den Cu?* Transporter CTR1 in die Zielzellen aufgenommen und wirken



ahnlich wie alkylierende Substanzen durch Quervernetzung von DNA-Strdangen, in dem sie
hauptsachlich mit nukleophilen Atomen von den Basen Guanin und Adenin reagieren und so

Verkniipfungen ausldsen, die zur DNA-Schadigungen und letztendlich zur Apoptose fiihren. °

Die wohl bekanntesten Antimetaboliten sind Folsaure-Antagonisten, Purin- und Purinnukleosid-
analoga sowie Pyrimidin- und Pyrimidinnukleosidanaloga. Bestimmte Mechanismen machen
Tumorzellen, im Gegensatz zu normalen Zellen, sensitiver gegenliber Antimetaboliten. Sie kbnnen
als ,falsche” Stoffwechselbausteine die Synthese von Nucleotiden und Nucleinsduren inhibieren.
Sie wirken bevorzugt in der S-Phase des Zellzyklus. Ein bekanntes Beispiel fiir diese Gruppe ist
Methotrexat als Folsdure-Antagonist, 6-Mercaptopurin als Purinanalogon und 5-Flourouracil als

Pyrimidinanalogon. ¢

Zu den Mikrotubuli-Inhibitoren, auch als Spindelgifte oder Mitosehemmer bezeichnet, gehoren
Vinca-Alkaloide (zum Beispiel Vincristin oder Vinblastin), die von Madagaskar-Immergrin
abstammen, und Taxane (Paclitaxel und Docetaxel), die ebenfalls pflanzlichen Ursprungs sind.
Neben ihrer zytotoxischen Aktivitat durch Storung der Mikrotubuli-Funktion haben Vinca-
Alkaloide auch einen hypoglygdmischen Effekt und werden deshalb auch bei Diabetes
angewendet. Der Wirkmechanismus der Taxane beruht auf der Bindung an Tubulin und

Blockierung des Spindelapperats, sodass in Tumorzellen Apoptose eingeleitet wird. 8 °

Die nachste Gruppe, die Topoisomerase-Inhibitoren, unterteilen sich in Topoisomerase | und
Topoisomerase Il Hemmstoffe. Topoisomerasen sind Enzyme, die dem Supercoiling der DNA
entgegenwirken und Torsionsspannung reduzieren. Irinotecan und Topotecan sind
Topoisomerase | Hemmstoffe. Sie binden an die Topoisomerase | und verhindern die Ligation
der DNA nach dem Einzelstrrangbruch. Etoposid und Teniposid sind Topoisomerase |l

Hemmstoffe. Auch sie binden und verhindern ebenfalls die Ligation der DNA. 1°

Die nachste, eine noch nicht lang erforschte, Gruppe von Zytostatika sind die Kinase-Inhibitoren,
genauer Proteintyrosinkinase-Inhibitoren. Durch Uberexpression der Proteintyrosinkinasen, wie
es bei vielen Tumoren der Fall ist, kommt es zu einer Steigerung der Wachstums- und
Differenzierungssignale, was eine erhéhte Gentranskription, Proliferation und Genexpression zur
Folge hat. Durch Entwicklung der Kinase-Inhibitoren wurde ein gezielter pharmakologischer

Angriff entwickelt und somit eine ,targeted therapy”. ¢

Hormone und Hormonantagonisten zahlen nicht zu den eigentlichen Zytostatika, kbnnen aber bei

Tumoren, deren Wachstum hormonabhangig ist, zum Einsatz kommen, wie zum Beispiel bei



Prostata oder Mammakarzinomen. Bei einer Hormontherapie kann zwischen ablativer
(Entfernung der Keimdriisen), additiver (gegengeschlechtlich) und kompetitiver
(Hormonantagonisten) Therapie unterschieden werden. Durch Reduktion der Hormone wird in

Tumorzellen die Zellproliferation unterdriickt und Apoptose eingeleitet. '’

Eine immer bedeutender werdende Gruppe im Einsatz gegen Tumorerkrankungen sind mono-
klonale Antikorper, wobei es sich entweder um chimare, humanisierte oder humane Antikorper
handelt. Sie werden intravends oder subkutan verabreicht. Es gibt etliche Wirkmechanismen und
Zielstrukturen der Antikorper, unter anderem die Blockierung des epidermalen Wachstumsfaktors
durch Cetuximab, CD-20 Antikorper Rituximab, Obinutuzumab und Ibritumomab-Tiuxetan, oder

Immunmodulation von T-Zellen durch Ipilimumab. 1®

Zytokine (losliche Mediatoren zellularen Usprungs) und hdamatopoetische Wachstumsfaktoren
kénnen eine immunmodulierende oder antiproliferierende Eigenschaft besitzen, wie zum Beispiel
Interferone oder Interleukine. Wenn sie stimulierende Effekte auf die Hamatopoese besitzen,
spricht man von koloniestimulierenden Faktoren (CSF). Interleukin 2 ist ein Wachstumsfaktor von
zentraler Bedeutung fir T-Zellen. IL2 ist daflir verantwortlich, dass es zu klonalen T-Zell
Vermehrung kommt. Der Rezeptor fiir IL2 besteht aus drei Untereinheiten. Wenn IL2 an seinen
Rezeptor bindet, wird eine die dritte Untereinheit zu den bestehenden zewi Untereinheiten
exprimiert. Dann kann IL2 verstadrkt an seinen Rezeptor binden und es kommt zum klassischen
autokrinen Effekt von IL2 auf Ty-Zellen (T-Helfer Zellen) Gber das MHCII System. Des Weiteren
kommt es zur Aktivierung von B-Zellen, Aktivierung von NK-Zellen und Aktivierung von

Monozyten, welche letztendlich zur antitumoralen Wirkung beitragen.

1.5.1.5. Interkalierende Verbindungen

Interkalierende Verbindungen sind eine weitere wichtige Gruppe der Zytostatika und kdnnen auch
zu den zytostatisch wirkenden Antibiotika gezahlt werden. Sie werden in Actinomycine,
Bleomycine und Anthrazykline unterteilt. Der Begriff , Interkalieren” bedeutet das Einschieben
eines Molekiils zwischen planare Basen der DNA. Alle drei Gruppen weisen vom Aufbau und ihren
chemischen Charakteristika gewisse Ahnlichkeiten auf. Sie sind alle aus einem polyzyklischem,

aromatischem und planarem Grundgeriist aufgebaut.



1.5.1.6. Actinomycin D

Actinomycin D besteht aus zwei zyklischen Peptiden, die an ein Pheonxazin gebunden sind,
welches an einen trizyklischen planaren Grundkoérper aus Streptomyces-Arten gebunden sind.
Durch Interkalation der DNA und Blockierung der DNA abhangigen RNA-Polymerase | kommt es
zur Hemmung der Transkription. Infolge einer gestdérten mRNA-Produktion nimmt die
Proteinbiosynthese auch nach der Therapie ab. Actinomycin D ist das erste antineoplastische
Antibiotikum, welches intravends verabreicht wird und zur Behandlung verschiedener

Tumorarten eingesetzt wird. Es kann jedoch in héheren Dosen zu Leberschdden kommen. 2°

1.5.1.7. Bleomycin _

Bleomycin ist ein weiteres zytostatisch wirkendes Antibiotikum, welches unter anderem bei der
Therapie von Hoden-, Keimzellkrebs, Morbus Hodgkin und Lymphomen eingesetzt wird. Es
besteht aus einem Komplex von Glykopeptid-Strukturen. Durch Interkalation mit DNA und Bildung
von Sauerstoff-Radikalen durch Bindung von Eisen entstehen Einzel- und Doppelstrangbriiche der

DNA und in Folge dessen eine gestérte Biosynthese. 2

1.5.1.8. Anthrazykline und Anthrachinone

Zu dieser Gruppe von zytostatisch wirkenden Antibiotika zahlen Doxorubicin und Daunorubicin,
welche beide aus Streptomyces — Arten hergestellt werden. Doxorubicin kommt bei vielen soliden
Tumoren zum Einsatz, wie bei Mamma oder Bronchialkarzinom. Daunorubicin wird bei akuter
lymphatischer und myeloischer Leukdmie eingesetzt. Es gibt mittlerweile auch partialsynthetische
Praparate, wie zum Beispiel Epirubicin und Idarubicin. Alle Anthrazykline bestehen aus einem
planaren Tetrazyklinring, der bei Doxorubicin und Daunorubicin tber eine glycosidische Bindung
mit dem Aminozucker Daunosamin verbunden ist. Die aus der Natur stammenden Prédparate
unterscheiden sich nur in einer OH-Gruppe. lhre Wirkung beruht auf der Hemmung der

Topoisomerase I, DNA-Interkalation, sowie Bildung freier Radikale. ° 2

Zu den trizyklischen planaren Anthrachinonderivaten geh6ren Mitoxantron und das Struktur-
Analogon Pixantron. Der Wirkmechanismus der beiden Prdparate dhnelt sich. Mitoxantron
interkaliert zwischen DNA-Basen und fihrt durch Interaktion mit Topoisomerase Il zu
Strangbriichen und Zelltod. Pixantron interkaliert ebenfalls mit DNA und inhibiert die
Topoisomerase Il. Des Weiteren kommt es auch hier zur Bildung freier Radikale. Pixantron enthalt
im planaren Grundgeriist einen Pyridin-Ring, welchen andere Anthrazykline und Anthrachinone
nicht aufweisen. ¢ Aufgrund der Kardiotoxizitit der Anthrazykline und Anthrachinone ist der
Einsatz jener Medikamente beschrankt, kann und muss aber Nutzen-Risiko bedingt bei

verschiedenen Tumorarten verwendet werden. 2 Im Vergleich zu Mitoxantron weist Pixantron



eine geringere Kardiotoxizitdt auf. In der Arbeit von Krapcho und Mentha konnte bewiesen

werden, dass es durch Ersatz des Dihydroxyphenyl-Rings durch einen Aromaten mit m-

Elektronmangel zu einer Verringerung der Kardiotoxizitdit kommt. Pixantron besitzt statt einem

Aromaten einen Pyridin-Ring (Aromaten mit n-Elektronmangel). 2* Es wird bei Erwachsenen bei

rezidiviertem oder aggressivem Non-Hodking-B-Zell-Lymphom eingesetzt. 2°

Stickstoffatome, welche in Mitoxantron und Pixantron vorhanden sind, haben erhéhte Affinitat

zur DNA und Topoisomerase |l. Stickstoffmolekile in chemischen Verbindungen weisen einen

alkalischen und wasserstoffbriickenbildenden Charakter auf. Es kommt zu einer verstarkten

Interkalation mit DNA und einer effektiveren Wirkung. Die Nebenwirkungen sind im Vergleich zu

Daunorubicin und Doxorubicin geringer. %
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1.6. Nebenwirkungen der Tumortherapie

Da neben Tumorzellen auch gesunde schnell proliferierende Zellen, wie Haarfollikel, Knochen-
markzellen und Zellen des Magen-Darm-Traktes gehemmt oder getétet werden, kommt es bei der
Gabe von Zytostatika zu erheblichen Nebenwirkungen. Sie lassen sich in Frith und Spatreaktionen
einteilen. Allen voran ist Knochenmarksdepression eine sehr haufig, schnell auftretende
Nebenwirkung. Weiters kann es bei Zytostatika Gabe schnell zu Haarausfall,
Blutbildveranderungen, Ubelkeit, Erbrechen und Miidigkeit kommen. Nach Beendigung der
Therapie minimieren sich jedoch nach kurzer Zeit auch die akuten, frih auftretenden
Nebenwirkungen. Jedoch kann es langfristig auch zu Schadigungen bestimmter Organe, wie Herz,

Leber oder Niere kommen. Spatfolgen kdnnen Jahre nach Therapiebeginn auftreten.

Ein Beispiel fiir organspezifische Toxizitdt ist unter anderem Kardiotoxizitdt. Vor allem
interkalierende Verbindungen weisen diese Nebenwirkung auf. Sie kdnnen eine Kardiomyopathie
und in Folge dessen Herzinsuffizienz auslésen. 28 Aufgrund der starken Nebenwirkungen, kann es
oft zur Dosiseinschrankungen kommen. Die Maximaldosis bei Doxorubicin liegt bei 450-550
mg/mqg. Um Herzschaden vorbeugen zu koénnen, sollte die Verabreichungsdauer jener
Medikamente um 6 Stunden verlangert werden, oder auf ein Anthrazyklinanaloga zuriickgegriffen
werden, welches gleich wirksam jedoch weniger toxisch ist als Doxorubicin. Beispiel hierfiir ware

Mitoxantron oder Pixantron. %

Trotz der oben angefiihrten Nebenwirkungen ist der Einsatz von Zytostatika als wesentlicher
Bestandteil im Rahmen einer onkologischen Therapie unverzichtbar. Fiir die Wissenschaft sind
solche Medikamente von Interesse, bei denen versucht werden kann die Nebenwirkungen zu

reduzieren und im besten Fall auch die Wirkung (bei gleichbleibender Dosis) zu verbessern. 3°
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2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1. Zielsetzung

Die Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit der Synthese von planaren, tetra- und pentazyklischen,
stickstoffinsertierten Verbindungen, sowie der biologischen Evaluierung ihres Wirkungsspektrums
und Effektivitat via diverser Zellversuchsmodelle. Grundlage liefern die Ergebnisse aus Struktur-
Wirkungs bzw. Struktur-Nebenwirkungsuntersuchungen von Krapcho und Mentha. ?* Ziel des
Projekts war es, durch Entwicklung diverser Anthrazyklinderivate, die Kardiotoxizitat, eine haufige
Nebenwirkung von Anthrazyklinen die derzeit in Verwendung sind, zu senken, dabei aber die
Zytotoxizitat nicht zu verlieren, bestenfalls sogar zu steigern. Bisher gelang die Synthese
verschiedener Grundkorpervarianten. Es zeigte sich, dass bei Synthese von Indol- bzw- Pyrol-
anellierten Azanaphthochinonen mit geeigneter Derivatisierung diese eine starke zytotoxische

Aktivitat aufweisen. 26 (unpublished).

Auch wurden Seitenketten mit verschiedenen funktionellen Gruppen erarbeitet, die durch
Alkylierung an vorhandene Grundkdrper angebracht wurden. Man weiRR bisher, dass basische
Seitenketten flir eine gute Wirksamkeit verantwortlich sind, genauer, dass Aminogruppen zu einer
betrachtlichen Wirkungssteigerung gefiihrt haben. Es ist daher erstrebenswert zu untersuchen,
ob durch Variation der basischen Stickstofffunktion eine weitere Wirkungssteigerung erzielt
werden kann. Interessant sind primdare Amine in den Seitenketten, da diese Uber eine
Halbaminalbindung auch kovalent an die DNA binden kénnen. Grundsatzlich ist dies auch bei
sekunddren Aminen moglich. Tertidare Amine kénnen nur durch Salzbildung v.a. mit dem

Phosphatriickgrat der DNA zu einer Stabilisierung des Interkalators in der DNA beitragen. 3!

Diese Arbeit fokussiert sich auf die Synthese einer primaren Aminofunktion in einer Seitenkette
eines Ellipticin-analogen Grundkorpers. Die bereits bekannte Herstellung des tetrazyklischen
Grundkorpers erfolgt via Anellierung zweier Synthesepartner. Der so entstandene tetrazyklische
Grundkorper soll mit einer Ethyl- bzw. Propylseitenkette alkyliert werden. Hierflir werden die
vormals freien alkoholischen Sauerstofffunktionen der Seitenketten mit einer Schutzgruppe
versehen. Nach der Alkylierung sollte die freie Hydroxyfunktion durch Schutzgruppenabspaltung
wiederhergestellt werden. Im weiteren ware die Hydroxygruppe in ein Mesylat Uberzufiihren,
welches eine ausgezeichnete Abgangsgruppe darstellte. AnschlieRend wirde die Synthese des
korrespondierenden Azids via Natriumazid erfolgen, welches Reduktion in das primdre Amin
umgewandelt werden sollte. Bei einer erfolgreichen Synthese sollte dann eine Evaluierung der

Wirkung durchgefiihrt werden.

11



Eine alternative Syntheseroute wiirde die direkte Alkylierung des Grundkdrpers mit bereits

vorhandener, jedoch geschiitzter Aminogruppe darstellen.

Die Synthese der entsprechenden C3- Zielverbindungen wurde in dieser Arbeit initiiert, konnte

jedoch aus Zeitgriinden nicht zu Ende gefiihrt werden.
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2.2. Reaktionsschemata

2.2.1. Reaktionsschema zur Herstellung des Grundkérpers
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H
Q
H
NaH THF N
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Abbildung 2 Synthese von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd
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Abbildung 3 Synthese von N,N-Diethylisonicotinamid
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Abbildung 4 Synthese von 6-(Methoxymethyl)-5H,6H,11H,-pyrido[4,3b]-carbazol-5,11-dion

]
BBry/CH,Cly \ /
—_—
0°C zu RT

Abbildung 5 Synthese von 5H-Pyrido[4,3,b]carbazol-5,11(6H)-dion
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2.2.2. Reaktionsschema der Alkylierung mit Bromethyl-TBDPS
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Abbildung 6 Synthese von 6-(2-{[(2-Methyl-2-ethyl) (diphenyl) silyl] oxy} ethyl)- 5H-pyrido[4,3b] carbazol-
5,11 (6H)-dion
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Abbildung 7 Synthese von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion
O ‘
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Abbildung 8 Synthese von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion
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2.2.3. Reaktionsschema der Alkylierung mit Chlorpropyl-TBDPS
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Abbildung 9 Synthese von 6-(2-{[(2-Methyl-2-propanyl)(diphenyl)silylJoxy}-propyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-
dion
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2.2.4. Reaktionsschema von 2-(5,11-Dioxo-5,11-dihydro-6H-pyrido[4,3b]carbazol-6-

yl)ethyl-methansulfonat

DCM, TEA

0°C auf-10°

Abbildung 10 Synthese von 2- (5,11-Dioxo-5,11-dihydro- 6H-pyrido [4,3b] carbazol-6-yl) ethyl-
methansulfonat

2.2.5. Reaktionsschema von 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

Abbildung 11 Synthese von 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

2.2.6. Reaktionsschema von 6-(2-Aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

Mal, Amberlite,
CHCl;, MeOH

X

Abbildung 12 Versuch l1a und 1b: Reduktion eines polaren Azids und darauffolgende Aufreinigung mittels
lonenaustauscherharz
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Abbildung 16 Versuch 6, 7, 8, 9, 10 und 11: Diverse Versuche zur Hydrierung des Azids mit Palladium/Kohle als
Katalysator
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2.3. Synthesen

2.3.1. Synthese des Grundkorpers

2.3.1.1. Synthese von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd

Die Synthese des Grundkorpers lauft in 4 Schritten ab und wurde nach der Vorschrift von Thomas
Nagel & sowie in Anlehnung an Comins et al 32 durchgefiihrt. Begonnen wurde mit der Synthese
von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd (3), einer der beiden Ausgangsverbindungen des
Grundkorpers, der bei -23°C zu einer Suspension aus NaH in trockenem THF hinzugefiigt wurde.
Es wurde bei den Reaktionen unter Luftausschluss in Argonathmosphare gearbeitet. Verbindung
1 wurde durch NaH deprotoniert und anschlieRend konnte die Alkylierung der Schutzgruppe
(Chloromethoxymethan 2) bei -23°C erfolgen. Die Reaktion wurde mit 5%iger NaHCOs-Losung
verdinnt und beendet und dann mit Diethylether extrahiert und schlussendlich tber NaSQO4
getrocknet. Der Riickstand wurde mit Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V) umkristallisiert. Das Produkt

(3) ergab hell- bis dunkelbraune Kristalle.
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2.3.1.2. Synthese von N,N-Diethylisonicotinamid

Die Vorschrift dieser Synthese wurde aus der Dissertation von Thomas Nagel @ entnommen. Der
zweite Teil des Grundkorpers wurde aus Isonicotinsdure (4) und Diethylamin hergestellt, indem
beide Edukte in trockenem Toluol geldst wurden. Da es sich um eine exotherme Reaktion handelt,
wurde anschlieRend Phosphorsdaureanhydrid nur portionsweise zugesetzt. Nach Beenden der
Reaktion mit 10% NaOH- Lésung wurde die wassrige Phase mit 1:1 Diethylether:Toluol extrahiert,
die organischen Phasen vereinigt und tGber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels

wurde auf weitere Reinigungsschritte verzichtet. Man erhéalt N,N-Diethylisonicotinamid (5).

P.2CsToluena S A
| ~ OH |
.
N e ST e, CH,
H
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2.3.1.3. Synthese von 6-(methoxymethyl)-5H,6H,11H-pyrido[4,3-b]-carbazol-5,11-dion

Die Synthese des MOM geschitzten Pyridocarbazoldions (6) unterliegt der Vorschrift der
Dissertation von Thomas Nagel 8 Es wurden die Produkte 3 und 5 anelliert, indem zuerst eine
starke Base, Lithiumtetramethylpiperidion aus 2,2,6,6- Tetramethylpiperidin (TMP) und n-
Butyllithium (n-Buli) hergestellt wurde, die man fiir die Anellierung der beiden vormals
hergestellten Reaktionspartner bendtigte. Da n-Butyllithium sehr reaktiv ist, sollte auf jeden Fall
ein Becherglas mit Ethylacetat bereitgestellt werden, damit die verwendeten Gerate, welche
Butyllithiumriickstande besitzen, in Ethylacetat gefahrlos entsorgt werden kénnen. Danach
erwarmte sich die Lithium-TMP-L&sung innerhalb von 30 Minuten von -70°C auf 0°C und wurde
dann anschlieRend weitere 30 Minuten bei gleichen Bedingungen geriihrt. Es hat sich
herausgestellt, dass die Ausbeute hoher ist, wenn zuerst Tetramethlypiperidin zu abs. THF
hinzugefiigt wird und erst anschliefend das n-Butyllithium. Durch diese Abweichung der
Vorschrift von Thomas Nagel kann man die Ausbeute von 33% auf 48% steigern. AnschlieRend
wurden beide Reaktionspartner bei -78°C in abs. THF tropfenweise zugegeben, wobei die
Temperatur unter -65°C bleiben musste. Die Reaktion wurde auf RT erwarmt und 2h lang gerihrt
anschlieRend mit Wasser verdinnt und mit Ethylacetat extrahiert. Es wurde (ber Na,SO,
getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Fiir die Aufreinigung wurde als erstes in Ethylacetat
umbkristallisiert und der Riickstand wurde dann durch Sdulenchromatographie (Ethylacetat:Hexan
5:5) aufgereinigt. Die erhaltenen Produktfraktionen wurden anschlieBend noch einmal

umkristallisiert. Das entstandene Produkt 6 ist ein orange-brauner Feststoff.
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2.3.1.4. Synthese von 5H-Pyrido[4,3,b]carbazol-5,11(6H)-dion

Zur Abspaltung der Schutzgruppe diente die Dissertation von Thomas Nagel & ebenfalls als Vorlage.
Im letzten Schritt der vierstufigen Reaktion zur Herstellung des Grundkoérpers wurde die
Reaktionsmischung auf 0°C abgekihlt. Mittels Bortribromid (BBr3), eine Lewis- Sdure, wurde die
Methoxymethyl-Schutzgruppe abgespalten indem BBrs; langsam zugetropft wurde und die
entstandene Lésung in 30 Minuten Raumtemperatur erreichte. Die Reaktionsmischung wurde mit
NaHCO; verdiinnt und eine weitere Stunde geriihrt. Dabei wurde die Reaktion zum Sieden erhitzt,
damit DCM abdampfen konnte. Nachdem die Reaktionsmischung abgekiihlt war, wurde das
Rohprodukt filtriert. Der Riickstand wurde zuerst mit kaltem Wasser und anschliefend griindlich

mit DCM nachgewaschen. Es wurde aus Ethylacetat umkristallisiert und Endprodukt 7 erhalten.

Q
BBl’a."’CH:Cl: \
O"C zu RT

NH O
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2.3.2. Synthese von 6-(2-{[(2-methyl-2-ethyl)(diphenyl)silylJoxy}ethyl)-5H-
pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

Fir diese und alle weiteren Alkylierungen wurde nach der Vorschrift von Thomas Nagel 8 und nach
Jin, Guo Hua et al. 33 gearbeitet. NaH (60% Dispersion in Mineraldl) wurden fiir die Deprotonierung
des Grundkorpers in abs. DMF vorgelegt. Die Dispersion wurde auf -10°C abgekiihlt und Substanz
7, welche zuerst in DMF gelost wurde, langsam hinzugetropft. Danach wurde das Eisbad entfernt
und fir 1 Stunde geriihrt. Bromethyl-TBDPS konnte wahrend der Wartezeit in abs. DMF geldst und
nach Ablauf einer Stunde zugetropft werden. Nach Zusatz der Seitenkette wurde die
Reaktionsmischung auf 75°C aufgeheizt und fiir insgesamt 43h lang alkyliert. Nach einer DC
Kontrolle und nachdem die Reaktion abgekiihlt war, wurde sie mit Wasser beendet, mit
Ethylacetat extrahiert und Uber Na,SO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie gereinigt, sodass, 6-(2-{[(2-Methyl-2-ethyl)(diphenyl)silylJoxy}ethyl)-5H-
pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (9) in guter Ausbeute entstand.
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2.3.3. Synthese von 6-(2-{[(2-Methyl-2-propanyl)(diphenyl)silylJoxy}propyl)-5H-
pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion

Fiir diese und alle weiteren Alkylierungen wurde nach der Vorschrift von Thomas Nagel 8 und nach
Jin, Guo Hua et al. 33 gearbeitet. NaH (60% Dispersion in Mineraldl) wurden fiir die Deprotonierung
des Grundkorpers in abs. DMF vorgelegt. Die Dispersion wurde auf -10°C abgekihlt und
Verbindung 7, welche zuerst in DMF geldst wurde, langsam hinzugetropft. Danach wurde das
Eisbad entfernt und fiir 1 Stunde gerihrt. Chlorpropyl-TBDPS konnte wahrend der Wartezeit in
trockenen DMF gel6st werden und nach Ablauf einer Stunde zugetropft werden. Nach Zusatz der
Seitenkette wurde die Reaktionsmischung auf 75°C aufgeheizt und fir insgesamt 43h lang
alkyliert. Nach einer DC Kontrolle und nachdem die Reaktion abgekiihlt war, wurde sie mit Wasser
beendet, mit Ethylacetat ausgeschuittelt und Gber Na,SO4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde
mittels Sdulenchromatographie gereinigt. 6-(2-{[(2-Methyl-2-propanyl)(diphenyl)silyl]oxy}-
propyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion entstand allerdings nur in unzureichender

Ausbeute.
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2.3.4. Variante 1: Synthese von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-
dion

Die folgende Synthese unterliegt den Vorlagen von Shahabi M. 3% . Im folgenden Schritt musste

vom Produkt 6-(2-{[(2-Methyl-2-ethyl)(diphenyl)silyl]Joxy}ethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-

5,11(6H)-dion (9) der vorherigen Synthese die Schutzgruppe wieder abgespalten werden, sodass

die freie Hydroxyfunktion in der Seitenkette wieder hergestellt werden konnte. Die Abspaltung

erfolgte nur von der Ethyl-Seitenkette. Auf weitere Versuche am Propyl-Derivat wurde aufgrund

geringer Ausbeute und Zeitmangel verzichtet.

Zu einer Losung von 9 in abs. THF wurde Tetra-n-butylammoniumfluorid zugetropft und 90
Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Nachdem der Reaktionsverlauf mittels Dinnschicht-
chromatographie Uberprift und festgestellt wurde, dass das Edukt vollstindig umgesetzt war,
konnte die Reaktion mit Wasser verdiinnt und beendet werden. AnschlieBend wurde mit
Ethylacetat ausgeschiittelt und Gber Na,SO, getrocknet. AnschlieRend wurde eingeengt und der
Olige Ruckstand mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt. Das Produkt 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-
pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion (12) lag in Form roter Kristalle vor.

NaH, THF
B
RT
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2.3.5. Variante 2: Synthese von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-
dion

Ein weiterer Syntheseweg, um zur Substanz 12 zu gelangen ist die Alkylierung des Grundkdrpers
7 mit Bromethanol. Hier wurde wieder nach Vorschrift der Dissertation von Thomas Nagel & 33
gearbeitet, indem NaH als 60% Dispersion in abs. DMF vorgelegt wurde. Parallel dazu wurde 7 in
abs. DMF gel6st und zur Natriumhydrid Dispersion bei -10°C hinzugefiigt. Bei RT wurde eine
Stunde lang gerihrt und anschlieRend der Reaktionspartner Bromethanol tropfenweise
hinzugefligt. Danach wurde auf 85°C aufgeheizt und fiir insgesamt 20 Stunden alkyliert. Nach
positiver DC Kontrolle, worauf kein Edukt mehr sichtbar war, wurde die Reaktion mit Wasser
beendet und mittels EtOAc ausgeschiittelt. Die Aufreinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie (EtOAc:Hexan 5:5). Sowohl die Synthese mit OH-Schutzgruppe als auch
ohne geschitzte Hydroxyfunktion fihrten zum Produkt 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-
b]carbazol-5,11(6H)-dion (12), wobei die Ausbeute bei der Synthese mit Bromethanol bei 45%
liegt. Hingegen ist die Ausbeute lber die zweistufige Synthese insgesamt geringer. Sie betragt

42%. Bei der Alkylierung mit Bromethanol betrédgt die Ausbeute 45%.

@]
MaH, DMF
HM / \ 0° auf 85°
M Br
@]
HO
7 12
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2.3.6. Synthese von 2-(5,11Dioxo-5,11-dhydro-&H-pyrido[4,3b]carbazol-6-yl)ethyl-
methansulfonat

In der Folge wurde die Hydroxygruppe in der Seitenkette in ein Mesylat ibergefiihrt. Es wurde
wieder auf die Arbeitsvorschrift von Shahabi M. 34 zuriickgegriffen. Zu einer Lésung von Substanz
12 in abs. DCM wurde absolutes TEA zugetropft. Anschliefend wurde bei -10°C bis 0°C langsam
Methansulfonsaurechlorid hinzugefiigt. Die Reaktion wurde 20 Minuten im Eisbad geriihrt und
danach binnen 40 Minuten unter Rithren auf Raumtemperatur gebracht. Der Reaktionsverlauf
mittels DC Uberprift, wobei kein Edukt mehr zu erkennen war, sodass die Reaktion mit Eiswasser

beendet werden konnte.

Bei den Aufarbeitungsschritten wurde nach Whelton 3 und Crossfeld 3¢ gearbeitet. Es wurde
zundchst mit Eiswasser extrahiert, danach wurde 1x mit 10%iger HCI, dann 1x mit NaHCOs und
zuletzt mit gesattigter NaCl Losung extrahiert. Danach wurde die organische Phase bei 30°
eingeengt und mittels Sdulenchromatographie (DCM: EtOAc 5:5) aufgereinigt. Das Produkt 2-
(5,11-Dioxo-5,11-dhydro-6H-pyrido[4,3b]carbazol-6-yl)ethyl-methansulfat (13) bildete rot-orange

Kristalle.
@]
@]
DCM, TEA \ / \N
\ -10° auf 0°
N / N —
HiC |
0 ",
HO /5
S\
12 13
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2.3.7. Synthese von 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

Es wurde nach Hay, M P et al. gearbeitet 3’, womit die Mesylatgruppe in eine Azidofunktion
umgewandelt werden sollte. Zu diesem Zweck wurde 13 in abs. DMF geldst und NaNs zugetropft.
Die Reaktionsmischung wurde auf 100°C erwarmt und 1 — 1% h lang geriihrt. Mittels DC wurde
Uberprift, ob das Edukt vollstandig reagiert hatte. Da kein Edukt mehr auf der DC-Platte sichtbar
war, konnte anschlieBend die Reaktionsmischung mit Wasser verdinnt und mit DCM
ausgeschiittelt werden. Das Extrakt wurde eingeengt und mittels Sdulenchromatographie
aufgereinigt (EtOAc:Hexan 9:1). Das Produkt 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-
dion (14) konnte fir den terminalen Syntheseschritt der primaren Aminofunktionen in den

Seitenketten verwendet werden.

Nahl,, DMF
———
100°

13 14
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2.3.8. Synthese von 6-(2-Aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion

=id
]

ch 1a und 1b

Versu:

ch 2

ch3
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Versuch 1a.: Reduktion des Azids und Aufreinigung mittels lonenaustauscherharz

Es wurde nach der Vorschrift von Suthagar et al. gearbeitet3®. Beim ersten Versuch zur Herstellung
einer primaren Aminofunktion in der Seitenkette wurden 0,04675g 6-(2-Azidoethyl)-5H-
pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion in 3ml Chloroform geldst. 0,16ml Amberlite und 0,088g
Natriumiodid (Nal) wurden zum Edukt hinzugefiigt. Das Losungsmittel wurde am Rotavapor bei
40° und 200 mbar 25 min lang zur Trockene eingedampft. AnschlieRend wurde ein Uberschuss an
Amberlite, MeOH und 1M HCI in MeOH hinzugefiigt. Mit der entstandenen stationdren Phase
wurde eine Saule befillt, die zuerst mit MeOH gespiilt wurde, danach mit Wasser und zuletzt mit
2N NHs-Losung in EtOH. Das gesamte Rohprodukt wurde zur Trockene eingeengt. Ammoniak
wurde auf der Hochvakuumpumpe entfernt und anschlieBend wurde ein *H-NMR und ein HRMS

aufgenommen, die jedoch die Struktur 15 ausschlossen.

Mal, Amberlite,
CHCl,, MeOH

<

HaN

15
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Versuch 1b: Reduktion des Azids und Aufreinigung mittels lonenaustauscherharz

Es wurde wieder nach der Vorschrift von Suthagar et al. gearbeitet.®®

Beim zweiten Versuch wurden 0,0952g 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion in
3ml Chloroform gelost, 1ml Amberlite und 0,182 Nal wurden zum Edukut hinzugefligt. Das
Losungsmittel wurde am Rotavapor bei 40° und 200mbar 25 min lang zur Trockeneeingedampft.
AnschlieRend wurde ein Uberschuss an Amberlite, 5ml MeOH und 5ml 1M HCl in MeOH
hinzugefligt. Mit der entstandenen stationdren Phase wurde eine Saule befiillt, die zuerst mit
200mI MeOH gesplilt wurde, danach mit 500m| Wasser und zuletzt mit 2N NHs Loésung in EtOH.
Das gesamte Rohprodukt wurde zur Trockene eingeengt. Ammoniak wurde auf der
Hochvakuumpumpe entfernt und anschlieBend wurde HCl hinzugefligt, um die primare
Amminofunktion in ein Ammoniumhydrochloridsalz tiberzufiihren. Es wurden ein *H-NMR und ein

HRMS aufgenommen, die jedoch erneut die Struktur 15 ausschlossen.

Nal, Amberlite,
CHCly, MeOH
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Versuch 2: Nukleophile Substitution via Umsetzung mit NHs-Lésung

Bei diesem Versuch wurde nach der Vorlage von Shahabi M. 3* gearbeitet und 64,8mg 2-(5,11-
Dioxo-5,11-dhydro-6H-pyrido[4,3b]carbazol-6-yl)ethyl-methansulfonat in ein Glasschraubgefald
eingewogen, mit 6,79 ml (ca. 7 ml) 2N NHs Losung versetzt und bei 110°C Badtemmperatur Gber
Nacht geriihrt. Eine DC-Kontrolle erschien aussichtsreich, da das Edukt vollstdndig umgesetzt war
und der neue Spot einen geringeren Rf-Wert aufwies. Nach Aufarbeitung zeigten allerdings weder

das *H-NMR-Spektrum noch das HRMS, dass Struktur 15 gebildet wurde.

\J

13 15
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Versuch 3: Alkylierung mit N-Fmoc als Schutzgruppe fiir die primére Aminofunktion

Die Alkylierung wurde analog zur Dissertation von Thomas Nagel & durchgefiihrt. NaH (60%
Dispersion in Mineral6l) (0.05g 0.002mol 2.5eq.) wurde in abs. DMF vorgelegt. Parallel dazu wurde
Substanz 7 (0.200g 0.0008mol) in abs. DMF (ca. 20ml) geldst und bei 0°C zur Natriumhydrid-
Suspension zugegeben. Es wurde eine Stunde lang bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde die
Fmoc-Schutzgruppe (0.55g 0.0016mol 2eq) zugetropft und auf 85°C erwarmt. DC Kontrollen nach
1,5h und nach 3h ergaben kein eindeutiges Ergebnis. Danach wurde tGber Nacht weitergeriihrt und
am darauffolgenden Tag wurden noch 2 eq. an Seitenkette hinzugefiigt, welche laut DC Kontrolle

sofort verbraucht wurden.

Fazit: Chemisch ist eine Alkylierung offensichtlich nicht moglich, da ein basisches Milieu vorliegt
und die Fmoc-Schutzgruppe im basischen Milieu leicht spaltbar ist. Dieser Versuch ergab weder

eine positive *H-NMR noch eine positive HRMS Vermessung.

DMF
0%auf RT auf 85
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Versuch 4: Hydrierung des Azids mittels Lindlar Katalysator

Bei allen Hydrierungen (Versuch 4 — 11) wurde nach Vorschrift von Kolb H. et al gearbeitet. 3° Bei
der Hydrierung sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion reduziert werden. Es wurden 18 mg des
Edukts in EtOAc geldst, mit 1mg Lindlar-Katalysator versetzt und 1 % h hydriert. Eine DC-Kontrolle
verlief negativ. Nach Hinzufligen einer weiteren Spatelspitze des Katalysators, wurde Uber Nacht
hydriert, jedoch ebenfalls kein positives Ergebnis erzielt. Offensichtlich war die Reduktionskraft

des Lindlar-Katalysators zu schwach.

Lindlar Kat.
Etac, RT

A
P

\

14 15
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Versuch 5: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei dieser Hydrierung 3 sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-
(2-aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 20mg des
Edukts in EtOAc gel6st und mit 1mg Pd/Kohle versetzt und 1 h unter H,-Atmosphére umgesetzt
wurden. Nach einer DC-Kontrolle wurde eine weitere Stunde hydriert. Bei der Aufarbeitung wurde
die Losung mit 2N HCl versetzt (4 ml 12N HCI + 20 ml Wasser) und ausgeschiittelt. AnschlieBend
erfolgte eine azeotrope Trocknung mit DCM. Uberraschenderweise verlief auch dieser Versuch,

einen Zugang zu 15 zu er6ffnen negativ.
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Versuch 6: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung 3° soll 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 42,3mg des
Edukts in EtOAc geldst und mit 5mg Pd/Kohle versetzt und 2 h hydriert wurden. Erneut lieR die DC
Kontrolle ein scheinbar positives Resultat erwarten. Es wurde noch eine weitere Stunde hydriert.
Bei der Aufarbeitung wurde die Losung mit 1N HCI versetzt (2ml 12N HCL + 22ml Wasser) und
extrahiert. AnschlieRend wurde erneut azeotrop mit DCM getrocknet, doch das Resultat war

erneut negativ.
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Versuch 7: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung® sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 42,3mg des
Edukts in EtOAc geldst, mit 5mg Pd/Kohle versetzt und 2 h hydriert wurden. Letztlich war auch

dieser Versuch negativ.
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Versuch 8: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung 3° sollten 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 45mg des
Edukts in EtOAc mit 6mg Pd/Kohle versetzt und 2 h hydriert wurden. Nach Abfiltrieren des
Katalysators und Abdampfen des Losungsmittels wurde in Alox-Gel aufgenommen und mittels

semiautomatischer Mitteldrucksdule aufgereinigt. Das Resultat war erneut negativ.

HCl
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Versuch 9: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung 3 sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 45mg des
Edukts in EtoAc mit 6mg Pd/Kohle 2 h hydriert wurden. Die Aufarbeitung erfolgte so, dass das
Filtrat mit 2N HCI versetzt (1ml) und ausgeschiittelt wurde. Die Wasserphase wurde wiederum

azeotrop getrocknet. Das Resultat war erneut negativ.

HCl
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Versuch 10: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung 3 sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 45mg des
Edukts in EtOAc mit 6mg Pd/Kohle 4 h hydriert wurden. Nach Abfiltration des Katalysators wurde
mit 1N ehterischen HCI-Losung (0.08ml) versetzt. Die organische Phase farbte sich sofort leicht
rotlich, H,0 wurde hinzugefiigt und anschlieBend wurde wiederum azeotrop getrocknet. Es wurde
ein 1H-NMR und ein hochauflosendes Massenspektrum aufgenommen. Das HRMS zeigte zwar ein
positives Resultat, ebenso das erste 1H-NMR-Spektrum, ein spater durchgefiihrtes 1H-NMR-

Spektrum ergab jedoch, dass sich das Produkt zu einem gewissen Anteil zersetzt hatte.

1M eth HCL
RT

HRMS: m/z berechnet fiir C17H13N30; ([M+H]*): 291.310 ; exp.: 291.1083

39



Versuch 11: Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

Bei der Hydrierung 3 sollte 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (14) zu 6-(2-
aminoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (15) reduziert werden, indem 45mg des
Edukts in EtOAc mit 6mg Pd/Kohle versetzt und 24 h hydriert wurden. Es ergab eine positive DC
Kontrolle. Bei der Aufarbeitung wurde nach Abfiltrieren des Katalysators mit einer 1N etherischen
HCI-Lésung (0.05ml) ausgefallt und filtriert. Der Riickstand wurde in MeOH geldst und zur
Trockene eingeengt und lieferte rote Kristalle, die aus DCM umkristallisiert wurden. Das *H-NMR-
Spektrum war erneut nicht eindeutig, es wurden wiederum Zersetzungsprodukte gebildet. Ebenso
wie vorhin deutete das hochauflésende Massenspektrum auf die Bildung von 15 hin. Es wurde
angenommen, dass sich zwar das primadre Amin bildete, jedoch relativ schnell zersetzt und sich

ein Nebenprodukt (19) bildete.

Abbildung 17 Hydrierung des Azids mit Pd/Kohle als Katalysator

HRMS: m/z berechnet fiir C17H13N30; ([M+H]*): 291.310 ; exp.: 291.1083
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2.4. Ergebnis

Laut Ergebnissen der hochauflésenden Massen bildet sich bei einem C2-Linker mit endstandiger

primaren Aminofunktion sehr leicht ein Zersetzungs- bzw. Folgeprodukt.

Die primare Aminofunkton ist wahrend der Aufarbeitung instabil und zerfallt, weshalb auch kein
positives NMR aufgenommen werden konnte. Aufgrund der wiederholten Versuche, wird
angenommen, dass es durch den C2 Linker, zur Ausbildung eines zyklischen Imins kommt. (HRMS

siehe Anhang) als Folge einer Ringbildung zwischen der Amino- und Carbonylgruppe.

Moglicherweise ist die Bildung dieses cyclischen Sechsrings beglinstigt und kann sich daher leicht
bilden.

Ausblick: Interessant flir weitere Untersuchungen waren Synthesen mit demselben Grundkorper,
jedoch sollte versucht werden, anstatt des C2-Linkers einen C3- oder C4-Linker zu verwenden, da
die Bildung von Heptan bzw. Oktanringen im Vergleich zu Hexanringen eher benachteiligt sein

sollten.

19

HRMS: m/z berechnet fiir C17H11N3O ([M+H]*): 273,295 ; exp.: 274.0975
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1. Materialien und Methoden

Alle Synthesen, die im experimentellen Teil aufgelistet sind werden unter Luftausschluss in
Argonatmosphare durchgefihrt. Die Losungsmittel (THF, DCM, DMF) sind abs. und missen vor

Benutzen 2 Tage davor entsprechend hergestellt werden. ¥’

Sowohl H-NMR Spektren, als auch 3C-NMR Spektren sind mit einem Bruker UltraShield™ 500
MHz-Gerat aufgenommen worden. Es sind weiters die chemischen Verschiebungen in ppm (parts
per million) angegeben und das Losungsmittel, in dem die Substanz vermessen worden ist, als

interner Standard verwendet. ¥’

Die HRMS-Aufnahmen sind auf einem Bruker maXis HD mit einem UHPLC-Trennsystem, gekoppelt

mit einem Time-of-Flight-Analysator, aufgenommen worden. ¥’

Die Aufreinigungsschritte erfolgten mit einer semiautomatischen Mitteldrucksédule (Biotage —
Isolera One™), wofiir hauptsiulich ,SNAP Cartridge KP-Sil“-Sdulen als stationdre Phase in

verschiedenen GroRen verwenden wurden. 27

Flr Diinnschichtchromatographie-Kontrollen wahrend und nach den Synthesen wurden meist mit
Kieselgel beschichtete Platten verwendet. Es wurden weiters mit Aluminiumoxid oder mit RP-18-

KG beschichtete Platten (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254) gearbeitet. %’
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3.2. Synthesen

3.2.1. Synthese von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-carbaldehyd &

Q
H
Q
H
c NaH,THF \
+|_% \\OAC| EEEE— N
\ 0°C auf RT
MNH
0
\
CHs
1 2 3

NaH (60% Dispersion in Mineralol) (1.26g, 31.5mmol) wird in abs. THF (20ml) suspendiert. Die
Suspension wird auf -23°C abgekihlt und eine Lésung von 1H-indol-3-carbaldehyd (4.35g, 30mmol
1) in abs. THF (70ml) wird langsam dazu getropft. Die Reaktionsmischung wird auf
Raumtemperatur gebracht und fiir 30 Minuten lang geriihrt. Anschliefend wird sie wieder auf -
23° abgekihlt. Es wird langsam Chloro-(methoxy)-methan (2.5ml, 33mmol 2) zugetropft. Danach
wird die Losung auf Raumtemperatur gebracht und 5% NaHCOs-Losung (50ml) zugesetzt, um die
Reaktion zu beenden. In einem Scheidetrichter wird die THF-Phase abgetrennt. Die wassrige Phase
wird anschliefend mit Diethylether extrahiert und die organischen Phasen werden vereinigt. Die
vereinigte organische Phase wird (iber Na,;SO4 getrocknet und mittels einer Glassinternutsche
filtriert. Das Losungsmittel wird anschlieBend am Rotavapor abgedampft. Es wird mit
Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V) umkristallisiert. Die Ausbeute von 1-(Methoxymethyl)-1H-indol-3-
carbaldehyd (3) (19.6mmol Schmelzpunkt: 77-78°C) betragt 4,016g (65,33%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C11H13NO; ([M+H]*): 192.2302 ; exp.: 191.089
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3.2.2. Synthese von N,N-Diethylisonicotinamid &

O

P20 Toluene NS /’\'\
e OH

— ||
N o k
H

Isonicotinsdure (12.25g, 0.1mol 4) und Diethylamin (37ml, 0.35mol) werden eingewogen und in
abs. Toluol (50ml) gel6st. Phosphorsaureanhydrid (15.6g, 0.11mol) wird portionsweise und
langsam hinzugefligt (exotherm!). Die Reaktionsmischung wird unter Rickfluss (100°C) 4h lang
gerihrt und anschlieRend mit einem Eisbad abgekiihlt. Danach werden 10% NaOH zum Beenden
der Reaktion verwendet. Die organische Phase wird gleich abgetrennt und die wassrige Phase mit
1:1 Diethylether:Toluol extrahiert. Die organische Phase wird mit Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel wird am Rotavapor abgedampft. Insgesamt ergibt die Reaktion ein dunkelbraun bis

orange gefarbtes Ol. Die Ausbeute von Isonicotinsdureamid (5) (0.076mol) betragt 13,66g (76.6%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C1oH14N,0 ([M+H]*): 179.111 ; exp.: 179.118

45



3.2.3. Synthese von 6-(Methoxymethyl)-5H,6H,11H-pyrido[4,3-b]-carbazol-5,11-dion &

0
H
0
\ m-BuLimvIP
+ = N/\\CHS —_—
N | THF, -78°C auf RT
No_ = k
CH,;

1

CH, CHj

3 5 6

Um eine Lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperidin Losung herzustellen muss man zuerst 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin (7.6ml 44.88mmol, 4eq.) langsam in abs., abgekiihltes (-70°C) THF (160ml)
unter Argon zutropfen. AnschlieRend gibt man n-BulLi (17.96ml, 44.88mmol, 4eq.) tropfenweise
zu. Danach soll die Reaktionsmischung in 30 Minuten auf ca -5°C bis 0°C gekiihlt werden und
weitere 30 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt werden. Die Reaktionsmischung wird abermals
auf -70°C abgekihlt und eine Lésung aus 3 (2.12g, 10.8mmol, 1eq) und 5 (2.00g, 11mmol, leq.) in
abs. THF (160ml) wird langsam zugetropft, sodass die Reaktionstemperatur -65°C niemals
Uberschreitet. Nach Hinzufligen der Reaktionspartner wird der Reaktionskolben aus dem Eisbad
genommen und binnen 2h soll die Reaktionsmischung Raumtemperatur erlangen. Danach wird
die Reaktion durch Zugabe von 100ml Wasser beendet. Die wassrige Phase wird mit Ethylacetat
extrahiert und mit Na;SO, getrocknet. Es wird mittels Glassinternutsche filtriert und das
Losungsmittel am Rotavapor abgedampft. Fir die Aufreinigung wird als erstes in Ethylacetat
umbkristallisiert und dann mittels Sdulenchromatographie (Ethylacetat:Hexan 5:5) getrennt Nach
Eindampfen der FlieBRmittel erhdlt man einen orange-braunen Feststoff. Die Ausbeute von 6-
(Methoxymethyl)-5H,6H,11H-pyrido[4,3-b]-carbazol-5,11-dion (6) (Schmelzpunkt 199-201°C)
betragt 1.5g (48%).
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Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C17H13N,03 ([M+H]*): 293.0921; exp.: 293.0922

H NMR (400 MHz, CDCls): & 9.45 (d, J = 0.6 Hz, H-1, 1H), 9.05 (d, J = 5.0 Hz, H-3, 1H), 8.48 (m, H-
10, 1H), 7.96 (dd, J = 5.0, 0.6 Hz, H-4, 1H), 7.65 (m, H-7, 1H), 7.54 (m, H-8, 1H), 7.45 (m, H-9, 1H),
6.14 (s, H-12, 2H), 3.39 (s, H-13, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 181.0 (C-11, 1C), 177.8 (C-5, 1C), 155.1 (C-3, 1C), 148.4 (C-1, 1C),
140.2 (C-6a, 1C), 139.0 (C-4a, 1C), 134.4 (C-5a, 1C), 128.7 (C-8, 1C), 126.0 (C-11a, 1C), 125.4 (C-9,
1C), 124.1 (C-10, 1C), 123.7 (C-10a, 1C), 120.3 (C-10b, 1C), 118.6 (C-4, 1C), 112.0 (C-7, 1C), 75.4 (C-
12, 1C), 56.6 (C-13, 1C).
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3.2.4. Synthese von 5H-Pyrido[4,3,b]carbazol-5,11(6H)-dion &

O

BEr/CH,Cly \ /
=
0°C zu RT

NH O

Zu einer auf 0°C abgekiihlten Lésung von 6 (0.886g, 3.03mmol) in abs. Dichlormethan (196ml) wird
langsam BBrs; (1M in DCM, 3.6) zugetropft. Die entstehende Losung erreicht in ca. 30 Minuten
Raumtemperatur und dann wird diese weitere 30 Minuten geriihrt. Zu der Reaktionsmischung
wird anschlieRend gesattigte NaHCO3; Losung (196ml) hinzugefligt und bei 60°C 1 Stunde lang
gerihrt. Nachdem die Reaktionsmischung abgekiihlt ist, wird diese filtriert und der Filter zuerst
mit Wasser und dann kaltem Dichlormethan nachgewaschen. Das entstandene Rohprodukt wird
mit Ethylacetat umkristallisiert. Die Ausbeute von 5H-Pyrido[4,3,b]carbazol-5,11(6H)-dione (7)
(Schmelzpunkt 345-347°C) betrdgt 0.632g (84%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C1sHsN,O, ([M+H]*): 249.0659; exp.: 249.0657
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3.2.5. Synthese von 6-(2-{[(2-Methyl-2-ethyl)(diphenyl)silyl]Joxy}ethyl)-5H-
pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion & 33

0
NaH, DMF
-10°C auf 75°C
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/ N N Br |
HoC Si
0
CHy
CHy tln

CHy

NaH (60% Dispersion in Mineraldl) (0.12g, 0.003mmol, 2eq.) wird in abs. DMF (6.3ml) vorgelegt.
366mg von Substanz 7 werden eingewogen und in DMF (20ml) suspendiert/gelost. Die
Reaktionsmischung wird mit einem Eisbad auf -10° - 0°C abgekihlt und Substanz 7 wird langsam
zugetropft. AnschlieRend wird das Eisbad entfernt und man riihrt noch 1 Stunde lang. Parallel wird
Bromethyl-TBDPS (8) (1.07g, 0.0029mol, 2eq.) vorgelegt und in abs. DMF (40ml) gelost.
Bromethyl-TBDPS wird zur Reaktionsmischung zugetropft. Danach wird auf 75°C erwarmt und 43
Stunden lang bei dieser Temperatur geriihrt. Nachdem die Reaktionsmischung abgekihlt ist, wird
die Reaktion mit Wasser (ca. 130ml) beendet. Es wird mit Ethylacetat ausgeschiittelt, sodass sich
kein Produkt mehr in der Wasserphase befindet. Danach wird die gesamte organische Phase mit
Na,SO,4 getrocknet, Gber die Glassinternutsche filtriert und das Losungsmittel eingedampft. Das
Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatografie gereinigt, sodass dann die Ausbeute von 6-(2-{[(2-
Methyl-2-ethyl)(diphenyl)silyl]Joxy}ethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion (9)
(Schmelzpunkt 165°C) 0.351g betragt (47%).
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Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet flir C33H3oN,0sSi ([M+H]*): 531.6884; exp.: 531.2098

H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.81 (s, 9H, (CHs)s); 4.10 (t, 2H, (5.1Hz), O-CH.); 4.84 (t, 2H, (5.1Hz),
N-CHs); 7.13 (m, 2H, 2x (C3‘H, C5H); 7.23 (m, 1H, C4°H); 7.27 (m, 2H, 2x (C2‘H, C6H); 7.40 (m, 1H,
COH); 7.44 (m, 1H, C8H); 7.49 (m, 1H, C7); 7.82 (dd, 1H, (5.0Hz, 0.9Hz), C4H); 8.44 (m, 1H, C10H);
9.00 (d, 1H, (5.0 Hz), C3H); 9.44 (d, 1H, (0.9Hz), C1H).

13C.NMR (500 MHz, CDCLs): 6 = 18.7 (C(CHs)s); 26.6 (C(CHs)s); 47.2 (N-CH); 62.7 (O-CH,); 112.2
(C7); 118.4 (C4); 119.3 (C10b); 123.6 (C10a); 123.8 (C10);125.0 (C9); 126.4 (C11a); 127.5 (C3, C5);
127.9 (C8); 129.6 (C4‘); 132.6 (C1°); 134.1 (C5a); 135.3 (C2°, C6°); 139.0 (C4a); 140.7 (C6a); 148.2
(C1); 154.8 (C3); 177.4 (C5); 180.6 (C11).

15N-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 142.9 (N6); 327.1 (N2).
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3.2.6. Synthese von 6-(2-{[(2-Methyl-2-propanyl)(diphenyl)silylJoxy}propyl)-5H-
pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion 8 33

@]

T
MNaH, DMF ©
-10°C auf 75°C
—_—
Cl CH, C|)
CH
CH, c|>
CH

NaH (60% Dispersion in Mineraldl) (0.12g, 0.003mmol, 2eq.) werden in trockenem DMF (6.3ml)
vorgelegt. 313mg von Substanz 7 werden eingewogen und in DMF (22ml) suspendiert/geldst. Die
Reaktionsmischung wird mit einem Eisbad auf -10° - 0°C abgekihlt und Substanz 7 wird langsam
zugetropft. AnschlieBend wird das Eisbad entfernt und man riihrt eine weitere Stunde. Parallel
wird Chlorpropyl-TBDPS (8) (0.84g, 0.0025mol, 2eq.) vorgelegt und in trockenen DMF (40ml)
gelost. Chlorpropyl-TBDPS wird zur Reaktionsmischung zugetropft. Danach wird auf 75°C erwarmt
und 48 Stunden lang bei dieser Temperatur geriihrt. Nachdem die Reaktionsmischung abgekiihlt
ist, wird die Reaktion mit Wasser (ca. 130ml) beendet. Es wird mit Ethylacetat ausgeschittelt.
Danach wird die gesamte organische Phase mit Na,SO. getrocknet, (iber die Glassinternutsche
filtriert und das Losungsmittel eingedampft. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatografie
gereinigt, sodass dann die Ausbeute von 6-(2-{[(2-methyl-2-propanyl)(diphenyl)silylloxy}propyl)-
5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion (11) 0.29g (43%) betragt (Schmelzpunkt: 181°C).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fir C3;H3,N,0sSi ([M+H]*): 545.726; exp.: 545.2255
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3.2.7. Synthese von 6-(2-hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion 3*

NaH, THF
—_—
RT

9 12

Zu einer wasserfreien Lésung von 9 (0.352g 0.00066mol) in absoluten THF (30ml) wird Tetra-n-
butylammoniumflourid (1.33ml 0.001327mol 2eq.) zugetropft und 90 — 120 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsverlauft wird mittels DC (iberpriift. Nach Beendigung der
Reaktion wird die Losung mit Wasser verdiinnt und 3 Mal mit Ethylacetat ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Phasen werden liber Na,;SO, getrocknet, Gber eine Galssinternutsche
filtriert und anschliefend wird das Losungsmittel eingedampft. Der 6lige Riickstand wird mittels
Saulenchromatographie gereinigt. Die Ausbeute von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-
b]carbazol-5,11(6H)-dion (12) (Schmelzpunkt 246°C) betragt 0.1723g (89.3%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C17H12N,03 ([M+H]*): 293.2888; exp.: 293.0921

H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.8 (q, 2H, O-CHa); 4.78 (t, 2H, (5.6Hz), N-CH.); 4.89 (t, 1H, (5.6Hz),
OH), 7.43 (m, 1H, C9H); 7.53 (m, 1H, C8H); 7.82 (m, 1H, C7H); 7.93 (dd, 1H, (5.0Hz, 0.8Hz), C4H);
8.27 (m, 1H, C10H); 9.07 (d, 1H, (5.0Hz), C3H); 9.24 (d, 1H, (0.8Hz), (C1H).

13C-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 47.4 (N-CH,); 60.1 (O-CH,): 113.0 (C7): 117.9 (C10b); 118.5 (C4H);
122.5 (C10); 122.9 (C10a); 124.8 (C9); 125.9 (Cl1a); 127.5 (C8); 134.7 (C5a); 138.9 (C4a); 140.2
(C6a); 147.1 (C1); 155.2 (C3); 177.1 (C5); 180.1 (C11).

15\-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 146.2 (N6); 330.2 (N2).
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3.2.8. Synthese von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion & 33

0]
MaH, DMF
HMN / \ 0° auf 85° M I
N Br /r
2 HO g
HO
7 12

NaH (60% Dispersion in Mineral6l) (0.08g 0.002mol 1.5eq.) wird in abs. DMF vorgelegt. Parallel
dazu wird Substanz 7 (0.200g 0.0008mol) in abs. DMF (ca. 20ml) geldst und bei 0°C zu einer NaH-
Suspension dazugegeben. Es wird eine Stunde lang bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird
Bromethanol (0.1ml 0.001mol) zugetropft und auf 85°C erwarmt. Insgesamt dauert die
Alkylierung 20 Stunden, wobei die Reaktion am nachsten Tag mittels DC Giberprift werden sollte.
Die Reaktion wird mit Wasser beendet und mit EtOAc ausgeschiittelt. Die Aufreinigung erfolgt
mittels Sdulenchromatographie (EtOAc:Hexan 5:5). Die Ausbeute von 6-(2-Hydroxyethyl)-5H-
pyrido[4,3-b]carbazol-5,11(6H)-dion (12) (Schmelzpunkt 246°C) betragt 0.105g (45%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C17H12N,03 ([M+H]*): 293.2888; exp.: 293.0921

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.8 (q, 2H, O-CH,); 4.78 (t, 2H, (5.6 Hz), N-CH,); 4.89 (t, 1H, (5.6 Hz),
OH), 7.43 (m, 1H, C9H); 7.53 (m, 1H, C8H); 7.82 (m, 1H, C7H); 7.93 (dd, 1H, (5.0 Hz, 0.8 Hz), C4H);
8.27 (m, 1H, C10H); 9.07 (d, 1H, (5.0Hz), C3H); 9.24 (d, 1H, (0.8Hz), (C1H).

3C.NMR (500 MHz, CDCLs): & = 47.4 (N-CH,); 60.1 (O-CH,): 113.0 (C7): 117.9 (C10b); 118.5 (C4H);
122.5 (C10); 122.9 (C10a); 124.8 (C9); 125.9 (C1la); 127.5 (C8); 134.7 (C5a); 138.9 (C4a); 140.2
(C6a); 147.1 (C1); 155.2 (C3); 177.1 (C5); 180.1 (C11).

15N-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 146.2 (N6); 330.2 (N2).
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3.2.9. Synthese von 2-(5,11-Dioxo-5,11-dihydro-6H-pyrido[4,3b]carbazol-6-yl)ethyl-

methansulfat 34 3> 3¢

DCM, TEA

i BN M M
-10° auf 0° /|/
0
9]
H.C
3 \l

o’//’s\h
0

12 13

Zu einer Losung von Substanz 12 (0.1533g 0.000524mol) in abs. DCM (90ml) wird absolutes TEA
(0.6ml 0.0042mol 8eq.) zugetropft. Anschlieend wird die Reaktionsmischung auf -10°C bis 0°C
gebracht und es wird langsam Methansulfonsaurechlorid (0.33ml 0.0042mol 8eq.) zugetropft. Die
Reaktion wird 20 Minuten im Eisbad gerlhrt und danach binnen 40 Minuten unter Riithren auf
Raumtemperatur  gebracht. Der Reaktionsverlauf wird mittels DC {berprift.
AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von Eiswasser beendet. Es wird wie folgt
ausgeschiittelt:

1x mit Eiswasser, 1x mit NaHCOs, 1x mit gesattigter HCl und 1x mit NaCl. Die organische Phase
wird bei 30°C eingedampft und kann Uber Nacht in den Tiefkiihler gegeben werden. Die
Aufreinigung erfolgt mittels Saulenchromatographie (DCM: EtOAC 5:5). Die Ausbeute von 2-(5,11-
Dioxo-5,11-dhydro-6H-pyrido[4,3b]carbazol-6-yl)ethyl-methansulfat (13) (Schmelzpunkt 201°C)
betragt 0.3736g.

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fir Ci1gH14N,0sS ([M+Na]*): 370.3792; exp.: 293.0516

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.8 (s, 3H, CHs): 4.7 (t, 2H, (5.4Hz), N-CH,); 5.04 (t, 2H, (5.4Hz), O-
CH,); 7.46 (m, 1H, C9H); 7.57 (m, 1H, C8H); 7.61 (m, 1H, C7H); 7.95 (dd, 1H, (5.0Hz, 0.8Hz), C4H);
8.49 (m, 1H, C10H); 9.06 (d, 1H, (5.0Hz), C3H), 9.47 (d, 1H, (0.8Hz), C1H).

13C-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 37.6 (CHs); 44.6 (N-CH,); 67.3 (O-CH,); 111.2 (C7); 118.5 (C4); 120.0
(C10b); 123.6 (C10a); 124.2 (C10); 125.4 (C9); 126.2 (C11a); 128.7 (C8); 133.9 (C5a); 138.7 (C4a);
140.5 (C6a), 148.5 (C1); 155.1 (C3); 178.0 (C5); 180.6 (C11).

15N-NMR (500 MHz, CDCLs): 6 = 137.5 (N6), 328.5 (N2).
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3.2.10. Synthese von 6-(2-azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion 3’

Q

Nall;, DMF
N / \N aa_...
—

100°

O

13 14

Substanz 13 (0.2451g 0.000662mol) wird in abs. DMF geldst. Dann wird NaN; (0.086g 0.00132mol
2eq.) hinzugefiigt und die Reaktionsmischung auf 100° erwarmt. Die Reaktion wird 1 — 1 % lang
gerthrt und mittels DC Giberpriift. Es wird mit DCM ausgeschittelt und die organischen Phasen
vereinigt. AnschlieRend werden die Losungsmittel (DCM und DMF) abgedampft. Das Rohprodukt
kann Uber Nacht im Tiefklihler gelagert werden. Es wird mit Sdulenchromatographie gereinigt
(EtOAc:Hexan 9:1). Die Ausbeute von 6-(2-Azidoethyl)-5H-pyrido[4,3b]carbazol-5,11(6H)-dion
(14) (Schmelzpunkt 193°) betrdgt 0.109g (52%).

Charakterisierung:

HRMS: m/z berechnet fiir C17H1:NsO, ([M+H]*): 317.30154; exp.: 318.0986

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 3.83 (t, 2H, (5.9Hz), N-CH,); 4.88 (t, 2H, (5.9Hz), N-CH,); 7.46 (m,
1H, C9H), 7.56 (m, 1H, C7H); 7.56 (m, 1H, C8H); 7.96 (dd, 1H, (5.0Hz, 0.8 Hz), C4H); 8.49 (m, 1H,
C10H); 9.05 (d, 1H, (5.0Hz), C3H); 9.46 (d, 1H, (0.8Hz), C1H).

3C.NMR (500 MHz, CDCLs): & = 44.5 (N-CH,); 50.9 (N-CH,); 111.1 (C7); 118.5 (C4); 119.8 (C10b);
123.7 (C10a), 124.2 (C10); 125.3 (C9); 126.2 (C11a); 128.6 (C8); 134.0 (C5a); 138.9 (C4a); 140.2
(6a); 148.5 (C1); 155.1 (C3); 177.9 (C5); 180.6 (C11).

15N-NMR (500 MHz, CDCLs): § = 68.5 (N-CH,); 140.0 (N6); 247.0 (N=N*=N"); 328.3 (N2).
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6. Anhang

6.1. Abklrzungen

Br-Et-TBDPS  Brom-Ethyl- tert. Butyldiphenylsilyl

Cl-Pro-TBDPS Chlor-Propyl- tert. Butyldiphenylsilyl

CO2 Kohlenstoffmonoxid

CSF Kolloniestimulierende Faktoren

CTR1 Cephalotocin Rezeptor 1

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

d Douplett

DNA Desoxyribonukleinsdure

DMA Dimethylamin

DMF Dimethylformamid

EtAc Ethylacetat

eq. Aquivalent

exp. Experimentell ermittelte hochauflosende Masse
Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

h Stunde

HRMS Hochauflésende Masse (High-resolution mass spectrometry)
IL2 Interleukin 2

MeOH Methanol

MHC I Major histocompatibility complex
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mHZ Megahertz

ml Milliliter

mRNA messenger Ribonukleinsdure
m/z Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
NaCl Natriumchlorid

NaH Natriumhydrid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat
NH; Ammoniak

Nal Natriumiodid

NaNs Natriumazid

NK-Zelle Natirliche Killer-Zelle

NaOH Natriumhydroxid

Na,SO4 Natriumsulfat

n-Buli n-Butyllithium

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
RP Reversed-Phase

RT Raumtemperatur

s Singulett

t Triplett

TBDPS Tert-Butyldiphenylsilyl

TEA Triethylamin

THF Tetrahydrofuran
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TMP Tetramethylpiperidin

Th T-Helfer Zellen
v/v Angabe der FlieBmittel in Volumenteilen
VEGF Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
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6.2. Spektren

1H-indole-3-carbaldehyde (C13 CPD)
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baldehyde (PROTON)
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SPELC
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N,N-Dicthylisonicotinamide (PROTON)
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Acquisltion Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Sel Nebulizer 0.4 Bar
Focus Aclive Saet Capillary 2500 V Sat Dry Healer 200 °C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Olfset -500 V Sel Dry Gas 4,0 I/min
Scan End 1550 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Valve Waste
Sel Corona 4000 nA Sat APCI Heater 200°C
Intens. +MS, 0.0-0.8min #2-45
x1
57 353.2669
4.
1421592

39

2] 711.5747

1]

id 607.1585
437.1934 l ‘
L 3 LUH. ol L, e o
200 400 600 BOO 1000 1200 1400 mz
Meas, m’z # lon Formula m/z er[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
293.0922 1 C17HI3N203 293.0921 -06 6.5 1 10000 125 even ok
6
Analysls Info Acquisition Date  8/2/2017 2:33:33 PM

Analysls Name

D:\Data\_DD_data\Sprelitzer_Helmut\2017_06_02\EPGKMOM2_pESI_HRMS.d

Method DI_mz_50-1550_low_MW.m Operator  JW_DD
Sample Name 1:250 with MeOH Instrument maXls HD 1820881.21300
Comment
s, e M3, 0,0-0 Bmin H2-45|
»
293.0922
6
4
2
294.0955
2950981
A
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5H-Pyrido[4,3-b] carbazole-5,11(6H)-dione (C13 CPD)

g2
=
eg s g £
gg 8 % 2
T T T T
7
11a
™ 10a
6a 9 10b
ns 3 1 4a 8 104 7
. SR [ | 1 TN R T R _ .
T T T T T T T T T Lne T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
ppm
SH-Pyrido[4,3-b]carbazole-5,11(6H)-dione (C13 CPD)
@ o "
o 8 3
2 5 b
|
10
. 4
3 1 - 7
8 |
|
| |
| 6a i ]
- 10a
1a ‘
1 5 ‘ 10b
|
5a | |
| |
[t
I
i
T T T T T T T T T T T — T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

73




INFORMATION

SPECTROSCOPIC
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Acquisition Parameler

Source Type ESI lon Polarity Posllive Sol Nabulizar 0.4 Bar
Focus Active Sel Caplilary 2500V Sol Dry Heater 200 °C
Scan Begin 50 m/z Sel End Plate Offset <500 V Set Dry Gas 4.0 Vmin
Scan End 1550 m/z Set Charging Vollage 2000V Set Divert Valve Wasle
Set Corona 4000 nA Set APCI Healer 200°C
Intens. +MS, 0.1-0.7min #4-40
x105.
353.2669
5
44
34
29 711.5748
1
% L XL U YT e ik oo B B N 9400037
- 200 400 800 800 1000 1200 1400 e
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e  Conl N-Rule
249.0857 1 C15HON202  249.0650 0.4 115 1 10000 125 even ok

Analysls Info Acquisition Dale  6/2/2017 2:37:52 PM

Analysis Nama  D:\Dala\_DD_data\Spreltzer_Helmut\2017_06_02\EPGK2_pESI_HRMS.d
Mothod DI_mz_50-1550_low_MW.m Operater  JW_DD

SampleName  1:100 with MeOH Instrument  maXis HD 1820881.21300
o

- 101 ——————1MS$,0.1.0.7min 44-40)

X
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1.00

0.751
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2691599 2502141
: A N
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R o o I : 7
MsS, 0.1-1.3min #3-74

Intens -
x10%

292.1086

HN

293.1113

294.1137
A

Ci7H1sN30,, 292.1081

1+
292.1081

1+
g 293.1111

1+
294.1137
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Intens. ] I TMS. 0.1-1.2min #3-66

x10°
353.2668
5]
1] 683.5459
: 292?080 607.6514 l 949.8052
O' . . - - - 1 r - 1| Y - } T - - L . A b L - l - . -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
272.0814 1 C17H1ON3O  272.0818 16 580.5 1 100.00 145 even ok
274.0970 1 C17H12N3O  274.0975 1.9 124 110000 13.5 even ok
275.0812 1 C17H11N202 275.0815 1.2 12.6 110000 135 even ok
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Expose

Durch die weltweit steigende Zahl an Tumorneuerkrankungen, nimmt die onkologische Therapie
einen immer hoheren Stellenwert ein. Neben Operation, Strahlentherapie und einer Vielzahl an
Chemotherapeutika stellen zytostatisch wirkende Antibiotika, Anthrazykline und Anthrachinone,
eine wichtige Gruppe zur Bekampfung neoplastischer Erkrankungen dar. Aufgrund ihres starken
Nebenwirkungsprofiles wurde in den letzten Jahren daran geforscht, die Nebenwirkungen der
Anthrazykline zu minimieren, dabei jedoch die Wirkung nicht zu verlieren und im besten Fall sogar

zu steigern.

Es wurde bereits ein neuer planarer Ellipticin analoger Grundkorper (Abbildung) als
Vorldufersubstanz synthetisiert, etliche Seitenketten alkyliert und die zytotoxische Wirkung

getestet.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, den Grundkorper mit einer Seitenkette mit primarer
Aminofunktion in der Seitenkette zu versehen. Bei Gelingen der Synthese sollte natirlich eine

biologische Evaluierung durchgefiihrt werden.
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Abstract

Due to the increasing incident of tumours, cancer therapies have become rather important in
today’s scientific researches. Next to operations, radiotherapy and a various number of
chemotherapeutics, cytostatic antibiotics called Anthracyclins and Anthrachinons, represent a
significant group for the fight against neoplastic diseases. Since Anthracyclins have severe side
effects, there have been a lot scientifical studies in the past decades which tried to minimize the

adverse reaction but simultaneously improve the actual impact.

A new Ellipticin analog parent substance has already been synthesized as a precursor molecule.

Many side chains have been alkylated and the cytotoxicity has been tested.

Within the following thesis an attempt was made to fix a side chain with a primary amino group

at the parent structure. Finally the new product’s biological properties should be evaluated.
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