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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Zytostatika

Krebs zahlt nach wie vor zu den haufigsten Todesursachen, nach den Herz-
Kreislauferkrankungen. In Osterreich allein erkranken jéhrlich 40.000 Menschen
an Krebs, wobei man bei Mannern eine gréfiere Tendenz zur Krebserkrankung
feststellen konnte als bei Frauen. Zusatzlich zum Geschlecht wird das
Krebsrisiko auch durch erhdhtes Alter, Umwelteinflisse und einen schlechten

Lebensstil beglinstigt'.

Die Krebstherapie heutzutage basiert nach wie vor auf den Grundpfeilern der
chirurgischen Entfernung des Tumors, der Strahlentherapie, der Tumor-
chemotherapie und der relativ jungen Behandlungsmethode der Immuntherapie.
Wahrend die Entfernung von lokalen Tumoren vorwiegend chirurgisch oder durch
radioaktive Strahlen erfolgt, spielen die Zytostatika eine besondere Rolle bei

Metastasen, disseminierten Tumoren und ausgedehnten Rezidiven?.

Dank des medizinischen Fortschritts steigt zwar die Uberlebensdauer bei einer
Krebserkrankung, jedoch erweist sich die vollstandige Heilung durch Zytostatika
(sog. kurative Chemotherapie) als sehr schwierig und ist nur bei relativ wenigen
Tumoren moglich?. Der Grund fur die problematische Pharmakotherapie bei einer
Krebserkrankung liegt in der Besonderheit von Krebszellen. Denn Tumorzellen
unterscheiden sich wesentlich von normalen Koérperzellen nur in dem Faktum,
dass sie ungehemmt wachsen. Das bedeutet, dass eine herkdmmliche und
gezielte Chemotherapie wie in der Bekdmpfung von Bakterien durch Antibiotika
nicht moglich ist. Allgemein hemmen Tumorchemotherapeutika unselektiv das
Zellwachstum, wobei eine relative Selektivitat aufgrund der hohen Teilungsrate
der Tumorzellen erreicht wird. Jedoch hat dies zur Folge, dass auch gesunde
Korperzellen mit einer hohen Teilungsrate wie die Schleimhaut des

Verdauungstraktes, Haarwurzeln und Knochenmarkszellen geschadigt werden?.

Ein Uberblick Uber die wichtigsten und relevantesten Zytostatika in unserer Zeit

inkl. deren Target ist in der Abb. 1 ersichtlich, wobei gleich an dieser Stelle



anzumerken ist, dass der Fokus der vorliegenden Arbeit auf den Topoisomerase-

I-Hemmern liegt.
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Abbildung 1: Wichtige Chemotherapeutika und deren Angriffspunkte, modifiziert nach Lit.3. Fokus auf den
Topoisomerase-l-Hemmern (dunkelrot hinterlegt).



1.2 Physiologische Rolle der DNA-Topoisomerasen

Fur eine erfolgreiche und platzsparende Verpackung der DNA im Zellkern muss
eine wichtige Voraussetzung gegeben sein, namlich ihre Verdrillung. Jedoch
entsteht dadurch auch ein prinzipielles Problem bei der Neusynthese der DNA
im Rahmen der Zellteilung, da ohne entsprechende MalRnahmen eine
betrachtliche Energiemenge aufgewendet werden musste: Die DNA-Polymerase
wirde namlich eine energieaufwdndige Rotation in Richtung der zu

replizierenden DNA durchfiihren missen®.

Deswegen gibt es Enzyme, die die DNA-Strdnge vorubergehend unterbrechen
konnen, um sie dann wieder nach erfolgreicher Entwindung zusammenzuftigen.
Dadurch wird der Torsionsstress, der durch die DNA-Polymerase erzeugt wird,
aufgehoben. Diese sog. DNA-Topoisomerasen (s. Abb. 2) sind als reversible
Nucleasen in der Lage, kovalent an eine Phosphatgruppe der DNA zu binden,
die Esterbindung zu spalten und nach Strangrotation wieder zu verknupfen. Denn
im aktiven Zentrum dieser Enzymfamilie befindet sich ein Tyrosin, dessen
phenolische OH-Gruppe als Nukleophil am Phosphat des DNA-Backbones
angreift, um ein kovalentes Addukt zu bilden. Somit ist der DNA-Strang bzw. die
beiden DNA-Strange (abhangig vom Typ der Topoisomerase) voribergehend
gebrochen. Die Bruchstelle bzw. Bruchstellen werden nach erfolgter relativer
Drehung verschlossen und das Enzym mit dem regenerierten Tyrosin im aktiven

Zentrum kann von der DNA abdissoziieren4®.

Man unterscheidet zwei Formen:

Topoisomerasen | und Topoisomerasen Il.

Topoisomerasen | spalten einen Strang der
doppelstrangigen DNA-Helix und ermdg-
lichen damit eine freie Rotation des Gegen-

strangs um eine Phosphodiesterbindung?*.

Topoisomerasen |l spalten beide DNA-
Strange und erlauben dadurch die Rotation

beider Strange*. Anders als bei der Topo-

isomerase | ist bei der Topoisomerase Il eine

Abbildung 2: Humane Topoisomerase-| Energiezufuhr in Form von ATP fiir ihre
in einem Komplex mit DNA (gelb)

(PDB Code: 1A36)°



physiologische Aktivitat erforderlich. Dementsprechend befindet sich dort auch

eine ATPase?.

1.3 Topoisomerase-I-Hemmer

Aufgrund der hohen Proliferationsrate der Tumorzellen spielt die DNA-
Topoisomerase | eine essenzielle Rolle bei der VergroRerung des Tumors. Die
heutigen wissenschaftlichen Erkenntnisse suggerieren, dass die Sensitivitat der
Zellen gegenuber Topoisomerase-I-Hemmern, wie dem pflanzlichen Alkaloid
Camptothecin und dessen Derivaten, von ihrem Topoisomerase-I-Gehalt
abhangig ist’. Es wurde unter anderem von Giovanella et al. festgestellt, dass die
Topoisomerase-I-Level in fortgeschrittenen Stadien des humanen kolorektalen
Adenokarzinoms im Gegensatz zur Kolonmukosa erhoht sind und damit
anfalliger gegeniiber Topoisomerase-I-Hemmern sind®. Aus dieser Entdeckung
konnte ein neuer Weg zur selektiven Wachstumsinhibition von malignen

Tumorentartungen dargestellt werden”.

1.3.1 Camptothecin und Derivate

Das pflanzliche Alkaloid Camptothecin, welches aus dem Holz, der Rinde und
den Friuchten des asiatischen Krebs- und Glicksbaums Camptotheca acuminata
(Nyssaceae) gewonnen werden kann, wurde bereits 1966 vom US National
Cancer Institute im Rahmen eines Screening-Programms als ein Naturstoff mit

einer potentiell antitumoralen Wirkung entdeckt®.

Abbildung 3: Camptothecin



Camptothecin als ein neuer potentieller Wirkstoff traf vor allem am Anfang der
Untersuchungen durchaus auf viele Komplikationen. Praklinische Studien
zeigten zwar eine vielversprechende zytostatische Wirkung bei Kolon- und
Gastrointestinal-Tumoren, aber es waren andererseits unter anderem toxische
Effekte auf den Gl-Trakt sowie hamorrhagische Zystitis und dosislimitierende

Myelosuppression als vermehrt auftretende Nebenwirkungen festzustellen®.

Aulerdem stellte fir die klinische Entwicklung und Applikation dieses
pflanzlichen Alkaloids seine &auflerst schlechte Loslichkeit eine grolRe
Herausforderung dar. Daher wurde unter anderem das Natriumsalz von
Camptothecin in seiner Carboxylatform verwendet. (s. Abb. 4). Da man sich zu
diesem Zeitpunkt noch nicht bewusst war, dass die Lactonform (in ihrer S-
Konfiguration an Pos. 20) die weitaus aktivere Form darstellt, mussten
dementsprechend sehr hohe Konzentrationen des Salzes fur die Erzielung einer
klinischen Wirkung verabreicht werden. Wahrend die weniger aktive
Carboxylatform im neutralen bis alkalischen pH-Wert, also im physiologischen
Milieu mit einem pH-Wert von 7.4, vorliegt, verschiebt sich das Gleichgewicht bei
saurem pH-Wert (wie es im Harnmilieu der Fall ist) in Richtung der Lactonform
(s. Abb. 4). Dadurch kommt es zum vermehrten Ringschluss und damit zu einer
hdoheren Konzentration des aktiveren Lactons unter Einwirkung des aziden
Harnmilieus. Dies flihrt daher auch verstarkt zur hdmorrhagischen Zystitis®. Als
weitere problematische Eigenschaft gilt die starke Plasmaproteinbindung des
Camptothecin-Carboxylats an Serumalbumin, wodurch wiederum die Wirksam-

keit des Alkaloids herabgesetzt wird'°.

Lactonform Carboxylatform

Abbildung 4: Formen von Camptothecin (links: intakter Lactonring, rechts: gedffneter Lactonring)



Der Wirkmechanismus von Camptothecin beruht auf seiner Bindung an den
spaltbaren Komplex (,cleavable complex®), bestehend aus DNA und
Toposiomerase I. Somit kdnnen die ursprunglich reversiblen Einzelstrangbriche
durch das Alkaloid fixiert werden. Jedoch zeigt sich die zytotoxische Wirkung erst
im Zuge der DNA-Replikation durch die Polymerasen, wobei letztlich irreversible
Doppelstrangbriche aufgrund einer Kollision mit der Replikationsgabel auftreten
(s. Abb. 5)2,

5' 3

[ . Topoisomerase |

spaltbarer Komplex
("cleavable complex")

3 ' > 5
gestreckte DNA

Replikationsgabel

Camptothecin x

5!
3' ¥
gestreckte DNA

ﬁ
Z X

Abbildung 5: Wirkungsmechanismus der Topoisomerase-l-Hemmstoffe, modifiziert nach Lit.?




Aufgrund der bereits erwahnten schlechten Léslichkeit konnte sich Camptothecin
nicht als Arzneistoff etablieren. Heutzutage werden daher die Weiterent-

wicklungen Topotecan (s. Abb. 6) und Irinotecan (s. Abb. 7) klinisch verwendet®.

Abbildung 6: Topotecan

Topotecan ist ein halbsynthetisches Analogon des pflanzlichen Alkaloids
Camptothecin. Durch die Einfuhrung hydrophiler funktioneller Gruppen wie der
phenolischen Hydroxygruppe und der protonierbaren, basischen Diethylamino-
methylgruppe am Ring A ist die Wasserloslichkeit im Gegensatz zu
Camptothecin deutlich verbessert worden. Anwendung findet dieser Wirkstoff

gegen metastasierendes Ovarialkarzinom und kleinzelliges Bronchialkarzinom®.

Abbildung 7: Irinotecan

Beim spater auf dem Markt erschienenen Irinotecan handelt es sich ebenfalls um

ein halbsynthetisches Analogon von Camptothecin, das eine weitere



pharmakokinetische Optimierung im Vergleich zu Topotecan aufweist. Denn die
Dipiperidylgruppe dient nicht nur (analog zu Topotecan) als protonierbare,
hydrophile Seitenkette zur Verbesserung der Wasserloslichkeit, sondern ist auch

essentiell fir das Prodrug-Wirkprinzip des Arzneistoffes Irinotecan® .

Des Weiteren gilt die verminderte Serumalbuminbindung beider Pharmaka als
eine deutliche Verbesserung gegenuber der Leitverbindung Camptothecin. Als
Resultat verschiebt sich hier das Gleichgewicht zugunsten der weitaus aktiveren
Lactonform, was eine deutliche Steigerung der Wirksamkeit und Stabilitat zur
Folge hat''. Jedoch bleiben den beiden Abkémmlingen analog zu Camptothecin
nach wie vor dosislimitierende Knochenmarksuppression und hamorrhagische

Zystitis als haufige Nebenwirkungen erhalten?®11,

1.3.2 Luotonin A

Strukturelle  Ahnlichkeit zu Camptothecin  besitzt das zytotoxische
Pyrrolochinazolino-Chinolinalkaloid Luotonin A, das 1997 erstmals von Ma et al."?
aus den oberiridischen Teilen von Peganum nigellastrum (Zygophyllaceae)
isoliert wurde (s. Abb. 8). Diese ebenfalls in Asien heimische Pflanze fand ebenso
wie Camptotheca acuminata Anwendung in der traditionellen chinesischen
Medizin, hier vor allem bei Rheumatismus, Abszessen und anderen

entziindlichen Erkrankungen's.

Abbildung 8: Vergleich von Camptothecin und Luotonin A (mit IUPAC-konformer Nummerierung).

Strukturelle Gemeinsamkeiten von Luotonin A und Camptothecin liegen in den
identischen Ringen A, B und C. Im Unterschied zu Camptothecin besitzt Luotonin

A als Ring D einen Pyrimidin-Ring statt eines Pyridin-Ringes. Andererseits hebt



sich Luotonin A bezuglich des Ringes E deutlicher von Camptothecin ab, da es

hier einen Benzolring statt des Lactonringes besitzt.

Trotz dieser fehlenden Lactonfunktion und des Faktums, dass die Lactonform bei
Camptothecin die weitaus aktivere Wirkform darstellt, zeigte Luotonin A ebenfalls
eine beachtliche zytotoxische Aktivitat an murinen Leukamiezellen (P-388),
wobei eine ICso-Hemmkonzentration von 1.8 pg/ml gemessen wurde''5, Spater
stellten Hecht et al.’* fest, dass der Wirkmechanismus von Luotonin A dem von
Camptothecin entspricht, namlich eine Stabilisierung des binaren Komplexes aus
Topoisomerase | und DNA. Dies ist aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu
Camptothecin nicht verwunderlich. Allerdings hat Luotonin A eine deutlich
geringere Affinitat zum Spaltungskomplex im Vergleich zu Camptothecin, was

wohl doch auf den fehlenden Lactonring zurlickzufiihren sein konnte'#15.

Der Ersatz der labilen Lactonfunktion im Ring E durch Benzol in Luotonin A bringt
aber den grof3en Vorteil mit sich, dass die Problematik der zusatzlichen toxischen
Wirkung auf die Harnblase wegfallt. Denn hier kann es nicht wie bei
Camptothecin zu einer Akkumulation einer wirksameren Form in der Harnblase
infolge der Rezyklisierung des Ringes E im sauren Harn kommen, folglich fehlt
hier der Ausloser fur eine hamorrhagische Zystitis. Auch aufgrund derartiger
Uberlegungen zeigten in den letzten Jahren mehrere Forschungsgruppen
vermehrtes Interesse an Luotonin A, um durch dessen strukturelle Modifikation

neue, potentere Topoisomerase-l-Hemmer zu entdecken®.

1.4 Strategien zur Synthese von Luotonin A und dessen Derivaten

Nach erstmalig erfolgreicher Isolierung des Alkaloids Luotonin A wurden
verschiedenste Strategien zu dessen Synthese entwickelt. Der vermutete Bio-
syntheseweg wurde von Ma et al. beschrieben (s. Schema 1)'2. Heute sind schon
diverse Synthesestrategien bekannt, um verschiedene Derivate von Luotonin A
zuganglich zu machen. Eine ubersichtliche Darstellung und Diskussion der
unterschiedlichen Synthesewege findet man in dem 2011 veroffentlichen Review
von Liang et al.”. In unserer Arbeitsgruppe wurden die beiden in der Folge naher
beschriebenen Syntheserouten zur Herstellung von Luotonin A bzw. von

entsprechenden Derivaten gewahlt.



Vasicinon

¢}
NS, ° N
_ Enzy (0] <;\\
N \ ;\:\/ «— / N
N N

Luotonin A

Schema 1: Hypothetischer Biosyntheseweg nach Ma et al.'?

1.4.1 Die ,nordliche” Syntheseroute

Dieser Syntheseweg wurde in unserer Arbeitsgruppe entwickelt, um eine
effiziente Herstellung von 1-substituierten und 3-substituierten Luotonin-A-
Derivaten zu ermdglichen. Hierbei stellt die sog. Sonogashira-Kupplung einen
wichtigen Schritt zur Synthese eines Substrates fiur eine anschlielRende

Cycloadditionsreaktion dar.

Bereits 1975 ist die nach ihrem Entdecker benannte Sonogashira-Reaktion
veroffentlicht worden'”. Im Zuge der Anwendung dieses Reaktionstyps auf
unsere ,nordliche® Syntheseroute kommt es ausgehend von einem Aryliodid,
welches die entsprechenden Zweit-Substituenten in ortho- bzw. para-Stellung
tragt, und einem an N-3 propargylierten Chinazolinoncarbonsaureamid mittels
der typischen Palladium-katalysierten Kupplungsreaktion zur Bildung eines 3-
Arylpropargyl-substituierten Chinazolinoncarbonsaureamids. Anschlie3end folgt
eine Dehydratisierung mittels Trifluoracetanhydrid/Triethylamin, womit das
primare Amid in das fur die Cycloaddition essentielle Nitril Gbergefuhrt wird. Mit
dem als Dienophil fungierende Nitril kann nun komplementar zur weiter unten

diskutierten Syntheseroute nach Zhou et al.'® eine intramolekulare Diels-Alder-

10



Reaktion stattfinden, um das pentacyclische Grundgerlist unter simultaner

Ausbildung der Ringe B und C zu erzeugen'® (s. Schema 2).

0 1. NH; / MeOH 0
2. Propargylbromid,
NH KOH/DMSO N —
L
= o = NH
N/S( ~— N)\[( 2
o o

| R2

Pd(PPh,),Cl,
Cul, NEty

R1 Methode A: POCI; / CHCI, R1

o Methode B: (CF;CO),0 / NEt; o}
— R2 Methode C: EtOPOCI, / DBU — R2
N N

A

o
1,2-Dichlorbenzol,
5 mol% DBU
110-120 °C
R1
R1
0 [4+2] Cycloaddition X o
JE N
A—C= R2 B
N =
R2 N \
/)\ H N
N \\N
[1,5]-H shift
R1
AN o
N
=
R2 N \
N

Schema 2: ,Nordliche* Syntheseroute nach Haider et al."®
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1.4.2 Die ,sudliche” Syntheseroute

Fir die Synthese von 2- und 4-substituierten Derivaten von Luotonin A wird eine
von unserer Arbeitsgruppe optimierte Syntheseroute nach Zhou et al.’® als Mittel

der Wahl herangezogen.

Die Syntheseroute nach Zhou et al. beginnt ausgehend von den kommerziell
erwerbbaren Edukten Anthranilsdureamid und Diethyloxalat, die zu einem
Chinazolinoncarbonsaureethylester reagieren. Mithilfe einer Esterhydrolyse
durch Lithiumhydroxid in wassrigem THF und darauffolgender Umwandlung der
freien Carbonsaure in das entsprechende Saurechlorid kann letzteres nun mit
Anilin zum Anilid reagieren. Dann erfolgt die Alkylierung des Chinazolinon-
Stickstoffs in Pos. 3 mittels Propargylbromid. Unter Einwirkung von Bis(triphenyl)-
oxodiphosphonium-Trifluormethansulfonat (sog. Hendrickson-Reagens) entsteht
aus dem Anilid unter simultaner Ausbildung der Ringe B und C das
pentacyclische Grundgerust von Luotonin A mittels einer intramolekularen Diels-
Alder-Reaktion'® (s. Schema 3).

OEt

LiOH,
OEt THF/HZO (3:1)

\ .

Br/\\

K,COg, LiBr

A ©
SeeulNee SO o

Ph,;PO, Tf,0
[4+2]-Cycloaddition

AN o
N
=
N \
N
Luotonin A

Schema 3: Synthese von Luotonin A nach Zhou et al.
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Optimierung der Synthese von Zhou et al.

Bei dieser relativ kurzen und eleganten Syntheseroute nach Zhou et al.'® erfolgt
sowohl die Umsetzung der Ausgangsverbindungen zum Chinazolinon-
carbonsaureethylester als auch die abschlieRende Cycloadditionsreaktion
problemlos mit sehr guten Ausbeuten. Jedoch stield unsere Arbeitsgruppe bei der
beschriebenen Esterhydrolyse des Chinazolinoncarbonsaureesters nach Zhou et
al.’® und der anschlieRenden Uberfiihrung der Carbonsaure tber das S&ure-
chlorid mit Anilin ins Anilid auf Reproduzierbarkeitsprobleme. Es zeigte sich
namlich, dass die genannte Carbonsaure sehr stark zur Decarboxylierung neigt,
aulRerdem ist das Saurechlorid sehr hydrolyseempfindlich und dartberhinaus

schlecht 10slich.

Eine entscheidende Optimierung gelang unserer Arbeitsgruppe mit einer
eleganten Losung zur direkten Herstellung der bendétigten Anilide aus dem Ester
unter Anwendung der Weinreb-Amidierung. Hierbei konnen mit dieser von
Weinreb in den 1970er-Jahren erstmals vorgestellten Reaktion' Trimethyl-
aluminium-aktivierte Anilinderivate direkt mit dem Ester zum entsprechenden

Anilid in sehr guter Ausbeute umgesetzt werden?%2' (s. Schema 4).

Einen weiteren Fortschritt brachte die Modifikation des Alkylierungsschrittes mit
Propargylbromid im Vergleich zur urspringlichen Synthesesequenz nach Zhou
et al.. Hierbei wird in unserer Arbeitsgruppe auf Tetrabutylammoniumbromid als
Phasentransferkatalysator verzichtet, jedoch wird das Lésungsmittel Dimethyl-
formamid in Gegenwart von Kaliumcarbonat im Gegensatz zum Zweiphasen-
system Toluol/H20 nach Zhou et al. verwendet?®. Im Fall besonders schwer-
I6slicher Edukte erwies sich hingegen der Einsatz von Dimethylsulfoxid als
Losungsmittel in Kombination mit Kaliumhydroxid und Tetrabutylammonium-
bromid unter Ultraschall-Einwirkung als optimal?2. Mit Hilfe dieser beiden
Varianten konnten die genannten Ldslichkeitsprobleme der eingesetzten Anilide

in der Regel umgangen werden?'22 (s. Schema 4).
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Schema 4: Modifikationen einzelner Synthesen der ,stidlichen“ Route

1.5 Literaturbekannte Amino-Derivate von Luotonin A

Da sowohl Luotonin A als auch Camptothecin problematische Ldslichkeits-
eigenschaften besitzen, liegt der Synthesefokus der Arbeitsgruppe unter
anderem auf Derivatisierungen von Luotonins A durch Einfluhrung einer
Aminofunktion. Die primare Aminogruppe bietet den Vorteil, dass mit ihrer aktiven
Hydrophilie als H-Bricken-Donor nicht nur eine gewisse Loslichkeits-
verbesserung im alkalischen oder neutralen Milieu, sondern auch die Herstellung
von (noch besser wasserloslichen) Salzen mdoglich ist. Bereits bekannte
Luotonin-A-Abkdmmlinge mit einer primaren Aminofunktion sind sowohl das 7-
Amino-Luotonin A (synthetisiert von Nacro et al.?®) als auch das 8-Amino-

Luotonin A (beschrieben von Cagir et al.™®).

In unserer Arbeitsgruppe wurden die vier mdglichen, am A-Ring NH2-
substituierten Luotonin-A-Derivate erstmals zuganglich gemacht und deren
biologische Aktivitat in vitro eingehend untersucht?*. Dabei stellte sich heraus,
dass das 4-Amino-Derivat in dieser Reihe die hochste zytotoxische Aktivitat hat.
Jedoch konnte entgegen den Erwartungen ein markanter G2/M-Zellzyklusarrest
festgestellt werden. Dies bietet nun die Basis fur Spekulationen, dass das Target
dieser Verbindung eventuell nicht (bzw. nicht nur) die Topoisomerase | ist oder
dass ein unbekannter, atypischer Wirkmechanismus nebst der Stabilisierung des
bindren Komplexes aus Topoisomerase I/DNA vorliegt?*. Das liefert nun den

Anlass, neue Luotonin-A-Derivate mit einer Aminogruppe an Pos. 4 zu
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synthetisieren, um weitere Untersuchungen uber die Besonderheit der

Aminogruppe an dieser Position anzustellen.

Des Weiteren gelang unserer Arbeitsgruppe mehrmals auch die erfolgreiche,
selektive Einfllhrung der Aminogruppe in Position 92°-27. Unter den von unserer
Gruppe erstmals zuganglich gemachten Verbindungen ist vor allem 9-Amino-
Luotonin A zu nennen?®, dessen Synthese aus einer 9-Nitro-Vorstufe zuvor
vergeblich von Dallavalle et al.?® versucht worden war: Unter den gewahlten
(offenbar zu aggressiven) Reaktionsbedingungen war es dabei auch zur

partiellen Hydrierung des Ringes B gekommen.

1.6 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit sollte nun versucht werden, erstmalig
ein Luotonin-A-Derivat mit zwei Aminogruppen zuganglich zu machen, bei dem

je eine Aminogruppe am Ring A und am Ring E lokalisiert ist.

Anlass fir die Synthese eines solchen Derivates bildet die besonders
vielversprechende zytotoxische Aktivitdt von 4-Amino-Luotonin A%*. Da auch
bereits das dazu isomere 9-Amino-Luotonin A in unserer Arbeitsgruppe
erfolgreich synthetisiert worden war?°, wurde als Zielverbindung der vorliegenden
synthetisch-chemischen Arbeit 4,9-Diamino-Luotonin A gewahlt, um die
Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe um diesen besonders interessanten
Vertreter zu vergrof3ern (s. Abb. 9). Durch die Einfuhrung zweier Aminogruppen
erwartet man letztlich auch eine Steigerung der Wasserloslichkeit, welche einen
positiven Effekt auf die Pharmakokinetik des potentiellen Topoisomerase-I-

Hemmers zur Folge haben sollte.

X o XN O X O

N N N

pZ Z Z

N \ N \ N \

NH, N NH, N NH, N NH,

4-Amino-Luotonin 4,9-Diamino-Luotonin A (Zielverbindung) 9-Amino-Luotonin A

Abbildung 9: links und rechts: bereits in unserer Arbeitsgruppe erfolgreich synthetisierte Amino-Derivate.
Mitte: Zielverbindung
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Zur Herstellung des angestrebten Luotonin-A-Derivates mit zwei Aminogruppen
erschien die ,sudliche® Syntheseroute als gut geeignet, weil einige der bereits
erwahnten Amino-Derivate von Luotonins A (s. Abb. 9) auch auf diese Weise
synthetisiert worden sind?42%. Da die Zwischenprodukte in der vorgesehenen
Sequenz (s. Schema 5) bis zur abschlieRenden Reduktion zum Endprodukt eine
bzw. zwei Nitrogruppen besitzen, waren allerdings experimentelle Heraus-
forderungen aufgrund der typischerweise sehr geringen Ldslichkeit derartiger
Verbindungen zu erwarten.

o]
o]
Kondensation zum Chinazolinonester NH
NH, > _ o
N ~
o

Nitrierung

o} (o}
ON Amidierung ON
NH NO, P NH
H -
= N = (@)
N )\H/ N)\[( ~—
o o

Propargylierung

N\ 7
z=

NO, NO,

O
O,N o
N H NO, Cycloaddition
_ N >
N
o

Reduktion

X o]
N
Z
N \
NH, N NH,

4,9-Diamino-Luotonin A (Zielverbindung)

Schema 5: Geplante Syntheseroute zur Zielverbindung
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2 Eigene Untersuchungen

2.1 Herstellung von literaturbekannten Ausgangsverbindungen

Synthese des Chinazolinoncarbonsaureesters

FUr diese relativ einfache Synthese werden die kommerziell erhaltlichen
Reagentien Anthranilsaureamid und Diethyloxalat unter Ruckfluss erhitzt. Zur
Beschleunigung der Reaktion werden katalytische Mengen an Eisessig
dazugegeben. Nach 24 h wird erstmals der Reaktionsverlauf mittels
Dunnschichtchromatographie kontrolliert. Neben dem Edukt und dem Produkt
kann zu diesem Zeitpunkt auch noch das Zwischenprodukt (s. Schema 6)
detektiert werden. Grundsatzlich variiert die dabei beobachtete Reaktionsdauer
zwischen 24 und 48 h, somit unterscheidet sie sich deutlich von den Literatur-
angaben nach Baker?® und Zhou et al.'®, obwohl in den entsprechenden
Prozeduren kein Katalysator verwendet wurde und die Reaktionsdauer mit nur 5
h beschrieben wurde. Unter identischen Bedingungen waren in unserem Labor
hingegen bis zu 72 h fur eine vollstandige Umsetzung erforderlich. Die Reinigung
des in hoher Ausbeute aus dem Reaktionsgemisch auskristallisierenden
Produktes erfolgt zweckmaRigerweise durch Waschen mit Ethanol, gefolgt von
Diethylether.

(o] B 0 T

0 HyC—4

o OEt OH NH,

NH; I e}

o OFEt - EtOH N O CMs

NH H
o
/-Hzo
o
©5J\NH
N/)\[(O\/CH3
e}
1

Schema 6: Herstellung des Chinazolinoncarbonsaureesters
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Nitrierunq des Chinazolinoncarbonsaureesters

Vor der anstehenden Weinreb-Amidierung sollte eine Nitrogruppe in Position 6
des Chinazolin-Systems eingefuhrt werden. Dabei erzielt folgender patentierter
Reaktionsschritt®®, der bereits mehrmals erfolgreich in unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrt wurde, die besten Ergebnisse: Der zuvor beschriebene Ester (1, s.
oben) wird in einem Gemisch von konzentrierter Schwefelsaure und rauchender

Salpetersaure 2 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Hierbei erfolgt die EinfiUhrung der Nitrogruppe uber eine klassische elektrophile
aromatische Substitution, wobei das Nitroniumion NO2" als elektrophiles Teilchen
fungiert. Dieses entsteht durch die Dehydratisierung der protonierten
Salpetersaure durch die conc. Schwefelsaure. Der Eintritt der NO2-Gruppe erfolgt

dabei regioselektiv in der elektronenreichen Position 6 des Substrates.

(e} NO,* 0
konz. H,SO,,
rauchende HNO
— (0] CH
0O o
1

(6]
O.N
2 \E:EA\NH
D —
N/)ﬁ“/o\/CHs _ H+
(6]

2

Schema 7: Nitrierung des Chinazolinoncarbonsaureesters

Hier erweist sich die Kontrolle der vollstandigen Umsetzung mittels Dunnschicht-
chromatographie als nicht aussagekraftig, da Edukt (1) und Produkt (2) in
verschiedenen FlieBmitteln denselben Rr-Wert aufweisen und daher nicht
voneinander unterschieden werden kdnnen. Aus diesem Grund wird das Produkt

mittels Schmelzpunktbestimmung und NMR-Spektroskopie Uberpruft.
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2.2 Amidierung des 6-Nitrochinazolinoncarbonsaureesters

Die Synthese des bendtigten Nitroanilid-Zwischenprodukts (3) wird auf effiziente
Weise unter den Reaktionsbedingungen analog zu Lit.?%2" mittels der bereits in

der Einleitung erwahnten Weinreb-Amidierung durchgefuhrt.

Als Amin-Komponente dieser Reaktion wird dabei 2-Nitroanilin gewahlt. Die
Anilin-Aminogruppe wird hierbei durch Zugabe von Trimethylaluminium
L2aktiviert’, d.h. die sonst relativ schwache Nukleophilie des Amins ist nun stark
erhoht und letzteres kann somit nukleophil am Carboxyl-C des Esters (2)
angreifen (s. Schema 8). Als Losungsmittel hat sich 1,2-Dichlorethan bewahrt, da
es mit seinem Siedepunkt von ca. 83°C im Bedarfsfall auch eine ausreichend

hohe Reaktionstemperatur ermdglicht.

NO,

NH,
o o)
ON
OZN\@kaH AlMe;, Dichlorethan z \@J\NH NO,
R H
= o._ _CH g yZ N
o
2

Schema 8: Uberfiihrung des Esters in das Anilid mittels Weinreb-Amidierung

Nach Zugabe des Esters (2) zum zuvor hergestellten Amin/AlMes-Komplex ist
beim Erwarmen eine deutliche Gasentwicklung bemerkbar. Fir die vollstandige
Umsetzung der Reaktionspartner wird 2 h zum Ruckfluss erhitzt, wobei im Laufe
der Reaktionsdauer eine Farbvertiefung festzustellen ist. Das Reaktionsende
kann man zwar prinzipiell mittels DC-Kontrolle feststellen, jedoch erwies sich dies
als experimentell besonders schwierig, da das entstandene Produkt (3) wohl
aufgrund der zwei Nitrogruppen nun sehr schwer |8slich ist und es stets zu

starkem Tailing auf der DC-Platte kommt.

Das bei der Hydrolyse des Reaktionsansatzes aus dem Trimethylaluminium
entstandene Aluminiumhydroxid wird durch Saurezugabe in eine wasserl6sliche
Form Uberfuhrt. Aufgrund dieser exothermen Reaktion erfolgt die Hydrolyse unter
Eiskuhlung. Nun kann der Niederschlag des Anilids (3) problemlos abgenutscht

und gewaschen werden.
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Die Struktursicherung erfolgte mittels NMR-Spektroskopie und (hochauflésende)

Massenspektrometrie.

Erwartungsgemal} zeigt das Massenspektrum (s. Tafel 8) den Molekulionenpeak
(M*) bei m/z = 355. Der nachste signifikante Peak befindet sich bei m/z = 263.
Die Differenz von 46 zum Molekulionenpeak deutet auf eine Abspaltung einer
NO2-Gruppe hin. Aul3erdem suggerieren die Peaks bei m/z = 164 und 191, dass
auch eine Abspaltung der Seitenkette an Pos. 2 stattfindet, bei der es zur Bildung
von 2-Nitrophenylisocyanats (MG = 164) und 6-Nitrochinazolin-4(3H)-on (MG =
191) kommt.

Die NH-Signale des Chinazolinons und des Amids im "H-NMR-Spektrum (s. Tafel
1) sind, wie angenommen, bei relativ tiefem Feld lokalisiert (13.31 ppm und 12.16
ppm). Eine eindeutige Unterscheidung dieser beiden NH-Signale gelingt mit Hilfe
des NOESY-Crosspeaks zwischen dem Amid-NH (12.16 ppm) und dem H-6 am
Phenylrest (8.50 ppm). Des Weiteren sind erwartungsgemaf nicht nur im 'H-
Spektrum die Multiplett-Signale der Protonen des Phenylrestes zwischen 7.44
und 8.50 ppm, sondern auch fur derartige Verbindungen typische Signale im
Aromaten-Bereich des "*C-NMR-Spektrums (s. Tafeln 2,3) bei 122.9-138.9 ppm
zu beobachten. Die Signale konnten mittels HSQC, HMBC, COSY und NOESY
(s. Tafeln 4-7) erfolgreich und eindeutig zugeordnet werden, daher gilt die

Struktur als gesichert.

8.85 O
O,N
2 : 13.31
160.9°NH =~ 12.16 NO,
146.1 H
128.9 AA157.7.N132.0 1389 4259
’ 150.8"N" 148.2 8.25
8.65 129.3
8.50 7.46
135.6
7.84-7.92

Abbildung 10: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (3):
"H-NMR-Signale (blau) und 3C-NMR-Signale (rot) in ppm
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2.3 Alkylierung am Chinazolinon-Stickstoff

Die Einfuhrung des Propargylrests am Chinazolinon-Stickstoff in Position N-3
stellt den essentiellen Schritt dar, um die Zyklisierung zum pentacyclischen
System unter Ausbildung der Ringe B und C erst zu ermdglichen. Aus Grinden
der sehr geringen Loslichkeit des Eduktes (3) wurde das urspringlich von Zhou
et al.’® beschriebenen Verfahren gar nicht erst in Betracht gezogen, sondern die
in unserer Arbeitsgruppe zuletzt erprobte Variante versucht. Dazu wird das Anilid
(3) in DMSO nach Zugabe von KOH und dem Phasentransferkatalysator
Tetrabutylammoniumbromid auf 50 °C erhitzt3'. Danach wird Propargylbromid,
gelost in DMSO, mit einem geringen Uberschuss gegenlber dem Edukt (iber
einen Zeitraum von 2 h zugetropft. Dabei erwies sich diese Methode jedoch in
mehreren Versuchen als erfolglos, da mittels Dunnschichtchromatographie

keinerlei Produktbildung zu erkennen war.

Nach mehreren Versuchen, bei denen sowohl die Temperatur des Ansatzes als
auch die Portionierung und Zutropfgeschwindigkeit des Reagens variiert wurden,
konnte man feststellen, dass die rasche Zugabe von Propargylbromid in einer
einzigen Portion bei einer Reaktionstemperatur von 70 °C die besten Ergebnisse
liefert. Dies Uberrascht insofern, als normalerweise die Zugabe des
Alkylierungsreagens langsam erfolgen sollte, weil es sonst zu einer Dialkylierung
am Amid- und am Lactam-Stickstoff durch einen lokalen Reagens-Uberschuss

kommen kann?22:32,

Jedoch wurde im Falle des in DMSO sehr schlecht 16slichen Nitroanilides (3)
interessanterweise beobachtet, dass nach Zugabe von KOH zur Suspension und
Erwarmen auf 70 °C eine grolteils klare Losung resultiert. Deswegen kommt es
durch die rasche Zugabe des Propargylbromids in einer Portion hier nicht zu
einem lokalen Uberschuss des alkylierenden Agens. Folglich ist die Bildung des

zunachst erwarteten (doppelt alkylierte) Nebenproduktes zurickgedrangt.
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Abbildung 11: Vermutetes dialkyliertes Nebenprodukt aus dem Propargylierungsschritt

Warum die Reaktion bei einer sehr langsamen Zugabe von Propargylbromid
fehlschlagt, konnte sich dadurch erklaren lassen, dass es dabei zu einem
konkurrierenden Abbau des Reagens kommt. NaturgemafR laufen sowohl
erwlnschte als auch unerwiinschte Prozesse bei erhdhter Temperatur um ein
Vielfaches rascher ab als bei RT, daher kdnnte es auch zur verstarkten Hydrolyse
des Alkylhalogenids durch das im DMSO stets vorhandene Wasser kommen.
Deswegen liegt die Vermutung nahe, dass im gegenstandlichen Fall die

langsame Zugabe des Alkylierungsreagens sogar von Nachteil ist.

Aufgrund der ebenfalls geringen Loslichkeit des nach einer Reaktionszeit von 24
h erhaltenen Produkts (4) fallt dieses nach Verdunnen des Reaktionsgemisches
mit Wasser als dunkelbrauner Niederschlag aus und kann durch einfaches
Abnutschen isoliert werden. Im Dunnschichtchromatogramm dieses Roh-
produktes sind noch geringe Anteile an Edukt (3) und Spuren eines

Nebenproduktes (s. oben) erkennbar.

Br/\\\
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KOH/DMSO —
ON : ON —
? NH NO, 24 h bei 70 °C N T No,
H .
_ N > _ N
N N
o o)
3 4

Schema 9: Alkylierung am Chinazolinon-Stickstoff
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Versuche zur Trennung von Edukt und Produkt

Da sowohl Edukt (3) als auch Produkt (4) schwerloslich sind, erwies sich die
Trennung der beiden Verbindungen als kompliziert. Umkristallisationsversuche
mit Ethanol, Ethylacetat und Toluol schlugen fehl, da beim Abkuhlen der hei3en
Losungen jeweils beide Komponenten ausfallen.

Letztlich gelang die Trennung durch praparative Saulenchromatographie, da das
chromatographische Laufverhalten von 3 und 4 deutlich verschieden ist.
Erwartungsgemal ist das Produkt mit seinem Alkylrest an N-3 lipophiler als das
NH-unsubstituierte Edukt und eluiert aus der Saule als Erstes. Die besten
Ergebnisse erzielt man durch eine Gradientenelution von Dichlormethan hin zu

einem Gemisch von Dichlormethan und Ethylacetat.

Nach der erfolgreichen Trennung erhalt man durch Eindampfen der ent-
sprechenden Fraktionen die gewunschte Verbindung (4) in einer Ausbeute von

83%. Umkristallisation aus Ethanol liefert gelbe Kristalle.

Das Massenspektrum von 4 (s. Tafel 18) zeigt erwartungsgemal® den
Molekulionenpeak (M*) bei m/z = 393. Wie im Fall von Verbindung 3 deutet ein
Peak bei [M-46]* (hier: m/z = 347) auf den Verlust einer Nitrogruppe im Zuge der
Fragmentierung des Molekilions hin. Auch hier suggeriert ein Peak bei m/z =
164, dass eine Abspaltung des Arylcarbamoyl-Restes an Pos. 2 unter Bildung

von 2-Nitrophenylisocyanat (MG = 164) stattgefunden hat.

Die erfolgreiche Alkylierung am Lactam-Stickstoffs erkennt man im 'H-NMR-
Spektrum (s. Tafel 9) anhand des dublettischen Signals der Protonen der
Methylengruppe bei 5.10 ppm und anhand des Tripletts des Acetylen-H bei 3.37
ppm. Erwartungsgemal findet man hier im Gegensatz zum Edukt (3) nur mehr
ein einziges NH-Signal im 'H-NMR-Spektrum. Auferdem erscheinen nun
entsprechende Signale des Propargylrestes im '*C-NMR-Spektrum (s. Tafel 10)
bei 78.2 ppm (Propargyl 2-C), 75.3 ppm? (Propargyl 3-C) und bei 34.3 ppm

a Im BC-APT-NMR-Spektrum ist die Phasenlage des Propargyl 3-C (terminales Acetylen-C)
aufgrund der atypisch groRen 'Jc.h-Kopplungskonstante anders als zu erwarten und das Signal
zeigt aufgrund des eingestellten Standard-Delays der verwendeten Pulsfolge im Spektrum
dementsprechend nach oben statt nach unten. Auf die Anpassung der Standardpulsfolge wurde
verzichtet, da die Zuordnung der Signale ohnehin eindeutig ist.
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(Propargyl 1-C). Die Signale konnten mittels HSQC, HMBC, COSY- und NOESY-
Experimenten (s. Tafeln 11-17) erfolgreich und eindeutig zugeordnet werden,
daher gilt die Struktur als gesichert.

8.90 O 55 3.37
34.3 75.3
O,N o
o 159.6°N ’ NO,
129.3 A 1589 _N._130.5 141'51255
8.68 149.3 'N"149.5 11.89 815
129.7 '
8.07 O 123 126.3
8.04
1348 751
7.84

Abbildung 12: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-
carboxamid (4): "H-NMR-Signale (blau) und '*C-NMR-Signale (rot) in ppm

2.4 Cycloadditionsreaktion zum pentacyclischen System

Die intramolekulare Diels-Alder-Reaktion stellt in der gewahlten Syntheseroute
den essentiellen Schritt zum Aufbau des pentacyclischen Grundgerusts von
Luotonin A dar. Dabei sollte es zur gleichzeitigen Ausbildung der Ringe B und C

kommen.

Dazu wird das erforderliche (hydrolyseempfindliche) Hendrickson-Reagens
[Bis(triphenyl)oxodiphosphonium-Triflat bzw. ,POP-Reagens“]33-3¢ aus Tri-fluor-
methansulfonsaureanhydrid und Triphenylphosphinoxid in trockenem Dichlor-
methan unter Inertgasatmosphare in situ hergestellt (s. Schema 7). Wegen des

exothermen Charakters der Reaktion wird unter Eiskihlung gearbeitet.

o 1 P—0—F* X A\
F \_O ¢}
s F
XN
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F

Schema 10: in situ-Herstellung des Hendrickson-Reagens

@@ . 2:2 . @Q@@ +2FF O\\S/o*
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Aufgrund der hohen Oxophilie des Phosphors im Hendrickson-Reagens bindet
dieser am Sauerstoff des sekundaren Amids und verursacht somit formal eine
Tautomerisierung zur Imidsaure-Form (s. Schema 11). Das dadurch erzeugte
Aza-Dien kann nun intramolekular mit dem zuvor eingefuhrten Propargylrest
reagieren. Dabei dient das Alkin als Dienophil und es kommt als Resultat der
intramolekularen Diels-Alder-Reaktion zur simultanen Ausbildung der Ringe B
und C (s. Schema 11) unter Abspaltung von Triphenylphosphinoxid. Aufgrund
seiner sehr geringen Ldslichkeit geht nur ein Teil des Edukts (4) in Dichlormethan
in Losung und kann somit mit dem Hendrickson-Reagens reagieren. Folglich
muss flur eine vollstdndige Umsetzung eine entsprechend lange Reaktionszeit
veranschlagt werden. Nach 48-stindigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde

das Reaktionsende mittels Dinnschichtchromatographie festgestellt.
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Schema 11: [4+2] Cycloadditionsreaktion unter simultaner Ausbildung der Ringe B und C

Die Isolierung und Reinigung des so erhaltenen Produktes (5) ist aufgrund seiner
aulerst geringen Lo&slichkeit recht simpel. Dazu wird der gelblich-braune
Niederschlag lediglich abgenutscht und mit viel Dichlormethan gewaschen, um

uberschussiges Triphenylphosphinoxid zu entfernen. Nachdem bei der in-situ-
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Generierung und anschlieRenden Umsetzung des Hendrickson-Reagens auch
Trifluormethansulfonsaure freigesetzt wird (s. Schema 10) und letztere den
Pyridin-Stickstoff in Verbindung 5 protonieren kann, wird das Rohprodukt zwecks
Neutralisation auch mit einer wassrigen Bicarbonatlésung behandelt. Das so in
einer Ausbeute von 75% erhaltene Produkt (5) zeigt unter UV-Licht der

Wellenlange 366 nm eine intensive blaugrine Fluoreszenz.

Erwartungsgemall zeigt das Massenspektrum von 5 (s. Tafel 19) den
Molekulionenpeak (M*) bei m/z = 355. Aufgrund der erwahnten Loslichkeits-
eigenschaften dieser Dinitro-Verbindung konnte trotz mehrerer Versuche weder
ein "TH-NMR-Spektrum noch ein "*C-NMR-Spektrum aufgenommen werden. Die
korrekte Summenformel zur postulierten Struktur wird durch das hochaufgeldste
Massenspektrum bestatigt. Als ein weiterer, zumindest indirekter Strukturbeweis
fur 5 ist die vollstandige Charakterisierung und Struktursicherung des Folge-
produktes (6) zu werten (s. Abschnitt 2.5).

2.5 Simultane Reduktion der Nitrogruppen in Position 4 und 9

In der vorgesehenen Synthesekette stellt die Reduktion der Nitrogruppen zur
entsprechenden Aminofunktion den finalen Schritt zur Zielverbindung dar. Eine
in der Literatur beschriebene Reduktionsmethode3’*® wurde basierend auf den
Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe gewahlt, da sie bei analogen Verbindungen
die besten Ergebnisse erzielte?*?%. Hierbei handelt es sich um eine Pd/C-
katalysierte Transferhydrierung in ethanolischer Losung bzw. Suspension unter
Inertgasatmosphare, wobei Hydrazinhydrat als in-situ-Lieferant fur den

bendtigten Wasserstoff fungiert.

Im Fall der Dinitro-Verbindung 5 wird die ethanolische Suspension unter
Ruckfluss erhitzt, um die sehr geringe Loslichkeit des Eduktes im Reaktions-
medium zu erhdhen. Dabei beobachtet man eine langsame Farbanderung der
Suspension von gelblich-braun tber hellgrin zu dunkelgrin. Die Vollstandigkeit

der Reaktion wird nach 24 h mittels Dunnschichtchromatographie bestatigt.
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o HN—NH, Pd/C, 0

N 24 h unter Riickfluss

N\ 7
z=

NO, N NO, NH, NH,

Schema 12: Schonende Reduktion der Nitrogruppen zu den entsprechenden Aminofunktionen

Trotz der im Vergleich zur Dinitro-Verbindung (5) merklich besseren Loslichkeit
der so erhaltenen Diamino-Verbindung (6) liegt letztere im Reaktionsgemisch
groldteils ungeldst vor, was die Abtrennung des in Ethanol ebenfalls unléslichen
Hydrierkatalysators erschwert. Als zweckmafige Aufarbeitung erwies sich hier
ein anschlieBender Losungsmittelwechsel von Ethanol zu DMF. In letzterem ist
das Produkt (6) nun ausreichend I6slich und der Katalysator kann somit durch
Filtration abgetrennt werden. Nach dem Eindampfen der DMF-LA&sung, Waschen
des Ruckstandes mit Wasser und Umkristallisation aus Ethanol erhalt man die
Zielverbindung (6) in einer Ausbeute von 93% in Form orangefarbener Kristalle.
Eine Losung der Verbindung zeigt unter UV-Licht der Wellenlange 366 nm eine

intensive orange-gelbe Fluoreszenz.

Die Zielverbindung (6) ist durch das Vorhandensein zweier aktiv hydrophiler
Aminogruppen deutlich besser in Wasser und in aprotisch-dipolaren Losungs-
mitteln |6slich als die Dinitro-Verbindung (5). Daher war hier die Aufnahme der
NMR-Spektren in DMSO-ds-Losung problemlos mdglich. Allerdings konnte
aufgrund der nicht ausreichenden Fluchtigkeit und Thermostabilitat der
Verbindung kein EI-MS gemessen werden. Die ESI-Massenspektrometrie
hingegen bestatigt die Summenformel C1sH13NsO dieser Verbindung ([M+H]* bei
m/z = 316.1190).

Naturgemal® sollten deutliche Unterschiede zwischen der NMR-spektro-
skopischen Eigenschaften der Nitroverbindung und der Aminoverbindung
existieren, was etwa bei friiheren "H-NMR-Untersuchungen an 4-Amino-Luotonin
A und 9-Amino-Luotonin A im Vergleich zu den jeweiligen Nitroverbindungen
beobachtet worden war®?3%, Grund dafirr ist eine deutliche magnetische
Abschirmung der Aromaten-Protonen durch die elektronenreichen

Aminogruppen. Vor allem ist dieser Effekt des Hochfeld-Shifts an den Protonen
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in ortho- und para-Stellung zur Aminogruppe festzustellen. Da, wie bereits
erwahnt, im Falle der Dinitroverbindung (5) die NMR-Spektrenaufnahme
aufgrund von Loslichkeitsproblemen scheiterte, kann in diesem Fall kein direkter

Vergleich zum Diamin (6) gezogen werden.

Erwartungsgemaf geben im 'H-NMR-Spektrum (s. Tafel 20) die beiden primaren
Aminogruppen an Pos. 4 und Pos. 9 der Zielverbindung (6) jeweils ein breites
Signal der relativen Intensitat 2, namlich bei 6.11 ppm (4-NH2) und bei 5.83 ppm
(9-NHz2). Die eindeutige Unterscheidung basiert auf den Crosspeaks im NOESY-
Spektrum (s. Tafel 27). Das vollstandige Kopplungsmuster der Protonensignale
und damit deren Zuordnung ergibt sich zweifelsfrei aus dem COSY-Spektrum
(Tafel 26). Weiters steht die Struktur im vollen Einklang mit dem '3C-NMR-
Spektrum (APT; s. Tafel 21), dessen Signale mittels HSQC- und HMBC-
Experimenten (s. Tafeln 22-25) weitestgehend zugeordnet werden konnten (s.

Abb. 13), womit letztlich die erfolgreiche Synthese der Zielverbindung (6)

verifiziert ist.
7.16-721 848 503
113.9 1311 )
7.41 128.89_130.6_%70 o)
129.1
N
109.1 _ 148.5/
6.96 1,00 T/ \ o 1484
N NH
NH 1485/ 1397 2
6.11 148.4 5.83

128.91 122.3
765 7.16-7.21

Abbildung 13: 4,9-Diaminochino[2/,3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6):
"H-NMR-Signale (blau) und "*C-NMR-Signale (rot) in ppm
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2.6 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit konnte somit erfolgreich ein
neuartiges Derivat von Luotonin A zuganglich gemacht werden, bei dem
erstmalig eine primare Aminogruppe sowohl am Ring A als auch am Ring E
lokalisiert ist. Die Zielverbindung weist gegenuber der Leitstruktur Luotonin A
sowie gegenuber dem noch ausgepragter zytotoxisch wirkenden 4-Amino-
Luotonin A?* aufgrund der beiden aktiv hydrophilen Aminofunktionen eine

bessere Loslichkeit auf.

Zurzeit wird dieser neue potentielle Topoisomerase-lI-Hemmer im Rahmen einer
Dissertation in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Krebsforschung der
Medizinischen Universitat Wien auf zytotoxische Wirkung untersucht®®. Zum
Zeitpunkt der Abfassung der vorliegenden Diplomarbeit ist bereits bekannt, dass
die gegenstandliche Zielverbindung 4,9-Diamino-Luotonin A (6) sowohl an Zellen
des kolorektalen Karzinoms als auch an Leukamiezellen eine vielversprechende
antiproliferative  Aktivitat besitzt. Weitere in-vitro-Untersuchungen zum
biologischen Profil (z.B. hinsichtlich G2/M-Zellzyklusarrest wie im Fall von 4-
Amino-Luotonin A%#) sind vorgesehen und sollen in der Folge publiziert werden.
In Anbetracht der vielversprechenden Aktivitat konnte 4,9-Diamino-Luotonin A
den Ausgangspunkt fur weitere Synthesen von 4-Amino-Luotonin-A-Derivate mit

Modifikationen am Ring E bilden.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Verwendete Gerate und Materialien

Chromatographie

DC

Fir Identitatsprifungen und Kontrollen der Reaktionsvollstandigkeit wurden DC-
Fertigfolien mit einer 0.20 mm Schicht KG 60 mit Fluoreszenz-Indikator UV2s4 der
Fa. Macherey-Nagel (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 KG 60) verwendet. Die
Detektion erfolgte mittels einer Camag-UV-Lampe unter UV254 via

Fluoreszenzminderung sowie unter UV366 via Eigenfluoreszenz.
SC

Saulenchromatographie wurde zur praparativen Auftrennung von Reaktions-
gemischen eingesetzt. Dafur wurde als Sorbens Kieselgel 60 (0.063—0.200 mm)
der Fa. Merck verwendet. Die Substanzdetektion in den erhaltenen Eluat-
fraktionen erfolgte diskontinuierlich durch Tupfeln auf KG 60-Folien mit

Fluoreszenz-Indikator UV2sa.

Spektroskopie

MS

El-Massenspektren (70 eV) wurden am Department flir Pharmazeutische
Chemie der Universitat Wien auf einem Shimadzu QP5050A DI50 Massen-

spektrometer von Herrn OR Mag. Dr. Leopold Jirovetz aufgenommen.

HRMS

Hochauflosende ESI-Massenspektrometrie wurden am Department fur
Pharmazeutische Chemie der Universitat Wien auf einem Bruker maXis HD von
Herrn MSc. Daniel Dobusch durchgefuhrt.
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NMR

Alle 'H-NMR-Spektren (400 MHz), '3C-NMR-Spektren (100 MHz) sowie
samtliche 2D-NMR-Spektren (HSQC, HMBC, COSY, NOESY) wurden auf einem
Bruker Avance Il 400 Spektrometer aufgenommen. Die Referenzierung der
chemischen Verschiebungen (&6-Werte in ppm) erfolgte mittels des Signals

undeuterierter Losungsmittelanteile.
Schmelzpunkte

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

ermittelt.
Reagenzien und Losungsmittel

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

Aesar und VWR Chemicals in ,purissimum®-Qualitat bezogen.
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3.2 Ethyl-4-ox0-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat (1)

(0] (0]

0 Hye—4/

(0] OEt OH NH

NH,
I N/ O\/CH3

0 OEt - EtOH

NH, o)
1

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

ml (736 mmol) Diethyloxalat nach Zugabe von 1 ml Eisessig 24—48 h zum
Rickfluss erhitzt®. Die Vollstandigkeit der Reaktion wird mittels Dinnschicht-
chromatographie kontrolliert (FlieBmittel: CH2Cl2/MeOH, 9+1). Dabei wird nach
24 h eine erste DC-Kontrolle durchgefihrt. Sollte noch eine Edukt- oder
Zwischenproduktbande vorhanden sein, wird die Reaktion weitergefuhrt und die

Reaktionsvollstandigkeit wiederholt mittels DC uberpruft.

Nach vollstandiger Umsetzung wird das Reaktionsgemisch zuerst auf
Raumtemperatur gebracht und danach 30 min im Kuhlschrank abgekuhlt. Das
Produkt wird anschliefend abgenutscht, mit Ethanol gewaschen und in 100 ml
Diethylether suspendiert. Danach wird 30 min bei Raumtemperatur geruhrt,

wiederum abgenutscht, mit Ethanol gewaschen und im Vakuumexsikkator

getrocknet.
(1) Ausbeute: 16.86 g (77%; Lit.2°: 57%)
(2) Summenformel: C11H10N20s3
(3) Molekulargewicht: 218.21 g/mol
(4) Schmelzpunkt: 192-193 °C (Lit.?% 179-180 °C)

® Anm.: Bei Verwendung einer Heizhaube sollte diese den Kolben nicht dicht umschlieBen, da es
aufgrund lokaler Uberhitzung zu vermehrter Verharzung kommen kann (braunes anstatt farbloses
Reaktionsgemisch).
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3.3 Ethyl-6-nitro-4-oxo0-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat (2)

0] 0]
konz. H,SO,,
O.N
E:ﬁJ\NH rauchende HNO, 2 \E:fJ\NH
N/)\Wo\/CH3 N/)ﬁ(o\/CH3
(@) 0]
1 2

In einem 250 ml Dreihalskolben mit Ruckflusskuhler werden 14.20 g (65.1 mmol)

Ethyl-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat (1) in 100 ml konz. H2SO4 unter
Ruhren bei Raumtemperatur gelost. Die Losung wird im Eisbad auf 0 °C
abgekuhlt. Auf dem Ruckflusskuhler wird ein T-Rohr angebracht, das zum
Absaugen der im Folgenden entstehenden nitrosen Gase dient. Nun werden zur
geruhrten Lésung Uber einen Tropftrichter langsam in einem Zeitraum von ca. 10

min 50 ml rauchende HNO3 zugesetzt und danach das Eisbad entfernt.

Nach 2 h Ruhren bei Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch in einen
Tropftrichter gefillt und langsam unter Ruhren in ein Becherglas mit ca. 800 ml
Eiswasser getropft. Die resultierende Suspension wird nun weitere 10 min
geruhrt. Anschlie®end wird das Produkt abgenutscht und so lange mit H20
gewaschen, bis das ablaufende Waschwasser einen nahezu neutralen pH-Wert
hat. Das so gewonnene saurefreie Produkt wird unter Vakuum im Exsikkator
getrocknet. Die Reinheit wird Uber die Bestimmung des Schmelzpunktes
kontrolliert, gegebenenfalls kann das Material durch Waschen in siedendem

EtOH weiter gereinigt werden.

(1) Ausbeute: 16.76 g (97%; Lit.30: 94%)
(2) Summenformel: C11H9N3Os

(3) Molekulargewicht: 263.21 g/mol

(4) Schmelzpunkt: 228-230 °C
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3.4 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo0-3,4-dihydrochinazolin-2-
carboxamid (3)

NO,

NH,
o 0
ON
OzN\@fJ\NH AlMey, Dichlorethan z \©5J\NH NO,
R H
pZ o] CH " 7 N
0
2

In einem ausgeheiztem Dreihalskolben mit Gummiseptum und Ruckflusskihler

werden unter Argonatmosphare 1.105 g (8 mmol) 2-Nitroanilin in 20 ml
trockenem 1,2-Dichlorethan gelost. Die Losung wird in einem Eiswasserbad auf
0 °C gekuhlt, dann werden mit einer Spritze 4.0 ml (8 mmol) einer Trimethyl-
aluminium-Lésung (2 M in Heptan) langsam hinzugefiigt. Danach wird das
Eisbad entfernt und nach 30 min Ruhren werden 1.316 g (5 mmol) Ethyl-6-nitro-
4-ox0-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxylat (2) in einer Portion hinzugegeben. Nun
wird das Gemisch im Olbad 2 h auf 80 °C erhitzt. Dabei ist eine deutliche
Gasentwicklung beim Erreichen von ca. 60 °C zu erkennen. Die dunkle

Reaktionsldsung enthalt bereits einen dunklen Niederschlag.

Der Dreihalskolben wird nach Beendigung der Reaktion mittels Eisbad abgekunhlt.
AnschlieRend werden langsam 20 ml Salzsaure (5%) zum Gemisch hinzugefugt
und dieses dann mit 80 ml Wasser versetzt. Dabei entsteht ein 3-Phasensystem
(organische, wassrige und feste Phase). Nach 10 min Ruhren wird das feste
Produkt abgenutscht und mit 96% EtOH gewaschen. Dieses Material wird unter
Vakuum im Exsikkator getrocknet. Eine DC-Kontrolle (FlieRmittel: CH2Cl2/MeOH,
9+1) dient zur Uberpriifung der Reinheit. Das Rohprodukt wird vor der
Weiterverwendung mit EtOH flr 20-30 min hei} gewaschen. Analysenreines
Material in Form nahezu farbloser Kristalle kann durch Umkristallisation aus DMF

erhalten werden.
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(1) Ausbeute: 1.34 g (75%)

(2) Summenformel: C15HoNsOs

(3) Molekulargewicht: 355.27 g/mol

(4) Schmelzpunkt: Sublimation ab 300 °C

MS (s. Tafel 8): m/z (rel. Int.) = 355 (M*, 12%), 310 (19), 309 (100), 263 (26), 191
(34), 164 (86), 144 (19), 90 (55), 63 (20)

HRMS (ESI) ber. f. C1sHoNsNaOs ([M+Na]*): 378.0445; gef.: 378.0446

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 1) & 13.31 (br s, 1H, Chinazolinon-NH),
12.16 (br s, 1H, Amid-NH), 8.85 (d, J = 2.6 Hz, 1H, 5-H), 8.65 (dd, J = 8.9, 2.8
Hz, 1H, 7-H), 8.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Phenyl 6'-H), 8.25 (d, J = 7.3 Hz, 1H, Phenyl
3'-H), 8.03 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 8-H), 7.84-7.92 (m, 1H, Phenyl 5'-H), 7.46 (t, J =
7.5 Hz, 1H, Phenyl 4'-H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 2) & 160.9 (4-C), 157.7 (Amid C=0),
150.8 (8a-C), 148.2 (2-C), 146.1 (6-C), 138.9 (Phenyl 2'-C), 135.6 (Phenyl 5'-C),
132.0 (Phenyl 1'-C), 129.3 (8-C), 128.9 (7-C), 125.9 (Phenyl 3'-C), 125.4 (Phenyl
4'-C), 123.2 (4a-C), 122.9 (Phenyl 6'-C), 122.2 (5-C)

3.5 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-
dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

0 BI'

ON
NH NO, KOH/DMSO
H
_ N
N

In einem 100 ml Zweihalskolben, ausgestattet mit einem Ruckflusskihler und
Trockenrohr, werden 355 mg (1 mmol) 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo0-3,4-
dihydrochinazolin-2-carboxamid (3) in 20 ml DMSO 30 min bei RT geruhrt.
Danach werden 88.2 mg (1.6 mmol) fein pulverisietes KOH und 20 mg

Tetrabutylammoniumbromid zur Suspension hinzugegeben und 20 min im
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Ultraschallbad behandelt. Unter Rilhren des Reaktionsgemisches im Olbad bei
70°C Badtemperatur wird die hellbraune Suspension zu einer grofdteils klaren
dunkelbraunen Losung. Dann wird in einer Portion eine Losung von 178 mg (1.2
mmol) Propargylbromid (80% L&sung in Toluol) in 20 ml DMSO hinzugefugt.
Nach 24 h Ruhren bei der selben Temperatur wird mittels DC-Kontrolle die
Vollstandigkeit der Reaktion Uberpruft. Hierbei wird mittels Pasteurpipette etwas
Ldsung in eine Phiole gegeben und dann je 1 ml Wasser und Ethylacetat
hinzugeflgt. Nach dem VerschlieRen und Schuitteln der Phiole wird aus der
Ethylacetatphase die DC-Kontrolle (FlieRmittel: CH2Clz/Ethylacetat, 95+5)
durchgefuihrt. Das Reaktionsgemisch wird auf RT gebracht, in einem Becherglas
mit 100 ml Wasser versetzt und 30 min in ein Wasserbad gestellt. Dann wird der
dunkelbraune Niederschlag abgenutscht, mit Wasser gewaschen und im

Vakuumexsikkator getrocknet.

Das getrocknete Material wird mittels Saulenchromatographie durch Gradienten-
elution mit Dichlormethan und schliel3lich mit Dichlormethan/Ethylacetat (99:1)
getrennt®. Die Fraktionen mit dem gewunschten Produkt werden am
Rotationsverdampfer eingeengt. Umkristallisation aus EtOH liefert gelbe

Kristalle.

(1) Ausbeute: 327 mg (83%)
(2) Summenformel: C18H11NsOs
(3) Molekulargewicht: 393.32 g/mol
(4) Schmelzpunkt: 208-210 °C

MS (s. Tafel 18): m/z (rel. Int.) = 393 (M*, 6%), 392 (13), 376 (31), 375 (52), 347
(69), 345 (39), 301 (41), 183 (37), 155 (46), 128 (38), 90 (70), 75 (42), 63 (46),
39 (100)

HRMS (ESI) ber. f. C18H11NsNaOs ([M+Na]*): 416.0602; gef.: 416.0604

¢ Anm.: Eine weitere Erhdhung des Ethylacetat-Anteils bei der Gradientenelution erwies sich als
nachteilig fur das Trennergebnis.
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TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 9) 8 11.89 (br s, 1H, NH), 8.90 (d, J = 2.6
Hz, 1H, 5-H), 8.68 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, 7-H), 8.15 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H,
Phenyl 3'-H), 8.07 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 8-H), 8.04 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H, Phenyl
6'-H), 7.84 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.5 Hz, 1H, Phenyl 5'-H), 7.51 (ddd, J = 8.4, 7.4,
1.3 Hz, 1H, Phenyl 4'-H), 5.10 (d, J = 2.5 Hz, 2H, NCH), 3.37 (t, J = 2.4 Hz, 1H,
Acetylen-H)

3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 10) & 159.6 (4-C), 158.9 (Amid C=0),
149.5 (2-C), 149.3 (8a-C), 146.4 (6-C), 141.5 (Phenyl 2'-C), 134.8 (Phenyl 5'-C),
130.5 (Phenyl 1'-C), 129.7 (8-C), 129.3 (7-C), 126.3 (Phenyl 4'-C), 125.5 (Phenyl
3'-C), 124.8 (Phenyl 6'-C), 122.6 (5-C), 121.5 (4a-C), 78.2 (Propargyl 2-C), 75.3
(Propargyl 3-C), 34.3 (Propargyl 1-C)

3.6 4,9-Dinitrochino[2*,3:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (5)

o)
_ Ph,PO, X 0
O,N ——
z N NO, (CF3S0,),0 N
H =
P N g N \
N
NO, N NO,
(0]
4 5

In einem trockenen 100 ml Zweihalskolben mit Gummiseptum werden zu einer

auf 0 °C gekuhlten Losung von 835 mg (3 mmol) Triphenylphosphinoxid in 22 ml
trockenem CH2Cl2 unter Argonatmosphare mittels Spritze langsam 0.25 ml (1.5
mmol) Trifluormethansulfonsaureanhydrid zugetropft. Das Gemisch wird 15 min
geruhrt, danach erfolgt die Zugabe von 393 mg (1 mmol) 6-Nitro-N-(2-
nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4) in
einer Portion, wonach das Gemisch langsam eine ockergelbe Farbe annimmt.
AnschlieBend wird 48 h bei RT geruhrt. Nach DC-Kontrolle (Flie3mittel:
CH2Cl2/Ethylacetat, 95+5) wird der Niederschlag abgenutscht und mit CH2Cl2
gewaschen. Dieses Rohprodukt wird in einem Rundkolben mit ca. 10 ml 10%
NaHCOs-I6sung versetzt, 20 min geruhrt und erneut abgenutscht. Der
Niederschlag wird in einem Rundkolben in ca. 20 ml Wasser resuspendiert, 20
min geruhrt und wieder abgenutscht. Die braunlichen Kristalle werden nun unter

Vakuum im Exsikkator getrocknet.
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(1) Ausbeute: 280 mg (75%)

(2) Summenformel: C18HoNsOs

(3) Molekulargewicht: 375.30 g/mol

(4) Schmelzpunkt: Zersetzung ab 320 °C

MS (s. Tafel 19): m/z (rel. Int.) = 375 (M*, 100%), 345 (19), 329 (29), 299 (17),
283 (26), 271 (33), 254 (32), 228 (24), 139 (30), 114 (33), 88 (30), 75 (53), 63
(43)

HRMS (ESI) ber. f. C18H10N50s ([M+H]*"): 376.0676; gef.: 376.0673

NMR: Aufgrund der zu geringen Ldslichkeit konnte weder ein "H-NMR- noch ein

13C-NMR-Spektrum aufgenommen werden.
3.7 4,9-Diaminochino[2,3‘:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on
(6)

(4,9-Diamino-Luotonin A)

N H,N—NH, Pd/C

N/
N/

=z
\/
=z

NO, NO, NH, NH,

In einem 100 ml Zweihalskolben werden 56 mg (0.15 mmol) 4,9-Dinitro-
chino[2*,3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (5) mit 30 ml EtOH versetzt
und die Suspension wird mit Argon gespult. AnschlieRend werden unter
Argonatmosphare 210 mg (4.2 mmol) Hydrazinhydrat (80% in H20) und 10 mg
Pd/C Katalysator (10%) hinzugefugt und das Gemisch wird 24 h unter Ruckfluss
erhitzt. Hierbei nimmt die Suspension langsam eine hellgrine Farbe an, die nach
Vollstandigkeit der Reaktion (DC-Kontrolle: FlieBmittel CH2Cl2/ MeOH, 9+1)

dunkelgrin wird.
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Danach wird die Suspension auf RT abgekuhlt und am Rotationsverdampfer zur
Trockene gebracht. Das Produkt wird unter leichtem Erwarmen in 30 ml DMF
aufgenommen und durch zwei Faltenfilterpapier filtriert, um den Katalysator zu
entfernen. AnschlieBend wird das braune Filtrat am Rotationsverdampfer
eingeengt und mit ca. 10 ml Wasser versetzt. Der Niederschlag wird abgenutscht
und mit Wasser gewaschen. Die Umkristallisation erfolgt aus EtOH in einem
Spitzkolben und liefert orangefarbene Kristalle. Nach dem Abnutschen wird das

Produkt im Vakuumexsikkator getrocknet.

(1) Ausbeute: 44 mg (93%)

(2) Summenformel: C18H13NsO

(3) Molekulargewicht: 315.34 g/mol

(4) Schmelzpunkt: Zersetzung ab 350 °C

MS: Verbindung nicht ausreichend flichtig/thermostabil fur EI-MS
HRMS (ESI) ber. f. C1sH14NsO ([M+H]*): 316.1193; gef.: 316.1190

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 20) 5 8.48 (s, 1H, 14-H), 7.65 (d, J = 8.7
Hz, 1H, 7-H), 7.41 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 2-H), 7.36 (d, J = 2.6 Hz, 1H, 10-H), 7.16—
7.21 (m, 2H, 1-H, 8-H), 6.96 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H, 3-H), 6.11 (br s, 2H, 4-NH>),
5.83 (br s, 2H, 9-NH2), 5.23 (s, 2H, 13-CHy)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds; s. Tafel 21) & 159.5 (11-C), 148.5 (5a-C und/oder
5b-C oder/und 9-C), 148.4 (5a-C oder/und 5b-C und/oder 9-C), 145.9 (4-C),
139.7 (6a-C), 138.0 (4a-C), 131.1 (14-C), 130.6 (13a-C), 129.1 (2-C), 128.91 (7-
C), 128.89 (14a-C), 122.3 (8-C), 122.2 (10a-C), 113.9 (1-C), 109.1 (3-C), 106.2
(10-C), 47.0 (13-C)
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide 1H / DMSO
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Tafel 1: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (3)
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide C13APT / DMSO
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide C13CPD / DMSO
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Tafel 3: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (3)



CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC / DMSO
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HMBQC / DMSO
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide COSYC / DMSO
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CL1; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide NOESYC / DMSO
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Tafel 7: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (3)
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CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide 1H / DMSO
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CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide C13APT/ DMSO
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Tafel 10: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC/ DMSO
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Tafel 11: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HSQC/ DMSO

. [ LT

—

©

0
ON ———
? N NO,
H
_ N
N
0

—

- 121
;122
;123
;124
;125
;126
;127
;128
;129
;130
;131
;132
;133
;134
;135

136

T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7
f2 (ppm)

Tafel 12: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HMBC/ DMSO

| I

— (]
— %R
O,N ——
_L_ ° o 9o
—— (™8 ve
pu— 000
Ea o
- oo o0
—_— 0 o
— @ @00 oo
= 0 [><)] 009
— (] oo -]
— ) o0 ®
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
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0

f2 (ppm)

Tafel 13: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)
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CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide HMBC/ DMSO
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Tafel 14: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide COSY/ DMSO
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Tafel 15: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide NOESY/ DMSO
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Tafel 16: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)



CL2; 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydroquinazoline-2-carboxamide NOESY/ DMSO
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Tafel 17: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)

f1 (ppm)
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Tafel 18: 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3-(prop-2-in-1-yl)-3,4-dihydrochinazolin-2-carboxamid (4)
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Tafel 19: 4,9-Dinitrochino[2,3*:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (5)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one 1H / DMSO
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Tafel 20: 4,9-Diaminochino[2/,3:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one C13APT / DMSO
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Tafel 21



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HSQC / DMSO
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Tafel 22: 4,9-Diaminochino[2/,3:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

f1 (ppm)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HSQC / DMSO
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Tafel 23: 4,9-Diaminochino[2,3/:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

f1 (ppm)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HMBC / DMSO
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Tafel 24: 4,9-Diaminochino[2/,3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

f1 (ppm)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one HMBC / DMSO
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Tafel 25: 4,9-Diaminochino[2,3*:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

105

110

115

120

125

130

135

- 140

- 145

~150

- 155

- 160

f1 (ppm)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3":3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one COSY / DMSO
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Tafel 26: 4,9-Diaminochino([2/,3:3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

b Ll o I

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

~8.0

~8.5

f1 (ppm)



CL4; 4,9-Diaminoquino[2',3':3,4]pyrrolo[2,1-b]quinazolin-11(13H)-one NOESY / DMSO
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Tafel 27: 4,9-Diaminochino([2/,3":3,4]pyrrolo[2,1-b]chinazolin-11(13H)-on (6)

f1 (ppm)






7.2 Zusammenfassung

In der vorliegenden Diplomarbeit konnte mit der Synthese von 4,9-Diamino-
Luotonin A mit bereits bestatigter antiproliferativer Wirkung ein neues Ring-A-
und Ring-E-modifiziertes Derivat des Naturstoffs Luotonin A zuganglich gemacht
werden. Anlass fur die vorliegende chemisch-synthetische Arbeit bildete die
kirzlich beobachtete besonders vielversprechende zytotoxische Aktivitat von 4-

Amino-Luotonin A.

Fir den Aufbau der Zielstruktur erwies sich die in der Arbeitsgruppe bereits
bewahrte ,sudliche Syntheseroute” als geeignet, welche zuvor erfolgreich fur die
Synthesen anderer Luotonin-A-Derivate verwendet worden war. Ausgehend vom
literaturbekannten Ethyl-6-nitro-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-3-carboxylat erfolgt
die Darstellung von 6-Nitro-N-(2-nitrophenyl)-4-oxo-3,4-dihydrochinazolin-2-
carboxamid durch Weinreb-Amidierung. Die Einflihrung eines Propargylrests
stellt einen weiteren essentiellen Schritt dar, mit dem anschlieRend eine
intramolekulare [4+2]-Cycloadditionsreaktion unter Einwirkung des Hendrickson-
Reagens zum Aufbau des pentacyclischen Grundgerustes ermoglicht wird. Der
letzte Schritt der Synthesesequenz ist die selektive und schonende Reduktion
der beiden Nitrogruppen zu den entsprechenden Aminofunktionen mittels
katalytischer Transferhydrierung. Die Zielverbindung wurde wie samtliche
Zwischenprodukte mittels  spektroskopischer  Methoden umfassend

charakterisiert.



