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A Einleitung 1

A  Einleitung

1 Biologisch aktive Anthrachinone

Chinone sind in der Natur weit verbreitet! und besitzen zahlreiche biologische
Aktivitdten. Das Anthrachinon-Skelett (9,10-Anthracendion) ist beispielsweise zentraler
Bestandteil einiger pharmazeutisch genutzter Antitumorwirkstoffe sowie diverser
weiterer Verbindungen mit antineoplastischer Wirkung. Die biologischen Effekte der
Verbindungen werden dabei wesentlich durch das Substitutionsmuster am planaren

Anthrachinongertist beeinfluf3t.

1.1 Pharmazeutisch bedeutsame Zytostatika mit Anthrachinonstruktur

Das 9,10-Anthracendion (Anthrachinon) bildet die Partialstruktur der als Zytostatika
verwendeten Anthracyclin-Antibiotika, die aus Streptomyces-Arten isoliert sowie
partialsynthetisch hergestellt werden. Die bekanntesten Verbindungen aus der
Anthracyclin-Reihe, Doxorubicin (Adriamycin) und Daunorubicin (4bb. A-1), sind vor
mehr als 30 Jahren zur Behandlung verschiedener Krebserkrankungen eingefiihrt
worden?. Charakteristisch flir die Struktur der Anthracycline ist das vom Naphthacen
abgeleitete Ringsystem sowie der am gesittigten Ring A a-glykosidisch verkniipfte
Aminozucker3. Strukturelle Voraussetzung fiir die Wirkung der Anthracyclin-
Antibiotika ist die Verkniipfung einer koplanaren hydrophoben Region (Anthrachinon)
mit einer gewinkelten hydrophilen Struktur (OH-Gruppen, Aminozucker in
protoniertem Zustand)?. Im vollsynthetisch*® gewonnenen Mitoxantron (Abb. A-1), das
ebenfalls als Zytostatikum genutzt wird, liegt ein vergleichbares Strukturprinzip vor.
Das Anthrachinon-System ist mit basischen Seitenketten verkniipft, die bei

physiologischen pH-Werten als kationoide Bindungsstellen fungieren3.
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H
OH O NH™N~"on

OH O HN\/\N/\,OH
H

R=0H Doxorubicin Mitoxantron
R=H Daunorubicin

Abb. A-1:  Zytostatika mit Anthrachinon-Partialstruktur.

Als ein gesicherter Mechanismus der antiproliferativen und zytotoxischen Wirkung der
Anthracycylin-Antibiotika gilt eine Hemmung der Topoisomerase 1269, Die
Substanzen fithren zu DNA-Strangbriichen infolge der Stabilisierung eines ternédren
Komplexes aus DNA, Topoisomerase II und Arzneistoff®’. Das planare Anthrachinon-
Ringsystem befdhigt die Anthracycline ferner zur Interkalation zwischen zwei
Basenpaare der DNA!0. Die Hemmung der DNA-Biosynthese durch Anthracycline wird
mit einer solchen Interkalation und/oder einer Hemmung der DNA-Polymerase in
Verbindung gebrachtt. Als eine Erkldrung fiir die biologischen Wirkungen der
Anthracycline wird ferner die Bildung von freien Radikalen in einem Redoxzyklus
(Kap. A-1.3) herangezogen. Die tatsichliche Bedeutung der Radikalbildung fiir die
Antitumorwirkung ist aber umstritten®!!. Im Falle des Mitoxantrons gelten ebenfalls
Interkalation in die DNA und Hemmung der Topoisomerase II als Wirkprinzipiens-10-12,

wihrend die Ausbildung freier Radikale nur von untergeordneter Bedeutung ist!!.13,

1.2 Anthrachinone mit antineoplastischer Wirkung

1.2.1 Hemmstoffe von Protein-Tyrosinkinasen

Einige Anthrachinonderivate sind als Hemmstoffe von Protein-Tyrosinkinasen
bekannt!4-20. Protein-Tyrosinkinasen (PTK) katalysieren die Phosphorylierung von
Tyrosin-Hydroxygruppen in vielen essentiellen Proteinen und regulieren dadurch deren
Aktivitit. Sie sind daher von groBer Bedeutung fiir physiologische Vorginge wie z. B.

die Zellproliferation und -Differenzierung!41621, Die Entwicklung von PTK-
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Hemmstoffen gilt als vielversprechender Ansatz fiir die Entwicklung von Antitumor-
Wirkstoffen!5:20.22-25,

1,6,8-Trihydroxy-3-methylanthrachinon (Frangula-Emodin, Abb. A-2) hemmt die
Leukozyten-Tyrosinkinase p56ICk in niedrigen mikromolaren Konzentrationen!4!5, Auch
die Hemmung weiterer PTK durch Emodin und Emodinderivate konnte gezeigt
werden!6. Einen potenten und selektiven Inhibitor der p56ICk stellt auch der
Anthrachinon-2-carbaldehyd Damnacanthal (4bb. 4-2) dar!’. Damnacanthal hemmt die
p561°k-AktiVitét bereits im submikromolaren Bereich. Ferner weisen die als potente
Hemmstoffe einiger PTK beschriebenen Paecilochinone A-F ein 1,3,6,8-Tetrahydroxy-
anthrachinon-Grundgeriist auf (4bb. A-2)!3:19. Ein Alkylsubstituent in Position 2 gilt
dabei als essentiell fiir die biologische Aktivitit der Paecilochinonone!®.

Generell wurden fiir PTK-Inhibitoren flache aromatische Strukturen beschrieben, die in
der Regel mit Elektronenakzeptor- oder mit Elektronendonorgrupen substituiert sind20.
Sowohl die Anzahl als auch die Postion von Hydroxy-Substituenten scheint fiir die

Aktivitdt der Verbindungen von Bedeutung zu sein.

OH O OH O OCHj3 OH O OH @)
CHO
L, L LKL, °
HO CHs OH HO OH
@) @) )
Emodin Damnacanthal Paecilochinon A

Abb. A-2:  Ausgewihlter Tyrosinkinase-Hemmstoffe mit Anthrachinonstruktur.

1.2.2 Hemmstoffe von DNA-Topoisomerasen

DNA-Topoisomerasen sind Enzyme, die die Entspiralisierung der DNA-Superhelix und
infolgedessen ein Ablesen der DNA durch Polymerasen ermdglichen26-27. Thre Funktion
ist unerldBlich fiir die DNA-Neusynthese und somit fiir die Zellproliferation. Wie
bereits erwédhnt, beruht die antineoplastische Wirkung der Anthracyclin-Antibiotika
Doxorubicin und Daunorubicin sowie des Mitoxantrons unter anderem auf einer
Hemmung der Topisomerase I16°. Neben zahlreichen Derivaten dieser Zytostatika mit
Anthrachinonstruktur sind auch einige Naphthochinonderivate als Topoisomerase-
Hemmstoffe bekannt. Fiir Shikonin (4bb. 4-3) und strukturverwandte Naphthochinone

pflanzlichen Ursprungs wird eine Hemmung der Topoisomerase II beschrieben®28. 4hn
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et al. synthetisierten 5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinonderivate (4bb. 4-3) mit
Topoisomerase [-inhibitorischer Wirkung?9-33. Das tetrazyklische Saintopin (4bb. A-3)

mit Anthrachinonpartialstruktur gilt als Hemmstoff beider Topoisomerase-Typen®-34.

OH O H OH O OCH; O
Oy oo Taoaor
R
OH O O OCHj; HO O OH OH
Shikonin Naphthochinonderivate Saintopin
(Ahn etal.)
Abb. A-3:  Ausgewihlte Topoisomerase-Hemmstoffe mit Chinonstruktur.

1.2.3 Hemmstoffe der Telomerase

Die Telomerase ist ein Enzym zur Verldngerung spezieller DNA-Sequenzen am Ende
der Eukaryonten-Chromosomen, der sogenannten Telomere, deren Replikation durch
DNA-Polymerasen nicht moglich ist33:36. Die Telomere schiitzen die Chromosomen vor
unerwiinschten Rekombinationen und dem mdéglichen Abbau durch Exonucleasen und
sind somit von grofer Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Chromosomen-
Funktion. Wihrend in den meisten humanen somatischen Zellen keine Telomerase-
Aktivitdt zu finden ist, kann man sie in 85-90 % menschlicher Tumore und davon
abgeleiteter Zellinien nachweisen3®. Aufgrund dieser Beobachtung stellt die Telomerase
ein vielversprechendes Target fiir die Entwicklung neuer selektiver Krebstherapeutika
dar3637, Mit zwei Amid-Seitenketten substituierte Anthrachinone sind als potente

Hemstoffe der menschlichen Telomerase beschrieben (4bb. 4-4)3637,

o]
+
0] H R o] HN)J\/\NRZ
I Qo
+
H o] O HN NR;
\g/\/CHs

Abb. A-4:  Ausgewihlte Telomerase-Hemmstoffe mit Anthrachinon-Struktur.
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1.3 Redoxzyklus der Anthrachinone

Chinoide Verbindungen konnen in biologischen Systemen unter Enzymkatalyse
reduziert werden. Dabei sind sowohl die Finelektronen-Reduktion zum Semichinon-
radikal als auch die Zweielektronen-Reduktion zum korrespondierenden Hydrochinon
moglich38-3%.  Die enzymatische Reduktion der Anthracyclin-Antibiotika zum
Semichinonradikal und der nachfolgende Redoxzyklus wurden eingehend untersucht
und sind mit der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verbunden (4bb. A-5)%.

H202 — OH°

O Superoxid-
dismutase
R R
NAD(P)H Fp(ox) 0y

o)
Flavoprotein
. OH
NAD(P) Fp(red) 0,
R R
Q
Abb. A-5:  Bildung von Sauerstoffradikalen im Redoxzyklus von Doxorubicin nach

Lit. 1141

Die Bildung freier Radikale gilt als Ursache fiir die Kardiotoxizitit der Anthracycyline,
die ihre Anwendbarkeit in der Krebstherapie einschriankt>6.11:42:43, Die Kardiotoxizitét
wird mit einer Beeinflussung der Mitochondrienfunktion und einer vermehrten
Lipidperoxidation in Verbindung gebracht®. Die aus dem Redoxzyklus der
Anthracycline hervorgehenden Radikale konnen an ungesittigten Fettsduren zur
Bildung von Hydroperoxiden fithren, deren Zerfall wiederum radikalische
Kettenreaktionen und eine Schidigung des Herzmuskels nach sich zieht. Da im
Herzmuskel keine Katalase anzutreffen ist, kann dort kein H,O, oder Hydroperoxid
enzymatisch abgebaut werden.

Mitoxantron wird im Gegensatz zu den Anthracyclinen nicht oder nur in geringem
Umfang von reduzierenden Enzymen umgesetzt!!-1239. Die Ausbildung von freien
Radikalen ist daher deutlich reduziert. Diese Tatsache gilt als Erkldrung fiir die

gegeniiber den Anthracyclinen verminderte Kardiotoxizitit von Mitoxantron. Freie
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Radikale konnen aus dem gleichen Grund nur von untergeordneter Bedeutung fiir
Antitumorwirkung des Mitoxantrons sein.

Die Bedeutung der Radikalbildung fiir die zytotoxischen Effekte der Anthracycline im
Tumorgewebe ist umstritten (Lit.%!! und dort zitierte Literatur). Die Spaltung und der
Abbau von DNA und/oder Desoxyribose sowie Alkylierungen an DNA und Proteinen
infolge der Bildung von freien Semichinonradikalen ist beschrieben. Es ist jedoch
fraglich, ob derartige Radikale unter physiologischen Bedingungen im Tumorgewebe in

klinisch relevantem Ausmal} gebildet werden®.

2 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die biologischen Aktivititen von Anthrachinonderivaten werden, wie dargestellt, durch
das jeweilige Substitutionsmuster des planaren Ringsystems entscheidend
beeinfluf3t3.19:20.36.37,

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese und biologische Priifung neuer,
2-phenylethenylsubstituierter Anthrachinonderivate vom Chinizarintyp (Abb. A-6).
Durch die Einfithrung von Phenylethenyl-Substituenten sollte die Anthrachinonpartial-
struktur mit dem Strukturelement biologisch aktiver Stilbene verkniipft werden. So sind
Piceatannol (4bb. A-6) und vergleichbare Hydroxystilbene als Hemmstoffe von Protein-
Tyrosinkinasen beschrieben**45. Combretastatine mit cis-Stilben-Struktur stellen
potente Hemmstoffe der Tubulinpolymerisation und des Wachstums verschiedener
Tumorzellinien*-30 dar. Als olefinisch substituierte Aromaten besitzen auch Erbstatin
(Abb. A-6) und die Gruppe der Tyrphostine dhnliche Strukturmerkmale. Diese
Verbindungen sind bekannt als Hemmstoffe von Protein-Tyrosinkinasen sowie von
DNA-Topisomerasen I und II5!-54, Die geplanten neuen Verbindungen stellen somit
Hybridmolekiile aus biologisch aktiven Partialstrukturen dar (4bb. 4-6).

Eine besondere Bedeutung kam auflerdem der Konjugation des aromatischen
Substituenten zur Chinonstruktur zu. Durch gezielte Variation des Substitutionsmusters,
vorwiegend im Aromaten der Seitenkette, sollte ein moglicher Substituenteneinflufl auf
das Redoxverhalten des Anthrachinonkerns in cyclovoltammetrischen Experimenten

tiberpriift werden.
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O OH 0] OH

OH
LI Ton oy
H,CO O OH O O

HsC o Piceatannol

Ho NHz

Doxorubicin

OH O OH ¢ 0 OH | NH-CHO
I
HO OH
O OH
Paecilochinon A Erbstatin

Abb. A-6:  2-Phenylethenylsubstituierte Chinizarinderivate als Hybridmolekiile aus

biologisch aktiven Partialstrukturen.

Wir beabsichtigten, die neuen Verbindungen zundchst auf wachstumshemmende
Eigenschaften gegeniiber ausgewihlten Zellinien zu untersuchen. Fiir aktive
Verbindungen sollten dann weiterfiihrende Untersuchungen zum
Wirkungsmechanismus durchgefiihrt werden, so z. B. Priifung auf Induktion von
Zelltod, Studien zur Interkalationsfdhigkeit in die DNA oder auch Experimente
hinsichtlich einer méglichen Topoisomerase-Hemmung. Im Rahmen der priparativen
Arbeiten stand auflerdem die Ermittlung von detaillierten Struktur-Wirkungs-
Beziehungen im Vordergrund. Die strukturellen Anforderungen fiir aktive

Verbindungen sollten klar herausgearbeitet werden.
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B  Synthesen

1 Derivate des 1,4-Dihydroxyanthrachinons (Chinizarin)

1.1 Einleitung

Als Edukt fiir die Synthese der styrylsubstituierten Anthrachinone wéhlten wir zunichst
das 1,4-Dihydroxyanthrachinon (Chinizarin, 1). Die Chinizarin-Partialstruktur findet
sich in den pharmazeutisch bedeutsamen Anthracyclinen Doxorubicin und
Daunorubicin sowie im Mitoxantron (4bb. B-1). Chinizarin ist kommerziell erhéltlich,

preiswert und gilt als das am vielseitigsten derivatisierbare Anthrachinon.

H
HO™N~"NH O OH O OH
HO\/\N/\,NH O OH O OH H;CO O OH o
H Mitoxantron 1 HsC 0
Ho NH2
R=0OH Doxorubicin
R=H Daunorubicin
Abb. B-1: Strukturformeln von Chinizarin (1) und pharmazeutisch relevanten
Zytostatika.

Aufgrund der strukturellen Analogie zu bekannten biologisch aktiven Anthrachinon-
derivaten (Kap. A-1.2) und in Anlehnung an Arbeiten von Leukel5%37, Prinz38-° und
Altmann®0-62 planten wir die Einfithrung von Substituenten in Position 2 der jeweiligen
Anthrachinone. C-2-substituierte Derivate des Chinizarins sind prédparativ sehr gut
zuginglich. Als Anthrachinon mit freien Hydroxygruppen in peri-Stellung zum
Chinoncarbonyl kann Chinizarin mit Aldehyden nach Marschalk® alkyliert werden. Die
Marschalk-Alkylierung des Chinizarins ist als wichtiger Syntheseschritt zur Herstellung
von Anthracyclinonderivaten eingehend untersucht worden®+75. Die Umsetzung mit

Formaldehyd ermdglicht die Einfiihrung von Methyl- oder Hydroxymethylsubstituenten
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und liefert damit prédparativ interessante Ausgangsmaterialien zur weiteren
Derivatisierung. Das durch Reduktion mit Natriumdithionit erhaltene Dihydrochinizarin
(Leukochinizarin) kann auch mit aromatischen Aldehyden in einer Aldolreaktion
reagieren, die zu C-2-alkylierten Chinizarinderivaten fiihrt376, Die Kondensation von
Phthalsdureanhydrid mit Methylhydrochinon ergibt 2-Methylchinizarin in guten
Ausbeuten und stellt somit eine priparative Alternative zur C-2-Alkylierung nach
Marschalk dar. Zunichst sollte eine Serie unterschiedlich substituierter
2-Phenylethenyl-Derivate des  Chinizarins (4bb. B-2) hergestellt und auf
wachstumshemmende Eigenschaften an Tumorzellen gepriift werden. Variationen
dieser Grundstruktur sollten in der Folge zur Ermittlung von Struktur-Wirkungs-

Beziehungen beitragen.

O OR R
90¢h

O OR

Abb. B-2:  Allgemeine  Struktur der geplanten phenylethenylsubstituierten

Chinizarinderivate.

1.2 C-2-Alkylierung nach Marschalk

1.2.1 Marschalk-Alkylierung von Hydroxyanthrachinonen

Bereits 1936 entdeckte Marschalk eine Reaktion zur selektiven Kernalkylierung von
hydroxysubstituierten 9,10-Anthracendionen®. Bedingt durch den desaktivierenden
Effekt der Carbonylgruppen ist diese Verbindungsklasse ansonsten einer Alkylierung
durch elektrophile aromatische Substitutionen kaum zuginglich. Als Voraussetzung fiir
die Marschalk-Reaktion gilt nach den Untersuchungen von Krohn®*%° eine zum
Chinoncarbonyl peri-standige phenolische Hydroxygruppe. Bredereck beschreibt auch
die Alkylierung von analogen Aminoanthrachinonen’?.

Das Edukt 2 16st sich unter Einwirkung von Alkalihydroxid zundchst unter
Phenolatbildung und wird anschliefend durch Versetzen mit Natriumdithionit unter
striktem Ausschlufl von Luftsauerstoff (N,-Begasung) reduziert (4bb. B-3). Dabei wird

das elektronenarme Anthrachinonsystem in ein elektronenreiches Hydroxyanthra-



10 B Synthesen

hydrochinon 3 iiberfiihrt. Dieser Prozell wird auch als ,,Redoxumpolung® bezeichnet®®.
Das elektronenreiche Hydrochinonsystem ist in der Lage, reaktive Aldehyde nucleophil
anzugreifen. Der Aldehyd wird selektiv in ortho-Position zur phenolischen
Hydroxygruppe eingefiihrt. Uber die Zwischenstufe 4 entsteht durch H'-Wanderung das
hydroxyalkylierte Hydrochinon-Anion 5. Die ortho-Selektivitit der Reaktion ist nach
Krohn auf eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem H-Atom der phenolischen
OH-Gruppe und dem Carbonylsauerstoff des Aldehyds zuriickzufiihren. Reaktionen in
weniger stark protischen Losungsmitteln, die eine Wasserstoftbriickenbildung
begiinstigen, scheinen diese Erkldrung zu bestitigen, systematische Untersuchungen
stehen aber noch aus®-77. Unter den iiblichen Bedingungen der Marschalk-Reaktion
(90 °C) reagiert das hydroxyalkylierte Hydrochinon-Anion 5 nach Ansduern unter
Eliminierung der Hydroxylgruppe und nachfolgender Tautomerisierung zum C-2-
alkylierten Anthrachinonderivat 7. Polarographischen Untersuchungen zufolge verlauft
diese intramolekulare Redoxreaktion iiber die Chinonmethidstruktur 6, wobei die

Hydroxylabspaltung einer Retro-Michael-Reaktion entspricht®s.

H,

O OH N O OH O
(a) SN2 R
D —— A= == (I

0 OH 3 OH 4

2 l
O OH 0° OH OH
C

Qo™ - QO T

OH 6 OH 5

l(d)
O OH O OH OH
oo™ QLT

o 7 O 8

Abb. B-3:  Postulierter Mechanismus der Marschalk-Alkylierung am Beispiel des
1-Hydroxyanthrachinons; (a) Methanol, NaOH, Na;S,04, N», 40-50 °C,
Ny; (b) RCHO, 0-5 °C bis 90 °C; (¢) H,O, 2N-HCI; (d) O,, 2N-HCI.
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Mit sehr reaktiven Aldehyden, wie z. B. Formaldehyd oder Glyoxylsaure, 1463t sich die
Marschalk-Alkylierung auch bei 0-5 °C durchfiihrent4%5. Die thermische Eliminierung
der benzylischen Hydroxygruppe in 5 findet in diesem Fall nicht statt, und man erhilt
nach Reoxidation und Ansduern prédparativ wertvolle Hydroxyalkylanthrachinone 8
(4bb. B-3).

1.2.2 Chinizarin als Ausgangssubstanz fiir die Marschalk-Alkylierung

Chinizarin (1) wird unter Einwirkung von Reduktionsmitteln in schwach alkalischem
oder saurem Medium in das nicht autoxidable und sehr reaktionsfahige
Dihydrochinizarin (Leukochinizarin, 9) iiberfiihrt>5, das als Feststoff und in Losung
vollstidndig in der Diketoform (4bb. B-4) vorliegt’s.

O OH OH O
_—

O OH OH O

1 9

Abb. B-4: Bildung von Leukochinizarin (9).

Als Carbonylverbindung mit a-stdndigen Methylengruppen kann Leukochinizarin unter
Basenkatalyse mit Aldehyden eine Aldolkondensation eingehen-7¢. Neben der
Reaktion in basischem Medium werden von Lewis auch sdurekatalysierte Aldol-
kondensationen beschrieben’. Wird die Umsetzung mit reaktiven Aldehyden wie
Formaldehyd bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt, ist auch der Erhalt der
benzylischen Hydroxygruppe moglich. In diesem Fall entspriche die Umsetzung einer
Aldoladdition. Der postulierte Mechanismus der basisch katalysierten Aldolreaktion
von Leukochinizarin mit Aldehyden ist in Abb. B-5 dargestellt.
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03
HO O HO O LAR
H -H+
W —— I
HO O HO O
HO O HO o o°
OO = aCrs
-H,O
HO O HO O
}» lHJ', Ox.
O OH O OH OH
sosa s ee s
O OH O OH
Abb. B-5: Postulierter Mechanismus der Aldolreaktion von Leukochinizarin mit

Aldehyden unter Marschalk-Bedingungen.

Unabhéngig davon, ob fiir diese Reaktion ein Mechanismus vom Aldoltyp oder der in
Abb. B-3 dargestellte Mechanismus einer Marschalk-Alkylierung zugrunde gelegt wird,
besitzt das Chinizarinmolekiil zwei Angriffsstellen fiir eine Kernalkylierung. Aufgrund
der 1,4-Dihydroxysubstitution ist eine Alkylierung sowohl an C-2 als auch an C-3
moglich. Das Hauptprodukt der Umsetzung von Chinizarin mit Formaldehyd unter den
Bedingungen der Marschalk-Reaktion ist das 1,4-Dihydroxy-2,3-dimethylanthrachinon
(10).  Durch Variation der Reaktionsbedingungen ist es auch moglich,
2-Hydroxymethylchinizarin (11) in relativ hohen Ausbeuten zu erhalten®*72, Die hohe
Reaktivitit des Formaldehyds fiihrt jedoch in der Reaktion mit Chinizarin bzw.
Leukochinizarin generell zu einigen Nebenreaktionen, durch die mehrere
unterschiedlich substitutierte Chinizarinderivate entstehen konnen®. 4bb. B-6 zeigt eine

Auswabhl der unter verschiedenen Reaktionsbedingungen erhaltenen Produkte.
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1 2
O OH O OH R R

R 10 | CH;  CHs
00 — QO | S
R 12 | CH,OH CH,0OH
O OH O OH 13 | CH; CH,CH,OH

1

Abb. B-6: Produkte der Alkylierung von Chinizarin (1) mit Formaldehyd nach Lit.%°

1.2.3 Chinizarinmonomethylether als Ausgangssubstanz fiir die Marschalk-

Alkylierung

Die oben beschriebene Bisalkylierung von Chinizarin durch Formaldehyd kann durch
Verwendung des Chinizarinmonomethylethers 14 (4bb. B-7) vermieden werden. 14
weist nur noch eine der fiir die Alkylierung nach Marschalk® essentiellen Hydroxy-
gruppen auf und erlaubt somit eine selektive Monoalkylierung in Position 2. Auch bei
der Verwendung von sehr reaktivem Formaldehyd wurde keine Zweitalkylierung
beobachteté”-75. In der Literatur sind verschiedene Methoden zur Synthese von 14
beschriebent”.75:79:80,  Monomethylierung von Leukochinizarin mit Methanol in
Gegenwart von Thionylchlorid und anschlieende Oxidation durch Luftsauerstoff nach
Laatsch® lieferte uns 14 in hohen Ausbeuten (90 %) (4bb. B-7).

HO O O OH
O 20
_—

HO O O OCH;

9 14

Abb. B-7: Darstellung von 14 nach Laatsch?%; (a) MeOH, SOCl,, -78 °C bis 60 °C;
(b) H,0, Os,.

Die von Krohn®” beschriebene Methylierung von Chinizarin mit Dimethylsulfat (DMS)
in Aceton/Kaliumcarbonat nutzten wir in leicht modifizierter Form zur Darstellung der
zweifach methylierten Verbindung 15 (4bb. B-8).
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O OH O OCH;
OO0 -~ Q00
Aceton, AT B}

O OH O OCHj
1 15

Abb. B-8:  Darstellung des Chinizarindimethylethers 15.

Die Umsetzung von 14 im Sinne einer Marschalk-Alkylierung mit Formaldehyd bei
90 °C7 und auch bei 25 °C¢7 lieferte die gewliinschten hydroxymethyl- oder methyl-
substituierten Verbindungen nur in sehr geringen Mengen. Als Hauptprodukte
identifizierten Krohn und Behnke stattdessen die Tiiber eine Methylen- oder
Ethylenbriicke verkniipften Dimere 16 und 17 (4bb. B-9)%7. Die Dimerisierung, die
interessanterweise bei der Reaktion des Chinizarins nicht beobachtet wurde, wird durch
Kopplungsreaktionen des intermedidren Chinonmethids (vgl. A4bb. B-3) mit der
Leukoform von 14 bzw. mit einem weiteren Chinonmethid-Molekiil erklart6°.

O OH HO O

LT LD

O OH O OCHz;H;CO O
O‘O Na,S,0,4, CH,O
= +
25°C
O OCH; O OH HO O

14
17

O OCH; H3CO O

Abb. B-9: Dimere Produkte der Marschalk-Alkylierung von  Chinizarin-
monomethylether mit Formaldehyd bei 25 °C¢7,

Durch Herabsetzen der Reaktionstemperatur auf 0°C konnten wir das
Hydroxymethylderivat 18 in Ausbeuten von bis zu 70 % herstellen (4bb. B-10). In
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Krohnt’-% zeigte sich, daB das Gelingen der

Synthese aufler von der Reaktionstemperatur auch von der zugesetzten Menge
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Natriumdithionit abhingig ist. Ein 1.2-facher UberschuB des Reduktionsmittels
gegeniiber der eingesetzten Menge 14 erwies sich in unseren Versuchen als optimal.
Variationen von Temperatur oder der eingesetzten Menge Dithionit fiihrten zu teilweise
deutlich verringerten Ausbeuten an 18. Als Nebenprodukte konnten wir neben einem
Gemisch der von Krohn beschriebenen Dimere 16 und 17 (4bb. B-9) auch das
2-Methylderivat von 14 identifizieren. Durch Methylierung von 18 mit Dimethylsulfat’!
konnten wir die 1-Hydroxygruppe des Chinizarinmolekiils unter Erhaltung der
praparativ interessanten benzylischen Hydroxygruppe selektiv verethern (4bb. B-10).
Die resultierende Verbindung 19 diente in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung des
2-Carbaldehyds 29, der Ausgangssubstanz fiir die Olefinierung nach Horner-
Wadsworth-Emmons (Kap. B-1.5).

O OH O OH O OCHj;
—_— —_

O OCHj; O OCHj O OCHj

14 18 19

Abb. B-10:  Darstellung der Hydroxymethylderivate 18 und 19; (a) MeOH, NaOH,
Na,S,04, N, CH,0, 0 °C; (b) DMS, K»,COs, Aceton, AT.

1.3 Synthese von 2-Methylchinizarin durch Kondensation von Phthalsiure-
anhydrid mit Methylhydrochinon

Eine klassische Methode zur Synthese von Hydroxy-9,10-anthrachinonen besteht in der
Kondensation von Phthalsdureanhydrid mit Phenolen32. Es handelt sich bei dieser
Reaktion um eine zweifache Friedel-Crafts-Acylierung. Die unter Einwirkung von
AICls  zundchst entstehende Benzophenon-2-carbonsdure wird durch konz.
Schwefelsdure zum entsprechenden Hydroxyanthrachinon zyklisiert (4bb. B-11).
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o) O o)

o+ (Fon — (o ——= (I I Fon
OH

@) 0O (@]

Abb. B-11:  Hydroxyanthrachinone durch Kondensation von Phthalsdureanhydrid mit

Phenolen.

Besser geeignet ist in einigen Féllen die Direktkondensation in einer Schmelze von
Natriumchlorid und Aluminiumchlorid®?. Chinizarin kann auf diesem Wege aus
Phthalsdureanhydrid und Hydrochinon hergestellt werden?3. Zur technischen Produktion
von Chinizarin ist die Kondensation von Phthalsdureanhydrid mit 4-Chlorphenol in
Gegenwart von Schwefelsdure/Borsdure besser geeignet’?. Suzuki et al. beschreiben die
Direktkondensation von Phthalsdureanhydrid mit Methylhydrochinon zu 2-Methyl-
chinizarin (20)74. Unter Verwendung dieser Methode konnten wir 20 in einer Ausbeute
von 60 % herstellen (4bb. B-12). Anschlieende Methylierung der Hydroxygruppen mit
Dimethylsulfat fiihrte zum zweifach geschiitzten Derivat 21 (4bb. B-12). Das einfach
und in guten Ausbeuten erhaltene 21 stellt mit der Methylgruppe in 2-Position eine
praparative Alternative zum Hydroxymethylderivat 19 dar. Wir nutzten 21 als
Ausgangsmaterial zur Synthese des Phosphoniumsalzes 23 (Kap. B-1.4.2) sowie des 2-
Carbaldehyds 29 (Kap. B-1.5.2).

o OH O OH
@E: ©/CH3 AICIy/NaCl CH3
o + >
170-200 °C
© OH O OH
20
O OCH;
DMS, K,CO3 CH3
Aceton, AT -
O OCH;
21

Abb. B-12:  Darstellung von 20 und 21.
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14 Synthese von 2-[2-(E)-Phenylethenyl]-substituierten Chinizarinderivaten
durch Wittig-Olefinierung

1.4.1 Die Wittig-Reaktion

Eine weit verbreitete und allgemein anwendbare Reaktion zur Darstellung von Olefinen
ist die Wittig-Reaktion®4-86, Es handelt sich dabei um eine Olefinsynthese aus
Carbonylverbindungen und Phosphoniumyliden. Haufig werden Triphenyl-
phosphoniumsalze als Edukte eingesetzt, aus denen durch Deprotonierung mit einer
geeigneten Base Phosphoniumylide entstehen. Der ausgeprigt nukleophile Ylid-
Kohlenstoff vermag mit Carbonylverbindungen zu reagieren. Der [2+2]-Cycloaddition
zum Oxaphosphetan folgt eine Eliminierung von Triphenylphosphinoxid zum Olefin
(A4bb. B-13)%7.

R

® / 'H+ ® @,R P
Ph3P—C{-|  — PhsP-C  <«——> PhP=C_
R
Rl
\
C=0 O—PPh; R’
/ |J | N A~
VA —C—(-C—R _— /C—C\
| | -PhsP=0 R2

Rl

Abb. B-13:  Mechanismus der Wittig-Olefinierung nach Lit.87

Wir beabsichtigten, die Wittig-Reaktion zur Synthese von 2-Phenylethenylderivaten des
Chinizarins zu nutzen und planten die Umsetzung eines Chinizarin-Phosphoniumsalzes
mit Benzaldehydderivaten. Dieser Uberlegung lag eine Arbeit von Cava et al.®
zugrunde, die 2-(1-Methoxy-9,10-dioxo-anthracenyl)methyltriphenylphosphonium-
fluoroborat mit aliphatischen Aldehyden umsetzten. Leukel>® und Altmann®0-62 griffen
die Methode zur Synthese von C-2-substituierten Dithranolderivaten auf. Prinz%°
synthetisierte styrylsubstituierte Derivate verschiedener Anthrachinongrundkorper unter
Verwendung der Wittig-Reaktion.
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1.4.2 Synthese von [(1,4-Dimethoxy-9,10-dioxoanthracen-2-yl)-methyl]-triphenyl-

phosphoniumbromid

Wir synthetisierten das Triphenylphosphoniumbromid 23 ausgehend von der
2-Methylverbindung 21. Die Methylgruppe in 21 wurde dazu zundchst mit
N-Bromsuccinimid (NBS) in Anwesenheit von Benzoylperoxid (Bz,0;) radikalisch
bromiert. Analog zu einer Arbeit von Roberts®® konnten wir durch die Verwendung
eines nur geringen Uberschusses an NBS das Monobromid 22 als Hauptprodukt
erhalten. Alternativ synthetisierten wir 22 auch durch Behandlung des benzylischen
Alkohols 19 mit Phosphortribromid. Die Umsetzung von 22 mit Triphenylphosphin in
Toluol lieferte das gewiinschte Triphenylphosphoniumbromid 23 mit ausreichender
Reinheit in nahezu quantitativer Ausbeute (4bb. B-14).

O OCH; O OCH; O OCH;
_— —_—

O OCH; O OCH; O OCH;z

21 22 23

Abb. B-14:  Darstellung des Triphenylphosphoniumsalzes 23; (a) NBS, Bz,0,, CCly,
AT; (b) PPhs, Toluol, AT.

1.4.3 Styrylsubstituierte Chinizarinderivate durch Wittig-Reaktion

Fir die Wittig-Reaktion wurde 23 in DMSO unter Einwirkung von NaH zum
Phosphoniumylid deprotoniert und unter Schutzgas bei 50-60 °C direkt mit kommerziell
erhiltlichen Benzaldehyden umgesetzt (4bb. B-15). Auf diesem Weg konnten wir die
Verbindungen 24-27 (Tab. B-1) in Ausbeuten von 20 bis 30 % erhalten.
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O OCHs O OCHs
QL Iy e oo, oy e,
—_—

O OCHs O OCHs

23

CHO
R@ O OCH; O R
- QX

O OCH;
2427

Abb. B-15:  Darstellung von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten durch Wittig-
Synthese. Beziiglich des Substitutionsmusters s. 7ab. B-1.

Tab. B-1: Durch Wittig-Olefinierung hergestellte Chinizarinderivate.

Verbindung R R’ R’ R*
24 OCH; OCH; OCH; H
25 Cl H Cl H
26 H COOCH; H H
27 H NO, H H

In einer Variante wurde der Chinizarin-2-carbaldehyd 29 (s. Kap. B-1.5.2) als Carbonyl-
komponente eingesetzt und mit benzylischen Phosponiumyliden in einer Wittig-
Reaktion umgesetzt. Boniface et al. beschreiben die erfolgreiche Umsetzung von 29 mit
einem aliphatisch substituierten Triphenylphosphoniumsalz in einer Wittig-Reaktion®!.

Wir nutzten diesen Weg zur Synthese des Nitrils 28 durch Umsetzung von 29 mit
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(4-Cyanobenzyl)-triphenylphosphoniumchlorid (4bb. B-16). 28 erhielten wir so jedoch

nur in einer relativ niedrigen Ausbeute (12 %).

O OCH; gPPh3+CI' O OCH; O CN
Ly e s0%a

NaH, DMSO
O OCH;s; O OCH;s;

29 28

Abb. B-16:  Darstellung von 28 durch Wittig-Reaktion.

1.5 Synthese von 2-[2-(E)-Phenylethenyl]-substituierten Chinizarinderivaten

durch Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung

1.5.1 Die Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion

Die Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion293 stellt eine Variante der Wittig-Reaktion
dar. Die Olefinierung unter C-C-Verkniipfung erfolgt hierbei durch Kondensation
zwischen einem Phosphonsduredialkylester (Phosphonat) mit a-stindiger, acider CH-
Funktion und einer Carbonylverbindung. Der Ablauf dieser Reaktion ist in 4bb. B-17
schematisch dargestellt. In Gegenwart einer Base wird das Phosphonat in a-Position
deprotoniert. Der Addition des entstandenen Carbanions an die Carbonylverbindung
folgt wegen der groen Affinitit des Phosphors zum Sauerstoff die Eliminierung von

Diethylphosphat unter Entstehung eines Olefins®’.
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Abb. B-17:  Mechanismus der Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung nach Lit.87

Altmann®0-2 nutzte die Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung zur Herstellung von
C-2-substituierten Derivaten des Antipsoriatikums Dithranol, und Prinz5889
synthetisierte auf diesem Wege olefinisch substituierte Anthrachinonderivate. Fiir die
Synthese =~ von  analogen  Chinzarinderivaten  sollten  benzylsubstituierte
Diethylphosphonate mit dem 2-Carbaldehyd 29 umgesetzt werden. In der Literatur ist
bisher lediglich die Umsetzung von 29 mit einem aliphatisch substituierten

Triphenylphosphoniumsalz in einer Wittig-Reaktion beschrieben®!.

1.5.2 Synthese von 1,4-Dimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-
carbaldehyd

Zur Darstellung von Anthrachinoncarbaldehyden sind mehrere Verfahren beschrieben.
Methylanthrachinone®* und Hydroxymethylanthrachinone?® stellen geeignete Edukte fiir
die Herstellung dieser Aldehyde dar. Krohn% beschreibt die in hohen Ausbeuten
verlaufende Oxidation benzylischer Alkohole des Anthrachinons zu Aldehyden mit tert-
Butylhydroperoxid in Gegenwart von Titan- oder Zirkonium-Katalysatoren.

Zunichst stand auch in unserem Fall der durch Marschalk-Alkylierung hergestellte
Benzylalkohol 19 als Edukt fiir die Synthese von 29 zur Verfiigung. Die Oxidation mit
Pyridiniumdichromat (PDC) in DMF lieferte uns den Aldehyd in ausreichender
Ausbeute (52 %) (4bb. B-18).
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O OCH; O OCH;
OH PDC,DMF CHO
O OCH;, O OCH;,

19 29

Abb. B-18:  Darstellung von 29 durch Oxidation des benzylischen Alkohols 19.

Nach der gleichen Methode konnten wir die monomethylierte Verbindung 18 zum
2-Carbaldehyd 30 oxidieren. Trotz der zahlreich durchgefiihrten Arbeiten zur
Alkylierung von Chinizarinderivaten ist 30 in der Literatur bisher nicht beschrieben. 30
stellt ein Konstitutionsisomer von Damnacanthal dar (4bb. B-19). Damnacanthal ist ein
potenter Inhibitor der Leukozyten-Tyrosinkinase p56'“17 und diente uns als
Vergleichssubstanz flir einige biochemische Untersuchungen. Das kommerziell
verfligbare, aber sehr teure Damnacanthal wurde von Prinz nach einer
literaturbekannten Methode synthetisierts?. Als Konstitutionsisomer von Damnacanthal
wurde auch 30 zu entsprechenden Untersuchungen herangezogen. Fiir weitere
préaparative Arbeiten verwendeten wir 30 aufgrund der stérenden freien Hydroxygruppe

nicht.

O OCH; O OH
oo oot
OH
O O OCHj
Damnacanthal 30

Abb. B-19: Damnacanthal und das Chinizarinderivat 30.

Roberts et al. beschreiben einen Weg zur Synthese von 29, der von 2-Methylchinizarin
20 bzw. dem zweifach methylierten Derivat 21 ausgeht®. Analog zur Arbeit von
Roberts bromierten wir das einfach und in guten Ausbeuten erhaltene 21 (Kap. B-1.3)
an der 2-Methylgruppe mit N-Bromsuccinimid (NBS) und Benzoylperoxid (4bb. B-20).
Durch Verwendung eines ausreichenden Uberschusses an NBS konnten wir dabei das
Dibrommethylderivat 31 als Hauptprodukt mit einer Ausbeute von 75 % isolieren.

Abweichend von Roberts et al.?® nutzten wir zur Hydrolyse des geminalen Dibromids
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31 eine von Krohn®7 beschriebene Methode. Dazu wurde eine Losung von 31 in THF
unter Lichtausschlufl mit wésseriger Silbernitratlosung versetzt und unter Riickflu3 24 h
zum Sieden erhitzt. 29 konnte auf diesem Weg in sehr guter Ausbeute (85 %) erhalten
werden (4bb. B-20).

O OCH; O OCH; O OCH;
CH3 (@) CHBrz (b) CHO
— —_—

O OCHs O OCHs O OCHs
21 31 29

Abb. B-20:  Darstellung von 29 durch Hydrolyse des geminalen Dibromids 31; (a)
NBS, Bz,0,, CCl4, AT; (b) THF, AgNOs, H,O, Lichtausschluf, AT.

Zusiétzlich konnten wir den Aldehyd 29 durch Kornblum-Oxidation?% des
Monobromids 22 mit DMSO unter Zusatz von NaHCO; in einer Ausbeute von 45 %
herstellen (4bb. B-21). 22 synthetisierten wir durch Bromierung von 21 mit N-
Bromsuccinimid®® sowie durch Behandlung des Hydroxymethylderivates 19 mit
Phosphortribromid.

O OCH;s; O OCH;s; O OCH;s
CHs CHO
T — Q™ — QU
O OCH;s; O OCH;s; O OCHgs
21 22 29

Abb. B-21:  Darstellung von 29 durch Kornblum-Oxidation von 22; (a) NBS, Bz,0,,
CCly, AT; (b) DMSO, NaHCO;3, 40 °C.

1.5.3 Synthese von Benzyldiethylphosphonaten

Zur Synthese von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten nach Horner-Wadsworth-
Emmons wurden neben 29 benzylsubstituierte Phosphonséuredialkylester (Phosphonate)

als Edukte bendétigt, von denen nur wenige kommerziell erhiltlich sind. Ausgehend von
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Benzaldehydderivaten synthetisierten wir durch Reduktion mit NaBH;  und
anschliefende Bromierung mit Phosphortribromid in CH;Cl, zundchst die
entsprechenden  Benzylbromide (A4bb. B-22). Alternativ  konnten auch die
korrespondierenden Benzoesdurederivate mit LiAlH4 zur Alkoholstufe reduziert
werden. Eine Michaelis-Arbusow-Reaktion!100.101 der Benzylbromide mit Triethyl-
phosphit lieferte die gewiinschten substituierten Benzyldiethylphosphonate in hohen

Ausbeuten.

CHO
R@ @ R«@OH OIS R@/Br

R
O -
34 | 2,5-(OCH;),

1
(c) Rg?—OEt 35 | 4-Cl
OEt 36 | 3,4-(OCHs),

37 | 3,5-(OCH;),

Abb. B-22: Synthese der Phosphonate 34-37; (a) NaBHs, THF, RT; (b) PBrs,
CH,Cl,, 0-20 °C; (c) P(OEt);, 100 °C.

1.5.4 Styrylsubstituierte Chinizarinderivate durch Horner-Wadsworth-Emmons-
Reaktion

Zur Umsetzung nach Horner-Wadsworth-Emmons deprotonierten wir die substituierten
Phosphonséurediethylester analog der Wittig-Reaktion (Kap. B-1.4.3) mit NaH in
DMSO und setzten sie unter Schutzgas bei 50 bis 60 °C direkt mit 29 als
Carbonylkomponente um (4bb. B-23). Die Chinizarinderivate 38-43 erhielten wir so in
Ausbeuten von 20 bis 30 % (7ab. B-2).
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O OCHs o O OCHs
CHO i R
Oy iy o e,
| _—
OEt
O OCHs O OCHs
29 34-37 38-43

Abb. B-23:  Horner-Wadsworth-Emmons-Synthese von phenylethenylsubstituierten

Chinizarinderivaten.

Tab. B-2: Ubersicht iiber die nach 4bb. B-23 erhaltenen Verbindungen.

Verbindung R R R’ R*
38 H H H H
39 H OCH; H H
40 OCHy H OCH; H
41 H OCH; OCH; H
42 OCH; H H  OCH;
43 H Cl H H

1.6  Synthese von strukturell variierten Verbindungen durch Horner-

Wadsworth-Emmons-Reaktion

In vorldufigen Untersuchungen hatten wir die hohe wachstumshemmende Aktivitét des
phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivates 41 gegeniiber K562-Zellen festgestellt
(Kap. C-1.4). Es war daher von Interesse, sowohl die Anthrachinon- als auch die
Stilbenpartialstruktur von 41 zu synthetisieren und auf ihre biologischen Eigenschaften
zu untersuchen (4bb. B-24). Die Synthese des 1,4-Dimethoxyanthrachinons 15 wurde
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bereits erldutert (Kap. B-1.2.3). Das 2,5,3',4'-Tetramethoxystilben 44 erhielten wir
durch Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion aus 2,5-Dimethoxybenzaldehyd und
Diethyl-(3,4-dimethoxybenzyl)-phosphonat (36) in einer Ausbeute von 23 %" .

O OCHs O OCHs O OCHs OCHs O OCHs
O Oy 77w (77 oo

O OCHs O OCHs OCHs

15 41 44

Abb. B-24: Das Chinizarinderivat 41 und die Partialstrukturen 15 und 44.

Die durch Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion von 29 mit Triethylphosphonoacetat
erhaltene Verbindung 45 (4bb. B-25) weist im Gegensatz zu den styrylsubstituierten
Chinizarinderivaten keinen aromatischen Substituenten in der Seitenkette auf und stellte
somit ebenfalls eine interessante Vergleichssubstanz fiir die Struktur-Wirkungs-

Beziehungen der Chinizarinderivate dar.

O OCH; O
SOShAA
O OCH;
45

Abb. B-25:  Strukturformel von 45.

1.7  Stereochemie der 2-[2-(E)-Phenylethenyl]-substituierten Chinizarinderivate

Nachdem sowohl iiber die Wittig-Reaktion als auch die Horner-Wadsworth-Emmons-
Variante einheitliche Produkte isoliert werden konnten, sollte die Frage nach deren

Stereochemie geklart werden. Die Stereoselektivitit der Wittig-Reaktion von

" Nachdem wir die Synthese durchgefiihrt hatten, wurde eine Arbeit publiziert, in der die
Synthese von 44 in einer Wittig-Reaktion ausgehend von 2,5-Dimethoxybenzyltriphenyl-

phosphoniumbromid mit einer Ausbeute von > 90 % beschrieben ist!92,
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Phosphoniumyliden mit Aldehyden hiangt wesentlich davon ab, ob das beteiligte Ylid
labil oder stabilisiert istd’. Labile Ylide ergeben bei der [2+2]-Cycloaddition an
Aldehyde im allgemeinen das cis-Oxaphosphetan, wihrend stabilisierte Ylide
hauptsidchlich zum #rans-Oxaphosphetan reagieren. Die anschlieende Olefinbildung
unter Eliminierung von Triphenylphosphinoxid erfolgt stereospezifisch (4bb. B-26).

O-PPh3
o ™
R R
R R -PPh3O
cis-Oxaphosphethan (2)-Olefin
Q EPhs /
L+ C
R R'
N O-PPh; =
- 5 _
R "’R' -PPh30O R
trans-Oxaphosphethan (E)-Olefin

Abb. B-26:  Sterecochemie der Wittig-Reaktion nach Lit.87

Aufgrund des stabilisierenden Effekts von aromatischen Substituenten am eingesetzten
Phosphoniumylid und der in der Literatur beschriebenen Bildung von E-Olefinen bei
der Umsetzung von Aldehyden mit stabilen Alkylidenphosphoranen!:.194 war bei den
durchgefiihrten Synthesen von phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivaten die
Bildung der E-konfigurierten Isomere zu erwarten. Diese Annahme galt auch fiir die
durch Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion hergestellten Verbindungen, da die
Umsetzung von Phosphonaten mit Aldehyden praktisch ausschlieBlich FE-selektiv
verlauft!05.106,

Anhand von 200 MHz-'"H-NMR-Spektren konnten wir diese Uberlegungen bestitigen.
Im Spektrum der durch Wittig-Reaktion hergestellten Verbindung 24 erschienen die
Dubletts der olefinischen Protonen bei 7.43 und 7.21 ppm (4bb. B-27). Die
Kopplungskonstante von 16.5 Hz beweist, dal 24 ausschlieBlich in der £E-Konfiguration
vorliegt. Ebenso verhielt es sich bei der mittels Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion
synthetisierten Verbindung 39 (4bb. B-28). Die Dubletts fiir die olefinischen Protonen
traten bei 7.41 und 7.23 ppm auf, die Kopplungskonstante betrug 16.4 Hz. Dadurch
konnte ebenfalls das Vorliegen der E-Konfiguration bewiesen werden. 'H-NMR-
Spektren der anderen styrylsubstituierten Verbindungen bestitigten dieses Ergebnis, das

zudem mit Befunden von Leuke! iibereinstimmt>6,
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CH=CH

T=165Hz OCHj
O OCHs O OCHs
Ly oo

O OCHs
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Abb. B-27: 200 MHz-'H-NMR-Spektrum von 24 (CDCls).

CH=CH
J=164Hz
O OCHs O OCHs
Soeh
O OCHs
39
""" A A R
‘ Jl L .
g ' ‘ ‘ g ' ' ' 1 ' ‘ ‘ 3 ' ' " pem'

Abb. B-28: 200 MHz-'H-NMR-Spektrum von 39 (CDCls).
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1.8 Synthese von hydroxysubstituierten Phenylethenyl-Derivaten

1.8.1 Etherspaltungen

Um die Untersuchungen zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu vervollstindigen,
wollten wir die Serie der phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivate durch
hydroxysubstituierte ~ Verbindungen ergénzen. Der storende EinfluB der
Hydroxygruppen erlaubte keine direkte Synthese dieser Verbindungen nach den
gezeigten Methoden. Sie sollten daher durch Etherspaltungen aus den analogen
methoxysubstituierten Derivaten hergestellt werden. Die Verwendung von wasserfreiem
AICl; in CH,Cl,197 ist nach Untersuchungen von Prinz zur Etherspaltung von
Methoxychrysazinderivaten gut geeignet8. Bei Behandlung von 45 mit AlICl; in CH,Cl,
bei Raumtemperatur war nach einer Reaktionszeit von 1 h das Edukt umgesetzt, und wir
konnten das 1,4-Dihydroxyderivat 46 als Produkt isolieren (4bb. B-29).

O OCH; O O OH 0
N0~ AlCl;, CHCl NN
O‘O RT,1h O‘O
O OCHs; O OH
45 46

Abb. B-29:  Darstellung von 46 durch Etherspaltung.

Bei der Umsetzung von 39 unter den gleichen Reaktionsbedingungen isolierten wir
nach einer Reaktionszeit von 6 h ein Produkt, das lediglich eine freie Hydroxygruppe
am Chinizaringeriist aufwies (47, Abb. B-30). Im 200 MHz-'H-NMR-Spektrum trat das
Singulett einer chelatisierten OH-Gruppe bei 13.81 ppm auf. Mit Hilfe von NOE-
Differenzspektren (NOE: Nuclear Overhauser Effect) konnten wir die Position der OH-
Gruppe ermitteln (4bb. B-31). Einstrahlung in die Frequenzen der beiden
Methoxygruppen fiihrte jeweils zur Verminderung der Signalintensititen der Protonen
an C-3 und C-5 des aromatischen Substituenten bzw. an C-3 des Chinizarin-
grundkdrpers. Damit konnten wir zeigen, daB sich die Methoxygruppe des
Chinizaringeriistes in Position 4 befindet, und die Etherspaltung demzufolge in Position

1 stattgefunden hat.
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o on O OCHj
AICl3, CH,Cly Q
RT,6h O‘O
O OCH;,
47

Abb. B-30:  Darstellung von 47.

L™

O OCHs;
47

H-3",5' 4'-OCH;

H-3 4-OCHj

{
i

T T
12 10 &} B ‘4 PRM

Abb. B-31: 200 MHz-"H-NMR- und NOE-Diftferenzspektren von 47 (CDCls).
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Das zweifach demethylierte Derivat 48 erhielten wir durch Behandeln von 39 mit konz.
HBr!08, Nach einer Reaktionszeit von 3 h isolierten wir 48 in einer Ausbeute von 70 %.
Eine Spaltung der Methylether am Styrylrest war auch nach 48 h unter Riickfluf3 nicht
festzustellen (4bb. B-32).

0 OCH3 OCH3 O OH OCH3
90¢h
TAT.3h

o) OCH3 O OH
39 48

O OH H'D OH
- QOO

O OH

Abb. B-32:  Etherspaltung von 39 mit HBr.

Die vollstindig demethylierte Verbindung 49 erhielten wir aus der Schmelze von 40 mit
einer Mischung aus AlCl; und NaCl (4bb. B-33).

OH
O OH O
AICl3/NaCl O‘O X OH
_—
O OH
49

Abb. B-33:  Darstellung der vollstindig demethylierten Verbindung 49.

Verbindungen mit einer 1,4-Dimethoxy-Substitution am Anthrachinonkern und einer

phenolischen Hydroxygruppe am Styrylteil waren durch selektive Etherspaltungen nicht
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herzustellen (Abb. B-34). Die Synthese dieser Strukturen erforderte die Verwendung
geeigneter Schutzgruppen vor der Einfilhrung des Styrylrestes (Kap. B-1.8.2).

O OCH; O OCHs O OCHjs O OH
LT = QU

O OCH; O OCH;s;

Abb. B-34

Da in orientierenden biochemischen Untersuchungen die 1,4-Dihydroxyanthrachinon-
Derivate gegeniiber den analogen 1,4-Dimethoxyverbindungen deutlich geringere
Aktivitit zeigten (Kap. C-1), filhrten wir keine weiteren Arbeiten in dieser Richtung
durch.

1.8.2 Verwendung O-geschiitzter Synthesebausteine

Die von Altmann®® durchgefiihrte Benzylierung der freien Hydroxygruppenruppen war
fiir die Synthese unserer Verbindungen nicht geeignet. Wie Leukel bereits zeigen
konnte, hat die hydrogenolytische Entfernung der Benzylschutzgruppen eine
gleichzeitige Hydrierung der olefinischen Doppelbindung zur Folge¢. Wir entschieden
uns fiir die Verwendung von MethoxymethylMOM)-Ethern zum Schutz der
phenolischen Hydroxygruppen. Diese acetalischen Schutzgruppen lassen sich nach
Literaturangaben besonders leicht in ein Molekiil einflihren!?. Methoxymethylether
sind chemisch stabil gegeniiber verschiedenen Basen, Reduktionsmitteln und auch
Carbonsduren, werden aber unter Einwirkung von Mineralsduren leicht gespalten!!0.
Die Synthese von MOM-geschiitzten Hydroxybenzyltriphenylphosphoniumbromiden
(Abb. B-35) sowie deren Umsetzung mit aromatischen Aldehyden in einer Wittig-

Reaktion ist beschrieben!!1:112,

MOMO~©AOH—> MOMogBr — Momogpph3 o

Abb. B-35
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In ersten Versuchen konnten wir die Synthese eines MOM-geschiitzten Benzylbromids
nicht in befriedigenden Ausbeuten reproduzieren. Daher wéhlten wir zur Synthese der
styrylsubstituierten Chinizarinderivate die Umsetzung des Chinizarin-Phosphonium-
salzes 23 mit MOM-geschiitzten Benzaldehyden in einer Wittig-Reaktion. 4-Hydroxy-
und 3,4-Dihydroxybenzaldehyd konnten unter Einwirkung von Na-Ethanolat mit
MOM-Chlorid geschiitzt werden (4bb. B-36). Die Reaktionen zu den Aldehyden 50 und
51113-116 yerlief mit Ausbeuten von 40 bis 55 %. In beiden Fillen wurde das Edukt nicht
vollstdndig umgesetzt, und bei der Synthese von 51 isolierten wir auch nach Variation
der Reaktionsbedingungen stets einen Anteil des nur einfach geschiitzten Derivates 52
(4bb. B-36).

0 0
o —
HO MOMO
50
0 0 0
HOD)LH MOMOD)LH HOD)LH
—_ +
HO MOMO MOMO
51 52

Abb. B-36:  Synthese der Aldehyde 50 und 51; NaOEt, MOM-CI.

51 setzten wir in einer Wittig-Reaktion analog Kap. B-1.4.3 mit 23 zu 53 um
(4bb. B-37) und erhielten mit 25 % eine dhnliche Ausbeute wie bei der Umsetzung mit
den vorher verwendeten Benzaldehyden. In Ubereinstimmung mit Literatur-
angaben!!l.112 erwies sich die MOM-Schutzgruppe auch in unseren Versuchen als
geeignet fiir die Umsetzung in einer Wittig-Reaktion. Die Spaltung der MOM-Ether
erfolgte durch kurzes Erhitzen in methanolischer Salzsdure und fiihrte zum gewtiinschten
Derivat 54 (Abb. B-37).
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O

MOMO
O OCH; D)\H
SO EE =
(a)

O OCHj;
23

\J

O OCHs O OH
2 QLT T
—_—

O OCH;j
54

Abb. B-37:  Darstellung von 53 und 54; (a) NaH, DMSO; (b) MeOH, HCI, AT.

55 synthetisierten wir ebenfalls mittels Wittig-Reaktion. Auf die Isolierung der MOM-
geschiitzten Zwischenstufe verzichteten wir in diesem Fall. Stattdessen wurde das aus

der Wittig-Reaktion resultierende Gemisch direkt mit wisseriger Salzsdure versetzt und
dadurch die Schutzgrupe entfernt (4bb. B-38).

O OCHs O OCH;, OH
Xy P 2 X
_—
(a), (b)
O OCHs O OCHs
23 55

Abb. B-38:  Darstellung von 55; (a) NaH, DMSO; (b) H,O, HCI, AT.

Fir die Synthese von 56 wihlten wir 3-Acetoxy-4-methoxy-benzaldehyd zur
Umsetzung mit 23. Ohne die geschiitzte Zwischenstufe zu isolieren, wurde der Ester
nach erfolgter Umsetzung alkalisch hydrolysiert (4bb. B-39). 56 erhielten wir auf

diesem Weg aber nur in sehr geringer Ausbeute (6 %).
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o)

1
HaC-C-0 CHO
O OCH; ’ :@ O OCH; O OCH;§
QI Xy pener 22 SOCh RN
(@), (b)

O OCH;s O OCHs
23 56

\J

Abb. B-39:  Darstellung von 56; (a) NaH, DMSO; (b) H,O, NaOH, 40 °C.

1.9  Synthese von 2-®-Phenylalkyl-substituierten Chinizarinderivaten

Einige der styrylsubstituierten Chinizarinderivate zeigten gegeniiber K562-Zellen sowie
anderen Zellinien gute antiproliferative Aktivitit, wobei die Wirksamkeit der
Verbindungen von der Substitution des Styrylrestes abhing (Kap. C-1 bis C-4). Zur
Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen innerhalb der Serie der C-2-
substituierten Chinizarinderivate wollten wir die aktivsten Verbindungen strukturell
variieren. Zundchst wurde der Styrylsubstituent durch einen Phenylalkylrest mit
gesittigter Alkylkette ersetzt (4bb. B-40). Die resultierenden Verbindungen verfiigen
nicht mehr liber das erweiterte konjugierte Doppelbindungssystem der Styrylderivate.
Des weiteren sollte die Variation der Kettenlédnge zur Ermittlung eines Wirkoptimums

beitragen.

O OR

O OR

Abb. B-40:  Allgemeine Struktur der ®w-Phenylalkyl-Derivate.

1.9.1 Alkylierung nach Marschalk

Das Prinzip der Alkylierung von Hydroxyanthrachinonen mit reaktiven Aldehyden nach
Marschalk wurde bereits erldutert (Kap. B-1.2). Marschalk setzte das Chinizarin (1)
neben Formaldehyd auch mit hoheren aliphatischen Aldehyden sowie

Benzaldehydderivaten um®. Im Gegensatz zur Reaktion mit Formaldehyd erhielt er
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lediglich die monoalkylierten Produkte (4bb. B-41), die somit auch ohne vorherige
Methylierung einer der beiden OH-Gruppen erhéltlich sind®°.

O OH O OH
) — QU QA

O OH O OH

1 57a

Abb. B-41: Darstellung von 57a nach Marschalk®3; NaOH, Na,S,04, N,, Benz-
aldehyd, 95 °C, 2 h.

Das Ausbleiben einer Zweitalkylierung unter Marschalk-Bedingungen ist
Untersuchungen von Lewis zufolge nicht mit einer sterischen Hinderung zu begriinden,
sondern hingt mit der Reaktivitdt des eingesetzten Aldehyds zusammen’®. Lewis konnte
durch  Variation der Reaktionsbedingungen in einer sauer katalysierten
Aldolkondensation beispielsweise 2,3-Dibenzylchinizarin und andere bisalkylierte
Chinizarinderivate herstellen’®. Fiir die vorliegende Arbeit waren allerdings nur
monoalkylierte Derivate von Interesse.

In Analogie zu den aktivsten phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivaten sollten
entsprechende ®w-Phenylalkylchinizarine mit Elektronendonatoren, insbesondere OCHj3-
Gruppen, als Substituenten am Phenylrest synthetisiert werden. In Untersuchungen von
Leukel am 1-Hydroxy-8-methoxy-anthrachinon (Methoxychrysazin) erwiesen sich nur
Benzaldehyd sowie dessen Derivate mit elektronenziehenden Substituenten als geeignet
fiir eine Marschalk-Alkylierung36>7. Elektronendonatoren (-OH, -OCHj;, -NH,)
erhohten die Elektronendichte am Carbonylkohlenstoff der Aldehydfunktion und
machten dadurch den nucleophilen Angriff durch Methoxychrysazin unmoglich3®
(4bb. B-42). Im Gegensatz dazu ist Chinizarin auch einer Alkylierung mit
Methoxybenzaldehyden zugénglich. Wir konnten unter den Bedingungen einer
Marschalk-Alkylierung  neben  dem  2-Benzylchinizarin  57a  auch  drei
methoxysubstituierte Phenylmethylchinizarine (58a-60a) in Ausbeuten von bis zu 70 %
herstellen (Abb. B-42, Tab. B-3).
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H;CO O OH H;CO O OH
D00 = QO o
@] O
O OH O OH
00— QU e
O OH O OH
1 58a-60a

Abb. B-42:  Alkylierung nach Marschalk mit methoxysubstituierten Benzaldehyden;
NaOH, NaS;04, N, 95°C. Beziiglich des Substitutionsmusters s.
Tab. B-3.

Das Gelingen dieser Alkylierungen am Chinizarin ist wohl dadurch zu erkléren, dal3 die
Aldolreaktion des durch Reduktion mit Dithionit entstehenden Leukochinizarins (s.
Kap. B-1.2.2) auch mit weniger reaktiven Aldehyden moglich ist. Vergleichbare
Phenylmethylchinizarine waren Gegenstand einiger Verdffentlichungen und
Patentschriften zur Herstellung von Farbstoffen!!7-122. Abgesehen von der bereits von
Marschalk synthetisierten Verbindung 57a® sind die von wuns hergestellten
Verbindungen aber bisher nicht beschrieben.

Bei ldngerkettigen Homologen des Benzaldehyds verlief aufgrund fehlender
Konjugation der Aldehydfunktion zum substituierten Aromaten auch die Umsetzung
mit Chrysazinmonomethylether problemlos’®. Daher war fiir die entsprechenden
Reaktionen mit Chinizarin nicht mit Problemen zu rechnen. Wihrend wir fiir die
Synthese der Phenylmethylderivate kommerziell erhéltliche Benzaldehyde einsetzen
konnten, muflten wir fiir Derivate mit verldngerten Alkylketten die benétigten Aldehyde
ausgehend von den entsprechenden Carbonsduren synthetisieren. Durch Reduktion mit
LiAlH4 wurden diese zunédchst zu den korrespondierenden Alkoholen umgesetzt!23, die
dann mit Pyridiniumchlorochromat (PCC) zu den gewiinschten Aldehyden oxidiert
wurden!?* (4bb. B-43). Auf diesem Weg konnten wir den Phenylpropionaldehyd 64
sowie die Phenylbutyraldehyde 65 und 86 in gro3en Ausbeuten gewinnen.
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LiAIH OH
R{z:I*#COOH 4 R%z:j*#« PCC_ o - CHO
THF CH,Cl,
61-63 64-66

Abb. B-43:  Darstellung der Aldehyde 64-66; n =2, 3; R = H, OCHs.

Aus Untersuchungen von Altmann ist bekannt, da die Synthese von Phenylacet-
aldehyden nach der gleichen Methode nicht gelingt®. Phenylethylsubstituierte
Chinizarinderivate synthetisierten wir aus diesem Grund nicht direkt durch Marschalk-
Alkylierung, sondern durch katalytische Hydrierung der analogen Styrylverbindungen
(Kap. B-1.9.2). Die Umsetzung von Chinizarin mit den ldngerkettigen Benzaldehyd-
homologen nach Marschalk erforderte ldngere Reaktionszeiten (24 h) als mit den
Benzaldehyden und lieferte die gewiinschten Verbindungen 67a, 68a und 69a in
Ausbeuten von 20 bis 40 %. Alle unter Marschalk-Bedingungen hergestellten
Phenylalkylchinizarine wurden anschlieBend mit Dimethylsulfat in Aceton methyliert,
wodurch wir die entsprechenden 1,4-Dimethoxyanthrachinonderivate in guten
Ausbeuten erhielten (4bb. B-44). Die auf diesem Wege synthetisierten
Phenylalkylchinizarine sind in 7ab. B-3 dargestellt.

O OH O OH O R
H NaOH
QL+ 5w - L
O N328204, Ny,
O OH 90°C O OH
57a-60a
67a-69a

DMS, K,CO3 n=0,2,3
Aceton g R=H, OCH;,
O OCHs
57b-60b
67b-69b

Abb. B-44:  Synthese von phenylalkylsubstituierten Chinizarinderivaten.
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Tab. B-3: Ubersicht iiber die nach Abb. B-44 erhaltenen Verbindungen.

0 OR
O OR'
Verbindung N R R’ R} R* R’
57a 1 H H H H H
57b 1 CH; H H H H
58a 1 H H OCH; H  OCH;
58b 1 CH; H OCH; H  OCH;
59a 1 H H OCH; OCH; H
59b 1 CH; H OCH; OCH; H
60a 1 H OCH; H H  OCH;
60b 1 CH; OCH; H H  OCH;
67a 3 H H OCH; OCH; H
67b 3 CH; H OCH; OCH; H
68a 4 H H OCH; OCH; H
68b 4  CH; H OCH; OCH; H
69a 4  CH; H H H H
69b 4  CH; H H H H

1.9.2 Katalytische Hydrierung von Phenylethenyl-substituierten Derivaten

Untersuchungen von Altmann haben gezeigt, dal die Oxidation von Phenylethyl-
alkoholen nach verschiedenen Methoden zu den entsprechenden Benzaldehydderivaten
anstelle der gewlinschten Phenylacetaldehyde fiihrt®0. 3,4-Dimethoxyphenylacetaldehyd
konnte zwar durch die Glycidestersynthese nach Darzens in ausreichender Menge
dargestellt werden, erwies sich aber als ungeeignet fiir die Marschalk-Alkylierung am
Chrysazinmonomethylether®.  Aufgrund dieser Ergebnisse stellten wir die
Phenylethylchinizarine 70 und 71 durch katalytische Hydrierung aus den
entsprechenden Styrylderivaten dar. Die Edukte wurden dazu bei Raumtemperatur in

trockenem THF gelost und unter Zusatz von Palladium/Kohle mit Wasserstoff und bei
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Normaldruck fiir die Dauer von 3 bis 4 h hydriert (4bb. B-45). 70 und 71 isolierten wir

aus einem heterogenen Produktgemisch in Ausbeuten von 28 % bzw. 15 %.

O OCHs O R O OCH; O R
L 5 OO
34h

O OCH; O OCH;
40 R=35-(OCH,), 70 R=3,5-(0OCH;),
42 R=2,5-(0CHj,), 71 R=2,5-(OCH;),

Abb. B-45:  Synthese von Phenylethylchinizarinen durch katalytische Hydrierung.

Nach einer deutlich verldngerten Reaktionszeit (24 h) konnten wir ausgehend von 42
das Tetrahydroanthrachinon 72 als Hauptkomponente aus einem heterogenen
Produktgemisch isolieren (Abb. B-46).

OCHs OCH3
O OCHs O OCH;
_HpPdC
Soeh cm —m o%
O OCHjs O OCH3
42 72

Abb. B-46: Hydrierung von 42 zu 72.

Demnach kann unter den gewihlten Bedingungen in Abhéngigkeit von der
Reaktionsdauer neben der olefinischen Doppelbindung auch der unsubstituierte Ring
des Chinizarinsystems hydriert werden. Die Hydrierungen konnten durch Aufnahme
von 200 MHz-'H-NMR-Spektren bestitigt werden (4bb. B-47, B-48).
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OCHj3

O OCH; O
N
LT don,

O OCHs;
42

M

&} 7 5 5 4 3 PPM

Abb. B-47: 200 MHz-'H-NMR-Spektrum von 42 (CDCls).

OCHj3

O OCHs O
LT o

O OCH;
71

Abb. B-48: 200 MHz-"H-NMR-Spektrum von 71 (CDCl).
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Der Vergleich der jeweiligen Peakintegrale der beiden Verbindungen 42 und 71 im
Bereich von 6.6 bis 8.4 ppm zeigte fiir 71 eine um zwei erniedrigte Protonenzahl
(Abb. B-47 und B-48). Die Signale fiir die Protonen an der olefinischen Doppelbindung
treten nicht mehr auf. Stattdessen erscheint bei einer chemischen Verschiebung von
3 ppm ein Multiplett, das den vier Protonen der Ethylengruppe in 71 entspricht. Sowohl
im Spektrum von 42 als auch von 71 waren die typischen Multipletts fiir die Protonen
des unsubstituierten Anthrachinonrings deutlich zu erkennen (8.20-8.10 und 7.75-
7.70 ppm). Das Spektrum von 72 hingegen wies diese Signale nicht mehr auf.
Zusitzlich zu den Signalen der Ethylengruppe traten hier zwei Signale in Form von
breiten Singuletts flir die Protonen an C-5 und 8 (2.53 ppm) bzw. an C-6 und 7
(1.70 ppm) auf. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Boniface, der
ebenfalls eine Hydrierung des unsubstituierten Rings von Chinizarinderivaten mit
Waserstoff an Pd/C feststellen konnte?!.

1.10 Synthese von 1,4,9,10-Tetramethoxyanthracen-Derivaten durch reduktive

Methylierung

Fiir weitere Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollte die Bedeutung der Chinonstruktur in
Hinblick auf die Aktivitdt der Verbindungen iiberpriift werden. Um den EinfluB3 des
Chinonsystems auszuschalten, widhlten wir die Methode der reduktiven
Methylierung!25-126, Unter Phasentransferkatalyse werden Chinone mit Natriumdithionit
reduziert und direkt mit Dimethylsulfat methyliert. Die Methode wurde in unserem
Arbeitskreis bereits von Putic im Rahmen der Synthese von 1,8-Dihydroxyacridinon
erfolgreich angewendet!?7. Bei der reduktiven Methylierung des Phenylmethylderivates
59b nach der in Lit.12¢ beschriebenen Methode erhielten wir die Verbindung 73
(4bb. B-49).

O OCH; H;CO OCH;
OCH; OCH;
QUr ., — Ao QU
OCH; OCH;
O OCHs H;CO OCH;,
59b 73

Abb. B-49: Reduktive Methylierung von 59b zu 73; Na;S;04, DMS, BwN'Br,
KOH, THF, N,, 0-25 °C.
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Die Anwendung dieser Methode auf das Styrylderivat 41 fiihrte allerdings auch nach
wiederholten Versuchen nicht zum Erfolg (4bb. B-50). Es konnte jeweils nur ein nicht
zu trennendes uneinheitliches Produktgemisch isoliert werden. Wir fiihrten daher die
reduktive Methylierung auf der Stufe des Aldehyds 29 durch. Das 1,4,9,10-
Tetramethoxyanthracenderivat 74 konnte unter Erhalt der 2-Formylgruppe problemlos
hergestellt werden. Den resultierenden Aldehyd 74 setzten wir anschlieBend nach
Horner-Wadsworth-Emmons mit Diethyl-(3,4-dimethoxybenzyl)-phosphonat (36) um
und erhielten dabei die Verbindung 75 (4bb. B-50).

O OCHs O OCHs HsCO  OCH; OCH,
Q™o - 00 e
O OCH; H;CO  OCHs
41 75
(b)
O OCH; HsCO  OCHs
90e 9o
O OCH; H;CO  OCH;
29 74

Abb. B-50:  Darstellung von 75; (a) Na,S,04, DMS, BuyN'Br’, KOH, THF, N,, 0 °C
bis 25 °C; (b) 36, NaH, DMSO.

1.11 Synthese von 2-(3-Oxo-3-phenyl-(1E)-propenyl)-substituierten Chinizarin-
derivaten

Das durchgehend konjugierte Doppelbindungssystem sowie die weitgehend planare
Struktur der styrylsubstituierten Chinizarinderivate stellen wichtige Strukturmerkmale
fiir die biologische Aktivitit unserer Verbindungen dar (Kap. C-1). Zur Ergdnzung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollte das planare System der aktiven Verbindungen
durch Einfilhrung einer Carbonylfunktion erweitert werden. Es resultieren
Chinizarinderivate mit einer Chalkon-Partialstruktur (4bb. B-51). Auch fiir diese
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Verbindungen  ist  aufgrund  der  sp>-Hybridisierung  des  eingefiigten
Carbonylkohlenstoffs eine planare rdumliche Struktur anzunehmen. Zudem sind in der
Literatur einfach substituierte Chalkonderivate als potente Hemmstoffe des Wachstums
von Tumorzellen beschrieben!28.129, Dies war ein weiterer interessanter Aspekt, der uns
zur Synthese und biologischen Priifung von Chinizarin-Chalkonderivaten veranlaBte
(4bb. B-51).

O OCH;
Chalkon O OCH;

Abb. B-51:  Chalkon und geplante Chinizarinderivate.

Bereits 1921 ist die Umsetzung von Anthrachinon-2-carbaldehyd mit Acetophenon und
Acetonaphtholderivaten zu vergleichbaren Verbindungen beschrieben worden!30. Zur
Synthese der Chinizarinderivate 76 und 77 verwendeten wir den 2-Carbaldehyd 29 als
Ausgangssubstanz. Umsetzung mit Acetophenon bzw. Dimethoxyacetophenon in
Methanol unter Zusatz von NaOH fiihrte zu den gewiinschten Verbindungen
(4bb. B-52). Die von Ducki et al.'?® beschriebenen hohen Ausbeuten bei der Synthese
von einfach substituierten Chalkonen konnten wir bei der Herstellung der
Anthrachinonderivate 76 (28 %) und 77 (14 %) allerdings nicht erzielen.

O OCH; H5C O OCH;
CHO
409 oo~ LT O

O OCHs O OCHs
29 76 R=34-(OCH;),
77 R=H

Abb. B-52:  Darstellung von 76 und 77.
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2 Derivate des 1,6,8-Trihydroxy-3-methylanthrachinons
(Frangula-Emodin)

2.1 Einleitung

Neben dem Chinizarin wihlten wir das 1,6,8-Trihydroxy-3-methylanthrachinon
(Frangulaemodin, 78) als Grundkorper zur Synthese von styrylsubstituierten
Anthrachinonderivaten. Als Emodine wurden frither alle laxierend wirkenden Derivate
des 1,8-Dihydroxyanthrachinons bezeichnet!3!. Entsprechend ihrer biologischen
Vorkommen werden heute 78 als Frangula- oder Rheum-Emodin und das
1,8-Dihydroxy-3-hydroxymethylanthrachinon 79 als Aloe-Emodin  bezeichnet

(Abb. B-53). Im folgenden wird das von uns verwendete 78 als Emodin bezeichnet.

HO O OH HO O OH
@) @)
78 79

Abb. B-53:  Frangula-/Rheum-Emodin (78) und Aloe-Emodin (79).

Aufgrund seiner vielfdltigen biologischen Aktivitdten stellte Emodin eine interessante
Grundstruktur fiir unsere Arbeiten dar. So hemmt Emodin bereits in niedrigen
mikromolaren Konzentrationen die Leukozyten-Tyrosinkinase p56ICk 14 Fredenhagen
konnte auch die Hemmung weiterer Proteintyrosinkinasen durch Emodin und
Emodinderivate feststellen'¢. Ferner wurden an der Methylgruppe substituierte Derivate
von Emodin und Emodinmethylethern von Koyama et al. als potente Hemmstoffe des
Wachstums von HL-60- und L1210-Leukédmiezellen beschrieben!32. In Analogie zu
unseren bislang aktivsten Chinizarinderivaten sollten phenylethenylsubstitutierte
Derivate des Emodintrimethylethers  hergestellt und zundchst auf ihre
wachstumshemmenden Eigenschaften an K562-Leukdmiezellen untersucht werden. Im
Unterschied zu den 2-substituierten Chinizarinderivaten sollte die Seitenkette nicht
durch Marschalk-Alkylierung®3, sondern durch Derivatisierung der im Emodinmolekiil
bereits vorhandenen Methylgruppe eingefiihrt werden (4bb. B-54).
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H;CO O OCH;

Abb. B-54: Emodin (78) und geplante styrylsubstituierte Derivate.

2.2 Synthese des Emodins

Neben der Isolierung von Emodin z. B. aus Rhabarberextrakt!3? ist auch eine
Vollsynthese des Anthrachinongeriistes moglich. Savard beschreibt die Synthese des
Emodinmonomethylethers Physcion (82) durch Diels-Alder-Reaktion von 3-Chlor-5-
hydroxy-7-methoxy-1,4-naphthochinon (80) mit 1-Methoxy-3-methyl-1-trimethyl-
silyloxy-1,3-butadien (81) (4bb. B-55)134. 80 konnten wir in einer vergleichbaren
Reaktion ausgehend von 2,6-Dichlorbenzochinon!3’ herstellen (Kap. B-3.2). Die
benétigte Dienkomponente 81 erhielten wir durch Silylierung von kommerziell
erhdltlichem Methyl-3,3-dimethylacrylat in hohen Ausbeuten (4bb. B-55).

o) HO O
o Cl (a)-(c) o]
i O § e
HzCO
o) o)
80 HO O OH
B O‘O
HzCO
82
HC O (d) HsC  OSi(CH3)s
HiC” " “OCH, > H,C” " 0CHs
81

Abb. B-55:  Darstellung von 82 (Physcion); (a) THF, RT; (b) 100 °C (Pyrolyse); (c)
THF, HCI, AT; (d) LDA, CISi(CHs)s, -78 bis 25 °C.
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2.3 Synthese von 3-[2-(E)-Phenylethenyl]-substituierten Emodinderivaten unter

Verwendung von Emodin als Ausgangssubstanz

Da die o. a. Synthese des Emodin-Grundgertistes relativ aufwendig und nicht in allen
Schritten gut reproduzierbar war, griffen wir zundchst auf kommerziell erhéltliches
Emodin (Reag. Ph. Eur., Merck) als Ausgangssubstanz zuriick.

Um Nebenreaktionen zu vermeiden, wurden die freien Hydroxygruppen durch
Umsetzung mit Dimethylsulfat in Anwesenheit von K,CO; in Aceton vollstindig
methyliert (4bb. B-56). 83 wurde anschliefend mit 1,3-Dibrom-5,5-dimethylhydantoin
(DBH) und Benzoylperoxid radikalisch bromiert. Die zugesetzte Menge DBH wiéhlten
wir dabei so, daB} iiberwiegend das Dibromid 84 als Reaktionsprodukt isoliert werden
konnte (4bb. B-56). Das geminale Dibromid 84 hydrolysierten wir anschlieend zum
Aldehyd 85 nach der Methode von Krohn®’, die sich bereits bei der Synthese des
Chinizarin-Aldehyds 29 als sehr gut geeignet erwiesen hatte (Kap. B.1.5.2). Dazu
behandelten wir 84 mit wiésseriger Silbernitratlosung unter Lichtausschlufl und erhielten
den Aldehyd 85 in Ausbeuten von 70-75 % (4bb. B-56). In der Literatur ist 85 als
Fallacinaldimethylether beschrieben!3¢. Die Herstellung erfolgte dabei ausgehend von
Parietin(Physcion, 82)-diacetat iiber das entsprechende Anthrachinon-3-carbonsiure-

chlorid. Der von uns genutzte Syntheseweg ist bisher nicht beschrieben.

HO O OH H;CO- O OCH;
O, — 909
—_—

HO CHj3 H,;CO CHj3
o) o)

78 83

HsCO- O OCHs HsCO- O OCHs
H CO/*\“‘CHBr H co/*m(mo

84 85

Abb. B-56: Synthese von 85; (a) DMS, K,COs, Aceton, AT, 24 h; (b) DBH, Bz,0,,
THF, AT; (c) THF, AgNOs;, H,O, Lichtausschluf3, AT, 24 h.
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Analog zur Vorgehensweise bei den Chinizarinderivaten setzten wir 85 in einer Horner-
Wadsworth-Emmons-Olefinierung mit substituierten Benzylphosphonaten um. Die
Umsetzung wurde in DMSO mit NaH als Base durchgefiihrt und lieferte die
Verbindungen 86 und 87 in Ausbeuten von 20-25 % (A4bb. B-57).

)

H;CO O OCH;, Rﬁz:j/\é_OEt HiCO O OCH;,
909
H,CO CHO

\j

o)
85 | R
86 | 3,5-(OCH;),
87 | 3,4-(OCH;),

Abb. B-57:  Darstellung von 86 und 87; NaH, DMSO, 50 bis 60 °C.
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3 Derivate des 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinons

3.1 Einleitung

Neben Chinizarin und Emodin stellte das 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon (88) im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine weitere interessante Ausgangssubstanz dar.

88 ist als Grundstruktur biologisch aktiver Substanzen bekannt, so z.B. der
Paecilochinone A-F, die als potente Hemmstoffe einiger Proteintyrosinkinasen (PTK)
beschrieben wurden!8:1°. Neben der PTK-Aktivitdt konnte auch das Wachstum von
Mausepidermis-Keratinozyten mit ICsp-Werten im mikromolaren Bereich gehemmt
werden. Ein Alkylsubstituent in Position 2 erwies sich dabei als essentiell fiir die
biologische Aktivitit der Paecilochinonone!®. In Anlehnung an diese Ergebnisse planten
wir, C-2-styrylsubstituierte Derivate von 88 herzustellen (46b. B-58).

HO O OH
A,
@)

88

Abb. B-58:  1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon (88) und geplante styrylsubstituierte

Derivate.

3.2 Synthese des 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinons

Da 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon kommerziell nicht erhiltlich ist, erforderte die
Synthese der geplanten Verbindungen zunichst den Aufbau des Tetrahydroxy-
substituierten Anthrachinongeriistes. In der Literatur sind dazu verschiedene
Synthesewege beschrieben!37-143. Am besten geeignet erschien uns zunichst die von
O’Malley et al. beschriebene Methode!'4?, die auf einer Diels-Alder-Reaktion von 2,6-
Dichlorbenzochinon mit 1,3-Bis[(trimethylsilyl)oxy]-1-methoxy-1,3-butadien (90)
beruht (4bb. B-59). Fiir die Umsetzung in THF bei Raumtemperatur mit anschlieender
Pyrolyse und Entfernung der Silylschutzgruppen wird eine 50 %ige Ausbeute an
1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon (88) beschrieben!40.
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HO O OH

O 0Si(CHs)s
RN )\/L (@)-()
+ HCOT 409
HO OH
0 o

H,C” > 0Si(CH;3)s

90 88

Abb. B-59: Darstellung von 88 nach O’Malley'4%; (a) THF, N,, -78 bis 25 °C; (b)
120 °C (Pyrolyse); (c) MeOH/HCI, AT.

Das Butadienderivat 90 sollte durch zweistufige Silylierung von Methylacetoacetat nach
Enolisierung hergestellt werden (A4bb. B-60). Ausgehend von Methylacetoacetat
konnten wir mit Hexamethyldisilazan!4*145 in Anwesenheit von Imidazol das
monosilylierte Derivat 89 als Rohprodukt erhalten. Die von Yamamoto'4® beschriebene
anschlieBende Silylierung der Estercarbonylgruppe mit Chlortrimethylsilan und
Lithiumdiisopropylamid (LDA) als Base in THF konnten wir in unseren Versuchen

nicht reproduzieren.

0O O (@ (HCiSIO O (b) (H3C)sSiO  OSi(CHa)s

—_—
MOCHe, H3CMOCH3 HoC? 7" 0CH;

89 90

Abb. B-60: Versuch der Synthese von 90; (a) THF, Hexamethyldisilazan, Imidazol,
AT; (b), THF, LDA, CISi(CHj3)3, -78 bis 25 °C.

Wir erhielten lediglich ein nicht zu identifizierendes heterogenes Gemisch. Die
Umsetzung dieses Rohprodukts mit Dichlorbenzochinon analog O’Malley'4? fiihrte zu
einem uneinheitlichen Produktgemisch, aus dem wir 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon
(88) nicht isolieren konnten. Aus Zeitgriinden wurde dieser Syntheseweg nicht weiter
verfolgt.

Als geeignete Edukte zur Darstellung von Anthrachinonderivaten sind Halogen-
Naphthochinone insbesondere von Brassard et al. eingehend untersucht
worden!34.137.147-154 * Durch  Diels-Alder-Reaktion der Naphthochinonderivate mit

verschiedenen Vinylketenacetalen konnten zahlreiche in der Natur vorkommende
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Anthrachinone synthetisiert werden. Die Addition von Vinylketenacetalen an
Naphthochinone verlduft dabei regioselektiv!34.137.147-156 - 4pp, B-61 stellt die Methode
am Beispiel der Synthese von 1,8-Dihydroxy-3-methylanthrachinon (Chrysophanol)

dar!4.

HO O ol OSi(CHs3)3 OH O OH
. froon .
H,CZ ~CHs CHs
) @)

Abb. B-61:  Synthese von Chrysophanol nach Savard'#.

Die bendtigten Naphthochinonderivate konnen durch analoge Reaktionen mit
Benzochinonen als Ausgangsmaterial hergestellt werden. So beschreiben Savard und
Brassard'® die Synthese von 2-Chlor-8-hydroxy-6-methoxy-1,4-naphthochinon (80)
durch  Umsetzung von  2,6-Dichlorbenzochinon!3>  mit  1,3-Dimethoxy-1-
trimethylsilyloxy-1,3-butadien (92) in einer Ausbeute von 93 % (A4bb. B-63). 92
konnten wir ausgehend von Methylacetoacetat in einer zweistufigen Synthese herstellen
(4bb. B-62). Methylierung von Methylacetoacetat mit Trimethylorthoformiat!34.157
lieferte uns 91 in hohen Ausbeuten (90 %). Durch Silylierung von 91 mit
Chlortrimethylsilan nach Enolisierung mit LDA!4 konnten wir das gewiinschte
Butadienderivat 92 in einer Ausbeute von 43 % erhalten. Dieser Silylierungsschritt war

allerdings nicht vollstdndig reproduzierbar.

29 (a) HCO O ()  HaCO  OSi(CHs)
HsC OCH, > HiC” X~""0OCH; > H,C? N7 "OCH;,
91 92

Abb. B-62:  Darstellung des Butadienderivates 92.

Durch Umsetzung von 92 mit 2,6-Dichlorbenzochinon!3> konnten wir das
Chlornaphthochinonderivat 80 in Ausbeuten von 40-50 % herstellen (A4bb. B-63).

Savard'® beschreibt deutlich bessere Ausbeuten bei einer Reaktionstemperatur von
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-30 °C. Im Rahmen dieser Arbeit verzichteten wir jedoch zunichst auf weitere Versuche
zu Optimierung der Synthese von 80.

H,C” "OCHs

Cl i Cl OSi(CHa)s P! Cl
(@)-(c)
o Poow, @0 Ay
HsCO
o) o)

92 80

Abb. B-63:  Synthese von 80; (a) THF, RT; (b) 100 °C (Pyrolyse); (c) THF, HCL, AT.

Grandmaison konnte durch Umsetzung von 2-Chlor-6,8-dimethoxynaphthochinon mit
1,1-Dimethoxy-3-trimethylsilyloxybutadien in hohen Ausbeuten 3-Hydroxy-1,6,8-
trimethoxyanthrachinon herstellen (4bb. B-64), das in der Folge zum Tetramethoxy-

derivat methyliert wurde 159,

cl
O proow — X
HsCO Hs;CO OH
o) o)

H,C” ~Si(OCH;)3

Abb. B-64: Darstellung  von  3-Hydroxy-1,6,8-trimethoxyanthrachinon ~ nach

Grandmaison'>0.

Iwao beschreibt die Reaktion von 92 mit einem Naphthochinon-2-sulfoxid, die ebenfalls
zu methylierten Derivaten von 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon fiihrt (4bb. B-65)142.
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H;CO O OH

HiCO o O OSi(CHs3)3 H,CO g‘g OCHj;

0

SeReEN G
+ — +
H;CO H,C” "OCHj;
O

HiCO O OCH;

* 409
H,CO OCHs

@)

Abb. B-65: Darstellung von methylierten Derivaten des 1,3,6,8-Tetrahydroxy-

anthrachinons nach /wao!42.

Wir setzten in einer vergleichbaren Reaktion 80 erneut mit dem Dien 92 um und
konnten dadurch 1,8-Dihydroxy-3,6-dimethoxyanthrachinon (93) in einer Ausbeute von
20 % erhalten (4bb. B-66). Diese Synthese ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.
Die direkte Synthese von 93 durch Umsetzung von 2,6-Dichlorbenzochinon mit einem
UberschuB 92 erscheint in Anlehnung an die Arbeit von Grandmaison'>® mdglich,

wurde aber an dieser Stelle nicht untersucht.

(@)-(c)
o plee e 20
H3CO H,C? OCH3 H3CO oC Hs
O @)
80 92 93

Abb. B-66:  Darstellung von 93; (a) THF, RT; (b) 100 °C (Pyrolyse); (c) THF, HCI,
AT.

Fir die Umsetzung von Halogen-Naphthochinonen zu Anthrachinonderivaten sind
neben den Vinylketenacetalen auch einfach substituierte Ketendialkylacetale als
geeignete Reagenzien beschrieben!37-148.158 Cameron et al. beschreiben beispielsweise
die Synthese von 1,3,6,8-Tetramethoxyanthrachinon aus 3-Brom-5,7-dimethoxy-
naphthochinon und Ketendimethylacetal!3”. Banville et al. nutzten das analoge
Diethylacetal zur Umsetzung von unterschiedlich substituierten Chlornaphthochinonen

zu Anthrachinonderivaten.!#8. Entsprechend der oben beschriebenen Reaktion mit
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Vinylketenacetalen gilt auch die Addition von Ketendimethyl- und -diethylacetal an
Chinonderivate als regioselektiv!37:148.159.160  Wir setzten 80 mit kommerziell
erhiltlichem Ketendiethylacetal um und konnten dadurch das in der Literatur bisher
nicht beschriebene 1,3-Diethoxy-8-hydroxy-6-methoxyanthrachinon (94) in Ausbeuten
bis zu 50 % erhalten (4bb. B-67).

HO O HO O OC,Hs
Cl OCoHs AT
LT o = e K
H3CO OC2H5 H3CO OC2H5
O O
80 94

Abb. B-67:  Darstellung von 94.

Im Gegensatz zu 93 weist 94 lediglich eine freie Hydroxygruppe in peri-Stellung zur
Carbonylfunktion auf. Dadurch sollte eine selektive Monoalkylierung nach Marschalk®?
moglich sein. Die Verwendung von 93 hingegen hitte die selektive Methylierung einer
der beiden Hydroxygruppen erfordert. Dieses sollte aber analog beschriebener

Methoden zur Monomethylierung von 1,8-Dihydroxyanthrachinon®6:88.161 moglich sein.

3.3  Versuche zur Etherspaltung an 94

Um die tatsdchliche Konstitution der synthetisierten Tetrahydroxyanthrachinonderivate
zu Uberpriifen, war die Spaltung der Ethyl- und Methylether von 94 erforderlich (s. Kap.
B-3.4). Wir untersuchten zu diesem Zweck verschiedene Methoden der Etherspaltung
(4bb. B-68). Die Umsetzung mit Bortribromid!?® in CH,Cl, fiihrte nicht zum Erfolg.
Nach einer Reaktionszeit von 24 h konnte nur das Edukt 94 isoliert werden. Bei
Behandlung von 94 mit HBr in Eisessig!%® konnten wir bereits nach 20 min vollstdndige
Umsetzung des Eduktes feststellen und als Produkt 3-Ethoxy-1,8-dihydroxy-6-
methoxyanthrachinon (95) in hoher Ausbeute (87 %) isolieren. Die vollstindige
Spaltung der Ether in 94 zur Herstellung von 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon (88)
erforderte eine Reaktionszeit von 24 h. Alternativ erhielten wir 88 aus der Schmelze von
94 mit einer Mischung aus AICl; und NaCl'3° (4bb. B-68).
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BBr3, CH,Cl, I HO O OH
1
oo 200
HO O OC5Hsg AT. 20 min HSCO 0 OCyHsg
90e .
HsCO OC2Hs
HBr, HOA
0 HBr, HOAc HO O OH
94 AT, 24 h
AICl3/NaCl O‘O
—_— HO OH
Schmelze 9]
88

Abb. B-68: Versuche zur Etherspaltung an 94.

34 Konstitution der synthetisierten Tetrahydroxyanthrachinon-Derivate

Die Addition von Ketenacetalen an halogenierte Chinone verlduft nach Literatur-
angaben regiospezifisch!34:137.147-154.159.160 - Demzufolge war als Produkt des von uns
genutzten Syntheseweges ausschlieflich die Verbindung 94 mit 1,3,6,8-Tetraoxy-
Substitution zu erwarten. Um dieses Substitutionsmuster zu verifizieren, wurde das
Tetrahydroxyanthrachinon 88 durch Etherspaltung aus 94 hergestellt (Kap. B-3.3). 88
sollte spektroskopisch mit dem theoretisch denkbaren Konstitutionsisomer 1,3,5,7-
Tetrahydroxyanthrachinon (96) verglichen werden. 96 konnten wir durch Kondensation
aus 3,5-Dihydroxybenzoesdure herstellen (4bb. B-69)32.

0 OH O OH
O S0
+ HO oH 130°C OH
OH 0 OH O
96

Abb. B-69:  Darstellung von 96 aus 3,5-Dihydroxybenzoesaure.

96 weist zwei chemisch &dquivalente Carbonylgruppen auf, die jeweils mit einer
benachbarten OH-Gruppe Wasserstoffbriickenbindungen eingehen (A4bb. B-70).

Demgegeniiber sind die Carbonylfunktionen von 88 nicht dquivalent. Wihrend eine
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Carbonylfunktion von zwei benachbarten OH-Gruppen chelatisiert wird, liegt die
andere in freier Form vor (4bb. B-70). Diese Unterschiede in der Charakteristik der
Carbonylgruppen lassen eine Differenzierung von 88 und 96 durch spektroskopische
Untersuchungen zu. Die Verbindungen konnten nicht iiber ihren Schmelzpunkt
unterschieden werden. In Ubereinstimmung mit Literaturangaben?2.140 schmelzen weder
88 noch 96 unterhalb von 350 °C.

H H H

/ N/ N\ J 0N\
0O 0 O o 0
O, oy
HO OH OH
o) o 0O
88 H 96

Abb. B-70:  1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon (88) und 1,3,5,7-Tetrahydroxy-
anthrachinon (96).

Das IR-Spektrum von 96 zeigte einen Peak bei einer Wellenzahl von 1615 cm™, der
einer chelatisierten Carbonylfunktion entspricht. Bei 88 trat zusidtzlich zum Peak bei
1615 cm™ ein weiteres Signal bei 1673 cm™ fiir eine nicht chelatisierte Carbonylgruppe
auf. Die *C-NMR-Spektren verdeutlichten diese Beobachtung (4bb. B-71). Wihrend
im Spektrum von 96 ein gemeinsames Signal flir die 4quivalenten Carbonyl-
kohlenstoffatome C-9 und C-10 auftrat (184.88 ppm), waren bei 88 zwei Carbonyl-
Signale bei unterschiedlichen chemischen Verschiebungen (188.55ppm und
181.26 ppm) zu beobachten. Damit konnten wir zeigen, dal der von uns genutzte
Syntheseweg (Kap. B-3.2) regioselektiv zu Derivaten des 1,3,6,8-Tetrahydroxy-

anthrachinons fiihrt.
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Abb. B-71:  “C-NMR-Spektren der Konstitutionsisomere 88 und 96 (DMSO-dj).
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3.5 Einfithrung von Substituenten in ortho-Stellung zur freien Hydroxygruppe

Als Anthrachinon mit peri-stindiger Hydroxygruppe konnte 94 nach Marschalk®’
selektiv in ortho-Position zur Hydroxygruppe alkyliert werden (vgl. Kap. B-1.2.1). Wir
setzten 94 dazu mit Formaldehyd bei 90 °C um und isolierten das Methylderivat 97 in
guter Ausbeute (68 %) (4bb. B-72). Methylierung der freien Hydroxygruppe von 97 mit
Dimethylsulfat fiihrte zur Verbindung 98. Die Methylgruppe in 98 konnte anschlieBend
mit 1,3-Dibrom-5,5-dimethylhydantoin in Anwesenheit von Benzoylperoxid zum
Brommethylderivat 99 bromiert werden (4bb. B-72).

HsCoO O OH HsCoO O OH
O‘O O‘O
H5C,0 OCHs H C,0 OCHs
94 97
HsC,O O OCH; HsC20 O OCH;
H
O‘O - IO
H5CZO OCH, H5020 OCHs
o)
98 99

Abb. B-72:  Darstellung von 97, 98 und 99; (a) NaOH, Na,S,0,4, CH,0, 90 °C; (b)
DMS, K,COs, Aceton , AT; (c) CCly, DBH, Bz,0,, AT.

Aufgrund des aufwendigen Syntheseweges konnten wir die Arbeiten im zeitlichen
Rahmen dieser Dissertation nicht mehr abschlieBen. Sie sind Gegenstand laufender

Untersuchungen.
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C Biochemischer Teil

1 Priifung auf antiproliferative Aktivitit an K562-Leukimiezellen

1.1  Einfiihrung

Eine Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, die hergestellten Verbindungen
auf ihre biologischen und chemischen Eigenschaften zu untersuchen. Im Vordergrund
stand die Priifung auf wachstumshemmende Eigenschaften gegeniiber Tumorzellen.

Fiir diese Untersuchungen nutzten wir zunédchst die humane Leukédmiezellinie K562, die
uns aufgrund verschiedener Eigenschaften als ein geeignetes Testmodell zur Priifung
unserer Verbindungen erschien. Die K562-Zellen wurden 1970 aus dem Pleuraergufl
einer 53jdhrigen Frau mit chronisch myeloischer Leukdmie (CML) im terminalen
Myeloblastenschub gewonnen und kultiviert!62. Die in Suspension wachsenden Zellen
(Abb. C-1) sind in den nachfolgenden Jahren intensiv auf ihre Eigenschaften und ihren

zytogenetischen Ursprung hin untersucht worden163-169,

Abb. C-1:  K562-Zellen, phasenkontrastmikroskopische Aufnahme.

Bei der K562-Zellinie handelt es sich weder um B- noch um T-Lymphozyten!®3, sie

produzieren keine Immunglobuline und besitzen keine Komplement-Rezeptoren!62.164,
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Die Zellen zeigen erythroide Eigenschaften (Lit.!®8 und dort zitierte Literatur).
Andersson et al. haben auf der Oberfliche von K562-Zellen eine starke Expression von
Glycophorin A festgestellt, das als spezifischer Marker fiir Zellen aus der erythroiden
Linie gilt'®8. Als weiterer Beleg fiir die erythroiden Eigenschaften der K562-Zellinie gilt
die Tatsache, dal die Zellen z. B. durch Na-Butyrat zur Differenzierung angeregt
werden konnen und daf3 die ausdifferenzierenden Zellen Himoglobin produzieren und
akkumulieren!70. Diese Induzierbarkeit der Differenzierung hat die Zellen zu einem
attraktiven Untersuchungsobjekt in mehreren tausend Arbeiten gemacht.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Verbindungen weisen eine
Anthrachinonstruktur auf. Somit konnte ein enzymabhédngiger Redoxzyklus im
Zusammenhang mit der biologischen Aktivitit der Substanzen stehen. K562-Zellen
besitzen die NADPH-Cytochrom-c(Cytochrom P450)-Reduktase als eines der
wichtigsten Enzyme zur Einelektronen-Reduktion von Chinonen!7!1172 sowie die
NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase (DT-Diaphorase), die die Zweielektronen-Reduktion
von Chinonen zu Hydrochinonen katalysiert. Die DT-Diaphorase kann Zellen vor den
toxischen Effekten von Chinonen schiitzen, wird aber vor allem auch mit der reduktiven
Bioaktivierung verschiedener Zytostatika mit Chinonstruktur in Verbindung
gebracht3%.173-176_ Die Aktivitdt der NADPH-Cytochrom-c-Reduktase ihrerseits wird mit
der Aktivierung beispielsweise von zytotoxischen Indolchinonen!”” korreliert und ist
offenbar an der Entstehung von DNA-Strangbriichen unter Einwirkung von Chinonen
beteiligt!’2. In dieser besonderen Enzymausstattung der K562-Zellen lag somit ein
weiterer Grund, diese Zellinie als initiales Testsystem zur Priifung unserer
Verbindungen auszuwihlen.

Als weiteres Charakteristikum besitzen die K562-Zellen das Philadelphia-Chromosom
(Ph"), das auch nach Kultivierung iiber mehrere Jahre noch in den Zellen nachweisbar
ist!62. Das Philadelphia-Chromosom ist als zytogenetischer Defekt bei mehr als 90 %
der CML-Patienten in allen myeloischen Zellen nachweisbar und stellt damit einen
wichtigen Marker zur Diagnose der CML dar!78. Es resultiert aus einer Translokation
zwischen Chromosom 9 und Chromosom 22 und ist Tridger des chiméren bcr-abl-Gens,
das fiir ein Protein mit erhdhter Tyrosinkinaseaktivitit (BCR-ABL-Tyrosinkinase)
kodiert. Die neoplastische Transformation zahlreicher menschlicher Tumore wird mit
aktivierten Onkogenen in Verbindung gebracht wird. Fiir die humane CML diskutiert
man eine Aktivierung des abl-Onkogens!”. In K562-Zellen findet man ein strukturell

verindertes c-abl Protein (p210°*

), das hohe Protein-Tyrosinkinase-Aktivitdt aufweist.
Tyrosinkinase-Hemmstoffe wie Herbimycin, Genistein und Erbstatin fiihren bei K562-
Zellen zur Differenzierung, die mit einer Benzidin-Farbung nachgewiesen werden

kann!80:181  Honma et al. zeigen damit, dal die Hemmung der abl-Tyrosinkinase
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moglicherweise eng mit der Induktion erythroider Differenzierung von K562-Zellen
verknilipft ist und Tyrosinkinasehemmer daher als Chemotherapeutika bei einigen
multiresistenten Leukdmieformen in Frage kommen konnten!8!. Derartige
Tyrosinkinaseinhibitoren konnten neben einer Verminderung der Zellproliferation auch
eine Apoptose-Induktion als Wirkprinzip haben, da gezeigt werden konnte, dal3 abl-

Tyrosinkinase-Aktivitdt mit der Hemmung von Apoptose verbunden ist!82,

1.2 Testsystem
Die K562-Zellen werden in RPMI 1640-Medium, supplementiert mit 10 % FCS und

1 % Penicillin-Streptomycin-Losung, bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C und
einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. Etwa alle 48—-72 h wird eine Subkultivierung
vorgenommen. Zur Priifung auf antiproliferative Aktivitdit werden die Zellen nach
Einstellung einer definierten Zelldichte mit den Testsubstanzen fiir die Dauer von 48 h
inkubiert. Verwendet werden Stammlosungen der Verbindungen in einem Gemisch aus
DMSO und Methanol (1:1). Zur Uberpriifung des Zellwachstums sowie zum Ausschluf3
eines Losungsmitteleffektes werden Kontrollkavititen ausschlieBlich mit der
Zellsuspension bzw. mit Zellsuspension und Losungsmittel versetzt. Die im
Endbehiltnis resultierenden DMSO- und Methanolkonzentrationen von jeweils 0.5 %
erwiesen sich dabei als nicht zelltoxisch und blieben ohne FEinfluB auf die
Zellproliferation. In bezug auf DMSO wird diese Beobachtung durch Literaturangaben
bestétigt!®3. Nach einer Inkubationszeit von 48 h werden die Zellen unter dem

Phasenkontrastmikroskop mit Hilfe eines Himocytometers ausgezahlt.

1.3 Bestimmung der I1Cso-Werte

Der ICso-Wert stellt in unserem Fall die Substanzkonzentration dar, bei der die
Zelldichte nach beendeter Inkubationszeit (48 h) um 50 % gegeniiber der Kontrolle
reduziert ist. Zur Bestimmung der ICsp-Werte werden die K562-Zellen in einer
Verdiinnungsreithe mit sechs verschiedenen Konzentrationen der Verbindungen
inkubiert. Nach beendeter Inkubationszeit wird der prozentuale Anteil der vorhandenen
Zellen, bezogen auf die Zellzahl in den Kontrollkavititen, gegen die Konzentration der
Testverbindung halblogarithmisch aufgetragen. Der 1Cso-Wert wird graphisch ermittelt
(4bb. C-2).
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Abb. C-2: Bestimmung des 1Cso-Wertes von 42.

1.4  Antiproliferative Aktivitit der phenylethenylsubstituierten Chinizarin-
derivate

Die phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivate wurden wie beschrieben auf ihre
antiproliferative Aktivitdt untersucht. Als Referenzsubstanzen wurden neben den
pharmazeutisch bedeutsamen Zytostatika Doxorubicin und Mitoxantron auch die
literaturbekannten Anthrachinone Damnacanthal und Emodin (vgl. Kap. A-1.2.1)
herangezogen (4bb. C-3).
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Abb. C-3:  Referenzsubstanzen fiir die Priifung auf antiproliferative Aktivitit.

Die Ergebnisse sind in Tab. C-1 dargestellt. Die ICsp-Werte resultieren aus mindestens
zwei und bei den aktivsten Verbindungen aus mindestens drei Bestimmungen.

Unter den styrylsubstituierten Chinizarinderivaten befinden sich einige sehr aktive
Substanzen mit ICso-Werten < 1 uM, wihrend andere nahezu unwirksam sind. Fast alle
getesteten Substanzen weisen im Anthrachinonteil 1,4-Dimethoxy-Substitution auf und
unterscheiden sich lediglich im Substitutionsmuster der Styrylseitenkette. Die
wirksamsten Verbindungen mit ICsp-Werten < 1 uM sind am Styrylrest OH- und/oder
OCHs;-substitutiert (41, 42, 54-56). Lediglich 53, die MOM-geschiitzte Vorstufe von 54,
weist eine etwas andere Substitution auf. Auch die am Styrylrest unsubstituierte
Substanz 38 sowie die wiederum methoxysubstituierten Derivate 24, 39, und 40 sind
mit ICsp-Werten von 1.2 bis 2.3 uM noch gut antiproliferativ wirksam. Andere
Substituenten am Styrylrest bedingen eine teilweise drastisch verminderte Wirksamkeit.
So sind die chlorsubstituierten Verbindungen 25 und 43 mit ICs)-Werten von 6.3 bzw.
14.7 uM noch méBig aktiv, wihrend die Verbindungen 26-28, deren Styrylrest in 4-
Position CN-, COOCH3- bzw. NO,- substituiert ist, als unwirksam betrachtet werden

miissen.
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Tab. C-1: ICso-Werte der phenylethenylsubstituierten Chinizarinderivate (K562-
Zellen).

Verbindung R R’ R’ R* R’ ICso (M)
24 CH; H OCH; OCH; OCH; 1.9
25 CH; H Cl H Cl 14.7
26 CH; H H COOCH; H > 70
27 CH; H H NO; H > 172
28 CH; H H CN H > 76
38 CH; H H H H 2.2
39 CH; H H OCH; H 2.3184
40 CH; H OCH; H OCH; 1.2184
41 CH; H OCH; OCH; H 0.7
42 CH; OCH; H H OCH; 0.5
43 CH; H H Cl H 6.3
47 H/CHj; H H OCH; H 17.6
48 H H H OCH; H > 80
49 H H OH H OH 9.6184
53 CH; H OMOM OMOM H 0.9
54 CH; H OH OH H 0.4
55 CH; H H OH H 0.3
56 CH; H OH OCH; H 0.7
Emodin 25.9184
Damnacanthal 28.0184
Mitoxantron 0.004

Doxorubicin 0.01184
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Etherspaltungen im Anthrachinonteil von 39 fithren zu verminderter Wirksamkeit bei
47 (ICso=17.6 uM) und volligem Wirkverlust bei 48 (ICso > 80 uM), wobei dies auch
mit einer deutlich verminderten Loslichkeit der Verbindungen einhergeht. Diese
schlechte Wirksamkeit der Hydroxyderivate bestitigt die Ergebnisse mit
entsprechenden phenylmethylsubstituierten Chinizarinderivaten (Kap. C-1.5). Bei der
Verbindung 49 (ICsp = 9.6 uM) wird der negative Effekt der 1,4-Dihydroxysubstiution
im Anthrachinonteil auf die antiproliferative Aktivitdit offenbar durch die
Hydroxygruppen am Styrylrest teilweise kompensiert.

Die aktivsten Chinizarinderivate erreichen zwar nicht die wachstumshemmende
Wirkung der Zytostatika Mitoxantron (ICso=0.004 uM) wund Doxorubicin
(ICs0=0.01 uM) gegeniiber K562-Zellen, sie sind aber deutlich wirksamer als die
ebenfalls zum Vergleich herangezogenen literaturbekannten chinoiden Tyrosinkinase-
hemmstoffe Emodin und Damnacanthal. Fiir diese Substanzen ermittelten wir
gegeniiber K562-Zellen 1Csp-Werte von 259 uM  (Emodin) bzw. 28.0 uM

(Damnacanthal).
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1.5  Antiproliferative Aktivitit der o-phenylalkylsubstituierten Chinizarin-
derivate

Zur Herausarbeitung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersuchten wir auch die
o-phenylalkylsubstituierten =~ Chinizarinderivate auf ihre wachstumshemmenden
Eigenschaften. Die ICso-Werte sind in Tab. C-2 dargestellt.

Tab. C-2: ICso-Werte der phenylalkylsubstituierten Chinizarinderivate (K562-

Zellen.
o OR' R
[CH2]n R®
1 5 R4
O OR R
Verbindung n R R’ R? R* R’ ICso (M)
57a 1 H H H H H >91
57b 1 CH; H H H H 6.8
58b 1 CH; H OCH; H OCH; 2.4
59a 1 H H OCH; OCH; H > 77
59b 1 CH; H OCH; OCH; H 6.6
60a 1 H OCHj H H OCH; > 77
60b 1 CH;  OCH; H H OCH; 1.1
67b 3 CH; H OCH; OCH; H 10.6
68b 4  CH; H OCH; OCH; H 11.8
69b 4  CH; H H H H > 75
70 2 CH; H OCH; H OCH; 7.2
71 2 CH; OCH; H H OCH; 2.6
OCHj

O OCH; O
e e
OCHs

O OCH;s;
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Als Voraussetzung fiir eine antiproliferative Wirksamkeit der gepriiften Verbindungen
erweist sich eine Dimethoxysubstitution im Anthrachinonteil. Dies zeigt sich in der
Unwirksamkeit von 57a, 59a und 60a mit freien Hydroxygruppen. Diese Substanzen
zeichnen sich zudem durch eine schlechte Loslichkeit im Losungsmittelgemisch
(DMSO/MeOH) und im verwendeten Ndhrmedium aus. Die korrespondierenden 1,4-
Dimethoxyderivate 57b, 59b und 60b sowie 58b sind mit ICsp-Werten von 1.1 uM bis
6.8 uM relativ gut wirksam. Sie erreichen aber nicht die Wirksamkeit der
korrespondierenden Styrylderivate, sondern sind um den Faktor 2-9 weniger aktiv. Die
durch katalytische Hydrierung der entsprechenden Styrylderivate hergestellten
Phenylethylderivate 70 und 71 zeigen mit ICsp-Werten von 7.2 und 2.6 uM eine
moderate Aktivitit. Die 1Cso-Werte sind etwa um den Faktor 5 groBer als bei den
styrylsubstituierten Ausgangssubstanzen (Kap. C-1.4). Das als Synthesenebenprodukt
erhaltene Tetrahydroanthrachinon 72 ist mit einem ICso-Wert von 1.5 uM etwas besser
wirksam als 71. Bei weiterer Verldngerung der Alkylkette zwischen Anthrachinonkern
und dem aromatischen Ring des Substituenten nimmt die antiproliferative Wirksamkeit
weiter ab (67b-69b).

1.6  Antiproliferative Aktivitit weiterer Chinizarinderivate

Fiir weitere Struktur-Wirkungs-Beziehungen in der Chinizarin-Reihe haben wir neben
styryl- und phenylalkylsubstituierten Derivaten weitere Strukturen synthetisiert und
diese Verbindungen ebenfalls auf ihre antiproliferative Wirksamkeit gegeniiber K562-

Zellen untersucht.

1.6.1 Chinizarin-Derivate mit Chalkon-Partialstruktur

In Anlehnung an antiproliferativ wirksame einfach substituierte Chalkonderivate!28.129
wurden die Chinizarinderivate 76 und 77 mit einer Chalkonpartialstruktur synthetisiert
(Kap. B-1.11). Diese zeigen gegeniiber K562-Zellen eine &hnliche wachstums-
hemmende Aktivitit wie die korrespondierenden styrylsubstituierten Derivate. 77 ist
mit einem ICsp-Wert von 1.7 uM geringfiigig besser wirksam als das analoge
Styrylderivat 38 (ICso =2.2. uM), wihrend 76 (ICso = 1.6 uM) etwa um den Faktor 2
schlechter wirksam ist als 41 (ICsp = 0.7 uM) (Tab. C-3).
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Tab. C-3: 1Cso-Werte von 76 und 77 (K562-Zellen).

O OCH; O »
N
QT XL,
O OCH;

Verbindung R R’ ICs) (uM)

76 OCHs; OCH; 1.6
77 H H 1.7

1.6.2 1,4,9,10-Tetramethoxyanthracen-Derivate

Die Anthracenderivate 73 und 75 wurden synthetisiert, um die Bedeutung der
Chinonstruktur in Hinblick auf die Aktivitit der Verbindungen iiberpriifen zu konnen.
Sie erweisen sich im Zelltest als deutlich weniger aktiv als die entsprechenden
Anthrachinonderivate. Wahrend das Phenylmethylanthrachinon 59b mit einem ICso-
Wert von 6.6 uM relativ gut wirksam ist, zeigt das analoge Anthracenderivat 73 kaum
wachstumshemmende Aktivitit (ICso =41 puM). Auch 75 ist mit einem ICso-Wert von
5.1 uM etwa um den Faktor 7 schlechter wirksam als das entsprechende Anthrachinon
41 (0.7 uM) (Tab. C-4).

Tab. C-4: ICso-Werte von 73 und 75 (K562-Zellen).

Verbindung ICso (uM)
H3CO OCHj;
OCHjs
s QU
OCHjs
H3CO OCHj3

75

H;CO OCH;
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1.6.3 1,4-Dimethoxyanthrachinon und 2,5,3',4'-Tetramethoxystilben

Die Verbindungen 44 und 15 konnen als Partialstrukturen der gut antiproliferativ
wirksamen Verbindung 41 angesehen werden. Mit ICsp-Werten von 40.2 uM bzw
> 110 uM erweisen sich beide Partialstrukturen als unwirksam (7ab. C-5).

Tab. C-5: 1Cso-Werte von 15 und 44 (K562-Zellen).

Verbindung ICso (uM)

OCH3 O OCH3
44 O X OCHs 40.2

OCHs

O OCH;s

15 >110

O OCH;,

1.6.4 Andere Chinizarinderivate

Im Rahmen der Struktur-Wirkungs-Studien wurden zwei weitere Chinizarinderivate
synthetisiert und auf ihre wachstumshemmende Eigenschaft untersucht (46b. C-4). 45
weist keinen aromatischen Substituenten in der Seitenkette auf und zeigt deutlich
reduzierte antiproliferative Aktivitdt (ICso > 27 uM). Der Anthrachinon-Carbaldehyd 30
stellt ein Konstitutionsisomer von Damnacanthal dar, das als Vergleichssubstanz fiir die
biochemischen Untersuchungen verwendet wurde (s. Kap. C-1.4). 30 ist in unserem

Testsystem nahezu inaktiv, wobei es zudem sehr schlechte Loslichkeit zeigt.
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O OCH; O O OH
O~ o™
O OCHs; O OCH3;
45 30
> 27 UM > 35 uM

Abb. C-4: 1Cso-Werte von 45 und 30 (K562-Zellen).

1.7  Antiproliferative Aktivitit phenylethenylsubstituierter Derivate weiterer
Anthrachinone

Um den EinfluB des Substitutionsmusters am Anthrachinonkern auf die biologische
Aktivitdit zu priifen, wurden neben den Chinizarinderivaten auch einige
styrylsubstituierte Derivate weiterer Anthrachinone (4bb. C-5) untersucht. Wir
synthetisierten zu diesem Zweck zwei Derivate des 1,6,8-Trihydroxy-3-
methylanthrachinon (Frangula-Emodin, 78) und priiften auerdem Derivate von 1,8-
Dihydroxyanthrachinon ~ (Chrysazin,  100) und  1,3-Dihydroxyanthrachinon

(Xanthopurpurin, 101) aus den Arbeiten von Prinz® auf ihre wachstumshemmenden

Eigenschaften.
OH O OH OH O OH O OH
o) o) @)
78 100 101

Abb. C-5: (Frangula-)Emodin (78), Chrysazin (100) und Xanthopurpurin (101) als
weitere Grundstrukturen.

In Analogie zu den wirksamen Chinizarinderivaten wurden lediglich vollstindig
methylierte Derivate fiir die Untersuchungen ausgewihlt. Sowohl die Emodinderivate
86 und 87 als auch die untersuchten Chrysazin- und Xanthopurpurinderivate sind in
unserem Testsystem inaktiv (7ab. C-6).
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Tab. C-6: ICso-Werte weiterer phenylethenylsubstituierter Anthrachinonderivate
(K562-Zellen).

HiCO O OCH;

Verbindung R' R? R ICs (uM)

86 OCH; H OCH; > 65
87 OCH; OCH; H > 65

H3CO O OCH; O
SOChAe

0

Verbindung R' R’ R ICs (uM)

1028 H OCHz3 H >175
1038 OCH; OCHs3 H >70
1048 OCH3 H OCH3 >70

R1

R2
Verbindung R' R’ ICsp (uM)
10589 OCH; H > 75

106%° OCH; OCH; >70
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1.8 Diskussion

Die synthetisierten Chinizarinderivate sind mit ICsp-Werten von bis zu 0.3 uM teilweise
sehr gut antiproliferativ wirksam gegeniiber K562-Leukdmiezellen. Dabei wird eine
hohe Strukturabhiangigkeit der Aktivitdt deutlich. Die am besten wirksamen Substanzen
mit ICso-Werten im niedrigen mikromolaren bzw. submikromolaren Bereich finden sich
bei den Chinizarinderivaten mit Phenylethenylsubstitution (7ab. C-1). Innerhalb dieser
Gruppe erweist sich eine 1,4-Dimethoxysubstitution am Anthrachinonteil des Molekiils
als essentiell fiir eine gute wachstumshemmende Wirkung, wie die verminderte
Aktivitit von 47 und 48 zeigt. Des weiteren hidngt das Ausmall der
Wachstumshemmung deutlich von der Substitution des Styrylrestes ab. Wéhrend
Hydroxy- und/oder Methoxysubstituenten zu den wirksamsten Verbindungen fiihren
(u.a. 41, 42, 54-56), sind beispielsweise CN-, COOCH;- und NO,- substituierte
Derivate (26-28) nahezu inaktiv. Dies konnte evtl. auf die elektronischen Effekte der
Substituenten zuriickzufiihren sein. Hydroxy- und Methoxygruppen, die den Aromaten
durch ihren positiven mesomeren Effekt (+M) elektronisch aktivieren, fiihren zu
wirksamen Verbindungen, wéhrend desaktivierende Substituenten mit negativem
induktiven und mesomeren Effekt (-I, -M) (NO,, COOCH;, CN) zu inaktiven
Verbindungen fiihren. Es ist denkbar, dal3 diese Substituenten iiber das konjugierte
Doppelbindungssystem EinfluB auf die elektrochemischen Eigenschaften der
Chinonstruktur nehmen. Deren Redoxeigenschaften konnten z. B. durch Stabilisierung
oder Destabilisierung des Semichinonradikals, das durch Einelektronen-Reduktion aus
dem Anthrachinon entstchen kann, modifiziert werden. Zudem diirften die
unterschiedlichen elektronischen Effekte der Substituenten zu einer verdnderten
Elektronendichteverteilung liber das Gesamtmolekiil fiihren, die fiir die Interaktion der
Verbindungen mit zelluldren Targets entscheidend sein konnte.

Die antiproliferative Wirkung der Verbindungen ist des weiteren an die Hybridstruktur
aus Anthrachinon und Stilben gebunden. Wéhrend 41 mit einem ICsp-Wert von 0.7 uM
zu den aktivsten Verbindungen gehort, sind sowohl 2,5,3" 4'-Tetramethoxystilben (44)
als auch 1,4-Dimethoxyanthrachinon (15) als Partialstrukturen von 41 kaum wirksam
(ICs0 =40.2 bzw. > 110 uM) (4bb. C-6).
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73

O OCH;
O OCH;
15
>110 uM 0.7 uM
Abb. C-6:

Die Bedeutung der Chinonstruktur fiir die antiproliferative Wirksamkeit wird dadurch

unterstrichen,

40.2 uM

I1Cso-Werte von 41 und den Partialstrukturen 15 und 44.

da die reduktive Methylierung von 41 zum entsprechenden

Methoxyanthracenderivat zu einer verminderten antiproliferativen Aktivitdt fiihrt.

Ahnliches ist nach der reduktiven Methylierung des Phenylmethylderivates 59b zu 73

zu beobachten. Der ICso-Wert ist fiir die Anthracenderivate etwa um den Faktor 6-7

grofler als fiir das jeweils entsprechende Anthrachinonderivat (4bb. C-7).

O OCHs O OCH;
SO
O OCH; H;CO OCHS3;
41 75
0.7 uM 5.1 uM
O OCH; H3;CO OCH;
OO0 = Qo0
OCH;
O OCH; H3CO OCH;
59b 73
6.6 uM 41 uM
Abb. C-7: Verianderung der ICsp-Werte duch reduktive

Verbindungen 41 und 59b.

OCH;

OCH;

Methylierung der
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Ersetzt man den Styrylsubstituenten der wirksamen Verbindungen durch
Phenylalkylreste mit geséttigter Alkylkette, so resultieren Verbindungen mit
verminderter  antiproliferativer ~ Aktivitit. Die 1,4-Dimethoxy-2-phenylmethyl-
anthrachinone 58b, 59b, 60b und 57b weisen dabei mit ICso-Werten von 1.1-6.8 uM
noch relativ gute Aktivitit gegeniiber K562-Zellen auf. Sie erreichen aber nicht die
Hemmwirkung der analogen Styrylderivate, sondern sind um den Faktor 2-9 schlechter
wirksam. Die durch katalytische Hydrierung der Styrylderivate 40 und 42 erhaltenen
Phenylethylanaloga 70 und 71 sind ebenfalls etwa um den Faktor 5 schlechter wirksam
als die styrylsubstituierten Ausgangsverbindungen. Sie sind dabei auch weniger aktiv
als die analogen Phenylmethylderivate 58b und 60b. Durch weitere Verldngerung der
Alkylkette zwischen dem Anthrachinongeriist und dem aromatischen Substituenten auf
drei bzw. vier Methylengruppen nimmt die antiproliferative Wirksamkeit weiter ab
(Tab. C-2). Die Styrylderivate weisen ein durchgehend konjugiertes Doppelbindungs-
system auf, das eine wenig flexible Molekiilstruktur erwarten 14Bt. Die durchgehend
sp’-hybridisierten C-Atome lassen zudem eine nahezu planare Struktur erwarten,
wihrend die gesittigte Alkylkette der Phenylalkylderivate zu einer erhdhten
konformativen Beweglichkeit fiihrt. Die folgenden Abbildungen verdeutlichen dies am
Beispiel der styrylsubstituierten Verbindung 41 (A4bb. C-8) und des Phenylmethyl-
derivates 59b (4bb. C-9). 41 erscheint in einer energieminimierten Raumstruktur
nahezu planar. Lediglich die Methoxysubstituenten am Anthrachinonteil ragen deutlich
aus der Molekiilebene heraus. Im Gegensatz dazu wird der Substituent an 59b deutlich
aus der Ebene herausgedreht. Eine Planaritit iiber das gesamte Molekiil ist in der
energieminimierten Konformation nicht mehr gegeben. Phenylalkylderivate mit
verlingerten Alkylketten ergeben ein dhnliches Bild, wobei die rdumliche Flexibilitdt
der Molekiile mit groBerer Kettenlinge weiter zunimmt. Inwieweit diese
Strukturmerkmale tatsdchlich mit den jeweiligen biologischen Aktivititen
zusammenhdngen, kann hier nicht abschlieBend gekldrt werden. Die Abnahme der
antiproliferativen Wirksamkeit von phenylalkylsubstituierten Chinizarinderivaten mit
zunehmender Kettenldnge konnte auch mit einer erhohten Lipophilie der Verbindungen

einhergehen.
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O OCH; O OCHs
Ly 7 o

O OCH;
41

Abb. C-8:  Energieminimierte Raumstruktur von 41 (Chem3D Ultra 6.0).

O OCHs

Abb. C-9:  Energieminimierte Raumstruktur von 59b (Chem3D Ultra 6.0).
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Die Phenylmethylderivate 57a, 59a und 60a mit 1,4-Dihydroxysubstitution im
Anthrachinonkern sind nahezu unwirksam (7ab. C-2). Eine Dimethoxysubstitution des
Anthrachinongeriistes  erweist sich somit als essentiell fliir eine gute
Wachstumshemmung an K562-Zellen, wiahrend Etherspaltungen zu inaktiven
Verbindungen fiihren. Der ICsp-Wert von 1.5 uM fiir die am Anthrachinonsystem
hydrierte Verbindung 72 1aBt vermuten, dafl evtl. auch eine Naphthochinonstruktur
Aktivitdt zeigen konnte. Austausch des Styrylsubstituenten an den Verbindungen 38
bzw. 41 durch eine Chalkonpartialstruktur fithrt zu aktiven Verbindungen mit 1Cso-
Werten <2 uM (76, 77, Tab. C-3). Der im Vergleich zu den styrylsubstituierten
Derivaten zusitzlich in die Seitenkette eingefiigte Carbonyl-Kohlenstoff ist ebenfalls
sp’-hybridisiert. Aus diesem Grund 148t sich, ankniipfend an die Diskussion iiber die
mogliche Bedeutung der konformativen Beweglichkeit fiir die Aktivitdt der
Verbindungen (s.o.), fiir die Chalkonderivate eine dhnliche Planaritdt und Starrheit des
Molekiils vermuten wie fiir die styrylsubstituierten Derivate.

Die Wirksamkeit der styrylsubstituierten Anthrachinonderivate ist deutlich abhidngig
vom Substitutionsmuster des Anthrachinonteils. Wie bereits erwdhnt sind 1,4-
Dihydroxyderivate im Gegensatz zu den entsprechenden 1,4-Dimethoxyverbindungen
nahezu inaktiv. Aber auch die Abweichung vom Substitutionsmuster des 1,4-
Dimethoxyanthrachinons fiihrt zu inaktiven Verbindungen. Styrylsubstituierte Derivate
von 1,8-Dimethoxy- und 1,3-Dimethoxyanthrachinon aus den Arbeiten von Prinz8®
zeigen ebenso wie die Emodinderivate 86 und 87 mit ICsp-Werten von > 30 ug/mL nur
gerinfligige wachstumshemmende Wirkung gegentiber K562-Zellen.

In A4bb. C-10 sind die wichtigsten Struktur-Wirkungs-Beziehungen der gepriiften
Anthrachinonderivate in bezug auf ihre wachstumshemmende Aktivitdt gegeniiber

K562-Zellen zusammengetalt.
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Abb. C-10:  Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu Chinizarinderivaten.
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1.9 Priifung auf Hemmung der BCR-ABL-Tyrosinkinase-Aktivitit

Die Leukimiezellinie K562 exprimiert ein chimires Onkoprotein (p210%“%45%) mit
erhohter Proteintyrosinkinase-Aktivitdt!8s. Es handelt sich dabei um das Translations-
produkt des in Folge einer chromosamalen Translokation entstandenen bcr-abl-
Fusionsgens. Dieses Protein ist in die Pathogenese der Philadelphia-Chromosom-
positiven Leukdmien involviert!7°.

Im Jahr 2001 ist mit Imatinib (STI571, Glivec®) der erste Hemmstoff der BCR-ABL-
Tyrosinkinase zur Behandlung von Patienten mit CML in der Blastenkrise, der
akzelerierten und der chronischen Phase zugelassen worden!8¢-188, Da fiir strukturell
verwandte Verbindungen PTK-hemmende Eigenschaften beschrieben sind!4-1944-54 (s,
Kap. A-1.2.1 und A-2), sollten die antiproliferativ wirksamen Chinizarinderivate auf
eine BCR-ABL-Proteintyrosinkinase-Hemmung untersucht werden.

Die  Proteintyrosinkinase-Aktivitit ~von  BCR-ABL  resultiert in  dessen
Autophosphorylierung!®®. Die Verbindungen 41 und 38 wurden zur Ermittlung ihres
Angriffspunktes auf molekularer Ebene auf eine Hemmung der BCR-ABL-
Autophosphorylierung in K562-Zellen gepriift. Nach den von Prinz konzentrations-
abhingig durchgefiihrten Untersuchungen kann eine Hemmung der BCR-ABL-
Autophosphorylierung als Mechanismus der wachstumshemmenden Wirkung der
Verbindungen ausgeschlossen werden!34. Eine hemmende Wirkung auf die Expression
des BCR-ABL-Proteins in K562-Zellen konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
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2 Priifung auf antiproliferative Aktivitit an HL-60-
Leukimiezellen

2.1 Einfithrung

Neben der K562-Zellinie haben wir flir unsere Untersuchungen HL-60-Zellen (Human
Leukemic Promyelocytic Cells) verwendet. Diese Zellen wurden 1976 von Collins et al.
aus dem peripheren Blut einer 35jdhrigen Frau mit Promyelozytenleukdmie, einer Form
der akuten myeloischen Leukdmie (AML), gewonnen und kultiviert!®0. Myelozyten und
Promyelozyten sind teilungstdhige Vorstufen wihrend der Granulozytopoese, die bei
myeloischen Leukdmieerkrankungen entdifferenzieren und sich sehr stark vermehren!7s.
Die kultivierten HL-60-Zellen bestehen im wesentlichen aus Promyelozyten, enthalten
aber auch etwa 10-12 % reifere Zellen mit morphologischen Charakteristika von
Myelozyten, Metamyelozyten sowie bestimmten neutrophilen Granulozyten!®!. Der
Verlust der Differenzierungsfahigkeit ist nicht irreversibel. Bereits in frithen Arbeiten
wurde gezeigt, daB DMSO in Konzentrationen > 1.1 % und auch andere Substanzen
eine Zelldifferenzierung induzieren konnen!®!-193, Die Zellen reifen dann zu
Myelozyten, Metamyelozyten und neutrophilen Granulozyten heran und erlangen
wieder ihre physiologischen und funktionalen Eigenschaften zuriick. Die Zellinie wurde
in der Folge hiufig als geeignetes Modell zum Studium der Differenzierung myeloider
Zellen verwendet (Lit.'% und dort zitierte Literatur). In unserem Arbeitskreis sind die
Zellen auch zur Untersuchung der antiproliferativen Aktivitit von Acridon- und
Dichloranthronderivaten genutzt worden!95:19, Wir verwendeten HL-60-Zellen als
weiteres Testmodell zur Priifung unserer Verbindungen auf wachstumshemmende

Eigenschaften.

2.2 Testsystem

Die HL-60-Zellen werden unter den gleichen Bedingungen kultiviert wie fiir die K562-
Zellen beschrieben (Kap. C-1.2). Analog den K562-Zellen wird eine eingestellte
Zellsuspension mit Losungen der Testsubstanzen inkubiert. Nach einer Inkubationszeit
von 48 h werden die Zellen unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Die 1Cso-Werte werden
wie fiir K562-Zellen beschrieben graphisch bestimmt (Kap. C-1.3).
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2.3 Ergebnisse

Eine Auswahl der an K562-Zellen aktivsten Chinizarinderivate wurde zum Vergleich
auch an HL-60-Zellen gepriift. In Tab. C-7 werden die Ergebnisse gegeniibergestellt.
Die angegebenen ICsp-Werte stellen den Mittelwert aus 2 bis 3 Bestimmungen mit je

sechs Konzentrationen dar.

Tab. C-7: I1Cso-Werte von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten und Mitoxantron
an HL-60-Zellen und K562-Zellen.

Verbindung R R’ R’ R* ICso (M)
K562 HL-60
38 H H H H 2.2 2.0
41 H H OCH;  OCH; 0.7 0.4
42 OCHj H H OCHj 0.5 0.5
54 H H OH OH 0.4 0.2
55 H H OH H 0.3 0.4
Mitoxantron 0.004 0.0012

Die Verbindungen sind gegeniiber HL-60-Zellen ebenso gut wirksam wie gegeniiber
K562-Zellen. Die ICsp-Werte flir die Verbindungen 41, 42, 54 und 55 liegen auch bei
HL-60-Zellen unterhalb von 1 uM und unterscheiden sich dabei kaum von den Werten
an K562-Zellen. Gleiches gilt auch fiir die Verbindung 38 mit ICsp-Werten von 2.0 uM
bzw. 2.2 uM.
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3 Priifung auf antiproliferative Aktivitit an HepG2-Tumorzellen

3.1 Einfithrung

Neben den oben beschriebenen Leukédmiezellinien K562 und HL-60 priiften wir auch
auf antiproliferative Aktivitit an HepG2-Lebertumorzellen. Die Zellen wurden 1975
von Knowles et al. aus dem Tumorgewebe eines 15jdhrigen Argentiniers mit einem
hepatozelluldren Karzinom isoliert und charakterisiert!°-198, Die Zellen wachsen
adhdrent als  Monolayer. = Morphologisch  gleichen  die  HepG2-Zellen
Leberparenchymzellen, weisen aber Unterschiede im Chromosomensatz auf. Im
Gegensatz zu anderen Lebertumorzellen wie Hep3B hidngen Vermehrungsrate und
ausbleibende Differenzierung der HepG2-Zellen nicht mit dem Vorhandensein von
Hepatitis B-Virus-Genom zusammen. Die Zellen bilden kein Hepatitis-B-
Oberflachenantigen aus. HepG2-Zellen produzieren eine grofle Zahl an Proteinen, die
identisch im menschlichen Blutplasma vorkommen. Somit stellt die Zellinie ein
geeignetes Studienobjekt fiir zahlreiche metabolische Studien dar, die z.B. im
Zusammenhang mit Lipoproteinen, Cholesterol und Gallensduren stehen!®®. In der
vorliegenden Arbeit dienten die Zellen als Modell fiir einen solide wachsenden Tumor,
an dem wir die antiproliferative Wirksamkeit einer Auswahl unserer Verbindungen
prifen und mit der Wirksamkeit gegeniiber den beschriebenen Leukdmiezellen (Kap.

C-1. und C.2) vergleichen konnten.

3.2 Testsystem

Da HepG2-Zellen adhdrent wachsen, mullite das Testsystem gegeniiber den in
Suspension wachsenden Leukdmie-Zellinien K562 und HL-60 modifiziert werden. Zur
Subkultivierung sowie zur Priifung auf antiproliferative Aktivitit werden die Zellen
unter Einwirkung von Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Die auf
3 x 10° Zellen/mL eingestellte Zellsuspension wird in Gewebekulturplatten iiberfiihrt
und 24 h unter Inkubationsbedingungen aufbewahrt, um ein Anwachsen der Zellen zu
gewihrleisten. Danach werden die Zellen analog den Leukdmiezellen mit den
Testsubstanzen fir die Dauer von 48 h inkubiert. Die ICso-Werte wurden nach

demselben Schema ermittelt wie fiir die Leukdmiezellen beschrieben (Kap. C-1.3).
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33 Ergebnisse

Die ICso-Werte der gepriiften Verbindungen werden in 7Tab. C-8 den Ergebnissen an
den Leukidmiezellinien gegeniibergestellt. Die ICso-Werte resultieren aus zwei bis drei
Bestimmungen.

Tab. C-8: I1Cso-Werte von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten und Mitoxantron
an HepG2-Zellen im Vergleich zu K562- und HL-60-Zellen.

Verb. R! R? R’ R* ICso (M)
K562 HL-60 HepG2

38 H H H H 22 2.0 43
41 H H  OCH; OCHj 0.7 0.4 1.8
42 OCH; H H OCHj 0.5 0.5 3.6
54 H H OH OH 0.4 0.2 3.9
55 H 0.4 OH H 0.3 0.4 1.7
Mitoxantron 0.004 0.0012 0.003

Das als Referenzsubstanz verwendete Mitoxantron zeigt gegeniiber auf HepG2-
Lebertumorzellen die gleiche wachstumshemmende Aktivitit wie gegeniiber K562- und
HL-60-Leukémiezellen. Im Vergleich hierzu sind die untersuchten Styrylchinizarine an
HepG2-Zellen weniger wirksam. Die 1Cso-Werte liegen zwischen 1.7 uM und 4.3 uM
und sind damit um den Faktor 2 bis 20 grofBer als die entsprechenden Werte fiir die

Leukédmiezellinien.
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4 Priifung auf antiproliferative Aktivitit an HaCaT-Keratinozyten

4.1 Einfithrung

In unserem Arbeitskreis werden seit mehreren Jahren potentielle Antipsoriatika an
HaCaT-Zellen auf ihre antiproliferative Aktivitit getestet36-60.127.195.196.200-209 Da es zur
Priifung auf antipsoriatische Wirkung bisher kein geeignetes Tiermodell gibt, werden
hierzu vorwiegend In-vitro-Zellsysteme mit kultivierten menschlichen Epidermiszellen
verwendet210-212, 7y diesen gehdren neben HeLa-212 vor allem auch HaCaT-Zellen2!3.
Die HaCaT-Zellen zeichnen sich durch rasche Proliferation und hohe Empfindlichkeit
gegeniiber dem Antipsoriatikum Dithranol (ICsp-Wert: 0.6 uM) als Standard-
Antipsoriatikum aus?!4, HaCaT-Zellen besitzen im Vergleich zu tierischen
Keratinozyten (,,Meerschweinchenepidermis®) eine hdhere Stabilitit. HaCaT-Zellen
gehoren nicht zu den Tumorzellinien und besitzen keine invasive Wirkung, zeichnen
sich aber trotzdem durch eine lange Lebensdauer aus und behalten ihre Eigenschaften
auch tlber 140 Passagen bei2®. Sie besitzen volle Differenzierungsfahigkeit und
natiirliche Regulationsmechanismen. Hierfiir sind nicht genetische Verdnderungen
durch Transduktion verantwortlich, sondern die verwendeten Kulturbedingungen. Diese
finden sich in der Bezeichnung HaCaT wieder: Human keratinocytes adult skin
Calcium level reduced Temperature elevated. Es handelt sich um menschliche
Keratinozyten aus der Haut Erwachsener mit einer verringerten Ca*"-Konzentration im
Néhrmedium und einer erhdhten Inkubationstemperatur213,

In der vorliegenden Arbeit sollte gekldrt werden, ob die Aktivitit der hergestellten
Chinizarinderivate auf Tumorzellen beschrdnkt ist oder auch Nicht-Tumorzellen in
threm Wachstum gehemmt werden. Dazu wurde eine Auswahl der an Tumorzellen
aktiven Verbindungen auch auf wachstumshemmende Eigenschaften gegeniiber

HaCaT-Keratinozyten gepriift.

4.2 Testsystem

In fritheren Arbeiten wurden zahlreiche Untersuchungen mit der HaCaT-Zellinie
durchgefiihrt56-60.200-209  Das von Gawlik in unserer Arbeitsgruppe entwickelte
Testystem37 wurde spéter leicht modifiziert!27:195:19, Fiir die vorliegende Arbeit wurde
das System zur Angleichung an die Untersuchungen mit den iibrigen Zellinien erneut

geringfiigig verdndert.
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4.3 Ergebnisse

Fiinf der an den Tumorzellinien aktivsten styrylsubstituierten Chinizarinderivate
wurden auf wachstumshemmende Eigenschaften an HaCaT-Keratinozyten untersucht.
In Tab. C-9 sind die ermittelten I1Cso-Werte den Ergebnissen an den iibrigen Zellinien
gegeniibergestellt. Die angegebenen ICsp-Werte resultieren aus mindestens drei
Bestimmungen.

Tab. C-9: ICso-Werte von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten an HaCaT-
Keratinozyten und Tumorzellinien.

Verbindung R’ R’ R} R* ICso (uM)

K562 HL-60 HepG2 HaCaT
38 H H H H 2.2 2.0 4.3 5.4
41 H H OCH; OCH; 0.7 0.4 1.8 0.7
42 OCH; H H OCH; 05 0.5 3.6 1.4
54 H H OH OH 0.4 0.2 3.9 1.4
55 H H OH H 0.3 0.4 1.7 1.5

Die Chinizarinderivate erweisen sich auch gegeniiber HaCaT-Keratinozyten als
antiproliferativ wirksam. Die ICso-Werte sind um den Faktor 2 bis 7 groBer als bei den
Leukémiezellinien K562 und HL-60. Lediglich 41 weist gegeniiber HaCaT-Zellen mit
0.7 uM den gleichen ICsp-Wert auf wie gegeniiber K562-Zellen. 41 erreicht allerdings
in  unseren Untersuchungen an HaCaT-Zellen lediglich eine maximale

Wachstumshemmung von weniger als 60 %.
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5 Priifung auf antiproliferative Aktivitit an weiteren Tumor-
Zellinien

Eine Auswahl der aktivsten Chinizarinderivate wurde auf wachstumshemmende
Eigenschaften an acht weiteren Tumorzellinien untersucht. Die Untersuchungen wurden
am Institut fiir Experimentelle Onkologie in Freiburg duchgefiihrt. Das Zellwachstum
wurde dabei mittels eines etablierten und beschriebenen Propidiumiodid-Assays?!5-216
bestimmt. Fiir die Untersuchungen wurden neben vier permanenten Tumorzellinien
auch vier Xenograft-Zellinien genutzt, die in Freiburg etabliert wurden21¢. Es handelt
sich dabei um Zellen humaner Tumore, die in der Unterhaut von Nacktmiusen
wachsen. Sie spiegeln dadurch die Eigenschaften der urspriinglichen Tumore oftmals
besser wieder als es bei den oft iiber lange Zeitrdume kultivierten permanenten Zellinien
der Fall ist?!6, Folgende Zellinien wurden fiir die Untersuchung der Verbindungen

herangezogen:

Permanente Tumorzellinien (CL, Cancer line)

CCL HT29 Colon cancer line HT29 (Dickdarmtumor)
CNCL SF286 Central nerval system cancer line (ZNS-Tumor)
LCL H460 Lung cancer line, large cell adeno H460 (Lungentumor)

MACL MCF7 Mammary cancer line (Brust-Tumor)

Xenograft-Zellinien (XF, Xenograft Freiburg)?216
LXFA 629L Lung adeno carcinoma line (Lungentumor)
LXFL 529L Large cell lung cancer line (Lungentumor)
MAXF 40INL ~ Mammary cancer line, papillary carcinoma (Brust-Tumor)
RXF 944L Renal cancer cell line (Nierentumor).

Fiir die Untersuchungen wurden die styrylsubstituierten Chinizarinderivate 41, 42 und
38 sowie das phenylmethylsubstituierte Derivat 60b ausgewéhlt. Die Verbindungen
zeigen auch in dem hier genutzten Testsystem antiproliferative Aktivitit (7ab. C-10).
Die ICso-Werte liegen im niedrigen mikromolaren Bereich, insbesondere 42 ist an
einigen Zellinien auch im submikromolaren Bereich wirksam. Diese Ergebnisse
bestitigen die von uns festgestellten wachstumshemmenden Eigenschaften der

Verbindungen.
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Tab. C-10:  ICsp-Werte (uM) der Verbindungen 41, 42, 38 und 60b an verschiedenen

Tumor-Zellinien.

Zellinie 38 41 42 60b
CCL HT29 33 14.2 14.5 7.2
CNCL SF268 23 24 0.4 0.05
LCL H460 2.6 3.6 0.7 1.5
MACL MCF7 3.0 8.4 4.2 6.2
LXFA 629L 2.5 3.0 23 0.6
LXFL 529L 2.9 23 0.4 0.3
MAXF 401NL 1.6 2.8 3.0 7.2
RXF 944L 3.1 3.4 1.0 3.7
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6 Untersuchungen zur Viabilitit von K562-Zellen

6.1 Einfithrung

Die wachstumshemmende Eigenschaft einer Substanz kann sich auf eine spezifische
Wechselwirkung mit Biomolekiilen oder auf ungerichtete Zelltoxizitdt, z. B. durch
unspezifische Membranschddigung, griinden. Bei wirksamen Substanzen besteht die
Moglichkeit einer rein wachstumshemmenden Wirkung, bei der die Zellen sich zwar
nicht vermehren, aber lebensfdhig bleiben, und einer zytotoxischen Wirkung, bei der die
Zellen absterben. Um die synthetisierten Substanzen auf diese Effekte zu untersuchen,
wiéhlten wir den Trypanblau-Test. Bei diesem Test handelt es sich um einen
FarbstoffausschluBltest, der darauf beruht, daf3 vitale Zellen impermeabel fiir Trypanblau
wie auch fiir eine weitere Anzahl von Farbstoffen sind?!7:218, Der Trypanblautest ist der
am weitesten verbreitete Test auf die Lebensfdhigkeit von Zellen und ist als Routinetest
einfach und schnell anzuwenden?!®. Der saure Diazofarbstoff Trypanblau (4bb. C-11)
farbt tote Zellen durchgingig blau an, wihrend lebende Zellen nicht angefarbt werden.
Nach dem Anfarben werden die Zellen mikroskopisch ausgezédhlt und der Anteil der

lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl rechnerisch bestimmt.

SO3Na NaO3S
N=NN:N
NaOsS Q SO;Na
OH HsC CH; HO
NH, H,N

Abb. C-11:  Trypanblau, Tetranatriumsalz

6.2  Testsystem und Bestimmung von ECsy-Werten

Die K562-Zellen werden zunidchst analog der Priifung auf Wachstumshemmung mit
ausgewdhlten Verbindungen inkubiert. Nach festgelegten Inkubationszeiten werden die
Zellen mit Trypanblaulosung versetzt und unter dem Mikroskop ausgezéhlt, wobei
lebende Zellen nicht geférbt sind, wéhrend tote Zellen den blauen Farbstoff aufnehmen.
Die Zellviabilitit wird als prozentualer Anteil der lebenden Zellen an der Gesamtzahl
aller Zellen angegeben. Diejenige Substanzkonzentration, bei der die Viabilitdt der
Zellen auf 50 % reduziert ist, stellt den ECso-Wert dar. Er wird graphisch bestimmt.
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6.3 Ergebnisse

Die Viabilitdt von K562-Zellen nach 48 h Inkubation mit den Verbindungen 38, 41, 42
und 55 in Abhéngigkeit von der Substanzkonzentration ist in Abb. C-12 dargestellt. 41,
42 und 55 zeigen dabei nahezu keinen Effekt auf die Lebensfahigkeit der K562-Zellen.
Auch nach der Inkubation mit den hochsten gepriiften Konzentrationen bleibt der
weitaus grofite Teil der Zellen lebensfahig, obwohl die Wachstumshemmung bei diesen
Konzentrationen nahezu vollstidndig ist und die ermittelten ICsp-Werte (Kap. C-1.4) um
ein Vielfaches iiberstiegen werden. Die ECso-Werte von 41, 42 und 55 wurden nicht
bestimmt, da die Substanzen in den hochsten Konzentrationen im Medium bereits
auszukristallisieren begannen. Lediglich 38 verringert die Zellviabilitit nennenswert,
erreicht aber in mehreren unabhingigen Versuchen nicht die 50 %-Grenze, so daf3 auch
fiir diese Verbindung nach einer Inkubationsdauer von 48 h kein ECso-Wert ermittelt
werden kann. Der Anstieg der Viabilitdt bei Erhohung der Konzentration von 10 auf
30 pg/mL ist vermutlich durch vermehrte Auskristallisation der Testsubstanz zu

erklaren.

40 4 O OCHs

Zellviabilitat (%)
T
. O
@,
@,
/

30 - --¥-38 R=H
-4 41 R=34-(OCH,),

20
--®--42 R=25-(OCH,),
10 —=—55 R=4-OH
0 +—/ f———————rr —————r

0 1 10
Konzentration (ug/mL)

Abb. C-12: Viabilitdt von K562-Zellen nach Inkubation mit 38, 41, 42 und 55 (48 h).
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Die Ergebnisse in Tab. C-11 zeigen, dal auch nach 72 h Inkubation mit den
Verbindungen 41, 42 und 55 in Konzentrationen von 30 pg/mL (70—-80 uM) noch bis zu
95 % der Zellen lebensfihig sind. Nur 38 fiihrt in einer Konzentration von 30 pg/mL
(81 uM) nach 72 h zu einer Zellviabilitit von < 50 %. Auf die Bestimmung eines ECso-
Wertes wurde verzichtet. Die angegebenen Werte fiir 24 und 48 h resultieren aus 3-5

Bestimmungen, die Viabilitit nach 72 h stellt das Ergebnis einer Einzelbestimmung dar.

Tab. C-11:  Viabilitdt von K562-Zellen nach Inkubation mit 38, 41, 42, und 55 in
Konzentrationen von 30 pg/mL (70-80 uM) {iber verschiedene Zeit-

raume.
Verbindung R’ R R’ R? Viabilitit (%)
24h 48h 72h
38 H H H H 78 69 27
41 H OCH; OCH; H 94 94 92
42 OCH; H H OCH; 91 92 95
55 H OH H H 87 8 78

Die Verbindung 54 mit 3,4-Dihydroxysubstitution im Styrylrest fiihrt im Trypanblautest
zu anderen [Ergebnissen als die {brigen untersuchten styrylsubstituierten
Chinizarinderivate. 4bb. C-13 zeigt deutlich, dal 54 in hoheren Konzentrationen
Zelltod induziert.
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Zellviabilitat (%)

Konzentration (ug/mL)

Abb. C-13:

Zeit- und konzentrationsabhéngige Induktion von Zelltod durch 54.

In Tab. C-12 sind die ECsp-Werte den Werten fiir Mitoxantron gegeniibergestellt. Beide

Verbindungen induzieren Zelltod in Konzentrationen, die deutlich iiber den jeweiligen

antiproliferativ wirksamen Konzentrationen liegen. Der ECso-Wert fiir Mitoxantron ist

nach 48 h um den Faktor 1100 groBer als der entsprechende 1Cso-Wert, bei 54 ist der

ECso etwa um den Faktor 90 grofer als der ICso-Wert.

Tab. C-12:  ECsp-Werte nach verschiedenen Inkubationszeiten und ICsp-Werte (48 h)
von 54 und Mitoxantron.
Verbindung ICs¢ (uM) ECsy (uM)
48 h 24 h 48 h 72 h
54 0.4 46.0 34.8 21.9
Mitoxantron 0.004 13.3 4.4 3.0
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6.4 Diskussion

Die styrylsubstituierten Chinizarinderivate sind zum Teil schon im niedrigen
Konzentrationsbereich gut antiproliferativ. wirksam, wobei die Aktivitit vom
Substitutionsmuster des Styrylrestes und des Anthrachinonkerns abhédngt (Kap. C-1.4).
Diese Tatsache deutet darauf hin, dal die wachstumshemmende Wirkung der
Verbindungen nicht auf einer unspezifischen Toxizitdt der Verbindungen beruht. Dies
wird durch die Ergebnisse der Trypanblautests bestitigt. Im Falle einer unspezifischen
Zytotoxizitit, z.B. durch direkte Schidigung der Zellmembran, wire mit dem
Auffinden eines hohen Anteils an toten Zellen zu rechnen. Die Beobachtung, dal3 auch
nach Inkubation mit Substanzkonzentrationen, die weit iiber dem jeweiligen 1Cso-Wert
liegen, tiber 80 % der in ithrem Wachstum gehemmten Zellen lebensfdhig bleiben,
spricht flir einen anderen, spezifischeren Vorgang als Ursache fir die
Wachstumshemmung. Eine unspezifische Zytotoxizitét schlieBen wir aus.

Die im Unterschied zu den anderen styrylsubstituierten Chinizarinderivaten auffillige
Induktion von Zelltod durch 54 in hohen Konzentrationen 146t sich moglicherweise
durch die 3,4-Dihydroxyphenylstruktur erkldren. Eine solche Catecholstruktur kann
leicht zum o-Chinon oxidiert werden. Im Rahmen eines Redoxzyklus konnen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen, die mdoglicherweise durch Schéddigung
verschiedener Zellbestandteile zum Zelltod fiihren. In der Literatur ist beispielsweise
die Oxidation von Catecholstrukturen in polyaromatischen Kohlenwasserstoffen zu den
entsprechenden reaktiven o-Chinonen beschrieben?20-222, Diese o-Chinone unterliegen
einem fiir chinoide Verbindungen typischen Redoxzyklus unter Freisetzung von ROS
(0,"7, HyO,, OH") und gelten infolgedessen als zytotoxisch?20.223224_ Einen dhnlichen
Mechanismus kann man daher auch als Ursache fiir die Zytotoxizitdt von 54 annehmen
(Abb. C-14). Da diese Zytotoxizitdt fiir 54 erst in relativ hohen Konzentrationen zu
beobachten (EC50=34.8 uM nach 48 h) ist, kann fiir die wachstumshemmende
Aktivitdt der Verbindung in niedrigen Konzentrationen (ICsy = 0.4 uM) ebenfalls ein

spezifischer Mechanismus angenommen werden.
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Reaktive Sauerstoffspezies
(027, HyO,, OH")

!

Schadigung von
Lipiden, Proteinen, Kohlenhydraten, DNA

!

Zelltod

Abb. C-14: Mogliche Erklarung fiir die zytotoxische Wirkung von 54.
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7 Untersuchung auf direkte Wechselwirkungen mit nativer DNA

7.1 Einfithrung

Die wachstumshemmenden Eigenschaften der Verbindungen gegeniiber Leukédmie-
zellen (K562 und HL-60), Lebertumorzellen (HepG2) und HaCaT-Keratinozyten warf
die Frage nach dem Wirkungsmechanismus auf.

In den letzten Jahrzehnten haben pharmakologische Sudien gezeigt, dal die meisten
Antitumor-Wirkstoffe an die DNA binden. Daraus wird ein direkter Zusammenhang
zwischen der Antitumoraktivitdit der Arzneistoffe und ihren Effekten auf die
Nukleinsduren abgeleitet (Lit.3* und dort zitierte Literatur). Die wichtigste Gruppe
innerhalb der Verbindungen, die reversibel mit der DNA-Doppelhelix interagieren, sind
die DNA-Interkalatoren!?. Der Begriff der Interkalation wurde von Lermann eingefiihrt,
der in den friihen 60er Jahren physikalische Studien {iber die Wechselwirkungen
zwischen planaren aromatischen Kationen und DNA-Molekiilen durchfiihrte?25. Diese
Art der Bindung an DNA wurde inzwischen fiir eine grofle Zahl von polyzyklischen
Aromaten bestitigt?26, Ein gemeinsames Strukturmerkmal dieser Verbindungen ist ein
planares polyaromatisches System, das zwischen DNA-Basenpaaren eingeschoben wird
(interkaliert). Die Chromophore sind mit basischen Seitenketten verkniipft, die
moglicherweise ebenfalls von Bedeutung fiir die Affinitit und Selektivitit der
Verbindungen sind!0. Abb. C-15 zeigt die Strukturformel des DNA-Interkalators
Ethidiumbromid.

Abb. C-15: Ethidiumbromid

Ihre zytostatische Wirkung entfalten die Interkalatoren, indem sie die Funktion von
DNA-bindenden Proteinen wie z.B. Polymerasen oder Topoisomerasen storen.
Interkalation und Topoisomerase-Hemmung gehoren auch zum Wirkungsmechanismus
der Anthracycline (s. Kap. A-1.1), deren Anthrachinonpartialstruktur Bestandteil der

von uns hergestellten Verbindungen ist. Neben der spezifischen Interkalation zwischen
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Basenpaare kommen als mogliche Wechselwirkung zwischen Arzneistoff und DNA
noch eine unspezifische, zumeist elektrostatische Bindung aullerhalb der Doppelhelix
sowie eine spezifischere Bindung durch Wechselwirkung mit DNA-Basen innerhalb der
groBen oder kleinen Furchen der DNA-Helix in Frage!0.

Die beschriebene Wechselwirkung mit der DNA bei Antitumorwirkstoffen veranlaf3te
uns, die Chinizarinderivate auf eine mogliche Bindung an native DNA zu untersuchen,
zumal bei unseren aktivsten Verbindungen die fiir potentielle Interkalatoren geforderte
planare polyaromatische Struktur gegeben ist (vgl. Kap. C-1.8). Andererseits fehlt
unseren Verbindungen eine basische Seitenkette, die ebenfalls als typisches
Strukturmerkmal von Interkalatoren gilt!0. Zur Untersuchung auf eine Wechselwirkung
mit nativer DNA wéhlten wir die UV-Differenzspektroskopie sowie die
Fluoreszenzspektroskopie, zwei einfach durchzufiihrende In-vitro-Methoden, die eine

qualitative Aussage iiber vorhandene Wechselwirkungen ermoglichen.

7.2 UV-Differenz-Spektroskopie

7.2.1 Methode

Fiir die Voruntersuchung von Substanzen auf eine Wechselwirkung mit nativer DNA
wurde bisher hauptsidchlich die herkommliche UV-Spektroskopie verwendet. Sie dient
als schnelle und reproduzierbare Methode zur Untersuchung von Substanzen, die neben
einer DNA-Affinitdt zugleich potentielle Antitumoraktivitit besitzen. Stefanovic
korrelierte die Antitumoraktivitit von Actinomycinderivaten mit ihrer Féhigkeit,
Komplexe mit der DNA einzugehen??’. Diese wurde anhand von Verdnderungen im
UV-Absorptionsspektrum der Verbindungen unter DNA-Einflu deutlich gemacht.
Damit konnte gezeigt werden, dal3 eine Vorhersage iiber die biologische Aktivitit einer
Verbindung alleine mit Hilfe von spektrophotometrischen Untersuchungen moglich
ist?227, Die UV-Differenzspektroskopie stellt eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen
UV-Spektroskopie dar und hat den Vorteil, daB auch minimale Verdnderungen
gegeniiber den Grundspektren gemessen und durch die Spektrumsverschiebung
gegeniiber der Grundlinie erkannt werden konnen. Wir fiihrten unsere Untersuchungen
in Anlehnung an Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von Wiegrebe durch228.229,

Es werden UV-Spektren einer Losung von Kalbsthymus-DNA in Phosphatpuffer
aufgenommen, der in kleinen Portionen eine Losung der Testsubstanz zugegeben wird.
Nach jeder Substanzzugabe wird erneut gemessen. Als Referenzldsung dient jeweils der

verwendete Phosphatpuffer ohne DNA-Zusatz, dem parallel zur MeBlosung die
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gleichen Mengen der Testsubstanz zupipettiert werden. Mit Hilfe eines
Zweistrahlphotometers erhdlt man ein Differenzspektrum aus den UV-Spektren des
DNA-Substanz-Gemisches und der Testsubstanz alleine. Von diesem Spektrum wird
anschlieend das UV-Spektrum der reinen DNA-LGsung substrahiert. Das resultierende
UV-Differenzspektrum stellt die Verdnderungen in der UV-Absorption des DNA-
Substanz-Gemisches gegeniiber der Summe der Einzelspektren dar und ermoglicht
somit eine qualitative Aussage iiber eine Wechselwirkung der untersuchten
Verbindungen mit der DNA.

7.2.2 Ergebnisse

Zur Priifung auf eine Wechselwirkung mit nativer DNA wihlten wir vier
styrylsubstituierte und zwei phenylalkylsubstituierte Chinizarinderivate aus. Als
Referenzsubstanzen dienten Ethidiumbromid, Doxorubicin und Mitoxantron.

Abb. C-16 stellt die erhaltenen UV-Differenzspekten der gut antiproliferativ wirksamen
Styrylderivate 41 und 42 1im Vergleich zu Ethidiumbromid dar. Das
Konzentrationsverhéltnis von Substanz zu DNA betragt jeweils etwa 1:1. Der als
Positivkontrolle verwendete DNA-Interkalator Ethidiumbromid fithrt zu einem
deutlichen Signal. Infolge der Interkalation in die DNA-Doppelhelix fiihrt das DNA-
Ethidiumbromidgemisch zu einem anderen UV-Absorptionsspektrum als es der Summe
der Einzelspektren entsprache. Dieser Unterschied wird im dargestellten
Differenzspektrum deutlich. Die Untersuchung der Vergleichsubstanzen Doxorubicin
und Mitoxantron fiihrte zu dhnlichen Differenzspektren. Fiir 41 und 42 hingegen ist
nahezu  kein  Effekt  festzustellen  (4bb. C-16). FEine  Variation des
Konzentrationsverhéltnisses R von Verbindung zu DNA fiihrte zu keiner nennenswerten
Verdanderung der Differenzspektren. Eine Konzentrationsabhéngigkeit der gemessenen

Absorption konnten wir nicht beobachten.
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Abb. C-16: UV-Differenzspektren  von 41, 42 und  Ethidiumbromid;
[Subst.]/[DNA] = 1.09.

Das Styrylderivat 55 und das Phenylalkylderivat 60b fiihrten zu dhnlichen Resultaten.
Die Absorptionswerte fielen zwar teilweise hoher aus als bei 41 und 42, zeigten aber
deutliche Schwankungen und keine Konzentrationsabhéngigkeit. Lediglich fiir die
Verbindung 49 konnten wir eine konzentrationsabhingige Verdnderung des UV-
Differenzspektrums beobachten. Die Spektren fiir unterschiedliche Substanz-
konzentrationen sind in Abb. C-17 dargestellt. Der Kurvenverlauf zeigt zwei
Absorptionsmaxima bei 310 nm und 510 nm. Die Absorption bei diesen Wellenlédngen

erweist sich als abhingig vom Konzentrationsverhéltnis [Substanz]/[DNA] (4bb. C-18).
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Abb. C-17: UV-Differenzspektren von 49 bei verschiedenen Konzentrations-
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Diese Beobachtung spricht fiir eine Interaktion zwischen 49 und der DNA, die aber
gemessen an der Verdnderung des UV-Spektrums im Vergleich zu Ethidiumbromid
(4bb. C-17), Mitoxantron und Doxorubicin gering austfillt.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen mittels UV-Differenzspektroskopie, daf3
zwischen den antiproliferativ wirksamen Chinizarinderivaten und nativer DNA keine

oder allenfalls geringe Interaktionen stattfinden.

7.3 Fluoreszenzmessungen

Neben der UV-Differenzspektroskopie versuchten wir, die Eigenfluoreszenz der
Chinizarinderivate zur Priifung auf Wechselwirkung mit der DNA zu nutzen. Bei einer
Interaktion mit der DNA miifite sich eine Anderung des Fluoreszenzspektrums der
jeweiligen Verbindung ergebenz3?. Wir untersuchten eine kleine Auswahl von
Verbindungen in Anlehnung an die Untersuchungen von Weimar??8, der fiir
Berberinderivate eine Verschiebung des Emissionsmaximums in ldngerwellige Bereiche
durch Wechselwirkung mit DNA feststellte.

Zunéchst wird durch die Aufnahme eines UV-Spektrums der zu priifenden Substanz ein
geeignetes Absorptionsmaximum bestimmt. Die zugehdrige Wellenldnge dient bei der
Fluoreszenzmessung als Anregungswellenldnge. Von der jeweiligen Substanzlosung
(10mM in DMSO) werden 5 puL zu Phosphatpuffer (2 mL) gegeben und nach
vorsichtigem Durchmischen in einer Quarzkiivette fluorimetrisch vermessen
(Tab. C-13). Die DNA-Losung (50 uM in Phosphatpuffer) wird portionsweise
zupipettiert und die Losung jeweils nach einer Inkubationszeit von einer Minute erneut
vermessen.

Bei keiner der gepriiften Verbindungen konnte eine auffillige Verdnderung des
Fluoreszenzspektrums unter DNA-Einflufl beobachtet werden. Die Lage des Emissions-
maximums wird durch die zugefiigte DNA nicht, die Emissionsintensitdt allenfalls
minimal beeinflult. Fiir 42 und 55 erhielten wir auch bei Verwendung von zwei
unterschiedlichen Anregungswellenldngen kein anderes Ergebnis. Hohe DNA-
Konzentrationen fiihren lediglich dazu, daB ein Teil des Anregungslichts durch die
DNA absorbiert wird und infolgedessen die Fluoreszenzintensitit proportional
abnimmt. Demgegeniiber fiihren zunehmende DNA-Konzentrationen bei den
Vergleichssubstanzen Ethidiumbromid und Mitoxantron zu einer deutlichen Zunahme
der Fluoreszenzintensitit. Im Falle des Ethidiumbromids ist diese Beobachtung, die

bereits von LePecq eingehend untersucht wurde?30, Grundlage fiir die sogenannte
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Ethidiumbromid-Verdrangungstitration, die ein Standardverfahren zur Untersuchung

von Substanzen auf interkalierende Eigenschaften darstellt.

Tab. C-13:  Anregungs- und Emmissionswellenldngen der  fluoreszenzs-

pektroskopischen Untersuchungen.

Verbindung Anregungswellenlinge Emissionswellenlinge

(nm) (nm)

242 4385
42

340 680
49 260 520

265 530
55

335 670
Ethidiumbromid 285, 484, 546 590
Mitoxantron 276 550

7.4  Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, da3 die getesteten Verbindungen nicht oder nur in
sehr geringem Ausmal} mit nativer DNA interagieren. Die UV-Differenzspektroskopie
ergab fiir einige Verbindungen lediglich Hinweise auf eine Wechselwirkung, die jedoch
in allen Féllen nur zu geringen Verdnderungen im UV-Spektrum fiihrten und nur im
Falle von 49 reproduzierbar konzentrationsabhéngig waren. Die fluoreszenz-
spektroskopischen Untersuchungen ergaben keinerlei Hinweis auf Interaktionen der
Verbindungen mit der DNA. Das planare System der styrylsubstituierten
Chinizarinderivate fiihrt offenbar nicht zu einer Interkalation in die DNA. Dies konnte
im Fehlen einer basischen Seitenkette begriindet sein, die als essentielles
Strukturelement von Interkalatoren angesehen wird!?. Auch andere Formen einer
Wechselwirkung mit der DNA als eine Interkalation (s. Kap. C-7.1) kdnnen aufgrund

der spektroskopischen Untersuchungen ausgeschlossen werden.
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8 Priifung auf Hemmung der Topoisomerase I

8.1 DNA-Topoisomerasen

Um die fiir die Zellproliferation unerldBliche Replikation von DNA zu ermdglichen,
muf3 die DNA-Superhelix entspiralisiert werden. Erst dann kénnen Polymerasen die
DNA ablesen. Der Grad der Superspiralisierung der DNA wird von Topoisomerasen
kontrolliert. Die Namensgebung dieser Enzyme beruht darauf, daB sie den
topologischen Zustand, nicht aber die kovalente Struktur der DNA verdndern2t. Sie
wandeln topologische Isomere der DNA ineinander um?’. Eine Topoisomerase bindet
dazu kovalent an eine Phosphatgruppe der DNA und spaltet eine Phosphodiester-
bindung in der DNA-Kette. Dadurch wird der Durchtritt eines DNA-Stranges durch den
anderen und infolgedessen die Entspiralisierung der DNA ermdoglicht. Die Spaltung der
DNA-Kette ist reversibel und kann schnell und ohne zusitzliche Energiezufuhr
rickgidngig gemacht werden. Aus diesem Grund kann eine DNA-Topoisomerase als
,reversible Nuclease angesehen werden?0231, Es gibt zwei Klassen von
Topoisomerasen: Typ-I-Topoisomerasen fiithren transiente Einzelstrangbriiche, Typ-II-
Topoisomerasen transiente Doppelstrangbriiche in der DNA aus?. Typ-I-
Topoisomerasen sind bei Prokaryonten wie Eukaryonten weit verbreitet und
katalysieren die Entspannung einer negativen Superspiralisierung der DNA.
Prokaryotische Typ-II-Topoisomerasen, die auch DNA-Gyrasen genannt werden,
katalysieren die Superspiralisierung der DNA unter ATP-Verbrauch. In Abwesenheit
von ATP wird die Superhelix mit geringer Geschwindigkeit entspiralisiert. Typ-II-
Topoisomerasen in Eukaryonten dagegen konnen die Superhelix nur entspiralisieren,
aber nicht bilden.

8.2 Topoisomerase-Hemmstoffe

Hemmstoffe der bakteriellen Typ-II-Topoisomerase (DNA-Gyrase) sind in Form von
Chinoloncarbonsédurederivaten, abgeleitet von der Nalidixinsdure, im Handel. Sie
werden als antibakterielle Wirkstoffe vor allem bei Harnwegs- und Atemwegs-
infektionen eingesetzt3-232, Von grolerem Interesse fiir die vorliegende Arbeit ist die
Verwendung von Hemmstoffen der eukaryotischen Topoisomerasen Typ I und/oder II
als Zytostatika. Die antineoplastische Wirkung der Anthracyclin-Antibiotika
Doxorubicin und Daunorubicin und des Mitoxantrons beruht unter anderem auf einer
Hemmung der Topisomerase [1°°. Therapeutisch verwendet werden ferner das

Acridinderivat Amsacrin (Amsidyl®) und das Podophyllotoxin-Analogon Etoposid
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(u.a. Vepesid®). Sie werden fiir die systemische Behandlung humaner Tumore
eingesetzt’. Zahlreiche weitere Topoisomerase-II-Hemmstoffe sind in der Literatur
beschrieben. Dazu gehdren neben Derivaten der Anthracyclinreihe und des
Mitoxantrons auch Naphthochinonderivate pflanzlichen Ursprungs (4bb. C-19)3-28,

H
HO o NH™>N~"on

HO O NH_~\/~~_OH R* 0
H R’
Mitoxantron O‘ R2
R® O
O OH 0 Plumbagin R' =CH;, R?=R*=H,R*=OH

H, ,OH

R o
O‘O‘ OH Shikonin R’ =NY, R2=H,R*=R*=0OH

H;CO O OH O

S~y

HO NH>

Doxorubicin R=O0OH
Daunorubicin R=H

Abb. C-19:  Ausgewihlte Topoisomerase II-Inhibitoren mit Chinonstruktur.

Auch Topoisomerase [-Hemmstoffe bilden eine attraktive Klasse potentieller selektiver
Krebstherapeutika, da in verschiedenen Tumoren die Regulierung der Topoisomerase I-
Aktivitét gestort und die Konzentration dieses Enzyms deutlich erhoht ist34.

Bisher hat sich mit den Camptothecinderivaten erst eine Klasse von Topoisomerase I-
Hemmstoffen in der klinischen Anwendung bewihrt (4bb. C-20)%34. Topotecan
(Hycamtin®) und Irinotecan (Campt0®) sind als Arzneimittel zugelassen und werden als
Zytostatika bei Ovarial- bzw. Kolorektalkarzinomen eingesetzt!’8. Daneben sind weitere
Hemmstoffe beschrieben, beispielsweise anellierte tetrazyklische Chromophore wie das
chinoide Saintopin (4bb. C-20) sowie Interkalatoren mit Indol-, Pyrrol- und
Carbazolstruktur34. Die tetrazyklischen Verbindungen wirken dabei gleichzeitig auch

hemmend auf die Topoisomerase II. Ahn et al. haben im Rahmen ihrer Arbeiten zu
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antiproliferativ wirksamen Chinonen C-2- und C-6-substituierte 5,8-Dimethoxy-1,4-
naphthochinone (Naphthazarinderivate) hergestellt, die als Topoisomerase I-Inhibitoren
fungieren (Abb. C-20)*%-33. Der chinoide Grundkorper dieser Verbindungen ist in den
von uns hergestellten Chinizarinderivaten als Partialstruktur enthalten.

@)
heoeon

HO O OH OH

Saintopin

O OCHs

H H H Camptothecin ‘O R
R

OH CHyxN(CH3) H Topotecan
O OCH;

H CoHs  Irinotecan Naphthochinonderivate

()
fj (Ahn etal.)

Abb. C-20:  Strukturformeln ausgewéhlter Topoisomerase I-Inhibitoren.

Die Bedeutung der Topoisomerasen fiir die DNA-Replikation und damit fiir die
Zellproliferation insbesondere von Tumorzellen sowie die mit unseren Verbindungen
vergleichbare Grundstruktur einiger bekannter Topoisomerase-Inhibitoren veranlaflte
uns, eine Topoisomerase-Hemmung als mdglichen Wirkmechanismus der anti-
proliferativen Chinizarinderivate in Betracht zu ziehen. Im Rahmen einer Kooperation
mit Prof. N. Neamati an der University of Southern California, School of Pharmacy,
Los Angeles, USA haben wir einige Verbindungen auf eine Hemmung von
eukaryotischer Topoisomerase I untersucht.
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8.3 Testsystem und Ergebnisse

Ausgewihlte Verbindungen wurden auf eine Hemmwirkung gegeniiber eukaryotischer
Topoisomerase I untersucht. Dabei kam ein von Pommier und Mitarbeitern entwickeltes
Testsystem zur Bestimmung von DNA-Spaltung durch aufgereinigte Topoisomerase |
wurde?33:234 zur Anwendung.

Das Wirkprinzip der meisten Topoisomerase-Hemmstoffe beruht auf einer
Stabilisierung des DNA-Topoisomerase-Komplexes durch Ausbildung eines ternédren
Komplexes bestehend aus DNA, Topoisomerase und Hemmstoff. Dies fiihrt zu einer
vermehrten Spaltung von DNA-Striangen und/oder gestorter Wiederverkniipfung der
geteilten Stringe®34. Es entstehen proteinassoziierte DNA-Fragmente. Dieses
Wirkprinzip liegt dem von Neamati verwendeten Testsystem zugrunde?33-235, Fiir den
Assay wird ein Doppelstrang-Oligonucleotid verwendet, das eine definierte
Angriffsstelle fiir Topoisomerase I enthilt. Der Nucleotidstrang, der die Topoisomerase-
I-Angriffsstelle enthalt, wird mit **P radioaktiv markiert, und das Nucleotid wird in der
Folge mit DNA-Topoisomerase I inkubiert. Nach dem Abstoppen der Reaktion wird die
Topoisomerase durch Denaturierung am Nucleotid fixiert und die beiden Nucleotid-
Strdnge voneinander getrennt. Man trennt die vorhandenen Nucleotidfragmente
elektrophoretisch und miBt die Verteilung der Radioaktivitit von *?P. Findet kein
Strangbruch statt, beobachtet man nur den intakten radioaktiv markierten Strang des
Oligonucleotids. Strangbriiche infolge Topoisomerasehemmung fiihren zu vermehrtem
Auftreten eines definierten radioaktiv markierten Bruchstiicks.

Vier phenylalkyl- und sieben styrylsubstituierte Chinizarinderivate wurden auf eine
mogliche Topoisomerase [-Hemmung  gepriift. Als Referenzsubstanz  diente
Camptothecin. Die vorldufigen Ergebnisse sind in 7ab. C-14 den 1Cso-Werten an K562-
Zellen gegeniibergestellt. Alle untersuchten Verbindungen zeigen bei 100 uM eine
deutliche Induktion des Topoisomerase-Spaltkomplexes, besitzen aber nicht die
Aktivitdit von Camptothecin. Bei einer Konzentration von 10 uM nimmt die
Topoisomerase-Hemmung insbesondere im Vergleich mit Camptothecin deutlich ab.
Lediglich 41, 42 und 59b fiihren noch in nennenswertem Malle zu Strangbriichen im
eingesetzten Oligonucleotid. 41 und 42 hatten auch im Zelltest die groffte Aktivitdt
gezeigt.
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Tab. C-14:  Ergebnisse der Priifung auf Topoisomerase [-Hemmung und ICsp-Werte
an K562-Zellen.
Induktion d
Verbindung nauition des . ICso (uM)
Topo I-Spaltkomplexes
100 pM 10pM  Topol K562

O OCH; O R
L™

O OCH;
27 R =4-NO, +++ - >170
38 R=H +++ - 2.2
39 R =4-OCH; +++ + 23
41 R =3,4-(OCHs), +++ ++ 10 0.7
42 R =2,5-(OCHs), +++ ++ 15 0.5
43 R =4-Cl +++ - 6.3

OH

O OH O
SOShR. R

O OH 49

O OCH;

[CH2]n

QT e

O OCH;
59b n =1, R=3,4-(OCHj3), +++ ++ 33 6.6
60b n=1, R=2,5-(OCHj3), +++ + 1.1
67b n =3, R =3,4-(OCHj3), +++ +/- 10.6
68b n =4, R =3,4-(OCHj3), +++ + 11.8
Camptothecin ++++ ++++
" Die verwendeten Symbole stellen die beobachteten Effekte dar: ,,-“ = kein Effekt;

,,++++“ = maximaler Effekt.



C Biochemischer Teil 105

Die fiir 41, 42 und 59b ermittelten ICsp-Werte von 10 uM, 15 uM bzw. 33 uM zeigen,
daB fir eine Hemmung der Topoisomerase I hohere Substanzkonzentrationen
erforderlich sind als fiir die Hemmung des Zellwachstums in den von uns
durchgefiihrten Versuchen. Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, daB} eine
Hemmung der Topoisomerase I an der antiproliferativen Wirkung der Verbindungen
gegeniiber den untersuchten Zellinien zumindest beteiligt sein konnte. So ist neben
Tumorzellen auch fiir HaCaT-Keratinozyten eine hohe Sensitivitit gegeniiber

Topoisomerase-Hemmstoffen beschrieben23¢,

8.4 Priifung auf Hemmung der HIV-I-Integrase

Die fiir den Topoisomerase-Test ausgewidhlten Verbindungen wurden von Neamati
auBlerdem auf eine Hemmung der HIV I-Integrase untersucht. Die virale Integrase dient
der Einschleusung viraler DNA in das Chromosom einer Wirtszelle durch DNA-Strang-
Transfer?37. Inhibitoren der HIV-Integrase gelten als vielversprechende potentielle
Therapeutika in der AIDS-Therapie?3$-243, Zu den in der Literatur beschriebenen
Inhibitoren gehoren u.a. Doxorubicin und Mitoxantron. Ferner ist flir zahlreiche
hydroxylierte Aromaten eine HIV-Integrase-Hemmung beschrieben, darunter auch fiir
einige Verbindungen mit Anthrachinonstruktur (4bb. C-21)238,

O OH O OH OH O OH
O OH OH O

Abb. C-21:  Ausgewdhlte HIV-I-Integrase-Hemmstoffe mit Anthrachinonstruktur

Uber die Anthrachinonstruktur hinaus zeigen unsere Verbindungen eine entfernte
Ahnlichkeit zu der postulierten allgemeinen Struktur von HIV-Integrase-Inhibitoren,
bestehend aus zwei iiber eine geeignete Linkerkette verkniipften Aromaten244,

Die untersuchten Chinizarinderivate erwiesen sich im Testsystem von Neamati als
unwirksam (ICsp > 333 uM).



106 D Physikochemischer Teil
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1 Cyclovoltammetrische Untersuchungen

1.1 Einfithrung

Die biologischen und chemischen Eigenschaften von Anthrachinonderivaten werden in
hohem Mafe durch deren Substitutionsmuster beeinfluf3t3.19.20.3637 (vgl. Kap. A-1). Der
EinfluB des Substitutionsmusters auf die antiproliferative Aktivitit der von uns
hergestellten Verbindungen ist in den Kapiteln C-1.4 bis C-1.8. beschrieben. Wéhrend
das 1,4-Dimethoxyanthrachinon (15) nahezu wirkungslos ist, konnten wir durch die
Einfilhrung des Styrylrestes in Position 2 gut antiproliferativ wirksame Verbindungen
herstellen. Der Anthrachinongrundkoérper 15 und die Stilbenpartialstruktur 44 sind
jeweils im Zelltest nicht aktiv. Da auBlerdem die Tetramethoxyanthracenderivate 73 und
75 gegenliber den analogen Anthrachinonderivaten eine deutlich reduzierte
Wirksamkeit aufwiesen, erscheint die antiproliferative Wirkung an das Vorhandensein
der Anthrachinonstruktur gebunden zu sein. Diese Chinonstruktur kénnte im Zellsystem
dem fiir chinoide Verbindungen typischen enzymabhédngigen Redoxverhalten
unterliegen. Eine Reduktion sowohl zum Semichinonradikal als auch zum Hydrochinon
ist prinzipiell moglich (4bb. D-1, vgl. Kap. A-1.3).

O OR OH OR OH OR
R +e’, +H" +e, +H*

O OR O OR OH OR

Abb. D-1: Denkbare Reduktionsschritte der untersuchten Chinizarinderivate.

Wie wir zeigen konnten, hdngt die Aktivitit der styrylsubstituierten Chinizarinderivate
von der Art der Substitution am Styrylrest ab. Substituenten mit elektronenziechendem
Effekt (Cl, CN, COOR, NO,) fithren zu inaktiven Verbindungen, wéhrend
Elektronendonatoren (OH, OCH;3;) an gleicher Position wirksamen Verbindungen
filhren. Es schien denkbar, dafl diese Substituenteneinfliisse tiber das durchgehend
konjugierte Doppelbindungssystem die Redoxeigenschaften der Chinonstruktur

beeinflussen konnten. Um den Substituenteneinfluf auf die Redoxeigenschaften sowie
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einen moglichen Zusammenhang mit der antiproliferativen Wirksamkeit der

Verbindungen zu untersuchen, fiihrten wir cyclovoltammetrische Messungen durch.

1.2 Grundlagen der Cyclovoltammetrie

Die Cyclovoltammetrie hat in der elektroanalytischen Chemie eine weite Verbreitung
gefunden und gegeniiber der Polarographie an Bedeutung gewonnen24s.
Cyclovoltammogramme liefern neben Informationen iiber die Thermodynamik von
Redoxprozessen auch Erkenntnisse iiber die Kinetik heterogener Elektronentransfer-
reaktionen und daran gekoppelter chemischen Folgeprozesse24.

In einem cyclovoltammetrischen Experiment verwendet man eine Drei-Elektroden-
Anordnung mit Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode. Das Potential der
Arbeitselektrode wird in Bezug zur Referenzelektrode, ausgehend vom Startpotential
(Anfangspotential, E,), mit einer konstanten Vorschubgeschwindigkeit bis zum
Umkehrpotential (Ey) und zuriick zum Startpotential verdndert. Wéhrend dieses
Vorgangs wird der StromfluB3 zwischen Arbeits- und Gegenelektrode gemessen. Die
elektroaktive Substanz wird unter Zusatz eines Leitsalzes (Grundelektrolyt) geldst. Als
Grundelektrolyte finden vor allem Tetraalkylammoniumsalze Anwendung, die auch die
Verwendung von aprotischen Losungsmitteln ermoglichen. Der Massentransport der
elektroaktiven Teilchen erfolgt in der Cyclovoltammetrie ausschlieBlich durch
Diffusion. Um Migrations- und Polarisationseffekte auszuschlieBen, werden die
Tetraalkylammoniumsalze im hundertfachen Konzentrationsiiberschu3 zugesetzt. Die
Messungen erfolgen im ruhenden Elektrolyten, um Konvektionseinfliisse zu vermeiden.
Wird an der Elektrode ein Potential erreicht, bei dem ein Redoxprozel3 stattfindet,
registriert man einen ansteigenden Stromflu3. Eine Erhohung der Spannung {iber das
Peakpotential (Ep) hinaus fiihrt zu einem Abfall des Stromflusses, da die elektroaktive
Substanz an der Elektrode schneller verbraucht wird als sie durch Diffusion durch die
sich ausdehnende Diffusionsschicht zur Elektrode gelangen kann. Da in der
Cyclovoltammetrie im Unterschied zur Polarographie eine stationdre Elektrode
verwendet wird, registriert man keinen Diffusionsgrenzstrom, sondern eine
Stromspitze24, Fiir den Fall eines reversiblen Redoxprozesses wiederholt sich der
Vorgang beim Riicklauf vom Umkehrpotential zum Startpotential. Abb. D-2 zeigt eine
typische Strom-Spannungs-Kurve eines reversiblen Einelektronentransfers. Parameter,
die man aus einem solchen Cyclovoltammogramm ablesen kann, sind der kathodische
Reduktions- und der anodische Oxidationsstrom ip®™ und ip™® sowie die zugehdrigen

Peakpotentiale Ep™ und Ep. Die Lage der Peakpotentiale ist spezifisch fiir die
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jeweilige Substanz, die Spitzenstromstédrke ist abhidngig von der Substanzkonzentration
sowie von MeBparametern wie z. B. der Vorschubgeschwindigkeit246,

Stromstéarke

-_—
———

Ey

E, Potential

Abb. D-2:  Idealisiertes Cyclovoltammogramm eines reversiblen Einelektronen-
iibergangs;  Ep™® = Reduktionspotential,  Ep™ = Oxidationspotential,
En = Mittelwertspotential, ~AE = Signalseparation, ip”* = Oxidations-
strom, ip"® = Reduktionsstrom, E, = Anfangspotential, Ey = Umkehr-
potential.

Die cyclovoltammetrischen Strom-Spannungs-Kurven werden hauptsichlich vom
heterogen Ladungstransfer an der Phasengrenze von Elektrode und Elektrolyt und dem
diffusionsbedingten Massentransport beeinfluB3t?45. Den heterogenen Ladungstransfer
beschreibt die Butler-Volmer-Gleichung:
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j: LadungsfluB an der Phasengrenzfliche; c”(#): Oberflichenkonzentration der
Redoxpartner an der Elektrode; «: Durchtrittsfaktor; E: Potential an der
Arbeitselektrode; E’: Standardpotential; K- Standardgeschwindigkeitskonstante des
heterogenen Durchtritts; F: Faraday-Konstante; A: Elektrodenflache.

Aus der Butler-Volmer-Gleichung geht hervor, dall der heterogene LadungsfluB, also
die meBbare Stromdichte, abhingig ist von den Oberflichenkonzentrationen ¢’(z) der
Redoxpartner, dem Elektrodenpotential £ und der Standardgeschwindigkeitskonstanten
des heterogenen Durchtritts 4’. Die unterschiedlichen Konzentrationen der
Redoxpartner an der Elektrodenoberfldche und in der iibrigen Losung fiihren zu einem
diffusionskontrollierten Massentransport. Die Konzentrationsverteilung in der
Diffusionsschicht 148t sich aus dem 2. Fick’schen Gesetz bzw. aus modifizierten

Diffusionsgleichungen berechnen?43.

In der Praxis unterscheidet man drei Typen von Cyclovoltammogrammen:

1. Reversibler Typ: Der heterogene Ladungstransfer verlduft wesentlich schneller als
die Diffusion des Substrats zur Elektrode. An der Elektrodenoberfldche stellt sich
ein thermodynamisches Gleichgewicht ein, und die Butler-Volmer-Gleichung

reduziert sich zur Nernst-Gleichung?+3:

E=p + B g Cor
l’lF cred

Die auftretende Peakseparation AE betrdgt 59 mV. Der Spitzenstrom ist fiir Hin-
und Riickreaktion gleich gro8 und proportional zur Wurzel der Vorschub-
geschwindigkeit?47.

2. Irreversibler Typ: Der Ladungstransfer an der Elektrodenoberfliche ist extrem
langsam. Je nach Potential hat nur eine der beiden Reaktionen eine mefbare
Geschwindigkeit. Es stellt sich kein thermodynamisches Gleichgewicht ein, die
Nernst-Gleichung ist nicht anwendbar245. Eine irreversible Reaktion kann auch
durch einen sehr schnellen chemischen Folgeprozel3 bedingt sein, durch den der eine
Redoxpartner sofort nach seiner Bildung dem Gleichgewicht entzogen wird. Im

Cyclovoltammogramm 146t sich kein Strompeak fiir die Riickreaktion erkennen.



110 D Physikochemischer Teil

3. Quasireversibler Typ: Sowohl der heterogene Ladungstransfer als auch der
Massentransport durch Diffusion bestimmen den Stromfluf3. Die Peakseparation ist
groBer als 59 mV und nimmt mit steigender Vorschubgeschwindigkeit zu. Der

Strompeak der Riickreaktion ist abgeflacht, der Spitzenstrom erniedrigt.

Die Cyclovoltammetrie bietet die Mdglichkeit, die Zeitskala des Experiments durch
Variation der Vorschubgeschwindigkeit stark zu varileren wund damit
Elektrodenreaktionen sowohl durchtritts- als auch diffusionskontrolliert durchzufiihren.
Je nachdem, welche Komponente {iiberwiegt, sind deren Merkmale im

Cyclovoltammogramm stérker ausgepragt43.

1.3 Cyclovoltammetrische Untersuchung ausgewihlter Verbindungen

1.3.1 Chinizarin

Cyclovoltammetrisch untersucht wurden Chinizarin und 1,4-Dimethoxyanthrachinon als
Grundstrukturen sowie ausgewdhlte styryl- und phenylalkylsubstituierte Derivate. Als
Grundelektrolyt wurde fiir alle cyclovoltammetrischen Messungen eine Losung von
0.1 mol/L Tetrabutylammoniumperchlorat (TBAP) in Acetonitril verwendet. Die
jeweilige Untersuchungslosung wurde vor jeder Messung mit Argon durchspiilt, um
gelosten Sauerstoff zu entfernen. Die Vorschubgeschwindigkeit betrug 100 mV/s. Vor
der Untersuchung von Chinizarin und ausgewdhlten Derivaten wurde zunichst der
Grundelektrolyt alleine vermessen, um dessen Zersetzungsspannung und damit den fiir
die folgenden Untersuchungen nutzbaren Potentialbereich zu ermitteln. Der in 4bb. D-3
zu sehende starke Stromflufl, der ab einem Elektrodenpotential von etwa -2.75V
einsetzt, wird durch Reduktion des Leitsalzes und/oder des Elektrolyten bedingt. Die
Stromfliisse im Riicklauf im Potentialbereich unterhalb von -1V sind vermutlich auf
Oxidation von entstandenen  Zersetzungsprodukten des  Grundelektrolyten
zuriickzufiihren. Bei Vermessung des Grundelektrolyten nur bis zu einer Spannung von
-2 V traten diese Stromfliisse nicht mehr auf.
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Abb. D-3:  Cyclovoltammogramm von 0.1 M TBAP in Acetonitril; v =100 mV/s.

Chinizarin sowie alle anderen Testsubstanzen wurden in Konzentrationen von
10° mol/L im Grundelektrolyten geldst und zunichst ebenfalls in einem
Potentialbereich von -0.3V bis -3V cyclovoltammetrisch vermessen, um einen
Uberblick iiber den gesamten MeBbereich zu bekommen. Potentialbereiche, in denen
ein Stromflul beobachtet werden konnte, wurden im Anschlufl ggf. noch einmal
gesondert untersucht. Abb. D-4 zeigt die erhaltenen Cyclovoltammogramme von
Chinizarin. Man erkennt zwei Reduktionsstrome, die der zweistufigen Reduktion des
Anthrachinons entsprechen (s. Abb. D-1). Die Reduktion zum Semichinonradikal (erste
Stufe) findet demnach bei einem Elektrodenpotential von -0.58 V statt, die weitere
Reduktion zum Hydrochinon (zweite Stufe) erfolgt bei -1.09 V.
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Abb. D-4:  Cyclovoltammogramme von Chinizarin; (a) Ex=-0.3 V, Eg;=-3V; (b)
Er=-03V,Ey=-14V;v=100mV/s

Im Spannungsriicklauf zeigt das Cyclovoltammogramm die Strompeaks, die den beiden
Oxidationsschritten zuriick zur Anthrachinonstufe entsprechen (4bb D-4). Sie liegen bei
Elektrodenpotentialen von -1.01 V bzw. -0.50 V. Die Peakseparation liegt fiir beide
Redoxstufen mit 80 mV geringfiigig iiber der fiir reversible Prozesse theoretischen
Differenz von 59 mV. Auch die jeweiligen Peakstrome flir Oxidation und Reduktion
sind nicht gleich grof3, sondern der Oxidationsstrom ist jeweils etwas kleiner. Da diese
Abweichungen jedoch relativ gering ausfallen und das Cyclovoltammogramm somit
den Charakteristika eines reversiblen Vorgangs nahekommt, 148t sich annehmen, daf3
die Reduktion von Chinizarin in beiden Stufen vollstindig reversibel ist. Diese

Reversibilitit ist fiir das Chinizarin in der Literatur beschrieben?4s.

1.3.2 1,4-Dimethoxyanthrachinon

In Abb. D-5 ist das Cyclovoltammogramm von 1,4-Dimethoxyanthrachinon (15) im
Vergleich zu Chinizarin (1) dargestellt. Tab. D-1 fafit die erhaltenen Mefdaten
zusammen. Die Peakpotentiale fiir beide Reduktionsstufen (Ep™®) sowie auch fiir die

Reoxidationen (Ep™) im Riicklauf sind bei 15 gegeniiber Chinizarin weiter in den
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negativen Bereich verschoben. Chinizarin ist also leichter zu reduzieren als das
methylierte Derivat 15. Die Peakseparation fiir den Redoxprozef3 der ersten Stufe ist mit
70 mV  gegeniiber Chinizarin geringfiigig verkleinert. Die Reduktion zum
Semichinonradikal kann somit unter Versuchsbedingungen auch fiir 15 als reversibel
betrachtet werden. Anders verhilt es sich bei der zweiten Reduktionsstufe, der
Reduktion vom Semichinon zum Hydrochinon. Dieser Vorgang im Cyclo-
voltammogramm die Merkmale eines quasireversiblen Prozesses auf. Die
Peakseparation ist bei 15 mit 150 mV etwa doppelt so grol wie bei Chinizarin mit
80 mV und der Strompeak der Riickreaktion ist abgeflacht, der Spitzenstrom erniedrigt.
Die beobachtete Verdnderung der Redoxeigenschaften des Anthrachinons durch die
Methylierung der Hydroxygruppen entspricht qualitativ den Ergebnissen von Jeziorek et
al. fiir 1,8-Dihydroxy- und 1,8-Dimethoxyanthrachinon2® (7ab. D-1).

O OR OH OR OH OR
red | red Il
(0)'4 II

O OR OH OR

1/15

Strom (uA)

-1,6 1,4 1,2 -1,0 0,8 0,6 0,4
Potential (V)

Abb. D-5:  Cyclovoltammogramme von Chinizarin (1) und 15; EA=-0.3 V,
Eu=-1.5bzw.-1.3V,v=100 mV/s.



114 D Physikochemischer Teil

Tab. D-1: Aus Abb. D-5 resultierende Mef3daten von 1 und 15 sowie entsprechende
Daten fiir 1,8-Dihydroxy- und 1,8-Dimethoxyanthrachinon nach Lit.243;

E™™ = jeweiliges Peakpotential, AE = Peakseparation, AQ = Anthra-
chinon.
1. Redoxstufe 2. Redoxstufe

Verbindung E°(V) E™(V) AEmV) E®(V) E™(V) AE (mV)
1 -0.58 -0.50 80 -1.09 -1.01 80
15 -0.97 -0.90 70 -1.39 -1.24 150
1,8-Dihydroxy-AQ -0.630  -0.565 65 -1.260  -1.190 70
1,8-Dimethoxy-AQ 1.050 0.978 72 -1.374 -1.242 132

1.3.3 ®-Phenylalkylsubstituierte Chinizarinderivate

Ebenso wie Chinizarin und 15 unterscheiden sich auch die phenylmethylsubstituierten
Derivate 59a und 59b nur durch die 1,4-Dihydroxy- bzw. 1,4-Dimethoxysubstitution
des Anthrachinongeriists voneinander. In bezug auf die erste Redoxstufe konnten wir
nahezu identische Peakpotentiale und Peakseparationen feststellen wie bei Chinizarin
bzw. 15. Auch hier bewirkt offenbar die Methylierung der Hydroxygruppen von 59a zu
59b eine Verschiebung der Peakpotentiale weiter in den negativen Bereich bei
gerinfiigig verringerter Peakseparation (7ab. D-2). Die zweite Reduktionsstufe zeigt
allerdings auch schon fiir das 1,4-Dihydroxyderivat 59a und nicht nur fiir 59b mit einer
Peakseparation von etwa 150 mV die Charakteristik eines quasireversiblen Vorgangs.
Bei 59b sind die Strompeaks gegeniiber 59a lediglich verschoben, ihre Separation bleibt
unverandert (7ab. D-2).
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Tab.D-2:  Cyclovoltammetrische MeBdaten von 59a und 59b; E®™ = jeweiliges
Peakpotential, AE = Peakseparation.

O OR
SOS RS
OCH3
O OR
1. Redoxstufe 2. Redoxstufe

Verb. R E* (V) E™(V) AE (mV) E*'(V) E*(V) AE @mV)

59a H -0,59 -0,51 80 -1.11 -0.96 150
59b CH; -0,95 -0,88 70 -1.40 -1.25 150

Die Phenylalkylchinizarine 59b, 67b und 68b weisen alle eine 1,4-
Dimethoxysubstitution auf und unterscheiden sich strukturell nur in der Lénge der
Alkylkette des Substituenten. In den cyclovoltammetrischen Untersuchungen lassen
sich im Vergleich der drei Verbindungen keine Unterschiede in bezug auf die Lage der
Peakpotentiale sowie die Peakseparationen feststellen (7ab D-3).

Tab. D-3: Cyclovoltammetrische = Mefdaten  von  phenylalkylsubstituierten

Chinizarinderivaten; E*!=jeweiliges Peakpotential, ~AE = Peak-
separation.
O OCH3
QO
OCHgs
O OCH;
1. Redoxstufe 2. Redoxstufe

Verbindung n  E™ (V) E*(V) AE@mV) E™(V) E™(V) AE mV)

59b 1 -0.95 -0.88 70 -1.40 -1.25 150
67b 3 -0.97 -0.90 70 -1.39 -1.27 120
68b 4 -0.97 -0.89 80 -1.40 -1.25 150
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Die unterschiedlichen Kettenldingen der Alkylreste zeigen keinen EinfluB auf das
Redoxverhalten des Anthrachinonkerns, das fiir alle drei Verbindungen dem der
Grundstruktur 15 entspricht. Demzufolge hat eine Phenylalkylsubstitution in Position 2
offenbar keinen Einflul auf die Redoxeigenschaften von 1,4-Dimethoxyanthrachinon
(15).

1.3.4 Phenylethenylsubstituierte Chinizarinderivate

Fiir die cyclovoltammetrische Unterschung von styrylsubstituierten Chinizarinderivaten
wihlten wir die Verbindungen 26, 38, 39 und 43 aus. Diese unterscheiden sich nur
durch die Substitution am Styrylrest voneinander. 38 weist einen unsubstituierten
Styrylrest auf, die anderen Verbindungen sind jeweils in Position 4 des Aromaten
unterschiedlich substituiert. Diese Substituenten unterscheiden sich in ihren
elektronischen Eigenschaften und haben in den Antiproliferationstests an K562-Zellen
einen deutlichen EinfluB3 auf die Wirksamkeit der Verbindungen gezeigt. Zudem schien
eine Beeinflussung der Redoxeigenschaften iiber das konjugierte Doppelbindungs-
system moglich. Eine solche Beeinflussung der Redoxeigenschaften sollte sich in
verdnderten Cyclovoltammogrammen zeigen. Bei der Untersuchung der ausgewihlten
Styrylderivate trat im Gegensatz zu den phenylalkylsubstituierten Verbindungen bei
einem Elektrodenpotential im Bereich von -2V bis -2.5V ein Sromflul auf, der
offenbar mit einer Reduktion des Styrylsystems zusammenhéngt (4bb. D-6). Dieser
ProzeB3 erschien quasireversibel oder irreversibel, wurde aber nicht weiter untersucht.

In den Untersuchungen der vier Styrylchinizarine konnten wir keinen nennenswerten
SubstituenteneinfluBl auf die Redoxeigenschaften der Chinonstruktur beobachten. Die
Lage der Strompeaks und ihre Separation sind nahezu gleich und entsprechen in etwa
den Werten des unsubstituierten 1,4-Dimethoxyanthrachinons (15). Somit kann auch
durch die Einflihrung eines Styrylrestes in Position 2 des 1,4-Dimethoxyanthrachinons
kein EinfluB auf die Redoxeigenschaften der Chinonstruktur festgestellt werden.
Variation des Substituenten am Styrylrest scheint das Redoxverhalten nicht zu
beeinflussen. Die Ergebnisse sind in 7ab. D-4 zusammengefalit. Stellvertretend fiir

Reduktions- und Oxidationspotential ist das Mittelwertspotential E,, angegeben.
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Abb. D-6:  Cyclovoltammogramm von 38; hervorgehoben die fiir Styrylchinizarine
charakteristischen Signale; Mefbereich -0.3 bis -3 V, v =100 mV.
Tab. D-4: Cyclovoltammetrische Mefldaten von Styrylderivaten; E,, = Mittelwerts-
potential, AE = Peakseparation.
O OCHs O R
L
O OCH;g
1. Redoxstufe 2. Redoxstufe
Verbindung R En(V) AE (mV) En(V) AE (mV)
26 COOCH3; -0.82 80 -1.27 110
38 H -0.91 80 -1.35 120
39 OCHj3 -0.86 70 -1.29 130
43 Cl -0.90 70 -1.33 120

15 1,4-Dimethoxyanthrachinon -0.94 70 -1.32 150
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14 Diskussion

Fiir die cyclovoltammetrischen Untersuchungen wurden neben Chinizarin und 15 als
Grundstrukturen ausgewéhlte phenylalkyl- und phenylethenylsubstituierte Derivate
eingesetzt. Die Vergleiche der Daten von Chinizarin und 15 sowie von 59a und 59b 143t
einen deutlichen Einflufl der Substitution in den Positionen 1 und 4 des Anthrachinons
auf das Redoxverhalten erkennen. Die Methylierung der Chinizarin-Hydroxygruppen
bewirkt eine deutliche Verschiebung der Redoxpotentiale in den stirker negativen
Bereich. Chinizarin und C-2-substituierte 1,4-Dihydroxyanthrachinonderivate sind
leichter zum Semichinonradikal und weiter zum Hydochinon zu reduzieren als die
methylierten Analoga. Diese Beobachtung konnte von Bedeutung fiir die Zytotoxizitdt
der jeweiligen Verbindungen sein. Der Redoxzyklus der Anthrachinone fiihrt iiber die
Entstehung von ROS beispielsweise zur Kardiotoxizitdt der Anthracycline (Kap. A-1.3).
Da die Methylierung der Hydroxygruppen offensichtlich die Reduktion des
Anthrachinons erschwert, ist theoretisch eine Verminderung der ROS-vermittelten
zytotoxischen Effekte denkbar, zumal das Einelektronen-Reduktionspotential von
Chinonen mit deren Reduktion durch zellulire NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase
und andere Flavoenzyme korreliert werden kann#0-249, Die Reduktion zum Semichinon
entspricht bei allen untersuchten Verbindungen in etwa den Charakteristika eines
reversiblen Vorgangs. Die zweite Reduktionsstufe scheint dagegen lediglich bei
Chinizarin selbst reversibel zu verlaufen. Bei allen anderen Testsubstanzen deutet eine
Peakseparation von 110-150 mV unter den gewdhlten Bedingungen auf einen
quasireversiblen Vorgang hin. Die styryl- und phenylalkylsubstituierten 1,4-
Dimethoxyanthrachinone zeigen in den cyclovoltammetrischen Untersuchungen keine
Unterschiede zum unsubstituierten 15. Die Mittelwertpotentiale E;, liegen in allen
Féllen zwischen -0.82 und -0.93 V fiir die erste bzw. zwischen -1.27 und -1.33 V fiir die
zweite Redoxstufe. Die Peakseparation fiir den ersten Reduktionsschritt kommt mit -
70 mV bis -80 mV einer reversiblen Charakteristik nahe, der zweite Schritt entspricht
einer quasireversiblen Charakteristik (AE=110- 150 mV). Die Ergebnisse der
cyclovoltammetrischen Untersuchungen zeigen somit keinen Zusammenhang zwischen
dem Substituenteneinflul auf die antiproliferative Aktivitdt der Chinizarinderivate und
einer Beeinflussung des Redoxverhaltens der Anthrachinone. Die wachstumshemmende
Wirksamkeit der Verbindungen gegeniiber Leukdmiezellen scheint somit nicht
unmittelbar mit dem thermodynamischen Redoxpotential der Anthrachinonstruktur

zusammenzuhingen.
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2 Lipophilie der Testsubstanzen (logP)

2.1 Einfithrung

Die synthetisierten Verbindungen wurden am intakten Zellsystem auf ihre
antiproliferative Aktivitit gepriift. Die hohe Strukturabhingigkeit der antiproliferativen
Wirkung sowie die beobachtete hohe Zellviabilitit sprechen gegen eine unspezifische
Membranschddigung als Ursache fiir die wachstumshemmende Wirkung. Die
Lipophilie bzw. Polaritit einer Verbindung kann ein entscheidender Faktor fiir ihre
biologische Aktivitdt im Zellinneren sein. Um zu ihrem Wirkort zu gelangen, miissen
die Verbindungen zundchst die Zellmembran durchdringen. Dabei gelangen sie
ausgehend vom polaren, hydrophilen Extrazelluldrraum iiber die hydrophobe
Lipiddoppelschicht der Zellmembran in das wiederum polare Zytosol. Andererseits
konnen lipophile Wechselwirkungen eines potentiellen Wirkstoffs mit einem zelluldren
Enzym oder einem Rezeptor Voraussetzung fiir einen pharmakologischen Effekt sein.
Hydrophile und lipophile Eigenschaften eines Moleliils ergeben ein spezifisches
Verteilungsverhalten zwischen zwei nicht mischbaren Phasen, das durch den
Verteilungskoeffizienten logP ausgedriickt wird. Durch Gegeniiberstellung der
ermittelten logP-Werte und der ICsp-Werte an K562-Zellen wollten wir einen
eventuellen Zusammenhang zwischen der Lipophilie der Verbindungen und ihrer

wachstumshemmenden Aktivitdt aufzeigen.

2.2 Bestimmung der logP-Werte

Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten logP verwendet man in der Regel Wasser
und n-Octanol als nicht mischbare Standardphasen. Die konventionelle
Schiittelmethode?39 wurde durch eine effektivere RP-HPLC-Methode?3!1:252 ersetzt. Bei
der Verwendung von RP-18-Material als stationdrer Phase kommen die
Verteilungsbedingungen dem System Wasser/n-Octanol nahe252, Wir verwendeten
allerdings zur Bestimmung der logP-Werte der untersuchten Verbindungen eine
computergestiitzte Berechnung. Diese Simulation erlaubt uns eine vorldufige
Abschétzung, inwieweit unterschiedliche Wirksamkeiten der Testsubstanzen mit
unterschiedlicher Lipophilie in Zusammenhang stehen. Zur Berechnung der logP-Werte
nutzten wir das Programm ChemDraw Ultra 6.0 (CambridgeSoft.Com). Dieses bietet
mehrere Moglichkeiten zur Berechnung von logP-Werten, denen verschiedene
mathematische Modelle zugrunde liegen. Neben den Berechnungen nach Crippen?33,

Viswanadhan?5* und Broto?5> wird als vierte Methode die Berechnung von ClogP
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angeboten. Diese Berechnungsmethoden wurden auf ausgewéhlte Substanzen
angewendet, deren logP-Werte literaturbekannt sind (7ab. D-5) und die in vorigen
Arbeiten bereits zur Kalibrierung der HPLC-Bestimmung von logP-Werten
herangezogen wurden36:60.202_ [n allen Fallen kam der ClogP-Wert dem in der Literatur
angegebenen logP-Wert am néchsten. Die Werte sind in 7ab. D-5 gegeniibergestellt.
Aufgrund dieser Feststellung nutzten wir die Berechnung von ClogP als Grundlage fiir

unsere Untersuchungen.

Tab. D-5: LogP- und ClogP-Werte ausgewihlter Eichsubstanzen.

Verbindung logP ClogP
4-Nitrophenol 1.91256 1.85
4-Chlorphenol 2.39256 2.48
Benzophenon 3.18%1 3.18
Naphthalin 3.44257 3.32
Anthracen 4.49257 4.49
Hexachlorbenzol 6.45257 6.06

2.3  Ergebnisse

Die so ermittelten ClogP-Werte der untersuchten styryl- und phenylalkylsubstituierten
Chinizarinderivate sind zusammen mit den ICsp-Werten an K562-Zellen in den
folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Die ClogP-Werte fiir die antiproliferativ wirksamen styrylsubstituierten Chinizarin-
derivate mit ICsp-Werten <10 uM bewegen sich im Bereich von 3.34 bis 5.66
(Tab. D-6). Dabei ist keine Korrelation zwischen ICso-Wert und ClogP zu erkennen. Zu
den wirksamsten Verbindungen mit ICso-Werten <1 uM gehoren sowohl die weniger
lipophile Verbindung 54 (ClogP 3.68) als auch das lipophile Derivat 42 (ClogP 4.95).
43 und 49 zeigen mit ICs-Werten von 6.3 uM bzw. 9.6 uM nahezu gleiche
antiproliferative Aktivititen, die zugehorigen ClogP-Werte sind mit 5.66 (43) und 3.84
(49) aber deutlich unterschiedlich. Betrachtet man zusétzlich die ClogP-Werte der in
unserem Zelltest nahezu unwirksamen Verbindungen 26-28 und 48, deren 1Cso-Werte
allesamt > 70 uM sind, so liegen hier die ClogP-Werte zwischen 4.39 und 5.09 und

damit im gleichen Bereich wie bei den wirksamen Verbindungen.
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Tab. D-6: ICso-Werte (K562-Zellen) und ClogP-Werte von styrylsubstituierten
Chinizarinderivaten sowie den Vergleichssubstanzen FD41 und 44.

Verbindung R R’ R’ R* R’ ICso(uM)" ClogP
24 CH; H OCH; OCH; OCHj; 1.9 4.24
25 CH; H Cl H Cl 14.7 6.37
26 CH; H H COOCH;3; H >70 491
27 CH; H H NO; H >72 4.69
28 CH; H H CN H >76 4.38
38 CH; H H H H 2.2 4.94
39 CH; H H OCH; H 2.3 4.86
40 CH; H OCH; H OCH; 1.2 4.95
41 CH; H OCH; OCH; H 0.7 4.60
42 CH;  OCH; H H OCH; 0.5 4.95
43 CH; H H Cl H 6.3 5.66
47 H/CHj; H H OCH; H 17.6 5.12
48 H H H OCH; H >80 5.09
49 H H OH H OH 9.6 3.84
53 CH; H OMOM OMOM H 0.9 3.34
54 CH; H OH OH H 0.4 3.68
55 CH; H H OH H 0.3 4.28
56 CH; H OH OCH; H 0.7 4.13
15 1,4-Dimethoxyanthrachinon >110 2.65
44 2,5,3",4'-Tetramethoxystilben 40.2 4.10

Auch fiir die zumeist weniger antiproliferativ wirksamen phenylalkylsubstituierten
Chinizarinderivate liegen die ClogP-Werte in der gleichen Gréf3enordnung wie fiir die
Styrylderivate (Tab. D-7). Der deutliche Unterschied in der antiproliferativen
Wirksamkeit zwischen 1,4-Dihydroxy- und 1,4-Dimethoxyderivaten spiegelt sich in den
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berechneten ClogP-Werten nicht wider. Die Differenz der ClogP-Werte betriagt jeweils
nur etwa 0.2 Einheiten und kann damit nicht als Erkldrung fiir den Wirkverlust bei den
Hydroxyderivaten herangezogen werden. Im Zelltest haben sich die Hydroxyderivate
gegeniiber den Methoxyderivaten als deutlich schlechter 16slich erwiesen, was durch
eine erhohte Lipophilie, aber auch durch andere Substanzeigenschaften bedingt sein
konnte. Inwieweit die Computerberechnung die speziellen Eigenschaften unserer
Verbindungen wie z.B. den EinfluB der Wasserstoff-Briickenbindungen in den
1,4-Dihydroxyderivaten zutreffend einbezieht, bleibt im Rahmen dieser Arbeit
ungeklart.

Tab. D-7: ICso-Werte  (K562-Zellen) und ClogP-Werte von phenylalkyl-
substituierten Chinizarinderivaten.

O OR' R
[CH2]n R’
o
O OR R
Verb. n R R? R’ R* R’  ICso (uM) ClogP
58a 1 H H OCHj H OCH; nb." 4.90
58b 1 CH; H OCH; H OCH; 2.4 4.73
59a 1 H H OCH; OCH; H >75 4.55
59b 1 CH; H OCH; OCH; H 6.6 4.38
60a 1 H OCH; H H OCH; >75 4.90
60b 1 CH; OCH; H H OCH; 1.1 4.73
57a 1 H H H H H >90 4.90
57b 1 CH; H H H H 6.8 4.72
67b 3  CH; H OCH; OCH; H 10.6 5.29
68b 4  CH; H OCH; OCH; H 11.8 5.81
69b 4  CHj H H H H >75 6.16
70 2 CH; H OCH; H OCH; 7.2 5.11
71 2 CH; OCH; H H OCH; 2.6 5.11

" n.b. = nicht bestimmt
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Zusammenfassend 148t sich festhalten, dal wir durch Vergleich der ClogP-Werte und
der biologischen Daten keinen direkten Zusammenhang zwischen der antiproliferativen
Wirksamkeit der gepriiften Substanzen und ihrer Lipophilie erkennen konnen. Die
berechneten ClogP-Werte konnen den drastischen Wirkverlust von 1,4-Dihydroxy-
anthrachinonderivaten gegeniiber den entsprechenden 1,4-Dimethoxyderivaten
ebensowenig erkldren wie den deutlichen EinfluB3 der Substituenten am Styrylrest von

styrylsubstituierten Chinizarinderivaten auf die Wirksamkeit der Verbindungen.
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E Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Synthese und biologischen Priifung von
2-phenylethenylsubstituierten Derivaten des Chinizarins (1,4-Dihydroxyanthrachinon).
Die Partialstrukturen biologisch aktiver Anthrachinone und Stilbene sollten miteinander
kombiniert werden. Als Parameter fiir die biologische Aktivitit der neuen
Anthrachinonderivate untersuchten wir die wachstumshemmenden Eigenschaften
gegeniiber ausgewdhlten Zellinien, insbesondere KS562-Leukdmiezellen. Zur
Herausarbeitung von  Struktur-Wirkungs-Beziehungen sowie einer optimalen
Wirkstruktur wurden Verbindungen mit guter antiproliferativer Aktivitit in
orientierenden biologischen Priifungen strukturell verdndert. Dariiberhinaus wurden
aktive Verbindungen im Rahmen der Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus auf
die Induktion von Zelltod, Interaktion mit der DNA sowie auf eine Hemmung der
DNA-Topoisomerase I ~ untersucht. In  cyclovoltammetrischen  Experimenten
untersuchten wir die Beeinflussung des Redoxverhaltens der Anthrachinon-Struktur
durch die eingefiihrten Substituenten.

Fiir die Synthese der neuen Verbindungen verwendeten wir zunédchst das Chinizarin
selbst als Grundstruktur. Die Einflihrung eines Alkylrestes in die Position 2 gelang
durch Marschalk-Alkylierung des Chinizarinmonomethylethers sowie alternativ durch
Kondensation von Phthalsdureanhydrid mit Methylhydrochinon in einer zweifachen
Friedel-Crafts-Acylierung. Nach Derivatisierung zum 2-Carbaldehyd 29 bzw. zum
Triphenylphosphoniumbromid 23 konnten wir durch Wittig- und Horner-Wadsworth-
Emmons-Reaktionen zahlreiche neue phenylethenylsubstituierte Chinizarinderivate
synthetisieren. Zur Ermittlung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen stellten wir ferner
2-o-Phenylalkylderivate mit geséttigter Alkylkette durch Marschalk-Alkylierung des
Chinizarins sowie durch katalytische Hydrierung von Phenylethenylderivaten dar. Des
weiteren stellten wir ausgehend vom Carbaldehyd 29 auch Chinizarinderivate mit
Chalkon-Partialstruktur her. Um die Bedeutung der Chinonstruktur aktiver
Verbindungen fiir die biologische Aktivitit zu ermitteln, eliminierten wir diese durch
reduktive Methylierung. Zur weiteren Ergdnzung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen
synthetisierten wir analog den Chinizarinderivaten phenylethenylsubstituierte Derivate
des 1,6,8-Trihydroxy-3-methylanthrachinons (Frangula-Emodin) durch Horner-
Wadsworth-Emmons-Olefinierung nach Derivatisierung der im Molekiil vorhandenen
Methylgruppe zum Carbaldehyd. AuBlerdem konnten wir einen geeigneten Syntheseweg
zum bisher nicht beschriebenen 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinon-Derivat 94 zeigen,

das einer Alkylierung nach Marschalk in Position 2 zuginglich ist.
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In den biochemischen Untersuchungen konnten wir eine deutliche Strukturabhidngigkeit
der antiproliferativen Aktivitit der Verbindungen gegeniiber K562-Leukdmiezellen
zeigen. Die mit ICsp-Werten <1 uM aktivsten Verbindungen sind innerhalb der
2-phenylethenylsubstituierten  Chinizarinderivate zu finden. Sie weisen 1m
Anthrachinonteil 1,4-Dimethoxysubstitution auf und sind am aromatischen Ring der
Seitenkette hydroxy- und/oder methoxysubstituiert (41, 42, 54-56). Auch 53 als
zweifach MOM-geschiitzte Vorstufe des Catecholderivates 54 gehort zu den aktivsten
Verbindungen (ICso=0.9 uM). Die methoxysubstituierten Derivate 24, 39 und 40
sowie das am Styrylrest unsubstituierte 38 sind mit ICso-Werten von 1.2 bis 2.3 uM
ebenfalls als gut wirksam zu betrachten. Die Einfilhrung von anderen Substituenten in
den aromatischen Ring der Seitenkette fiihrt zu deutlich verminderter Aktivitdt. So sind
die chlorsubstituierten Verbindungen 25 und 43 mit ICso-Werten von 14.7 bzw. 6.3 uM
noch méaBig aktiv, wahrend 26-28 mit COOCHj3-, NO,-, bzw. CN-Substituenten als
unwirksam betrachtet werden miissen. Die 2-w-Phenylalkyl-Derivate des Chinizarins
zeigen gegenliber den korrespondierenden styrylsubstituierten = Verbindungen
verminderte antiproliferative Aktivitdt. Die ICsp-Werte der Phenylmethylderivate 57b-
60b sind mit 1.1 uM bis 6.8 uM um den Faktor 2-9 groBer als die der
korrespondierenden Styrylderivate. Die Verldngerung der Alkylkette zwischen dem
Anthrachinongeriist und dem aromatischen Substituenten der Seitenkette fiihrt im
allgemeinen zu weiter abnehmender antiproliferativer Wirksamkeit. Etherspaltungen im
Anthrachinonteil fiihren zu Verbindungen mit deutlich reduzierter Aktivitdt. Wéhrend
die styrylsubstituierten Derivate 47 (ICso=17.6 uM) und 49 (ICso=9.6 uM) noch
moderate wachstumshemmende Eigenschaften zeigen, konnen 48 sowie die
Phenylmethylderivate 57a, 59a und 60a mit 1,4-Dihydroxysubstitution des
Anthrachinonkerns als vollig inaktiv betrachtet werden. Durch den Vergleich mit
2-phenylethenylsubstituierten Derivaten anderer Anthrachinone erweist sich auch die
Lage der beiden Methoxysubstituenten an den Positionen 1 und 4 des Anthrachinon-
kerns als essentiell fiir eine wachstumshemmende Aktivitét. So sind die Emodinderivate
86 und 87 ebenso wie Verbindungen aus fritheren Arbeiten inaktiv gegeniiber K562-
Zellen. Die antiproliferative Wirkung der Verbindungen ist dariiberhinaus an die
Hybridstruktur ~aus  Anthrachinon und Stilben gebunden. Wiéhrend das
Anthrachinonstilbenderivat 41 zu den aktivsten Verbindungen gehort (ICsp = 0.7 uM),
sind mit 44, das nicht das Anthrachinongeriist aufweist, und 15, das lediglich ein
Anthrachinon ohne Substituent in 2-Position darstellt, beide Partialstrukturen kaum
wirksam (ICso=40.2 bzw. > 110 uM). Die Bedeutung der Chinonstruktur fiir die
antiproliferative Wirksamkeit der Verbindungen wird dadurch unterstrichen, da3 die

durch reduktive Methylierung erhaltenen Tetramethoxyanthracenderivate 73 und 75
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etwa um den Faktor 67 schlechter wirksam sind als die entsprechenden Anthrachinone.
Die Chinizarinderivate 76 und 77 mit Chalkon-Partialstruktur erweisen sich mit ICsg-
Werten von 1.6 uM bzw. 1.7 uM als &dhnlich wirksam wie die korrespondierenden
Styrylderivate.

Unsere aktivsten Verbindungen erreichen zwar nicht die wachstumshemmende
Wirkung der pharmazeutisch bedeutsamen Zytostatika Mitoxantron (ICsy = 0.004 uM)
und Doxorubicin (ICsop=0.01 uM), sie sind aber deutlich wirksamer als die
Referenzsubstanzen Emodin und Damnacanthal, die dokumentierte biologische
Aktivitdit in  zelluldren Testsystemen aufweisen. Wir konnten die gute
wachstumshemmende Aktivitdit der Chinizarinderivate auch an anderen Zellinien
bestitigen. Die aktivsten Verbindungen hemmen auch das Wachstum von HL60-
Leukdmiezellen in submikromolaren Konzentrationen sowie das Wachstum von
HepG2-Lebertumorzellen und HaCaT-Keratinozyten im unteren mikromolaren
Konzentrationsbereich. Fiir 38, 41, 42 und 60b konnte antiproliferative Aktivitét ferner
gegeniiber acht weiteren Zellinien, darunter vier Xenograft-Zellinien, gezeigt werden.
Untersuchungen zur Zellviabilitdt zeigen, dal auch nach Inkubation mit den
Styrylderivaten 41, 42 und 55 in Konzentrationen, die deutlich groBer sind als die
jeweiligen ICso-Werte, iiber 80 % der in ihrem Wachstum gehemmten Zellen
lebensfahig bleiben. Aufgrund dieser Ergebnisse sowie der erlduterten hohen
Strukturabhiangigkeit der wachstumshemmenden Wirkung, ist eine unspezifische
Zytotoxizitiat als Ursache fiir die Aktivitdit der Verbindungen auszuschlieBen. Die
antiproliferative Wirksamkeit der untersuchten Verbindungen beruht ebensowenig auf
einer Interkalation in die DNA. Weder durch UV-Differenzspektroskopie noch durch
fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen konnte eine Wechselwirkung zwischen
den untersuchten Verbindungen und der DNA nachgewiesen werden.

Eine Auswahl von Chinizarinderivaten wurde auf die Hemmung eukaryotischer
Topoisomerase I gepriift. Die Verbindungen fiihren in einer Konzentration von 100 uM
zu Nucleotid-Strangbriichen infolge der Stabilisierung eines Komplexes aus Nucleotid,
Topoisomerase I und Testverbindung. Fiir 41, 42 und 59b konnten ICso-Werte von
10 uM, 15 uM bzw. 33 uM ermittelt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf3
eine  Hemmung der Topoisomerasel an der antiproliferativen Wirkung der
Verbindungen beteiligt sein konnte.

In cyclovoltammetrischen Untersuchungen von Chinizarinderivaten konnten wir keine
Korrelation zwischen der antiproliferativen Aktivitdt der Verbindungen und einem
Substituenteneinflu auf das Redoxverhalten der Chinonstruktur feststellen. Die
wachstumshemmende Wirkung der Chinizarinderivate scheint somit nicht unmittelbar

mit dem Redoxpotential der Anthrachinonstruktur zusammenzuhingen. Ebensowenig
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1aBt sich die unterschiedliche Aktivitit der Verbindungen durch ihre Lipophilie
erkliaren. Die berechneten ClogP-Werte konnten nicht mit den ermittelten 1Cso-Werten
korreliert werden.

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, daB wir mit der Synthese von
2-phenylethenylsubstituierten  Chinizarinderivaten =~ Verbindungen  mit  guter
antiproliferativer Wirkung gegeniiber mehreren Zellinien erhalten konnten. In bezug auf
die Aktivitit gegeniiber K562-Zellen konnten wir klare Struktur-Wirkungsbeziehungen
herausarbeiten. Als Ursachen fiir die wachstumshemmende Wirkung schlieen wir eine
unspezifische Zytotoxizitit sowie eine Interkalation in die DNA aus. FEine
Topoisomerase I-Hemmung scheint an der Wirkung der Verbindungen beteiligt zu sein.

Weitergehende Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus konnten im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Sie stellen neben einer weiteren
Optimierung der wirksamen Strukturen, etwa durch die Synthese von wasserldslichen
Derivaten in Analogie zum Mitoxantron, interessante Aufgaben filir zukiinftige Projekte

dar.
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F Experimenteller Teil

1 Allgemeine Angaben
1.1 Synthesen

Schmelzpunkte (Smp)
Die Schmelzpunkte wurden mit dem Kofler-Heiztisch-Mikroskop der Firma Reichert

bestimmt. Die angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Infrarotspektren (FT-IR)
Die Messungen der IR-Spektren erfolgten mit dem FT-IR Spektrometer vom Typ FTS
135 der Firma Bio-Rad Laboratories. Als Software diente Win-IR Foundation. Falls

nichts anderes angegeben ist, wurden KBr-Prefllinge verwendet.

Protonen-(IH)-Resonanzspektren (IH-NMR)

Die 'H-NMR-Spektren wurden am Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie der Universitdt Miinster mit dem Gerdt Gemini 200 (200 MHz) der Firma
Varian aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der Signale sind in den
Einheiten der Deltaskala in ppm angegeben. Als innerer Standard diente
Tetramethylsilan (TMS = 0 ppm). Die Form der Signale ist durch die Abkiirzungen s =
Singulett, d = Dublett, dd = doppeltes Dublett, t = Triplett, ¢ = Quartett, quint =
Quintett, m = Multiplett und br = breit gekennzeichnet. Die Kopplungskonstanten (J)
sind in Hertz (Hz) angegeben. Die Spektren wurden bei 25 °C aufgenommen. Als
Losungsmittel wurden CDCl; und DMSO-ds verwendet.

Kohlenstoff-(“C)-Resonanzspektren (13C-NMR)

Die "*C-NMR-Spektren wurden am Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie der Universitit Miinster mit dem Gerdt Gemini 200 (50.29 MHz) der Firma
Varian gemessen. Die chemischen Verschiebungen der Signale sind in den Einheiten
der Deltaskala in ppm angegeben. Als innerer Standard diente Tetramethylsilan
(TMS = 0 ppm). Als Losungsmittel wurden CDCl; und DMSO-d;; verwendet.
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Massenspektren (MS, 70 eV)

Die Massenspektren wurden am Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische Chemie
der Universitdt Miinster als DirekteinlaBl mit dem Gerdt MAT GCQ (70 eV) der Firma
Finnigan aufgenommen. Die in Klammern angegebenen Prozentzahlen geben die

Intensitét der Signale bezogen auf den Basispeak (I =100 %) an.

Elementaranalysen (Anal. (C,H,N))

Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Labor des Instituts fiir Organische
Chemie der Universitit Miinster mit dem Elementaranalysator C,H,N-O-Rapid der
Firma Heraeus oder mit dem VarioEL III von der Firma Elementar Analysensystem

angefertigt.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Als stationdre Phase wurden DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4 mit der Artikelnummer
1.05554 der Firma Merck benutzt. Die Detektion der Diinnschichtchromatogramme
erfolgte im UV-Licht bei den Wellenlédngen 254 nm und 366 nm.

Sdulenchromatographie (SC)

Als stationédre Phase diente Kieselgel 60 (70-230 mesh ASTM, Porengrofie 0,063-0,200
mm) mit der Artikelnummer 1.07734.9025. Als mobile Phasen wurden destillierte
Losungsmittel der Hochschullieferung benutzt. Die Verhiltnisse der Laufmittel-
komponenten in den Laufmittelgemischen sind in Volumenanteilen angegeben. Wenn
nichts anderes angegeben ist, kristallisierten die Produkte nach sdulen-
chromatographischer Reinigung beim Einengen der Reinfraktionen sowie
anschlieBender Zugabe von wenig Petrolether oder Hexan und gegebenenfalls

Stehenlassen im Tiefkuhlfach aus.

Chemikalien
Die Chemikalien fiir die priparativen Arbeiten wurden von den Firmen Acros, Aldrich,

Avocado, Fluka, Lancaster, Merck und Riedel-de Haen erworben.
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1.2 Biochemische Untersuchungen

Gerite

Autoklav
Begasungsbrutschrank
Bidest.-Anlage
Photometer

Fluorimeter

Mikroplatten Reader

Mikroskop
Schiittler
Sterilbank

Ultraschallbad
Analysenwaage
Wasserbad
Héamocytometer

Zentrifuge

Webeco-Bad Schwartau, Typ B

Labotect NAPCO Series 5400 CO, Incubator, Modell 5420-1
Heraeus

Uvikon Spektrophotometer 922, Kontron Instruments
Shimadzu Spectrofluorophotometer RF-540,

Data Recorder DR-3

Molecular Devices, Typ Spectra Max 340, Software Softmax
Pro-Version 2.2

Olympus CK2, Phasenkontrastmikroskop

IKA Labortechnik MS1 Minishaker

Labotect SterilGARD Class II, Typ A/B3, Modell SG 400
DIN

Bandelin Sonorex Super RK 255 H

Kern 770

Schiittelwasserbad Julabo SW-20C

Zahlkammer nach Neubauer, improved bright line

Jouan CR 412

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Die Verbrauchsmaterialien und die Reagenzien fiir die biochemischen Untersuchungen

wurden von den Firmen Costar, Gibco, Life Technologies, Merck und Steiner bezogen.
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2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AV)

AV 1: Wittig-Olefinierung
Herstellung von 1,4-Dimethoxy-2-(E)-(2-phenylethenyl)-9,10-anthracendionen

Variante A: In einem ausgeheizten und mit N, gespiilten Dreihalskolben wird NaH
(60 % in Mineraldl, 0.1 g, 2.5 mmol) in DMSO (5 mL) suspendiert und 15 min auf
45 °C erwarmt. Der Suspension werden 23 (0.62 g, 1 mmol), gelost in DMSO (5 mL),
und nach weiteren 10 min eine Lésung des Aldehyds*** (1 mmol) in DMSO (5 mL)
zugegeben. Der Ansatz wird 30 min (DC-Kontrolle) 50-60 °C erhitzt. Man {iberfiihrt
das Gemisch in Wasser (200 mL), sduert mit HCI (2 mol/L, 5 mL) an und extrahiert mit
CH,Cl, (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird sc
gereinigt.

Variante B: Abweichend von Variante A gibt man zur NaH-Suspension zunéchst das
Phosphoniumsalz*** (1 mmol), dann den Aldehyd 29 (0.30 g, 1 mmol). Ansonsten

entsprechen Reaktionsbedingungen und Aufarbeitung Variante A.

AV 2: Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung
Herstellung von 1,4-Dimethoxy-2-(E)-(2-phenylethenyl)-9,10-anthracendionen

Analog zu AV 1 wird in einem ausgeheizten und mit N, gespiilten Dreihalskolben NaH
(60 %, 0.1 g, 2.5 mmol) in DMSO (5 mL) suspendiert und die Suspension 15 min auf
45 °C erwarmt. Man ergénzt zunédchst das Phosphonat*** (1 mmol), gelost in DMSO
(5 mL), und nach 10 min eine Lésung des Aldehyds 29" (1 mmol) in DMSO (5 mL).
Der Ansatz wird 30 min (DC-Kontrolle) auf 50-60 °C erwédrmt und analog AV 1

aufgearbeitet.

AV 3: Alkylierung nach Marschalk
Herstellung von 1,4-Dihydroxy-2-w-phenylalkyl-9,10-anthracendionen

Zu einer Losung von 1,4-Dihydroxyanthrachinon (Chinizarin)*** in NaOH (1 mol/L,
100 mL) gibt man bei 40 °C unter Np-Atmosphdre Natriumdithionit (1.5 molare
Aquivalente) und erwirmt auf 60-65 °C. Nach 20 min wird der Aldehyd*** zugegeben,
und man erhitzt unter RiickfluBkiihlung auf 90 °C. Die Reaktion wird nach der jeweils

angegebenen Reaktionszeit beendet, indem man 30 min unter Luftzutritt rithrt und auf
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Raumtemperatur abkiihlen 14B3t. Man tiberfiihrt das Gemisch in Wasser (200 mL) und
sduert mit HCI (2 mol/L) an.

Variante A: Der Niederschlag wird abgesaugt und in Toluol am Wasserabscheider
getrocknet. Man engt am Rotationsverdampfer ein und kristallisiert das Produkt durch
Zugabe von Petrolether aus. Das Produkt wird sc gereinigt.

Variante B: Man extrahiert mit CH,Cl, (3 x 100 mL), wéscht die vereinigten
organischen Phasen mit Wasser und trocknet iiber Na,SO,4. Das Losungsmittel wird im

Vakuum entfernt und das erhaltene Produkt sc gereinigt.

AV 4: Methylierung mit Dimethylsulfat

Das Edukt wird mit der 10-fachen molaren Menge an K,CO; in trockenem Aceton
suspendiert und das Gemisch langsam zum Sieden erhitzt. Die 5-fache molare Menge
Dimethylsulfat, bezogen auf die Eduktmenge, wird langsam zugetropft, und man erhitzt
unter RiickfluB} bis zur vollstindigen Methylierung (12-48 h, DC-Kontrolle). Man 143t
auf Raumtemperatur abkiihlen, filtriert das Kaliumsalz ab und wéscht griindlich mit
Aceton nach. Man engt im Vakuum ein und kristallisiert das Produkt durch

Stehenlassen im Eisbad und Zugabe von Petrolether aus. Bei Bedarf wird sc gereinigt.

™ Genaue Angaben unter der jeweiligen Verbindung.



F Experimenteller Teil 133

3 Synthesevorschriften und analytische Daten
3.1 Synthese von Derivaten des 1,4-Dihydroxyanthrachinons (Chinizarin)

3.1.1 Synthese von 2-(E)-(2-Phenylethenyl)-substituierten Derivaten durch
Wittig-Olefinierung

2,3-Dihydro-9,10-dihydroxy-1,4-anthracendion (Leukochinizarin, 9)35.63.76.78
OH O

OH O

Die Herstellung erfolgt modifiziert nach Lit.>> Man lost Na,CO; (12 g) in Wasser
(100 mL), erwarmt auf 60—70 °C und versetzt mit Chinizarin (10.0 g, 41.6 mmol). In
das kriftig geriihrte Gemisch tropft man unter N,-Atmosphdre eine Losung von
Natriumdithionit (11.5 g, 66.0 mmol) in Wasser (100 mL) und erhitzt auf 85 °C. Nach
vollstindiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wird das Gemisch auf Raumtemperatur
abgekiihlt, der Niederschlag abfiltriert und in Toluol am Wasserabscheider getrocknet.
Man engt am Rotationsverdampfer ein und kristallisiert das Produkt durch Zugabe von
Petrolether aus.

Reinigung Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: gelbes Pulver (8.47 g, 84 %)

Smp: 154-156 °C (Lit.%3.76 158, 155-156 °C)

'H-NMR (CDCl): 6 13.58 (s, 2H, OH), 8.44-8.39 (m, 2H, H-5,8), 7.78-7.73
(m, 2H, H-6,7), 3.06 (s, 4H, H-2,3), entspricht Lit.”8

MS: m/z 242 (100, M™)

1-Hydroxy-4-methoxy-9,10-anthracendion (14)75-80

O OH

O OCH3
Analog Lit.80 wird Thionylchlorid (30 mL) bei -78 °C (Trockeneis/Aceton) in Methanol
(150 mL) gelost. Man 148t die Losung auf Raumtemperatur erwérmen, gibt 9 (5.0 g,
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20.6 mmol) hinzu und erwirmt im Olbad auf 60 °C. Nach vollstindiger Umsetzung
(DC-Kontrolle) gieft man das Gemisch in Wasser (200 mL) und 146t unter Luftzutritt
30 min rithren. Der Niederschlag wird abgesaugt und in Toluol am Wasserabscheider
getrocknet. Das Produkt kristallisiert aus Toluol durch Zugabe von Petrolether aus und
wird bei Bedarf sc gereinigt (Si0,; CH,Cl,).

Ausbeute: orange-rote Kristalle (4.74 g, 90 %)
Smp: 175 °C (Lit.7>30 188, 170°C)
'H-NMR (CDCl;): 6 12.97 (s, 1H, OH), 8.30-8.24 (m, 2H, H-5,8), 7.85-7.71

(m, 2H, H-6,7), 7.41 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Ar) 7.31 (d,
J=9.4Hz, 1H, Ar), 4.02 (s, 3H, OCH3), entspricht Lit.80
MS: m/z 254 (100, M™), 225 (97)

1,4-Dimethoxy-9,10-anthracendion (15)238

O OCH3;
O OCH;
Aus Chinizarin (2.0 g, 8.3 mmol) nach AV 4.
Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: gelbe Nadeln (1.93 g, 86.4 %)
Smp: 172—-173 °C (Lit.83-258 170-171 °C)
'H-NMR (CDCls): 6 8.19-8.14 (m, 2H, H-5,8), 7.73-7.69 (m, 2H, H-6,7), 7.35

(s, 2H, H-2,3), 4.01 (s, 6H, 2 x OCH3), entspricht Lit.2>8

1-Hydroxy-2-hydroxymethyl-4-methoxy-9,10-anthracendion (18)75.156

O OH

Soen:

O OCH;
In einem mit Innenthermometer versehenen Dreihalskolben 16st man 14 (5.0 g,
19.7 mmol) in Methanol (250 mL) und kiihlt die Losung im Eis/NaCl-Bad auf 0 °C ab.
Unter N>-Atmosphére gibt man zunidchst NaOH (1 mol/L, 30 mL) und 15 min spéter
Natriumdithionit (4.2 g, 24.1 mmol) in Wasser (25-30 mL) dazu. Nach weiteren 20 min
wird Formaldehydlosung (37 %, 27 mL) zugetropft. Der Ansatz wird bei 0 °C 3 h (DC-
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Kontrolle) unter N>-Atmosphére und anschlieend 20 min unter Luftzutritt geriihrt. Man
sduert das Gemisch mit HCI (2 mol/L) an und filtriert nach 30 min den gebildeten
Niederschlag ab. Das Produkt wird in Toluol am Wasserabscheider getrocknet und

unter Eiskiihlung aus Toluol kristallisiert. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung

umgesetzt.
Ausbeute: oranges Pulver (3.82 g, 68.3 %)
Smp: 175-178 °C (Lit.7>-156 178, 174177 °C)

'H-NMR (DMSO-dj): 5 13.15 (s, 1H, OH), 8.15-8.05 (m, 2H, H-5,8), 7.90-7.82
(m, 2H, H-6,7), 7.64 (s, 1H, H-3), 5.60 (t, J = 5.3 Hz, 1H,
CH,0H), 4.62 (d, J = 5.3 Hz, 2H, CH,OH), 3.89 (s, 3H,
OCH3)

MS: m/z 284 (100, M™)

2-Hydroxymethyl-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (19)3!

O OCHjz
”
O OCHj3
Aus 18 (2.0 g, 7 mmol) nach AV 4.
Reinigung: SiO,; Ether
Ausbeute: gelbes Pulver (1.29 g, 62 %)
Smp: 177-178 °C (Lit.8! 180 °C)
'H-NMR (CDCl;): 0 8.20-8.14 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.53

(s, 1H, H-3), 4.90 (d, J = 4.5 Hz, 2H, CH,0H), 4.02 (s, 3H,
OCH3), 3.91 (s, 3H, OCH3), 2.55 (br s, 1H, OH)

1,4-Dihydroxy-2-methyl-9,10-anthracendion (20)74%0

O OH

O OH
Die Herstellung erfolgt modifiziert nach Lit.7* AICl; (92.0 g, 690 mmol) und NaCl
(18.0g, 308 mmol) werden gemischt und auf 170°C erwirmt (Olbad).
Phthalsdureanhydrid (10 g, 67.5 mmol) und Methylhydrochinon (8.40 g, 67.7 mmol)
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werden der Schmelze zugegeben, und man riihrt 20 min unter weiterem Erhitzen auf
200 °C. Das Gemisch wird abgekiihlt, mit Eiswasser (700 mL) und konz. HCI1 (150 mL)
versetzt und fiir 1 h auf 70 °C erwdrmt. Man extrahiert griindlich mit CH,Cl,, wiascht
die vereinigten organischen Phasen mit Wasser und trocknet liber Na,SO4. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer auf ein kleines Volumen eingeengt und
das Produkt durch Zugabe von Petrolether kristallisiert.

Ausbeute: orange-rote Kristalle (10.54 g, 61.5 %)
Smp: 176-178 °C (Lit.7490 178-179, 175 °C)
'H-NMR (CDCl;): 6 13.33 (s, 1H, OH), 12.95 (s, 1H, OH), 8.34-8.29 (m, 2H,

H-5,8), 7.85-7.79 (m, 2H, H-6,7), 7.14 (s, 1H, H-3), 2.36 (s,
3H, Ar-CH3), entspricht Lit.74.90

1,4-Dimethoxy-2-methyl-9,10-anthracendion (21)7*

O OCH3;
ilm‘_niI[CH3
O OCH3
Aus 20 (10.54 g, 41.5 mmol) nach AV 4.
Reinigung: SiO,; Ether
Ausbeute: gelbe Nadeln (9.6 g, 82 %)
Smp: 132-134 °C (Lit.7# 133-134 °C)
'H-NMR (CDCl): 0 8.20-8.12 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.67 (m, 2H, H-6,7), 7.20

(s, 1H, H-3), 4.01 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH,), 2.44
(s, 3H, Ar-CHs), entspricht Lit.7#

2-Brommethyl-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (22)74°

O OCH;

Ses gy

O OCH;
Variante A: Zu einer Losung von 19 (0.54 g, 1.8 mmol) in CH,Cl, (40 mL) gibt man
unter Np-Atmosphdre und unter Eiskiihlung Phosphortribromid (0.17 mL, 1.8 mmol)
Das Gemisch wird 2 h im Eisbad geriihrt und anschlieBend in Eiswasser (200 mL)
tiberfithrt. Man extrahiert mit CH,Cl, (3 x 80 mL), wischt die vereinigten organischen
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Phasen mit Wasser und trocknet iiber Na;SO4. Man engt auf ein kleines Volumen ein,
bringt das Produkt durch Zugabe von Methanol zur Kristallisation und reinigt sc (SiOy;
CH,Cl,).

Ausbeute: gelb-orange Kristalle (0.34 g, 52.3 %)

Variante B: Analog Lit.%0 wird 21 (3.0 g, 10.6 mmol) in CCls (150 mL) suspendiert und
die Mischung zum Sieden erhitzt. Nach Zugabe von N-Bromsuccinimid (2.45 g,
13.8 mmol) und Benzoylperoxid (0.4 g) erhitzt man unter Riickflul 24 h zum Sieden.
Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in CH,Cl, (150 mL)
aufgenommen. Man wéscht mehrmals mit Wasser, trocknet die organische Phase iiber

Na,SO4, engt am Rotationsverdampfer ein und reinigt den Riickstand sc (SiO,; CH,Cl,).

Ausbeute: gelb-orange Kristalle (1.57 g, 41 %)
Smp: 185-187 °C, (Lit.7490 184—186, 180-181 °C)
H-NMR (CDCl): 6 8.20-8.16 (m, 2H, H-5,8), 7.75-7.72 (m, 2H, H-6,7), 7.40

(s, 1H, H-3), 4.63 (s, 2H, CH,Br), 4.04 (s, 3H, OCHs), 4.02
(s, 3H, OCH3), entspricht Lit.7*

[(1,4-Dimethoxy-9,10-dioxoanthracen-2-yl)-methyl]-triphenylphosphoniumbromid
(23)

O OCHjs

O OCHj3

22 (1.55 g, 4.3 mmol) und Triphenylphosphin (1.13 g, 4.3 mmol) werden in Toluol

(30 mL) unter Riickfluf3 erhitzt. Nach 24 h kiihlt man ab, saugt den Niederschlag ab und

wischt mit Petrolether. Das Rohprodukt wird im Olpumpenvakuum getrocknet und

ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: gelbes Pulver (2.50 g, 93.4 %)

'H-NMR (CDCl;): 0 8.14-8.03 (m, 2H, H-5,8), 7.86-7.61 (m, 18 H, Ar), 5.56
(d, 2H, Jup = 15.3 Hz, -CH»-P), 3.75 (s, 3H, OCH3), 3.64 (s,
3H, OCH3)
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1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (24)

OCHjs
OCHjs

O OCH3; O
SOCh

O OCHj3

Aus 23 und Trimethoxybenzaldeyd nach AV 1, Variante A.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: rote Kristalle (89 mg, 19.3 %)

Smp: 211213 °C

FTIR: 1662 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl): 0 8.22-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.75-7.71 (m, 2H, H-6,7), 7.53
(s, 1H, Ar), 7.43 (d, J= 16.4 Hz, 1H, CH=CH), 7.21 (d,
J=16.6 Hz, 1H, CH=CH), 6.82 (s, 2H, Ar), 4.10 (s, 3H,
OCHj3), 3.95 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.93 (s, 3H, OCHj3), 3.90
(s, 3H, OCHj3)

BC-NMR (CDCL): 0 183.54, 182.63 (2 x C=0), 156.77, 153.64 (2C), 151.98,

140.15 (2C), 134.55, 134.02, 132.33 (2C), 128.05 (11 x C
arom.), 133.77, 133.71, 133.29, 126.65, 126.45, 121.28,
115.28, 104.47 (2C) (9 x CH arom.), 62.62, 61.09, 56.94,
56.34 (2C) (5 x OCHs)
MS: m/z 460 (100, M"™), 445 (13), 429 (15), 397 (12), 181 (18)
Anal. (C27H2404, 460.5):  Ber C, 70.43; H, 5.25
Gef C, 70.24; H, 5.08

2-(E)-[2-(3,5-Dichlorphenyl)ethenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (25)
Cl

O OCHs O
SOSh

O OCHs;
Aus 23 und 3,5-Dichlorbenzaldehyd nach AV 1, Variante A.
Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: gelb-orange Nadeln (210 mg, 48 %)

Smp: 190 °C
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FTIR:
'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

MS:

1669 cm™ (CO)

§ 8.20-8.14 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.70 (m, 2H, H-6,7),
7.53-7.31 (m, 5H: 4H, Ar;1H, CH=CH), 7.12 (d, J= 16.5
Hz, 1H, CH=CH), 4.09 (s, 3H, OCHj3), 3.93 (s, 3H, OCHj)
§ 177.98, 177.27 (2 x C=0), 151.32, 146.94 (2 x C-OCHj),
130.25 (2C, 2 x C-Cl), 134.34, 133.69, 129.14, 128.65,
122.83, 117.29 (6 x C arom.), 128.43, 128.07, 125.52,
123.10, 121.33, 121.17, 120.06 (2C), 119.33, 110.29 (10 x
CH arom.), 57.48, 51.64 (2 x OCH3)

m/z 438 (100, M™), 423 (28), 407 (31), 391(21), 279 (35)

Anal. (Cy4H;6C1204, 438.0): Ber C, 65.62; H, 3.67

Gef C, 64.37;H,3.40 "

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.

4-[2-(1,4-Dimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-yl)-(E)-vinyl]-

benzoesiuremethylester (26)

0 OCH, O COOCH;

<eeh

O OCH;

Aus 23 und 4-Formylbenzoesduremethylester nach AV 1, Variante A.

Reinigung:

Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

Si0,; CH,Cl,

Kiristallisation aus CH,Cl,/MeOH

orange Kristalle (99 mg, 23 %)

221-223 °C

1719 (Ester), 1659 cm™ (CO)

0 8.21-8.06 (m, 4H, Ar), 7.78-7.56 (m, 6H: 5H, Ar; 1H,
CH=CH), 7.29 (d, J= 16.6 Hz, 1H, CH=CH), 4.11 (s, 3H,
OCHj3), 3.95 (s, 6H, 2 x OCH3)

0 183.41, 182.61 (2 x C=0), 166.72 (COOCHs;), 156.70,
152.25, 140.97, 139.52, 134.49, 134.00, 130.09, 128.14
(8 x C arom.), 133.71, 133.35, 132.49, 130.25 (2C), 127.02
(20), 126.65, 126.49, 124.29, 115.55 (11 x CH arom.),
62.74, 56.97, 52.26 (3 x OCHs)
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MS: m/z 428 (100, M™), 399 (25), 381 (38), 368 (41)
Anal. (Ca6Hy006, 428.4):  Ber C, 72.89; H, 4.71
Gef C, 72.08; H, 4.29

1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(4-nitrophenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (27)

O OCH;s O NO,
Se¢h

O OCH3;
Aus 23 und 4-Nitrobenzaldehyd nach AV 1, Variante A.
Ausbeute: gelb-orange Kristalle (95 mg, 23 %)
Smp: 265 °C
FTIR: 1673 cm™ (CO)
'H-NMR(CDCl5): 6 8.30-8.16 (m, 4H, Ar), 7.77-7.28 (m, 7H: 5H, Ar; 2H,
CH=CH), 4.11 (s, 3H, OCHs), 3.96 (s, 3H, OCHj3)
BC-NMR (CDCls): O 183.34, 182.63 (2 x C=0), 156.71, 152.51, 147.67,

142.99, 138.83, 134.49, 134.00, 129.82, 123.92 (9 x C
arom.), 133.86, 133.46, 131.11, 127.67 (2C), 126.72,
126.56, 126.41, 124.39 (2C), 115.81 (11 x CH arom.),
62.92, 57.08 (2 x OCHs)

MS: m/z 415 (99, M™), 398 (100)

Anal. (C24H;;NOg, 415.4): Ber C, 69.39; H, 4.12; N, 3.37
Gef C, 68.53; H, 4.14; N, 3.03

4-[2-(1,4-Dimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-yl)-(E)-vinyl]-
benzonitril (28)

O OCHs CN
994h

O OCH3;
Aus 29 und (4-Cyanobenzyl)-triphenylphosphoniumchlorid nach AV 1, Variante B.
Reinigung: Si0,; CH,Cl,/MeOH (99:1)

Ausbeute: gelb-orange Nadeln (50 mg, 12.7 %)
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Smp: 226-228°C
FTIR: 2224 (CN), 1663 cm™ (CO)
'H-NMR (CDClL): § 8.21-8.16 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.55 (m, 8H: 7H, Ar; 1H,

CH=CH), 7.26 (d, J= 16.5 Hz, 1H, CH=CH), 4.11 (s, 3H,
OCHj3), 3.94 (s, 3H, OCH3)

MS: m/z 395 (100, M™), 380 (26), 279 (26)

Anal. (C2sH7NOy, 395.4); Ber C, 75.94; H, 4.33; N, 3.54
Gef C, 73.91; H, 4.26; N, 3.24™"

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.

3.1.2 Synthese von 2-(E)-(2-Phenylethenyl)-substituierten Derivaten durch

Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung

1,4-Dimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-carbaldehyd (29)%°

O OCH;s

CHO

O OCHs

Variante A: 19 (5.0 g, 16.8 mmol) wird mit Pyridintumdichromat (15.8 g, 42 mmol) in
DMF (30 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 h (DC-Kontrolle) iiberfiihrt man das
Gemisch in Wasser (500 mL) und extrahiert mehrfach mit CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen und anschlieBend iiber Na,SO4
getrocknet. Man engt am Rotationsverdampfer ein, kristallisiert durch Zugabe von
Petrolether und reinigt sc (SiO,; CH,Cl,/MeOH 99.5:0.5).

Ausbeute: gelbe Kristalle (2.6 g, 52 %)

Variante B: Man suspendiert NaHCOs (2.8 g, 33.3 mmol) in DMSO (50 mL) und
erwiarmt auf 40 °C. Man gibt das Monobromid 22 (2.5 g, 6.9 mmol) dazu und riihrt bei
50-60 °C. Nach 3 h (DC-Kontrolle) wird der Ansatz in Eiswasser (500 mL) tiberfiihrt,
mit HCl (2 mol/L) angeséduert und einige Minuten kriftig geriihrt. Man extrahiert mit

CH,CI; (3 x 100 mL), wéscht die vereinigten organischen Phasen griindlich mit Wasser
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und trocknet {iber Na;SO4. Man engt am Rotationsverdampfer ein, kristallisiert durch
Zugabe von Methanol und reinigt sc (SiO,; CH,Cl,/MeOH 99.5:0.5).
Ausbeute: gelbe Kristalle (0.95 g, 46 %)

Variante C. Zu einer Suspension des Dibromids 31 (1.70 g, 3.86 mmol) in THF
(20 mL) gibt man eine Losung von Silbernitrat (1.7 g, 10 mmol) in Wasser (3 mL) und
refluxiert 24 h unter Lichtausschlu. Man 14t auf Raumtemperatur abkiihlen, filtriert
den Niederschlag ab und wischt mit CH,Cl,. Zum Filtrat gibt man CH,Cl, (100 mL)
und wischt mit Wasser (3 x 100 mL). Die organische Phase wird iiber Na;SOq4
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird sc
gereinigt (Si0,; CH,Cl,/MeOH 99.5:0.5).

Ausbeute: gelbe Kristalle (0.97 g, 85 %)

Smp: 188—189 °C (Lit.?° 189-190 °C)

FTIR: 1694 (CHO), 1676 cm™ (CO) (Lit.%° 1695, 1672)

'H-NMR (CDCl;): 6 10.54 (s, 1H, CHO), 8.22-8.16 (m, 2H, H-5,8), 7.80-7.75
(m, 3H, H-3,6,7), 4.08 (s, 3H, OCH3), 4.07 (s, 3H, OCHs)

BC-NMR (CDCls): 0 188.81 (CHO), 182.75, 182.55 (2 x C=0), 156.91, 156.53

(2 x OCH3), 135.22, 134.35, 129.04, 127.40, 121.93 (5 x C
arom.), 134.08, 133.80, 126.89, 126.63, 116.86 (5 x CH
arom.), 65.00, 57.07 (2 x OCHs)

1-Hydroxy-4-methoxy-9,10-dioxo-9,10-dihydro-anthracen-2-carbaldehyd (30)

O OH

CHO

O OCH;
18 (200 mg, 0.7 mmol) wird mit Pyridiniumdichromat (0.66 g, 1.75 mmol) in DMF
(10 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 h (DC-Kontrolle) iiberfiihrt man das
Gemisch in Wasser (200 mL) und extrahiert griindlich mit CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen und anschlieBend iiber Na,SO4
getrocknet. Man engt am Rotationsverdampfer ein, kristallisiert durch Zugabe von
Petrolether und reinigt sc (Si0,; CH,Cl,).
Ausbeute: rote, filzartige Kristalle (93 mg, 47 %)
Smp: 208-209 °C
FTIR: 1690 (CHO), 1669 (CO), 1643 cm™ (CO---HO)
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'H-NMR (CDClL): 5 13.48 (s, 1H, OH), 10.61 (s, 1H, CHO), 8.31-8.24 (m, 2H,
H-5,8), 7.87-7.79 (m, 3H, H-3,6,7), 4.05 (s, 3H, OCHs)
3C-NMR (CDCls): § 189.30, 181.48 (2 x C=0), 187.74 (CHO), 159.04 (C-

OH), 153.53 (C-OCH3), 135.39, 133.80, 127.63, 126.63,
120.53 (5xCH arom.), 134.87, 132.08, 129.47 (2C),
118.12 (5 x C arom.), 57.15 (OCHj)
MS: m/z 282 (76, M™), 254 (100), 225 (98), 197(35), 152 (35)
Anal. (C1¢H;¢0s, 282.3):  Ber C, 68.09; H, 3.57
Gef C, 67.74; H, 3.75

2-Dibrommethyl-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (31)

O OCH;,

CHBrz

O OCH;
Analog Lit.%0 wird 21 (10.5g, 37.2 mmol) in CCly (150 mL) suspendiert und die
Mischung zum Sieden erhitzt. Nach Zugabe von N-Bromsuccinimid (20.86 g,
117.2 mmol) und Benzoylperoxid (1.0 g) erhitzt man unter RiickfluB3 24 h zum Sieden.
Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in CH,Cl, (150 mL)
aufgenommen. Man wéscht mehrmals mit Wasser, trocknet die organische Phase iiber

Na,SO4, engt am Rotationsverdampfer ein und reinigt den Riickstand sc (SiO,; CH,Cl,).

Reinigung: Si0O,; CH,Cl,

Ausbeute: orange-gelbe Kristalle (12.0 g, 73.3 %)

Smp: 173-175 °C (Lit.74%0 175-178, 173-174 °C)

'H-NMR (CDCl;): 6 8.20-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.87 (s, 1H, H-3), 7.77-7.73

(m, 2H, H-6,7), 7.20 (s, 1H, CHBr), 4.11 (s, 3H, OCH3),
4.01 (s, 3H, OCH3;), entspricht Lit.74.90
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2,5-Dimethoxybenzylalkohol (32)25°

OCHj
OH

OCHjs
Eine Losung von 2,5-Dimethoxybenzaldehyd (4.0 g, 24 mmol) in trockenem THF
(30 mL) wird zu einer gut geriihrten Suspension von NaBH4 (0.91 g, 24 mmol) in THF
(50 mL) gegeben und bei Raumtemperatur 2 h geriihrt (DC-Kontrolle, CH,Cl,). Die
Reaktion wird durch vorsichtige Zugabe von Wasser (10 mL) beendet. Man fiigt
CH,Cl, (50 mL) hinzu, trocknet iiber Na,SO4 und filtriert {iber Kieselgel. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: gelbliches OI (4.0 g, 98 %)

'H-NMR (CDCl;): 0 6.89-6.74 (m, 3H, Ar), 4.65 (s, 2H, CH,OH), 3.81 (s, 3H,
OCHj3), 3.76 (s, 3H, OCHj3), 2.59 (br s, 1H, CH,OH),
entspricht Lit 259

2,5-Dimethoxybenzylbromid (33)%>°

OCHgs
Br

OCHs
Man 16st 32 (3.58 g, 21.3 mmol) in CH,Cl, und versetzt unter Eiskiihlung mit
Phosphortribromid (5.77 g, 21.3 mmol). Die Losung wird 2h im Eisbad und
anschlieBend 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Man tiberfiihrt das Gemisch in Eiswasser
(200 mL) und extrahiert mehrfach mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen
werden iliber Na,SO; getrocknet. Man entfernt das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer und trocknet den Riickstand anschlieBend im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: weille Kristalle (4.27 g, 87 %)

Smp: 73-76 °C (Lit.2% 7577 °C)

'H-NMR (CDCl): 8 6.91-6.82 (m, 3H, Ar), 4.54 (s, 2H, CH,Br), 3.85 (s, 3H,
OCHs), 3.77 (s, 3H, OCH3), entspricht Lit.2°

BC-NMR (CDCls): 5 153.64, 151.84 (2 x C-OCH3) 127.16 (C arom.), 116.57,

115.21, 112.42 (CH arom.), 5636, 55.90 (2 x OCHs), 28.90
(CH,), entspricht Lit.25?
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Diethyl-(2,5-dimethoxybenzyl)-phosphonat (34)260
OCH; o
P-OCHs
OC3H;5
OCHs

33 (3.50 g,15.15 mmol) wird unter N,-Atmosphire mit Triethylphosphit (2.54 g,

15.30 mmol) auf 100 °C erhitzt. Nach 24 h erhitzt man auf 160 °C und entfernt

iberschiissiges Triethylphosphit im Wasserstrahlvakuum. Das Rohprodukt wird im

Olpumpenvakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: zihes gelbliches Ol (3.30 g, 76 %)

'H-NMR (CDCl;): & 6.92-6.76 (m, 3H, Ar), 4.06 (q, J=72Hz 2H,
OCH,CHj3), 4.02 (q, J=7.2 Hz, 2H, OCH,CH3), 3.79 (s,
3H, OCH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.23 (d, 2H, Jup = 21.7 Hz,
-CH,-P), 1.25 (t, J="7.1 Hz, 6H, 2 x CHs)

Diethyl-(4-chlorbenzyl)-phosphonat (35)261.262
O

g%—OCZHs

Cl OC2Hs

4-Chlorbenzylbromid!®s (400 mg, 1.94 mmol) wird unter N>-Atmosphére mit Triethyl-

phosphit (500 mg, 3 mmol) auf 100—120 °C erhitzt. Nach 4 h erhitzt man auf 160 °C

und entfernt im Wasserstrahlvakuum restliches Triethylphosphit. Das Rohprodukt wird

im Olpumpenvakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: gelbliches OI (500 mg, 98 %)

'H-NMR (CDCl;): 6 7.27-7.16 (m, 4H, Ar), 401 (q, J=7.2Hz, 2H,
OCH:CH3), 3.97 (q, J=7.2 Hz, 2H, OCH,CHs), 3.08 (d,
2H, Jup=21.7Hz, -CH,-P), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H,
2 x CHj3)

Diethyl-(3,4-dimethoxybenzyl)-phosphonat (36)262:263

H,CO (H)
H;CO OC3Hs

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Helge Prinz.%.
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Diethyl-(3,5-dimethoxybenzyl)-phosphonat (37)%64

o
MsCO II'-II’—OCZH5
OC;Hs
H3CO

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Helge Prinz.%.

1,4-Dimethoxy-2-(E)-(2-phenylethenyl)-9,10-anthracendion (38)

O OCH; O
40¢h

O OCH;
Aus 29 und Diethylbenzylphosphonat nach AV 2.

Reinigung: SiO,; Ether

Ausbeute: orange-gelbe Kristalle (95 mg, 25.7 %)

Smp: 177-178 °C

FTIR: 1666 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): o 8.21-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.74-7.70 (m, 2H, H-6,7),

7.63—7.23 (m, 8H: 6H, Ar; 2H, CH=CH), 4.10 (s, 3H,
OCHs), 3.94 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCls): 0 183.54, 182.61 (2 x C=0), 156.79, 152.11 (2 x C-OCH3),
140.28, 136.71, 134.60, 134.11, 133.46, 128.13 (6 x C
arom.), 133.77, 133.66, 133.26, 129.00 (2C), 128.89,
127.22 (2C), 126.65, 126.47, 121.90, 115.51 (12 x CH
arom.)

MS: m/z 370 (100, M™), 355 (15), 279 (47), 261 (25), 239 (20)

Anal. (Cy4H;304, 370.4):  Ber C, 77.82; H, 4.90
Gef C, 77.45; H, 5.36



F Experimenteller Teil 147

1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(4-methoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (39)

O OCH; O OCHs
<Se¢h

O OCH;

Aus 29 und Diethyl-(4-methoxybenzyl)-phosphonat nach AV 2.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange-rote Kristalle (139 mg, 34.6 %)

Smp: 129-130 °C

FTIR: 1666 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl): o 8.21-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.74-7.70 (m, 2H, H-6,7),
7.58-7.52 (m, 3H, Ar), 7.41 (d, J = 16.4 Hz, 1H, CH=CH),
7.23 (d, J=16.4 Hz, 1H, CH=CH), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H,
Ar), 4.10 (s, 3H, OCHs), 3.93 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H,
OCHs)

BC-NMR (CDCls): 0 183.63, 182.59 (2 x C=0), 160.43, 156.84, 15.95 (3 x C-

OCH3), 140.70, 134.66, 134.15, 129.54, 128.54 (5 x C
arom.), 133.62, 13337, 133.20, 128.63 (2C), 126.63,
126.47, 119.63, 115.17, 114.51 (2C) (11 x CH arom.),
62.47,56.97, 55.48 (3 x OCHs)
MS: m/z 400 (100, M), 385 (18), 279 (45), 135 (21), 121 (29)
Anal. (CasHaOs, 400.4):  Ber C, 74.99; H, 5.03
Gef C, 75.02; H, 5.15

1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (40)
OCH3

O OCH; O
SOCh

O OCHs
Aus 29 und 37 nach AV 2.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange-gelber Feststoff (0.14 g, 32.5 %)
Smp: 179-180 °C

FTIR: 1665 cm™ (CO)
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'H-NMR (CDCL): § 8.21-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.75-7.70 (m, 2H, H-6,7),
7.54-747 (m, 2H; 1H, H-3; 1H, CH=CH), 6.96 (d,
J=16.44 Hz, 1H, CH=CH), 6.75 (d, J= 2.2 Hz, 2H,
H-2',6"), 6.47 (t, J= 2.2 Hz, 1H, H-4"), 4.10 (s, 3H, OCH3),
3.93 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 6H, 2 x OCHs)

3C-NMR (CDCls): S 183.48, 182.59 (2 x C=0), 161.30 (2C), 156.79, 152.18
(4 x C-OCHz), 140.10, 138.72, 134.62, 134.13, 128.14,
107.02 (6 x C arom.), 133.77, 133.66, 133.26, 126.65,
126.49, 122.48, 115.68, 105.43 (2C), 101.12 (10 x CH
arom.), 62.60, 57.01, 55.56 (2C) (4 x OCHj)

MS: m/z 430 (59, M™), 399 (31), 367 (100), 338 (12)

Anal. (C26H,06, 430.5):  Ber C, 72.55; H, 5.15
Gef C, 72.20; H, 4.68

1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (41)
Aus 29 und 36 nach AV 2.

O OCHs O OCH,
OCHs

o

O OCH;3;
Reinigung: Si0,; CH,Cl,/MeOH (99.5:0.5)
Ausbeute: orange-rote Nadeln (0.11 g, 26.5 %)
Smp: 215°C
FTIR: 1662 cm™ (CO)
'H-NMR (CDCl): 6 8.22-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.54

(s, 1H, H-3), 7.44-6.89 (m, 5H: 3H, Ar; 2H, CH=CH), 4.10
(s, 3H, OCH3), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 6H, 2 x OCHs)
BC-NMR (CDCls): 5 183.61, 182.63 (2 x C=0), 156.75, 151.82, 150.02, 149.34
(4 x C-OCHs), 140.50, 134.55, 129.73, 128.00 (4 x C
arom.), 133.66, 133.58, 133.22, 126.62, 126.41, 120.90,
119.74, 114.93, 111.33, 109.40 (10 x CH arom.), 62.52,
56.88, 56.06 (2C) (4 x OCH3)
MS: m/z 430 (100, M), 399 (40), 367 (53), 279 (24), 151 (32)
Anal. (Cy6H2,0s, 430.5):  Ber C, 72.55; H, 5.15
Gef C, 72.18; H, 4.82
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1,4-Dimethoxy-2-(E)-[2-(2,5-dimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (42)

OCHj3

O OCH; O
L
OCHjs

O OCH;3

Aus 29 und 34 nach AV 2.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange-rote Kristalle (77 mg, 18 %)

Smp: 193-194 °C

FTIR: 1667 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl): 6 8.21-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.67 (m, 2H, H-6,7),
7.59-6.88 (m, 6H: 4H, Ar; 2H, CH=CH), 4.10 (s, 3H,
OCHj3), 3.93 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCH3;), 3.84 (s,
3H, OCH3)

BC-NMR (CDClL): 8 183.59, 182.61 (2 x C=0), 156.8, 153.97, 152.05, 140.83

(4x C-OCH3), 133.60, 133.20, 128.40, 126.63, 126.45,
122.50, 115.66, 115.11, 112.57, 112.46 (10 x CH arom.),
134.64, 134.15, 128.23, 128.05, 122.94 (5 x C arom.),
62.52, 57.05, 56.32, 55.96 (4 x OCHs)

MS: m/z 430 (100, M"™), 415 (16), 399 (13), 279 (32), 151 (16)

Anal. (CaH»Og, 430.5):  Ber C, 72.55; H, 5.15
Gef C, 72.12; H, 4.94

2-(E)-|2-(4-Chlorphenyl)ethenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (43)

O OCH; C'
9909k

O OCHs
Aus 29 und 35 nach AV 2.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange Kristalle (130 mg, 32 %)
Smp: 215-216 °C

FTIR: 1669 cm™ (CO)
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'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C24H17C104, 4048)

§ 8.20-8.14 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.70 (m, 2H, H-6,7),
7.54-7.35 (m, 6H: 5H, Ar; 1H, CH=CH), 7.21 (d, J= 16.5
Hz, 1H, CH=CH), 4.09 (s, 3H, OCHs), 3.92 (s, 3H, OCHs),
3.86 (s, 3H, OCHj)

5 183.44, 182.57 (2 x C=0), 156.75, 152.13, 139.81,
135.20, 134.62, 134.55, 134.06, 128.13 (8 x C arom.),
133.68, 133.29, 132.33, 129.20 (2C), 128.34 (2C), 126.63,
126.47, 122.47, 11548 (12 x CH arom.), 62.62, 56.99
(2 x OCH3)

m/z 404/406 (100/39, M™), 279 (80)

Ber C, 71.20; H, 4.23

Gef C, 71.07; H, 3.76

(E)-2,5,3',4'-Tetramethoxystilben (44)102

OCHs O OCHs
O X OCHs

OCHs

Aus 2,5-Dimethoxybenzaldehyd (330 mg, 2 mmol) und 36 nach AV 2.

Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

'H-NMR (CDCl):

C-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C] 8H2004, 3004)

Si0,; CH,Cl,

farblose Kristalle (140 mg, 23 %)

90-91 °C

6 7.31 (d, J= 16.4 Hz, 1H, CH=CH), 7.15-6.99 (m, 4H:
3H, Ar; 1H, CH=CH), 6.88-6.79 (m, 3H, Ar), 3.95 (s, 3H,
OCHs), 3.90 (s, 3H, OCH3;), 3.85 (s, 3H, OCHs;), 3.82 (s,
3H, OCHys), entspricht Lit.102

0 153.98, 151.48, 149.27, 149.05 (4 x C-OCHs), 131.14,
127.69 (2 x C arom.), 129.37, 121.58, 120.11, 113.52,
112.48, 111.72, 111.42, 109.23 (8 x CH arom.), 56.43,
56.06 (2C), 55.90 (4 x OCH3)

m/z 300 (100, M), 285 (10), 257 (15), 149 (10)

Ber C, 71.98; H, 6.71

Gef C, 71.82; H, 6.91
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3-(1,4-Dimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-yl)-(E)-acrylsiure-

ethylester (45)

O OCH; O

O/\

O OCH;s;

Aus 29 und Triethylphosphonoacetat nach AV 2.

Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCls):

C-NMR (CDCL):

MS:

Anal. (ClelgO(,, 3664)

Si0,; Ether

orange-gelbe Kristalle (125 mg, 34 %)

133-135 °C

1715 (Ester), 1667 cm™ (CO)

o 8.20-8.15 (m, 2H, H-5,8), 8.05 (d, J= 16.2 Hz, 1H,
CH=CH-CO), 7.77-7.72 (m, 2H, H-6,7), 7.48 (s, 1H, H-3),
6.61 (d, J = 16.2 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 4.32 (q, J="7.1 Hz,
2H, OCH,CH3), 4.06 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3),
1.37 (t,J=7.1 Hz, 3H, OCH,CH53)

0 183.05, 182.63 (2 x C=0O Chinon), 166.24 (C=0O Ester),
156.42, 153.16 (2 x C-OCHj3), 137.01, 134.40, 133.97,
128.38 (4 x C arom.), 137.73, 133.82, 133.53, 126.69,
126.56, 123.28, 11691 (7 x C arom.), 63.13, 56.99 (2 x
OCH3), 61.03 (OCHa»), 14.37 (CH3)

m/z 366 (67, M), 292 (100), 263 (42), 165 (20)

Ber C, 68.85; H, 4.95

Gef C, 69.10; H, 5.02
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3.1.3 Synthese von hydroxysubstituierten 2-(E)-(2-Phenylethenyl)-Derivaten

3-(1,4-Dihydroxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-2-yl)-(E)-acrylsiaure-
ethylester (46)

O OH O

o«

O OH
45 (0.10 g, 0.27 mmol) wird mit AICl; (0.40g) in CH)Cl, (5mL) 72h bei
Raumtemperatur geriihrt. Man iiberfithrt das Gemisch in Wasser (250 mL), sduert mit
HCI1 (2 mol/L) an und 146t 1 h rithren. Das Produkt wird mit CH,Cl, extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen werden anschliefend mit Wasser gewaschen und iiber

Na,S0, getrocknet. Man engt im Vakuum ein und reinigt sc (SiO,; CH,Cly).

Ausbeute: dunkelrote Kristalle (54 mg, 58.5 %)

Smp: 180-181 °C

FTIR: 1716 (Ester), 1629 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl): 6 13.67 (s, 1H, OH), 12.71 (s, 1H, OH), 8.35-8.31 (m, 2H,

H-5,8), 7.91 (d, J = 16.3 Hz, 1H, CH=CH), 7.89-7.83 (m,
2H, H-6,7), 7.46 (s, 1H, H-3), 6.78 (d, J = 16.2 Hz, 1H, Ar-
CH=CH), 431 (q, J=7.2Hz, 2H, OCH,CH3), 1.37 (t,
J=17.2 Hz, 3H, OCH,CHj)

BC-NMR (CDCl): 8 187.36, 186.61 (2 x C=0 Chinon), 166.39 (C=0O Ester),
157.06, 156.88 (2 x C-OH), 133.53, 133.42, 113.77, 113.31
(4 x C arom.), 136.57, 134.80, 134.71, 127.29, 127.18,
127.02, 124.58 (7 x C arom.), 60.98 (OCHy), 14.37 (CH3)

MS: mz 338 (38, M™), 265 (100)

Anal. (C19H40¢, 338.3):  Ber C, 67.45; H, 4.17
Gef C, 66.67; H, 4.62 "

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.
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1-Hydroxy-4-methoxy-2-(E)-[2-(4-methoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion

7
5 oOn O OCH;
N

O OCHs

39 (0.10 g) wird mit AICl; (0.30 g) in CH,Cl, (5 mL) 6 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Man tberfiihrt das Gemisch in Wasser (150 mL), sduert mit HCI (2 mol/L) an und 146t
20 min rithren. Man extrahiert mit CH,CI, (3 x 50 mL). Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Wasser (3 x 50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im
Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Das Produkt kristallisiert durch Zugabe

von Petrolether.

Ausbeute: dunkelrote Kristalle (23 mg, 25 %)

Smp: 174-176 °C

FTIR: 1659 (CO), 1625 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl): 6 13.81 (s, 1H, 1-OH), 8.28-8.25 (m, 2H, H-5,8), 7.78-7.71

(m, 2H, H-6,7), 7.55-7.51 (m, 3H, Ar), 7.40 (d, J= 16.5 Hz,
1H, CH=CH), 7.29 (d, J = 16.2 Hz, 1H, CH=CH), 6.91 (d,
J=8.6 Hz, 2H, Ar), 4.08 (s, 3H, 4-OCH3), 3.85 (s, 3H, 4'-
OCHs)

MS: mz 386 (100, M)

1,4-Dihydroxy-2-(E)-[2-(4-methoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (48)

O OH O OCHg3
LT

O OH
39 (100 mg) wird in HBr (4749 %, 10 mL) fiir 3 h (DC-Kontrolle) unter Riickflufl zum
Sieden erhitzt. Man {iiberfiihrt den Ansatz in Wasser (200 mL) und extrahiert mit
CH,Cl, (3 x 50mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
(3 x 50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum auf ein kleines
Volumen eingeengt.
Reinigung: Si0,; CH,Cly/Hexan (7:3)
Ausbeute: dunkelrote Kristalle (67 mg, 72 %)
Smp: 216 °C
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FTIR: 1617 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl5): § 13.78 (s, 1H, OH), 13.00 (s, 1H, OH), 8.39-8.35 (m, 2H,
H-5,8), 7.85-7.81 (m, 2H, H-6,7), 7.57-6.91 (m, 7H: 5H,
Ar; 2H, CH=CH), 3.86 (s, 3H, OCH3)

MS: m/z 372 (100, M™), 354 (77), 311 (25)

1,4-Dihydroxy-2-(E)-[2-(3,5-dihydroxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (49)

OH

O OH O
SOCh A

O OH
40 (0.12 g) wird mit NaCl (0.40 g) und AICI; (0.40 g) vermischt und geschmolzen (ca.
150 °C). Nach 20 min 148t man abkiihlen und nimmt den Schmelzkuchen in Wasser
(200 mL) auf. Man sduert mit konz. HCI (1 mL) an und riihrt 2 h bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wird mit Ethylacetat extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen
werden iiber Na,SO4 getrocknet. Man engt zur Trockne ein und reinigt den Riickstand
sc (Si0O;; EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: dunkelrote Kristalle (0.04 g, 38 %)
Smp: Zersetzung ab 260°C
FTIR: 3373 (OH), 1621 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (DMSO-dj): § 13.51 (s, 1H, OH), 12.74 (s, 1H, OH), 9.39 (s, 2H,
2 x OH), 8.24-7.25 (m, 7H: 5H, Ar; 2H, CH=CH), 6.50 (s,
2H, H-2,6"), 6.22 (s, 1H, H-4")

BC-NMR (DMSO-dg): & 186.93, 185.51 (2 x C=0), 158.60 (2C), 156.65, 155.20
(4 x C-OH), 137.93, 137.35, 132.98, 132.65, 112.58, 111.54
(6 x C arom.), 135.56, 135.00, 134.71, 126.61, 126.43,
122.90, 118.88, 105.28 (2C), 103.63 (10 x CH arom.)

MS: m/z 374 (48, M"™), 356 (100), 339 (20)

Anal. (C»oH 406, 374.3):  Ber C, 70.59; H, 3.77
Gef C, 69.69; H, 3.94 ™

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.
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4-Methoxymethoxybenzaldehyd (50)!1>
O

jon
070

Die Herstellung erfolgt analog der von Oyamada beschriebenen Methode zur
Herstellung von 2’ .4’-Bis(methoxymethoxy)acetophenon und 3,4-Bis(methoxy-
methoxy)benzaldehyd (51)114.

Man 16st Natrium (0.85 g, 37 mmol) in absolutem Ethanol (50 mL) und gibt
4-Hydroxybenzaldehyd (4.0 g, 32.8 mmol) dazu. Der Ansatz wird im Eisbad auf 0 °C
abgekiihlt. Nach 10 min 148t man langsam Methoxymethylchlorid (2.7 g, 33.5 mmol)
zutropfen. Nach weiteren 20 min wird das Eisbad entfernt und der Ansatz 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Man versetzt mit CH,Cl, (100 mL) und wéscht anschlieBend
erst mit NaOH (1 mol/L), dann mit Wasser. Die organische Phase wird {iber Na,SO4
getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: blaB3-gelbe Fliissigkeit (3.0 g, 55 %)
'H-NMR (CDCl): 6 9.89 (s, 1H, CHO), 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar), 7.14 (d,

J=8.8 Hz, 2H, Ar), 5.24 (s, 2H, OCH,0), 3.48 (s, 3H,
OCH3), entspricht Lit.!15

3,4-Bis(methoxymethoxy)benzaldehyd (51)!16

(0]
/O\/ OD)LH
~07TOo
Analog zur Synthese von 50 aus 3,4-Dihydroxybenzaldehyd (3.0 g, 21.7 mmol) unter
Verwendung von Natrium (1.2 g, 52.2 mmol) in Ethanol (50 mL) und Methoxymethyl-
chlorid (4.4 g, 54.7 mmol). Nach Entfernen des Losungsmittels wird der Riickstand in

Ether/Petrolether (1:1) aufgenommen und unter Eiskiihlung kristallisiert. Man filtriert

ab und trocknet im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: weille Kristalle (2.03 g, 41 %)
Smp: 58-59 °C (Lit.113.114 60, 59-60 °C)
'H-NMR (CDCl;): 0 9.87 (s, 1H, CHO), 7.69 (d, J= 1.9 Hz, 1H, H-2), 7.52

(dd, J= 1.8 und 8.3 Hz, 1H, H-6), 7.29 (d, J= 8.2 Hz, 1H,
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5-H), 5.33 (s, 2H, OCH,0), 5.30 (s, 2H, OCH,0), 3.53 (s,
6H, 2 x OCH3), entspricht Lit.!16
MS: m/z 226 (25, M), 166 (38), 150 (100), 134 (41)

3-Hydroxy-4-(methoxymethoxy)-benzaldehyd (52)
O
HOD)LH
~o07To
Bei der Synthese von 51 kann nach der Aufarbeitung 52 aus der wéssrig-alkalischen
Phase als gelbliches Ol isoliert werden.
'H-NMR (CDCl;): 5 9.85 (s, 1H, CHO), 7.47 (d, J =1.9 Hz, 1H, H-2), 7.41
(dd, J=1.9 und 8.4 Hz, 1H, H-6), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 1H,

H-5), 6.21 (br s, 1H, OH), 5.32 (s, 2H, OCH,0), 3.53 (s,
3H, OCH3)

1,4-Dimethoxy-2-(E)-|2-(3,4-bis(methoxymethoxy)phenyl)ethenyl]-9,10-

anthracendion (53)

O OCH; O O0s
SOChe A
O OCHj;
Aus 23 und 51 nach AV 1, Variante A. Nachdem man den Ansatz in Wasser iiberfiihrt

hat, neutralisiert man mit HCI (2 mol/L) und extrahiert sofort mit CH,Cl,. Die weitere
Aufarbeitung erfolgt nach AV 1.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange-rote Kristalle (0.12 g, 24 %)

Smp: 141-142 °C

FTIR: 1661 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): o 8.22-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.75-7.70 (m, 2H, H-6,7),

7.54-7.18 (m, 6H: 4H, Ar; 2H CH=CH), 5.31 (s, 2H,
OCH>0), 5.29 (s, 2H, OCH;0), 4.10 (s, 3H, Ar-OCH3;),
3.93 (s, 3H, Ar-OCHs;), 3.57 (s, 3H, CH,-OCHj;), 3.54 (s,
3H, CH,-OCH5;)
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3C-NMR (CDCls): & 183.61, 182.66 (2 x C=0), 156.73, 151.87, 148.00,
147.54, 140.39, 134.55, 134.04, 131.36, 128.02 (9 x C
arom.), 133.66, 13326 (2C), 126.62, 126.43, 121.56,
120.59, 116.73, 115.61, 115.01 (10 x CH arom.), 95.64,
95.39 (2 x CHa), 62.56, 56.96, 56.43 (3 x OCHs)

MS: m/z 490 (63, M™), 414 (100), 383 (47), 352 (32), 279 (59)

Anal. (CasH60s, 490.5):  Ber C, 68.56; H, 5.34
Gef C, 68.10; H, 5.33

2-(E)-[2-(3,4-Dihydroxyphenyl)ethenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (54)

O OCH;, O of
SO

O OCH;
53 (0.06 g) wird in Methanol (3 mL) unter Zusatz von HCI (2 mol/L, 1.5 mL) unter
Riickflufl zum Sieden erhitzt. Nach wenigen Minuten (DC-Kontrolle) tiberfiihrt man die
dunkelrote Suspension in Eiswasser (100 mL) und extrahiert erschopfend mit EtOAc.

Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird aus CH,Cl,/MeOH/Hexan

umkristallisiert.

Ausbeute: dunkelrote Kristalle (0.03 g, 61 %)
Smp: 241-244 °C

FTIR: 3281 (OH), 1655 cm™ (CO)

'H-NMR (DMSO-dj): $ 8.06-7.98 (m, 2H, H-5,8), 7.83-7.78 (m, 3H, Ar), 7.48 (d,
J= 16.6 Hz, 1H, CH=CH), 7.17 (d, J= 16.6 Hz, 1H,
CH=CH), 7.10-6.75 (m, 3H, Ar), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.79
(s, 3H, OCHs)

BC-NMR (DMSO-ds): & 182.80, 181.26 (2 x C=0), 156.36, 150.67, 146.94,
145.70, 140.28, 134.11, 133.56, 128.30, 127.36, 120.30
(10 x C arom.), 134.67, 134.00, 133.51, 126.03, 125.96,
120.08, 117.11, 115.97, 115.26, 113.62 (10 x CH arom.),
62.03, 56.75 (2 x OCH3)

MS: m/z 402 (100, M™), 353 (56), 341 (19)
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Anal. (C4H;30¢, 402.4):  Ber C, 71.64; H, 4.51

EE TS

Gef C,70.23 ; H, 4.49

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.

2-(E)-[2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion (55)
OH

O OCHj3
Aus 23 und 50 nach AV 1. Nach erfolgter Umsetzung iiberfiihrt man das Gemisch in
Wasser (200 mL), versetzt mit HCI (30-33 %, 50 mL) und erhitzt 1 h unter Riickfluf3.
Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach AV 1.

Reinigung: SiO,; Ether
Ausbeute: rote Kristalle (38 mg, 10 %)
Smp: 155-157 °C
FTIR: 3358 (OH), 1670 cm™ (CO)

'H-NMR (DMSO-dj): 5 8.07-7.99 (m, 2H, H-5,8), 7.84-7.51 (m, 6H: 5H, Ar; 1H,
CH=CH), 7.26 (d, J= 16.5 Hz, 1H, CH=CH), 6.82 (d,
J=8.4 Hz, 2H, Ar), 3.99 (s, 3H, OCH3), 3.80 (s, 3H,
OCHa)

BC.NMR (DMSO-dg): & 182.57, 181.00 (2 x C=0), 158.36 (C-OH), 156.18,
150.65 (2 x COCH3), 140.13, 133.96, 133.43, 127.46 (4 x C
arom.), 134.16, 133.74, 133.27, 128.68 (2C), 125.83,
125.76, 117.20, 115.75 (2C), 115.38 (11 x CH arom.),
61.83, 56.62 (2 x OCH3)

MS: m/z 386 (100, M)

Anal. (Co4H 505, 386.4):  Ber C, 74.60; H, 4.70
Gef C, 74.53; H, 4.48



F Experimenteller Teil 159

2-(E)-[2-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)ethenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-anthracendion

(56)
O OCH, O OCHs
OH

9eeh

O OCHs
Aus 23 und 3-Acetoxy-4-methoxy-benzaldehyd nach AV 1, Variante A. Abweichend
davon wird die Mischung nach erfolgter Umsetzung in NaOH (1 mol/L, 200 mL)
tiberfithrt und 4 h bei 3540 °C geriihrt. Die Losung wird anschlieBend mit HCI

angesduert und nach AV 1 aufgearbeitet.

Reinigung: SiO,; Ether
Kristallisation aus CH,Cl,/Hexan
Ausbeute: rote Kristalle (25 mg, 6 %)
Smp: 154-156 °C
FTIR: 3381 (OH), 1662 cm™ (CO)
'H-NMR (CDCl): o 8.21-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.77-7.70 (m, 2H, H-6,7),

7.53-6.86 (m, 6H: 4H, Ar; 2H CH=CH), 5.70 (s, 1H, OH),
4.10 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCls): 5 183.66, 182.68 (2xC=0), 156.73, 151.84, 147.45,
146.00, 140.54, 134.57, 134.04, 130.40, 128.02, 121.48
(10 x C arom.), 133.64, 133.37, 133.22, 126.62, 126.43,
120.41, 120.03, 114.91, 112.29, 110.75 (10 x CH arom.),
62.51, 56.90, 56.10 (3 x OCH3)

MS: m/z 416 (100, M™), 385 (38), 353 (47), 279 (23)

Anal. (Cy5Hy00¢, 416.4):  Ber C, 72.11; H, 4.84
Gef C, 71.87; H, 5.37
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3.1.4 Synthese von 2-o-Phenylalkyl-substituierten Derivaten durch Alkylierung

nach Marschalk

1,4-Dihydroxy-2-phenylmethyl-9,10-anthracendion (57a)%’

O OH

Aus Chinizarin (2.0 g, 8.3 mmol) und Benzaldehyd (0.89 g, 8.4 mmol) nach AV 3

(Variante A) mit einer Reaktionszeit von 4 h.

Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C21H14O4, 3303)

Si0,; CH,Cly/Hexan (7:3)

rote Kristalle (0.82 g, 30 %)

182—183 °C (Lit.%> 180-181 °C)

1625 cm™ (CO---HO)

§ 13.42 (s, 1H, OH), 12.91 (s, 1H, OH), 8.35-8.27 (m, 2H,
H-5,8), 7.85-7.76 (m, 2H, H-6,7), 7.38-7.22 (m, 5H, Ar),
7.03 (s, 1H, H-3), 4.08 (s, 2H, CH,)

m/z 330 (100, M™), 312 (51)

Ber C, 76.36; H, 4.27

GefC, 76.11; H, 4.21

1,4-Dimethoxy-2-phenylmethyl-9,10-anthracendion (57b)

O OCHs;

Aus 57a (750 mg, 2.27 mmol) nach AV 4.

Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCl):

SiO,; Ether

gelb-orange Kristalle (690 mg, 85 %)

122—-124 °C

1665 cm™ (CO)

o 8.19-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.69 (m, 2H, H-6,7),
7.37-7.21 (m, SH, Ar), 7.09 (s, 1H, H-3), 4.15 (s, 2H, CH,),
3.90 (s, 3H, OCHs), 3.81 (s, 3H, OCHz)
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BC-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C23H1804, 3584)

& 183.52, 182.88 (2 x C=0), 156.53, 152.69, 145.01,
139.26, 134.51, 134.06, 127.34, 121.56 (8 x C arom.),
133.60, 133.24, 129.07, 128.80, 126.71, 126.60, 126.49,
120.97 (8 x CH arom.), 62.16, 56.79 (2 x OCHs), 36.48
(CHy)

m/z 358 (100, M™), 340 (31), 311 (43), 267 (52)

Ber C, 77.08; H, 5.06

Gef C, 77.00; H, 5.24

1,4-Dihydroxy-2-[(3,5-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (58a)

O OH

QOO

O OH OCH;

Aus Chinizarin (3.6 g, 15 mmol) und 3,5-Dimethoxybenzaldehyd (2.5 g, 15 mmol) nach
AV 3 (Variante A) mit einer Reaktionszeit von 4 h.

Reinigung:

Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C23H1 806, 3904)

Si0,; CH,Cl/Hexan (2:1)

Umkristallisation aus Toluol

rote Kristalle (3.1 g, 53 %)

181-182 °C

1624 cm™ (CO---HO)

6 13.42 (s, 1H, OH), 12.90 (s, 1H, OH), 8.35-8.29 (m, 2H,
H-5,8), 7.83-7.78 (m, 2H, H-6,7), 7.04 (s, 1H, H-3), 6.43
(d, J=2.2 Hz, 2H, H-2",6"), 6.35 (t, /= 2.2 Hz, 1H, H-4"),
3.99 (s, 2H, CH,), 3.78 (s, 6H, 2 x OCHs)

0 187.22, 186.44 (2 x C=0), 161.18 (2 x C-OCH3), 157.84,
156.79 (2 x C-OH), 143.37, 140.41, 133.74, 133.60, 112.42,
111.53 (6 x C arom.), 134.47, 134.35, 128.79, 127.11,
127.01, 107.55 (2C), 98.72 (8 x CH arom.), 55.39 (2 x
OCHj3), 36.08 (CH»)

m/z 390 (100, M™), 372 (84), 357 (23), 341 (13)

Ber C, 70.76; H, 4.65

Gef C, 70.89; H, 4.81
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1,4-Dimethoxy-2-[(3,5-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (58b)
O OCHj;

oo

O OCH; OCH;
Aus 58a (1.0 g, 2.56 mmol) nach AV 4.

Reinigung: SiO,; Ether

Ausbeute: gelb-orange Kristalle (0.99 g, 92.4 %)

Smp: 169-170 °C

FTIR: 1670 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): 6 8.20-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.74-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.12

(s, 1H, H-3), 6.36-6.33 (m, 3H, Ar), 4.08 (s, 2H, CH,), 3.92
(s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.76 (s, 6H, 2 x OCH3)
BC-NMR (CDCly): & 183.52, 182.88 (2 x C=0), 161.16, 156.52, 152.66,
144.63, 141.57, 134.50, 134.05 (7 x C arom.), 133.60,
133.24, 126.59, 126.47, 120.98, 107.36 (2C), 98.45 (8 x CH
arom.), 62.21, 56.86, 55.39 (2C) (4 x OCHs), 36.52 (CH,)
MS: m/z 418 (100, M"™), 400 (24), 388 (24), 385 (24)
Anal. (CasH»Og, 418.4):  Ber C, 71.76; H, 5.30
Gef C, 71.52; H, 5.33

1,4-Dihydroxy-2-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (59a)

O OH
OO,
OCHj3

O OH

Aus Chinizarin (2.0 g, 8.3 mmol) und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd (1.4 g, 8.4 mmol)
nach AV 3 (Variante A) mit einer Reaktionszeit von 4 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: rote Kristalle (2.1 g, 65 %)

Smp: 176177 °C

FTIR: 1622 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl): 6 13.43 (s, 1H, OH), 12.90 (s, 1H, OH), 8.34-8.28 (m, 2H,

H-5,8), 7.82-7.78 (m, 2H, H-6,7), 7.01 (s, 1H, H-3), 6.82
(m, 3H, Ar), 4.00 (s, 2H, CH,), 3.87 (s, 6H, 2 x OCHs)
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3C-NMR (CDCls): § 187.21, 186.37 (2 x C=0), 157.88, 156.79 (2 x C-OH),
149.34, 148.10 (2 x C-OCHj), 144.07, 133.73, 133.58,
130.64, 11231, 111.44 (6 x C arom.), 134.44, 13431,
128.56, 127.07, 126.96, 121.47, 112.77, 111.71 (8 x CH
arom.), 56.06, 56.03 (2 x OCHs), 35.54 (CH,)

MS: m/z 390 (100, M™), 372 (20), 359 (49), 357 (13), 343 (12)

Anal. (C3H30g, 390.4):  Ber C, 70.76; H, 4.65
Gef C, 70.51; H, 4.18

1,4-Dimethoxy-2-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (59b)

O OCH;

OCHj3
LU Ul
O OCHj3
Aus 59a (1.9 g, 4.9 mmol) nach AV 4.
Reinigung: SiO,; Ether
Ausbeute: zitronengelbes Pulver (1.5 g, 72 %)
Smp: 117-118 °C
FTIR: 1665 cm™ (CO)
'H-NMR (CDCl;): 0 8.20-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.74-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.08

(s, 1H, H-3), 6.85-6.73 (m, 3H, Ar), 4.10 (s, 2H, CH,), 3.90
(s, 3H, OCHs3), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHj),
3.84 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCl): 5 183.61, 182.97 (2 x C=0), 156.55, 152.56, 149.25,
147.92, 145.34, 134.49, 134.02, 131.66, 12729 (9 x C
arom.), 133.66, 133.29, 126.62, 126.49, 121.21, 120.74,
112.40, 111.51, (8 x CH arom.), 62.18, 56.81, 56.01 (2C) (4
x OCHj), 36.94 (CH,)

MS: m/z 418 (79, M™), 403 (100), 386 (15), 385 (21), 151 (41)

Anal. (CysH2,0¢, 418.4):  Ber C, 71.76; H, 5.30
Gef C, 71.35; H, 5.11
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1,4-Dihydroxy-2-[(2,5-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (60a)

O OH OCHj3
Aus Chinizarin (2.0 g, 8.3 mmol) und 2,5-Dimethoxybenzaldehyd (1.4 g, 8.4 mmol)

nach AV 3 (Variante A) mit einer Reaktionszeit von 4 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: rote Kristalle (2.5 g, 77 %)

Smp: 175-176 °C

FTIR: 1623 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl): 0 13.48 (s, 1H, OH), 12.95 (s, 1H, OH), 8.36-8.30 (m, 2H,

H-5,8), 7.85-7.79 (m, 2H, H-6,7), 7.00 (s, 1H, H-3), 6.86—
6.74 (m, 3H, Ar), 4.05 (s, 2H, CH,), 3.78 (s, 3H, OCHj),
3.76 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCls): 5 187.21, 186.43 (2 x C=0), 158.01, 157.19 (2 x C-OCHj3),
153.77, 152.04 (2 x C-OH), 143.56, 133.84, 133.71, 127.51,
112.13, 111.31 (6 x C arom.), 134.39, 134.28, 128.67,
127.09, 126.98, 117.55, 112.42, 111.71 (8 x CH arom.),
56.08, 55.83 (2 x OCHj3), 30.39 (CH>)

MS: m/z 390 (100, M™), 359 (43), 358 (33), 357 (20), 343 (12)

Anal. (Cy3H 306, 390.4):  Ber C, 70.76; H, 4.65
Gef C, 70.38; H, 4.23

1,4-Dimethoxy-2-[(2,5-dimethoxyphenyl)methyl]-9,10-anthracendion (60b)

O OCH; OCH;

O OCH; OCH;
Aus 60a (2.20 g, 5.6 mmol) nach AV 4.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: zitronengelbe, filzartige Nadeln (1.52 g, 64 %)
Smp: 96-98 °C

FTIR: 1669 cm™ (CO)
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'H-NMR (CDClL): 5 8.19-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.73-7.69 (m, 2H, H-6,7), 7.10
(s, 1H, H-3), 6.86-6.71 (m, 3H, Ar), 4.10 (s, 2H, CH,), 3.90
(s, 3H, OCHj), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.78 (s, 3H, OCHj),
3.73 (s, 3H, OCHj)

3C-NMR (CDCls): & 183.61, 182.95 (2 x C=0), 156.49, 153.78, 152.76,
151.85, 144.99, 134.57, 134.13, 128.69, 127.12 (9 x C
arom.), 133.53, 133.18, 126.56, 126.47, 120.86, 117.37,
112.17, 111.58 (8 x CH arom.), 62.00, 56.72, 55.99, 55.79
(4 x OCH3), 30.92 (CH,)

MS: m/z 418 (100, M™)+, 371 (82), 369 (18), 354 (16), 151(78)

Anal. (C2sH»,06, 418.4):  Ber C, 71.76; H, 5.30
GefC, 71.52; H, 5.24

3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propanol (61)265

H3CO©/\A OH

H3CO

In einem ausgeheizten Kolben suspendiert man unter Stickstoffatmosphire LiAlH4
(1.62 g, 42.7mmol) in wasserfreiem THF (15mL). Eine L&sung von 3-(3,4-
Dimethoxyphenyl)-propionséure (10.0 g, 47.6 mmol) in wasserfreiem THF (50 mL)
wird tropfenweise unter stindigem Riihren und Eiskiihlung zugegeben. Anschlielend
wird 1 h unter Riickflul zum Sieden erhitzt (DC-Kontrolle). Das Gemisch wird auf 0 °C
abgekiihlt und vorsichtig solange mit Wasser versetzt, bis keine Gasentwicklung mehr
zu beobachten ist. Man iiberfithrt das Gemisch in Eiswasser, das mit HCI (2 mol/L)
angesduert wird, und extrahiert griindlich mit Ether. Die vereinigten organischen Phasen

werden mit Wasser (3 x 100 mL) gewaschen und tiber Na,SO4 getrocknet. Man entfernt

das Losungsmittel am Rotationsverdampfer und trocknet den Riickstand im

Olpumpenvakuum.
Ausbeute: blaB-gelbes Ol (8.4 g, 90 %)
'H-NMR (CDCly): 5 6.83-6.72 (m, 3H, Ar), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H,

OCHa), 3.68 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,OH), 2.66 (t, J = 7.5
Hz, 2H, Ar-CH;), 1.95-1.81 (m, 2H, CH,CH,CH,),
entspricht Lit.265
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4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-butanol (62)26¢

H3CO©/\/\/OH

H;CO

Die Herstellung erfolgt analog zu 61 durch Reduktion von 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-

buttersdure (10.0 g, 44.6 mmol) mit LiAlH,4 (1.52 g, 40.1 mmol).

Ausbeute: blaB-gelbes Ol (9.0 g, 96 %)

'H-NMR (CDCl;): 6 6.81-6.71 (m, 3H, Ar), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H,
OCHs3), 3.66 (t, J= 6.2 Hz, CH,OH), 2.87 (br s, 1H, OH),

2.59 (t, J= 7.3 Hz, 2H, Ar-CH,), 1.73-1.57 (m. 4H,
CH,CH,CH,CH,), entspricht Lit.266

4-Phenyl-1-butanol (63)267

@/\/\/OH

Die Herstellung erfolgt analog zu 61 durch Reduktion von 4-Phenylbuttersdure (10.0 g,

60.9 mmol) mit LiAlH4 (2.08 g, 54.8 mmol).

Ausbeute: blaB gelbes Ol (8.6 g, 94 %)

'H-NMR (CDCl;): 0 7.34-7.20 (m, SH, Ar), 3.65 (t, J= 6.2 Hz, CH,OH), 2.67
(t, J= 7.2 Hz, 2H, Ar-CH,) 2.55 (br s, 1H, OH), 1.79-1.52
(m, 4H, CH,CH,CH,CH,), entspricht Lit.267

3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propionaldehyd (64)263

H3CO

Aus 61 (6.8 g, 34.7 mmol) durch Oxidation mit PCC analog Lit.124

Ausbeute: gelbliches O1 (4.8 g, 71.2 %)

'H-NMR (CDCl;): 0 9.81 (t, J = 1.3 Hz, 1H, CHO), 6.81-6.69 (m, 3H, Ar),

3.85 (s, 3H, OCH3), 3.84 (s, 3H, OCH3), 2.94-2.86 (m, 2H,
CHy), 2.79-2.70 (m, 2H, CH>), entspricht Lit.268
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4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-butyraldehyd (65)26°

H3CO

Aus 62 (7.6 g, 36.1 mmol) durch Oxidation mit PCC analog Lit.!24

Ausbeute: gelbliches O1 (4.9 g, 65.2 %

'H-NMR (CDCl;): 8 9.76 (t, J= 1.5 Hz, 1H, CHO), 6.82-6.69 (m, 3H, Ar),
3.87 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCH3), 2.61 (t,J = 7.5 Hz,

2H, Ar-CH,), 2.46 (dt, J= 7.3, 1.5 Hz, 2H, CH,CHO), 1.93
(quint, J=174 HZ, 2H, CH2CH2CH2)

4-Phenyl-1-butyraldehyd (66)270-271

O/\/VO

Aus 63 (10.2 g, 67.9 mmol) durch Oxidation mit PCC analog Lit.!24

Ausbeute: gelbliches O1 (7.7 g, 76.5 %)

'H-NMR (CDCl;): 9.76 (t, J= 1.4 Hz, 1H, CHO), 7.37-7.19 (m, 5H, Ar), 2.68
(t, J= 7.5 Hz, 2H, Ar-CH»), 2.46 (dt, J= 7.3, 1.4 Hz, 2H,
CH>CHO), 193 (quint, J= 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CH,),

entspricht Lit.270.271

1,4-Dihydroxy-2-[3-(3,4-dimethoxyphenyl)propyl]-9,10-anthracendion (67a)

O OH
Aus Chinizarin (2.4 g, 10 mmol) und 64 (4.1 g, 21 mmol) nach AV 3 (Variante B) mit
einer Reaktionszeit von 18 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: rotes Pulver (1.6 g, 38 %)

Smp: 149-150 °C

FTIR: 1619 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl;): 6 13.40 (s, 1H, OH), 12.96 (s, 1H, OH), 8.34-8.30 (m, 2H,

H-5,8), 7.85-7.79 (m, 2H, H-6,7), 7.13 (s, 1H, H-3), 6.83—
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BC-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C25H2206, 4184)

6.73 (m, 3H, Ar), 3.88 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHj),
2.81-2.64 (m, 4H, CH,CH,CH,), 2.08-1.93 (m, 2H,
CH,CH,CH,)

§ 187.27, 18634 (2 x C=0), 157.84, 157.19, 148.94,
147.34, 144.94, 133.73, 133.57, 112.11, 111.20 (9 x C
arom.), 134.44, 134.29, 128.22, 127.05, 126.94, 120.34,
111.82, 111.37 (8 x CH arom.), 56.01, 55.92 (2 x OCHs),
35.23,30.41, 29.93 (3 x CHy)

m/z 418 (81, M), 400 (54), 254 (100), 164 (32), 151(20)
Ber C, 71.76; H, 5.30

Gef C, 71.10; H, 4.90

1,4-Dimethoxy-2-[3-(3,4-dimethoxyphenyl)propyl]-9,10-anthracendion (67b)

O OCHjs

Aus 67a (1.50 g, 3.58 mmol) nach AV 4.

Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCls):

C-NMR (CDCL):

MS:
Anal. (C27H26O(,, 446. 5) .

Si0,; Ether

gelbe, filzartige Nadeln (1.46 g, 91 %)

121-122 °C

1670 cm™ (CO)

0 8.22-8.13 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.67 (m, 2H, H-6,7), 7.17
(s, 1H, H-3), 6.84-6.74 (m, 3H, Ar), 4.00 (s, 3H, OCH3),
3.88 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.84-2.65 (m,
4H, CH,CH,CH,), 2.07-1.91 (m, 2H, CH,CHCH,)

183.68, 182.92 (2 x C=0), 156.48, 152.64, 148.94, 147.36,
146.47, 134.44, 134.33, 133.98, 127.20, 121.10 (10 x C
arom.), 133.58, 133.22, 126.54, 126.43, 120.32, 120.19,
111.84, 111.33 (8 x CH arom.), 62.12, 56.83, 55.99, 55.94
(4 x OCH3), 35.39,31.92, 30.52 (3 x CH»)

m/z 446 (91, M), 414 (100), 383 (37), 276 (35), 247 (31)
Ber C, 72.63; H, 5.87

Gef C, 72.46; H, 6.17
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1,4-Dihydroxy-2-[4-(3,4-dimethoxyphenyl)butyl]-9,10-anthracendion (68a)

O OH O OCHg3
909 o

O OH
Aus Chinizarin (2.4 g, 10 mmol) und 65 (4.6 g, 22 mmol) nach AV 3 (Variante B) mit

einer Reaktionszeit von 24 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: rote Kristalle (910 mg, 21 %)

Smp: 129-130 °C

FTIR: 1620 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl): 6 13.42 (s, 1H, OH), 12.98 (s, 1H, OH), 8.36-8.31 (m, 2H,

H-5,8), 7.84-7.80 (m, 2H, H-6,7), 7.14 (s, 1H, H-3), 6.77—
6.71 (m, 3H, Ar), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs),
2.78-2.62 (m, 4H, CH,CH,CH,CH.), 1.76-1.70 (m, 4H,
CH,CH,CH,CH>)

BCNMR (CDCls): 183.68, 182.92 (2 x C=0), 157.90, 157.22, 148.94, 147.29,
145.19, 135.04, 133.78, 133.64, 112.15, 111.20 (10 x C
arom.), 134.46, 134.31, 128.20, 127.09, 126.98, 120.30,
111.89, 111.38 (8 x CH arom.), 56.03, 55.94 (2 x OCHs),
35.37, 31.43, 30.06, 28.40 (4 x CH>)

MS: m/z 432 (84, M"), 414 (60), 396 (25), 276 (25), 255 (43),
191 (100), 151 (33)

Anal. (Ca6H2406, 432.5):  Ber C, 72.21; H, 5.59
Gef C, 71.85; H, 5.18

1,4-Dimethoxy-2-[4-(3,4-dimethoxyphenyl)butyl]-9,10-anthracendion (68b)

O OCH, O OCHs
O‘O OCHs
O OCHj;
Aus 68a (700 mg, 1.6 mmol) nach AV 4.
Reinigung: SiO,; Ether
Ausbeute: zitronengelbe, filzartige Nadeln (680 mg, 91 %)

Smp: 124-125 °C
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FTIR: 1670 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl5): § 8.20-8.15 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.69 (m, 2H, H-6,7), 7.15
(s, 1H, H-3), 6.81-6.70 (m, 3H, Ar), 3.99 (s, 3H, OCHj),
3.88 (s, 3H, OCH;), 3.87 (s, 3H, OCH;), 3.85 (s, 3H,
OCHj3), 2.79-2.62 (m, 4H, CH,CH,CH,CH,), 1.71-1.70 (m,
2H, CH,CH,CH,CH,)

BC-NMR (CDCls): § 183.63, 182.94 (2 x C=0), 156.49, 152.66, 148.92,
14727, 146.65, 134.95, 134.48, 134.02, 127.20, 121.10
(10 x C arom.), 133.57, 133.22, 126.56, 126.43, 120.25,
120.10, 111.89, 111.35 (8 x CH arom.), 62.18, 56.83, 56.01,
55.92 (4 x OCHs3), 35.34, 31.53, 30.66, 29.90 (4 x CH,)

MS: m/z 460 (81, M™), 428 (100), 410 (52), 397 (54), 381 (67),
290 (64), 261 (26), 151 (57)

Anal. (CasH2306, 460.5):  Ber C, 73.03; H, 6.13
Gef C, 72.61; H, 5.83

1,4-Dihydroxy-2-(4-phenylbutyl)-9,10-anthracendion (69a)

O OH O

O OH
Aus Chinizarin (2.4 g, 10 mmol) und 66 (4.6 g, 22 mmol) nach AV 3 (Variante B) mit

einer Reaktionszeit von 24 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cly/Hexan (7:3)

Ausbeute: orange-rote Kristalle (800 mg, 21 %)

Smp: 132-133 °C

FTIR: 1624 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl;): 6 13.40 (s, 1H, OH), 12.96 (s, 1H, OH), 8.35-8.29 (m, 2H,

H-5,8), 7.85-7.78 (m, 2H, H-6,7), 7.33-7.12 (m, 6H, Ar),
2.80-2.65 (m, 4H, CH,CH,CH,CH>), 1.77-1.70 (m, 4H,
CH,CH,CH,CH,)

BC-NMR (CDClL): 5 187.23, 18632 (2 x C=0), 157.88, 157.20, 145.16,
142.34, 133.75, 133.60, 112.09, 111.17 (8 x C arom.),
134.40, 134.28, 128.49 (2C), 128.40 (2C), 128.14, 127.05,
126.94, 125.83 (8 x CH arom.), 56.03, 55.94 (2 x OCHj),
35.37, 31.43, 30.06, 28.40 (4 x CHa)
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MS: m/z 372 (16, M™), 354 (100), 336 (22), 263 (34), 255 (17)
Anal. (C24Hy004, 372.4):  Ber C, 77.40; H, 5.41

EE TS

GefC,76.64 ; H, 5.36

™ Trotz wiederholter Bestimmung kein besseres Ergebnis.

1,4-Dimethoxy-2-(4-phenylbutyl)-9,10-anthracendion (69b)

O OCH;, O

O OCH;
Aus 69a (650 mg, 1.75 mmol) nach AV 4.
Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: zitronengelbe, filzartige Nadeln (640 mg, 91.5 %)
Smp: 126128 °C
FTIR: 1670 cm™ (CO)
'H-NMR (CDCl;): 6 8.20-8.13 (m, 2H, H-5,8), 7.76-7.67 (m, 2H, H-6,7),

7.32-7.15 (m, 6H, Ar), 3.99 (s, 3H, OCHj), 3.88 (s, 3H,
OCHs), 2.82-2.64 (m, 4H, CH,CH,CH,CH.), 1.75-1.64 (m,
4H, CH,CH,CH,CH,)

3C-NMR (CDCls): 5 183.68, 183.01 (2 x C=0), 156.48, 152.62, 146.67,
142.25, 134.46, 134.02, 127.16, 121.03 (8 x C arom.),
133.58, 133.22, 128.47, 128.40, 126.56, 126.45, 125.85,
120.10 (8 x CH arom.), 62.18, 56.79 (2 x OCHs), 35.74,
31.33, 30.66, 29.84 (4 x CH,)

MS: m/z 400 (61, M™), 368 (100), 339(17), 321 (28), 277 (14)

Anal. (C26H404, 400.5):  Ber C, 77.98; H, 6.04
GefC, 77.72; H, 5.54
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3.1.5 Synthese von 2-(2-Phenylethyl)-substituierten Derivaten durch katalytische
Hydrierung von 2-(E)-(2-Phenylethenyl)-Derivaten

1,4-Dimethoxy-2-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)ethyl]-9,10-anthracendion (70)
OCHj3

O OCH3; O
909¢ o

O OCH;
Zu einer Suspension von H,-gesittigtem Pd/C (10 %, 50 mg) in THF (30 mL) wird 40
(100 mg) gegeben. Das Gemisch wird unter H,-Atmosphére bei Normaldruck und
Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 h wird filtriert und mit CH)Cl, griindlich
nachgewaschen. Man engt das Filtrat am Rotationsverdampfer ein und reinigt sc
(EtOAc/Hexan 1:1).

Reinigung: Si0,; EtOAc/Hexan (1:1)

Ausbeute: gelbe Nadeln (28 mg, 28 %)

Smp: 120-122 °C

FTIR: 1666 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): 6 8.21-8.16 (m, 2H, H-5,8), 7.75-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.04

(s, 1H, H-3), 6.36-6.32 (m, 3H, Ar), 3.92 (s, 6H, 2 x
OCH3;), 3.76 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.11-3.03 (m, 2H, CH,),
2.95-2.87 (m, 2H, CH»)

BC-NMR (CDCl): 0 183.66, 182.99 (2 x C=0), 161.01 , 156.35, 152.66,
145.41, 143.45, 134.51, 134.04, 127.25 (8 x C arom.),
133.66, 133.29, 126.66, 126.52, 120.65, 106.80 (2C), 98.15
(8 x CH arom.), 62.31, 56.79, 55.39 (2C) (4 x OCHs),
36.65, 32.74 (2 x CH,)

MS: m/z 432 (77, M), 399 (34), 369 (100), 281 (46), 253 (16),
165 (17), 151 (21)

Anal. (Cy6H2404, 432.5):  Ber C, 72.21; H, 5.59
Gef C, 71.59; H, 5.22
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1,4-Dimethoxy-2-[2-(2,5-dimethoxyphenyl)ethyl]-9,10-anthracendion (71)

OCH;

O OCH;3 O
LI e

O OCH;g
Zu einer Suspension von Hj-geséttigtem Pd/C (10 %, 50 mg) in THF (30 mL) wird 42
(100 mg) gegeben. Die Mischung wird unter H,-Atmosphére bei Normaldruck und
Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 h wird filtriert und mit CH)Cl, griindlich

nachgewaschen. Man engt das Filtrat am Rotationsverdampfer ein und reinigt sc
(EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: gelbe Kristalle (15 mg, 15 %)

Smp: 126 °C

FTIR: 1661 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl): 6 8.21-8.16 (m, 2H, H-5,8), 7.74-7.70 (m, 2H, H-6,7), 7.01

(s, 1H, H-3), 6.81-6.69 (m, 3H, Ar), 3.93 (s, 3H, OCHs),
3.90 (s, 3H, OCHs), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.73 (s, 3H,
OCHj3), 3.07-2.92 (m, 4H, CH,-CH,)

BC-NMR (CDClL): 6 183.72, 183.04 (2 x C=0), 156.26, 153.57, 152.78, 151.85
(4 x C-OCHj3), 146.12, 134.51, 134.08, 130.58, 127.34,
120.97 (6 x C arom.), 133.58, 133.24, 126.60, 126.49,
120.59, 116.68, 111.47, 111.27 (8 x CH arom.), 62.29,
56.72, 55.90, 55.79 (4 x OCH3), 31.17, 31.10 (2 x CH,)

MS: m/z 432 (71, M), 281 (18), 151 (100), 91 (21)

Anal. (Cy6H240¢, 432.5):  Ber C, 72.21; H, 5.59
GefC, 68.77; H,5.090

™ Aufgrund der geringen Substanzmenge konnte kein besseres Ergebnis mehr erzielt

werden.
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5,6,7,8-Tetrahydro-1,4-dimethoxy-2-[2-(2,5-dimethoxyphenyl)ethyl]-9,10-
anthracendion (72)

OCHjs

O OCH;, O
(T ew

O OCH;

42 (100 mg) wird analog 71 hydriert; nach 24 h Reaktionszeit wird 72 isoliert.

Reinigung: Si0,; EtOAc/Hexan (1:1)

Ausbeute: gelbe Kristalle (20 mg, 20 %)

Smp: 132-133 °C

'H-NMR (CDCl;): 0 6.92 (s, 1H, H-3), 6.81-6.68 (m, 3H, H-3',4,6"), 3.85 (s,
3H, OCH3), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.73
(s, 3H, OCH3), 3.04-2.88 (m, 4H, Ar-CH,-CH,-Ar), 2.53
(brs, 4H, H-5,8), 1.70 (br s, 4H, H-6,7)

MS: 436 (87, M), 285 (55), 151 (100)

3.1.6 Reduktive Methylierung zu 1,4,9,10-Tetramethoxyanthracen-Derivaten

1,4,9,10-Tetramethoxy-2-[(3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-anthracen (73)
H3CO OCHj;
QU
OCHjs;
H;CO OCHj;
Reduktive Methylierung von 59b (750 mg, 1.8 mmol) analog Lit.126 Das Produkt

kristallisiert aus Ether analysenrein aus.

Ausbeute: zitronengelbe Kristalle (440 mg, 54.7 %)

Smp: 133-134 °C

FTIR: 2831 (OCH3), 1624, 1517 cm™ (C=C)

'H-NMR (CDCl;): o 8.38-8.32 (m, 2H, H-5,8), 7.54-7.48 (m, 2H, H-6,7),

6.87-6.81 (m, 3H, Ar), 6.49 (s, 1H, Ar), 4.17 (s, 2H, CHy),
4.01 (s, 3H, OCH;), 3.98 (s, 3H, OCH;) , 3.93 (s, 3H,
OCH;), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCH;), 3.82 (s,
3H, OCH3)
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BC-NMR (CDCls):

MS:
Anal. (C27H2806, 4485)

0 152.62, 149.43, 149.02, 147.47, 146.03 (5 x C-OCHj),

126.21, 125.61, 123.07, 122.61, 120.86, 112.35, 111.24,
106.20 ( 8 x CH arom.), 133.73, 128.69, 127.03, 126.32,
121.23, 119.32 (6 x C arom.), 63.54 (2 C), 62.38, 56.45,
55.97, 55.86 (6 x OCH3), 35.25 (CH,)

Z 2 > 3
m/z 448 (100, M), 433 (42), 151 (94

Ber C, 72.30; H, 6.29
Gef C, 72.08; H, 5.92

1,4,9,10-Tetramethoxyanthracen-2-carbaldehyd (74)°!.272

HsCO OCH;

CHO

H;CO OCH;3

Reduktive Methylierung von 29 (590 mg, 2 mmol) analog Lit.126

Reinigung
Ausbeute:

Smp:

FTIR:

'H-NMR (CDCls):

C-NMR (CDCL):

MS:

Anal. (C19H1805, 3263)

Si0,; EtOAC/PE 1:2

zitronengelbe Kristalle (350 mg, 53.7 %)

160-162 °C (Lit.22 139 °C)

1670 cm™ (CHO), entspricht Lit.%!

0 10.63 (s, 1H, CHO), 8.43-8.38 (m, 2H, H-5,8), 7.65-7.60
(m, 2H, H-6,7), 7.03 (s, 1H, H-3), 4.10 (s, 3H, OCH3), 4.04
(s, 3H, OCH3), 4.02 (s, 3H, OCHs), 4.00 (s, 3H, OCH3),
entspricht Lit.?1.272

o 190.05 (CHO), 157.79, 153.33, 150.42, 149.91
(4 x C-OCH3), 129.11, 124.81, 121.39, 12054 (4 x C
arom.), 127.54, 127.00, 123.30, 123.08, 97.21 (5§ x CH
arom.), 65.49, 64.09, 63.74, 56.41 (4 x OCH3)

m/z 326 (100, M), 311 (66), 280 (11), 249 (12)

Ber C, 69.93; H, 5.56

Gef C, 69.62; H, 5.21
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1,4,9,10-Tetramethoxy-2-(E)-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethenyl]-anthracen (75)

Hs;CO OCH; OCHs

OCHj

H;CO OCHs;
Aus 74 und 36 analog AV 2.
Reinigung Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: zitronengelbe Nadeln (150 mg, 32.5 %)
Smp: 131-132 °C
FTIR: 2996, 2834 (OCH3), 1600, 1512 cm™ (C=C)
'H-NMR (CDCl;): o 8.38-8.33 (m, 2H, H-5,8), 7.67 (d, J = 16.5 Hz, 1H,

CH=CH), 7.55-7.51 (m, 2H, H-6,7), 7.21-6.89 (m, 5H: 4H,
Ar; 1H, CH=CH), 4.14 (s, 3H, OCH3), 4.02 (s, 3H, OCHj3),
4.01 (s, 3H, OCH3), 4.00 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H,
OCHj3), 3.89 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCls): & 152.95, 149.56, 149.29, 149.12 148.14, 146.78
(6 x C-OCHs), 131.04, 127.43, 126.85, 125.45, 119.41 (5 x
C arom.), 129.29, 126.43, 125.94, 123.14, 122.68, 121.30,
120.14, 111.38, 109.13, 100.47 (10 x CH arom.), 63.65,
62.92, 56.56, 56.06 (OCHs3)

MS: m/z 460 (100, M™), 445 (56), 415 (21), 151 (66)

Anal. (CysH»50s, 460.5):  Ber C, 73.03; H, 6.13
Gef C, 72.74; H, 6.17

3.1.7 Synthese von 2-(3-Phenyl-3-oxo-(1E)-propenyl)-Derivaten

2-[3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3-oxo-(1E)-propenyl]-1,4-dimethoxy-9,10-
anthracendion (76)

O OCH; O

O OCHs
Unter Stickstoff werden 29 (0.30 g, 1 mmol) und 3,4-Dimethoxyacetophenon (0.18 g,
1 mmol) mit NaOH (0.1 g) in Methanol (50 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
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24 h (DC-Kontrolle) ergidnzt man Wasser (200 mL) und neutralisiert mit Essigsdure.
Man extrahiert mit CH,Cl,, wischt die vereinigten organischen Phasen mit Wasser und
trocknet iiber Na;SO4. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
sc (Si0O;; EtOAc) gereinigt.

Ausbeute: orange Kristalle (130 mg, 28.4 %)

Smp: 207-209 °C

FTIR: 1669 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): 6 8.21-8.17 (m, 2H, H-5,8), 8.04 (d, J=15.8 Hz, 1H,

CH=CH), 7.80-7.64 (m, 5H: 4H, Ar; 1H, CH=CH), 7.56 (s,
1H, H-3), 6.96 (d, J= 8.4 Hz, 1H, Ar), 4.10 (s, 3H, OCHs),
3.99 (s, 6H, 2 x OCHj), 3.95 (s, 3H, OCHs)

3C-NMR (CDCls): § 188.52, 183.21, 182.70 (3 x C=0), 156.44, 153.78,
153.51, 149.51 137.64, 134.35, 130.86, 12834 (8 xC
arom.), 137.19, 133.88, 133.57, 127.02, 126.69, 126.56,
123.52, 117.86, 110.87, 110.04 (10 x CH arom.), 62.91,
57.07, 56.25, 56.17 (4 x OCHs)

MS: m/z 458 (20, M), 427 (100), 165(33)

Anal. (C;7H,07, 458.5):  Ber C, 70.74; H, 4.84
Gef C, 70.89; H, 4.87

1,4-Dimethoxy-2-(3-0x0-3-phenyl-(1E)-propenyl)-9,10-anthracendion (77)

O OCHz; O
SOChAe
O OCHj3
Analog der Synthese von 76 aus 29 und Acetophenon.
Ausbeute: orange-gelbe Kristalle (56 mg, 14 %)
Smp: 200-202 °C
FTIR: 1673 cm™ (CO)
MS: m/z 398 (21, M), 367 (100), 293(41)
'H-NMR (CDCl;): 0 8.21-8.03 (m, 5H: 4H, Ar; 1H, CH=CH), 7.77-7.54 (m,
7H: 6H, Ar; 1H, CH=CH), 4.10 (s, 3H, OCHj3), 3.95 (s, 3H,
OCH3)

Anal. (CysH;30s, 398.4):  Ber C, 75.37; H, 4.55
Gef C, 74.89; H, 4.43
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3.2 Synthese von Derivaten des 1,6,8-Trihydroxy-3-methyl-anthrachinons
(Frangula-Emodin)

3-Chlor-5-hydroxy-7-methoxy-1,4-naphthochinon (80)!47:149
OH O

S8l
H3CO

@)

92 (1.50g, 7.4mmol) und 2,6-Dichlorbenzochinon (durch Oxidation von

Trichlorphenol mit CrOsss; 1.32 g, 7.4 mmol) werden in THF (20 mL) bei

Raumtemperatur geriihrt. Nach 1 h entfernt man das Losungsmittel im Vakuum und

pyrolysiert den Riickstand 1 h bei 90—-100°C. Man 14t abkiihlen, ergénzt THF (20 mL)

und konz. HCI (0.5 mL) und erhitzt unter Riickflu 30 min zum Sieden. Das Gemisch

wird in Wasser (200 mL) liberfiihrt. Man extrahiert erschopfend mit CH,Cl,, wiéscht die
vereinigten organischen Phasen mit Wasser (3 x 100 mL) und trocknet sie {iber Na;SOj.

Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird das Produkt aus Ether/Petrolether

(1:1) kristallisiert und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: gelb-braunes Pulver (0.81 g, 46 %)

'H-NMR (CDCl;): 0 11.93 (s, 1H, OH), 7.19 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-5), 7.14 (s,
1H, H-3), 6.67 (d, J= 2.4 Hz, 1H, H-7), 3.93 (s, H, OCH3),
entspricht Lit.147

MS: m/z 238/240 (100/34, M™)

1-Methoxy-3-methyl-1-trimethylsiloxy-1,3-butadien (81)!34.149

HsC  OSi(CHj3);
H,C” *"0CH,
Die Herstellung erfolgt modifiziert nach Lit.134
a) Herstellung von Lithiumdiisopropylamid (LDA): In einem ausgeheizten und N,-
gespiilten Dreihalskolben wird Diisopropylamin (7.7 mL, 55 mmol) in trockenem THF
(50 mL) geriihrt und auf -78 °C (Aceton/Trockeneis) abgekiihlt. Im N,-Gegenstrom
wird n-Butyllithium (1.6 mol/L; 35 mL, 55 mmol) durch ein Septum zugegeben. Nach
15 min bei -78 °C wird das Gemisch im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt und weitere 1.5 h
geriihrt. Die Losung wird ohne weitere Aufarbeitung sofort umgesetzt.
b) Synthese von 8I: Die frisch hergestellte LDA-Losung wird erneut auf -78 °C
abgekiihlt. Im N,-Gegenstrom gibt man durch das Septum zundchst Methyl-3,3-
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dimethylacrylat (5.7 g, 50 mmol) und nach 15 min Chlortrimethylsilan (7.5 mL,
60 mmol) zu. Nach weiteren 30 min wird die Mischung auf Raumtemperatur erwéarmt
und 3 h geriihrt. Das Losungsmittel wird im Wasserstrahlvakuum entfernt und das

Produkt anschlieBend im Olpumpenvakuum destilliert.

Ausbeute: bla3 gelbliche Fliissigkeit (7.12g, 77 %)
Sdp: 53-55°C, 1 Torr
'H-NMR (CDCl;): 6 4.79 (d, J = 2.7 Hz, 1H, C=CH,), 4.55 (m, 1H, C=CH,),

4.26 (s, 1H, H-2), 3.57 (s, 3H, OCH3), 1.93 (s, 3H, C-CH3),
0.23 (s, 9H, OSi(CH3)3), entspricht Lit.134.149

1,8-Dihydroxy-6-methoxy-3-methyl-9,10-anthracendion (Physcion, 82)!34

HO O OH

CH3

6]
Die Synthese erfolgt analog Lit.!134 aus 80 (0.24 g, 1.0 mmol) und 81 (0.19 g, 1.0 mmol).
Die Edukte werden in THF (10 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 1-2 h (DC-
Kontrolle) wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der braune dlige Riickstand
2 h bei 100 °C pyrolysiert. AnschlieBend werden THF (20 mL) und konz. HCI (0.5 mL)
zugegeben, und das Gemisch wird 1 h refluxiert. Man iiberfiihrt in Wasser (200 mL)

Hs;CO

und extrahiert griindlich mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Den Riickstand
reinigt man sc (Si0,; CH,Cl,).

Ausbeute: gelb-orange Kristalle (0.11 g, 38.7 %)
Smp: 196 °C (Lit.134 206-206.5 °C)
'H-NMR (CDCl): 0 12.29 (s, 1H, OH), 12.09 (s, 1H, OH), 7.60 (s, 1H, Ar),

7.34 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar), 7.06 (s, 1H, Ar), 6.67 (d, J =
2.2 Hz, 1H, Ar), 3.93 (s, 3H, OCH3), 2.44 (s, 3H, CH3),
entspricht Lit.!134

MS: m/z 284 (100, M™)
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1,6,8-Trimethoxy-3-methyl-9-10-anthracendion (83)273.274

H;CO O OCHs

H3COCH3

O
Aus Emodin (3.10 g, 87.2 mmol) nach AV 4.
Ausbeute: gelbe Kristalle (2.92 g, 81.5 %)
Smp: 224-226 °C (Lit.273.274 225-226 °C, 230-232 °C)
'H-NMR (CDCl;): 5 7.64 (s, 1H, Ar), 7.32 (d, J= 2.5 Hz, 1H, Ar), 7.09 (s, 1H,

Ar), 6.76 (d, J= 2.5 HZ, 1H, Ar), 3.98 (s, 3H, OCHs), 3.96
(s, 3H, OCHs), 3.95 (s, 3H, OCHs), 2.46 (s, 3H, CHs),
entspricht Lit.274

3-Dibrommethyl-1,6,8-trimethoxy-9,10-anthracendion (84)27°

H;CO O OCH;

HsCO” ‘ *‘ ‘ ~ B

@) Br

83 (2.50 g, 8.0 mmol) wird in Tetrachlorkohlenstoff (150 mL) suspendiert und die

Mischung unter Riickfluf zum Sieden erhitzt. AnschlieBend werden auf einmal 1,3-

Dibrom-5,5-dimethylhydantoin (4.85 g, 17.0 mmol) und Benzoylperoxid (0.50 g)

zugegeben. Nach einer Stunde gibt man nochmals Benzoylperoxid (0.50 g) zu. Das

Gemisch wird bis zur vollstandigen Umsetzung unter Riickflul zum Sieden erhitzt (DC-

Kontrolle). Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer vollstindig entfernt und

der Riickstand in CH,Cl, aufgenommen. Man wéscht mehrmals mit Wasser, trocknet

iiber Na,SO4 und engt am Rotationsverdampfer ein. Der Riickstand wird sc (SiOy;

Ether) gereinigt.

Ausbeute: gelbe Kristalle (2.29 g, 61 %)

Smp: 241-245 °C (Lit.27> 254-257 °C)

'H-NMR (DMSO-dj): 06793 (d,J=1.7Hz, 1H, Ar), 7.68 (d, J= 1.9 Hz, 1H, Ar),
7.48 (s, 1H, CHBr»), 7.18 (d, J= 2.4 Hz, 1H, Ar), 6.99 (d,
J=2.3 Hz, 1H, Ar), 3.93 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3.89 (s, 3H,
OCH3)

'H-NMR (CDCl;): 0792 (d, /=19 Hz, 1H, Ar), 7.56 (d, J= 1.8 Hz, 1H, Ar),
7.34 (d, J=2.2 Hz, 1H, Ar), 6.79 (d, J= 2.5 Hz, 1H, Ar),
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6.68 (s, 1H, CHBr,), 4.07 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H,
OCHs), 3.96 (s, 3H, OCH3), entspricht Lit.27>

1,6,8-Trimethoxy-9,10-diox0-9,10-dihydro-anthracen-3-carbaldehyd (85)!3¢
H;CO O OCH3;

o) o)
Zu einer Suspension des Dibromids 84 (1.58 g, 3.36 mmol) in THF (20 mL) gibt man
eine Losung von Silbernitrat (1.43 g, 8.42 mmol) in Wasser (3 mL) und refluxiert 24 h
unter Lichtausschluf. Man 148t auf Raumtemperatur abkiihlen, filtriert den Niederschlag
ab und wischt mit CH,Cl, erschopfend nach. Zum Filtrat gibt man CH,Cl, (100 mL)
und wéscht mit Wasser (3 x 100 mL). Die organische Phase wird liber Na,SO4
getrocknet und am Rotationsverdampfer auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach

Zugabe von Petrolether kristallisiert das Produkt aus.

Reinigung: Si0O,; EtOAc

Ausbeute: gelbe Kristalle (0.81 g, 74 %)

Smp: 263-264 °C (Lit.136 221-223 °C)

FTIR: 1704 (CHO), 1668 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): 6 10.12 (s, 1H, CH=0), 8.30 (d, J= 1.4 Hz, 1H, Ar), 7.78

(d, J= 1.4 Hz, 1H, Ar), 7.35 (d, J= 2.5 Hz, 1H, Ar), 6.80
(d, J=2.4 Hz, 1H, Ar), 4.07 (s, 3H, OCHj3), 3.98 (s, 3H,
OCHj3), 3.97 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCls): 5 190.74 (CHO), 183.16, 181.08 (2 x C=0), 164.36, 162.01,
160.35 (3 x C-OCH3), 139.49, 136.22, 135.60, 127.97 (4 x
C arom.), 121.73, 115.60, 105.63, 102.41 (4 x CH arom.),
56.92, 56.61, 56.03 (3 x OCH3)

MS: m/z 326 (40, M), 311 (100)
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1,6,8-Trimethoxy-3-(E)-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (86)

HiCO O OCH;

H;CO
OCHjs

Aus 85 und 37 nach AV 2.

Reinigung: Si0,; EtOAc
Kristallisation aus CH,Cl,/Hexan

Ausbeute: gelbe Kristalle (0.10 g, 22 %)

Smp: 239-240 °C

FTIR: 1662 cm™ (CO)

'H-NMR (CDCl;): 0 7.95-6.75 (m, 6H: 4H, Ar; 2H, CH=CH), 6.69 (d, J=2.13
Hz, 2H, H-2',6"), 6.44 (t, J= 2.1 Hz, 1H, H-4"), 4.05 (s, 3H,
OCHs), 3.96 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCH3;), 3.85 (s,
6H, 2 x OCH3;)

PC-NMR (CDCls): 6 184.21, 181.39 (2 x C=0), 163.90, 161.92, 161.21 (2C),

160.32 (5 x C-OCH3), 142.54, 138.44, 136.53, 135.04,
106.80 (5 xC arom.), 132.64, 127.52, 117.08, 115.92,
105.51, 105.16 (2C), 102.23, 101.19 (9 x CH arom.), 56.70,
56.59, 55.96, 55.53 (2C) (5 x OCH3)

MS: m/z 460 (100, M), 445 (52), 399 (15)

Anal. (Cy7H2407, 460.5):  Ber C, 70.43; H, 5.25
Gef C, 69.93; H, 4.56

1,6,8-Trimethoxy-3-(E)-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethenyl]-9,10-anthracendion (87)

HiCO O OCH;

4049 ocH
HsCO 7 O 3
0

OCHj
Aus 85 und 36 nach AV 2.
Ausbeute: gelb-orange Kristalle (0.08 g, 17.5 %)
Smp: 198-199 °C

FTIR: 1656 cm™ (CO)
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'H-NMR (CDClL): §7.93 (d, J= 1.3 Hz, 1H, Ar), 7.31-6.74 (m, 8H: 6H, Ar;
2H, CH=CH), 4.05 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H, OCHs), 3.96
(s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCHs), 3.92 (s, 3H, OCHs)

MS: m/z 460 (100, M™), 445 (33), 429 (27), 399 (16)

33 Synthese von Derivaten des 1,3,6,8-Tetrahydroxyanthrachinons

1,3,6,8-Tetrahydroxy-9,10-anthracendion (88)!4°

HO O OH

HO OH

0]

Variante A: 94 (0.10 g) wird mit NaCl (0.40 g) und AICl; (0.40 g) vermischt und bis zur
Schmelze erhitzt. Nach 20 min 148t man abkiihlen und nimmt den Schmelzkuchen in
Wasser (200 mL) auf. Man séduert mit konz. HCl (1 mL) an und riihrt 2h bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wird mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet und zur Trockne
eingeengt. Den Riickstand reinigt man sc (SiO,; EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: orange-gelbe Kristalle (0.04 g, 47 %)

Variante B: 94 (0.10 g) wird in Eisessig (10 mL) unter Zusatz von HBr (4547 %,
5 mL) 24 h refluxiert. Man 148t auf Raumtemperatur abkiihlen, iiberfiihrt die Mischung
in Wasser (150 mL) und extrahiert mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na,SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Den
Riickstand reinigt man sc (SiO,; EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: orange Kristalle (0.05 g, 65 %)
Smp: >350 °C (Lit.140 >350°C)
FTIR: 1673 (CO), 1615 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (DMSO-dj): 0 12.14 (s, 2H, OH-1,8), 7.05 (d, J = 1.9 Hz, 2H, H-4,5),
6.53 (s, J=1.7 Hz, 2H, H-2,7), entspricht Lit.!40

BC-NMR (DMSO-dy): 0 188.55, 181.26 (2 x C=0), 165.08, 164.28 (2 x C-OH),
134.87, 108.63 (2 x C arom.), 108.76, 108.12 (2 x CH
arom.)

MS: m/z 272 (100, M™)
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Methyl-3-methoxybutenoat (91)!34

H;CO O

H3CJ\/1LOCH3

Analog zur fiir den Ethylester beschriebenen Methode!37 wird Methylacetoacetat

(23.2 g, 200 mmol) mit Trimethylorthoformiat (21.2 g, 200 mmol) und H,SO4 konz.

(0.5 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 h gibt man Chinolin (2 mL) zu und

destilliert das Produkt im Wasserstrahlvakuum ab (Sdp. 110-115 °C).

Ausbeute: farblose Fliissigkeit (23.7 g, 91 %)

'H-NMR (CDCl;): o 5.03 (s, 1H, H-2), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.63 (s, 3H,
OCHs), 2.30 (s, 3H, CH3), entspricht Lit.!34

1,3-Dimethoxy-1-trimethylsiloxy-1,3-butadien (92)!34.149

H3CO OSi(CHzs)3

Ho,C” 7"~ 0CH;

Die Herstellung erfolgt modifiziert nach Lit.!34

a) Herstellung von Lithiumdiisopropylamid (LDA): Diisopropylamin (6.3 mL,
45 mmol) wird mit n-Butyllithium (1.6 mol/L; 28.3 mL, 45 mmol) analog zur Synthese
von 81 umgesetzt. Die Losung wird ohne weitere Aufarbeitung sofort umgesetzt.

b) Synthese von 92: Analog zur Synthese von 81 wird 91 (5.2 g, 40 mmol) unter
Zusatz von Chlortrimethylsilan (5.7 mL, 45 mmol) umgesetzt. Das Losungsmittel wird
im Wasserstrahlvakuum entfernt und das Produkt anschliefend im Olpumpenvakuum
destilliert.

Ausbeute: gelbliche Fliissigkeit (3.45 g, 43 %)
Sdp: 55-60 °C, 1 Torr
'H-NMR (CDCl;): 64.33(d,J=1.7 Hz, 1H, H-2), 4.03 (d, J= 1.4 Hz, 1H, H-

4), 3.99 (m, 1H, H-4), 3.57 (s, 3H, OCH3), 3.56 (s, 3H,
OCHs), 0.26 (s, 9H, Si(CHj3)3), entspricht Lit.134.149
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1,8-Dihydroxy-3,6-dimethoxy-9,10-anthracendion (93)27

HO O OH

HsCO” ‘ *‘ ‘ ~OCH;

O
Analog zur Synthese von 82 wird 80 (0.24 mg, 1.0 mmol) mit 92 (0.23 g, 1.1 mmol) in
THF (10 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 h (DC-Kontrolle) wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der braune 6lige Riickstand 2 h bei 100 °C
pyrolysiert. AnschlieBend werden THF (20 mL) und konz. HCI (0.5 mL) zugegeben,
und das Gemisch wird 1 h refluxiert. Man iiberfiihrt in Wasser (200 mL) und extrahiert
griindlich mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, liber Na SO, getrocknet und eingeengt. Den Riickstand reinigt man sc
(Si0,; CH,Cl).

Ausbeute: orange Kristalle (0.06 g, 20 %)
Smp: 244-246°C (Lit.276 246247 °C)
FTIR: 1685 (CO), 1612 (CO---HO) cm™
MS: m/z 300 (100, M"™)

1,3-Diethoxy-8-hydroxy-6-methoxy-9,10-anthracendion (94)

HO O OC,Hs

Hrjc:ooczH5

0]
80 (0.24g, 1mmol) wird mit Ketendiethylacetal (1.03 g, 8.9 mmol) unter
RiickfluBkiihlung auf 90 °C erhitzt. Nach 1.5h (DC-Kontrolle) entfernt man

iberschiissiges Ketendiethylacetal im Vakuum und reinigt den Riickstand sc (SiO»;

CH,CL).

Ausbeute: orange Nadeln (0.17 g, 50 %)

Smp: 162-163 °C

FTIR: 1673 (CO), 1630 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (CDCl;): 6 13.47 (s, 1H, OH), 7.38 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar), 7.26 (d,

J=12.6 Hz, 1H, Ar), 6.73 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar), 6.68 (d,
J=12.6 Hz, 1H, Ar), 4.26-4.14 (2 x q, J = 7.0 Hz, 4H, 2 x
OCH,CH3), 3.90 (s, 3H, OCHj3), 1.58 (t, J = 6.9 Hz, 3H,
CH,CH;), 1.47 (t,J = 6.9 Hz, 3H CH,CH;)
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3C-NMR (CDCls): 5 186.52, 182.84 (2 x C=0), 165.14, 164.99, 164.34, 162.41
(4 x C-0), 137.48, 134.20, 115.35, 111.60 (4 x C arom.),
107.53, 106.29, 106.25, 104.74 (4 x CH arom.), 65.45,
64.47 (2 x OCH,-) 55.88 (OCH3), 14.68, 14.65 (2 x CHs)

MS: m/z 342 (43, M), 324 (100)

Anal. (C15H;50g, 342.3):  Ber C, 66.66; H, 5.30
Gef C; 66.44; H, 5.07

3-Ethoxy-1,8-dihydroxy-6-methoxy-9,10-anthracendion (95)

HO O OH

H3COOC2H5

@)
94 (0.20 g, 0.6 mmol) wird in Eisessig (10 mL) unter Riickflul zum Sieden erhitzt. Man

gibt HBr (45-47 %, 5 mL) zu, 148t nach 20 min auf Raumtemperatur abkiihlen und
tiberfithrt das Gemisch in Wasser (150 mL). Man extrahiert mehrfach mit CH,Cl,,
trocknet die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO; und engt am

Rotationsverdampfer ein.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: orange Kristalle (0.16 g, 87 %)

Smp: 181-182 °C

'H-NMR (CDCl): 0 12.31 (s, 1H, OH), 12.29 (s, 1H, OH), 7.29 (t, J = 2.4 Hz,

2H, Ar), 6.64 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ar), 6.62 (d, J = 2.4 Hz,
1H, Ar), 4.14 (q, J = 7.0 Hz, 2H, OCH,CHj3), 3.91 (s, 3H,
OCHj3), 1.47 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH,CH3)

BC-NMR: 5 189.70, 181.73 (2 x C=0), 166.25, 165.72, 165.12 (2C)
(4 x C-0), 135.20, 110.07 (2 x C arom.), 108.69, 108.16,
107.44, 107.03 (4 x CH arom.), 64.64 (OCH,), 56.08
(OCHj3), 14.57 (CH,CH3)

MS: m/z 314 (100, M™), 286 (57), 258 (51)

Anal. (C7H 1406, 314.3):  Ber C, 64.97; H, 4.49
Gef C, 64.84; H, 4.16
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1,3,5,7-Tetrahydroxy-9,10-anthracendion (96)82277

O OH

HO

UL,

HO O
Aus 3,5-Dihydroxybenzoesdure (10.0 g, 64.9 mmol) analog Lit.82
Reinigung: Si0,; EtOAc/Hexan (1:1)
Ausbeute: gelb-oranges Pulver (2.50 g, 28 %)
Smp: >350 °C

(Lit.82>360 °C)

FTIR: 1615 cm™ (CO---HO)

'H-NMR (DMSO-dj): 0 12.65 (s, 2H, OH-1,5), 7.07 (d, J=2.5 Hz, 2H, H-3,8),
6.51 (d, J=2.5 Hz, 2H, H-2,6), entspricht Lit.277

BC-NMR (DMSO-dy): 0 184.88 (C=0), 165.44, 164.88 (2 xC-OH), 134.96,
109.09 (2 x C arom.), 108.16, 107.32 (2 x CH arom.)

MS: m/z 272 (100, M)

6,8-Diethoxy-1-hydroxy-3-methoxy-2-methyl-9,10-anthracendion (97)

HsC.O O OH

O,
H5C,0 OCHs3

@)

Die Herstellung erfolgt analog zu AV 3 unter Verwendung von 94 (2.0 g, 5.8 mmol)
und Formaldehyd bei einer Reaktionszeit von 2.5 h. Die Aufarbeitung erfolgt nach
AV 3, Variante B. Nach dem Entfernen des organischen Ldsungsmittels wird der
Riickstand in Ether/Petrolether (1:1) aufgeschlimmt, abgesaugt und getrocknet. Das
Rohprodukt wird ohne weitere Aufreinigung direkt weiter umgesetzt. Eine
Charakterisierung erfolgt erst nach der Methylierung zu 98.

Ausbeute: gelb-oranges Pulver (1.40 g, 68 %)
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6,8-Diethoxy-1,3-dimethoxy-2-methyl-9,10-anthracendion (98)

HsC,0 O OCHs

9o
HsC,0 OCH;

(0]
Aus 97 (als Rohprodukt, 1.25 g, 3.5 mmol) nach AV 4.
Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: zitronengelbe Nadeln (0.92 g, 70 %)
Smp: 185-187 °C
'H-NMR (CDCl): 5 7.48 (s, 1H, H-4), 7.31 (d, J= 2.6 Hz, 1H, H-5), 6.76 (d,

J=24 Hz, 1H, H-7), 420 (g, J = 7.0 Hz, 4H,
2 x OCH,CH3), 3.98 (s, 3H, OCHs), 3.91 (s, 3H, OCHj),
2.24 (s, 3H, CHs), 1.54 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH.CHj), 1.47 (t,
J="7.1 Hz, 3H, CH,CH;)

3C-NMR (CDCls): § 183.99, 181.04 (2 x C=0), 163.05, 161.61, 161.22, 159.73
(4 x C-0), 136.55, 133.36, 128.97, 122.18, 118.50 (5 x C
arom.), 107.05, 103.65, 103.12 (3 x CH arom.), 65.49,
64.27 (2 x OCH,) 61.57, 56.09 (2 x OCH3), 14.77, 14.71
(2 x CH3)

MS: m/z 370 (5, M™), 355 (49), 341 (100)

2-Brommethyl-6,8-diethoxy-1,3-dimethoxy-9,10-anthracendion (99)

HsC20 O OCH;

U e
H5C,0 OCHjs

0]

98 (0.60 g, 1.6 mmol) wird in CCly (30 mL) suspendiert und zum Sieden erhitzt. Man
gibt auf einmal 1,3-Dibrom-5,5-dimethylhydantoin (DBH, 0.23 g, 0.8 mmol) und
Benzoylperoxid (0.1 g mit 25 % Wasser) zu und riihrt die Mischung unter RiickfluB.
Nach 1 h werden noch einmal die gleichen Mengen DBH und Peroxid zugegeben. Nach
der vollstindigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle) entfernt man das
Losungsmittel im Vakuum, nimmt den Riickstand in CH,Cl, (100 mL) auf und wischt
mit Wasser (3 x 80 mL). Die organische Phase wird iiber Na,SO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird sc gereinigt (SiO,; CH,Cl,).
Ausbeute: gelbe Kristalle (0.33 g, 45 %)
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Smp:
'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

MS:

203-205 °C
§7.52 (s, 1H, H-4), 7.31 (d, J= 2.3 Hz, 1H, H-5), 6.77 (d,
J=23Hz, 1H, H-7), 4.69 (s, 2H, CH,Br), 4.25-4.14 (2 x q,
J=17.0 Hz, 4H, 2 x OCH,CHs), 4.08 (s, 3H, OCHs), 4.06 (s,
3H, OCH;), 1.54 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH.CH;), 1.48 (t,
J= 6.9 Hz, 3H CH,CH3)

§ 183.65 (C=0), 163.26, 161.32, 161.14, 160.43 (4 x C-O),
136.31, 135.77, 127.80, 121.94, 118.34 (5 x C arom.),
107.22, 104.32, 103.27 (3 x CH arom.), 65.55, 64.34
(2 x OCH,) 62.87, 55.88 (2 x OCHs), 21.40 (CH,Br),
14.76, 14.68 (2 x CHs)

m/z 448/450 (<5, M™), 369 (100)
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4 Priifung auf antiproliferative Aktivitiat an K562- und HL-60-
Leukimiezellen

4.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

K562-Zellen Human chronic myeloid leukemia in blast crisis,
DSMZ GmbH Braunschweig, kultiviert in Gewebekultur-
flaschen

HL-60-Zellen Human promyelocytic leukemic cells,

aus dem Bestand des Dermatologischen Instituts der WWU
Miinster, kultiviert in Gewebekulturflaschen

RPMI 1640-Medium Rosewell Park Memorial Institut, mit L-Glutamin (Gibco)
FBS Fetal Bovine Serum (Gibco)
Pen-Strep-Losung Penicillin-Streptomycin-Losung (Gibco),

10000 IE/mL Penicillin und 10 mg/mL Streptomycin in

physiologischer Kochsalzlosung

Ethanol 70 % (V/V)
Methanol p-a. (Merck)
CuSO4-Losung 5% (G/V): 12.5 g CuSOy4 p.a. (Merck) ad 2.5 L H,O bidest.
DMSO p.a. (Merck)
Nahrmedium 500 mL RPMI 1640 werden unter sterilen Bedingungen mit

50 mL FBS und 10 mL Pen-Strep-Losung versetzt. Die
Sterilitidt wird durch eine Sterilprobe in einer Gewebekultur-
flasche (25 cm?) gepriift, die mehrere Tage bei 37 °C
inkubiert wird.

Gewebekulturflaschen 25 cm® (Tys) und 75 cm® (T7s) mit schrigem Hals und
Filterkappe (Costar, Greiner)

Gewebekulturplatten 24 und 96 Kavitédten (Costar)

Probenr6hrchen 15 mL und 50 mL mit Schraubverschluf} (Greiner)

Inkubationsbedingungen  Brutschrank bei 37 °C mit einem CO;-Gehalt von 5 % und

gesittigter Wasserdampfatmosphére.



F Experimenteller Teil 191

4.2 Herstellung der Zellsuspension zur Inkubation mit Testsubstanzen

Die Zellen werden in einer T7s-Flasche unter Inkubationsbedingungen kultiviert, wobei
alle 48-72 h ein Teil der Zellen zur Subkultivierung in eine neue Kulturflasche mit
frischem Nahrmedium passagiert wird.

Zunichst wird mit einem Hé&mocytometer die Zellzahl in dem verbrauchten
Néahrmedium bestimmt. 4 mL dieser Zellsuspension werden durch Verdiinnen mit
frischem N#hrmedium auf eine Zellzahl von 20 x 10* Zellen/mL nach folgender Formel

eingestellt:

Zellzahlx 4 3
20

mL zusétzliches Medium = 4

4.3 Herstellung der Untersuchungslosungen der Testsubstanzen

Die zu untersuchenden Verbindungen werden zunidchst in Konzentrationen von 30—
0.1 pg/mL gepriift. Als Stammldsung (ST) stellt man dazu eine Losung von 3 mg
Substanz/mL her, wobei als Losungsmittel (LM) eine Mischung aus gleichen Teilen
DMSO und Methanol dient.

Durch entsprechende Verdiinnung werden folgende weitere Losungen der Testsubstanz

hergestellt:

L1 1000 pg/mL 20 uL ST +40 uL LM
L2 300 pg/mL 10 uL ST +90 uL. LM
L3 100 pg/mL 10 uL L1 +90 uL LM
L4 30 pg/mL 10 uL L2 +90 uL LM
L5 10 pg/mL 10 uL L3 +90 uL LM
L6 3 pg/mL 10 unL L4 +90 uL LM
L7 1 pg/mL 10 uL L5 +90 uL LM

Zur Inkubation der Zellen werden alle Lésungen im Verhéltnis 1:100 verdiinnt (Kap.
F-4.4). Dadurch ergeben sich im Endbehéltnis die genannten Konzentrationen von 30—
0.1 pg/mL.
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4.4 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen

Kavitidten einer
Gewebekulturplatte (24 Kavitdten). Dazu werden in jede Kavitit 495 ul. der

eingestellten Zellsuspension und 5 pL der entsprechenden Untersuchungslosung (Kap.

Fir jede gewihlte Testkonzentration beimpft man je drei

F-4.3) gegeben. In den Kavititen ergeben sich die gewiinschten Testkonzentrationen
(Kap. F-4.3) und die Konzentrationen an DMSO und Methanol betragen jeweils 0.5 %.
Als Kontrollen zur Uberpriifung des Zellwachstums sowie zum AusschluB eines
Losungsmitteleffektes werden je drei Kavitdten ausschlieBlich mit der Zellsuspension
(500 uL) bzw. mit Zellsuspension (495 uL) und Losungsmittel (5 uL) versetzt. Die
Gewebekulturplatte wird anschlieBend 48 h unter Inkubationsbedingungen im

Brutschrank belassen.

Schema fiir das Auftragen der Testsubstanzen in Konzentrationen von 0.1-30.0

pg/mL auf einer Gewebekulturplatte mit 24 Kavititen:

30 pg/mL 10 pg/mL 3 ng/mL 1 pg/mL 0.3 pg/mL | 0.1 pg/mL
495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS
SuL ST S5uL L1 SulL L2 S5ulL L3 S5uL L4 S5uL L5
30 pg/mL 10 pg/mL 3 ng/mL 1 pg/mL 0.3 pg/mL | 0.1 pg/mL
495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS
5uL ST 5ul L1 S5uL L2 5ul L3 5uL L4 S5uL L5
30 pg/mL 10 pg/mL 3 pg/mL 1 pg/mL 0.3 pg/mL | 0.1 pg/mL
495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uL ZS | 495 uLl ZS | 495 uLl ZS
S5ul ST 5uL L1 S5ul L2 S5ul L3 S5uL L4 S5uL L5
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Vergleich Vergleich Vergleich
495 uL ZS [ 495uL ZS | 495uL ZS | 500 uL ZS | 500 uL ZS | 500 uL ZS
5ul LM 5ul LM 5ul LM
7S Eingestellte Zellsuspension (Kap. F-4.2)
ST Stammlosung (Kap. F-4.3)
L1-5 Substanzlosungen (Kap. F-4.3)
LM Losungsmittel (DMSO/MeOH 1:1)
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4.5 Auszihlen der Versuchsansitze und Ermittlung der I1Cso-Werte

Nach 48 h wird unter dem Phasenkontrastmikroskop die Zellzahl jeder Kavitit mit
einem Hamocytometer bestimmt. Die prozentuale Hemmung des Zellwachstums bzw.
der Prozentsatz noch vorhandener Zellen bei der jeweiligen Substanzkonzentration wird

wie folgt ermittelt:

% Zellzahl=100x 2"

/K

% Hemmung =100x (1 - ?)
K

7T Mittlere Zellzahl der Testkavitiaten

7x Mittlere Zellzahl der Kontrollkavitdten mit Losungsmittelzusatz

Aus dem Graphen, der sich durch halblogarithmisches Auftragen der prozentualen

Zellzahl gegen die Konzentration der Testsubstanz ergibt, wird der ICso-Wert ermittelt.
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5 Priifung auf antiproliferative Aktivitiat an HepG2-Zellen

5.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

HepG2-Zellen Human hepatocellular carcinoma,
aus der Arbeitsgruppe Prof. Verspohl, Institut fiir
Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Universitét
Miinster, kultiviert in Gewebekulturflaschen
Trypsin-EDTA-L6sung fliissig, 10-fach (Gibco)
Trypsin-Losung Trypsin-EDTA-L6sung (0.5 mL) in PBS-Puffer (4.5 mL)
PBS-Puffer isotonisch, pH 7.4;
KCI (0.20 g), KH,PO4 (0.20 g), NaCl (8.0 g),
Na,HPOy, - 2 H,O (1.0 g), NaH,PO4 + 1 H,O (0.15 g)
ad 1.0 L H,O bidest.; vor Gebrauch autoklaviert

Weitere Materialien, Chemikalien und Reagenzien wie flir Proliferationstests an K562-
und HL-60-Zellen (Kap. F-4.1).

5.2 Herstellung der HepG2-Zellsuspension

Die Zellen werden in einer T7s-Flasche unter Inkubationsbedingungen kultiviert, wobei
alle 48-72 h das Nahrmedium ersetzt wird. Bei Erreichen der Konfluenz (etwa nach 4-5
Tagen) werden die Zellen subkultiviert.

Zunichst wird das Medium abgesaugt. Die Zellen werden zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen (jeweils 5 mL). Die Pufferlosung wird abgesaugt und man versetzt mit
Trypsin-Losung (3 mL). Die Ts-Flasche wird unter Inkubationsbedingungen in den
Brutschrank gestellt, bis alle Zellen vom Boden der Kulturflasche abgeldst sind (10—
15 min). Durch Zugabe von Nahrmedium (10 mL) wird das Abldsen der Zellen beendet.
Man iiberfithrt die so erhaltene Zellsuspension in ein 50 mL-Probenréhrchen und
homogenisiert vorsichtig. Ein kleiner Teil dieser Zellsuspension wird zur
Subkultivierung in eine Kulturflasche mit frischem Nadhrmedium iiberfiihrt. Man
bestimmt mit einem Hadmocytometer die Zelldichte der Suspension und stellt 4 mL
davon durch Verdiinnen mit Nihrmedium auf 30 x 10" Zellen/mL nach folgender

Formel ein:
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Zellzahlx 4 3
30

mL zuséatzliches Nahrmedium = 4

5.3 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen

Jeweils 500 uL der eingestellten Zellsuspension (Kap. F-5.2) werden in die 24
Kavititen einer Gewebekulturplatte pipettiert. Die Gewebekulturplatte wird zum
Anwachsen der Zellen einen Tag unter Inkubationsbedingungen im Brutschrank
belassen.

Nach 24 h wird das Ndahrmedium abgesaugt. Man ersetzt es durch 495 uL frisches
Nahrmedium und ergénzt 5 pL der jeweiligen Substanzlosung (Kap. F-4.3). Dabei
werden die Zellen nach dem gleichen Schema beimpft wie fiir K562-und HL-60-Zellen
beschrieben (Kap F-4.4). Die Gewebekulturplatte wird anschlieBend 48 h unter

Inkubationsbedingungen im Brutschrank belassen.

5.4 Auszihlen der Versuchsansitze und Ermittlung der I1Cso-Werte

Nach 48 h wird das Nahrmedium abgesaugt, und die am Boden der Gewebekulturplatte
anhaftenden Zellen werden mit PBS-Puffer (200 puL) gespiilt. Nach dem Absaugen des
PBS-Puffers wird mit Trypsin-Losung (200 uL) versetzt. Die Platten werden zum
Ablosen der Zellen fiir 10—-15 min unter Inkubationsbedingungen in den Brutschrank
gestellt. Wenn die Zellen vollstindig abgeldst sind (Mikroskop), gibt man Nihrmedium
(300 uL) dazu und homogenisiert die Zellsuspension in jeder Kavitdt durch Aufspiilen
mittels einer Pipette. Unter dem Phasenkontrastmikroskop wird die Zellzahl jeder
Kavitdt mit einem Hdmocytometer bestimmt. Die Ermittlung der ICso-Werte erfolgt
analog Kap. F-4.5.
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6 Priifung auf antiproliferative Aktivitat an HaCaT-Zellen

6.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

HaCaT-Zellen Human keratinocytes adult skin Calcium level reduced
Temperature elevated,
Dermatologische Klintkk WWU Miinster, mit freundlicher
Genehmigung von Prof. N. E. Fusenig, Deutsches Krebs-
forschungs-Center Heidelberg?!3,
kultiviert in Gewebekulturflaschen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium, mit L-Glutamin,
4500 mg/L D-Glucose, Natriumbicarbonat, Fliissig-
medium (Gibco)

Nahrmedium 500 mL DMEM werden unter sterilen Bedingungen mit
50 mL FBS und 5 mL Pen-Strep-Losung versetzt. Die
Sterilitdt wird durch eine Sterilprobe in einer Gewebe-
kulturflasche (25 cm?) gepriift, die mehrere Tage bei 37 °C

inkubiert wird.

Weitere Materialien, Chemikalien und Reagenzien wie fiir Proliferationstests an
HepG2-Zellen (Kap. F-5.1).

6.2 Herstellung der HaCaT-Zellsuspension

Die Zellen werden in einer T7s-Flasche unter Inkubationsbedingungen kultiviert, wobei
alle 48—72 h das Ndahrmedium ersetzt wird. Bei Erreichen der Konfluenz wird zunichst
das Medium abgesaugt. Die Zellen werden mit PBS-Puffer gewaschen (5 mL) und
anschliefend mit Trypsin-Losung (3 mL) versetzt. Die T7s-Flasche wird fiir ca. 20 min
zum Ablosen der Zellen unter Inkubationsbedingungen in den Brutschrank gestellt. Mit
Nahrmedium (7 mL) wird das Ablosen der Zellen beendet, und die so erhaltene
Zellsuspension wird in ein 50 mL-Probenréhrchen iiberfiihrt. Das Probenréhrchen wird
3 min bei 1000-1200 rpm zentrifugiert. Man saugt den Uberstand ab, nimmt die Zellen
in Ndhrmedium (5 mL) auf und durchmischt sorgfiltig. Ein kleiner Teil dieser
Zellsuspension wird zur Subkultivierung in eine Kulturflasche mit frischem

Nahrmedium iiberfiihrt. Mit einer Neubauerkammer wird mikroskopisch die Zellzahl in
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der Suspension bestimmt, und man stellt durch Verdiinnen mit Ndhrmedium auf
125 x 10* Zellen/mL nach folgender Formel ein:

Zellzahlx 5 B
125

mL zuséatzliches Nahrmedium = 5

6.3 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen

In jede Kavitit einer Gewebekulturplatte pipettiert man 100 pL der auf 125 x 10*
Zellen/'mL eingestellten Zellsuspension und ergdnzt Ndhrmedium (1 mL). Die
Gewebekulturplatte wird zum Anwachsen der Zellen 24 h unter Inkubations-
bedingungen im Brutschrank belassen.

Nach 24 h wird das Ndahrmedium abgesaugt. Man ersetzt es durch 990 pL frisches
Néahrmedium und ergénzt 10 pL der jeweiligen Substanzlosung (Kap. F-4.3). Die Zellen
werden nach einem Schema analog Kap. F-4.4 beimpft und anschlieBend 48 h inkubiert.

6.4 Auszihlen der Versuchsansitze und Ermittlung der ICso-Werte.

Nach 48 h Inkubation werden die Zellen analog Kap. F-5.4 vom Boden der
Gewebekulturplatte abgeldst und mikroskopisch ausgezihlt. Die Bestimmung der 1Cs-
Werte erfolgt analog Kap. F-4.5.
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7 Untersuchung der Zellviabilitat (Trypanblautest)

7.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

K562-Zellen Human chronic myeloid leukemia in blast crisis,
DSMZ GmbH Braunschweig, kultiviert in Gewebekultur-
flaschen

Trypanblau-Lsg. (0.5 %) NaCl 09¢g

Trypanblau 0.5 ¢
Aqua bidest. ad 100 g
Kleine Mengen werden vor Gebrauch ggf. filtriert, um

storende Trypanblau-Partikel zu entfernen

Weitere Materialien, Chemikalien und Reagenzien wie fiir die Priifung auf

wachstumshemmende Eigenschaften beschrieben (Kap. F-4.1).

7.2 Herstellung der Zellsuspension und der Untersuchungslosungen

Man stellt eine Suspension von K562-Zellen analog Kap. F-4.2 auf 20 x 10* Zellen/mL
ein. Die Losungen der zu priifenden Verbindungen werden analog Kap. F-4.3

hergestellt.

7.3 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen

Fiir jede gewdhlte Konzentration und/oder Inkubationsdauer einer Testsubstanz wird
eine Kavitidt der Gewebekulturplatte beimpft. Zu diesem Zweck gibt man analog zur
Priifung auf antiproliverative Aktivitdt 495 uLL der eingestellten Zellsuspension in jede
Kavitdt und pipettiert 5 uLL der jeweiligen Substanzlosung bzw. fiir den Kontrollwert

5 uL Losungsmittel dazu.

7.4 Anfarben der Zellen

Jeweils nach den gewéhlten Inkubationszeiten werden die Zellsuspensionen aus den
entsprechenden Kavititen in Multifunktionsgefaf3e tiberfiihrt und 5 min bei 3500 U/min

zentrifugiert. Vom Uberstand werden mit einer Pipette 380 pL abgenommen. Man
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ergidnzt 20 uL der auf 37 °C vorgewédrmten Trypanblau-Lésung, homogenisiert die

Zellsuspension vorsichtig und zdhlt nach 3—5 min aus.

7.5 Ausziahlen der Versuchsansatze

Die mit Trypanblau angefarbten Zellsuspensionen werden unter dem Phasenkontrast-
mikroskop mit einer Neubauerkammer ausgezihlt. Dabei bestimmt man die Anzahl der

lebenden (farblosen) und der toten (blau angefarbten) Zellen getrennt voneinander.

7.6 Ermittlung der Zellviabilitit und der ECs-Werte

Die Zellviabilitit gibt den prozentualen Anteil lebender Zellen an der Gesamtzellzahl

wieder und wird wie folgt ermittelt:

Viabilitit = — 2™ x100%
Lot + ZLeb

Z1ot  Zahl der toten Zellen
Zieb Zahl der lebenden Zellen

Aus dem Graphen, der sich durch halblogarithmisches Auftragen der Zellviabilitit nach
einer bestimmten Inkubationszeit gegen die Konzentration der Testsubstanz ergibt, wird
der ECsp-Wert ermittelt.
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8 Untersuchungen auf Wechselwirkungen mit nativer DNA

8.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

DNA: Kalbsthymus-DNA Typ I, Sigma D1501

Phosphatpufter 0.01 mol/L, pH 7.0; KH,PO4 in Aqua bidest. mit NaOH
(1 mol/L) auf pH 7 eingestellt

Methanol p.a. (Merck)

DMSO p.a. (Merck)

8.2 Herstellung der DNA- und Substanzlosungen

DNA wird iiber Nacht in einer Konzentration von etwa 55 umol/L, bezogen auf
Phosphor, im Phosphatpuffer gelost. Der DNA-Gehalt wird UV-photometrisch
iiberpriift, wobei bei einer Wellenldnge von 260 nm ein molarer Absorptionskoeffizient
€ = 6600 vorausgesetzt wird?7s,

Von den zu priifenden Verbindungen werden Stammldsungen von 10 mmol/L in DMSO
hergestellt. Zur Priifung der Vergleichssubstanzen Doxorubicin- und Mitoxantron-
hydrochlorid werden die fiir die Priifung auf antiproliferative Eigenschaften
hergestellten Losungen von 3 mg/mL in H,O/MeOH (1:1) verwendet. Als
Referenzlosung dient der Phoshatpuffer.

8.3 UV-Differenzspektroskopie

Zur Messung im Zweistrahlphotometer wird in die MeBkiivette die hergestellte DNA-
Losung (2 mL) und in die Referenzkiivette Phosphatpuffer (2 mL) pipettiert. Man mif3t
die Extinktionsunterschiede im UV-Spektrum zwischen 230 und 550 nm. Das
resultierende Absorptionspektrum dient als Nullwert fiir die Berechnung des UV-
Differenzspektrums. Die anschlieBende Substanzzugabe erfolgt in mehreren Portionen
von je 2 uL der Stammldsung zeitgleich in beide Kiivetten. Nach jeder Zugabe wird
vorsichtig durchmischt und man miflt nach 2 min Inkubationszeit erneut die UV-
Absorption zwischen 230 und 550 nm. Es werden maximal 10 x 2 pL. Substanzldsung
zupipettiert. Daraus resultieren Testkonzentrationen von 10-100 uM bei einem
maximalen DMSO-Gehalt von 1 %.
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Von allen erhaltenen Spektren wird das Nullwert-Spektrum (DNA ohne Substanzzusatz,
s.0.) rechnerisch substrahiert. Es resultiert das UV-Differenzspektrum fiir die jeweilige

Testverbindung.

8.4 Fluoreszenzspektroskopie

Zunichst wird durch die Aufnahme eines UV-Spektrums der zu priifenden Verbindung
ein geeignetes Absorptionsmaximum bestimmt. Die ermittelte Wellenldnge dient bei
der Fluoreszenzmessung als Anregungswellenldnge. Es wird ein Fluoreszenzspektrum
von 5 puL der jeweiligen Substanzlosung in Phosphatpuffer (2 mL) aufgenommen.
AnschlieBend wird DNA-LGsung in Portionen von 5 uLL zupipettiert. Nach jeder DNA-
Zugabe 14t man zwei Minuten inkubieren und mifit erneut das Fluoreszenzspektrum

des Gemisches.

Geriteeinstellungen: Geschwindigkeit: sehr schnell
Spaltbreite: Excitation 10 nm
Emission 10 nm

Empfindlichkeit: niedrig
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9 Cyclovoltammetrische Untersuchungen

9.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

Potentiostat PG-STAT 20 in Kombination mit VA-Stand 663, Firma
Metrohm

Steuersoftware GPES Version 4.8, Eco Chemie B.V.
Steuerung, Datenerfassung und Auswertung

Acetonitril HPLC-S Gradient grade (Biosolve), mehrere Tage {iber
Molekularsieb 3A getrocknet und unter N, aufbewahrt

TBAP puriss. fiir elektrochemische Zwecke (Fluka)

Grundelektrolyt TBAP (0.1 mol/L) in Acetonitril

Arbeitselektrode Quecksilbertropfelektrode

Gegenelektrode Glaskohlenstoff

Referenzelektrode Ag/AgCl in Ethanol/LiCl (ges.)

9.2 Durchfithrung der Messungen

Die cyclovoltammetrischen Messungen werden in einer ungeteilten Melzelle (Volumen
20 mL) durchgefiihrt. Die Elektroden sowie ein Gaseinleitungsrohr werden durch
Bohrungen im Deckel zugefiihrt. Die Verbindung zwischen Referenzelektrode und
Elektrolytlosung wird durch eine mit Grundelektrolyt gefiillte Luggin-Kapillare
sichergestellt (4bb. F-1). Die zu testenden Substanzen werden in einer Konzentration
von 10 mol/L im Grundelektrolyten gelost. Man entliiftet die Testldsungen unmittelbar
vor Aufnahme eines Cyclovoltammogramms durch zweiminiitiges Einleiten von Argon.
Die Messungen erfolgen in wungeriihrter Losung am ruhenden (stationdren)

Quecksilbertropfen, der vor jeder Messung erneuert wird.

Startpotential: -03V
Umkehrpotential: Nach Bedarf bis maximal -3.0 V
Spannungsvorschub: 0.1V/s
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Referenzelektrode

Deckel f\\ -

L \ \ / L ]

Teflonrihrer
Glaskohlenstoff- / //

Hilfselektrode Luggin-Kapillare

Arbeitselektrode
MeBzelle

Abb. F-1: Zellanordnung fiir die Cyclovoltammetrie. Nicht dargestellt ist ein

zusitzliches Gaseinleitungsrohr.
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Dargestellt sind die in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen. Bisher nicht

beschriebene Verbindungen sind mit ,, * *“ gekennzeichnet.
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