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Zwei Dinge sind zu unserer Arbeit notig: Unermudliche Ausdauer und die Bereit-
schaft, etwas, in das man viel Zeit und Arbeit gesteckt hat, wieder wegzuwerfen.
(Albert Einstein)

Holzhacken ist deshalb so beliebt,

weil man bei dieser Tatigkeit den Erfolg sofort sieht. (Albert Einstein)

,Da steh ich nun, ich armer Tor! // Und bin so klug als wie zuvor."
(J.W. von Goethe, Faust I)
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1 Einleitung

Die haufigste Todesursache in Deutschland ist die Erkrankung des Herz-Kreislauf-
Systems, dicht gefolgt vom Krebsleiden. Im Jahr 2012 lie3en insgesamt 869 582
Menschen ihr Leben, wovon etwa mehr als ein Viertel (25,5 %) an Krebserkrankun-
gen starben.® Obwohl die Krankheit Krebs schon im Alten Agypten um 1600 v. Chr.
bekannt war und das Wissen uber die molekularen Ursachen von Krebs in den letz-
ten Jahrzehnten sprunghaft zunahm, wird es in unserer hochtechnisierten Zeit noch
immer als GeiRRel der Menschheit bezeichnet.?* Im gesunden Organismus ist die Auf-
rechterhaltung der Gewebshomdostase, das Gleichgewicht zwischen Zellproliferati-
on, Zelldifferenzierung und Apoptose, von entscheidender Bedeutung. Durch Mutati-
onen des Erbmaterials verschiebt sich das Gleichgewicht, was wiederum die
Entstehung von Krebs mit sich bringt. Mutationen kdnnen spontan stattfinden, wie
z. B. durch falsch eingebaute Nukleinbasen wahrend der DNA-Replikation oder durch
verschiedene Umwelteinflisse, wie der Bestrahlung mit UV-Licht oder dem Kontakt

mit mutagenen bzw. radioaktiven Substanzen.

Es gibt drei verschiedene Methoden aus den Bereichen Medizin, Physik und Chemie,
welche zur Behandlung von Krebs angewandt werden. Ob ein chirurgischer Eingriff
erfolgt, die Strahlen- oder Chemotherapie eingesetzt wird, hangt von der Art und Po-
sition des erkrankten Gewebes ab. Durch den chirurgischen Eingriff, welcher im
18. Jahrhundert als erste Behandlungsmethode gegen Krebs bekannt geworden ist,
wird das maligne Gewebe operativ entfernt. Jedoch kann je nach Lage des Tumors
dieser manchmal nicht vollstandig entfernt werden, ohne weitere Organe oder Ner-
ven zu beschadigen. Eine bessere Methode bietet die Strahlentherapie, welche dank
der Entdeckung der Réntgenstrahlung von Wilhelm Conrad Rontgen 1895 entwickelt
werden konnte. In den letzten Jahrzehnten wurde diese zur Partikeltherapie weiter-
entwickelt. Diese Methode eignet sich fur Tumore, welche schwer zuganglich um Or-
gane herum oder in der Nahe sehr wichtiger Organe liegen. In der Partikeltherapie
werden im Vergleich zur Strahlentherapie Protonen und Schwerionen (z. B. Kohlen-
stoffionen) anstelle von Photonen eingesetzt, da diese im Eintrittsbereich des Kor-
pers nur eine sehr geringe Dosis abgeben und im Gewebe ein energieabhangiges
Dosismaximum erreichen. Die ionisierende Strahlung zerstért die DNA in den Zellen,
wodurch die firr die Replikation benétigten Informationen verloren gehen.* Anfang

des 20. Jahrhunderts gelang es Paul Ehrlich mittels der Chemotherapie, dem dritten
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Bereich der Krebstherapie, chemische Substanzen systematisch gegen Krankheiten
einzusetzen.® Die verabreichten Zytostatika kdnnen aus Naturstoffen, halb- oder voll-
synthetisch hergestellten Medikamenten bestehen. Ziel der meisten Antitumor-
Medikamente ist das Einleiten des programmierten Zelltodes, der Apoptose, um so-
mit das Wachstum eines bdsartigen Tumors zu hemmen. Dies kann passieren, in-
dem Rezeptoren blockiert, Caspasen aktiviert oder Enzyme inhibiert werden.> Zytos-
tatika werden in verschiedene Gruppen unterteilt. Dazu gehdren unter anderem
Alkylanzien, Antimetabolite, Mitosehemmstoffe und Topoisomerase-Hemmer. Seit
Beginn der Chemotherapie beschaftigen sich Wissenschaftler mit der Entwicklung
von Antitumor-Medikamenten (Abb. 1). Etablierte Zytostatika sind Methotrexat (1,
1950), Cisplatin (2, 1965) und Taxol® (3, 1992).3

HO._O
0
KN H
NN Clo,  wNHs HN
- Hol PE_
N NH, c” NH, @o
A>e: 2
Nig N/)\NHZ
1 3

Abb. 1: Etablierte Antitumor-Medikamente: Methotrexat (1), Cisplatin (2), und Taxol® (3).

Seit fast 40 Jahren wird 2 klinisch eingesetzt und weist einen breiten Einsatzbereich
in der Krebsbehandlung auf. Allerdings ruft es Resistenzen hervor und bringt Ne-
benwirkungen mit sich. Aufgrund dessen wurde an weiteren Platinkomplexen ge-
forscht, wodurch die zweite Platingeneration mit Carboplatin (4, Abb. 2) Mitte der
achtziger Jahre entwickelt wurde. Im Vergleich zu 2 ist 4 zwar vertraglicher, da es
besser wasserloslich und stabiler ist, jedoch ist die Reaktivitat geringer. Zudem konn-
ten Kreuzresistenzen zu 2 aufgezeigt werden. Ende des 20. Jahrhunderts folgte die
dritte Generation mit Oxaliplatin (5, Abb. 2), welches ein anderes Wirkungs- und Re-

sistenzspektrum aufzeigt.®
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(@] H,
HsN, O N. 0 °
Pt Pt
HaN" o "N 07N
O 2
4 5

Abb. 2: Strukturen von Carboplatin (4) und Oxaliplatin (5).

Auch nach Uber 100 Jahren Forschung im Bereich der Chemotherapie konnten die
massiven Nebenwirkungen von Antitumor-Medikamenten, wie Schwachung der Im-
munabwehr, Magen-Darm-Stérungen, Haarausfall und oft auch neue maligne Zell-
veranderungen, noch nicht vollstandig beseitigt werden.® Zur Bekampfung von Tumo-
ren gehen die drei Methoden der Krebstherapie in den meisten Fallen jedoch Hand in
Hand, sodass eine Kombination aus chirurgischem Eingriff, der Strahlen- und Che-
motherapie angewandt wird, um eine Heilung zu erreichen, die Lebensqualitat zu
verbessern, bzw. das Leben des Patienten zu verlangern. Aufgrund der vielen auftre-
tenden Resistenzen stellen neue Zytostatika eine permanente Notwendigkeit dar. Auf
der Suche nach geeigneten Wirkstoffen und deren Optimierung greift die Forschung
auf die Natur als Vorbild zuriick. Im Folgenden werden einige potentielle Naturstoffe

nahergebracht.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Flavonoide

Flavonoide sind natirlich vorkommende 2-Phenyl-benzo-y-pyron-Derivate und geho-
ren zu den sekundéren Naturstoffen.” Sie werden ausschlieRlich von héheren Pflan-
zen gebildet und sind im gesamten Tierreich sowie bei Bakterien nicht vorhanden.
Die meisten Flavonoide kommen aufgrund ihrer haufig schlechten Léslichkeit in
Wasser in der Natur als Glykoside vor und weisen in reiner Form eine gelbliche Far-
be auf, wodurch sich ihr Name vom lateinischen Begriff flavus (gelb) ableitet.® Die
Herkunft der Flavonoide als Farbpigmente in Bliuten und Frichten machten sich be-
reits die Menschen im Mittelalter zu Nutze, um beispielsweise Baumwolle zu farben.
Die ersten Beschreibungen der Flavonoide stammen aus den 30er Jahren von Albert
von Szent-Gyorgyi, der sie zunachst als Vitamin P bezeichnete. Das ,P“ steht dabei
fiir den Effekt der Flavonoide auf die Permeabilitat von vaskularen KapillargefaRen.®
Neben Getreide, Obst, Gemuse und pflanzlichen Getranken, wie Tee, Wein und
Fruchtséften, sind Flavonoide auch Bestandteil von Heilkrautern, welche seit Jahr-
hunderten in der asiatischen Volksmedizin eingesetzt werden.’” Flavonoide besitzen
eine Vielzahl an biologischen Aktivitaten, wie antiinflammatorische, antivirale, anti-
mikrobielle, antiallergische und antituberkulose Wirkung, was sie zu einer pharmako-
logisch interessanten Naturstoffklasse macht.”*° In den letzten Jahrzehnten nahm
das Interesse an Flavonoiden stark zu, da sie neben altersbedingten Beschwerden
Krebs vorbeugen, was von ihrer Funktion als Radikalfanger und Antioxidans herrihrt.
Bei Kdrperzellen, die bereits Mutationen aufweisen, inhibieren Flavonoide die DNA-
Synthese.”*'? Von entscheidender Bedeutung ist jedoch, dass Flavonoide keine,
oder eine sehr geringe, toxische Wirkung auf gesunde Zellen besitzen.*® Zusatzlich
wurde bei epidemiologischen Studien beobachtet, dass einen erhdhte Aufnahme von
Flavonoiden das Risiko von Herz-Kreislauf-Erkrankungen um etwa ein Drittel herab-
setzt.'* Die Flavonoide gehéren zur Gruppe der Polyphenole und stellen innerhalb
dieser eine grof3e Substanzvielfalt dar. Das Grundgerist der Flavonoide bildet das
Flavan (2-Phenyl-benzodihydropyran, Abb. 3) bestehend aus 15 Kohlenstoffatomen,
welche aus drei Ringen, zwei aromatischen sechsgliedrigen Ringe und einem O-
heterozyklischen sechsgliedrigen Ring, aufgebaut sind. Durch Modifizierungen an der
Grundstruktur werden Uber 8000 verschiedene Derivate der Flavonoide unterschie-

den, welche in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.™
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L

Abb. 3: Grundgerust des Flavans.

Die Biosynthese der Flavonoide innerhalb des Phenylpropanoidweges (Schema 1)
beginnt mit Phenylalanin (6), welches aus dem Shikimisdureweg gebildet und mit
Hilfe der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase durch Abspaltung von Ammoniak in (E)-
Zimtsaure (7) umgesetzt wird. AnschlieRend wird diese durch die Zimtsdure-4-
Hydroxylase am Aromaten in para-Position, unter Zuhilfenahme des Oxidationsen-
zyms Cytochrom P450, zur p-Cumarinsaure (8) hydroxyliert und an das Coenzym A
gebunden. Die Kondensation von p-Cumaryl-CoA (9) mit drei Malonyl-CoA Einheiten,
gebildet aus dem Tricarbonsaurezyklus, und darauffolgender Chalkonsynthase fuhrt
zum Chalkon 10, dem Vorlaufer der Flavanone 11, welche durch anschlieRende
Zyklisierung mittels Chalkon-lsomerase entstehen. Durch Variation am Flavanon-
Gerust konnen verschiedenste Strukturen dargestellt werden, welche in die unter-
schiedlichen Klassen der Flavone (z. B. Apigenin (12)), Isoflavone (z. B. Genistein
(13)), Dihydroflavonole 14, Flavonole 15 und Anthocyanidine 16 eingeteilt werden

konnen.'®t’

Im Folgenden wird auf die Flavonoide Wogonin (17), Chrysin (23), Apigenin (12),
Genistein (13) und Xanthohumol (24) im speziellen naher eingegangen und aufge-

zeigt, welche Eigenschaften diese als Ligand selbst mit sich bringen.
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Shikimi- COOH Phenylalanin- ©_\\—COOH Zimtsiure-4-

R —
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Schema 1: Biosynthese der Flavonoide innerhalb des Phenylpropanoidweges.

2.1.1 Wogonin

Zu der Klasse der Flavone zéahlt das 5,7-Dihydroxy-8-methoxyflavon (Wogonin, 17,
Abb. 4), welches zusammen mit Baicalein und Baicalin die wichtigsten aktiven In-
haltsstoffe von Scutellaria baicalensis Georgi bilden. Dieses beliebte Gewdurzkraut
und dessen Wurzelextrakt werden seit dem Altertum in einigen orientalischen Lan-
dern, vor allem in China, in der traditionellen chinesischen Medizin angewendet, um
u.a. Allergien und Entziindungen zu behandeln. Als multifunktionelles Heilmittel wird
das Baikal-Helmkraut in zahlreichen orientalischen La&ndern unter dem Namen

.,Huang-Qin“ eingesetzt. Zum einen dient der Wurzelextrakt zur Vorbeugung von er-
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hohtem Cholesterinspiegel, Bluthochdruck, Arteriosklerose, Erkaltungen und Magen-
Darm-Grippe. Zum anderen wird er als Entspannungsmittel fur Nerven und Muskeln
verwendet.'®*® Auch bei der Behandlung von Infektionen, hohem Fieber und der

Gelbsucht findet der Wurzelextrakt Anwendung.®

Abb. 4: Scutellaria baicalensis Georgi mit dem Inhaltsstoff Wogonin (17).*

17 zeigt eine Vielzahl an Eigenschaften, wie antioxidativ, antiviral gegentber Hepati-
tis-B Viren, entziindungshemmend aufgrund der Eigenschaft als COX-2-Hemmer,
antitoxisch, antitumoral, krampflosend und antiangiogen. Zusatzlich wurde nachge-
wiesen, dass 17 die Proliferation einiger Krebszelllinien in vitro inhibiert, Zellzyklusar-
rest induziert und die Apoptose einleitet.'®*°?%2 Flayon 17 hemmt die Expression
des Enzyms Cyclin D1, wodurch das Zellwachstum nach erfolgter Teilung (G1-
Phase) verlangsamt wird und letztlich Zellzyklusarrest eintritt. 17 zeigt nicht nur zy-
tostatische, sondern auch zytotoxische Effekte an verschiedenen Zelllinien in vitro.
Auch in vivo konnte am Mausmodell nachgewiesen werden, dass 17 das Tumor-
wachstum inhibiert.'® Um die Tumorproliferation zu 50 % zu inhibieren (ICs) sind
Dosen von etwa 20 — 200 uM erforderlich, welche dabei stark von der Art des zu be-
handelnden Tumors abhangig sind. Diese antitumorale Wirkung beruht dabei auf

mehreren molekularen Mechanismen.*®

Wie im vorhergehenden Kapitel erwéahnt, besitzen Flavonoide eine antioxidative Wir-
kung und sind somit in der Lage reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) abzufangen. Als ROS werden freie Radikale, wie das Superoxid- und das
Hydroxylradikal, sowie das sehr reaktive Wasserstoffperoxid zusammengefasst. Sie
entstehen als Nebenprodukt in der mitochondrialen Atmungskette und kénnen durch
Schadigung der DNA Krebs verursachen. Das Vorhandensein einer Doppelbindung
in Position 2 und 3 in Konjugation mit der Oxogruppe in Position 4, sowie die Hydro-
xylgruppe in Position 5 zeigen typische Strukturmerkmale von Flavonoiden mit

antioxidativen Potential (Abb. 4). 17 besitzt folglich die Fahigkeit zum einen durch die
10
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Abgabe von Wasserstoffatomen der phenolischen Hydroxylgruppe ROS abzufangen
und zum anderen redoxaktive Metallionen zu chelatisieren, um dadurch die Oxidation
von Lipiden, DNA und anderen Molekillen zu verhindern.® Die entstehenden
Phenoxyradikale besitzen aufgrund der mesomeren Stabilisierung des ungepaarten

Elektrons eine wesentlich niedrigere Aktivitat.

Neben der antioxidativen Wirkung liegt ein weiteres Potential von 17 in der Induktion
des programmierten Zelltodes. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass 17 entartete
Zellen selektiv abtdten kann, indem es Apoptose in Tumorzellen, nicht jedoch in ge-
sunden Zellen, induziert. Allerdings sind die exakten molekularen Mechanismen, wo-
durch Apoptose ausgeldst und wie dabei zwischen gesunden und entarteten Zellen
unterschieden wird, noch nicht vollstéandig verstanden.'® Ein ausschlaggebender Me-
chanismus von 17 ist die Inhibition der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Aufgrund der nicht
vorhandenen bis minimalen Toxizitat gegeniber gesundem Gewebe kann 17 fir
Langzeittherapien eingesetzt werden, vor allem weil Flavonoide als Abbauprodukte

ausgeschieden und nicht in der Leber gespeichert werden.®

Da die Natur fur die zur Therapie bendétigten grol3en Mengen nicht als einzige Quelle
fur 17 herangezogen werden kann, wurde die Suche nach einer Totalsynthese ver-
starkt. Die ersten Totalsynthesen von 17 wurden mit Hilfe einer Baker-
Venkataraman-Umlagerung oder einer intramolekularen Wittigreaktion als Schlussel-
schritte dargestellt.**?® Aufgrund der geringen Ausbeuten von 17 entwickelten
Huang et al. eine Totalsynthese, welche eine Gesamtausbeute Uber drei Stufen von
19,6 % betragt (Schema 2).? Hierbei wird Trimethoxyphenol (18) mit (E)-
Zimtsaurechlorid (19) in einer Friedel-Crafts-Acylierung zum (E)-1-(6-Hydroxy-2,3,4-
trimethoxyphenyl)-3-phenylpropen-1-on (20) umgesetzt und anschlielBend selektiv
beide Methoxygruppen in Position 2 und 4 entfernt. Durch eine intramolekulare
oxidative Zyklisierung von Verbindung 21 kann je nach Ringschluss Oroxylin A (22)
mit 46 % oder 17 mit 24 % Ausbeute erhalten werden.

11
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P 0O O OH| HO OH O
o] (l) * O, ~0 (i) ~o0 O
- © OH O

18 19 20 21
(iii)

22

Schema 2: Synthese von Wogonin (17) und Oroxylin A (22):27 Reagenzien und Bedingungen: (i) BFz X
Et,O, 30 min, Rickfluss (Rf), 90 %; (ii) 47 % HBr(,q , ACOH, 2 h, Rf, 91 %; (iii) I,, DMSO, 2 h, Rf, 24 %
(17), 46 % (22).

2.1.2 Chrysin

Ein weiteres Flavonoid, welches zu der Klasse der Flavone zahlt, ist das 5,7-
Dihydroxyflavon (Chrysin, 23). Es ist als Naturprodukt u.a. ein Inhaltsstoff der blauen
Passionsfrucht Passiflora caerulea (Abb. 5), dem Honig und der Bienenwabe.??°
Wie alle Flavonoide hat auch 23 ein bemerkenswertes, breites Spektrum an
pharmakalogischen, biologischen und medizinischen Eigenschaften, wie entzin-
dungshemmend, antioxidativ, antiproliferativ, antibakteriell, Angst I6send und vor al-

lem antitumoral. Flavon 23 ist seit langem im chinesischen Arzneibuch als Hauptbe-

standteil der Oroxylum indicum gelistet und findet auch als Anti-Aging-Mittel und
29,30,31

gegen Durchfall Anwendung.

Abb. 5: Passiflora caerulea mit dem Inhaltsstoff Chrysin (23).%

12
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Ding et al. wiesen nicht nur nach, dass u.a. 23 in menschlichen Zelllinien, wie Brust-
krebszellen MDA-MB-231, Darmkrebszellen HT-29, Leberkarzinomzellen HepG2,
Melanomzellen SK-MEL-37 und Pankreaskarzinomzellen Capan-1, Apoptose einlei-
tet, sondern beschreiben 23 als einen vielversprechenden Hilfsstoff flr die TRAIL
(Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) basierende Antikrebs-
therapie.®® TRAIL ist fir die Inaktivierung von Tumorzellen verantwortlich, indem es
die Caspase-8 abhéangige Apoptose aktiviert. Zuséatzlich fungiert 23 als HDAC-8 Inhi-
bitor und verursacht im Zellzyklus einen Arrest in der G1-Phase.?* Die zytotoxische
Eigenschaft von 23 wurde bereits an zahlreichen Tumorzelllinien, wie z. B. den
Brustkrebszellen MCF-7, den Darmkrebszellen DLD-1 und Prostatakrebszellen,
nachgewiesen.** Auch antiproliferative Eigenschaften an hormonabhangigen Krebs-
zellen, wie z. B. Schilddriisenkrebs, konnten gezeigt werden.*® Hervorzuheben ist
auch die Eigenschaft als potenter Inhibitor gegeniber Multidrug Resistance (MDR)
vermittelnden Proteinen wie P-gp (Permeability-glycoprotein) und BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein).*® Diese Proteine sorgen dafiir, dass Xenobiotica, im
Falle eines Tumors die Zytostatika, aus der Zelle transportiert werden. 23 inhibiert
das Glykoprotein, sodass die Medikamente in der Tumorzelle akkumulieren und die-

se zerstoren.

23 zeigt nicht nur antitumorale Eigenschaften, sondern auch protektive Wirkung an
Organen, wie der Niere, dem Dickdarm und der Leber gegentber vieler Chemothe-
rapeutika und anderen Schadstoffen.*® Meist werden wéhrend einer Chemotherapie
mehrere Zytostatika in Kombination verabreicht. In diesem Fall wirde 23 nicht nur
bereits vorhandene Tumore verkleinern, sondern gleichzeitig die Nebenwirkungen,
wie Nephrotoxizitat und Hepatotoxizitat, der anderen Zytostatika herabsetzen. Be-
kannte und meist verabreichte nephrotoxische und hepatotoxische Chemotherapeu-
tika sind u.a. Cisplatin (2) und Methotrexat (1, Abb. 1).3%3

23 ist auch ein Aromatasehemmer und kann zur Zusatzbehandlung von Brustkrebs
bei Frauen nach den Wechseljahren eingesetzt werden.®® Das weibliche Ge-
schlechtshormon Ostrogen wird als Wachstumsreiz vieler Mammakarzinome beno-
tigt. 23 hemmt das Enzym Aromatase und verhindert somit die Umwandlung von

Androgenen in Ostrogen.
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2.1.3 Apigenin

Das 4°,5,7-Trihydroxyflavon (Apigenin, 12) ist ein weiterer Vertreter der Flavonklasse
und ein Inhaltsstoff der echten Kamille Matricaria recutita L. (Abb. 6) und der Petersi-
lie. Wie alle Flavonoide kommt 12 in vielen Frichten (wie z. B. Orange, Zitrone) und
Gemiise (wie z. B. Zwiebeln) vor und ist ein Radikalfanger.3**° Die Kamille wird seit
der Zeit von Hippokrates 500 v. Chr. in der Volksmedizin eingesetzt und findet heut-

zutage immer noch Anwendung in vielen Hautpflegeprodukten.

Abb. 6: Matricaria recutita L. mit dem Inhaltsstoff Apigenin (12).**

Wie die bereits dargestellten Flavone 17 und 23 besitzt auch 12 antioxidative, ent-
ziindungshemmende, antibakterielle, antivirale und antitumorale Eigenschaften.***
Die Eigenschaft, selektiv Zellzyklusarrest und Apoptose in menschlichen Prostata-
karzinomzellen einzuleiten und dabei keinen Effekt auf gesunde Zellen zu haben,
macht 12 zu einen interessanten Kandidat flr Zytostatika. Dies liegt daran, dass im
Vergleich zu ahnlichen Flavonoiden 12 nicht mutagen ist und eine sehr geringe Toxi-
zitat aufweist.** Das Flavon 12 dient sowohl der Therapie von Prostatakrebs, als
auch fiir dessen Pravention.*® Nicht nur an Prostatakarzinomzellen sondern auch in
vielen in vivo und in vitro Versuchen wurde durch 12 das Einleiten von Apoptose so-
wie Zellzyklusarrest und die daraus resultierende starke Aktivitat gegen Brustkrebs
beobachtet.** Der Zellzyklusarrest und die Apoptose werden durch den Umbau des

Chromatins und mittels des extrinsischen Wegs hevorgerufen.3%4°

Die antitumorale Eigenschaft wurde an Leukdmiezellen nachgewiesen, an denen 12
die Apoptose, u.a. durch die Aktivierung von Caspasen und die Inhibierung von Fett-
sauresynthesen sowie Topoisomerasen, einleitet.** Nicht nur an Leukamiezellen
sondern auch an vielen anderen menschlichen Zelllinien, wie Brust-, Dickdarm-,
Haut-, Schilddriisen- und soliden malignen Krebszellen, sowie an tierischen Tumor-

modellen, konnte der wachstumsinhibierende Effekt nachgewiesen werden.***’ Eine
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aussichtsreiche Wirkung legt die Unterdrickung der Tumorentstehung und
Angiogenese in Melanom-, Brust- und Dickdarmkarzinomen nahe.*® Eine weitere
wichtige Eigenschaft von 12 ist das Inhibieren von Hautkrebsentstehung, verursacht

durch UV-Licht, was anhand von Mausen getestet wurde.*

12 ist ein wirksamer Inhibitor des Enzymsystems Cytochrom P450, welches fir den
Stoffwechsel von Arzneimitteln eine betrachtliche Rolle spielt.*® Durch den Einfluss
auf die Enzymaktivitat kann der Abbau von Arzneimitteln verlangsamt oder be-
schleunigt werden. Flavon 12 wirkt antidepressiv, als Thrombozyten-
Aggregationshemmer, beugt DNA Schaden vor und inhibiert die Expression von
Protoonkogenen.3¥#43464% zydem ist 12 in der Lage die Krebszellenproliferation und
das Wachstum von Metastasen zu inhibieren.*® Desweiteren ist 12 ein HDAC-
Inhibitor, induziert G2/M-Zellzyklusarrest und sensibilisiert verschiedene Krebszellen
fur TRAIL. 12 verringert die Invasivitat von Krebszellen durch Inhibition der zellularen
Aktinpolymerisation und der Expression der Zellmigration vermittelnden Kinase FAK

(focal-adhesion kinase).*

2.1.4 Genistein

4,5,7-Trihydroxyisoflavon (Genistein, 13), ein klassisches Phytoestrogen, kommt
hauptséchlich in Sojabohnen (Abb. 7) und Sojaprodukten mit 1 —2 mg/g vor.>*>*
Wahrend die ostasiatische Bevoélkerung 20 — 80 mg des Isoflavons 13 pro Tag zu
sich nimmt, sind es in den USA nur 1 — 3 mg pro Tag. Durch die taglich gré3ere auf-
genommene Menge an 13 ist in den ostasiatischen L&ndern eine deutlich vorbeu-
gende Wirkung gegen Prostatakrebs, im Vergleich zu den westlichen Landern, zu

erkennen.>!

Abb. 7: Sojabohnen mit dem Inhaltsstoff Genistein (13).>
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Doch nicht nur die Eigenschaft Prostatakrebs vorzubeugen, macht 13 zu einem wich-
tigen Nahrungsergédnzungsmittel. Neben den fur Flavonoide typischen Eigenschaf-
ten, wie z. B. antioxidativ und entztindungshemmend, zeigt 13 auch antiangiogene,
antikarzinogene und Atherosklerose-hemmende Eigenschaften.>*>*** Ebenso wie 23
zeigt auch 13 antiproliferative Eigenschaften an hormonabhéngigen Krebszellen, wie
z. B. Schilddriisenkrebs.® 13 verhindert nicht nur die Proliferation vieler Tumorzellli-
nien, sondern zeigt auch antimetastatische Wirkung bei Brustkrebspatienten durch
Hemmung der Vaskularisation, der Ausbildung neuer Blutgefal3e im anormalen Kor-
pergewebe.3*°® Arbeiten an Tiermodellen, sowie epidemiologische Studien, sugge-
rieren, dass 13 fur chemopraventive Wirkungen an Brust-, Dickdarm- und Hauttumo-
ren verantwortlich ist.>® Die zytotoxische Eigenschaft von 13 basiert zum einen auf
der Inhibition und Regulierung von einigen Protein-Tyrosinkinasen (PTKs) wodurch
es G2/M-Zellzyklusarrest induziert und zum anderen auf der Inhibierung der DNA
Topoisomerase 11.%°° PTKs sind fiir die Motilitat und Morphologie der Zelle, fiir die
Regulation der Zelldifferenzierung, sowie fur das Zellwachstum verantwortlich. Des-
weiteren leitet 13 die Apoptose durch die Aktivierung der Caspasen 3 und 9 ein.>®
Wie die meisten Flavonoide hat auch 13 die positive Eigenschaft keinen schadlichen
Effekt auf gesunde Zellen auszuiiben.*® Weiterhin zeigte 13 in Kombination mit 2,
Docetaxel oder Doxorubicin verstarkte wachstumshemmende Wirkung an Prostata-
(PC-3), Brust- (MDA-MB-231), Lungen- (H460) und Bauchspeicheldrisenkrebszellli-
nien (BxPC-3). Durch die Inhibierung des Transkriptionsfaktor NF-xB erhéht 13 zum
einen die Wachstumshemmung sowie Apoptose und verringert zum anderen die Ad-
hasion und Migration der Tumorzellen.®” Desweiteren kann durch Verabreichung
genisteinreicher Nahrung das Auftreten von Osteoporose verringert werden, was an-

hand experimenteller, als auch klinischer Studien gezeigt werden konnte.®

2.1.5 Xanthohumol

Einer der wichtigsten Vertreter der Chalkone 10 ist das 2',4,4'-Trihydroxy-6'-methoxy-
3'-prenylchalkon (Xanthohumol, 24), welches den wesentlichen Bestandteil der phe-
nolischen Gruppe des echten Hopfens Humulus lupulus L. ausmacht (Abb. 8). Der
echte Hopfen ist ein zu den Hanfgewdchsen (Cannabaceae) gehtrendes Stauden-
gewachs, welches in Europa und der gesamten Nordhalbkugel beheimatet ist. An

den Doldenblattern befinden sich die gelb gefarbten Lupulinkdrper, welche neben
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den fur den Hopfen typischen Bitterstoffen zahlreiche weitere Inhaltsstoffe, wie Ter-

pene, Polyphenole und Glycoside enthalten.

Abb. 8: Der echte Hopfen Humulus lupulus L. mit dem Inhaltsstoff Xanthohumol (24).>°

Neben der grofen Bedeutung als wichtiger Aromalieferant fur die Bierbrauerei hat
der Hopfen eine lange Geschichte als medizinisches Heilmittel. Traditionsgemar fin-
det der Hopfen Verwendung als Beruhigungsmittel zur Behandlung von Schlaflosig-
keit, Nervositdt und Ruhelosigkeit oder bei Beschwerden des Verdauungstraktes.
Von besonderem Interesse fur die Pharmakologie ist jedoch Inhaltsstoff 24, welcher
auch in der chinesischen Heilpflanze Sophora flavescens Ait. vorkommt.?°® Wie alle
Flavonoide weist auch 24 antioxidative, zytotoxische, antimikrobielle und entzin-
dungshemmende Eigenschaften auf und bringt aufgrund seiner Struktur die Eigen-
schaft als Radikalfanger mit sich.®*® 24 wurde 1913 von Power et al. isoliert und

1957 von Verzele et al. strukturell aufgeklart.**

Die zahlreichen biologischen Eigenschaften und der daraus resultierende therapeuti-
sche Nutzen von 24 reichen vom hormonellen Mittel zur Behandlung von Hitzewal-
lungen und Osteoporose Uber die antioxidative Wirkung zur Behandlung von Arterio-
sklerose bis zur inhibitorischen Wirkung gegeniiber dem HIV-I-Virus und Malaria.®®®*
Neben seinen gesundheitsférdernden Eigenschaften wirkt 24 auch antibakteriell und
antiparasitar.®>®® Im Mittelpunkt des Interesses jedoch steht der antiproliferative und
zytotoxische Effekt von 24. Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkmechanismen besitzt 24
ein grof3es Potential als Wirkstoff zur Krebsprévention, da es in die Initiations-, Pro-
motions- und Progressionsphase der Tumorentstehung eingreift.”> An menschlichen
Brust- und Prostatakrebszellen konnte die Einleitung von Apoptose durch 24 aufge-
zeigt werden. Zusatzlich konnte in in vivo Studien an Mausen beobachtet werden,

dass 24 die Fahigkeit besitzt die Angiogenese beachtlich zu hemmen.®®
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Desweiteren hemmt 24 die Cytochrom-P450-Enzyme, welche in der Stoffwechselak-
tivierung bestimmter Prokarzinogene eine wichtige Rolle spielen, um die Entgiftung
und die Ausscheidung von Fremdstoffen zu unterstiitzen.®®°® In zahlreichen Tierver-
suchen zeigte sich, dass 24 in der wirksamen Dosis nicht toxisch ist und eine gerin-
gere Hepatotoxizitat hervorruft. Somit konnte es fur den Patienten ein leicht vertragli-
ches Medikament und zu einem vielversprechenden Anwarter als potentielles
Breitband-Chemotherapeutikum werden.®® Hierfiir wiirde allerdings die relativ geringe
Menge an 24 im Hopfen nicht ausreichen, sodass die Suche nach einer Totalsynthe-
se verstarkt wurde. Eine vorgeschlagene Synthese von Khupse und Erhardt
(Schema 3) beginnt mit 2°,4°,6'-Trihydroxyacetophenon (25), welches in Position 4
und 6° mittels MOMCI geschutzt wird, um anschlielRend die Prenylseitenkette 27 an
der verbleibenden OH-Gruppe der Verbindung 26 einzufithren.®* Mit einer Claisen-
Umlagerung wird die Prenylseitenkette von Verbindung 28 in Position 5° verschoben.
Die wieder frei gewordene OH-Gruppe in Verbindung 29 wird methyliert und das
Produkt 30 mit dem MOM geschutzten Aldehyd 31 in einer Claisen-Schmidt Konden-
sation zur Vorstufe 32 umgesetzt. Der letzte Schritt zu 24 erfolgt durch globale MOM-
Entschitzung. Die Gesamtausbeute dieser Totalsynthese Uber 6 Stufen betragt
11 %.

18



2 Allgemeiner Tell
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Schema 3: Synthese von Xanthohumol (24):64 Reagenzien und Bedingungen: (i) MOMCI,
Diisopropylethylamin, CH,Cl,, 6 h, RT, 60 %; (ii) Diethylazodicarboxylat, PPhs, Toluol/THF, 12 h, RT,
80 %; (iii) N,N-Dimethylanilin, 4 h, 200°C, 64 %; (iv) (CH30)S0O,, K,COs, Aceton, 6 h, Rf, 82 %; (v)
NaOH, MeOH, 4 h, Rf, 60 %; (vi) konz. HCI, MeOH/H,0,12 h, RT, 72 %.

2.2 Naphthochinone

Chinone sind natirlich vorkommende aromatische Verbindungen, deren wichtigste
Quellen héhere Pflanzen, Algen, Pilze, Flechten, Arthropoden, Bakterien und Viren
sind.®” Von den Pflanzen werden Chinone zur natiirlichen Abwehr produziert. Sie
weisen ein breites Spektrum an biologischen Aktivitaten, wie antitumoral, fungizid

und antibakteriell, auf.®®

Desweiteren inhibieren sie die Topoisomerase Il und leiten
die Apoptose ein.?®®° Neben der biochemischen Beteiligung an der Energieprodukti-
on, dienen sie in Form von Ubichinonen 33 (Abb. 9) als lebenswichtige Verbindungen
im Elektronen- und Protonentransport der Atmungskette.®® Die Klasse der Chinone
lasst sich in Benzochinone 34, Naphthochinone 35 und Anthrachinone 36 (Abb. 9)

unterteilen.
19



2 Allgemeiner Tell
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Abb. 9: Allgemeine Strukturformel von Ubichinon 33 und Strukturformeln von Benzochinon 34,
Naphthochinon 35 und Anthrachinon 36.

2.2.1 Plumbagin

Ein bekannter Vertreter der Naphthochinone ist 5-Hydroxy-2-methyl-1,4-
naphthochinon (Plumbagin, 37), welches in Bleiwurz- (Plumbaginaceae), Sonnentau-
(Droseraceae) und Ebenholzgewachsen (Ebenaceae) aus semiariden Regionen des
mediterranen und zentralasiatischen Raums nachgewiesen wurde (Abb. 10).”° Die
Pflanzen Plumbago zeylanica (Chitrak), Plumbago rosea und Plumbago capensis
werden seit tUber 2500 Jahren in der traditionellen indischen Medizin aufgrund ihrer

vielseitigen Wirkung angewendet.”

Abb. 10: Plumbago zeylanica L. mit seinem Inhaltsstoff Plumbagin (37).72

Chitrak wurde zum Schutz der Nerven, der Leber, des Herzens und vor Arterioskle-
rose, sowie zur Behandlung von Hautkrankheiten, Durchfall, Verdauungsstérungen
und entziindeten Hamorrhoiden verwendet.”®”® Ebenso fanden die Extrakte Anwen-
dung bei der Behandlung von Tuberkulose und Lepra.”® Chinon 37 wurde im Jahre
1829 zum ersten Mal isoliert und erwies sich in zahlreichen in vitro- und in vivo-
Studien als potenter Wirkstoff mit breitem Bioaktivitatsspektrum, welches sich von
antioxidativer, antimikrobieller, entziindungshemmender, antibakterieller,
antimykotischer Aktivitat bis hin zu Antimalaria- und antineoplastischer Wirksamkeit
erstreckt.”®"*"® Besonders hervorzuheben ist die antiproliferative und zytotoxische

Eigenschaft, die 37 gegen ein breites Spektrum von humanen Krebszelllinien und in
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tierischen Tumormodellen zeigt.”* Aufgrund seines Grundgeriistes ist 37 in der Lage
als Elektronenakzeptor unter Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, welche fur die
Abtotung von Zellen und der Schadigung der DNA verantwortlich sind, zu fungieren.
Durch diese Schadigung wird die Proliferation der Zelle gehemmt und die Apoptose
eingeleitet, was an vielen verschiedenen Zelllinien, wie Gebarmutterhals-, Eierstock-,
Brust-, Dickdarm-, Prostata- und Lungenkrebs gezeigt werden konnte.”® Eine weitere
Apoptose-Induktion erfolgt tber den intrinsischen Weg und der Verringerung des
mitochondrialen Membranpotentials und letztlich der Caspase-3-Aktivierung.’®"’
Chinon 37 induziert Zellzyklusarrest in der Go/M-Phase und inhibiert den Transkripti-
onsfaktor NF-xB.”""® Eine weitere wichtige Komponente des Wirkmechanismus von
37 ist die Modifikation der DNA, die einerseits direkt als oxidative Schadigung durch
erzeugte ROS oder Interkalation von 37 in die DNA erfolgt und andererseits indirekt
durch ROS-vermittelte Inhibition DNA-assoziierter Enzyme, wie der Topoisomerase
I, hervorgerufen wird.”"® Y.-L. Hsu wies an Nacktmausen nach, dass 37 das Tu-
morwachstum inhibiert. Dartiber hinaus konnte die Selektivitdit von 37 gegenuber
Krebszellen gezeigt werden.®® Neben der antitumoralen Wirkung von 37 ist auch sei-
ne radiosensibilisierende Wirkung zu nennen, welche an Tumorzellen in vitro und an

Tieren nachgewiesen werden konnte.”

2.2.2 Juglon

5-Hydroxy-1,4-naphthochinon (Juglon, 38) ist ein Pigment mit therapeutischen Ei-
genschaften, welches in Wurzeln, der Rinde, dem Holz, Blattern und Nussschalen in
Walnussgewéchsen, wie der Schwarznuss (Juglans nigra L.), der echten Walnuss
(Juglans regia L.), der Butternuss (Juglans cinerea L.) und der Juglans mandshurica
Maxim, vorkommt (Abb. 11).8* Es wird als Handelsfarbstoff und Wirkstoff in pflanzli-
chen Heilmitteln verwendet. In China und Korea wird das Strukturanalogon 38 von
Chinon 37 seit vielen Jahren in der Volksmedizin zur Behandlung von bakteriellen
und viralen Infektionen, Entziindungen, Akne, Pilzinfektionen wie Ringelflechte und
vor allem zur Behandlung von Krebsarten wie Magen-, Leber- und Lungenkrebs an-

gewendet.?: 3
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Abb. 11: Juglans regia L. mit seinem Inhaltsstoff Juglon (38).%*

38 weist in seiner natirlichen Umgebung allelopathische Wirkung auf, indem es in
den Boden rund um den Nussbaum gebracht wird, um das Auskeimen der Samen
vieler Pflanzen im Umkreis durch unterschiedliche Auswirkungen auf den Zellzyklus
und den Stoffwechsel in Abhangigkeit von der Art und der Wirkstoffkonzentration zu
hemmen.®® Chinon 38 zeigt zytotoxische Aktivitat an menschlichen Krebszelllinien,
wie HL-60 (Leukadmie), HCT-15 (Dickdarm), MDA-MB-435 (Melanom), SGC-7901
(Magen) und HL-60R (Doxorubicin resistente Leukamie).”>®® Aufgrund seiner Zytoto-
xizitat wird 38 weitgehend verwendet, um Resistenzen gegen Chemotherapeutika zu
Uberwinden.®® Ein weiterer Wirkungsmechanismus von 38 ist die Inhibierung des
Transkriptionsfaktors p53, DNA-Schadigung und das Einleiten der Apoptose durch
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und der Aktivierung der Caspase 3
sowie 9.”%%? Die ROS-Produktion ist ein weiterer Mechanismus fiir die zytotoxische
Eigenschaft von 38.%2 Am Tiermodell konnte gezeigt werden, dass der durch
Azoxymethan (AOM) verursachte Darmkrebs durch 38 reduziert wird, was 38 zu ei-
nem vielversprechenden chemopréaventiven Medikament fiir intestinale Neoplasie

macht.®®

2.3 Cumarin

Das Lacton der 2-Hydroxyzimtsaure (Cumarin, 39) wurde 1820 erstmals aus den
Bohnen des Tonkabaums (Dipteryx odorata) isoliert, dessen spanischer Name
,cumard“ dem Cumarin (39) seinen Namen verlieh.8®” Desweiteren kommt es in R6-
tegewéachsen (Rubiaceae) wie dem Waldmeister und hauptsachlich in Doldenblitlern
(Apiaceae) vor.®® Lacton 39 ist eine Stammverbindung einer ganzen Klasse von
Substanzen, zu denen u.a. einfache Hydroxylderivate, wie das Umbelliferon (40,
S. 64) gehdren. Bei 39 handelt es sich um eine flichtige Verbindung, die welkenden

Blumen ihren charakteristischen sif3lich-heuartigen Geruch verleiht, da beim
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Welkprozess cis-2-Hydroxyzimtsdure (41) aus glycosylierten Vorlaufern freigesetzt
wird und spontan cyclisiert. Die erste chemische Synthese von 39 gelang Perkin
1868 durch Kondensation von Salicylaldehyd (42) mit Essigsdaureanhydrid (43) in

Anwesenheit von Natriumacetat (NaOAc) (Schema 4).%°

d?\ O O O O o

H .

o + /U\ Ok _ + )j\OH
42 43 39

Schema 4: Darstellung von Cumarin (39):% verwendete Reagenzien: (i) NaOAc.

Cumarine sind von pharmakologischem Interesse, da sie, wie z. B. 4-Hydroxy-
cumarine, aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit Vitamin K als kompetitive Antagonisten wir-
ken, welche in die Synthese einiger Gerinnungsfaktoren eingreifen. Somit finden 4-
Hydroxycumarinderivate Anwendung als Antikoagulantien, wie das Racemat 4-
Hydroxy-3-(1-phenylpropyl)cumarin, welches unter dem Handelsnamen Marcumar®
bekannt ist.?° Sobald 39 in Losung vorliegt fluoresziert es nicht, sondern nur in seiner
reinen kristallinen Form. Jedoch lasst sich der Lactonring basisch verseifen und das
entstehende Anion von 41 kann durch UV-Bestrahlung in das grin fluoreszierende

Anion des trans-Isomers 44 iberfiihrt werden (Schema 5).8

0._0 OH OH
“OH _
= = = COO-
39 41

(366 nm)
44

Schema 5: Basische Verseifung von Cumarin (39) mit anschlieBender Photoisomerisierung des An-
ions 41 zum griin-fluoreszierenden Anion des trans-lsomers 44.

Die Biosynthese der Cumarine verlauft zunachst Gber den Shikimisdureweg Uber
mehrere Stufen bis zur trans-Zimtsaure (7) (Schema 1, S. 9). AnschlieRend kommt
es zur Hydroxylierung in ortho-Position (Verbindung 44) als wichtiger Schritt in der
Cumarinsynthese, gefolgt von einer Glycosylierung zu Verbindung 45 (Schema 6).%*
Danach folgt die Isomerisierung zur glycosylierten cis-2-Hydroxyzimtsdure 46. Die
Abspaltung des 2-Glucosylrestes zu 41 durch die Glucosidase erfolgt nach einer Be-
schadigung der Pflanze. AnschlieRend kommt es zu einer spontanen Lactonisierung
zu 39.%
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X _COOH X _COOH X _COOH
©/\/ ortho- Glycosy- @\/
Hydroxy- OH lierung 0Glc

lierung
7 44 45

\ trans/cis-Isomerisierung

X X X
Lactonisierung COOH COOH
O” "0 OH
41

OGlc

39 46

Schema 6: Biosynthese von Cumarin (39).

Die Pflanzen nutzen Cumarine meist als Abwehrsubstanzen gegen Insektenfral3. So
enthalt z. B. der auch in Deutschland weit verbreitete Riesen-Barenklau Furano-
cumarine, die als photosensibilisierende Substanzen unter UV-Licht-Einwirkung pho-
totoxisch wirken.*® Die Cumarinverbindungen lagern sich in die DNA-Doppelhelix ein
und erzeugen durch photoinduzierte Cycloaddition mit den Nukleobasen Schaden

durch Quervernetzung von DNA-Strangen.

2.4 Metallkomponenten und bioaktive Metallkomplexe

Die therapeutische Verwendung von Metallverbindungen konnte bis ins altertiimliche
China zurtickgefuhrt werden, wo 2000 — 2500 v. Chr. Gold medizinisch einsetzt wur-
de. Im 16. Jahrhundert wurden Mischungen verschiedener Schwermetalle, wie
Quecksilber, Arsen, Cadmium, Antimon und Kupfer von Paracelsus, dem ,wahren
Vater der modernen Metallotherapie®, angewandt, um Krankheiten wie Krebs zu be-
handeln. Erst drei Jahrhunderte spater wurde uber ,Fowler's Mixtur” berichtet, welche
in menschlichen Tumoren zum Einsatz kam.*® Viele Jahrhunderte wurden anorgani-
sche Gemische in der Medizin verwendet, jedoch ohne den Wirkmechanismus ver-
standen zu haben.*® Zu Beginn des 20. Jahrhunderts, nach Entdeckung von Paul
Ehrlichs Salvarsan® wurde die Suche nach Metallverbindungen verstarkt.>®> Schon in
den 1960er Jahren erkannten Wissenschaftler, dass Aktivitat und Selektivitat oft stie-
gen, wenn man Wirkstoffe als Liganden im Metallkomplex verwendete.®® Aufgrund
ihrer speziellen Eigenschaften und Wirkungsweisen erlangen Metallkomplexe eine

immer grol3ere Bedeutung als neue Wirkstoffe. Ausgehend vom wohl bekanntesten
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Metallkomplex Cisplatin (2, S. 5) hat das hohe Interesse an antitumoraktiven Platin-
verbindungen im Laufe der Zeit zu vielen weiteren Komplexen gefuhrt. Hierbei stan-
den vor allem die Schaffung eines breiteren Wirkspektrums und die Senkung der Ne-
benwirkungen im Fokus der Forschung. Zudem wurde die Erforschung von
biologisch aktiven Metallkomplexen auch auf andere Metalle wie z. B. Kupfer, Eisen,

Ruthenium, Aluminium und Gallium ausgeweitet.

2.4.1 Kupfer

In der Landwirtschaft ist man sich des weiten Wirkungsspektrums des Ubergangsme-
talls bewusst und setzt zur Bekdmpfung von krankheitserregenden Pilzen und Bakte-
rien kupferhaltige Verbindungen, wie die Kupferkalkbriihe oder Kupfersulfat, ein.*
Doch Kupfer ist nicht nur im Agrarbereich von grof3er Bedeutung, sondern ist auch
ein essentielles Spurenelement in unserem Kérper. Im gesunden Korper ist die Kup-
ferkonzentration streng geregelt. Ist der Organismus jedoch nicht intakt, so fuhrt ein
Kupfermangel zu Wachstumsstdrungen, Knochenanomalien, Neutropenie, Osteopo-
rose und vermehrten Infektionen.*® Eine erhohte Kupferkonzentration kann auf Krebs
hindeuten, da dies im Brust-, Lungen-, Gehirn- und Prostatakrebsgewebe und bei
Leukamiepatienten beobachtet worden ist.*”*® Jedoch konnte der genaue molekulare
Mechanismus der erhdhten Kupferkonzentration im Zusammenhang mit Tumoren

noch nicht vollstandig aufgeklart werden.

Kupfer ist nicht nur in Enzymen zu finden, sondern auch im Zellkern, eng verbunden
mit den Chromosomen und den DNA-Basen.'® Der Kupfermetabolismus beeinflusst
viele biologische Prozesse, wie z. B. die Angiogenese, Metastase und das Tumor-
wachstum, was Kupfer zu einem interessanten Bestandteil selektiver Zytostatika
werden lasst.**%! Beispielsweise zeigte der Cu(ll)-Quercetin Komplex 47 von Zhou
et al. eine Steigerung der antioxidativen und antitumoralen Aktivitat gegentber dem
Ligand selbst und weiteren Quercetin-Metallkomplexen (Abb. 12).1%? Desweiteren
regt Kupfer die Zytokinproduktion und Vermehrung der Endothelzellen an und fuhrt

zum Abbau der extrazellularen Matrix.%®
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Abb. 12: Struktur des Cu(ll)-Quercetin Komplexes 47.

2.4.2 Eisen

Ein weiteres wichtiges Spurenelement in unserem Korper ist Eisen, welches haupt-
séchlich in Hamoglobin und Transferrin vorkommt. Hamoglobin ist fiir die Enzymkata-
lyse, den Sauerstoff- und Elektronentransport verantwortlich, wahrend Transferrin fur
die Eisenspeicherung zustandig ist. Eisen stellt einen wichtigen Bestandteil bei der
Zellatmung und der Synthese von Nukleinsduren und Proteinen dar. Durch Obst,
grunem Blattgemuse und Getreide kann Eisen uber die Nahrung aufgenommen wer-
den, jedoch ist die Absorption gering.’®®> Obwohl Eisen das am haufigsten vorkom-
mende Metall im menschlichen Kdrper ist, ist ebenso wie beim Spurenelement Kup-
fer die Konzentration von entscheidender Bedeutung. Ohne Eisen ist man nicht
lebensfahig und eine zu geringe Eisenkonzentration fiihrt zu Blutarmut.*®**** Zuviel
Eisen hingegen kann zur Krebsentstehung durch steigenden oxidativen Stress durch
die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion und den darauffolgenden DNA-Schaden fiih-

ren. 103,104,105

In Brustkrebszellen ist der Eisenspiegel im Vergleich zu gesunden Zellen erhoht.
Durch einen Eisenmangel oder der Chelatisierung von Eisen kann das Krebswachs-
tum jedoch verlangsamt werden.’®® Als Ubergangsmetall kann Eisen von seinem
stabilen, reduzierten Fe?*-Zustand wahrend der Oxidation leicht ein Elektron abge-
ben und gelangt somit in den aktiven Fe**-Zustand.!®® Aufgrund der vielen Oxidati-
onsstufen ist Eisen an einigen Redoxreaktionen beteiligt, was wiederum Auswirkun-
gen auf den Wirkstoff- und Hormonstoffwechsel, die Energieerzeugung und die

Aktivierung des Immunsystems hat.*%®
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2.4.3 Aluminium

Seit Entdeckung der Zytotoxizitdt des Aluminiumsulfats Alx(SO,4)s bei Saugetieren
werden Al(Ill)-Verbindungen in der Medizin angewandt.'®” Seit mehr als 50 Jahren
werden therapeutische und prophylaktische Impfstoffe mit Aluminiumverbindungen
als Hilfsmittel versetzt, um dauerhafte Immunogenitat zu erzielen.'®% Die ersten
Berichte wurden 1926 von Glenny et al. Gber die Wirkung von Aluminiumverbindun-
gen als Hilfsmittel verdffentlicht.'®® So finden sie in vielen Léndern bei der Kinderimp-
fung gegen Infektionskrankheiten, wie Keuchhusten, Kinderlahmung, Diphtherie und
Tetanus, sowie in Hepatitis A- und B-Virusimpfstoffen, ihnre Anwendung. Auch in der
Veterindrmedizin werden sie gegen virale, bakterielle und parasitare Erkrankungen
eingesetzt, weshalb sie die am meisten verwendeten Hilfsmittel in Mensch- und Tier-
impfstoffen sind.’® Zhang et al. untersuchten die Affinitat zwischen Al(lll) und DNA
unter neutralen pH-Bedingungen und konnte damit zeigen, dass Al(lll) nicht an die
DNA-Basen, sondern an das Phosphat-Riickgrat der DNA bindet.° Niereninsuffi-
ziente Patienten mit einer zu hohen Al(lll)-Konzentration kénnen unter Schadigung
des Gehirns, Osteomalazie und Anamie leiden.*® Auch bei amyotrophischer Lateral-
sklerose und Alzheimer spielt die hohe Aluminiumkonzentration einen entscheidende
Rolle.*?

2.4.4 Platin

Barnett Rosenberg untersuchte den Einfluss des elektrischen Feldes auf das Wachs-
tum von E. coli im Jahre 1965, als er wahrend des Experiments eine zuféllige Entde-
ckung machte, die die Chemotherapie bis heute beeinflusst.''! Rosenberg zeigte,
dass cis-Diammindichloridoplatin(ll) (2, Abb. 1, S. 5) in der Lage ist die Zellteilung zu
hemmen.'#3 2 st seit Anfang der 1970er bekannt und wurde bereits 1844 von
Peyron das erste Mal dargestellt, jedoch war niemanden die antitumorale Eigen-
schaft dieses Platinkomplexes bewusst.''* Heutzutage wird es nach dem Verfahren
von S. Dhara dargestellt, indem zuné&chst Kaliumtetrachloroplatinat(ll) (48) mit Kali-
umiodid und wassriger Ammoniaklésung zu cis-Diammindiiodoplatin(ll) (49) umge-
setzt wird (Schema 7).}*> AnschlieBend werden die lodliganden durch Chlorliganden

mit Hilfe von Silbernitrat und Kaliumchlorid substituiert, um 2 zu erhalten.
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Schema 7: Synthese von Cisplatin (2):'*® Reagenzien und Bedingungen: (i) KI, NH,OH, 100 %; (i)
AgNO3, KCI, 30 min, 95 %.

Platinverbindung 2 wird zur effizienten Behandlung von Hodenkrebs (Heilungsrate
von 95 %), kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomen und Karzinomen
im Hals-Kopf-Bereich, eingesetzt.'*® Nach intravendser Verabreichung wird 2 mittels
passiver Diffusion und Transport durch das Protein CTR1 (copper transporter 1) aktiv
in die Zelle transportiert und durch Substitution beider Chlorliganden im Zytosol mit
Wasser aktiviert.*®*” Das gebildete Platinkation kann die Zelle nicht mehr tber die
Zellmembran verlassen und bildet im Nukleus koordinative Bindungen mit dem N’-
Atom der Nukleobase Guanin aus. Dies fuhrt zu einer Vernetzung der DNA-Strange
inter- und intramolekular, sodass die raumliche Anordnung der Doppelhelix verandert
wird und die Transkription und Replikation der Zelle gestort werden. Die Folge da-

raus ist die Apoptose.*’

Allerdings bringt 2 einige erhebliche Nachteile mit sich, wie z. B. fehlende Selektivitat,
Resistenzentwicklung und Toxizitdt gegeniber einigen inneren Organen sowie des
Blutes.**® Um diese Nebenwirkungen zu reduzieren wurden weitere verbesserte Pla-
tinkomplexe dargestellt, die je nach Darstellung, Toxizitdt und Wirkung in unter-
schiedliche Generationen eingeteilt werden. Die zweite Generation mit Carboplatin
(4, Abb. 2, S. 6) sollte die negativen Eigenschaften der ersten Generation verbes-
sern. Bezuglich der Vertraglichkeit, durch verbesserte Wasserldslichkeit und Toxizitat
im  Hinblick auf Krebszellen, aufgrund der erhéhten Stabilitat der
Ligandendissoziation durch die Dicarboxylatabgangsgruppe, ist dies auch gelungen.
Nur im Hinblick auf die Resistenzbildung nicht, da die zweite Generation ebenfalls an
die DNA koppelt und somit die Replikation verhindert.*® Es konnte gezeigt werden,
dass 4 und 2 dieselben DNA-Addukte ausbilden.*'® Allerdings wurde beobachtet,
dass die Bildung der DNA-Addukte von 4 wesentlich langsamer und bei hdherer
Konzentration erfolgt im Vergleich zu 2. Grund hierfur ist die Geschwindigkeit der
Ligandenabspaltung, die beim Dicarboxylat-Ligand ca. 100-fach kleiner ist als die

Freisetzung des Chlorids bei 2.1
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Wahrend 2 durch den Austausch der Chloridliganden durch Wasser aktiviert wird, ist
der wichtigste und hauptsachliche Aktivator von 4 das Carbonat. Das Carbonat-
Puffersystem ist das wichtigste Regulierungssystem von Wasserstoffionen im Korper,
vor allem im Blut, und stellt ein Gleichgewicht aus Kohlensaure, Hydrogencarbonat,
Carbonat und geléstem CO, dar.**® Unter physiologischen Bedingungen kénnen un-
ter Ringoffnung Platincarbonato- und -hydroxyspezies entstehen (Schema 8). Hierzu
greift das Carbonat-Anion nukleophil am Ring von 4 an und bildet den Carbonato-
Carboplatinkomplex 50, welcher anschlieBend zum Hydrogencarbonato-Komplex 51
protoniert werden kann. Dieser kann leicht zum Monohydroxy-Komplex 52
decarboxylieren.'*® Ausgehend vom Carbonato-Carboplatinkomplex 50, nach Verlust
des Cyclobutan-1,1-dicarboxylats (CBDCA), kénnte sich ein komplexes Gleichge-
wicht zwischen verschiedenen Platincarbonato- und hydroxyspezies als weitere Ver-
bindungen 53 — 56 ausbilden.*?°

_ - _ o _ _
e} HaN. 0OCO, HaN. OCOxH HsN. OH
HN O Pt 0O Pt O Pt O
ot coz | HaN' © ve | HN O co, | HaN' ©
HsN o
o) e} e} -0
4 L (@] | L o | L o |
50 51 52
-CBDCA
0 i -
HaN, OH H,N OCO, HsN, O 0Co,
B e e B g
HsN' OH HsN' OH HN- O H:N" 0co,
53 54 55 56

Schema 8: Aktivierung von Carboplatin (4) in der Zelle durch verschiedene Ligandenaustausch- und
Protonierungsreaktionen.

An humanen Neuroblastomzellen (SK-N-SH), Nierentubuluszellen (HK-2) und
Namalwa-luc Burkitt-Lymphomzellen (BL) zeigten die Carbonatkomplexe eine hdhere
Toxizitat im Vergleich zu 4 selbst auf.*** Platinverbindung 4 wird zur Behandlung von
Eierstock- und kleinzelligem Lungenkrebs und anderen Tumorarten verwendet.*?**°
Wahrend der Krebstherapie scheinen sich geringe Mengen an Carbonatspezies zu
bilden, die im Wesentlichen fir die antitumoralen Eigenschaften verantwortlich sind
und nicht das intakte Carboplatin (4), wie zundchst angenommen. Diese Erkenntnis

wirft ein ganz neues Licht auf platinhaltigen Substanzen und kann somit fur ein bes-
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seres Verstandnis bzgl. der antitumoralen Eigenschaften, der Toxizitat und der Auf-
nahme beitragen.'*® Das Verhalten von 4 wurde nicht nur im basischen sondern
auch im sauren Milieu untersucht (Schema 9). Hierbei kommt es ebenfalls zur Ring-
offnung von 4, wodurch der monodentate Cyclobutan-1,1-dicarboxylat-Ligand 57 ge-

bildet wird. Uber einen langeren Zeitraum bildet sich der Diaquokomplex 58.*°

— —+

0 HoN,_OHz' .
HsN‘P'EO HO' H3N'Pt‘o P -CBDCA H3N\P{OH2
HN' O o 20 HaN" OH,
4 ° N o | 58
57

Schema 9: Ring6ffnung von Carboplatin (4) unter sauren Bedingungen.

In der dritten Generation wurden die Liganden zum einen durch den sperrigen und
hydrophoben Cyclohexyldiamin-Ligand und zum anderen durch einen Oxalatliganden
ersetzt, sodass der wichtige Vertreter Oxaliplatin (5, Abb. 2, S. 6) erhalten werden
konnte. Dieser findet beispielsweise bei metastasierenden Kolonkarzinomen Anwen-
dung.’® Ein weiterer Platinvertreter ist Satraplatin (59, Abb. 13) als Platin(IV)-
Verbindung. Es wird bei Bronchial- und hormonresistenten Prostatakarzinomen ver-
abreicht.*® Im Gegensatz zu den ublichen Platinverbindungen wird 59 oral appliziert
und wird erst im reduktiven Milieu, in der Nahe der Tumorzelle, zur aktiven Platin(ll)-
Spezies reduziert. Als Platin(ll)-Verbindung interkaliert der Komplex in die DNA und

bildet wie 2 intramolekulare Verbriickungen aus, was Apoptose zur Folge hat.**°

BN
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Abb. 13: Struktur von Satraplatin (59).

Trotz der oben genannten Nebenwirkungen bleiben die Platinkomplexe die meist

verkauften und eingesetzten Zytostatika, da mit ihnen meist in Kombination mit ande-
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ren Therapeutika, wie z. B. Vinblastin, Docetaxel, Doxorubicin und Methotrexat (1)

(Abb. 1, S. 5), die besten Ergebnisse erzielt werden konnten.**’

2.4.5 Ruthenium

Die Arzneimittelresistenz, die hohe Toxizitdt und die daraus folgenden starken Ne-
benwirkungen, wie Ubelkeit, Erbrechen und Ototoxizitat, von Cisplatin (2) sind nicht
zu unterschatzen, was die Verabreichung auch im Hinblick der Nephrotoxizitat be-
grenzt.*??* Aufgrund dessen wurde die Suche nach anderen metallbasierenden
Zytostatika mit besseren antitumoralen und weniger toxischen Eigenschaften als Pla-
tin vor einigen Jahrzehnten begonnen.'® Von den Ubergangsmetallen der Platin-
gruppe hat sich Ruthenium als vielversprechend herausgestellt, sodass das Interes-
se daran vor Uber 20 Jahren zunehmend groRer wurde. Rutheniumkomplexe sind
weniger toxisch, rufen keine Resistenzen hervor und weisen eine erhohte Selektivitat
gegenuber Krebszellen im Vergleich zu Platinkomplexen auf, da sie an eisentrans-
portierende Biomolekiile, wie Transferrin, binden. Aufgrund des erhdhten Stoffwech-
sels von Krebszellen und den damit verbundenen hohen Eisenbedarf kdnnen dann

die entsprechenden Rutheniumkomplexe an den Zieltumor gebracht werden.

Durch die reduzierende Umgebung solider Tumore, im Vergleich zu gesundem Ge-
webe, werden selektiv die Ruthenium(lll)- zu den reaktiven Ruthenium(ll)-Spezies
aktiviert.® Neben den vielfaltigen Oxidationsstufen unter verschiedenen physiologi-
schen Bedingungen weisen Rutheniumkomplexe noch weitere Eigenschaften, wie
antimetastatisch, die Fahigkeit an DNA und Proteine zu binden und den &ahnlichen
Ligandenaustausch ~ wie  Platin(ll)-Komplexe  auf.'®  Zwei  prominente
Rutheniumkomplexe der nachsten Generation an Zytostatika, welche Phase | der
klinischen Studien erfolgreich absolvierten und sich derzeit in Phase Il befinden, sind
KP1019 (60) gegen Darmkrebs und NAMI-A (61) gegen Lungenmetastasen (Abb.
14).*2"128 jedoch zeigen sich auch bei der nachsten Generation Nebenwirkungen,

die allerdings im Vergleich zu Platinkomplexen geringer sind.*?
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Abb. 14: Strukturen von KP1019 (60) und NAMI-A (61).

Im letzten Jahrzehnt ging die Suche nach besseren und vertraglicheren antitumor-
alen Substanzen weiter. Dabei zeigten metallorganische Ru(ll)-Arenkomplexe viel-
versprechende pharmakologische Eigenschaften.'®*® Im Gegensatz zu den Ru(lll)-
Komplexen 60 und 61, welche erst in der Krebszelle zu Ru(ll)-Spezies werden, besit-
zen die Aren-Komplexe von Anfang an den reaktiven Ru(ll)-Zustand. Dieser wird
durch den Arenliganden stabilisiert, um die Oxidation zur inaktiven Ru(lll)-Spezies zu
vermeiden. Zu beachten ist die richtige Wahl der Arenliganden, da diese bzgl. ihrer

GroRe die antitumorale Aktivitat stark beeinflussen.*?*

2.4.6 Gallium

1875 wurde Gallium von P.E. Lecoq de Boisbaudran entdeckt und erst etwa 100 Jah-
re spater die antineoplastische Wirkung durch Hart et al. nachgewiesen.®*! Neben
Platin ist Gallium ein weiteres in der Krebstherapie eingesetztes Metall mit vielen Ei-
genschaften.’®! Gallium inhibiert zum einen die DNA-Synthese, die Aktivitat von En-
zymen, wie z. B. der DNA-Polymerase, Ribonukleotid-Reduktase, ATPase sowie der
Tyrosin-spezifischen Phosphatase, und zum anderen verdndert es die Proteinsyn-
these, Plasmapermeabilitat sowie die Funktion der Mitochondrien. Die DNA-Struktur
wird durch die Bindung von Gallium daran veréndert, was die Replikation verhin-

dert.*3!

Aufgrund des ahnlichen chemischen Verhaltens wie Eisen(lll) bindet Gallium(lll) an
Transferrin unter Ausbildung eines Komplexes, der fur die obengenannte Inhibierung
der DNA-Synthese durch das Eingreifen in die M2-Untereinheit der Ribonukleotid-
Reduktase verantwortlich ist.’** Neben seiner krebshemmenden Eigenschaft durch
Inhibierung des Tumorwachstums zeigt Gallium in seiner Oxidationsstufe +3 noch
antivirale und gerinnungshemmende Aktivitaten, was Gallium zu einem wichtigen Teill

von Arzneimitteln werden lasst.”*? Gallium ist zusatzlich in der Lage den ersten
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Schritt der Apoptose, die Kondensation des Chromatins, einzuleiten.*** Die vielver-
sprechendsten Galliumkomplexe, die sich bereits in klinischen Studien befinden, sind
Tris(8-chinolato)gallium(lll) (62) und Tris(maltolato)gallium(lll) (63) (Abb. 15).*** Im
Vergleich zu GaCl; weist 62 einen zehnfach hdéheren inhibitorischen Effekt an malig-
nen Zellen auf.®" Die radioaktiven Galliumisotope ®’Ga und ®®Ga werden von im
Knochen befindlichen Tumoren absorbiert, sodass diese zur Untersuchung von Pati-

enten mittels diagnostischer Radiopharmaka angewendet werden. 33

Abb. 15: Strukturen von Tris(8-chinolato)gallium(lll) (62) und Tris(maltolato)gallium(lll) (63).

Die grof3e Wirkungsvielfalt der Liganden und die vielen einsetzbaren Metalle lassen
eine Menge Kombinationen zu, was diese Komplexe als potentielle Wirkstoffe sehr

interessant machen.

2.5 Click-Chemie

2.5.1 Konzept der Click-Chemie

Begrindet wurde das Konzept der Click-Chemie von Kolb, Finn und Sharpless im
Jahre 2001 mit der Idee der schnellen, effizienten und vorhersagbaren Erzeugung
gro3er Verbindungsbibliotheken mit méglichst hoher Diversitat durch Zusammenfih-
rung modularer Einheiten. Bei den verwendeten Reaktionen steht oft die Bildung ei-
ner heteroatomaren Kohlenstoffbindung im Mittelpunkt.** Die Click-Chemie ist an
der Natur orientiert, die ebenfalls durch Kombination kleiner modularer Einheiten eine

erstaunliche Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen generiert.

Click-Reaktionen finden Anwendung bei der Markierung (labeling) von Biomolektlen
in vitro. Allerdings mussen fur die Kompatibilitat mit biologischen Systemen strengere

Kriterien angesetzt werden:
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e Reaktion muss unter physiologischen Bedingungen (pH 7, T = 37 °C) ablaufen
e Bioorthogonale Reaktion (Reagenzien inert gegeniiber dem biologischen Sys-
tem, nicht toxisch)

2.5.2 Kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition

Bei in vitro Labeling-Experimenten ist die Huisgen’sche 1,3-dipolare Cycloaddition
von Alkinen und Aziden von hoher Relevanz.’* Insbesondere weil es sich bei der
Azid-Gruppe 64 (Schema 10) um eine der umganglichsten aller 1,3-dipolaren Kom-
ponenten handelt, da sie leicht einzuflihren (z. B. via Diazotransfer von Triflylazid auf
primare Amine), stabil gegen Dimerisierung und/oder Hydrolyse ist und zu primaren
Aminen reduziert werden kann. Zudem macht die ausgeprégte Bioorthogonalitat die
Azid-Gruppe 64 zu einem geeigneten Anknupfungspunkt fur Marker in vitro. Aufgrund
ihrer Stabilitéat, der kleinen GroéRe und der daraus folgenden Zellpermeabilitat und
geringem Storungspotential im azidmarkiertem Molekudl tritt sie nicht in nattrlichen
Zellen auf und bringt so keine konkurrierenden biologischen Nebenreaktionen mit
sich.®" Der mesomeriestabilisierte 1,3-Dipol 64 bleibt in vitro unreaktiv bis sich ein
geeignetes und entsprechend aktiviertes Dipolarophil, die Alkinylgruppe 65, nahert.
Diese ist zwar nicht so kompakt, aber sie weist die nétige Stabilitat und
Orthogonalitat fur in vitro Labeling auf. Die klassische Huisgen-Cycloaddition erfullt
jedoch nicht ganz die Anforderungen der Click-Chemie, da erhéhte Temperaturen
und lange Reaktionszeiten bei Alkinen als Dipolarophil 65 und Aziden als
1,3-dipolare Gruppe 64 bendtigt werden. Zudem liefert sie bei der Verwendung un-
symmetrischer Alkine neben dem gewinschten 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazol 66
Mischungen mit dem 1,5-disubstituierten Regioisomer 67 (Schema 10A). Erste kata-
lysierte Varianten der Huisgen-Cycloaddition erflllen die Kriterien fir eine Reaktion
im Rahmen der Click-Chemie. Mit Hilfe eines Rutheniumkatalysators ist es mdglich
regioselektiv das 1,5-disubstituierte 1,2,3-Triazol 67 zu erhalten, wahrend fur die se-
lektive Darstellung des 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazol 66 die von Himo et al. mit
Kupferkatalysator beschriebene Variante (Schema 10B) angewandt wird, welche be-

reits bei Raumtemperatur in Wasser ablauft und breite pH-Bereiche toleriert. 3%
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Schema 10: (A) Huisgen-Cycloaddition zwischen der Azidgruppe 64 und Dipolarophil 65 unter Bil-
dung der Triazolderivate 66 und 67; (B) Huisgen-Cycloaddition mit (i) Cu(l), H,O zu 1,4-
disubstituiertem 1,2,3-Triazol 66 und (ii) Cp*RuCI(PPhz), Dioxan zu 1,5-disubstituiertem 1,2,3-Triazol
67.

Nachteil ist, dass die exogenen Metalle milde bis schwer zytotoxische Effekte haben
und somit fur die Anwendung in lebenden Systemen unattraktiv ist.**® Fir einfache
Biokonjugate wird hierfir auf die Cu(l)-freie Variante nach Jewett und Bertozzi zu-
rickgegriffen. Die Azidgruppe wird dabei beibehalten und statt des linearen Alkins
ein gespannter Cyclooctinring als Reaktionspartner verwendet.'** Die Hauptanwen-
dung der kupferfreien Azid-Alkin-Cycloaddition ist das Labeling von Biomolekilen
innerhalb der Zelle, vor allem solche, die nicht Gber genetisch kodierte Reporter mar-

kiert werden kdnnen (Glycane, Lipide, etc.).
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3.1 Zielsetzung

Zu den wesentlichen Hindernissen in der modernen Krebstherapie z&hlen zum einen
die Resistenz der Tumorzellen gegentber der Apoptose und zum anderen die Toxizi-
tat vieler Medikamente gegenuiber gesundem Gewebe.'® Mit Hilfe von neuartigen
antitumoralen Naturstoffliganden, speziell Flavonoide und Naphthochinone, und ge-
eigneten, selbst bioaktiven Metallfragmenten sollen Koordinationsverbindungen her-
gestellt werden, um dieser Problematik entgegenzuwirken.’****? Um die geringe
Resorbierbarkeit von Flavonoiden zu steigern, sollen diese mit Metallen komplexiert
werden. Somit kbnnen spezifische Aufnahmewege in die Tumorzelle eréffnet und die
Eliminierung uber ABC-Transporter verzogert werden. Durch das Zusammenspiel der
beiden Wirkeinheiten sollen aktivere und selektivere Zytostatika synthetisiert und an-
schlieBend biologisch getestet werden.

Basierend auf bekannten Quercetinmetallkomplexen sollen als bidentate
Flavonoidliganden Wogonin (17), Chrysin (23), Apigenin (12), Genistein (13) sowie
Xanthohumol (24) und als Naphthochinonliganden Juglon (38), Plumbagin (37) und
dessen Derivate verwendet werden.*143144145 \weitere Liganden werden aus Flech-
ten isoliert (Zusammenarbeit mit Arbeitskreis von Prof. Dr. Rambold). Als Metallzen-
tren dienen u.a. Kupfer, Eisen, Platin, Ruthenium, Aluminium und Gallium. Die dar-
gestellten Chelatkomplexe sollen charakterisiert, anschlieRend beziglich ihrer
antitumoralen Aktivitat getestet und mit den freien Liganden verglichen werden.
Desweiteren sollte die gezielte Umsetzung von Eisen mit Cumarinen einen Auf-
schluss uber die Pflanzen und deren Mobilisierung von Fe(lll) auf alkalischen B6den
bringen (Zusammenarbeit mit Arbeitskreis von Prof. Dr. Clemens). Zudem soll 37
nicht nur komplexiert, sondern auch mit verschiedenen Fettsduren zu den entspre-
chenden Fettsaurederivaten umgesetzt werden.**°

Die Photoaktivierung von Carboplatin (4) fur Studien der intrazellularen Verteilung
und die Photolysechemie von 4 stellt einen weiteren Teil dieser Arbeit dar. Grund
hierfur ist die unbekannte Kinetik der subzellularen Verteilung und der unbekannte
Zerfall von 4 unter Abspaltung des organischen Liganden. Die Behandlung von
Krebspatienten mit 4 und anschlieRender Bestrahlung zeigte, dass die Zytotoxizitat
gegenuber Tumorzellen stieg, was anhand der erhdhten Anzahl an DNA-Schéden,

das Funffache an intermolekularer Vernetzung der DNA-Strange, belegt werden
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konnte.**” Allerdings ist die genaue Ursache davon unerklarlich. Ziel dieser Arbeit ist
es an die Liganden von 4 eine Alkingruppe zu substituieren, um mit Hilfe der
Clickchemie die subzellulare Verteilung von 4 beobachtet zu kbnnen. Hieraus ergibt
sich die Mdglichkeit eine zeitliche Auflosung der Akkumulation und Metabolisierung
der Verbindung in der Zelle zu beobachten. Fir die Photolyse soll 4 in unterschiedli-
chen Solventien geldst und anschlie3end mit UV-Licht verschiedener Wellenlange
und Intensitat bestrahlt werden. Die entstandenen Reaktionsprodukte sollen an-

schlieBend isoliert und analysiert werden.

3.2 Komplexkonjugate bioaktiver Naturstoffe

3.2.1 Liganden

Zur Darstellung von Komplexkonjugaten bioaktiver Flavonoide und Naphthochinone
werden zunachst die Liganden bendtigt. Die Flavonoide Apigenin (12), Genistein (13)
und Chrysin (23) und die beiden Naphthochinone Plumbagin (37) und Juglon (38)
wurden kommerziell erworben. Aufgrund der hohen Anschaffungskosten der Flavo-
noide Wogonin (17) und Xanthohumol (24) soll 17 synthetisch hergestellt und 24 aus
Hopfenextrakt-Kapseln extrahiert werden. Derivate von 37 und 38 wurden ebenfalls
synthetisch hergestellt. Aus den von Prof. Dr. Rambold gesammelten Flechten wur-
den geeignete Liganden isoliert.

3.2.1.1 Wogonin

Im Rahmen dieser Arbeit sollte Wogonin (17) nach Huang et al. (Schema 2, S. 12)
dargestellt werden.?’ Die Umsetzung von Trimethoxyphenol (18) mit Zimts&urechlorid
(19) und BF; x Et;O in einer Friedel-Crafts-Acylierung lieferte zunachst (E)-2-
Cinnamoyl-3,4,5-trimethoxyphenyldifluoroborat (68) (Abb. 16), welcher durch ges.
NaHCOs-Lsg. zum gewtinschten Chalkon 20 mit 83 % Ausbeute hydrolysiert werden
konnte (Schema 11).
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Abb. 16: Rontgenkristallstruktur von (E)-2-Cinnamoyl-3,4,5-trimethoxyphenyldifluoroborat (68). Daten siehe
réntgenographischer Anhang S. 178.

F>
68 20

Schema 11: Synthese von Chalkon 20:% Reagenzien und Bedingungen: (i) BF; x Et,O, 30 min, Rick-
fluss (Rf), 91 %; (ii) EtOAc, ges. NaHCOs-Lsg., 30 min, RT, 83 %.

Durch selektive Entschitzung der Hydroxygruppen in Position 2 und 4 konnte nicht
Chalkon 21 erhalten werden. Aufgrund der aciden Bedingungen fand neben der se-
lektiven Demethylierung eine intramolekulare Addition der Hydroxygruppe an die
Doppelbindung statt, wobei durch Rotation des (2,4,6-Trihydroxy-3-methoxyphenyl)-
Restes die zwei Isomere Dihydrowogonin (69) und Dihydrooroxylin A (70) entstanden
(Schema 12), deren NMR-Daten mit den Spektren der Literatur (ibereinstimmen.'*®
Aufgrund des geringen Unterschieds der Signalsétze von Chalkon 21 und den Iso-
meren 69 bzw. 70 sowie der sehr stark hochfeldverschobenen Signale der Doppel-
bindung in 21 von Huang et al. ist davon auszugehen, dass es sich nur um eine feh-

lerhafte strukturelle Zuordnung handelt, als um unterschiedliche Reaktionsprodukte.
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Schema 12: Darstellung von 69 und 70:%' Reagenzien und Bedingungen: (i) HBr, AcOH, 2 h, Rf,
61 % (69), 21 % (70).

Zum Einfuihren der Doppelbindung wurde 69 mit lod und DMSO versetzt.?” Unter den
in der Literatur beschriebenen Bedingungen und Aufarbeitung konnte kein Umsatz
erzielt werden. Durch Verwendung von Schutzgasatmosphére und Verzicht auf die
saulenchromatographische Aufreinigung wurde Negletein (71) mit 72 % Ausbeute

anstelle von 17 isoliert.

Ein moéglicher Mechanismus zur Bildung von 71 ausgehend von 69 wird in Schema
13 dargestellt. Zunachst kommt es zu einer radikalischen Etherspaltung durch ein
lodradikal. Der Pyronring ist in Verbindung 72 getffnet und es kommt zu einer 180°-
Drehung des (2,4,6-Trihydroxy-3-methoxyphenyl)-Restes mit anschlieBender Elimi-
nierung, wodurch Verbindung 73 entsteht. Das Sauerstoffradikal reagiert mit dem
Wasserstoffradikal der Hydroxygruppe in Position 2. Das gebildete Wasserstoffatom
erfahrt aufgrund des p-Hydroxyketons einen Chelateffekt, der eine radikalische Spal-
tung der Wasserstoffbindung verhindert. Eine Reaktion mit dem Wasserstoffradikal
der Hydroxygruppe in Position 4 scheidet aus, da das daraus resultierende Sauer-
stoffradikal para zur elektronenziehenden Gruppe, dem Keton, stehen wiirde, was es
instabil werden lasst. Folglich fihrt das Sauerstoffradikal in Verbindung 74 durch ei-
nen radikalischen Ringschluss zu Verbindung 75. Durch einen weiteren radikalischen
Reaktionsschritt wird unter Bildung von lodwasserstoffsaure die Doppelbindung ein-
gefuhrt und 22 gebildet. Dieser Verlauf entspricht einer Wessely-Moser Umlagerung
(WMU), welche typisch fir Flavone und weniger bekannt fir Dihydroflavone ist.1491°
AnschlieRend kommt es zu einer erweiterten WMU mit Methylshift. Ein weiteres
lodradikal reagiert mit der freien Hydroxygruppe in Position 7, sodass erneut ein

Sauerstoffradikal in Verbindung 76 entsteht. Da dieses para zum Keton steht, ist es
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instabil und kann die benachbarte Methoxygruppe unter Bildung von 77, durch radi-
kalische Etherspaltung, demethylieren. Dieses Sauerstoffradikal erfahrt einen +M-
Effekt durch den in para-Position stehenden Ether und ist somit stabil. Das noch b-

rig bleibende Wasserstoffradikal reagiert mit dem Sauerstoffradikal zu Negletein (71).

Schema 13: Moglicher Reaktionsmechanismus zur Darstellung von Negletein (71) ausgehend von 69.

In einem Parallel-Ansatz wurde eine weitere radikalische Methode zur Einfihrung der
Doppelbindung untersucht (Schema 14).*** Hierzu wurden die freien Hydroxygruppen
von 69 mittels Essigsaureanhydrid (43) und Pyridin Acetyl-geschitzt, um im nachsten
Schritt mogliche Nebenreaktionen zu verhindern. Verbindung 78 wurde anschlief3end
mit Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN) und N-Bromsuccinimid (NBS) zu 5,7-Diacetoxy-8-
methoxyflavon (79) umgesetzt. Die Abspaltungsversuche der Acetylgruppen mit
NaOH bzw. K,COj3 lieferten nur Zersetzungsprodukte.'® Die Verwendung von 3N
HCI in Aceton erbrachte ebenfalls eine Umsetzung zu 71 anstelle von 17 aufgrund
153

einer typischen WMU unter sauren Bedingungen mit anschlieRendem Methylshift.
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Mit einer Gesamtausbeute von 46 % Uber drei Stufen fiel diese geringer im Vergleich
zur 1,/DMSO Methode aus.

Schema 14: Synthese von Negletein (71):****** Reagenzien und Bedingungen: (i) Pyridin, 43, 2 h, Rf,

95 %; (i) CCls, NBS, AIBN, 2 h, Rf, 49 %; (i) MeOH, NaOH, 30 min, 50 °C; (iv) MeOH, K,COs, 1 h,
RT; (v) Aceton, 3N HCI, 16 h, Rf, 100 %.

Geeignete Kristalle des isolierten Produktes 71 wurden einer Rontgenkristallstruktur-
analyse unterzogen, deren Ergebnis den Strukturvorschlag Negletein (71) bestatigte
(Abb. 17).

Abb. 17: Rontgenkristallstruktur von Negletein (71). Daten siehe rontgenographischer Anhang S. 178.

Da mit Hilfe der radikalischen Methoden 17 nicht dargestellt werden konnte, wurde
fur die Einfihrung der Doppelbindung in 69 eine Oxidation nach Kim et al. unter Ver-
wendung von 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) in 1,4-Dioxan durch-
gefiihrt (Schema 15).1** 17 konnte in einer 36 %-igen Ausbeute erhalten werden.?’**
Der Versuch die Ausbeute durch Verwendung von Na,S,0s anstelle von DDQ zu

erhéhen, fiihrte zu keinem Umsatz (Schema 15).%°°
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OH O OH O
69 17

Schema 15: Darstellung von Wogonin (17):°>**%°

16 h, Rf, 36 %; (ii) Na,S,0s, EtOH, 16 h, Rf.

Reagenzien und Bedingungen: (i) DDQ, 1,4-Dioxan,

3.2.1.2 Xanthohumol

Aufgrund von Kosten- und Zeitersparnis wurde Xanthohumol (24) aus Hopfenextrakt-
Kapseln des Herstellers allcura extrahiert. Nach saulenchromatographischer Reini-
gung des EtOH-Extraktes konnten aus dem Inhalt von zehn Kapseln 60 mg von 24

erhalten werden.

3.2.1.3 Plumbaginderivate

Plumbagin mit Amin-Linker

Basierend auf den 6-Aminomethylnicotinat-Pt(ll)-Komplexen von Bernhardt et al. soll-
ten Platinkomplexe ausgehend von Plumbagin (37) mit Amin-Linker dargestellt wer-
den.™’ 6-tert-Butoxycarbonylaminomethylnicotinsaure-Linker (83) wurde geméaR der
Literatur ausgehend von Nicotinsaure-N-oxid (80) hergestellt (Schema 16).2%81°

Uber drei Stufen ergab sich eine Gesamtausbeute von 24 %.

O
O O
o Y o

X . . X OH ..

> OH (i) NOH (ii) | _ (iii) N

— N
(0] NH
! NC N NH, \n/

N
o
80 81 82 O g3

Schema 16: Synthese von 83:***'*® Reagenzien und Bedingungen: (i) NaCN, TMSCI, DMF, NEts,
24 h, Rf, 42 %; (i) MeOH, Pd/C (10 %), H,, 2d, RT, 65 %: (i) THF/H,0 (1:1), Boc,O, NaHCOs,
30 min, Rf, 88 %.

Um bei der spateren Yamaguchi-Veresterung Nebenreaktionen bzgl. der freien

Hydroxygruppe von 37 in Position 5 zu vermeiden, wurde diese methyliert (Schema
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17).” Mittels Aza-Michael Addition und anschlieBender Autoxidation wurde die Ami-
nogruppe von 2-Aminoethanol an Position 3 des 5-Methoxy-2-methyl-1,4-naphtho-
chinons (84) gekoppelt.*®® Die Yamaguchi-Veresterung aus Verbindung 85 und Lin-
ker 83 zu Verbindung 86 mit darauffolgender Boc-Entschitzung zu Verbindung 87
filhrte zu einer Gesamtausbeute von 26 % iber vier Stufen.'®* Die anschlieRende

Platinkomplexierung ist in Kapitel 3.2.2.7 (S. 52) dargestellt.

O O O
0. O‘ o (]
N/\/OH
H
OH O 0 O 0 O
37 84 85

o o J(iii)
N N
- | NH,> (V) ~ | NHBoc
N/\/O X xTFA =— N/\/O X
H H
0 O (0] 0 O o
87 86

Schema 17: Synthese von 87:">'%*!®* Reagenzien und Bedingungen: (i) Mel, Ag,0, CH,Cl,, 16 h, RT,
100 %; (ii) 2-Aminoethanol, CH,Cl,, 5 h, RT, 28 %; (iii) 83, NEts, 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, DMAP,
Toluol, DMF, 16 h, RT, 97 %; (iv) TFA, CH,Cl,, 1 h, RT, 97 %.

Mit Hilfe der Platinkomplexierung sollte im Vergleich zu 37 die Wirksamkeit gegen-
Uber Tumoren gesteigert werden. Die spateren ,in vitro-Tests* (Kapitel 4.3, S. 78)
zeigten jedoch, dass es zu einer Verschlechterung fiihrte, wahrscheinlich aufgrund

der Methoxygruppe.

Eine Demethylierung des Michael Addukts 85 nach Wipf und Jung sowie die direkte
Umsetzung von 37 mit 2-Aminoethanol fuhrten jeweils zu Zersetzungsprodukten

(Schema 18).160.162.163

O O
(LI on - L S

H
/O o OH O H OH O

85 88 37

Schema 18: Versuch der Darstellung von 88:'%*'® Reagenzien und Bedingungen: (i) 1 M BBrs,

CH,Cly, 2 h bei -78 °C, dann 1 h bei RT; (ii) 2-Aminoethanol, CH,Cl,, 1 h, RT.
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Als Alternative fir die Methylgruppe sollten Schutzgruppen verwendet werden, die
gleichzeitig mit der Boc-Schutzgruppe in Verbindung 86 sauer abspaltbar sind
(Schema 19). Ein Uberblick iiber alle verwendeten Schutzgruppen und Reaktionsbe-

dingungen ist in Tabelle 1 dargestellt.

o o) o)

”O‘ s O‘ O‘

| N/\/OH

H

OH O 0 O o_ 0
B 94

37 F,

89 R=y_O_~, 92 R=¥\

90 ‘f{ | J< 93 \er{BFz |
Si 0
&S % /©/
91 #sil G

Schema 19: Ubersicht iiber verwendeten Schutzgruppen fiir die Hydroxygruppe in 37.

Mit der Methoxyethoxymethyl(MEM)-Schutzgruppe, den Silyl-Schutzgruppen tert-
Butyldimethylsilyl ~ (TBDMS) und  Trimethylsilyl (TMS) sowie der p-
Methoxybenzyl(PMB)-Schutzgruppe konnte trotz Variation der Aquivalente der Eduk-
te, des Ldosungsmittels und der Reaktionsbedingungen kein Umsatz erzielt werden,
da sie vermutlich sterisch zu anspruchsvoll sind. Die Verwendung der Allyl-
Schutzgruppe und des Borkomplexes, aus BF3 x Et,0, fuhrte zu Zersetzungsproduk-
ten. Aufgrund der nicht zufriedenstellenden Ergebnisse wurde die Suche nach einer

geeigneten Schutzgruppe an dieser Stelle unterbrochen.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Reaktionsbedingungen zur Darstellung der Plumbaginderivate 89 —
95 ausgehend von Edukt 37.

89 MEMCI, K,CO3 CH,Cl, (Aceton) | 3h(5h, 8h) Rf 37
90'* TBDMSCI, DMAP, NEt, DMF 16 h RT 37
1163165 e TMSCI, Ag,0 CH,Cl, 24 h Rf o
e MSTFA -~ 16 h RT
e Allylbromid, KOH, KI DMSO 17 h (24 h) Rf
92 Zersetzung
e Allylbromid, K,CO3 Aceton 24 h RT
93 BF; x Et,O CH,Cl, 16 h RT Zersetzung
94 BF; x Et,0, 2-Aminoethanol CH,Cl, 16h (3 h,1h) RT Zersetzung
95 PMBCI, Ag,O CH,Cl, 12 h (32 h) RT 37

Plumbagin-Fettsaurederivate

Tumore versorgen sich durch das Entziehen grof3er Mengen an nattrlichen Fettsau-
ren aus dem Blut mit Energie.*®’” Sowohl die antitumoralen Eigenschaften, als auch
die Verwendung von essentiellen Fettsauren als Prakursor ist seit langerem in der
Krebstherapie bekannt. Dies machten sich u.a. Bradley et al. zu Nutze und knipften
an die cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaure (DHA, 96) Paclitaxel an.*®’ Die Wir-
kung konnte somit durch Kombination zweier aktiver Substanzen gesteigert und die
Toxizitat gegentber gesundem Gewebe vermindert werden. Denn durch den hohen
Bedarf an natirlichen Fettsauren konnte gewahrleistet werden, dass das toxische
Paclitaxel vermehrt ins Tumorgewebe gelang.’®” Diese synergetische Wirkung mit
Krebsmedikamenten wurde in den folgenden Jahren genutzt, sodass weitere be-
kannte Zytostatika, wie z. B. Doxorubicin, mit DHA (96) gekoppelt wurden. Im Falle
des Doxorubicin-DHA Derivats wurde die Selektivitat gegentiber Tumorgewebe durch
die Hydrazonbindung verstarkt, da diese unter physiologischen Bedingungen stabil

ist und erst bei niedrigeren pH-Werten, wie im Tumorgewebe, zerfallt.*®’

Damit das gegenuber gesundem Gewebe toxische 37 selektiver in Tumorzellen ge-
langt, wurden im Folgenden verschiedene Plumbagin-Fettsdurehydrazone darge-

stellt. Die Fettsauren DHA (96), gewonnen aus dem Ethylester 97 (Schema 20), und
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Olsaure (98) wurden zunéchst jeweils mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbo-

diimid Hydrochlorid (EDC x HCI) zur Aktivierung der Carboxylgruppen versetzt. 140163

e — o_-
97 @)

(i)
— — — — — — OH

96 O

Schema 20: Darstellung von DHA (96):163 Reagenzien und Bedingungen: (i) NaOH, EtOH, H,0, 16 h,
RT, 69 %.

Anschliel3end erfolgte die Zugabe von tert-Butylcarbazat (99) (Schema 21), welches
gemaR der Literatur dargestellten wurde.**®1%31%8 |m nachsten Reaktionsschritt wur-
de Verbindung 100a — b Boc-entschiitzt.***®® Zur Darstellung der Plumbagin-Hydra-
zonverbindungen 102a —c wurde 37 mit den Fettsdurederivaten 10la —c umge-

setzt.1®®

O

0 H
RWOH (i) R/\[fH\N)J\Ok (il R/\[(N\NHz (ii) O‘ o
° o " © oH N M r
"N

100a - b 101a-c 102 H
96 R= Y === —_ a
98 b — b
BINP are \Fae \a \ra \e c
Schema 21: Synthese der Plumbagin-Fettsaurederivate 102a — c:**®*%**% Reagenzien und Bedin-

gungen: (i) 99, EDC x HCI, DMF, 16 — 17 h, RT, 40 — 69 %; (ii) TFA, CH,Cl,, 1 h, RT, 8 — 93 %; (iii) 37,
TFA, MeOH, 8 h, Rf, 19 — 57 %.

3.2.1.4 Juglonderivate

Juglon mit Amin-Linker

Die beiden Naphthochinone 37 und Juglon (38) unterscheiden sich nur durch die Me-
thylgruppe in Position 2, welche bei 38 nicht vorhanden ist. Analog der Darstellung

von 84 und 85 (Schema 17, S.43) wurde in einem Parallelansatz die Hydroxygruppe
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von 38 methyliert und Verbindung 103 mit 2-Aminoethanol durch Michael Addition zu
Verbindung 104 mit 35 %-iger Ausbeute umgesetzt (Schema 22).”>**° Da sich be-
reits zu diesem Zeitpunkt die Methylschutzgruppe als nicht geeignet herausstellte
(Kapitel 3.2.1.3, S. 42) und keine geeignete Schutzgruppe gefunden werden konnte

(Tabelle 1, S. 45), wurde 104 fur weitere Versuche nicht mehr bertcksichtigt.

0] 0] O
NPYENSY
ﬁ ”/\/OH
_0O O _O (0]
8 103 104

OH O
3

Schema 22: Synthese von 104:”°'® Reagenzien und Bedingungen: (i) Mel, Ag,O, CH,Cl,, 16 h, RT,
100 %; (ii) 2-Aminoethanol, CH,Cl,, 4 h, RT, 35 %.

3.2.1.5 5-O-Methyldroseron

Das in der Natur selten vorkommende und nur aus der Pflanze Diospyros
melanoxylon Roxb. isolierte 5-O-Methyldroseron (106) weist neben seinen
antifungalen auch zytotoxische Eigenschaften auf.'”® Die Synthese von 106 wird
ausgehend von Plumbagin (37) im Folgenden dargestellt. Die freie Hydroxygruppe in
37 wurde methyliert und eine weitere Hydroxyfunktion in Position 3 Uber eine
Epoxidierung eingefuhrt (Schema 23). An der elektronenarmen Doppelbindung des
Michael-Systems in 84 ist theoretisch eine nukleophile Epoxidierung nach dem Prin-
zip einer Weitz-Scheffer-Reaktion mit KOH und Wasserstoffperoxid denkbar, jedoch
zeigen 1,4-Naphthochinone im Basischen Zersetzungsreaktionen.!™ Die schonende-
re Variante mit Na,COs3 und einer sehr kurzen Reaktionszeit lieferte Epoxid 105 mit
88 %."” Im letzten Schritt der Synthese findet eine saurekatalysierte Offnung des
Epoxids von 105 statt, durch welche regiospezifisch am Kohlenstoff in Position 3 eine
Hydroxygruppe erzeugt wurde.” 106 konnte mit 72 % Ausbeute gewonnen werden.
Damit ergibt sich eine Gesamtausbeute von 63 % uber drei Stufen.
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-Gy - g

84 105 106

Schema 23: Synthese von 106:”° Reagenzien und Bedingungen: (i) Mel, Ag,O, CH,Cl,, 16 h, RT,
100 %; (ii) H,O,, Na,CO3, MeOH, 1 min, RT, 88 %; (iii) H,SO4, H,0O, 0 °C, 72 %.

3.2.1.6 Parietin

Aus den von Prof. Dr. Rambold (Mykologie, Universitat Bayreuth) und seinen Mitar-
beitern erhaltenen Rohextrakten der gewohnlichen Gelbflechte Xanthoria parietina
wurde das Anthrachinon Parietin (107) isoliert. Da fUr eine spatere Komplexierung
nur eine Koordinationstelle zur Verfligung stehen sollte, wurden selektive
Monoacetylierungen nach Cotterill et al. und Alexander et al. durchgefiihrt (Schema
24).1"#173 Wahrend nach der Vorschrift von Cotterill et al. nur das zweifach acetylierte
Produkt erhalten werden konnte, fihrte die Durchfiihrung nach Alexander et al. zu-
satzlich zu den jeweils einfach acetylgeschitzten Verbindungen, welche als untrenn-
bares Gemisch vorlagen. An dieser Stelle wurde auf weitere selektive

Monoacetylierungen verzichtet.

O
OH O OH
O‘O o O‘O
107 108

Schema 24: Versuch der Darstellung von 108:"%'"

DMAP, 1,5 h, 65 °C; (ii) HsBOg3, 43, 5 h, 95 °C.

Reagenzien und Bedingungen: (i) 43, Pyridin,
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3.2.2 Metallkomplexe

Die im vorherigen Kapitel dargestellten und kommerziell erworbenen Liganden wei-
sen eine antitumorale Aktivitat auf, die je nach Struktur und Muster des Liganden be-
achtlich ist. Manche zeigen allerdings nicht nur eine hohe Toxizitat an Krebszellen,
sondern auch gegentuber gesundem Gewebe. Mit Hilfe von Metallsalzen sollen zum
einen die bereits zytotoxischen Liganden einen aktiveren Komplex bilden und zum
anderen sollen diese Metallkomplexe selektiv ins Tumorgewebe gelangen, um ge-
sundes Gewebe weniger zu schadigen.

3.2.2.1 Komplexe der Wogoninvorstufen
Chalkon

Das bei der Wogonindarstellung gewonnene Chalkon 20 wurde mit Cu(OAc). x H,0,
AI(NO3)3, FeCl; oder MgCl, umgesetzt (Schema 25). Nach einer Vorschrift von Zeng
et al. wurde Cu(ll)-Chelatkomplex 109 in einer Ausbeute von 54 % dargestellt.}’* Die
Umsetzung von 20 mit AI(NOs); nach Pusz et al. war trotz Variation der Aquivalente
der Base und des Metallsalzes nicht zielfiihrend.'”> Wahrend Fe(lll)-Chalkon Kom-
plex 111 nach Zeng et al. mit einer Ausbeute von 31 % dargestellt wurde, konnte

kein Umsatz mit MgCl, erzielt werden.*"

109: M=Cu,n=2
110: M=Al,n=3

1M11: M=Fe,n=3

112: M=Mg, n =2

174,175

Schema 25: Darstellung der Metall-Chalkonkomplexe 109 — 112: Reagenzien und Bedingungen:
(i) Cu(OAc), x H,0O/FeCls, NaOH, EtOH, 16 h, RT, 31 — 54 %; (ii) AI(NO3)s/MgCl,, NaOH, EtOH, 16 h,
RT.

Dihydrowogonin

Als weitere Wogoninvorstufe wurde Dihydrowogonin (69) mit FeCl; nach Zeng et al.

umgesetzt (Schema 26).}"* Der Fe(Ill)-Komplexes 113 konnte nicht isoliert werden.
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69 113

Schema 26: Versuch der Darstellung von 113:1" Reagenzien und Bedingungen: (i) FeCls;, NaOH,

EtOH, 16 h, RT.

3.2.2.2 Negletein-Komplexe

Negletein (71) wurde mit Cu(OAc), x H,O, AI(NOs3); oder MgCl, umgesetzt (Schema
27). Nach einer Vorschrift von Zeng et al. wurde Cu(ll)-Komplex 114 in einer Ausbeu-
te von 40 % dargestellt, wahrend kein Umsatz von 71 mit MgCl, erzielt werden konn-
te.'” Bei der Darstellung des Al(lll)-Chelatkomplexes 115 nach einer Vorschrift von

Pusz et al. ohne vorherige Deprotonierung konnte ebenfalls kein Umsatz erzielt wer-
175

den.
114: M =Cu, n =2
1M15: M=Al,n=3
116: M = Mg, n = 2
Schema 27: Darstellung der Metall-Komplexe 114 —116:"**"> Reagenzien und Bedingungen: (i)

AI(NO3)s/MgCl,, EtOH, 16 h, RT; (ii) Cu(OAc)z x H20, NaOH, EtOH, 8 h, 90 °C, 40 %.

3.2.2.3 Chrysin-Metallkomplexe

Chrysin (23) wurde mit Cu(OAc), x H,0, AI(NOs3)s, FeCls, Ga(NO3)s oder K,PtCl, (48)
umgesetzt (Schema 28). Cu(ll)-Chrysin Komplex 117 ist seit mehr als einem Jahr-
zehnt bekannt, wurde aber noch nicht auf antitumorale Aktivitdten untersucht. Durch
eine leichte Abwandlung der in der Literatur beschriebenen Bedingungen, zur besse-
ren Loslichkeit von 23, wurde 117 in einer 95 %-igen Ausbeute dargestellt.3617417
Nach einer Vorschrift von Pusz et al. konnte Al(lll)-Chrysin Komplex 118 mit 53 %
Ausbeute erhalten werden.!”® Die Umsetzung von 23 mit FeCls lieferte Fe(lll)-
Chrysin-Komplex 119 in einer 73 %-igen Ausbeute.!’® Die Darstellung von Ga(lll)-
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Chrysin Komplex 120 war weder nach einer Vorschrift von Biersack et al., mit
Triethylamin (NEt3) als Base, noch nach einer Vorschrift von Zeng et al., mit NaOH
als Base, zielfiihrend.'**"" In beiden Fallen konnte nur Edukt 23 reisoliert werden.
Die Umsetzung von 23 mit 48 nach einer Vorschrift von Papageorgiou und
Christianopoulou fihrte zu einem nicht I6slichen Feststoff, weshalb auf weitere Un-

tersuchungen an dieser Stelle verzichtet wurde.!®

1M17: M=Cu,n=2
118: M=A,n=3
119: M=Fe,n=3

120: M=Ga,n=3

121: M = PtNH5Cl, n = 1

36,174-178

Schema 28: Darstellung der Chrysin-Komplexe 117 — 121.: Reagenzien und Bedingungen: (i)
Cu(OAc), x H2O/AI(NO3)s/FeCls, NaOH, EtOH, DMF, 8 h/16 h/3 d, Rf/RT, 53 — 95 %; (ii) Ga(NO3)3/48,
NaOH/NHjs, EtOH, 16 h, RT.

3.2.2.4 Genistein-Metallkomplexe

Genistein (13) wurde mit Cu(OAc), x H,O, Al(NO3)3, FeCl; oder Ga(NO3); umgesetzt
(Schema 29). In Anlehnung an 117 wurde der ebenfalls bekannte, aber noch nicht
auf antitumorale Eigenschaften getestete, Cu(ll)-Genistein-Komplex 122 nach einer
abgewandelten Vorschrift von Zeng et al. in einer Ausbeute von 65 % darge-
stellt.®*"*1"° parallel zu 118 wurde 13 mit AI(NO3); umgesetzt, was zu einem un-
trennbaren Gemisch aus Ligand und Komplex fithrte.*”® Fe(lll)-Genistein-Komplex
124 konnte in einer 49 %-igen Ausbeute erhalten werden.'”* Analog der Versuchs-
durchflihrung von 120 konnte bei der Umsetzung von 13 mit Ga(NOs); auch nach

Variation der Aquivalente der Base und des Metallsalzes nur Edukt 13 reisoliert wer-

122: M=Cu,n=2
123: M=Al,n=3
124: M=Fe,n=3

125: M=Ga,n=3

36,174,175

Schema 29: Darstellung der Genistein-Komplexe 122 — 125: Reagenzien und Bedingungen: (i)
Cu(OAc), x HO/FeClz, NaOH, EtOH, 8 h/16 h, RT, 49 — 65 %; (ii) AI(NO3)s/Ga(NOs)s, NaOH, MeOH,
3d/16 h, RT.
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3.2.2.5 Apigenin Metallkomplexe

Apigenin (12) wurde mit Cu(OAc), x H>O oder Al(NO3z); umgesetzt (Schema 30). In
Anlehnung an die Cu(ll)-Komplexe 117 und 122 wurde ebenfalls der bekannte, aber
noch nicht auf antitumorale Eigenschaften getestete, Cu(ll)-Apigenin-Komplex 126
durch leichte Abwandlungen der in der Literatur beschriebenen Bedingungen in einer
57 %-igen Ausbeute dargestellt.***"*%% Analog zu 123 wurde 12 mit AI(NOs)s umge-

setzt, was zu einem untrennbaren Gemisch aus Ligand und Komplex fiihrte.*"

OH ]
(i)
(ii)

126: M=Cu,n=2
127:M=Al,n=3

36,174,175

Schema 30: Darstellung der Apigenin-Komplexe 126 und 127: Reagenzien und Bedingungen:
(i) Cu(OAc), x H,0, NaOH, EtOH, DMF, 8 h, Rf, 57 %; (ii) AI(NO3);, NaOH, MeOH, 3 d, RT.

3.2.2.6 Xanthohumol-Metallkomplexe

Xanthohumol (24) wurde mit Cu(OAc), x H,0, AI(NO3)s, Ga(NO3); oder FeCl; nach
einer Vorschrift von Zeng et al. umgesetzt (Schema 31).}"* Alle Umsetzungen liefer-
ten unlésliche Feststoffe, auf deren weitere Untersuchungen an dieser Stelle verzich-

tet wurde.

128: M=Cu,n=2

. 129: M=Al, n=3

SOV TN PSSO

W X I 130:M=Ga, n =3
OH O o O

% n
131: M=Fe,n=3
24 M

Schema 31: Versuch der Darstellung der Xanthohumol-Komplexe 128 — 131:*"* Reagenzien und Be-

dingungen: (i) Cu(OAc), x H.0/AI(NO3)3/Ga(NOs)s/FeCls;, NaOH, MeOH, 7 h/16 h/2 d, Rf/RT.

3.2.2.7 Plumbagin-Metallkomplexe
Platin-Komplex

Zur Darstellung des Pt(ll)-Komplexes 132 wurde das in Kapitel 3.2.1.3 (S. 42) syn-
thetisierte Plumbaginderivat 87 mit K,PtCl, (48) in einer 75 %-igen Ausbeute umge-

setzt (Schema 32).'%*
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Cl— Pt—NH

(@]
N
COX, o £
(0] N x TFA —>
N/\/
H N/\/O
O (@] O

-
87

Schema 32: Darstellung von Pt(Il)-Komplex 132:**

1M NaOH, 24 h, RT, 75 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i) 48, THF, H,0,

Ruthenium-Komplexe

Um die Toxizitdt von 37 gegenuber gesundem Gewebe zu senken und gleichzeitig
die Wirksamkeit zu steigern, wurden Plumbaginhydrazon-Rutheniumkomplexe dar-
gestellt. Als Liganden wurden (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-
yliden)nicotinohydrazon (135) und (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-
4(1H)-yliden)isonicotinohydrazon (136) verwendet, welche gemal der Literatur aus
37 und Nicotinsaurehydrazid (133) bzw. Isonicotinsdurehydrazid (134) synthetisiert
wurden (Schema 33).”4%%° 135 bzw. 136 wurde zum einen mit [Ru(p-Cymol)Cl,], zu
den Ruthenium-Cymen-Verbindungen 137 bzw. 138 mit 75 — 80 % Ausbeute umge-
setzt.”* Zum anderen wurde 135 bzw. 136 mit [Ru(Toluol)Cl,], (141), dargestellt nach
Bennett und Smith, zu den Ruthenium-Toluol Verbindungen 139 bzw. 140 in einer

60 — 84%-igen Ausbeute umgesetzt.’>*8
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(@)
(@]
(0]
T
. . 0
+ HoN. — (i) (i) |
O‘ N™, N —> | o ——> OH N. )Q/:"\ Cl,
H '\ 3 N N-Ru-
OH N\N /—\ H 4 \ / v u
OH O H * \ N Cl
37 133: Nicotinsaurehydrazid 135: Nicotinsaurehydrazon 137: Nicotinsaurehydrazon
134: Isonicotinsaurehydrazid 136: Isonicotinsaurehydrazon 138: Isonicotinsaurehydrazon
(iii)
(@)

LT,

|
oH N_. Hi=0l

N Ry
H * \\ //'\CIJIBU
139: Nicotinsaurehydrazon

140: Isonicotinsaurehydrazon

Schema 33: Synthese der Ru(ll)-Komplexe 137 — 140:"** Reagenzien und Bedingungen: (i) MeOH,
TFA, 8 h, Rf, 22 — 54 %; (ii) [Ru(p-Cymol)Clz]s, CH>Clo, MeOH, 3 h, RT, 75— 80 %: (iii) 141, CH,Cl,
MeOH, 3 h, RT, 60 — 84 %.

Ferrocen-Komplex

Ein weiterer Plumbaginhydrazon Metallkomplex wurde durch die Umsetzung von 37
mit Ferrocencarbonsaurehydrazid in einer 32 %-igen Ausbeute erhalten (Schema
34) 71,169

Schema 34: Darstellung von Ferrocen-Komplex 142:"%°

Ferrocencarbonsaurehydrazid, MeOH, TFA, 8 h, Rf, 32 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i)

3.2.2.8 Juglon-Metallkomplexe

Ruthenium-Komplexe

In Anlehnung an die Ru(ll)-Plumbagin Komplexe 137 — 140 sollten Ru(ll)-Juglon
Komplexe ausgehend von Juglonnicotinsaurehydrazon 143 und

Juglonisonicotinsdurehydrazon 144, synthetisiert aus Juglon (38) und 133 bzw. 134
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in 30 — 50 % Ausbeute, dargestellt werden (Schema 35).”%**° Die Umsetzung von
143 mit [Ru(p-Cymol)Cl;], war nicht zielfihrend, sodass auf die Umsetzung mit
[Ru(Toluol)Cl;], (141) sowie auf Umsetzungen von 144 mit [Ru(p-Cymol)Cl;], bzw.

141 verzichtet wurden.*

o) “
O‘ " el J\/_\ HL» OH N. J\_ cl,

N Ru-
OH O CI

38 133: Nicotinsaurehydrazid
134: Isonicotinsaurehydrazid

145: Nicotinsaurehydrazon

143: Nicoti h
icotinsaurehydrazon 146: Isonicotinsiurehydrazon

144 isonicotinsaurehydrazon

’

OH N J\mﬂ @

N-Ru-
H
AN %

147: Nicotinsaurehydrazon
148: Isonicotinsaurehydrazon

Schema 35: Versuch der Darstellung der Ru(ll)-Komplexe 145 — 148:"*%° Reagenzien und Bedin-
gungen: (i) MeOH, TFA, 2,5 — 3,5 h, Rf, 30 — 50 %: (ii) [Ru(p-Cymol)Cls]z, CH,Cl,, MeOH, 3 h, RT.

Analog zu 142 wurde 38 mit Ferrocencarbonsaurehydrazid nach einer Vorschrift von
Dandawate et al. zum Ferrocen-Komplex 149 in einer 42 %-igen Ausbeute umge-
setzt (Schema 36)."41%°

Schema 36: Darstellung von Ferrocen-Komplex 149:;"11%°

Ferrocencarbonsaurehydrazid, MeOH, TFA, 8 h, Rf, 42 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i)
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3.2.2.9 5-O-Methyldroseron-Metallkomplexe

Zur Bildung von finfgliedrigen Acyloin-Chelatkomplexen wurde 5-O-Methyldroseron
(106) nach einer Vorschrift von Chen et al. mit Kupfer(ll)-Chlorid, FeCl; oder
Ga(NOs); umgesetzt (Schema 37).'# Cu(l1)-5-O-Methyldroseron Komplex 150 konn-
te in einer 54 %-igen Ausbeute erhalten werden. Die Umsetzung von 106 mit FeCls;
oder Ga(NOg); fuhrte zu Zersetzungsprodukten, auf die nicht ndher eingegangen

wurde.

O O

(i) 150: M=Cu,n=2

O‘ .. O‘ 151: M =Fe,n=3
on _ 9, 0

152: M=Ga,n=3

O O O O

106

-~ ~ n
M

Schema 37: Darstellung der 5-O-Methyldroseron-Metallkomplexe 150 — 152:'®* Reagenzien und Be-

dingungen: (i) CuCl,, NaOMe, MeOH, 2,5 h, Rf, 54 %; (ii) FeCls/Ga(NO3);, NaOMe, MeOH.

3.2.2.10 Parietin-Metallkomplexe

Wahrend die Umsetzung von Parietin (107) mit Cu(OAc), x H,O in Anlehnung an den
Cu(ll)-Komplex 117 einen unléslichen Feststoff lieferte, flihrte die Umsetzung von
107 mit Cu(OAc), x H20 nach einer Vorschrift von Engstrom et al. zu Zersetzungs-
produkten (Schema 38).1748 |n beiden Fallen wurden auf weitere Untersuchungen

an dieser Stelle verzichtet.

o0 ()or
e ()
el o
(ii) Cu
== ()
OH O OH
107 | —O _

Schema 38: Versuch der Darstellung von Cu(ll)-Parietin-Komplex 153:'"*'%* Reagenzien und Bedin-

gungen: (i) Cu(OAc), x H,O, NaOH, EtOH, DMF, 8 h, RT; (ii) Cu(OAc). x H,0, NaOH, MeOH, CHCls,
16 h, RT.
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3.2.2.11 Eisen-Cumarin-Komplexe

Pflanzen besitzen zwei Strategien zur Eisenaufnahme. Zum einen durch die saure
Reduktion von Eisenverbindungen (Fe** — Fe®") und zum anderen durch das
Chelatisieren von Eisen (Siderophore).’®* Jedoch ist der genaue Mechanismus der
Mobilisierung von Fe(lll) nicht bekannt. Es wird vermutet, dass dabei phenolische
Substanzen, entweder als Reduktionsmittel oder als Komplexligand, eine Rolle spie-
len.*® Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Clemens (Pflanzenphysiologie, Universitét
Bayreuth) untersuchte Strategie | der Eisenaufnahme und versuchte herauszufinden,
welche Substanzen bei Eisenmangel von den Wurzeln der Schotenkresse
Arabidopsis thaliana vermehrt produziert werden. Verantwortlich zeigten sich die
Cumarine Scopoletin (154), Esculetin (155) und Fraxetin (156) (Abb. 18).%4

OH
=
Q HO = o Z
154 155 | 156

Abb. 18: Strukturen der Cumarine Scopoletin (154), Esculetin (155) und Fraxetin (156).

Um mehr Aufschluss bzgl. der Mobilisierung von Eisen durch Cumarine zu gewinnen,
sollte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Clemens mittels
UV/Vis-Spektroskopie herausgefunden werden, welche Eisenkomplexe sich bevor-
zugt unter basischen Bedingungen mit den detektierten Cumarinen 154 — 156 aus-
bilden. Um die Bildung von Oxo-, Hydroxy- und Aquo-Eisen-Komplexen zu vermei-
den, wurden die folgenden Ansatze unter Ausschluss von Luft und Feuchtigkeit
durchgefuhrt. Es wurden 3 Aquivalente des jeweiligen Liganden 154 — 156 in MeCN
gelést und mit 6 Aquivalenten NEt; sowie 1 Aquivalent FeCl, oder FeCl; umgesetzt.
Nach 0,5 h wurden unter Argon UV/Vis Spektren der Reaktionslésungen im Wellen-

langenbereich von 300 — 900 nm aufgenommen (Abb. 19).184

Das Absorptionsmaximum der freien Liganden liegt bei 370 nm, wohingegen das
Maximum nach Zugabe von NEtz; um 50 — 80 nm in den l&ngerwelligen Bereich ver-
schoben ist. Der Grund hierfir ist die Bildung der Dianionen von 155 und 156, bzw.
des Phenolatanions von 154 und des damit verbundenen Ligandentibergangs von
n — 7 der neutralen Liganden und der Catechol-/Phenolatanionen.'®# Reaktions-

I6sungen mit FeCl, zeigen horizontale Plateaus mit einem Maximum bei 630 —
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670 nm und enden erst bei 800 nm. Dies ist auf den typischen Ligand
zu Metall Charge-Transfer Fe-Triscatechol-Komplex zuriick zu fithren.'®*!%> Reakti-
onslosungen mit FeCl; zeigen einen &hnlichen Kurvenverlauf, nur mit einer Ver-
schiebung in den héheren Wellenlangenbereich. Bei 155 um 120 nm, bei 156 um 60

nm und um 30 nm bei 154.
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Abb. 19: UV/Vis-Spektren der Cumarine 154 — 156 und deren Umsetzung mit NEt; und FeCl, bzw.
FeCls: (A) 155 (grun), 155+NEt; (orange), 155+NEt;+FeCl, (lila), 155+NEt;+FeCl; (schwarz), FeCl,
(blau), FeCl; (rot); (B) 154 (grin), 154+NEt; (orange), 154+NEts;+FeCl, (lila), 154+NEt;+FeCl;
(schwarz); (C) 156 (griin), 156+NEt; (orange), 156+NEt;+FeCl; (lila), 156+NEt;+FeCl; (schwarz).
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Literaturbekannte Eisenkomplexe mit monodentaten Phenolliganden haben ihr Ma-
ximum im UV/Vis-Spektrum bei 430 — 450 nm.'®® Dieses Maximum ist im Vergleich
mit den Scopoletin-, Esculetin- und Fraxetin-Fe-Komplexen um 200 nm in den kurz-
welligeren Bereich verschoben. Dass 155 und 156 als bisdentate Liganden agieren
ist aufgrund des Catecholsystems vorauszusehen. Von 154 als Phenolverbindung
hingegen wird die Funktion eines monodentaten Liganden erwartet. Die UV/Vis-
Spektren belegen, dass ein freies Elektronenpaar der Methoxygruppe eine dative

Bindung mit dem Eisen eingehen muss, sodass 154 als bidentater Ligand agiert.

Die breiten Plateaus in den UV/Vis-Spektren (Abb. 19) lassen sich durch eine Oxida-
tion der Catecholliganden 155 und 156 zu den entsprechenden o-Semichinonaten
durch die Reduktion von Fe(lll) zu Fe(ll) erklaren. Jones et al. beschaftigten sich mit
der Umsetzung von Fe(ll) oder Fe(lll) und Catecholdianionen oder o-Semichinonaten
unter wasserfreien Bedingungen mit unterschiedlicher Stéchiometrie und deren
UV/Vis-Spektren.®® Es konnte beobachtet werden, dass konventionelle
Catecholkomplexe, wie [Fe"(Catecholat)s]* aus Fe(lll) und Catecholdianionen im
Verhéltnis 1:3, im UV/Vis-Spektrum ein Maximum ohne Plateau bei 490 nm aufwei-
sen im Gegensatz zu Komplexen aus o-Semichinon-Anionen, welche ein langes Pla-
teau von Wellenlangen bis zu 900 nm aufweisen. Da die in Abb. 19 gezeigten
UV/Vis-Spektren ahnliche langgezogene Plateaus aufzeigen und dadurch, dass das
Maximum nicht einem monodentaten Eisenkomplex entspricht, wird von den in
Schema 39 aufgezeigten Metallkomplexen aus den Liganden 154 — 156 mit FeCl;

und NEt; ausgegangen.'®

OH
=
? HO Z o) Z
154 155 | 156

(i): FeCls + NEt3 l (i) l 0] l

O 0._0 O 0._0
154-H),Fe!! 155-2H),Fe'
(154.H), \\Om (ss2mFe! P

| ~ o =

3 (156-2H)2Fle”\‘o

0]

Schema 39: Vermutete Fe(ll)-Cumarin-Komplexe ausgehend von den Liganden 154 — 156, NEt; und
FeCls.
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Auch wenn die Reaktionsbedingungen mit organischen LOésungsmitteln nicht den
physiologischen Bedingungen entsprechen, wurde gezeigt, dass die Cumarine 154,
155 und 156 in der Lage sind, als Ligand fur Fe(ll) und zugleich als Reduktionsmittel,

Fe(lll) zu mobilisieren.*3

Unabhangig von den UV/Vis-Spektren sollte die Wechselwirkung der Cumarine 154 —
156 mit Eisen genauer bestimmt werden. Es wurde zu den in MeOH gel6sten Ligan-
den in H,O gelostes FeCl, oder FeCl; hinzugegeben. Die Mischungen wurden mittels
ESI-QTOF-MS durch Direkteinlass im positiven und negativen lonisations-Mode ge-
messen. In allen Mischungen war das m/z-Verhaltnis des freien Liganden zu sehen.
Nur bei 154 mit FeCl, konnten unabhéngig von der Stochiometrie und der MeOH-
Konzentration neue Signale mit gréBeren m/z beobachtet werden.'®* Diese Signale
lassen auf ein Verhaltnis von 154 zu Eisen mit 3:1 schlie3en. Ein simuliertes Mas-
senspektrum fiir den erwarteten Komplex [Fe(ll) + (154)s]** zeigte eine Ubereinstim-
mung des Isotopenmusters von Eisen mit dem gemessenen Spektrum.*®* Aufgrund
der Ergebnisse wird vermutet, dass das von der Pflanze im alkalischen Boden freige-
setzte 154 stabile Fe(ll)-Komplexe aus Fe,Oj3 bildet, um eine Re-Oxidation des Ei-
sens zu verhindern. Durch diese Komplexe ist das Eisen jederzeit verfugbar und

kann in der Pflanze bis zum Gebrauch gespeichert werden.**

Mit Hilfe der oben beschriebenen Versuche und Analysen konnte gezeigt werden,
dass die Mobilisierung von Eisen in der Schotenkresse Arabidopsis thaliana nicht nur

nach Strategie | oder Il, sondern nach beiden gleichzeitig verlauft.

3.3 Click-Chemie

Trotz langjahriger klinischer Anwendung von Carboplatin (4) konnte bis jetzt die Kine-
tik der subzellularen Verteilung und der Zerfall unter Abspaltung des organischen
Liganden nicht aufgeklart werden. Die bereits in Kapitel 2.5 (S. 33) beschriebene
Click-Reaktion soll im Wesentlichen zur Offenlegung der intrazellularen Verteilung
von 4 beitragen. Fir die Durchfihrung wurden zum einen 3-Azido-7-hydroxycumarin
(157) und zum anderen 4 mit einer Alkingruppe bendétigt. Es gibt zwei mdgliche
alkinsubstituierte Derivate von 4. Die Alkingruppe kann am zentralen Kohlenstoffatom
des Cyclobutyldicarboxylatoliganden, Verbindung 158, oder durch Austausch der

Ammoniak- durch Propargylaminliganden, Verbindung 159, eingefiihrt werden
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(Schema 40). Beide Alkine sollen anschlieRend mit 157 via Click-Chemie in Verbin-
dung 160 und 161 Uberfuhrt werden. Dabei sind beide Verbindungen 160 und 161
von Bedeutung. Dass der Ammoniakligand von 4 an die DNA bindet ist bekannt, die
Aufnahme der Verbindung in die Zelle sowie ihre subzellulare Verteilung und der
Transport zur DNA sind aber weitgehend unbekannt. Auch der Zeitpunkt wann der
Cyclobutyldicarboxylatoligand abgespalten wird, ist von gro3em Interesse. Im Fol-
genden sollen die Darstellungen der azidsubstituierten und alkinsubstituierten Ver-

bindungen veranschaulicht werden.

\ w g
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N, O H3N O H3N O
Pt
H 0 HaN O H3N O
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159 158
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O N~ °N
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N O H3N /O — (0]
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0O N N HsN 0o
| N O 160
161
HO

Schema 40: Syntheseplan der Azid-Alkin-Click-Reaktionen ausgehend von den alkinmarkierten
Carboplatinderivaten 158, 159 und dem Azidcumarin 157.

3.3.1 Cumarine

Das in Visualisierungsexperimenten am meisten verwendete Cumarin ist das
3-Azido-7-hydroxycumarin (157), welches gemald der Literatur hergestellt wurde. Die
Eintopfsynthese nach einer Vorschrift von Sivakumar et al.,, ausgehend von
2,4-Dihydroxybenzaldehyd (162) und N-Acetylglycin (163), lieferte 157 nur in einer
2 %-igen Ausbeute (Schema 41).28718 Auch die Isolierung der Zwischenprodukte
7-Acetoxy-3-acetylaminocumarin (164) und 3-Amino-7-hydroxycumarin (165), um
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maogliche Nebenreaktionen zu vermeiden, war nicht zielfihrend. 164 konnte dabei in
einer 14 %-igen, 165 in einer 39 %-igen und 157 in einer 67 %-igen Ausbeute erhal-

ten werden, was eine Gesamtausbeute von 4 % ergab.

| ' 0 0 o HO 0._0
I LR A SO W SO
HO OH

0 N
164 165

Schema 41: Synthese von 3-Azido-7-hydroxycumarin (157):**"®® Reagenzien und Bedingungen: (i)

43, NaOAc, 4 h, Rf; (i) HCI, EtOH, 1 h, Rf; (i) NaNO,, NaNs, 16 h, RT, 2 %.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte neben dem Azidcumarin 157 ein Alkinylcumarin dar-
gestellt werden, um die Méglichkeit zu erhalten azidsubstituierte Testsubstanzen zu
,clicken“. Ausgehend von 3-Butinsdure (167), dargestellt durch eine Jones-Oxidation
aus 3-Butin-1-ol (166) in einer 49 %-igen Ausbeute (Schema 42), und
2,4-Dihydroxybenzaldehyd (168) wurde versucht 3-Ethinyl-7-hydroxycumarin (169)

herzustellen (Schema 43).187189.1%0

) OH
M 0 2T

O
166 167

Schema 42: Darstellung von 3-Butinséure (167):*%"*%°

H,SO,, Aceton, 5 h, RT, 49 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i) CrOs, H,0,

In einer Eintopfsynthese sollte zun&chst das Intermediat 170 durch Steglich-
Veresterung hergestellt und mit Cs,CO3 durch Ringschluss in das Produkt 169 tber-
fihrt werden (Schema 43).28718° Neben Edukt 168 konnten nur Nebenprodukte, auf
die nicht ndher eingegangen wurde, beobachtet werden. Grinde hierfir kénnten die
zwei freien Hydroxygruppen im Aldehyd 168 sein, an denen gleichzeitig eine Steg-
lich-Veresterung stattfindet oder das azide Proton der Alkingruppe in 167, welches

noch vor dem Saureproton deprotoniert wird.
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187,189

Schema 43: Versuch der Synthese von 3-Ethinyl-7-hydroxycumarin (169):
dingungen: (i) DCC, DMAP, CH,Cl,, 3 h, RT; (ii) Cs,COs3, 2 d, RT.

Reagenzien und Be-

Deshalb wurde der in para-Position acetylgeschitzte Aldehyd 172 nach einer Vor-

schrift von Mathew et al. in einer 67 %-igen Ausbeute dargestellt (Schema 44) und

mit 167 umgesetzt (Schema 45)_187,189,191

i i i
O, - O 2,0
HO OH HO Ok AO OH

168 171 172

Schema 44: Darstellung von Aldehyd 172:**

CH.Cl,, 16 h, RT, 67 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i) Pyridin, Acetylchlorid,

Da auch in diesem Fall neben Edukt 172 und einigen Nebenprodukten nicht das ge-
winschte Produkt 173 isoliert werden konnte, wurde im Weiteren auf diese Darstel-
lung von 169 verzichtet.

i 0 =
OH .
o} .
)ko OH )ko OM HO 0" 70
173

167 172

Schema 45: Versuch der Synthese von 3-Ethinyl-7-hydroxycumarin (169):'8"1%

dingungen: (i) DCC, DMAP, CH,Cl,, 3 h — 16 h, RT — Rf; (ii) Cs,CO:s.

Reagenzien und Be-

Als Alternative sollte aus 3-Bromumbelliferon (174) und Trimethylsilylacetylen mittels
Sonogashira-Kupplung und anschlieBender Entschitzung Alkincumarin 169 darge-
stellt werden. 174 konnte aus Umbelliferon (40) nur in einer 15 %-igen Ausbeute,
trotz Variation der Reaktionszeit und der Menge an Edukten, erhalten werden
(Schema 46).%
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HO (@] (@) HO (@] (@)
[COEE R0
= = Br

40 174

Schema 46: Darstellung von 3-Bromumbelliferon (174):*%

NH4OAc, MeCN, 1 h, RT, 15 %.

Reagenzien und Bedingungen: (i) NBS,

Die weitere Umsetzung mit Trimethylsilylacetylen und Pd(PPh3).Cl, flhrte zu keiner-
lei Umsatz (Schema 47).'%* Auch die Verwendung des in situ dargestellten Palladi-
um-Katalysators schlug fehl, sodass an dieser Stelle auf weitere Versuche zur Dar-
stellung von 169 verzichtet wurde.

Schema 47: Versuch der Synthese von 3-Ethinyl-7-hydroxycumarin (169):'** Reagenzien und Bedin-

gungen: (i) Trimethylsilylacetylen, Pd(PPhs),Cl,, Cul, MeCN, NEt;, 8h, 45°C; (i)
Trimethylsilylacetylen, PdCI,, Cul, PPhs, MeCN, NEts, 8 h, 45 °C; (iii) K,CO3, MeOH.

3.3.2 Alkinmarkiertes Carboplatin

Die Darstellung von Carboplatin (4) nach S. Dhara und P.C. Hydes ist retrosynthe-
tisch in Schema 48 dargestellt.'*>*** Hierbei wird zunachst Dimethylmalonat (176)
mit Dibrompropan (177) zu Verbindung 178 umgesetzt und durch anschlieRende
Verseifung in den Verlustiganden 179 dberfihrt. Dieser wird mit cis-
Diammindiiodoplatin(ll) (49) zu 4 umgesetzt. Angelehnt an diese Synthese sollten
auch die alkinmarkierten Carboplatinderivate 158 und 159 (Schema 40, S. 61) dar-
gestellt werden.
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Schema 48: Retrosynthese von Carboplatin (4) nach S. Dhara und P.C. Hydes."*>**
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Zur Darstellung des alkinmarkierten Carboplatinderivats 158 wurde in der Bachelor-
arbeit von D.M. Meisel die Einfilhrung einer Alkingruppe in 176 untersucht.'®> Es
zeigte sich, dass die Umsetzung mit Propargylbromid aufgrund der Dialkylierung
nicht zielfihrend war, sodass als Alternative 2-(Methoxycarbonyl)malonsauredi-
methylester (181), ausgehend von 176 und Methylchloroformiat (180), in einer 56 %-
igen Ausbeute dargestellt und mit Propargylbromid zu Verbindung 182 in einer 73 %-
igen Ausbeute umgesetzt wurde (Schema 49)."*'% Die anschlieBende
Decarboxylierung erfolgte mit 90 % Ausbeute, sodass 183 in einer Gesamtausbeute

von 37 % Uber drei Stufen hergestellt werden konnte.*%®

O O |
O O 0 oO Oo
~ -
+ (i) 0)%0 (ii)
A I Y _W
0 0 o~ ~clI 00 g o—
| X
176 180 181 182 >
(iii)
O O
\O O/
X
183

Schema 49: Synthese von Ester 183:'%'*® Reagenzien und Bedingungen: (i) Na, Toluol, 5 h, Rf,

56 %; (ii) NaH, Propargylbromid, Toluol, DMF, 20 h, 80 °C, 73 %; (iii) NaOMe, THF, 2 h, RT, 90 %.

Die weitere geplante Syntheseroute von 158 ist in Schema 50 dargestellt. Diester
183 sollte zum Diol 184 reduziert und durch eine Appel-Reaktion in Dibromid 185
Uberfihrt werden. Die weitere Umsetzung mit 176 sollte Verbindung 186 darstellen,
welche durch Verseifung zum Verlustligand 187 fuhren sollte. Dieser sollte im letzten
Syntheseschritt mit 49 zum Carboplatinderivat 158 umgesetzt werden.
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Schema 50: Retrosynthese des alkinmarkierten Carboplatinderivats 158.

AN

Verschiedene Reduktionsmethoden zur Darstellung von Diol 184 wurden in der Ba-
chelorarbeit von D.M. Meisel untersucht.’®%2%2 Hierbei konnte mit Lithiumalu-
miniumhydrid (LiAIH;) das beste Ergebnis mit 73 % Ausbeute erzielt werden
(Schema 51).

O O

HO OH
~o o~ (i) )/\
Z

=
Z 183 184

Schema 51: Darstellung von Diol 184:°*?°2 Reagenzien und Bedingungen: (i) LiAlH,, Et,O, 2 h, RT,
73 %.

Die Mukaiyama Redox-Reaktion wurde am Diol 184 mit 4,4 Aquivalenten Br, durch-
gefiihrt (Schema 52), da die Verwendung geringerer Aquivalente oder die Verwen-
dung von Tetrabrommethan (CBr,) nach einer Vorschrift von Baughman et al. oder
Oikawa et al. die monobromierte Verbindung 188 lieferte, welche durch erneute Um-
setzung mit Br, oder CBr, zu Zersetzungsprodukten fiihrte.?°2%* Allerdings konnte
Dibromid 185 nach Aufreinigung mittels Saulenchromatographie und Destillation

nicht in seiner reinen Form gewonnen werden.
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Schema 52: Synthese von 185: Reagenzien und Bedingungen: (i) 2,2 Aqg. Br,, 2,2 Ag. PPh;, THF,
4 h, RT; (ii) 4,4 Aq. Bry, 4,4 Ag. PPhs, THF, 4 h, RT.

Die weitere Umsetzung von 185 mit Dimethylmalonat (176) nach einer Vorschrift von
P.C. Hydes lieferte keinen Umsatz (Schema 53).'** Eine Erhéhung der Reaktions-
temperatur fuhrte zu Zersetzungsprodukten, sodass Verbindung 186 nicht dargestellt
werden konnte. Abgesehen von der Verunreinigung von 185 kdnnte das azide Proton
der Alkinfunktion fur den unbefriedigenden Reaktionsverlauf verantwortlich sein. Dies
wirde durch die Einfihrung einer TMS-Schutzgruppe am Alkin des Diols 184 ver-
mieden werden, was an dieser Stelle jedoch nicht versucht wurde. Da 186 in dieser
Arbeit nicht erhalten werden konnte, blieben folglich die weiteren Syntheseschritte in

Schema 50 zum alkinmarkierten Carboplatinderivat 158 aus.

() ? 9
BQ/\Br (’fi) ~ o o~
R VARG
¢185 +.("i) 186
Z

Schema 53: Versuch der Darstellung von 186:'** Reagenzien und Bedingungen: (i) 176, NaOMe,

MeOH, 2 h — 20 h, RT,; (ii) 176, NaOMe, MeOH, 2 h, 40 °C; (iii) 176, NaOMe, MeOH, 4 h, 60 °C.

Auch die Synthese des anderen Carboplatinderivates 159 blieb ohne Erfolg, da be-
reits die Darstellung von Diiododipropargylaminoplatin (189) ein Problem darstellte.
In Anlehnung an S. Dhara wurde 48 mit Propargylamin umgesetzt (Schema
54).1>187 Hierbei wurde die Reaktion bei neutralen pH-Wert abgebrochen, um eine
maogliche Polymerisation der Alkinfunktionen oder das Entstehen schwer I6slicher
Magnus-Salze zu vermeiden. Allerdings konnte nur ein unldslicher Feststoff erhalten

werden.
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Schema 54: Versuch der Darstellung von Diiododipropargylaminoplatin (189):
Bedingungen: (i) Propargylamin, KI, H,O, 1 —» 2,5 h, RT.

1° Reagenzien und

3.4 Belichtung Carboplatin

An manchen Krebspatienten, welche wahrend der Behandlung mit Carboplatin (4)
zusatzlich bestrahlt wurden, konnte beobachtet werden, dass eine verstéarkte Zytoto-
xizitat gegeniber Tumorzellen auftrat. Forschungen von Micouskova et al. belegen
diese Beobachtung, dass 4 nach UV-Photoaktivierung eine erhéhte Anzahl an DNA-
Schaden, das Funffache an intermolekularer Vernetzung der DNA-Strange im Ver-

gleich zu 4 im Dunkeln, aufweist.**’

Welche Platin-Addukte ausgehend von 4 dafur
verantwortlich sind, konnte bis jetzt noch nicht geklart werden. In dieser Arbeit sollte
4 hergestellt, in unterschiedlichen Solventien gelést und mit UV-Licht verschiedener
Wellenlange sowie Intensitat bestrahlt werden. Die entstandenen Reaktionsprodukte

sollten anschlieend isoliert und analysiert werden.

Darstellung Carboplatin (4)

Das fur die Photolyse benétigte Carboplatin (4) wurde nach S. Dhara und P.C Hydes
(Schema 48, S. 64) dargestellt.'*™** Cyclobutan-1,1-dicarbonsaure (190) konnte
ausgehend von Dimethylester 176 und Dibrompropan (177) in einer 85 %-igen Aus-

beute erhalten werden (Schema 55).18719%20°
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Schema 55: Synthese von Cyclobutan-1,1-dicarbonsaure (190):**"'%*?®* Reagenzien und Bedin-

gungen: (i) NaOMe, MeOH, 2 h, Rf; (ii)) KOH, MeOH, 2 h, Rf; (iii) HCI, H,O, 5 min, Rf, 85 %.

Cis-Diammindiiodoplatin(ll) (49) wurde gemaR der Literatur aus K,PtCl, (48) in einer
71 %-igen Ausbeute hergestellt, in den instabilen Diaguokomplex 191 uberfuhrt und
mit 190 im Verhaltnis 1:1 (Platinsalz zu Ligand) umgesetzt (Schema 56), da ein
Uberschuss an 190 zu einem schwer trennbaren Gemisch aus Ligand und Komplex

filhrte.'*>1% 4 konnte in einer 31 %-igen Ausbeute erhalten werden.

O
2+
. HaN._ 1 " HsN_ |
KPtCl, () 3Uptl () PN OFa ) (o G T
— HN°© "I —— | H3N” "OH, T H.N o
48 49 191 4 O
Schema 56: Synthese von Carboplatin (4):**>*** Reagenzien und Bedingungen: (i) KI, H,O, NH,OH,

24 h, RT, 71 %; (ii) AgQNO3, H,0, 4 h, RT,; (iii)) 190, KOH, H,0, 3 h, 60 °C —» 64 h, 5 °C, 31 %.

Belichtung und NMR-Spektren

Da die Belichtung von 4 zu anderen DNA-Schaden im Vergleich zu 4 im Dunkeln
fuhrt, wird von einem anderen Zerfallsprozess des Platinkomplexes ausgegangen.
Durch Belichtung kann es zur Decarboxylierung kommen, wodurch zum einen das
Keten 192 und der monokationische Hydroxoplatin-Komplex 193 entstehen kénnte,
welcher wiederum mit dem frei gewordenen CO, weitere Carbonatokomplexe 54 —
56 (Kapitel 2.4.4, S. 29) bilden kdnnte (Schema 57). Diese Vermutung lasst sich
durch Arbeiten von Di Pasqua et al. begriinden, welche zeigten, dass die Umsetzung

von 4 mit Carbonaten, so wie sie in unserem Korper vorzufinden sind, zu aktivier-
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enderen und zytotoxischeren Verbindungen fiihrten.*”® Auch konnte durch
electrophoretic mobility shift assay (EMSA)-Studien von Sorokanich et al. gezeigt
werden, dass im Vergleich zu 4, diese Carbonatoplatin-Komplexe zu geringeren in-
tramolekularen Vernetzungen der DNA-Strangen fithrten.?®® Auch die Beobachtun-
gen von Mlcouskova et al., dass die Belichtung von 4 zu weniger intrastrand, sondern
zu mehr interstrand DNA-Addukten fihrt, I&sst den in Schema 57 vermuteten Zer-

fallsprozess nicht abwegig erscheinen.*’

o +
H,N. O HaN,
Pt hv o:C:<> +CO, + Pt-OH
HsN o - H3N
4 O 192 N 193
Y

|

— 2_

HsN. OCO, HaN, O H,N OCO,
Pt — " p O/EO — | g

HaN" OH HsN HN" oco,
54 55 56

Schema 57: Moglicher Zerfallsprozess des Carboplatins (4) durch Belichtung.

Um madgliche Zerfallsprodukte zu isolieren und zu charakterisieren wurde 4 in unter-
schiedlichen Solventien gelost und mit UV-Licht verschiedener Wellenlange und In-
tensitat bestrahlt. Die Verwendung von CH,Cl, oder THF mit 5% H,O und einer
5 Watt Diodenlampe oder 150 Watt Quecksilber-Tauchlampe zeigten mit und ohne
Schutzgasatmosphare keine Veranderung von 4 nach einer Belichtungsdauer von

15 min bis zwei Tagen.

Da die Beobachtungen von Di Pasqua et al. und Milcouskova et al. nicht in zellfreien
Medien unter Schutzgasatmosphare stattfanden und die pH-Wert-Abhangigkeit eine
Rolle spielt, wurde 4 einmal in PBS (phosphate buffered saline, pH-Wert 7,4) und
einmal in dest. H,O (pH-Wert 5) geldst und belichtet.***'*" Zur Reaktionskontrolle
wurde in einem Zeitraum vom 0,75 — 8 h zu verschiedenen Zeiten eine Probe aus der
Reaktionslosung genommen, per NMR-Spektroskopie analysiert (Abb. 20) und zum
Vergleich eine Reaktion bei Tageslicht und im Dunkeln durchgefiihrt. Wahrend bei
den Ansétzen bei Tageslicht und im Dunkeln keine Reaktion von 4 zu verzeichnen
war, konnte ab 1,75 h Belichtung ein zunehmender Rickgang der Carboplatin-

Signale sowohl im PBS-Puffer als auch im dest. H,O beobachtet werden.
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Bei pH-Wert 7,4 spaltete sich das Triplett-Signal der beiden CH,-Gruppen bei
2,8 ppm in ein Multiplett auf. Da die Signale nur minimal zu denen von 4 verschoben
waren, kbnnte von einer monodentaten Platinspezies ausgegangen werden. Das
neue Signal zwischen 2,2 und 2,3 ppm war dem Verlustliganden 179 als Dianion zu
zuordnen, dessen deutliche Zunahme bei pH-Wert 7,4 im Vergleich zu pH-Wert 5 zu
beobachten war.?’” Dies ist auf die schnellere Reaktion von 4 mit Phosphaten zu-
riickzufiihren.?®” Da wahrend der Belichtung 179 als Dianion entstand, wurde von der

zuvor angenommenen Vermutung, dass sich Keten 192 bilden kdnnte, abgesehen.
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Abb. 20: *H-NMR-Spektren im Zeitraum 0,75 h bis 8 h wahrend der Belichtung mit 150 Watt von 4 im
Puffer PBS (links) und dest. H,O (rechts).

Der eben beschriebene Versuch wurde erneut in Anwesenheit von Plasmid-DNA
durchgefuhrt, um sich dem Verhalten von 4 im Korper der Krebspatienten unter Be-
strahlung anzunahern. Das resultierende NMR-Spektrum wurde in Abb.
21 dargestellt. Die Signalverteilung ist mit den Belichtungsansatzen ohne DNA
gleichzusetzen, allerdings erfolgte der Riickgang der Signale der Platinspezies deut-
lich schneller. Die erhaltenen DNA-Fragmente durch Belichtung reagierten mit 4, so-

dass dessen Signalintensitat abnahm.
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Abb. 21: lH—NMR—Spektren im Zeitraum 0,75 h bis 8 h wahrend der Belichtung mit 150 Watt von 4 mit
DNA im Puffer PBS (links) und dest. H,O (rechts).

Belichtung und EMSA

Das Zersetzungsmuster der DNA in Anwesenheit von 4 und dessen Fragmente wur-
den anhand eines EMSAs dargestellt. Der Bandenretardationstest beruht auf der
Anderung der Tertiarstruktur der Plasmid-DNA. Die DNA liegt Uberwiegend in der
superhelikalen covalently closed circular (ccc)-Form vor. Durch Bindung einer Test-
substanz an die DNA kommt es zur lokalen Aufwindung, zur relaxierten open circular
(oc)-Form. Die Proben werden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Fragmente
mittels Elektrophorese entsprechend der Mobilitat aufgetrennt. Die schlanke ccc-
Form wandert hierbei im Gel weiter als die sperrige oc-Form. Fragmente erfahren

eine Laufweitenverschiebung (band shift) im Vergleich zur normalen DNA-Bande.

Zur Probenvorbereitung wurden zwei 10 mM Carboplatin-Lsgn. (PBS oder dest. H,0)
hergestellt und in Quarzkivetten gefillt. Anschlieend wurden 18 pL einer Plasmid-
DNA-Lsg. zugegeben und belichtet, bzw. ins Tageslicht oder ins Dunkle gestellt. Als
zusatzliche Kontrollproben fir die DNA-Fragmentierung durch Belichtung wurde auf
die Zugabe von 4 verzichtet. Die Reaktionsproben wurden nach 5, 15 und 30 min
aus den jeweiligen Quarzkluvetten genommen. Der EMSA wurde nach den Ublichen
Standards von J. Miinzner (Universitat Bayreuth) durchgefiihrt.?®® Die Visualisierung

der Banden erfolgte durch eine Ethidiumbromid-Farbung.
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Folgende Abklrzungen wurden fur die einzelnen Versuchsreihen verwendet:

e dkl.: 4 + DNA in H,O oder PBS im Dunkeln
e nor.: 4 + DNA in H,O oder PBS bei Tageslicht
e ohne: DNA in H,O oder PBS bei 150 Watt
e 150W: 4 + DNA in H,O oder PBS bei 150 Watt

Bei den Versuchsreihen im Dunklen und bei Tageslicht war wahrend der Reaktions-
zeit von 5 — 30 min keine Veranderung der DNA zusehen (Abb. 22). Wie auch bei der
Kontrollbande liegt die DNA zum grof3ten Teil in der ccc-Form und nur im geringen
Teil in der oc-Form vor. Vergleicht man hingegen die DNA-Bande der Versuchsrei-
hen ,ohne“, so ist nach 15 min eine leichte Zunahme der relaxierten oc-Bande zuse-
hen, welche bis 30 min noch ansteigt. Zuséatzlich ist eine dritte Bande zwischen der
oc- und ccc-Form nach 30 min zusehen. Eine deutliche Verénderung ist allerdings
bei der Belichtung von DNA in Anwesenheit von 4 zu verzeichnen. Die Versuchsreihe
in H,O zeigt bereits nach 5 min keine DNA-Addukte mehr. Anders ist es bei der Be-
lichtungsreihe in PBS. Nach 5 min ist keine ccc-Form mehr vorhanden und die oc-
Bande erfahrt einen leichten Bandenshift nach unten, welcher nach 30 min stets zu

sehen ist.
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Abb. 22: EMSA von Carboplatin (4), welches durch unterschiedlichen Lichteinwirkungen (dKkl.: im
Dunkeln; nor.: Tageslicht; 150W: Belichtung mit 150 Watt) und pH-Werten (H,O = 5; PBS = 7,4) be-
handelt wurde. Als Kontrolle dient zum einen Plasmid DNA ohne jegliche Behandlung und zum ande-
ren ohne: DNA in H,O oder PBS und 150 Watt Belichtung.

Nach Abspaltung des Verlustliganden 179 von 4 ist das zurtickbleibende Platinsalz
gleich dem von Cisplatin (2), wenn dessen Chloridliganden abgespalten wurden. Un-
ter normalen Bedingungen konnte bereits gezeigt werden, dass folglich sowohl 2 als
auch 4 dieselben DNA-Addukte ausbilden.*® Ob ein &hnlicher Verlauf der DNA-
Banden unter Belichtung zu erwarten ist, sollte im Folgenden tberpruft werden. Die
Proben wurden nach dem oben beschriebenem Muster aus einer 10 mM Cisplatin-

Lsgn. dargestellt. Die Durchfihrung des EMSAs verlief ebenfalls wie oben beschrie-

ben.
Folgende Abkirzungen wurden fur die einzelnen Versuchsreihen verwendet:

e dkl.: 2 + DNA in H,O oder PBS im Dunkeln
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e nor.: 2+ DNA in H,O oder PBS bei Tageslicht
e ohne: DNA in H,O oder PBS bei 150 Watt
e 150W: 2 + DNA in H,O oder PBS bei 150 Watt

Bei der Versuchsreihen im Dunklen und bei Tageslicht bei pH 7,4 war wéhrend der
Reaktionszeit von 5 — 30 min keine Veranderung der DNA zusehen (Abb. 23). Bei
pH 5 war hingegen bereits nach 5 min nur noch eine Bande unterhalb der oc-Form
zu erkennen, welche nach 30 min noch vorhanden, aber etwas nach unten gewan-
dert ist. Grund fur die schnellere Zersetzung der DNA in Anwesenheit von 2 ist die
Geschwindigkeit der Ligandenabspaltung, die bei den Chloriden etwa 100 fach gro6-
Rer ist als die Freisetzung des Dicarboxylat-Liganden bei 4.*'® Aufgrund der unter-
schiedlich verwendeten Chargen der Plasmid-DNA zeigt die Versuchsreihen ,ohne®
erst nach 30 min eine leichte Zunahme der oc-Bande im Vergleich zu den entspre-
chenden Versuchsreihen bei 4. Die Belichtung in Anwesenheit von 2 zeigte sowohl
im PBS-Puffer als im H,O einen Bandshift der oc-Bande nach unten, &hnlich der
Versuchsreihe bei 4. Allerdings waren nach 30 min keine DNA-Addukte mehr zuse-

hen.

5 min 30 min

I 1
! H,0 PBS ‘ H,0 PBS

[ | ] [ | |
dkl. nor. ohne 150W dkl. nor. ohne 150W = dkl. nor. ohne 150W dkl. nor. ohne 150W

———

Abb. 23: EMSA von Cisplatin (2), welches durch unterschiedlichen Lichteinwirkungen (dkl.: im Dun-
keln; nor.: Tageslicht; 150W: Belichtung mit 150 Watt) und pH-Werten (H,O = 5,0; PBS = 7,4) behan-
delt wurde. Als Kontrolle dient ohne: DNA in H,O oder PBS und 150 Watt Belichtung.

Um im Allgemeinen einen genaueren Verlauf der DNA-Addukte verfolgen zu kdnnen,
sollten kurzere Zeitintervalle in Betracht gezogen werden, da die Zersetzung der
DNA bei 150 Watt innerhalb von 5 — 15 min zu grol3 ist. Besser wére in Anlehnung an

Mlcouskova et al. eine geringere Belichtungsintensitat zu wahlen.'*’
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4 Biochemische Tests
4.1 Allgemeines

Alle in diesem Kapitel durchgefuhrten biochemischen Tests wurden, wenn nicht an-
ders erwéhnt, von K. Mahal (M.Sc. Biochemie, Lehrstuhl Organische Chemie |, Bay-
reuth) durchgefuhrt und sind im Folgenden kurz dargestellt. ,In vitro-Tests* wurden
u.a. an den Zelllinien 518A2 (Hautkrebs), HCT-116 (Darmkrebs), HT-29 (resistenter
Darmkrebs), MCF-7/Topo (Brustkrebs; resistent, unter Selektion durch Topotecan)
und KB-V1/Vbl (Gebarmutterhalskrebs; resistent, unter Selektion durch Vinblastin)
sowie an den priméaren Zellen HF (nicht-maligne Vorhautfibroblasten) und CHF
(chicken heart fibroblasts; embryonale, primare Fibroblasten aus den explantierten

Herzen 10-Tage-alter Hihnerembryonen) durchgefihrt.

MTT-Test

Mit Hilfe des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Tests
kénnen Aussagen Uber Zytotoxizitat eines Wirkstoffs gegen verschiedene Zelllinien
gemacht werden. Dieser Test basiert auf der Zugabe von MTT, einem gelben, was-
serloslichen Tetrazoliumsalz, welches nach Aufnahme durch die Zellen in das violet-
te, wasserunltsliche Formazan umgesetzt wird. Der Gehalt an Formazan kann pho-
tometrisch gemessen werden. Je nach Vitalitdt der Zellen und Toxizitat der Substanz
setzen die Zellen MTT proportional zur noch vorhandenen Zellzahl um. Folglich kann
durch die Absorptionswerte der ICso-Wert (Wert bei dem 50 % der Zellen abgetotet
sind, half-maximal (50%) inhibitory concentration) jeder Substanz bestimmt werden.

Je kleiner der ICsg-Wert desto aktiver ist die Substanz.

Zellzyklusanalyse

Zellen besitzen wahrend einer Zellteilung bzw. eines Zellzyklus, in den so genannten
Gap-Phasen (G-Phasen: G1-Phase und G2-Phase), zu Beginn oder gegen Ende der
DNA-Replikation (S-Phase, Synthese-Phase) einen charakteristischen DNA-Gehalt.
In so genannten Zellzyklusanalysen kann nach der Farbung behandelter Zellen mit
dem DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) dieser DNA-

Gehalt bestimmt werden, da sich die DNA-Menge jeder Zelle proportional zur Fluo-
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reszenzintensitat verhalt. Aus durchflusszytometrischer Messung der Fluoreszenzin-
tensitat von unbehandelten (Kontrolle) oder behandelten Zellen erhalt man somit ei-
ne charakteristische, prozentuale Verteilung auf die Zellzyklusphasen G1-, S- und
G2/M-(Mitose-)Phase sowie den Anteil an Zellen mit fragmentierter (sub-G1) DNA,
bei denen es sich meist um apoptotische Zellen handelt. Der inhibitorische Einfluss
eines Wirkstoffs auf Zellteilung und Apoptose-Induktion kann somit anhand der Ak-
kumulation von Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen bzw. erhohtem sub-G1-

Anteil abgeschatzt werden.

Woundhealing-Assay

Im so genannten Woundhealing-Assay wird durch Zerstérung einer konfluent ge-
wachsenen Einzelzellschicht eine kinstliche Wunde eingeflihrt. Diese schlie3t sich
im Rahmen des Assays mit 518A2-Melanomzellen durch gerichtetes Zuwachsen
bzw. Uberwinden der ,Wundflache“ durch die Migration einzelner Zellen zu den ge-
genuberliegenden Wundréandern nach etwa 24 h Inkubationszeit. Das Schliel3en der
kunstlich eingebrachten Wunde kann durch Substanzen unterbunden werden, die

Einfluss auf die Zellmigration nehmen.

4.2 Plumbagin-Fettsaurederivate

Durch Zytotoxizitatsuntersuchungen wurden die ICso-Werte (siehe MTT-Test, S. 76)
der Plumbagin-Fettsaurederivate 102a-c (S. 46) bestimmt und mit den ICso-Werten
von Plumbagin (37) verglichen (Tabelle 2). Wahrend 37 eine starke Aktivitdt an Haut-
krebszellen aufweist, liegen die 1Cso-Werte der Verbindungen 102b und 102c uber
50 uM, was auf Inaktivitat hindeutet. Folglich brachte die EinflUhrung der Fettsaure-
reste nicht die erwiinschte Steigerung, sondern eine deutliche Verschlechterung der
Aktivitat mit sich. 102a wurde nicht an der 518A2-Zelllinie getestet. An der
MCF-7/Topo-Zelllinie konnte allerdings auch keine Aktivitdt mit einem ICso-Wert gro-
Ber 50 uM im Vergleich zu 37 mit 2,2 £ 0,3 uM beobachtet werden. Eine deutliche
Veranderung ist jedoch an der resistenten Gebarmutterhalskrebszelllinie zu ver-
zeichnen. Wahrend das Derivat 102c, welches die gesattigte Fettsaure tragt, erneut
einen hoheren 1Cso-Wert im Vergleich zu dem von 37 aufweist, zeigen die ungesattig-

ten Derivate 102a und 102b eine deutliche Verbesserung der Zytotoxizitat. 102b
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fuhrt in etwa zu einer Halbierung des ICso-Wertes von 37, im Vergleich zum ICsp-Wert

von 102a, der um etwa ein Funftel kleiner ist.

Entscheidend fur die unterschiedliche Wirkung der Fettsdurereste gegenuber der KB-
V1/Vbl-Zelllinie ist die Anzahl der vorhandenen Doppelbindungen. Das
Heptadecansaurederivat 102c mit seinem gesattigten Rest enthélt keine Doppelbin-
dung und fuhrt zu deutlich héheren ICso-Werten. Anders ist es jedoch beim Olsaure-
derivat 102b, welches eine Doppelbindung aufweist und zu einer Reduzierung auf
etwa die Halfte des ICso-Wertes von 37 fuhrt. Zuséatzlich ist die unterschiedliche Koh-
lenstoffanzahl der Fettsaurereste der Verbindungen 102a — 102c zu beachten, wel-
che ebenfalls einen Einfluss auf die Aktivitdt haben kénnte. Denn das beste Ergebnis
mit einem 1Csp-Wert von 5,0 £ 0,2 uM konnte mit dem DHA-Rest der Verbindung
102a erzielt werden. Weitere Untersuchungen an einer grol3eren Anzahl an Zelllinien
mit weiteren Fettsaurederivaten kdnnten die Abhangigkeit der Aktivitat von der Koh-

lenstoff- und Doppelbindungsanzahl deutlicher hervorbringen.

Tabelle 2: I1Csp-Werte (UM, 72 h) von Plumbagin (37) im Vergleich zu den Plumbaginfettsaure-
derivaten 102a —c an Haut- (518A2), Brust- (MCF-7/Topo) und Gebarmutterhalskrebszellen (KB-
V1/Vbl). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-Tests. N.b.: nicht bestimmt.

518A2 1,1+0,2 n.b. > 50 > 50
MCF-7/Topo 2,2+0,3 > 50 n.b. n.b.
KB-V1/Vbl 262+41 50+0,2 113+13 658+1,0

4.3 Metallkomplexe

Pt(1)-Plumbagin

Um die Toxizitat und Wirksamkeit des Pt(Il)-Komplexes 132 (S. 53) im Vergleich zu
Plumbagin (37) selbst aufzuzeigen wurden MTT-Tests durchgefuhrt. MTT-Tests an
den Zelllinien MDA-MB-231 (Brust-), BxPC-3 (Bauchspeicheldrisen-) und PC-3
(Prostatakrebszellen) wurden von Dr. Aamir Ahmad (Department of Pathology and
Oncology, Karmanos Cancer Institute, Detroit) durchgefihrt. Die 1Cso-Werte von 132
lagen je nach Zelllinie bei > 75 uM und > 50 uM (Tabelle 3). Ein Vergleich der ICsp-
Werte mit 37 liegt an dieser Stelle nur an den 518A2 und HCT-116 Zelllinien vor und
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zeigt eine deutliche Verschlechterung der Aktivitat von 132. Dies ist vermutlich auf
die Methoxygruppe zurtickzufihren. Anhand von Docking-Studien konnte Dandawate
et al. zeigen, dass die Hydroxygruppe von 37 mit den Aminosaureresten der p50-
Untereinheit des NF-xB Proteins zusatzliche Wechselwirkungen eingeht und diese
Verbindung die NF-kB-Expression inhibieren, was wiederum fur die erhdohte antiproli-

ferative Eigenschaft verantwortlich ist.*®®

Tabelle 3: ICso-Werte (UM, 72 h) des Pt(Il)-Komplexes 132 und von Plumbagin (37) an Haut- (518A2),
Darm- (HCT-116), Brust- (MDA-MB-231), Bauchspeicheldrisen- (BXxPC-3) und Prostatakrebszellen
(PC-3). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhé@ngigen MTT-Tests. N.b.: nicht bestimmt.

518A2 > 75 1,1+0,2

HCT-116 >75 58+£1,6
MDA-MB-231 > 50 n.b.
BxPC-3 > 50 n.b.
PC-3 > 50 n.b.

Ru(I)-Plumbagin

Die Ru(ll)-Komplexe 137 — 140 wurden ausgehend von den Hydrazonen 135 bzw.
136 dargestellt (S. 54). Wahrend die ICso-Werte von 135 und 136 im Vergleich zu
Plumbagin (37) ahnlich oder hoher waren, konnte eine Verbesserung der Aktivitat
durch Komplexierung mit Ruthenium erreicht werden. Aufgrund der Unléslichkeit von
140 in Wasser, PBS und unter anderen physiologischen Bedingungen, konnten mit
dieser Substanz keine MTT-Tests durchgefiuihrt werden. Die 1Csp-Werte von 137 —
139 wurden bestimmt und mit dem freien Liganden 37 verglichen (Tabelle 4).”* Wah-
rend 137 — 139 an den Zelllinien 518A2 und HCT-116 im Vergleich zu 37 keine gro-
e Veranderung zeigten, sind die ICso-Werte an der KB-V1/Vbl-Zelllinie von unter
4 uM bemerkenswert. 137 wies sogar einen ICso-Wert von unter 1 puM auf. Desweite-
ren konnte an den nicht malignen Fibroblasten (CHF) kein Effekt der drei Ru(ll)-
Komplexe 137 — 139 beobachtet werden. Folglich wurden Plumbaginderivate darge-
stellt, welche zum einen die Zytotoxizitat an der resistenten Zelllinie KB-V1/Vbl, im
Vergleich zu 37 selbst, deutlich steigern konnten und zum anderen an gesunde Zel-
len keinen Effekt zeigen, was die Ru(ll)-Komplexe 137 — 139 zu vielversprechenden

neuen Kandidaten fiir potentielle Zytostatika werden lasst.”
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Tabelle 4: ICso-Werte (UM, 72 h) der Ru(ll)-Komplexe 137 — 139 und dem Liganden 37 an Haut-
(518A2), Darm- (HCT-116) und Gebarmutterhalskrebszellen (KB-V1/Vbl) und embryonalen
Fibroblasten von Hihnern (CHF). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhéngigen MTT-

Tests.

518A2 1,1+0,2 13+04 16+05 23+04

HCT-116 58+16 97+21 49+21 98+18

KB-V1/Vbl 262+41 09+0,1 38+x04 3,2+05
CHF 18,0+5,8 > 50 > 50 > 50

Ferrocen-Plumbagin

Es wurden zunachst die 1ICsp-Werte des Ferrocen-Plumbagin Komplexes 142 (S. 54)
bestimmt und mit dem freien Liganden 37 verglichen (Tabelle 5).”* An den Darm-
krebszellen ist im Vergleich zu 37 kein Unterschied der Aktivitat zu sehen. Eine deut-
liche Verbesserung ist jedoch an der KB-V1/Vbl-Zelllinie zu erkennen, da beim Kom-
plex 142 im Vergleich zu 37 ein ICso-Wert von 1,1 + 0,2 pM beobachtet werden
konnte. An den Hautkrebszellen konnte ein ICsp-Wert von 0,5 = 0,1 uM erreicht wer-
den. Wie auch schon bei den Ru(ll)-Komplexen 137 — 139 zuvor ist im Vergleich zu
37 keine Zytotoxizitat von 142 gegenuber den nicht malignen Fibroblasten (CHF) zu

vermerken.’*

Tabelle 5: I1Cso-Werte (UM, 72 h) des Ferrocen-Komplexes 142 und dem Liganden 37 an Haut-
(518A2), Darm- (HCT-116) und Gebéarmutterhalskrebszellen (KB-V1/Vbl) und embryonalen
Fibroblasten von Hihnern (CHF). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-

Tests.

518A2 1,1+0,2 0,5+0,1

HCT-116 58+1,6 4,7+1,8

KB-V1/Vbl 262+4,1 11+0,1
CHF 18,0+5,8 >50

Werden die ICsp-Werte der Ru(ll)-Komplexe 137 — 139 mit dem Ferrocenkomplex
142 verglichen, so zeigt 142 eine bessere Wirkung, vor allem gegeniber den sensiti-
ven Zelllinien 518A2 und HCT-116."* Neben 142 weist auch 137 einen ICso-Wert um
1 uM an der resistenten Zelllinie KB-V1/Vbl auf. Im Folgenden wurden die beiden
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aktivsten Substanzen 137 und 142 weiteren biochemischen Tests, wie Zellzyklus-
und Western Blot-Analysen sowie verschiedenen Assays zum Nachweis von ROS-
Leveln, P-gp-Inhibition (Calcein-AM-Efflux-Assay) und DNA-Interaktion
(Ethidiumbromid-Assay, EMSA) unterzogen.”

Durch die Zellzyklus-Analyse konnte gezeigt werden, dass in einer dosis- und zeitab-
hangigen Weise die Verbindungen 137 und 142 zu einer Erhéhung des prozentualen
Anteils an apoptotischen Krebszellen (sub-G1-Anteil) fihren (Abb. 24, Tabelle 6).”
Wahrend Plumbagin (37) in den Zelllinien HCT-116 und KB-V1/Vbl einen G2/M-
Arrest induziert, kommt es durch Behandlung mit 137 und 142 bei héheren Konzent-
rationen zu einem G1-Arrest und bei niedrigeren Konzentrationen zu einem Zellzyk-

lusarrest am G1-S-Phasenibergang.
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Abb. 24: Darstellung des Effekts von Plumbagin (37), dessen Derivate 137 und 142 (10 oder 5 uM,
24 h) und DMSO (Kontrolle) auf den Zellzyklusablauf der HCT-116 (A) und KB-V1/Vbl (B) Zellen mit-
tels Durchflusszytometrie in den Phasen G1, S, G2/M des Zellzyklus sowie der sub-G1l-Anteil
(apoptotische Zellen). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 138, C. Spoerlein-Guettler,
K. Mahal, R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and (arene)ruthenium(ll) complexes of the natural anti-
cancer naphthoquinone plumbagin with enhanced efficacy against resistant cancer cells and a genu-
ine mode of action, 64 — 72, Copyright (2014), with permission from Elsevier].
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Tabelle 6: Prozentualer Anteil (Durchschnitt von zwei unabhéngigen Zellzyklusanalysen;
S.D. <+ 10 % durchgehend) der Plumbagin resistenten KB-V1/Vbl-Zellen in den einzelnen Zellzyklus-
phasen nach Behandlung mit 37 (50 uM, 24 h), 137 und 142 (10 oder 5 pM, 24 h) sowie DMSO (Kon-
trolle).

sub-G1 11 7,2 22,3 15,8 25,1 23,4
G1-Phase 63,9 37,6 60,8 38,8 57,9 40,4
S-Phase 14,5 27,3 12,3 35,5 12,7 29,9
G2/M-Phase 20,7 28,3 4,9 10,3 4,7 5,8

Eine mogliche Hemmung des Zellzyklusverlaufs im G1-S-Phasenlbergang durch
Behandlung mit 137 bzw. 142 wurde zusatzlich durch eine konzentrationsabhangige
Erhohung des zellularen Proteins p27/Kipl als G1-Phasen-Marker nachgewiesen
(Abb. 25).”* Diese Beobachtung kénnte auf DNA-Schaden in lebenden Zellen zu-
rickzufihren sein, deren Replikation nicht ermdglicht werden soll. DNA-Schaden und
die nachfolgenden Effekte auf Zellzyklus-Inhibitoren wie p27/Kip1 sind vermutlich fur
den anfanglichen S-Phasenanstieg und die Ansammlung apoptotischer Zellen des

sub-G1 Anteils verantwortlich.”*

Kontrolle 37 142 137

MM

10 1 5 10 1 5 10
27kDa — S B “_!—. p B8 — p27/Kip1

55kDa — WD D S GEP e S o o 8 — o-Tubulin

Abb. 25: Western-Blot Analyse des Proteins p27/Kipl im Lysat von HCT-116-Zellen, welche mit 37
(10 uM) oder dessen Derivaten 137 und 142 (1, 5, 10 uM) fir 24 h behandelt wurden. Alpha-Tubulin
wurde als Ladekontrolle verwendet. [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 138, C.
Spoerlein-Guettler, K. Mahal, R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and (arene)ruthenium(ll) complexes
of the natural anticancer naphthoquinone plumbagin with enhanced efficacy against resistant cancer
cells and a genuine mode of action, 64 — 72, Copyright (2014), with permission from Elsevier].

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 (S. 20) dargelegt, ist eine wichtige Komponente des
Wirkmechanismus von 37 die Modifikation der DNA, welche u.a. durch oxidative
Schadigung durch erzeugte ROS hervorgerufen wird. Aufgrund dessen wurde der
intrazellulare ROS-Gehalt der HCT-116-Zellen, welche zuvor mit 37, 137 oder 142
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behandelt wurden, gemessen (Abb. 26).”* In allen drei Fallen kam es zu einer signifi-
kanten Erhohung der ROS-Produktion. Bereits bei einer Konzentration von 10 uM
war die ROS-Produktion von 142 grof3er im Vergleich zu 37. 137 hingegen konnte

einen &ghnlichen Effekt erst mit einer Konzentration von 50 uM erreichen.”
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Abb. 26: Substanzinduzierte ROS-Produktion in HCT-116-Darmkrebszellen, welche zuné&chst mit
2',7"-Dichlordihydrofluoresceindiacetat (DCHF-DA, 20 uM, 30 min) vorbehandelt und anschlie3end mit
37, 137 bzw. 142 (10 uM oder 50 uM, 60 min) versetzt wurden. Das Experiment wurde dreimal durch-
gefuhrt und die Kontrolle (DMSO oder DMF) wurde auf 1 gesetzt. [Reprinted from Journal of Inorganic
Biochemistry, 138, C. Spoerlein-Guettler, K. Mahal, R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and
(arene)ruthenium(ll) complexes of the natural anticancer naphthoquinone plumbagin with enhanced
efficacy against resistant cancer cells and a genuine mode of action, 64 — 72, Copyright (2014), with
permission from Elsevier].

Eine weitere Modifikation der DNA kann durch die Interkalation in diese erreicht wer-
den. Da diese Eigenschaft bereits von 37 bekannt ist, sollte das Bindungsverhalten
von 137 bzw. 142 an die DNA (doppelstrangige, linearisierte Plasmid-DNA) mittels
EMSA (S. 72) beurteilt werden (Abb. 27).”* Zur Kontrolle wurde Doxorubicin, ein be-
kanntes interkalierendes Agens, verwendet. Im Vergleich zu 37 verursachten die De-
rivate 137 und 142 groéRRere Shifts bei niedrigeren Konzentrationen, was erhebliche

morphologische Veranderungen der behandelten linearen DNA aufzeigte.”*
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Abb. 27: EMSA mit linearisierter pPBR322 DNA, welche mit Doxorubicin, 37, 137 oder 142 (10, 25,
50 uM) 24 h inkubiert, einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen und mittels Ethidiumbromid ange-
farbt wurde. [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 138, C. Spoerlein-Guettler, K. Mahal,
R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and (arene)ruthenium(ll) complexes of the natural anticancer
naphthoquinone plumbagin with enhanced efficacy against resistant cancer cells and a genuine mode
of action, 64 — 72, Copyright (2014), with permission from Elsevier].

Zur Uberpriifung der DNA-Interkalation von 137 und 142 wurde ein Ethidiumbromid-
Sattigungsassay durchgefiihrt (Abb. 28). Die Vorbehandlung (2 h) der linearen DNA
mit 37 bzw. 142 zeigte eine Abnahme der Ethidiumbromid-Bindung auf etwa 80 %,
was im Bereich von 37 liegt.”* Durch eine langere Inkubationszeit konnte der Wert
von 142 weiter verringert werden. Im Vergleich hierzu flhrte 137 bei gleichen Kon-
zentrationen zu einer deutlich starkeren Wirkung oder geringeren DNA-
Zuganglichkeit, was die Verringerung der Fluoreszenzintensitat von Ethidium-DNA-
Addukten auf etwa 15 % zeigt.”*
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Abb. 28: Relative Ethidiumbromid-DNA-Addukt-Fluoreszenz nach 2 h Vorinkubation mit DMSO (auf
100% gesetzt), 37, 137 oder 142 (10, 50, 100 uM). Verringerte Fluoreszenz ist reprasentativ fur die
Konkurrenz der Verbindungen mit Ethidiumbromid fur die DNA-Interaktion. [Reprinted from Journal of
Inorganic Biochemistry, 138, C. Spoerlein-Guettler, K. Mahal, R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and
(arene)ruthenium(ll) complexes of the natural anticancer naphthoquinone plumbagin with enhanced
efficacy against resistant cancer cells and a genuine mode of action, 64 — 72, Copyright (2014), with
permission from Elsevier].

Die KB-V1/Vbl-Zelllinie zeigte bereits beim MTT-Test (Tabelle 4, S. 80) und der Zell-
zyklus-Analyse (Tabelle 6, S. 84) eine Resistenz gegeniiber 37. Die Uberexpression
des ABC-Transporterproteins P-gp in dieser Zelllinie ist durch langfristige Exposition
gegenuber Fremdstoffen oder Chemotherapeutika, wie Vinblastin, angeregt. Auf-
grund des aktiven Transports von P-gp-Substraten aus dem Zytoplasma Uber die
Zellmembran gelangen nur geringe Konzentrationen an Arzneimitteln an ihre zellula-
ren Targets.”* Mittels Calcein und dessen intrazellularer Fluoreszenz nach Wirkstoff-
induzierter intrazellularer Akkumulation aufgrund von P-gp-Inhibition, ist eine Quanti-
fizierung des inhibitorischen Effekts der Verbindungen 37, 137 oder 142 nach Be-
handlung der KB-V1/Vbl Zellen mit diesen Substanzen mdglich (Abb. 29). Bezogen
auf die Positivkontrolle Verapamil (100 % Inhibition) konnten 137 und 142 den P-gp-
vermittelten Calcein-Efflux zu 50 % bzw. 80 % hemmen. Plumbagin (37) selbst hat
jedoch keinen Einfluss auf den P-gp Transporter, was im Einklang mit dem hohen
ICso-Wert an der KB-V1/Vbl-Zelllinie steht.
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Abb. 29: P-gp-Inhibition in KB-V1/Vbl-Zellen. Intrazellulare Fluoreszenz (in %) des P-gp-Substrats
Calcein nach 30 min Vorinkubation mit den Testverbindungen 37, 137 bzw. 142 (50, 25, 10 uM). Die
durch Verapamil (Positivkontrolle) und DMSO (Negativkontrolle) hervorgerufene Fluoreszenz wurde
auf 100 % bzw. 0 % gesetzt. [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 138, C. Spoerlein-
Guettler, K. Mahal, R. Schobert, B. Biersack, Ferrocene and (arene)ruthenium(ll) complexes of the
natural anticancer naphthoquinone plumbagin with enhanced efficacy against resistant cancer cells
and a genuine mode of action, 64 — 72, Copyright (2014), with permission from Elsevier].

Ferrocen-Juglon

Der Ferrocen-Juglon Komplex 149 (S. 55) wurde in Anlehnung an den Ferrocen-
Plumbagin Komplex 142 dargestellt. Die ICso-Werte von 149 zeigten keine Wirkung
im Vergleich zu 38 (Tabelle 7). Der einzige Unterschied zu 142 ist die fehlende Me-
thylgruppe in Position 2, welche anscheinend fur die Zytotoxizitat von entscheidender
Bedeutung ist. 149 wurde nur an den sensitiven und nicht an den resistenten Zellli-
nien getestet, allerdings ist hierbei eine sehr deutliche Erhdhung des ICso-Wertes von
2 — 8 uM zu Uber 50 pM zusehen.

Tabelle 7: I1Cso-Werte (UM, 72 h) des Ferrocen-Komplexes 149 und dem Liganden 38 an Haut-
(518A2) und Darmkrebszellen (HCT-116). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhéangigen

MTT-Tests.

518A2 19+0,5 > 50
HCT-116 7,5+15 > 50
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Cu(I)-Methyldroseron

Zunachst wurden die ICsp-Werte von 5-O-Methyldroseron (106, S. 48) bestimmt und
mit Plumbagin (37) verglichen, um einen Aktivitatsunterschied der zusatzlichen
Hydroxyfunktion darzulegen (Tabelle 8). Wahrend sich die beiden Verbindungen an
den Zelllinien 518A2 und HCT-116 bzgl. ihrer Aktivitdt kaum unterscheiden, ist ein
deutlicher Unterschied an der resistenten Zelllinie KB-V1/Vbl zu verzeichnen. Der
ICs0-Wert konnte ausgehend von 26,2 + 4,1 uM auf etwa ein Funftel zu 5,7 + 1,4 uM
reduziert werden. Aufgrund der héheren Toxizitdt gegenuber resistenten Zellen im
Vergleich zu 37 wurde der Cu(ll)-Methyldroseron Komplex 150 (S. 56) ausgehend
von 37 dargestellt, um eine verbesserte Aktivitat und einen zugleich resistenziber-
windenden Antitumorwirkstoff zu erhalten. An den drei Krebszelllinien konnte eine
Steigerung der Aktivitdt von 150 im Vergleich zum freien Liganden 106 verzeichnet
werden. An den Hautkrebszellen konnte sogar ein ICso-Wert unter 1 uM erreicht wer-
den. Wie 106 zeigte auch 150 keine Wirkung gegenuber nicht malignen Fibroblasten,

was 150 zu einem weiteren moglichen Zytostatikum werden I&sst.

Tabelle 8: ICso-Werte (UM, 72 h) von Plumbagin (37), 5-O-Methyldroseron (106) und des Cu(ll)-
Komplexes 150 an Haut- (518A2), Darm- (HCT-116) und Gebarmutterhalskrebszellen (KB-V1/Vbl)
und embryonalen Fibroblasten von Hihnern (CHF). Mittelwert £+ Standardabweichung von drei unab-
hangigen MTT-Tests. N.b.: nicht bestimmt.

518A2 1,1+0,2 1,8+0,7 0,9%0,2

HCT-116 58+16 3704 23+0,8

KB-V1/Vbl 262+41 57+14 3,1+0,8
CHF 18,0+5,8 >100 > 100

Chalkon-Komplexe

Die ICso-Werte der in Kapitel 3.2.2.1 (S. 49) dargestellten Cu(ll)- 109 und Fe(lll)-
Chalkon 111 Komplexe wurden bestimmt und zunéchst mit dem Liganden 20 (S. 38)
in Tabelle 9 verglichen, um die Verbesserung der Aktivitat durch die Komplexierung
zu verdeutlichen. An der resistenten Darmkrebszelllinie HT-29 konnte nur eine leichte
Steigerung der Zytotoxizitat von 109 im Vergleich zu 20 verzeichnet werden. Im Ge-
gensatz dazu ist der ICso-Wert des Komplexes 109 an der HCT-116-Krebszelllinie

nur etwa halb so grol3 wie der des freien Liganden 20. Anders verhélt es sich jedoch
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bei der Zelllinie 518A2. In diesem Fall ist der ICso-Wert mit 4,2 + 0,1 uM um etwa ein
Drittel kleiner. Der Vergleich der ICso-Werte von 20 und 111 zeigte ebenfalls eine
Verbesserung der Aktivitat durch die Komplexierung. Wahrend an der HCT-116 Zell-
linie nur eine leichte Verbesserung zu vermerken ist, ist der ICso-Wert an der 518A2

Zelllinie um etwa ein Drittel kleiner.

Werden beide Chalkon-Komplexe 109 und 111 mit ihren unterschiedlichen Metall-
zentren verglichen, so zeigen beide einen kleineren 1Cso-Wert im Vergleich zum Li-
ganden 20 und somit eine Verbesserung der Zytotoxizitat. Wahrend beide ahnliche
Werte an der 518A2 Zelllinie aufweisen, zeigt der Cu(ll)-Komplex 109 an der Darm-
krebszelllinie eine bessere Aktivitat, vor allem unter Berlcksichtigung des

Ligandenverhéltnisses, welches bei 109 kleiner als bei 111 ausfallt.

Tabelle 9: ICso-Werte (UM, 72 h) von Chalkon 20, Cu(ll)-Komplex 109 und Fe(lll)-Komplex 111 an
Haut- (518A2) und Darmkrebszellen (HCT-116, HT-29). Mittelwert £ Standardabweichung von drei
unabhangigen MTT-Tests. N.b.: nicht bestimmt.

518A2 124+04 4,2+0,1 3,8+0,8
HCT-116 118+0,3 5,0+0,5 7,5%+0,3
HT-29 149+3,6 10,4+0,7 n.b.

Cu(lD-Negletein

Der Cu(ll)-Negletein Komplex (114, S. 50) wurde mit seinem Liganden 71 (S. 41)
hinsichtlich der Zytotoxizitat verglichen (Tabelle 10). Durch die Komplexierung konnte
eine Verbesserung der Aktivitat erreicht werden. Ligand 71 mit ICso-Werten um die
50 uM ist nicht aktiv. An der Darmkrebszelllinie zeigt der Cu(ll)-Komplex 114 nur eine
leichte Verringerung des ICso-Wertes im Gegensatz zur 518A2-Zelllinie, an der, der
ICso-Wert von 114 um die Halfte kleiner (26,8 uM) ist.

Tabelle 10: IC5p-Werte (UM, 72 h) des Cu(ll)-Komplexes 114 und dem Liganden 71 an Haut- (518A2)
und Darmkrebszellen (HCT-116). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhéngigen MTT-

Tests.

518A2 46,0+0,0 26,8+0,0
HCT-116 > 50 43,0+0,3
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Cu(ID-Chrysin

Die I1Cso-Werte des Cu(ll)-Chrysin Komplexes 117 (S. 50) und die des freien Ligan-
den 23 wurden bestimmt und miteinander verglichen (Tabelle 11).*® Sowohl 23 als
auch 117 zeigen keine Aktivitdt gegentber den nicht-malignen Vorhautfibroblasten
(HF). Wahrend Ligand 23 auch gegeniber den Zelllinien 518A2 und HCT-116 keine
Aktivitat zeigt, sind die ICso-Werte des entsprechenden Cu(ll)-Komplexes 117 bis auf
ein Funftel erniedrigt. Zur Kontrollbehandlung wurden die Melanomzellen mit einem
aquimolaren Gemisch aus 23 (200 uM) und Cu(OAc), x H,O (100 uM) behandelt.
Aufgrund der deutlich geringeren Wirkung als bei Komplex 117, kann davon ausge-
gangen werden, dass 117 sein zellulares Ziel ohne vorherige Zersetzung erreicht. An
den resistenten Zelllinien KB-V1/Vbl und MCF-7/Topo konnten sogar ICso-Werte im
einstelligen pM-Bereich zwischen 5 und 8 uM erreicht werden. Doch bereits 23 zeigt
eine hohere Aktivitat gegenluber den resistenten Zelllinien im Vergleich zu den sensi-

tiven, allerdings mit héheren ICsp-Werten im Vergleich zu den Werten von 117.

Tabelle 11: ICso-Werte (UM, 72 h) des Cu(ll)-Komplexes 117 und dem Liganden 23 an Haut- (518A2),
Darm- (HCT-116), Gebarmutterhals- (KB-V1/Vbl) und Brustkrebszellen (MCF-7/Topo) und Vorhautfib-
roblasten (HF). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-Tests.

518A2 > 50 10,9+1,6

HCT-116 > 50 14,8+ 2,7

KB-V1/Vbl 125+21 46+05

MCF-7/Topo 28,2+6,1 7815
HF > 100 > 100

Zusatzlich wurden mit dem Cu(ll)-Komplex 117 weitere zellbasierte Tests, wie Zell-
zyklus-Analysen und Woundhealing-Assay durchgefiihrt.*® Wahrend in der Literatur
an anderen Zelllinien 23 zum G1-Arrest mit einer Konzentration von 30 oder 40 uM
fuhrt, war an der Zelllinie 518A2 mit einer Konzentration von 50 uM keine Auswirkung
auf den Zellzyklus von 23 zu beobachten (Abb. 30, Tabelle 12).>*?* Der Cu(ll)-
Komplex 117 fuhrte jedoch zum G2/M-Arrest. Der sub-G1-Anteil (apoptotische Zel-
len) an gemessenen Zellen war nur leicht erhéht im Vergleich zum freien Ligand.
Ausgepragte Apoptose-Induktion ist anhand von DNA-Fragmentierung erst nach 30 h

zu beobachten.®®
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Abb. 30: Darstellung des Effekts von 23 und 117 (je 50 uM, 24 h) sowie DMSO (Kontrolle) auf den
Zellzyklusablauf der 518A2-Zellen mittels Durchflusszytometrie in den Phasen G1, S, G2/M des Zell-
zyklus sowie der sub-G1 Anteil (apoptotische Zellen). [Reprinted from Journal of Inorganic
Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, ge-
nistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic potential of cancer
cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Tabelle 12: Prozentualer Anteil (Mittelwert von drei unabhéngigen Zellzyklusanalysen) der 518A2-
Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach Behandlung mit 23, 117 (50 uM, 24 h) und DMSO

(Kontrolle).

sub-G1 53+0,1 48+0,2 119%0,1
G1 Phase 59,6 +0,8 59,9+0,1 445+0,7
S Phase 153+04 17,7+0,9 11,2+0,9
G2/M Phase  19,8+0,8 17,7+0,8 32,4%0,1

Im Woundhealing-Assay konnte gezeigt werden, dass nach 24 h die kinstlich einge-
fuhrte Wunde durch 117 noch nicht vollstandig zugewachsen ist im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 31).% Folglich zeigt der Cu(ll)-Komplex 117 neben seinem zytotoxi-

schen auch einen migrationshemmenden Effekt.
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf der Wundheilung in 518A2-Monolayern, behandelt mit DMSO (Kontrolle)
oder 117 (50 pM). Dokumentation mittels Lichtmikroskopie (100fache Vergroé3erung). [Reprinted from
Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of
chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic
potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Fe(lIN- und Al(IID-Chrysin

Die in Kapitel 3.2.2.3 (S. 50) dargestellten Al(ll1)- 118 und Fe(lll)-Chrysin 119 Kom-
plexe wurden im Hinblick ihres ICso-Wertes mit dem Liganden 23 und dem Cu(ll)-

Komplex 117 verglichen (Tabelle 13).

Wie zuvor beschrieben, zeigt 23 gegentber den Zelllinien 518A2 und HCT-116 keine
Aktivitat, ebenso 119 gegenlber der Hautkrebszelllinie 518A2. Mit einem ICso-Wert
von 12,1 + 3,7 pM zeigt 119 an der HCT-116-Zelllinie eine deutlich héhere Aktivitat
gegeniuber dem freien Liganden. Ein Vergleich der Zytotoxizitat von 23 mit 118 zeigt
eine leichte Aktivitat von 118 an den 518A2 Zellen. An den HCT-116-Zellen konnte
jedoch ein ICso-Wert im einstelligen uM-Bereich (8,7 = 0,3) festgelegt werden, was

eine deutliche Verbesserung zum ICsp-Wert des Liganden mit > 50 uM darstellt.

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen Metallzentren in den Chrysin-Komplexen
117 — 119 zu verdeutlichen, wurde diese untereinander verglichen. Mit Ausnahme
von 119 an der Zelllinie 518A2 zeigt die Komplexierung von 23 einen leichten bis er-
heblichen Erfolg bzgl. der Steigerung der Aktivitat im Vergleich zum Ligand. Wéahrend
Eisen und Aluminium als Metallzentrum nur gegen Darmkrebs mit ICso-Werten von
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9 — 12 uM aktiv ist, zeigt Kupfer in beiden Zelllinien beachtliche 1Cso-Werte von 11 —
15 pM.

Tabelle 13: ICso-Werte (uM, 72 h) der Metall-Chrysin-Komplexe 117 — 119 und dem Liganden 23 an
Haut- (518A2) und Darmkrebszellen (HCT-116). Mittelwert £ Standardabweichung von drei unabhan-
gigen MTT-Tests.

518A2 > 50 109+16 443%38 > 50
HCT-116 > 50 148+2,7 8,7+03 12,1+3,7

Cu(lD-Genistein

Die ICso-Werte des Cu(ll)-Genistein Komplexes 122 (S. 51) und die des freien Ligan-
den 13 wurde bestimmt und miteinander verglichen (Tabelle 14).*° Sowohl 13 als
auch der entsprechende Cu(ll)-Komplex 122 zeigen keine Wirkung an den nicht-
malignen Vorhautfibroblasten (HF). Wie bereits schon bei 117 zeigt auch 122 eine
erhebliche Steigerung der Aktivitdt an den gezeigten Zelllinien im Vergleich zum Li-
ganden selbst. Das Ergebnis einer Kontrollbehandlung an Melanomzellen mit 13 und
Cu(OAc), x H,O entsprach dem des Cu(ll)-Komplexes 117 (S. 91). Die besten ICsp-
Werte konnten an den resistenten Zelllinien im einstelligen Bereich von 7 — 9 uM er-
reicht werden. Ligand 13 selbst zeigt Aktivitat an resistenten Zellen, der ICso-Wert ist

allerdings um etwa ein Vierfaches héher als die Werte von 122.

Tabelle 14: ICso-Werte (UM, 72 h) des Cu(ll)-Komplexes 122 und dem Liganden 13 an Haut- (518A2),
Darm- (HCT-116), Gebarmutterhals- (KB-V1/Vbl) und Brustkrebszellen (MCF-7/Topo) und Vorhautfib-
roblasten (HF). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-Tests.

518A2 > 50 109+14

HCT-116 > 50 104+1,6

KB-V1/Vbl 288+30 6,7+0,5

MCF-7/Topo 37,030 85x14
HF > 100 > 100

Zusatzlich wurden mit dem Cu(ll)-Komplex 122 weitere zellbasierte Tests, wie Zell-
zyklus-Analysen, Woundhealing-Assay, Fluoreszenzfarbung von Aktin-Filamenten

und p-Catenin sowie Gelatinezymographie zum Nachweis von Matrix-
94



4 Biochemische Tests

Metalloproteasen (MMP)-2 und MMP-9-Expression oder Sekretion an 518A2-
Melanomzellen durchgefiihrt.*

Werden beide Ergebnisse der Zellzyklusanalysen von 13 und 122 miteinander vergli-
chen, so fithren beide zu einem G2/M-Arrest (Abb. 32, Tabelle 15).*° Allerdings ist
dieser beim Cu(ll)-Komplex ausgepragter. Die Anzahl der apoptotischen Zellen ist
nur leicht im Vergleich zu 13 erhdht. Ebenso wie bei 117 ist eine ausgepragte Apop-

tose erst nach 30 h zu sehen.
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Abb. 32: Darstellung des Effekts von 13 und 122 (je 50 uM, 24 h) sowie DMSO (Kontrolle) auf den
Zellzyklusablauf der 518A2-Zellen mittels Durchflusszytometrie in den Phasen G1, S, G2/M des Zell-
zyklus sowie der sub-G1 Anteil (apoptotische Zellen). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemis-
try, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and
their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic potential of cancer cells, 107 —
115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Tabelle 15: Prozentualer Anteil (Durchschnitt von drei unabhéngigen Zellzyklusanalysen) der 518A2-
Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach Behandlung mit 13, 122 (50 uM, 24 h) und DMSO

(Kontrolle).

sub-G1 53+0,1 59+19 7,711
G1 Phase 59,6 +0,8 419+57 34,7%0,7
S Phase 153+04 144+12 155+x04

G2/M Phase 198+0,8 378+x26 42,0+0,1
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Im Woundhealing-Assay konnte gezeigt werden, dass nach 24 h die kinstlich einge-
fuhrte Wunde durch 122 noch nicht vollstandig zugewachsen ist im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 33).%*° Folglich zeigt der Cu(ll)-Komplex 122 neben seinem zytotoxi-
schen auch einen migrationshemmenden Effekt, welcher gréf3er ist als beim Cu(ll)-
Komplex 117.

Abb. 33: Zeitlicher Verlauf der Wundheilung in 518A2-Monolayern, behandelt mit DMSO (Kontrolle)
oder 122 (50 uM). Dokumentation mittels Lichtmikroskopie (100fache Vergré3erung). [Reprinted from
Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of
chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic
potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Catenine sind intrazellulare Proteine, die das Aktin-Zytoskelett mit Cadherinen ver-
binden. Cadherine sind spezifische transmembrane Zell-Zell-Adhasionsmolekiile,
welche fur die Integritat und Organisation in epithelialen Monolayern essentiell
sind.?%%! |n 518A2-Zellen liegt ein groRer Teil des zelluldren B-Catenins nicht
membrangebunden in Form von Catenin-Cadherin-Komplexen, sondern im Zyto-
plasma und im Kern vor. Dies ist ein typisches Phanomen der Melanomzellen, wel-
chen oft enormes metastatisches Potential zugeordnet wird.?? Eine Fluoreszenzfar-
bung der 518A2-Zellen, welche mit 13 oder 122 behandelt wurden, zeigt zum einen
eine Reduktion des B-Catenin-Anteils im Zytoplasma und zum anderen eine Erho-
hung des Anteils in der Membran (Abb. 34).3°
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Abb. 34: Wirkung von 13 und 122 auf die zellulare Verteilung von B-Catenin (grin) in 518A2-
Melanomzellen. Zellkern-assoziiertes Catenin (Kontrollzellen) wird durch Substanzzugabe (50 pM,
24 h) vermehrt unter der Plasmamembran angelagert. 13 und insbesondere Komplex 122 verhindern
die Funktion von B-Catenin als pro-metastatischer Transkriptionsfaktor im Zellkern durch Stabilisierung
von Cateninen in transmembranen Cadherin-Catenin-Komplexen. Visualisierung mittels Immunfluo-
reszenzfarbung der zellularen B-Catenine (Kerne blau mit DAPI gegengefarbt; 400 fache Vergrolie-
rung). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R.
Schobert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the
growth and metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from
Elsevier].

Durch die Verschiebung des p-Catenin Anteils aus dem Zytoplasma in die Membran
durch 13 und 122 wird die metastatische Eigenschaft der 518A2-Melanomzellen re-
duziert. Dies beruht zum einen darauf, dass die -Catenin-Translokation in den Zell-
kern und somit die Funktion von B-Catenin als Transkriptionsfaktor sowie die daraus
resultierende Induktion pro-proliferativer und pro-migrativer Signalwege blockiert und
gehemmt ist. Zum anderen liegt der beobachteten Catenin-Membranlokalisierung
eine vermehrte Bildung von Cadherin-Catenin-Komplexen zugrunde. Diese erhéhen
die Stabilisierung der Zell-Einzelschicht und vermindern so das metastatische Verhal-
ten einzelner Zellen, die nun durch eine deutlich hohere Anzahl an Zell-Zell-
Kontakten wesentlich fester miteinander verbunden sind. Dies ist auch durch das
Anfarben des F-Aktins (filamentdses Aktin, Aktin-Filamente) der 518A2-Zellen mit
einem fluoreszierenden Phalloidin-Konjugat zu beobachten. Die Behandlung der Zel-
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len mit 13 oder 122 fuhrt zur Bildung von Blindeln parallel laufender Aktinfasern tber
die gesamte Zelle im Vergleich zu den sonst peripher verlaufenden Aktinnetzwerken
in den unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 35).%° Es kommt somit zu einer Umorgani-

sation des Aktinfilaments.

Kontrolle

Abb. 35: Einfluss von 13 und 122 auf das Aktin-Zytoskelett der 518A2-Melanomzellen. Durch Behand-
lung mit 13 und 122 (50 uM, 24 h) ziehen sich die Aktinfasern (griin) vermehrt Gber die Zelle, im Ver-
gleich zu den peripher verlaufenden Aktinnetzwerken der Kontrollzellen. Die Funktion von B-Catenin
als pro-metastatischer Transkriptionsfaktor wird somit verhindert. Visualisierung mittels einem fluores-
zierendem Phalloidin Konjugat (Kerne blau mit DAPI gegengeféarbt; 400 fache VergréRerung). [Re-
printed from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert,
Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and
metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Einen weiteren Beweis der antimetastatischen Wirkung von 13 und 122 lieferte die
Gelatine-Zymographie, ein Nachweis fur Gelatine abbauende Proteasen. Stark
metastasierende Krebszellen exprimieren und sekretieren oft hohe Level an
Matrixmetalloproteinasen (MMPSs), die es ihnen ermdglichen die extrazellulare Matrix
(ECM, extracellular matrix) um sie herum umzugestalten oder abzubauen.*® ECM ist
der Anteil eines Gewebes im Interzellularraum, dem Raum zwischen den Zellen. Die
Isoformen MMP-2 und MMP-9 sind fir den Beitrag zur Malignitat einer Vielzahl von
metastatischen Krebserkrankungen bekannt. Da die Melanomzelllinie 518A2 eine

hohe Konzentration der beiden MMPs exprimiert, sollte im Folgenden die Konzentra-
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tion im Zellkulturmedium und im Zelllysat ermittelt werden (Abb. 36).3° Dazu wurden
Proben aus den Zellkulturmedium-Uberstanden und Zelllysaten hergestellt und nach
Gelantine-Zymographie und Coomassie-Féarbung dokumentiert.®® Die Aktivitat bzw.
Menge beider Gelatinasen korreliert dabei mit der Intensitat heller Banden (verdaute
Gelatine im Bereich aufkonzentrierter MMP-2 und MMP-9) auf dunklem Grund (vgl.
Gelatine-Zymogramm in Abb. 36). Die Analyse des Uberstands lasst somit Riick-
schlisse auf die Menge sekretierter MMPs zu, wahrend die Zymographie der
Zelllysate Rickschlisse Uber die Mengen intrazellularer, dort exprimierter MMPs er-
mdoglicht. 13 und 122 reduzierten die Expression von MMP-2 und MMP-9 in den
Zelllysaten, was letztlich auch zu einer verringerten Sekretionsrate im Uberstandme-
dium fuhrte. Eine verringerte Sekretion an MMP-2 und MMP-9 kann sich auf die Um-
organisation der ECM in der Umgebung der Tumorzellen auswirken bzw. den geziel-
ten Abbau der ECM im Rahmen von Tumorzellmigration unterbinden. Folglich besitzt

der Cu(ll)-Komplex 122 nicht nur zytotoxische, sondern auch antimetastatische Ei-

genschaften.
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Abb. 36: Expression und Sekretion von MMP-2 und MMP-9 durch 518A2-Melanomzellen, behandelt
mit 13 und 122 (25 uM oder 50 pM, 24 h). Analysiert mittels Gelantinezymographie der Zelllysate und
konditioniertem Medium. Die Helligkeit der Banden auf dunklem Grund entspricht der Menge der akti-
ven MMPs und wurde durch Densitometrie quantifiziert (unbehandelte Kontrollen wurden auf 100 %
gesetzt). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt,
R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the
growth and metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from
Elsevier].

Fe(ll-Genistein

Die ICso-Werte des Fe(lll)-Genistein Komplexes 124 (S. 51) wurden bestimmt und
dem freien Liganden 13 in Tabelle 16 gegenlber gestellt. In diesem Fall konnte mit
der Komplexierung keine Erh6hung der Aktivitat erreicht werden. Sowohl 13 als auch
124 zeigen keine Aktivitdt an Haut- und Darmkrebszellen.

Tabelle 16: ICso-Werte (UM, 72 h) des Fe(lll)-Komplexes 124 und dem Liganden 13 an Haut- (518A2)
und Darmkrebszellen (HCT-116). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-

Tests.

518A2 > 50 > 50
HCT-116 > 50 > 50

Cu(IDN-Apigenin

Die ICso-Werte des Cu(ll)-Apigenin Komplexes 126 (S. 52) und die des freien Ligan-
den 12 wurden bestimmt (Tabelle 17).3° Sowohl 12 als auch 126 zeigten keine Aktivi-
tat gegenuber den nicht-malignen Vorhautfibroblasten (HF). Das Ergebnis einer
Kontrollbehandlung an Melanomzellen mit 12 und Cu(OAc),; x H,O entsprach dem
des Cu(ll)-Komplexes 117 (S. 91). Die besten Ergebnisse konnten an den resisten-
ten Zelllinien erreicht werden, wobei der kleinste ICso-Wert von 8,0 = 1,2 uM an der
Zelllinie KB-V1/Vbl zu beachten ist.
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Tabelle 17: ICso-Werte (UM, 72 h) des Cu(ll)-Komplexes 126 und dem Liganden 12 an Haut- (518A2),
Darm- (HCT-116), Gebarmutterhals- (KB-V1/Vbl) und Brustkrebszellen (MCF-7/Topo) und Vorhautfib-
roblasten (HF). Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen MTT-Tests.

518A2 > 50 132+1,1

HCT-116 > 50 158+2,5

KB-V1/Vbl 206 +1,7 8,0+1,2

MCF-7/Topo 31,2+0,9 11,8+0,7
HF > 100 > 100

Zusatzlich wurden mit dem Cu(ll)-Komplex 126 weitere zellbasierte Tests, wie Zell-
zyklus-Analysen, Woundhealing-Assay, Fluoreszenzmarkierung von  Aktin-
Filamenten und B-Catenin sowie Gelatinezymographie zum Nachweis von MMP-2

und MMP-9-Expression oder Sekretion an 518A2-Melanomzellen durchgefiihrt.®

Werden die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen von 12 und 126 miteinander vergli-
chen, so fithren beide zu einem G2/M-Arrest (Abb. 37, Tabelle 18).*° Allerdings ist
dieser beim Cu(ll)-Komplex ausgepragter. Die Anzahl der apoptotischen Zellen ist im
Vergleich zu 12 nur leicht erhéht. Ebenso wie bei den Cu(ll)-Komplexen 117 und 122

ist eine ausgepragte Apoptose erst nach 30 h zu sehen.®
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Abb. 37: Darstellung des Effekts von 12 und 126 (je 50 uM, 24 h) sowie DMSO (Kontrolle) auf den
Zellzyklusablauf der 518A2-Zellen mittels Durchflusszytometrie in den Phasen G1, S, G2/M des Zell-
zyklus sowie der sub-G1-Anteil (apoptotische Zellen) und sub-G1. [Reprinted from Journal of Inorganic
Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, ge-
nistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic potential of cancer
cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Tabelle 18: Prozentualer Anteil (Durchschnitt von drei unabhéngigen Zellzyklusanalysen) der 518A2-
Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach Behandlung mit 12, 126 (50 uM, 24 h) und DMSO

(Kontrolle).

sub-G1 53+0,1 13,9+39 10,6 + 0,7
G1 Phase 59,6 +0,8 33,774 441 +0,1
S Phase 153+04 140+3,6 13,0+0,1

G2/M Phase 198+08 383+7,1 32,4%0,7

Im Woundhealing-Assay konnte gezeigt werden, dass nach 24 h die kunstlich einge-
fuhrte Wunde durch 126 noch nicht vollstandig zugewachsen ist im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 38).%® Folglich zeigt der Cu(ll)-Komplex 126, ebenso wie die Cu(ll)-
Komplexe 117 und 122, neben seinem zytotoxischen auch einen migrationshem-
menden Effekt. Der Effekt ist nicht so ausgepragt wie bei 122, jedoch groél3er als bei
117.
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Abb. 38: Zeitlicher Verlauf der Wundheilung in 518A2-Monolayern, behandelt mit DMSO (Kontrolle)
oder 122 (50 pM). Dokumentation mittels Lichtmikroskopie (100fache VergréRerung). [Reprinted from
Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Schobert, Effects of
chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth and metastatic
potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Apigenin (12) besitzt die Eigenschaft den B-Catenin-Signalweg zu blockieren und
vermehrte Akkumulation an der Zellmembran zu induzieren, was letztlich das Ablo-
sen von Zellen der Monoschichten verhindert.?** Eine Fluoreszenzfarbung der 518A2
Zellen, welche mit 12 und 126 behandelt wurden, zeigt zum einen eine Reduktion
des p-Catenin Anteils im Zytoplasma und zum anderen eine Erhdhung des Anteils in
der Membran, was dem antimetastatischem Verhalten von 13 und 122 entspricht
(Abb. 39).%° Allerdings zeigt das fluoreszenzmarkierte p-Catenin nicht wie 13 und 122
die Umrisse der Zellen, sondern ist in unausgerichteten Fasern und Fetzen um den

Kern verteilt.
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Kontrolle (&

Abb. 39: Wirkung von 12 und 126 auf die zellulare Verteilung von B-Catenin (griin) in 518A2-
Melanomzellen. Zellkern-assoziiertes Catenin (Kontrollzellen) wird durch Substanzzugabe (50 pM,
24 h) vermehrt unter der Plasmamembran angelagert. 12 und Komplex 126 verhindern die Funktion
von [B-Catenin als pro-metastatischer Transkriptionsfaktor im Zellkern durch Stabilisierung von
Cateninen in transmembranen Cadherin-Catenin-Komplexen. Visualisierung mittels Immuno-
fluoreszenzfarbung der zellularen B-Catenine (Kerne blau mit DAPI gegengeféarbt; 400 fache Vergro-
Berung). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt,
R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the
growth and metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from
Elsevier].

Durch das Anfarben des F-Aktins in 518A2-Zellen mit einem Fluorophor gekoppelten
Phalloidin-Konjugat konnte gezeigt werden, dass das Aktin-Zytoskelett weitgehend
depolymerisiert und nicht langer in Form von Aktin-Filamenten vorliegt (Abb. 40).%¢
Anders als bei 13 und 122 fuhrte die Behandlung mit 12 und 126 nicht zur Umstruk-
turierung des Aktin-Zytoskeletts, sondern letztlich zur Aktinfilament-Destabilisierung.
Das Auftreten von ungeordnetem, Membran-assoziiertem Catenin kdnnte eine Kon-
sequenz der Aktin-Filament-Fehlorganisation nach Behandlung mit 12 und 126 und

dem Verlust des hochorganisierten Aktin-Grundgeriists sein.*
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Kontrolle =8

Abb. 40: Einfluss von 12 und 126 auf das Aktin-Zytoskelett der 518A2-Melanomzellen. Durch Behand-
lung mit 12 und 126 (50 uM, 24 h) kommt es zur Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts (griin), im
Vergleich zu den peripher verlaufenden Aktinnetzwerken der Kontrollzellen. Die Funktion von B-
Catenin als pro-metastatischer Transkriptionsfaktor wird somit verhindert. Visualisierung mittels einem
fluoreszierendem Phalloidin Konjugat (Kerne blau mit DAPI gegengefarbt; 400 fache Vergrofierung).
[Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt, R. Scho-
bert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the growth
and metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from Elsevier].

Aufgrund der antimetastatischen Eigenschaft von 12 und 126 wurde, wie bei 13 und
122, ein Gelatinezymographie-Assay durchgefiihrt. Hierbei wurde die Konzentration
der MMPs im Zellmedium und Lysat ermittelt (Abb. 41).%® Nach Behandlung mit 12
und 126 wiesen die Proben eine geringere Konzentration der MMPs im Medium auf.
Im Falle von 12 und seinem Kupferkomplex 126 ist dies jedoch vermutlich auf die
Akkumulation von MMPs im Zytoplasma zurlckzufihren, die aufgrund der
Aktinfilament-Depolymerisation zustande kommt. Aktin-Filament-vermittelter Trans-
port von MMPs spielt fir deren Sekretion eine entscheidende Rolle und ist durch die

Reduzierung von Aktin-Filamenten unterbunden.®®
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Abb. 41: Expression und Sekretion von MMP-2 und MMP-9 durch 518A2-Melanomzellen, behandelt
mit 12 und 126 (25 uM oder 50 pM, 24 h). Analysiert mittels Gelantinezymographie der Zelllysate und
konditioniertem Medium. Die Helligkeit der Banden auf dunklem Grund entspricht der Menge der akti-
ven MMPs und wurde durch Densitometrie quantifiziert (unbehandelte Kontrollen wurden auf 100 %
gesetzt). [Reprinted from Journal of Inorganic Biochemistry, 127, C. Spoerlein, K. Mahal, H. Schmidt,
R. Schobert, Effects of chrysin, apigenin, genistein and their homoleptic copper(ll) complexes on the
growth and metastatic potential of cancer cells, 107 — 115, Copyright (2013), with permission from
Elsevier].
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5 Zusammenfassung

Zu den wesentlichen Hindernissen in der modernen Krebstherapie zéhlen zum einen
die Resistenz der Tumorzellen gegenuber der Apoptose sowie die Multiresistenz ge-
gen Zytostatika und zum anderen die generelle Toxizitat vieler Medikamente gegen-
Uber gesundem Gewebe.'® Mit Hilfe von antitumoralen Naturstoffliganden, speziell
Flavonoiden und Naphthochinonen, und geeigneten, bioaktiven Metallfragmenten
sollten Koordinationsverbindungen hergestellt werden, um dieser Problematik entge-
gen zu wirken.**'*? |n dieser Arbeit wurden durch das Zusammenspiel der beiden
Wirkeinheiten aktivere und selektivere Zytostatika dargestellt, welche anschlie3end
biologischen Tests unterzogen wurden. Als bidentate Flavonoidliganden wurden
Wogonin (17), Chrysin (23), Apigenin (12), Genistein (13) und Xanthohumol (24) und
als Naphthochinonliganden Juglon (38), Plumbagin (37) und dessen Derivate ver-
wendet. In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Rambold wurde
Parietin (107) aus Flechten isoliert und diente als weiterer Ligand in der
Komplexierung von verschiedenen Metallen, u.a. von Kupfer, Eisen, Platin, Rutheni-

um, Aluminium und Gallium.

Wahrend die Komplexierung von Xanthohumol (24) und Parietin (107) zu nicht 16sli-
chen Feststoffen oder Zersetzungsprodukten fihrte, konnten mit den anderen
Flavonoiden und Napthochinonen z.T. sehr gute Ergebnisse erzielt werden. Die Dar-
stellung der bekannten Cu(ll)-Komplexe 117, 122 und 126 aus den Liganden 23, 13
und 12 erfolgte teils mit leichten Abweichungen nach Zeng et al. (Abb. 42).%® Hierbei
war deutlich ersichtlich, dass sowohl die Liganden, als auch die Cu(ll)-Komplexe kei-
ne Aktivitat gegentber nicht malignen Fibroblasten zeigten, wahrend die Aktivitat ge-
genuber resistenten Zelllinien (KB-V1/Vbl, MCF-7/Topo) am grof3ten war. Hervorzu-
heben sind die ICso-Werte des Cu(ll)-Chrysin Komplex 117 und des Cu(ll)-Genistein
Komplex 122, welche einen einstelligen uM-Bereich (4,6 — 8,5) an beiden resistenten
Krebszelllinien KB-V1/Vbl und MCF-7/Topo aufwiesen.3®
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Abb. 42: Strukturen der Liganden 23, 13 und 12 und deren Cu(ll)-Komplexe 117, 122 und 126.

Die Zellzyklusanalysen der drei Komplexe 117, 122 und 126 zeigten jeweils einen
ausgepragten G2/M-Arrest im Vergleich zu den entsprechenden Liganden 23, 13 und
12.%° Mit Hilfe des Woundhealing-Assay konnte die migrationshemmende Eigen-
schaft der Cu(ll)-Komplexe dargelegt werden, wobei 122 den gréften Effekt zeigte.®
Anhand der Farbung von Aktin-Zytoskelett und p-Catenin behandelter 518A2-Zellen,
sowie der Gelatinezymographie, konnte die antimetastatische Wirkung der Substan-
zen 13, 122, 12 und 126 gezeigt werden. Diese beruht demnach entweder auf der
Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts, der vermehrten Bildung von Cadherin-
Catenin-Zell-Zell-Adhasionspunkten oder auf der Modulation von MMP-Expression
bzw. MMP-Sekretion.*

Die drei Liganden 23, 13 und 12 wurden mit weiteren Metallsalzen versetzt, um den
Einfluss der unterschiedlichen Liganden und Metallzentren untereinander zu verglei-
chen. Aus den darstellbaren Metallkomplexen 118, 119 und 124 zeigten nur der
Al(111)- 118 und Fe(lll)-Chrysin Komplex 119 eine nennenswerte Aktivitat an der HCT-
116-Zelllinie mit ICso-Werten im Bereich von 8,7 — 12,1 uM (Abb. 43).
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Abb. 43: Strukturen der Metallkomplexe 118 und 119.

Als weiterer Flavonoidligand sollte Wogonin (17) dienen. Wéahrend der Darstellung
von 17 konnte die von Huang et al. publizierte Synthese widerlegt werden.?” Es
konnte nur Negletein (71) erhalten werden, dessen Komplexierung mit
Cu(OACc), x H,0O keine erhebliche Wirksteigerung an Krebszelllinien zeigte (Abb. 44).
Aus der Vorstufe von 17, dem Chalkon 20, konnten Metallkomplexe mit beachtlichen
ICso-Werten dargestellt werden. Obwohl 20 bereits selbst eine gute Aktivitat aufweist,
konnten mit dem Cu(ll)-Komplex 109 oder dem Fe(lll)-Komplex 111 ICsp-Werte an
der 518A2- und HCT-116-Zelllinie im einstelligen puM-Bereich (3,8 —7,5) erreicht
werden (Abb. 44).

109 111

Abb. 44: Strukturen der Flavonoide 17, 71 und 20 und den Metallkomplexen 109 und 111.

Desweiteren wurden neben den Flavonoiden Naphthochinone zur Darstellung von
Metallkomplexen verwendet. Ru(ll)-Plumbagin-Komplexe wurden ausgehend von
den beiden Plumbaginhydrazon Verbindungen 135 und 136 dargestellt.”* An der re-
sistenten Zelllinie KB-V1/Vbl erreichten die Ru(ll)-Komplexe 137 — 139 ICso-Werte
<4 uM, 137 sogar unter 1 uM (Abb. 45).”" Im Vergleich zu Plumbagin (37) selbst,
zeigten die Komplexe 137 — 139 keine Auswirkung auf gesunde Zellen und gleichzei-
tig gesteigerte Wirkung gegeniber malignen Zellen, was sie zu neuen mdoglichen

Anwartern fir Zytostatika werden lasst.
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Abb. 45: Strukturen von 135, 136 und 137 — 139.

Ein weiteres Plumbaginhydrazon, der Ferrocen-Komplex 142, zeigte ebenfalls keine
schadliche Wirkung an gesundem Gewebe im Vergleich zu 37 und konnte einen
ICso-Wert von 1,1 uM an den KB-V1/Vbl Zellen erreichen (Abb. 46).”* Zusétzlich
konnte ein ICso-Wert von 0,5 uM an den Hautkrebszellen dargelegt werden, sodass
142 eine gr6Rere Wirkung an verschiedenen Zelllinien aufweist, im Vergleich zu den
Komplexen 137 — 139. Durch die Zellzyklus-Analysen konnte gezeigt werden, dass in
einer dosis- und zeitabhangigen Weise die Verbindungen 137 und 142 zu einer Er-
héhung der Menge apoptotischer Krebszellen fihren, wahrend 37 in den Zelllinien
HCT-116 und KB-V1/Vbl einen G2/M-Arrest induziert.”

Abb. 46: Struktur des Ferrocen-Komplexes 142.

Eine wichtige Komponente des Wirkmechanismus von Plumbagin (37) ist die Modifi-
kation der DNA, welche u.a. durch oxidative Schadigung durch erzeugte ROS oder
durch Interkalation hervorgerufen wird. Bereits bei einer Konzentration von 10 uM ist
die ROS-Produktion von 142 gréRer im Vergleich zu 37.”* Zudem verursachen die
Derivate 137 und 142 im EMSA gr6RRere Shifts bei niedrigeren Konzentrationen als
37, was erhebliche Konformations-Veranderungen der behandelten linearen DNA
aufzeigt.”* Mit Hilfe des fluoreszierenden P-gp-Substrats Calcein-AM konnte eine
Hemmung des P-gp Transporters zu 50 % bzw. 80 % durch 137 und 142 erreicht
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werden, wahrend 37 selbst keinen Einfluss auf diesen Efflux-Transporter hat. Dies

steht im Einklang mit der Resistenz der KB-V1/Vbl-Zelllinie gegen Plumbagin (37).

In Anlehnung an 142 wurde der Ferrocen-Komplex 149 basierend auf Juglon (38)
dargestellt, welcher jedoch keine Aktivitdt gegeniber Krebszelllinien zeigte (Abb.
47)." Als weiterer Ligand sollte das Plumbaginderivat 106 dienen, welches mit
Cu(OAc), x H,0 versetzt wurde. Der Cu(ll)-Komplex 150 erreichte an den Zelllinien
HCT-116 und KB-V1/Vbl ICso-Werte im einstelligen Bereich, sogar < 1 yM an der
518A2-Zelllinie, wahrend an den gesunden Gewebszellen keine Aktivitat zu ver-
zeichnen war (Abb. 47).

Abb. 47: Strukturen der Verbindungen 149, 106 und 150.

Neben den Metallkomplexen wurde 37 mit verschiedene Fettsauren umgesetzt und
auf ihre Antitumor-Aktivitat getestet (Abb. 48).2*® Hierbei konnte mit den ungesattig-
ten Derivaten 102a und 102b eine nennenswerte Aktivitdt an der resistenten
KB-V1/Vbl-Zelllinie verzeichnet werden. Hervorzuheben ist 102a mit einem ICsp-Wert
von 5 pM.

Abb. 48: Strukturen der Fettsaurederivate 102a und 102b.

Zusétzliche Metallkomplexe wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Clemens mittels UV/Vis-Spektroskopie untersucht, um mehr Aufschluss
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bzgl. der Mobilisierung von Eisen(lll) durch die Cumarine Scopoletin (154), Esculetin
(155) und Fraxetin (156) zu gewinnen. Anhand der UV/Vis-Spektren und der
Massenspektrometrie konnte gezeigt werden, dass das Mobilisieren von Eisen in der
Schotenkresse Arabidopsis thaliana nicht entweder nach Strategie | (saure Redukti-
on von Eisenverbindungen: Fe** — Fe®) oder Il (Chelatisieren von Eisen:
Siderophore), sondern nach beiden gleichzeitig verlauft.'®* Folglich bildet das von der
Pflanze im alkalischen Boden freigesetzte 154 stabile Fe(ll)-Komplexe aus Fe,Os3,
um eine Re-Oxidation des Eisens zu vermeiden. Durch diese Komplexe ist das Eisen
jederzeit verfugbar und kann in der Pflanze bis zu seinem Gebrauch gespeichert

werden. 8

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der intrazellularen Verteilung von
Carboplatin (4), welche mittels Click-Reaktion vonstattengehen sollte. Die Darstel-
lung des alkinmarkierten Carboplatinderivats 158 erfolgte bis zur Stufe des Dibromids
185. Hierzu wurde ausgehend von Dimethylmalonat (176) und Methylchloroformiat
(180) der Triester 181 dargestellt, welcher mit Propargylbromid zu Verbindung 182
umgesetzt wurde (Schema 58). Nach anschliel3ender Retro-Claisen-Reaktion zu 183
und Reduzierung zum Diol 184 konnte mittels Mukaiyama Redox-Reaktion das
Dibromid 185 gebildet werden.

|
O O 0 oO Oo
~ -
+ (i) OJ;(U\O (ii)
N P N o,
o o) o~ ~cl oo -0 o—
| AN
176 180 181 182
(iii)
O O
Br Br HO OH
D/\ V) )/\ vy O o~
Z Z “
X
185 184 183

Schema 58: Darstellung von 185: 9% Reagenzien und Bedingungen: (i) Na, Toluol, 5 h, Rf, 56 %;

(i) NaH, Propargylbromid, Toluol, DMF, 20 h, 80 °C, 73 %; (iii) NaOMe, THF, 2 h, RT, 90 %; (iv)
LiAlH4, Et,O, 2 h, RT, 73 %; (V) 4,4 Aq. Br,, 4,4 Aq. PPh;, THF, 4 h, RT.
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One of the main handicaps in modern cancer therapy includes on the one hand the
resistance of tumor cells to apoptosis and on the other hand the toxicity of many
drugs against healthy tissue. To counteract these problems coordination complexes
should be made by using natural products as ligands, in particular flavonoids and
naphthoquinones, and suitable bioactive metal fragments. One of the aims of this
work was to synthesise more active and selective cytotoxic agents by the interaction
of the two active units, which were subjected to biological tests afterwards. Wogonin
(17), chrysin (23), apigenin (12), genistein (13) and xanthohumol (24) and as
naphthoquinone ligands juglone (38), plumbagin (37) and its derivatives were used
as flavonoide ligands with single coordination site. In collaboration with the research
group of Prof. Dr. Rambold Parietin (107) was isolated from lichens and served as a
further ligand in the complexation of various metals including copper, iron, platinum,

ruthenium, aluminum and gallium.

While the complexation of xanthohumol (24) and parietin (107) resulted in insoluble
solids or decomposition products the other flavonoids and napthoquinones could
partly achieve very good results. The synthesis of the known copper complexes 117,
122 and 126 was carried out partly with slight variations according to Zeng et al. from
the ligands 23, 13 and 12 (Figure 1).%® Both ligands and copper complexes showed
no activity against malignant fibroplast, while the activity on the resistant cell lines
(KB-V1/Vbl, MCF-7/Topo) was highest. The ICsy values of the copper(ll)-chrysin
complex 117 and copper(ll)-genistein complex 122, which had a single-digit uM
range (4.6 — 8.5) on both resistant cancer cell lines KB-V1/Vbl and MCF-7/Topo have

to be pointed out.®
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Figure 1: Structure of the ligands 23, 13 and 12 and their copper complexes 117, 122 and 126.

Each of the cell cycle analysis of the three complexes 117, 122 and 126 exhibited a
distinct G2/M arrest in comparison to the corresponding ligands 23, 13 and 12.%° By
woundhealing assays the migration-inhibiting property of the copper complexes could
be determined and 122 showed the greatest effect.*® Additionally, the antimetastatic
effect of 13, 122, 12 and 126 was shown by staining the actin cytoskeleton, immuno-

fluorescence staining of cellular p-catenins and a gelatin zymography assay.

In order to compare the influence of various ligands and metal centers with each oth-
er the three ligands 23, 13 and 12 were treated with further metal salts. From the
metal complexes 118, 119 and 124 only aluminum(lll)- 118 and iron(lll)-chrysin com-
plex 119 showed a significant activity on the HCT-116 cell line with ICso values in the
range of 8.7 — 12.1 uM (Figure 2).

118

Figure 2: Structure of the metal complexes 118 and 119.
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It was planned to apply wogonin (17) as another flavonoid ligand. During the produc-
tion of 17 the publicized synthesis by Huang et al. could be refuted.?” Only negletein
(71) could be obtained. The complexation with Cu(OAc), x H,O showed no significant
increase in activity in cancer cell lines (Figure 3). Metal complexes of the precursor of
17, chalcone 20, could be obtained with significant ICso values. Although 20 itself has
already a good activity, the copper(ll) complex 109 or the iron(lll) complex 111 could
achieve 1Cs values on the 518A2 and HCT-116 cell line in the single-digit range of
3.8 — 7.5 uM (Figure 3).

109 111

Figure 3: Structures of the flavonoids 17, 71 and 20 and their metal complexes 109 and 111.

In addition to the flavonoids naphthoquinones were used for the preparation of metal
complexes. Ruthenium(ll) plumbagin complexes were synthesized starting from the
plumbagin hydrazone compounds 135 and 136.”* The ruthenium(ll) complexes 137 —
139 reached ICsp values < 4 uM, 137 below 1 uM in the resistant cancer cell line KB-
V1/Vbl (Figure 4). Compared to plumbagin (37) the complexes 137 — 139 showed no
effect on healthy cells and were still able to increase the activity against malignant

cells, which makes them a potential new candidate for cancer chemotherapy.
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seg *C.

Ru- OH _

N &_/N N Ru-

135: Nicotinic acid hydrazone 137: Nicotinic acid hydrazone
136: Isonicotinic acid hydrazone 138: Isonicotinic acid hydrazone

Figure 4: Structures of 135, 136 and 137 — 139.

Another plumbagin hydrazone, ferrocene complex 142, showed no harmful effects on
normal tissues compared to 37 either and reached an ICsg value of 1.1 pM range in
the KB-V1/Vbl cancer cells (Figure 5).”* In addition, an ICso value of 0.5 pM in the
skin cancer cells was observed so 142 showed a greater effect on various cell lines,
compared to the complexes 137 — 139. Through the cell cycle analysis it could be
shown that the compounds 137 and 142 increase the amount of apoptotic cancer
cells in a dose- and time-dependent manner, while 37 induced G2/M arrest on the
cell lines HCT-116 and KB-V1/Vbl."*

Figure 5: Structure of the ferrocene complex 142.

An important component of the mechanism of action of 37 is the modification of DNA,
which is caused amongst others by oxidative damage produced by ROS or by inter-
calation. The ROS production of 142 is higher compared to 37 starting already at a
concentration of 10 pM.”* The derivatives 137 and 142 also caused greater shifts at
lower concentrations in EMSA as compared to 37 presenting more extensive mor-
phological changes of the treated linear DNA.”* 137 and 142 could achieve an inhibi-
tion of the intracellular substrate for P-gp calcein-AM protein to 50% and 80% in
comparison to 37, which has no influence on this transporter. This is in line with the

resistance of KB-V1/Vbl cell line against 37.
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Based on 142 ferrocene complex 149 of juglone (38) was synthesized (Figure 6).”*

149 has no activity against cancer cell lines. The plumbagin derivative 106 should
serve as a further ligand, to which Cu(OAc), x H,O was added. The copper(ll) com-
plex 150 reached ICso values on the cell lines HCT-116 and KB-V1/Vbl in the single-
digit range and <1 uM on the 518A2 cell line, whereas the healthy tissue cells

showed no activity (Figure 6).

Figure 6: Structure of 149, 106 and 150.

In addition to the metal complexes various fatty acids were reacted with 37 and were
tested for their antitumor activity (Figure 7).2*® In this case the unsaturated derivatives
102a and 102b showed a considerable activity on the resistant KB-V1/Vbl cell line.
Especially 102a has to be pointed out with an ICs value of 5 uM.

Figure 7: Structures of the fatty acid derivatives 102a and 102b.

Other metal complexes were investigated in collaboration with the research group of
Prof. Dr. Clemens by UV/vis spectroscopy in order to get more information about the
mobilization of iron by the main representatives of coumarins scopoletin (154),
esculetin (155) and fraxetin (156). Using UV/vis spectra and mass spectrometry it
was shown that the mobilization of iron in the roots of Arabidopsis thaliana does not

run either according to strategy | (acidic reduction of iron compounds: Fe* — Fe?")
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or Il (chelating of iron: siderophore). It runs by using both strategies at the same
time.*®* Therefore 154, which is released in alkaline soils by the plant, builds stable
iron(Il) complexes of Fe,O3 in order to avoid re-oxidation of the iron. By these com-

plexes the iron is readily available and can be stored in the plant up to its use.'®*

An additional part of the thesis was the intracellular distribution of carboplatin (4),
which should be proceeded by click reaction. The representation of alkyne labeled
carboplatin derivative 158 was carried out to dibromide 185. Starting from dimethyl
malonate (176) and methyl chloroformate (180) the triester 181 could be obtained,
which was converted to compound 182 with propargyl bromide (Scheme 1). After
subsequent decarboxylation to 183 and reduction to diol 184, dibromide 185 could be

built by Appel reaction.

|
O O 0] P OO OO
~ ~
+ (i) O)fo (ii)
< PN G _W
OMO (@] Cl o 0 —0 oO—
| AN
176 180 181 182
(iii)
O O
Br Br HO OH
)/\ ) )ﬁ ) o o~
Z Z “
AN
185 184 183

Scheme 1: Representation of 185:'%7?%? Reagent and conditions: (i) Na, toluene, 5 h, Rf, 56 %; (i)

NaH, propargyl bromide, toluene, DMF, 20 h, 80 °C, 73 %; (iii) NaOMe, THF, 2 h, RT, 90 %,; (iv) LiAlH,,
Et,0, 2 h, RT, 73 %; (v) 4,4 Aqg. Br,, 4,4 Aq. PPhs, THF, 4 h, RT.
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7 Experimenteller Teil
7.1 Materialien und Methoden

Losungsmittel:

Alle Losungsmittel wurden in der Reinheitsstufe p.a. eingesetzt oder nach den géan-

gigen Verfahren, wie von Hiinig et al. beschrieben, destilliert.?**

Chemikalien:

Alle verwendeten kommerziell erhaltlichen Chemikalien wurden, wenn nicht anders
vermerkt, von den Firmen ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, allcura, Aug. Hedinger,
Carbolution Chemicals, Carl Roth, Grissing, Janssen Chimica, Fischer Scientific,
Fluka, KD-Pharma Bexbach, Merck, Sigma Aldrich, Strem Chemicals und TCI bezo-

gen.

Diinnschichtchromatographie:

Zur Kontrolle der Reaktionen und zur Kontrolle der chromatographischen Aufarbei-
tung wurden POLYGRAM®SIL G/UV254 DC-Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel
verwendet. Der anschlieBende Nachweis der einzelnen Substanzen erfolgte mittels
UV-Licht (A = 254 nm und 366 nm), lod auf Kieselgel oder Anfarben mit unterschied-

lichen Farbereagenzien:

e CAM: 94 mL H,0, 6 mL konz. H,SOq4, 1 g Ce(SOy)2, 2,5 g 12 MoO3x H3PO,4
e KMnO4: 100 mL H>O, 2 g Na,COs3, 1 g KMnO,.

Saulenchromatographie:

Zur Saulenchromatographie wurde Kieselgel der Firma Macherey-Nagel in den

KorngréRen 25 — 40 um und 63 — 200 um verwendet.

Elementaranalyse:

Die CHN-Analysen wurden mit einem Elemental Analyzer Model 1106 der Firma Car-
lo Erba Strumentazione durch die analytische Abteilung der Universitat Stuttgart be-

stimmt.
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NMR — Spektroskopie:

Alle NMR-Spektren wurden mit einem Bruker DRX 300 Spektrometer (300 MHz flr
'H-NMR, 75,5 MHz fiir *C-NMR, 64,4 MHz fiir *°*Pt-NMR) bei RT aufgenommen. Als
Lésungsmittel wurden CDClI; (6 = 7,24; 77,0 ppm), Methanol-d4 (5 = 3,31; 49,0 ppm),
DMF-d; (5 = 2,75, 2,92, 8,03; 29,7, 34,9, 163,1 ppm), Aceton-ds (5 = 2,05; 29,8;
206,3 ppm), DMSO-ds (6 = 2,50; 39,5 ppm) oder D,O (5 = 4,79) verwendet. Die che-
mische Verschiebung & wurde in [ppm] angegeben und relativ zum Signal des Lo6-

sungsmittels bestimmt. Die Kopplungskonstanten J wurden in [Hz] angegeben.

IR - Spektroskopie:

Die IR-Spektren wurden mit Hilfe eines Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR-
Spektrometers aufgenommen. Die Absorptionsbanden wurden hierbei in [cm™] an-

gegeben.

Massenspektrometrie:

Die massenspektrometrischen Analysen wurden entweder durch Direkteinlass
(DIP-MS) oder durch eine vorgeschaltete GC-Einheit (GC-MS) durchgefuhrt. Die lo-

nisierungsenergie betrug hierbei 70 eV.

e DIP-MS: Thermo Finnigan MS 8500 mit Datensystem Maspec 3.2
e GC-MS: Thermo Finnigan MAT95 mit gekoppelter GC-Einheit (Hewlett Pa-
ckard 5890 Series Il)

HR-ESI-MS-Analysen von Metallkomplexen wurden vom Lehrstuhl Pflanzenphysio-
logie der Universitat Bayreuth mit einem Q-TOF Premier Massenspektrometer der
Firma Waters (Milford, MA) durch Direkteinlass (10 pL/min) durchgefihrt. Die relati-
ven Signalintensitaten, bezogen auf den Basispeak (100%), wurden in Klammern in

Prozent angegeben.

Schmelzpunkt:

Schmelzpunkte wurden mit einem Buchi Melting Point M-565 bestimmt. Die angege-

benen Werte sind nicht korrigiert.
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Gaschromatographie:

Zur Aufnahme der Gaschromatogramme wurde ein Carlo Erba HRGC 5160 mit den

Saulen A oder B und den jeweiligen Programmen verwendet:

e A: Optima-5-MS Saule (I ~ 25 m und @ 0,25 mm; Macherey Nagel)
e B: HP-5 Saule (I ~ 30 m und & 0,32 mm; Agilent J&W)

Programm 0 (80 °C — 280 °C; Programmlange: 1 h; Aufheizrate: 5 °C/min), Pro-
gramm 4 (150 °C — 280 °C; Programmlange: 1 h; Aufheizrate: 8 °C/min) und Pro-
gramm 7 (50 °C — 280 °C; Programmlange: 1 h; Aufheizrate: 5 °C/min bzw.
10 °C/min)

Rontgenstrukturanalyse:

Die Bestimmung der Elementarzelle und die Sammlung der Messdaten von Verbin-
dung 68 bzw. 71 wurden von J. Obenauf am Lehrstuhl Anorganische Chemie Il bzw.
von Dr. W. Milius am Lehrstuhl Anorganische Chemie | der Universitat Bayreuth mit
einem STOE-XAREA bzw. STOE IPDS | Gerat mit Stickstoffkihlung durchgefihrt.
Strukturlésung und Verfeinerung wurden mit den Programmen SIR-92 und SHELXL-
2014 (Sheldrick, 2014) bzw. SHELXS-97 (Sheldrick, 1990) und SHELXL-97
(Sheldrick, 1997) durchgefiihrt.

Biochemische Tests:

Eine ausfuhrliche Methodenbeschreibung der jeweiligen verwendeten biochemischen
Tests ist in den Veroffentlichungen ,Effects of chrysin, apigenin, genistein and their
homoleptic copper(ll)complexes on the growth and metastatic potential of cancer
cells” und “Ferrocene and (arene)ruthenium(ll) complexes of the natural anticancer

naphthoquinone plumbagin with enhanced efficacy against resistant cancer cells and

a genuine mode of action” zufinden.®*"*
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7.2 Darstellung der Liganden

7.2.1 Synthese von Wogonin

7.2.1.1 (E)-2-Cinnamoyl-3,4,5-trimethoxyphenyldifluoroborat (68)

C18H17BF20s5

MG: 362,13 -&-
mol

Verbindung 68 wurde nach Huang et al. dargestellt.?’

Ausbeute: 1,32 g (3,65 mmol, 91 %) roter Feststoff

IH-NMR

13C-NMR

MS

Smp.

(300 MHz, CDCls); & (ppm): 3,82 (s, 3H, H-7), 3,96 (s, 3H, H-8), 4,03 (s,
3H, H-9), 6,34 (s, 1H, H-5), 7,45 — 7,48 (m, 3H, H-15, H-16, H-17), 7,68
(dd, J = 7,8 Hz, *J = 5,7 Hz, 2H, H-14, H-18), 8,06 (d, 3J = 15,4 Hz, 1H,
H-12), 8,34 (d, 3J = 15,4 Hz, 1H, H-11).

(75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 56,8 (C-8), 61,4 (C-7), 61,9 (C-9), 97,8 (C-
5), 106,9 (C-3), 120,7 (C-11), 129,3 (C-14, C-18), 129,6 (C-15, C-17),
132,3 (C-16), 134,3 (C-1), 136,6 (C-13), 151,2 (C-12), 154,6 (C-2),
164,5 (C-4), 166,8 (C-6), 182,8 (C-10).

(v (cm™)): 2935 (w), 1605 (m), 1574 (m), 1543 (m), 1505 (m), 1451 (m),
1388 (s), 1367 (m), 1351 (m), 1315 (m), 1295 (m), 1255 (m), 1217 (s),
1190 (m), 1115 (s), 1083 (s), 1042 (s), 1021 (s), 983 (s), 921 (s), 896
(m), 873 (m), 857 (m), 813 (s), 779 (m), 761 (s), 740 (m), 715 (s), 684
(s), 659 (M).

(El, 70 eV), m/z (%): 362 (100) [M'], 347 (85), 319 (7), 291 (5), 285
(10), 259 (5), 253 (8), 195 (5), 164 (5), 131 (16) [CoH-O]*, 103 (19), 77
(8) [CeHs]", 69 (6).

160 °C
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7.2.1.2 (E)-1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)-3-phenylpropen-1-on (20)

C18H180s5

MG: 314,33 &
mol

Es werden 1,32 g (3,65 mmol) 68 in 200 mL EtOAc gel6st, mit 200 mL ges. NaHCO3-
Lsg. versetzt und fur 30 min bei RT gerthrt. Die org. Phase wird Gber Na,SO,4 ge-

trocknet und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird aus

EtOAc und n-Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 952 mg (3,03 mmol, 83 %) orange-gelber Feststoff

'H-NMR

13C-NMR

MS

GC

(300 MHz, CDCl3); 6 (ppm): 3,81 (s, 3H, H-7), 3,88 (s, 3H, H-8), 3,91 (s,
3H, H-9), 6,27 (s, 1H, H-5), 7,34 — 7,44 (m, 3H, H-15, H-16, H-17),
7,58 — 7,65 (m, 2H, H-14, H-18), 7,80 (d, 3J = 15,6 Hz, 1H, H-12), 7,94
(d, 33 = 15,6 Hz, 1H, H-11), 13,6 (s, 1H, OH).

(75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 56,0 (C-8), 61,2 (C-7), 61,8 (C-9), 96,5 (C-
5), 108,7 (C-3), 126,4 (C-11), 128,4 (C-14, C-18), 128,9 (C-15, C-17),
130,2 (C-16), 134,9 (C-1), 135,3 (C-13), 143,1 (C-12), 154,9 (C-2),
160,1 (C-4), 162,6 (C-6), 192,9 (C-10).

(v (cm™)): 2936 (w), 1628 (m), 1559 (s), 1491 (m), 1445 (s), 1401 (W),
1391 (w), 1345 (s), 1285 (m), 1263 (m), 1239 (s), 1199 (s), 1159 (s),
1106 (s), 1076 (m), 1044 (m), 1020 (s), 992 (s), 981 (s), 944 (m), 904
(m), 874 (m), 847 (m), 812 (s), 784 (m), 770 (s), 733 (s), 692 (S).

(El, 70 eV), m/z (%): 314 (100) [M*], 299 (7), 237 (39) [M* - CsHs], 210
(47), 195 (80) [C1oH1104]", 184 (11) [CoH1:04]", 167 (31), 131 (24)
[CoH70]", 103 (26) [CeH-]", 77 (9) [CeHs]"-

tret (Programm 0, A) = 43,23 min.
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Smp. 94 °C (Lit. 98 — 100 °C?")

7.2.1.3 Dihydrowogonin (69)

C16H1405

MG: 286,28 -~
mol

Verbindung 69 wurde nach Huang et al. dargestellt.?’

Ausbeute: 220 mg (0,77 mmol, 61 %) weil3e Fasern
Die analytischen Daten (Masse, Smp.) stimmen gut mit der Literatur iberein.**®

'H-NMR (300 MHz, DMSO0); & (ppm): 2,79 (dd, 2J = 17,2 Hz, 3J = 3,2 Hz, 1H,
H-2a), 3,29 (dd, 2J = 17,2 Hz, %) = 13,1 Hz, 1H, H-2b), 3,82 (s, 3H,
H-10), 5,57 (dd, 3J = 3,2 Hz, 3J = 13,1 Hz, 1H, H-1), 6,29 (s, 1H, H-6),
7,36 — 7,46 (m, 3H, H-13, H-14, H-15), 7,52 — 7,57 (m, 2H, H-12, H-16),
8,27 (s, 1H, OH), 11,74 (s, 1H, OH).

BC-NMR (75,4 MHz, DMSO); § (ppm): 42,9 (C-2), 56,5 (C-10), 79,1 (C-1), 92,1
(C-6), 102,9 (C-4), 127,1 (C-12, C-16), 127,8 (C-8), 128,9 (C-11), 129,0
(C-13, C-15), 139,3 (C-14), 149,3 (C-9), 155,6 (C-5), 156,9 (C-7), 197,7
(C-3).

IR (v (cm™)): 3534 (w), 3205 (w), 1655 (s), 1634 (m), 1615 (s), 1577 (m),
1505 (s), 1460 (m), 1347 (m), 1298 (s), 1239 (s), 1199 (s), 1168 (m),
1100 (s), 1082 (s), 1055 (m), 1003 (m), 918 (m), 902 (m), 869 (m), 857

(m), 836 (m), 802 (M), 765 (s), 743 (M), 721 (M), 699 (S).

GC tret (Programm 4, A) = 21,39 min.
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7.2.1.4 Negletein (71)

C16H1205

1007 g

MG: 284,26 —

mol

Methode 1:?" Unter Argon werden nach Huang et al. 106 mg (0,37 mmol) 69 und

3,22 mg (0,01 mmol) lod in 0,40 mL DMSO geldst und 2 h am Riuck-
flusskuhler erhitzt. Anschliel3end wird die Reaktionslosung auf Eiswas-
ser gegeben und mit CHCI3 extrahiert. Die org. Phase wird mit 20 %-
iger Na,S,0s-Lsg. gewaschen, uUber Na,SO, getrocknet und das LO-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird aus EtOH

umkristallisiert.

Ausbeute: 76 mg (0,27 mmol, 72 %) brauner Feststoff

Methode 2:**3 Nach Haslam et al. werden 172 mg (0,46 mmol) 5,7-Diacetoxy-6-

Die analytischen Daten (**C, Smp.) stimmen gut mit der Literatur tiberein.

'H-NMR

methoxyflavon (79) in 3,45 mL Aceton gel6st und 8,63 mL 3N HCI-Lsg.
hinzugegeben. Die Reaktionslosung wird 16 h unter Rickfluss erhitzt,
anschlieend auf Eiswasser gegeben, mit EtOAc extrahiert und mit
KHCOs3-Lsg. gewaschen. Die wassrige Phase wird mit 3N HCI-Lsg. an-
gesauert und erneut mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Das Rohprodukt wird aus EtOH umkristallisiert.

Ausbeute: 131 mg (0,46 mmol, 100 %) brauner Feststoff
215,216

(300 MHz, DMSO); 5 (ppm): 3,93 (s, 3H, H-10), 6,98 (s, 1H, H-8), 7,02
(s, 1H, H-2), 7,56 — 7,64 (m, 3H, H-13, H-14, H-15), 8,09 — 8,13 (m, 2H,
H-12, H-16), 8,83 (s, 1H, OH), 12,51 (s, 1H, OH).

(v (cm™)): 3440 (w), 1667 (m), 1610 (m), 1586 (m), 1498 (m), 1475 (m),
1458 (s), 1450 (s), 1364 (s), 1287 (m), 1244 (s), 1205 (m), 1176 (m),
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MS

GC

1107 (m), 1086 (s), 1037 (s), 1024 (s), 856 (s), 831 (m), 806 (s), 779
(s), 764 (s), 727 (s), 706 (s), 693 (s), 661 (M).

(El, 70 eV), m/z (%): 284 (100) [M*], 266 (52), 255 (22), 241 (22), 238
(90) [M —OMe —OH]J*, 210 (15), 181 (6), 153 (15), 139 (22), 134 (12),

102 (12), 77 (15) [CeHs]", 69 (46), 52 (7).

tret (Programm 4, A) = 25,42 min.

7.2.1.5 5,7-Diacetoxy-8-methoxy-dihydroflavon (78)

Verbindung 78 wurde nach Patil und Deshpande dargestellt.

C2oH1807

MG: 370,35 -~
mol

151

Es werden 0,5 g (1,75 mmol) 69 mit 0,5 mL Pyridin und 2 mL Ac,O (43) versetzt und
2 h unter Ruckfluss erhitzt. Anschlie3end wird Eiswasser zugegeben und mit CHCI3

extrahiert. Die org. Phase wird mit H,O gewaschen und tber Na,SO4 getrocknet. Das

Ldsungsmittel wird im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 615 mg (1,66 mmol, 95 %) hellgelber Feststoff

'H-NMR

13C-NMR

(300 MHz, CDCl3); 6 (ppm): 2,25 (s, 3H, H-11), 2,37 (s, 3H, H-12), 2,75
(dd, 2J = 16,8 Hz, 3 = 3,0 Hz, 1H, H-2a), 2,98 (dd, 2J = 16,8 Hz,
%) =13,1 Hz, 1H, H-2b), 3,86 (s, 3H, H-10), 5,46 (dd, 3J = 3,0 Hz,
3J=13,1 Hz, 1H, H-1), 6,35 (s, 1H, H-6), 7,33 — 7,44 (m, 5H, H-14, H-
15, H-16, H-17, H-18).

(75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 20,2 (C-11), 21,0 (C-12), 45,1 (C-2), 56,4
(C-10), 79,6 (C-1), 100,8 (C-6), 108,5 (C-4), 125,8 (C-14, C-18), 126,1
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(C-8), 128,7 (C-15, C-17), 128,9 (C-13), 138,2 (C-16), 148,9 (C-9),
154,8 (C-5), 157,1 (C-7), 168,2 (C-19), 169,4 (C-20), 188,6 (C-3).

IR (v (cm™): 1773 (m), 1676 (m), 1618 (m), 1452 (m), 1367 (m), 1266 (m),
1199 (s), 1181 (s), 1165 (s), 1100 (s), 1070 (m), 1016 (m), 919 (m), 887
(m), 842 (m), 764 (m), 699 (m).

MS (El, 70 eV), miz (%): 370 (2) [M*], 328 (19) [CigH1606]*, 286 (100)
[C16H140s]*, 209 (17), 182 (87) [C13H100]", 164 (6), 153 (16), 139 (11),
136 (15), 125 (8), 104 (19), 77 (10) [CeHs]*, 69 (18) [CsHs]', 43 (77)

[C,H30]".

Smp. 142 °C

7.2.1.6 5,7-Diacetoxy-8-methoxyflavon (79)

11 15

o 1w C20H1607
16

B’& o) 14

MG: 368,34 -
mol

Verbindung 79 wurde nach Patil und Deshpande dargestellt.*>*

Es werden 211 mg (0,57 mmol) 78, 150 mg (0,84 mmol) NBS und eine Spatelspitze
AIBN zu 22 mL CCl, gegeben. Die Losung wird 2 h unter Rickfluss erhitzt. Anschlie-
Rend wird mit H,O gewaschen. Die org. Phase wird Gber Na,SO, getrocknet und das

LAsungsmittel im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 103 mg (0,28 mmol, 49 %) weil3er Feststoff

'H-NMR (300 MHz, CDCly); § (ppm): 2,43 (s, 3H, H-11), 2,44 (s, 3H, H-12),
3,92 (s, 3H, H-10), 6,56 (s, 1H, H-6), 6,69 (s, 1H, H-2), 7,43 — 7,57 (m,
3H, H-15, H-16, H-17), 7,72 — 7,80 (m, 2H, H-14, H-18).
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BC-NMR

MS

Smp.

(75,4 MHz, CDCl3): & (ppm): 20,1 (C-11), 20,9 (C-12), 56,5 (C-10), 98,1
(C-8), 104,3 (C-4), 108,1 (C-2), 126,0 (C-14, C-18), 128,9 (C-15, C-17),
130,5 (C-13), 131,3 (C-16), 147,5 (C-6), 155,0 (C-9), 155,6 (C-5), 156,1
(C-7), 161,9 (C-1), 167,8 (C-19), 168,6 (C-20), 176,1 (C-3).

(v (cm™)): 2926 (w), 1764 (s), 1629 (s), 1609 (s), 1495 (m), 1459 (s),
1450 (s), 1358 (s), 1290 (m), 1263 (m), 1203 (s), 1186 (s), 1116 (s),
1090 (s), 1034 (m), 1023 (m), 919 (m), 838 (s), 774 (s), 756 (m), 691
(s).

(EI, 70 eV), m/z (%): 368 (3) [M'], 364 (28), 326 (18), 284 (100)
[C16H1205]", 270 (9), 266 (8) [C12H1007]", 238 (7) [C1:H1006]", 182 (18)
[C1sH100]", 153 (17), 139 (11), 136 (6), 102 (12) [CsHel', 77 (12)
[CeHs]", 69 (22) [CsHs]*, 53 (7), 43 (76) [C2H30]".

191 °C

7.2.1.7 Wogonin (17)

Verbindung 17 wurde nach Kim et al. dargestellt.

C16H1205

MG: 284,26 -

mol

R¢: 0,61 (Aceton/CH,Cl, 1:1)

154

Unter Argon werden 150 mg (0,52 mmol) 69 in 6 mL 1,4-Dioxan vorgelegt. Anschlie-

Rend werden 357 mg (1,57 mmol) DDQ hinzugegeben und 16 h unter Ruckfluss er-

hitzt. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert und mit kaltem H,O gewaschen. Das

Losungsmittel des Filtrats wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels S&u-

lenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 2:1 — Aceton/CH,Cl, 1:1 —
Aceton/CH,Cl, 2:1).

Ausbeute: 54 mg (0,19 mmol, 36 %) brauner Feststoff
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IH-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 3,88 (s, 3H, H-10), 6,04 (s, 1H, H-6), 7,01
(s, 1H, H-2), 7,47 — 7,60 (m, 3H, H-13, H-14, H-15), 7,83 — 7,90 (m, 2H,
H-12, H-16).

IR (v (cm™)): 3078 (w), 2969 (m), 2227 (w), 1717 (m), 1655 (m), 1612 (m),
1570 (m), 1445 (s), 1377 (m), 1358 (m), 1304 (m), 1288 (m), 1260 (s),
1205 (s), 1106 (s), 1074 (s), 1044 (s), 1012 (m), 934 (w), 892 (s), 867
(s), 859 (s), 775 (m), 749 (s), 691 (m), 660 (s).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 284 (18) [M'], 269 (3), 230 (64), 228 (100), 202
(42), 200 (65), 193 (8), 173 (4), 165 (4), 137 (13), 110 (18), 101 (12), 87
(27), 78 (11), 77 (12), 75 (6), 53 (7), 43 (5).

Smp. 209 °C (Lit. 201 — 202 °C*)

7.2.2 Gewinnung von Xanthohumol (24)

C21H2,0s5

MG: 354,40 -
mol

Rf: 0,45 (EE/nH 2:1)

Der Inhalt von 10 allcura Hopfenextrakt-Kapseln wird in 200 mL EtOH suspendiert
und fur 24 h bei RT gerihrt. AnschlielRend wird der Feststoff abfiltriert und das Lo6-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulen-
chromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 2:1).

Ausbeute: 60 mg (0,17 mmol) gelb-griiner Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur iiberein.®*?'®

GC tret (Programm 0, A) = 29,70 min.
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7.2.3 Plumbaginderivate

7.2.3.1 6-Cyanonicotinsaure (81)

3 C7H4N202
2| X7 OH
NS MG: 148,12

Verbindung 81 wurde nach Vorbriiggen und Krolikiewicz dargestelit.**

Ausbeute: 930 mg (6,28 mmol, 42 %) braune Kristalle
Die analytischen Daten (*H, Smp.) stimmen gut mit der Literatur tiberein.*®
3C-.NMR (75,4 MHz, Aceton); & (ppm): 117,7 (C-6), 129,6 (C-2), 130,2 (C-4),

137,5 (C-1), 139,6 (C-3), 152,6 (C-5), 165,3 (C-7).

IR (v (cm™)): 2524 (w), 1684 (s), 1586 (m), 1413 (m), 1300 (s), 1202 (m),
1126 (m), 1020 (m), 918 (s), 875 (s), 838 (m), 780 (s), 749 (s), 718 (m).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 148 (100) [M*], 131 (41) [C;HsN,O]", 130 (68), 103
(31) [CeHaN2]", 102 (12), 76 (17), 52 (10) [CaN2]*, 51 (9) [CsHN]".

7.2.3.2 6-Aminomethylnicotinsaure (82)

C7HgN20;

MG: 152,15 -&-
mol

Verbindung 82 wurde nach Schobert et al. dargestellt.**®

Ausbeute: 300 mg (1,97 mmol, 65 %) braune Kristalle

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur tiberein.**®
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7.2.3.3 6-tert-Butoxycarbonylaminomethylnicotinsaure (83)

C12H16N204

MG: 252,27 -
mol

Verbindung 83 wurde nach Schobert et al. dargestellt.**®

Es werden 240 mg (1,58 mmol) 82 in 14 mL THF / H,O (1:1) gel6st. AnschlieRend
werden 428 pL (1,86 mmol) Boc,O und 266 mg (3,16 mmol) NaHCO3; dazugegeben
und unter Ruckfluss fur 30 min erhitzt. Danach wird das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt, der Ruckstand in H,O geldst, mit KHSO4 auf pH 3 eingestellt und mit EtOAc
extrahiert. Die org. Phase wird mit H,O gewaschen und tber Na,SO4 getrocknet. Das

Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 351 mg (1,39 mmol, 88 %) weil3er Feststoff
Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur iiberein.**®

Smp. 160 °C

7.2.3.4 5-Methoxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (84)

C12H1003

MG: 202,21 -&-
mol

Ry: 0,37 (EE/nH 1:1)

Verbindung 84 wurde nach Kittisak et al. dargestellt.”
Ausbeute: 107 mg (0,53 mmol, 100 %) gelber Feststoff

Die analytischen Daten (*H, **C, IR, Smp.) stimmen gut mit der Literatur

Uberein.219'22°
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MS (El, 70 eV), m/z (%): 202 (100) [M*], 187 (6), 173 (34), 156 (20), 145
(28), 144 (22), 131 (36), 115 (52), 104 (37), 91 (11), 76 (58), 63 (19), 51
(11), 40 (20).

GC tret (Programm 0, A) = 26,16 min.

7.2.3.5 3-(2-Hydroxyethylamino)-5-methoxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (85)

o C14H15NOy4

. g
o MG: 261,27 £
H 14

1 Ry: 0,07 (EE/nH 1:1)

Verbindung 85 wurde nach Sreelatha et al. dargestellt.*®°

Ausbeute: 29 mg (0,11 mmol, 28 %) roter Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur Giberein.*®°

7.2.3.6 2-(8-Methoxy-3-methyl-1,4-naphthochinon-2-ylamino)ethyl-6-((tert-butoxy-
carbonylamino)methyl)nicotinat (86)

C26H20N307

MG: 495,52 -&-
mol

Re: 0,1 (EE/nH 1:1)

Verbindung 86 wurde nach Schobert et al. dargestellt.*®*

Unter Argon werden 49 mg (0,20 mmol) 83 in 0,7 mL DMF gel6st. Anschlielend
werden 31,3 puL (0,23 mmol) NEt; und 353 pL (0,23 mmol) 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid zugegeben und fur 20 min bei RT gerthrt. Dann werden
50 mg (0,19 mmol) 85 und 48 mg (0,39 mmol) DMAP, gelést in 3,5 mL DMF/Toluol
(2:9), hinzugefuigt und fur 16 h bei RT gerthrt. Das Toluol wird im Vakuum entfernt,
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der Rickstand in EtOAc aufgenommen und mit H,O gewaschen. Die org. Phase wird

Uber Na,SO, getrocknet und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt wird mittels S&aulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM:
EE/nH 2:1).

Ausbeute: 92 mg (0,19 mmol, 97 %) roter Feststoff

'H-NMR (800 MHz, CDCly); & (ppm): 1,39 (s, 9H, H-24), 2,11 (s, 3H,
H-12), 3,84 — 3,93 (m, 5H, H-11, H-13), 4,41 (d, 3J = 5,5 Hz, 2H, H-21),
4,46 (t, °J = 4,9 Hz, 2H, H-14), 5,66 (t, *J = 5,5 Hz, 1H, NH), 6,03 (t, 3J =
5,6 Hz, 1H, NH), 7,06 (dd, 3J = 8,5 Hz, “J = 1,1 Hz, 1H, H-7), 7,26 (d, 3J
= 8,3 Hz, 1H, H-19), 7,52 (dd, J = 7,6 Hz, %J = 8,5 Hz, 1H, H-8), 7,64
(dd, 3J = 7,6 Hz, *J = 1,1 Hz, 1H, H-9), 8,13 (d, 3J = 8,3 Hz, 1H, H-18),
9,02 (s, 1H, H-17).

BC.NMR (754 MHz, CDCly); & (ppm): 10,9 (C-12), 20,8 (C-24), 44,0
(C-13), 45,6 (C-21), 56,2 (C-11), 64,3 (C-14), 79,5 (C-23), 111,7 (C-2),
115,7 (C-9), 117,8 (C-5), 118,7 (C-7), 120,9 (C-19), 123,9 (C-16), 135,2
(C-10), 135,3 (C-8), 137,6 (C-18), 147,0 (C-3), 150,2 (C-17), 155,8 (C-
20), 159,4 (C-6), 162,4 (C-22), 164,8 (C-15), 180,5 (C-4), 183,1 (C-1).

7.2.3.7 2-(8-Methoxy-3-methyl-1,4-naphthochinon-2-ylamino)ethyl-6-
(aminomethyl)nicotinat x TFA (87)

Ca3H22F3N307

. g

Verbindung 87 wurde nach Schobert et al. dargestellt.*®*

Es werden 92 mg (0,19 mmol) 86 in 1,9 mL CH,CI, gel6st und 1,2 mL TFA zuge-
tropft. Die Reaktionslosung wird 1 h bei RT geruhrt. Das Losungsmittel wird im Vaku-

um entfernt.
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Ausbeute: 94 mg (0,18 mmol, 97 %) roter Feststoff

'H.NMR (300 MHz, DMSO); & (ppm): 2,02 (s, 3H, H-12), 3,86 (s, 3H, H-11),
3,87-3,96 (m, 2H, H-13), 4,26-4,31 (m, 2H, H-21), 4,49 (t,
3J=5,1Hz, 2H, H-14), 6,72 (s, 1H, NH), 7,33 (dd, °J = 8,6 Hz,
*J=1,1Hz, 1H, H-7), 7,52 (dd, %) = 7,6 Hz, *J = 1,1 Hz, 1H, H-9),
7,54 (d, %J = 8,2 Hz, 1H, H-19), 7,68 (dd, %J = 7,6 Hz, 3J = 8,6 Hz, 1H,
H-8), 8,26 (d, 3J = 8,2 Hz, 1H, H-18), 8,33 (s, 2H, NH,), 9,04 (s, 1H,
H-17).

7.2.3.8 cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaure (96)%

C2oH3202

1 3 4 6 7 9 10 12 13 15 16 18 19 21

WW\%OH MG: 328,49 £
2 5 8 11 14 17 20 mol

O
Rr: 0,43 (EE/nH 1:2)

Es werden 1,80 g (5,06 mmol) cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaureethylester
(97) in je 20 mL H,O und EtOH gelost, 0,61 g (15,18 mmol) NaOH zugegeben und
16 h bei RT gerthrt. AnschlieRend wird mit Et,O extrahiert und mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Die wassrige Phase wird mit 2M HCI-Lsg. angesauert und erneut mit
Et,O extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden tber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels S&ulenchromatogra-
phie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:2).

Ausbeute: 1,14 g (3,48 mmol, 69 %) gelbliches Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 0,95 (t, 33 = 7,5 Hz, 3H, H-1), 2,06 (p, 3J =
7,5 Hz, 2H, H-2), 2,35 — 2,39 (m, 4H, H-20, H-21), 2,79 — 2,85 (m, 10H,
H-5, H-8, H-11, H-14, H-17), 5,31 — 5,40 (m, 12H, H-3, H-4, H-6, H-7,
H-9, H-10, H-12, H-13, H-15, H-16, H-18, H-19), 10,25 (br, s, 1H, OH).

BC-NMR (75,4 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,2 (C-1), 20,5 (C-2), 22,4 (C-20), 24,5
(C-5), 25,5 (C-8), 26,9 (C-11), 28,6 (C-14), 29,1 (C-17), 33,9 (C-21),
126,9 (C-4), 127,5 (C-18), 127,8 (C-3), 127,9 (C-6), 128,0 (C-7, C-9),
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128,1 (C-10), 128,2 (C-12), 128,5 (C-13), 129,5 (C-15), 129,9 (C-16),
131,9 (C-19), 179,6 (C-22).

IR (v (cm™)): 3013 (m), 2964 (w), 2926 (w), 1708 (s), 1428 (w), 1266 (W),
1211 (w), 1046 (w), 926 (m), 702 (m)

MS (El, 70 eV), miz (%): 328 (1) [M'], 299 (1), 274 (1), 259 (3), 232 (2), 215
(4), 192 (7), 173 (5), 152 (12), 119 (37), 91 (72), 79 (100), 67 (61), 42
(67).

7.2.3.9 tert-Butylcarbazat (99)

3 CsH12N20;

3 MG: 132,16 -
mol

Verbindung 99 wurde nach Melendez und Lubell dargestellt.****%®

Ausbeute: 2,84 g (28,61 mmol, 28 %) weil3er Feststoff

Die analytischen Daten (*H, **C, IR, Smp.) stimmen gut mit der Literatur

Uberein.168'221

MS (El, 70 eV), m/z (%): 132 (4) [M*], 117 (4), 76 (10), 69 (3), 58 (100), 42
(39).

7.2.3.10 N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenylhydrazid (100a)

25 C27H42N203

O
3_4 6_7 9 _10 12_13 15_16 18_19 21 . H\ J\ ¢<z5 .
NZ07 N2 MG: 442,63 £

2 5 8 11 14 17 20 H
@)

Rr: 0,49 (EE/NH 1:2)

Verbindung 100a wurde nach Breyer et al. dargestelit.***%
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Unter Argon werden 0,44 g (1,34 mmol) 96 in 23 mL DMF abs. gelost. Anschlie3end
werden 0,21 g (1,61 mmol) 99 und 0,77 g (4,02 mmol) EDC x HCI zugegeben und
16 h bei RT geruhrt. Dann wird H,O hinzugefigt, die Losung mit Et,O extrahiert und
mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die org. Phase wird Uber Na,SO,4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatogra-

phie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:2).
Ausbeute: 0,24 g (0,54 mmol, 40 %) gelbes Ol

'H-NMR (800 MHz, CDCls); & (ppm): 0,89 (t, 3J = 7,5 Hz, 3H, H-1), 1,38 (s, 9H,
H-25), 1,98 (p, %J = 7,5 Hz, 2H, H-2), 2,21 (t, 3J = 7,2 Hz, 2H, H-21),
2,29 — 2,40 (m, 2H, H-20), 2,68 — 2,83 (m, 10H, H-5, H-8, H-11, H-14,
H-17), 5,18 — 5,38 (m, 12H, H-3, H-4, H-6, H-7, H-9, H-10, H-12, H-13,
H-15, H-16, H-18, H-19), 6,96 (s, 1H, NH), 8,33 (s, 1H, NH).

BC-NMR (75,4 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,3 (C-1), 20,5 (C-2), 23,0 (C-20), 25,5
(C-8, C-11, C-14), 25,6 (C-5, C-17), 28,2 (C-25), 33,7 (C-21), 81,7 (C-
24), 127,9 (C-4, C-18), 128,0 (C-6, C-7), 128,1 (C-9, C-10), 128,2 (C-
12, C-13), 128,3 (C-15, C-16), 132,0 (C-3, C-19), 155,9 (C-22), 174,8
(C-23).

IR (v (cm™): 3275 (w), 3011 (w), 2967 (w), 2931 (w), 1672 (m), 1481 (w),
1454 (w), 1392 (W), 1367 (m), 1244 (m), 1157 (s), 1047 (w), 1015 (w),
913 (w), 870 (W), 699 (m).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 386 (4), 311 (3), 268 (3), 241 (4), 215 (8), 201 (5),
175 (6), 143 (12), 119 (12), 113 (13), 79 (28), 58 (100), 42 (28).

7.2.3.11 N-tert-Butoxycarbonyl-oleylhydrazid (100b)

C23H4sN203

1
. g
/\MMMAW NG OJ< MG: 396,61 £

Ry: 0,54 (EE/nH 1:1)
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Verbindung 100b wurde nach Breyer et al. dargestellt.??? Das Rohprodukt wird mit-
tels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:4).

Ausbeute: 484 mg (1,22 mmol, 69 %) farbloses Ol

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur iberein.??

7.2.3.12 cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaurehydrazid (101a)

C22H34N20
1 3 4 6 7 9 10 12 13 15 16 18 19 21 H

T UNH,  MG: 342,52 £

2 5 8 11 14 17 20
@)

Ry: 0,37 (EE/nH 1:1)

Verbindung 101a wurde nach Breyer et al. dargestellt.****%?

Es werden 0,28 g (0,63 mmol) 100a in 19 mL CH,Cl, geldst. Anschlielend werden
6,45 mL TFA zugegeben und fur 1 h bei RT geruhrt. Dann wird H,O hinzugefugt, die
Ldsung mit Et,O extrahiert und mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die org. Phase wird
Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt

wird mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:1).
Ausbeute: 28 mg (0,05 mmol, 8 %) farbloses Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 0,99 (t, °J = 7,5 Hz, 3H, H-1), 2,09 (p,
3J=7,5 Hz, 2H, H-2), 2,50 (t, %) = 7,3 Hz, 2H, H-21), 2,70 (t,
3J=7,3Hz, 2H, H-20), 2,77 — 2,88 (m, 10H, H-5, H-8, H-11, H-14, H-
17), 5,30 — 5,44 (m, 12H, H-3, H-4, H-6, H-7, H-9, H-10, H-12, H-13, H-
15, H-16, H-18, H-19).

BC-NMR (75,4 MHz, CDCls): § (ppm): 14,2 (C-1), 20,5 (C-2), 22,5 (C-20), 25,5
(C-8, C-11, C-14), 25,6 (C-5, C-17), 32,5 (C-21), 127,0 (C-4, C-18),
128,0 (C-7), 128,1 (C-6, C-16), 128,2 (C-9), 128,3 (C-10), 128,5 (C-12),
128,6 (C-13), 128,8 (C-15), 132,0 (C-3, C-19), 175,0 (C-22).

137



7 Experimenteller Teil

7.2.3.13 Olsaurehydrazid (101b)
C18H3sN20

18_N. . _8
) _ NH, MG: 296,49 —

3 5 7 9 10 12 14 16

Rr: 0,38 (EE/nH 1:1)

Verbindung 101b wurde nach Breyer et al. dargestellt.?*? Das Rohprodukt wird mit-
tels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:2).

Ausbeute: 359 mg (1,21 mmol, 93 %) farbloses Ol

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur tiberein.??

7.2.3.14 (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)-cis-
4,7,10,13,16,19-Docosahexaensaurehydrazon (102a)

C33HaoN203

3 4 6 7 9 10 12 13 15 16 18 19

. g
5 MG:512,68 £

Rr: 0,31 (EE/NH 1:2)

Verbindung 102a wurde nach Dandawate et al. dargestellt.*®

Arbeitsvorschrift 1 (AV1): Es werden 9,35 mg (0,05 mmol) Plumbagin (37) in 1 mL
MeOH gel6st. Anschlieend werden 17 mg (0,05 mmol) 101la und 1 Tropfen TFA

zugegeben. Die Reaktionslosung wird 8 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkih-

len auf RT wird der gebildete Feststoff abfiltriert, mit kaltem MeOH gewaschen und
bei RT getrocknet.

Ausbeute: 15 mg (0,03 mmol, 57 %) beiger Feststoff

'H-NMR (300 MHz, CDCl3); & (ppm): 0,94 (t, °J = 7,5 Hz, 3H, H-1), 2,06 (p,
3J=7,5 Hz, 2H, H-2), 2,22 (s, 3H, H-33), 2,50 — 2,60 (m, 2H, H-21),
2,76 — 2,86 (m, 12H, H-5, H-8, H-11, H-14, H-17, H-20), 5,23 — 5,55 (m,
12H, H-3, H-4, H-6, H-7, H-9, H-10, H-12, H-13, H-15, H-16, H-18, H-
19), 7,21 (s, 1H, H-32), 7,44 (t, 3J = 7,8 Hz, 1H, H-27), 7,56 (d,
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Masse

3)=7,8Hz, 1H, H-26), 7,75 (d, %J = 7,8 Hz, 1H, H-28), 10,11 (s, 1H,
NH), 11,45 (s, 1H, OH).

(El, 70 eV), miz (%): 512 (73) [M'], 466 (6), 283 (7), 269 (7), 253 (7),
229 (11), 202 (37), 188 (100), 174 (30), 145 (22), 131 (33), 105 (24), 91
(52), 79 (46), 67 (49), 53 (31), 51 (33), 42 (39).

7.2.3.15 (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)-
Olsaurehydrazon (102b)

Verbindung 102b wurde nach Dandawate et al. dargestellt.

C29H42N203

MG: 466,66 -
mol

Rf: 0,32 (EE/nH 1:2)

169

102b wird nach AV1 aus 53 mg (0,28 mmol) 37 und 83 mg (0,28 mmol) 101b erhal-

ten.

Ausbeute: 24 mg (0,05 mmol, 19 %) oranger Feststoff

IH-NMR

13C-NMR

(300 MHz, CDCls): & (ppm): 0,84 (t, 3J = 6,8 Hz, 3H, H-1), 1,18 — 1,50
(m, 20H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-12, H-13, H-14, H-15), 1,78 (p,
3] = 7,6 Hz, 2H, H-16), 1,93 — 2,04 (m, 4H, H-8, H-11), 2,23 (s, 3H, H-
29), 2,74 (t, °J = 7,6 Hz, 2H, H-17), 5,28 — 5,35 (m, 2H, H-9, H-10), 7,20
(s, 1H, H-28), 7,43 (t, 3J = 8,0 Hz, 1H, H-23), 7,76 (d, 3J = 8,0 Hz, 1H,
H-22), 7,84 (d, 3J = 8,0 Hz, 1H, H-24), 11,11 (s, 1H, NH), 11,57 (s, 1H,
OH).

(75,4 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,0 (C-1), 17,1 (C-29), 22,6 (C-2), 23,9
(C-16), 27,1 (C-15), 27,2 (C-11), 29,1 (C-7, C-4), 29,2 (C-5, C-6, C-13),
29,3 (C-14), 29,5 (C-12), 29,7 (C-8), 31,8 (C-3), 32,9 (C-17), 116,2 (C-
24), 119,2 (C-22), 122,1 (C-20), 122,2 (C-28), 129,6 (C-10), 130,0 (C-
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9), 131,1 (C-23), 131,4 (C-25), 142,7 (C-27), 143,3 (C-19), 157,2 (C-
21), 176,1 (C-18), 184,5 (C-26).

IR (v (cm™)): 2921 (w), 2853 (W), 1670 (s), 1646 (s), 1622 (m), 1606 (m),
1580 (w), 1542 (w), 1463 (m), 1448 (m), 1392 (s), 1375 (m), 1336 (m),
1313 (m), 1280 (m), 1255 (m), 1227 (m), 1168 (m), 1098 (m), 1058 (m),
1031 (w), 912 (w), 882 (w), 823 (w), 733 (s).

Masse (El, 70 eV), m/z (%): 466 (100) [M*], 202 (32), 187 (16), 174 (11), 83
(7), 69 (11), 55 (16), 43 (9).

Smp. 202 °C

7.2.3.16  (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)heptadecan-
saurehydrazon (102c)

C2sHa2N203

MG: 454,64 -5
mol

Verbindung 102¢ wurde nach Dandawate et al. dargestelit.*®°

102c wird nach AV1 aus 53 mg (0,28 mmol) 37 und 112 mg (0,28 mmol) 101c erhal-

ten.
Ausbeute: 38 mg (0,08 mmol, 30 %) gelber Feststoff

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 0,85 (t, *J = 6,5 Hz, 3H, H-1), 1,21 — 1,48
(m, 26H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11, H-12, H-
13, H-14), 1,71 — 1,80 (m, 2H, H-15), 2,23 (s, 3H, H-27), 2,74 (1, %= 7,5
Hz, 2H, H-16), 7,18 — 7,21 (m, 1H, H-28), 7,42 — 7,48 (m, 1H, H-22),
7,77 — 7,85 (m, 2H, H-21, H-23), 10,74 (s, 1H, NH), 11,55 (s, 1H, OH).
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BC-NMR

MS

Smp.

(75,4 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,2 (C-1), 17,3 (C-27), 22,7 (C-2), 23,9
(C-15), 29,2 (C-4, C-13), 29,4 (C-14), 29,7 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-
10, C-11, C-12), 31,9 (C-3), 32,9 (C-16), 116,1 (C-23), 119,3 (C-21),
121,3 (C-19), 122,3 (C-28), 131,2 (C-22), 131,4 (C-24), 142,3 (C-26),
143,7 (C-18), 157,2 (C-20), 175,4 (C-17), 184,6 (C-25).

(v (cm™)): 3101 (w), 2918 (s), 2849 (s), 1669 (s), 1647 (s), 1625 (S),
1605 (m), 1578 (m), 1542 (m), 1509 (w), 1466 (s), 1395 (s), 1372 (m),
1342 (m), 1315 (m), 1295 (m), 1279 (s), 1262 (s), 1250 (s), 1235 (s),
1212 (m), 1167 (s), 1152 (m), 1112 (m), 1098 (m), 1058 (m), 1032 (w),
992 (m), 911 (m), 881 (m), 823 (m), 738 (s), 721 (S).

(El, 70 eV), miz (%): 454 (82) [M'], 268 (2) [C17H34NO], 229 (4), 202
(100), 187 (27), 174 (34), 146 (10), 131 (10), 85 (6) [CeH1s], 71 (12)

[CsH1a], 57 (27) [C4Ho], 43 (36) [C3H7].

213 -215°C

7.2.3.17 (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)nicotino-
hydrazon (135)

Verbindung 135 wurde nach Dandawate et al. dargestellt.

C17H13N303

MG: 307,30 &~
mol

71,169

135 wird nach AV1 aus 54 mg (0,28 mmol) 37 und 38 mg (0,28 mmol) Nicotinsaure-
hydrazid (133) erhalten.

Ausbeute: 46 mg (0,15 mmol, 54 %) oranger Feststoff
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Die analytischen Daten (*H, IR) stimmen gut mit der Literatur iberein.*®

HRMS (El): m/z berechnet fur C17H;13N303Na: 330,0854; gefunden: 330,0881.

7.2.3.18 (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)isonicotino-
hydrazon (136)

C17H13N303

MG: 307,30 =~
mol

Verbindung 136 wurde nach Dandawate et al. dargestelit. "

136 wird nach AVl aus 56mg (0,30 mmol) 37 und 41mg (0,30 mmol)

Isonicotinsaurehydrazid (134) erhalten.
Ausbeute: 20 mg (0,07 mmol, 22 %) oranger Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur tiberein.*®®

7.2.4 Juglonderivate
7.2.4.1 5-Methoxy-1,4-naphthochinon (103)

C11HsO3

MG: 188,18 -~
mol

Rf: 0,33 (EE/nH 1:1)

Verbindung 103 wurde nach Kittisak et al. dargestellt.”

Es werden 100 mg (0,57 mmol) Juglon (38) in 1,5 mL CH.CI, gel6st. Anschliel3end
werden 400 mg (1,73 mmol) Silber(l)-oxid und 2 mL (31,98 mmol) lodmethan dazu-
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gegeben und fur 16 h bei RT gerthrt. Danach wird die Reaktionslosung tber Celite

filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 108 mg (0,57 mmol, 100 %) oranger Feststoff
Die analytischen Daten (*H, *C, MS, Smp.) stimmen gut mit der Literatur iiberein.?*®

IR (v (cm™): 2924 (w), 2842 (w), 1652 (s), 1615 (m), 1583 (s), 1471 (m),
1456 (m), 1443 (m), 1377 (w), 1336 (m), 1297 (s), 1274 (s), 1253 (s),
1194 (m), 1168 (s), 1112 (m), 1091 (m), 1045 (m), 1019 (s), 898 (M),
884 (m), 855 (s), 829 (s), 774 (s), 697 (m).

GC tret (Programm 0, B) = 19,73 min.

7.2.4.2 3-(2-Hydroxyethylamino)-5-methoxy-1,4-naphthochinon (104)

C13H13NO4

12 . g
N OH MG: 247,25 =
H

R¢: 0,33 (CH.Cly/Aceton 1:1)

Verbindung 104 wurde nach Sreelatha et al. dargestellt.*®°

Unter Argon werden 101 mg (0,54 mmol) 103 in 5,4 mL CH,Cl, abs. geldst. An-
schlieRend werden 48,3 pL (0,81 mmol) 2-Aminoethanol tropfenweise bei RT zuge-
geben und fur 4 h gerdhrt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum eingeengt und das
Rohprodukt mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(LM: CH.CI,/Aceton 1:1).

Ausbeute: 46 mg (0,19 mmol, 35 %) rot-oranger Feststoff

'H-NMR (300 MHz, DMSO); & (ppm): 3,21 (dd, 2J = 12,2 Hz, 3J = 6,2 Hz, 2H,
H-12), 3,58 (dd, 2J = 12,2 Hz, 3J = 6,2 Hz, 2H, H-13), 3,91 (s, 3H, H-11),
4,87 (t, %) = 5,7 Hz, 1H, OH), 5,63 (s, 1H, H-2), 7,18 (t, J = 6,1 Hz, 1H,
NH), 7,41 (dd, %J = 8,4 Hz, *J = 1,1 Hz, 1H, H-7), 7,58 (dd, 3J = 7,6 Hz,
43 =1,1 Hz, 1H, H-9), 7,76 (dd, 3J = 7,6 Hz, 3J = 8,4 Hz, 1H, H-8).
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B3C-.NMR (75,4 MHz, DMSO); & (ppm): 44,5 (C-12), 56,3 (C-11), 58,4 (C-13), 97,9
(C-2), 116,7 (C-9), 117,7 (C-7), 122,5 (C-5), 135,4 (C-10), 135,9 (C-8),
149,6 (C-3), 159,6 (C-6), 179,3 (C-4), 180,8 (C-1).

IR (v (cm™)): 3312 (m), 3256 (w), 2939 (W), 2842 (w), 2413 (m), 1673 (m),
1597 (m), 1562 (s), 1514 (m), 1470 (m), 1443 (m), 1362 (m), 1264 (s),
1232 (m), 1211 (m), 1182 (m), 1162 (m), 1116 (m), 1067 (s), 1056 (s),
1015 (m), 970 (m), 920 (m), 883 (m), 839 (m), 807 (s), 735 (s), 684 (m).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 247 (44) [M], 229 (8), 216 (100) [M-CHs0]", 189
(9), 173 (12), 159 (11), 145 (15), 131 (16), 105 (15), 89 (14), 76 (25), 63
(10), 40 (6).

Smp. 206 °C

7.2.4.3 (11E)-N'-(5-Hydroxy-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)nicotinohydrazon (143)
C16H11N303
MG: 293,28 -£-

mol

13 Ry: 0,40 (Aceton/CH,CI,/EE 1:1:1)

Verbindung 143 wurde nach Dandawate et al. dargestelit. "

Arbeitsvorschrift 2 (AV2): Es werden 53 mg (0,30 mmol) 38 in 5 mL MeOH gel6st.
Dazu werden 42 mg (0,30 mmol) 133 und 3 Tropfen TFA gegeben. Die Reaktions|o-
sung wird 2,5 h unter Ruckfluss erhitzt. Das Rohprodukt wird nach dem Abkuhlen auf

RT mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: Aceton/CH,CI,/EE
1:1:1).

Ausbeute: 44 mg (0,15 mmol, 50 %) roter Feststoff
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IH-NMR (300 MHz, DMSO); & (ppm): 6,78 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H, H-2), 7,06 (d,
33 = 9,0 Hz, 1H, H-7), 7,57 — 7,70 (m, 3H, H-8, H-9, H-15), 8,24 — 8,37
(m, 2H, H-3, H-16), 8,80 (d, 3J = 4,9 Hz, 1H, H-14), 9,08 (s, 1H, H-13),
12,47 (s, 2H, NH, OH).

IR (v (cm™): 3062 (w), 2923 (w), 1691 (m), 1671 (s), 1638 (s), 1610 (m),
1589 (m), 1573 (m), 1532 (m), 1457 (m), 1372 (s), 1343 (m), 1320 (s),
1245 (s), 1163 (s), 1133 (m), 1088 (m), 1028 (m), 932 (s), 842 (s), 815
(m), 802 (m), 783 (m), 731 (s), 704 (s), 694 (S).

HRMS (El): m/z berechnet fur C16H11N3O3Na: 316,0698; gefunden: 316,0648.

Smp. 213 °C

EA berechnet fir C16H11N3O03: C 65,53; H 3,78; N 14,33 gefunden C 65,12;
H 3,56; N 14,01.

7.2.4.4 (11E)-N'-(5-Hydroxy-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)isonicotinohydrazon
(144)

C16H11N303
MG: 293,28 -&-
mol

R¢: 0,32 (Aceton/CH,Cl, 1:1)

Verbindung 144 wurde nach Dandawate et al. dargestellt.”*%°

144 wird nach AV2 aus 76 mg (0,44 mmol) 38 und 60 mg (0,44 mmol) 134 nach

3,5 h unter Ruckfluss erhalten.
Ausbeute: 39 mg (0,14 mmol, 30 %) roter Feststoff

IH-NMR (300 MHz, DMSO); & (ppm): 6,79 (d, 3J = 10,7 Hz, 1H, H-2), 7,06 (d,

3) = 8,0 Hz, 1H, H-7), 7,58 — 7,89 (m, 4H, H-8, H-9, H-13, H-16), 8,29
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HRMS

Smp.

EA

(d, %3 = 10,7 Hz, 1H, H-3), 8,80 (d, 3J = 6,0 Hz, 2H, H-14, H-15), 12,43
(s, 2H, NH, OH).

(v (cm™)): 3048 (w), 2923 (m), 2853 (m), 1693 (m), 1674 (s), 1636 (s),
1607 (m), 1586 (m), 1574 (m), 1552 (m), 1530 (m), 1455 (s), 1417 (m),
1367 (s), 1311 (s), 1242 (s), 1222 (s), 1188 (s), 1161 (s), 1128 (s), 1088
(s), 1066 (m), 1000 (M), 929 (s), 841 (s), 819 (s), 801 (m), 748 (s), 685
(s).

(El): m/z berechnet fur C16H11N3O3Na: 316,0698; gefunden: 316,0713.

> 216 °C (Zersetzung)

berechnet fir C16H11N3O3: C 65,53; H 3,78; N 14,33 gefunden C 65,19;
H 3,60; N 14,06.

7.2.5 Synthese von 5-O-Methyldroseron
7.2.5.1 5-Methoxy-2-methyl-1,4-naphthochinon-2,3-epoxid (105)

C12H1004

MG: 218,21 -&-
mol

Verbindung 105 wurde nach Kittisak et al. dargestellt.”

Ausbeute: 668 mg (3,06 mmol, 88 %) weil3er Feststoff

Die analytischen Daten (*H, *C, IR, Masse) stimmen gut mit der Literatur (iberein.”®

GC

Smp.

tret (Programm 0, A) = 27,56 min.

98 °C
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7.2.5.2 3-Hydroxy-5-methoxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (106)

C12H1004

MG: 218,21 -
mol

Rr: 0,57 (EE/nH 1:1)

Verbindung 106 wurde nach Kittisak et al. dargestellt.”” Das Rohprodukt wird mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (KorngréRe: 25— 40 pym, LM: EE/nH
1:.3—> 12> 1:1).

Ausbeute: 290 mg (1,33 mmol, 72 %) gelber Feststoff

Die analytischen Daten (**C, Masse, Smp.) stimmen gut mit der Literatur tber-

ein.75'224

'H-NMR (800 MHz, CDCls); & (ppm): 2,08 (s, 3H, H-12), 4,05 (s, 3H, H-11), 7,25
(dd, 3J = 8,5 Hz, “J = 1,1 Hz, 1H, H-7), 7,68 — 7,74 (m, 1H, H-8), 7,82
(dd, 33 =7,7 Hz, “J = 1,1 Hz, 1H, H-9).

IR (v (cm™)): 3254 (m), 1655 (s), 1638 (s), 1582 (m), 1444 (m), 1385 (m),
1347 (s), 1306 (m), 1281 (s), 1266 (s), 1225 (m), 1198 (s), 1181 (s),
1166 (m), 1103 (s), 1072 (m), 1039 (s), 950 (s), 827 (m), 803 (m), 789
(m), 738 (s), 712 (m), 692 (m), 603 (m).

GC tret (Programm 0, A) = 29,37 min.

7.2.6 Parietin (107)

C16H120s5

MG: 284,26 miol

Die Ether und Aceton Extrakte der Flechte Xanthoria Parietina wurden aus der Myko-

logie erhalten. Dem jeweiligen Extrakt wird langsam im Vakuum etwas Lésungsmittel
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entzogen. Zur Kristallisation werden diese bei RT einige Tage stehen gelassen. An-

schlieBend wird der Feststoff abfiltriert, mit Et,O gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 85 mg (0,30 mmol) oranger Feststoff

Die analytischen Daten (*H, *C, Smp.) stimmen gut mit der Literatur iberein.?*>?%®

IR (v (cm™)): 2918 (m), 2850 (m), 1750 (w), 1678 (w), 1623 (m), 1558 (m),
1474 (m), 1453 (m), 1383 (m), 1365 (s), 1323 (m), 1271 (s), 1253 (s),
1224 (s), 1199 (m), 1187 (m), 1159 (s), 1101 (s), 1033 (s), 979 (s), 925
(m), 901 (m), 873 (s), 848 (s), 755 (s), 713 (s), 663 (S).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 284 (100) [M], 255 (16), 241 (12), 226 (7), 213
(7), 198 (6), 185 (6), 139 (5), 128 (8), 115 (3), 77 (3), 69 (2), 52 (2), 40
Q).

GC tret (Programm 4, A) = 21,91 min.

7.3 Darstellung der Metallkomplexe
7.3.1 Komplexe der Wogoninvorstufen

7.3.1.1 Cu(Il)-[(E)-1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)-3-phenylpropen-1-on]-
Komplex (109)

C36H34CuO1p

MG: 690,19 -~
mol

Verbindung 109 wurde nach Zeng et al. dargestellt.*”

Arbeitsvorschrift 3 (AV3): Es werden 50 mg (0,16 mmol) Chalkon 20 in 1,7 mL
EtOH geldst. Anschlielend werden 3,18 mg (0,08 mmol) NaOH und 15,90 mg (0,09
mmol) Cu(OAc), x H,O hinzugegeben und 16 h bei RT gerthrt. Der entstandene
Feststoff wird abfiltriert, mit EtOH/H,O (1:1) gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 34 mg (0,05 mmol, 54 %) brauner Feststoff
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HRMS

Smp.

(v (cm™): 2936 (w), 1626 (m), 1603 (s), 1575 (W), 1535 (s), 1504 (s),
1478 (s), 1463 (m), 1447 (m), 1426 (m), 1364 (s), 1276 (m), 1234 (s),
1203 (s), 1161 (m), 1101 (s), 1046 (m), 1015 (s), 998 (m), 972 (s), 940
(m), 912 (m), 850 (m), 822 (s), 758 (s), 739 (m), 725 (m), 693 (s), 666
(m).

(El): m/z berechnet fur C3sH34CuO1oNa: 712,1346; gefunden: 712,1479.

215 °C

7.3.1.2 Fe(Ill)-[(E)-1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)-3-phenylpropen-1-on]-
Komplex (111)

Verbindung 111 wurde nach Zeng et al. dargestellt.

Cs4Hs1FeOq5

MG: 995,82 -&-
mol

174

111 wird nach AV3 aus 50 mg (0,16 mmol) 20, 6,40 mg (0,16 mmol) NaOH und
9,00 mg (0,05 mmol) FeCl; erhalten.

Ausbeute: 49 mg (0,05 mmol, 31 %) brauner Feststoff

IR

HRMS

Smp.

(v (cm™): 2940 (w), 1619 (m), 1604 (m), 1556 (s), 1486 (s), 1446 (s),
1393 (m), 1339 (s), 1282 (m), 1239 (s), 1201 (s), 1152 (s), 1101 (s),
1046 (s), 1015 (s), 986 (s), 937 (m), 905 (m), 865 (m), 847 (m), 818 (m),
761 (s), 729 (s), 688 ().

(E): m/z berechnet fur Cs4Hs;FeOisNa: 1018,2477; gefunden:
1018,2425.

241 - 243 °C
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7.3.2 Cu(ll)-Negletein-Komplex 114

C32H22CuO4g

MG: 630,06 =~
mol

Verbindung 114 wurde nach Zeng et al. dargestellt.}”

114 wird nach AV3 aus 30 mg (0,11 mmol) Negletein (71), 2,11 mg (0,05 mmol)
NaOH und 10,55 mg (0,06 mmol) Cu(OAc). x H,O nach 8 h bei RT erhalten.

Ausbeute: 13 mg (0,02 mmol, 40 %) brauner Feststoff

IR (v (cm™)): 2966 (w), 1628 (s), 1575 (s), 1534 (s), 1446 (s), 1376 (s),
1349 (s), 1310 (s), 1285 (s), 1247 (s), 1199 (s), 1124 (s), 1092 (s), 1039
(s), 1026 (s), 919 (m), 901 (s), 835 (m), 785 (s), 764 (s), 746 (s), 714

(s), 681 (s).
HRMS (El): m/z berechnet fur C3,H,,CuOipNa: 652,0499; gefunden: 652,0599.
Smp. > 275 °C (Zersetzung)

7.3.3 Chrysin-Metallkomplexe

7.3.3.1 Cu(Il)-Chrysin-Komplex 117

C3oH18CuOg

MG: 570,01 -~
mol

Verbindung 117 wurde nach Zeng et al. dargestellt.***"

Arbeitsvorschrift 4 (AV4): Es werden 127 mg (0,50 mmol) Chrysin (23) in 2 mL
DMF und 5 mL EtOH geldst und auf 90°C erhitzt. Anschlie3end werden 10 mg (0,25

mmol) NaOH und 50 mg (0,25 mmol) Cu(OAc). x H,O hinzugeflugt und fur 8 h unter
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Ruckfluss erhitzt. Nach dem AbkiUhlen auf RT, wird der entstandene Feststoff
abfiltriert, mit EtOH/H,0 (1:1) gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 135 mg (0,24 mmol, 95 %) griner Feststoff

IR (v (cm™)): 2856 (w), 1630 (s), 1601 (s), 1577 (m), 1544 (s), 1494 (s),
1442 (s), 1422 (m), 1374 (m), 1325 (m), 1301 (m), 1281 (m), 1247 (m),
1218 (m), 1186 (m), 1165 (s), 1122 (m), 1101 (m), 1042 (m), 1025 (w),
983 (m), 919 (W), 846 (m), 835 (m), 803 (m), 778 (M), 766 (s), 717 (M),
685 (s), 672 ().

HRMS (E): m/z berechnet fur C3oH1sCuOgNa: 592,0195; gefunden: 592,0234.
Smp. > 243 °C (Zersetzung)
EA berechnet fur C3oH1sCuQOg: C 63,21; H 3,18 gefunden C 62,78; H 3,31.

7.3.3.2 Al(Ill)-Chrysin-Komplex 118

C4sH27A1012

MG: 786,67 -~
mol

Verbindung 118 wurde nach Pusz et al. dargestellt.*”

Es werden 50 mg (0,20 mmol) 23 in 10 mL MeOH erwarmt und gel6st. AnschlieRend
werden 8,00 mg (0,20 mmol) NaOH zugegeben. Nach Abkuhlen auf RT werden
25 mg (0,07 mmol) AI(NO3)s x 9H,0, gel6st in 0,66 mL H,O, hinzugefigt und fur
3 Tage bei RT geruhrt. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert, mit MeOH und H,O
gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 29 mg (0,04 mmol, 53 %) gelber Feststoff
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IR (v (cm™)): 3064 (w), 1629 (s), 1597 (s), 1577 (s), 1535 (s), 1491 (s),
1447 (m), 1357 (m), 1290 (m), 1245 (m), 1173 (s), 1100 (s), 1039 (s),
1000 (m), 913 (M), 840 (s), 825 (M), 767 (S).

HRMS (El): m/z berechnet fur C4sH27Al012Na: 809,1200; gefunden: 809,1204.
Smp. > 319 °C (Zersetzung)

7.3.3.3 Fe(lll)-Chrysin-Komplex 119

CasHo7FeOq2

MG: 815,53 -&-
mol

Verbindung 119 wurde nach Zeng et al. dargestellt.*"

Arbeitsvorschrift 5 (AV5): Es werden 50 mg (0,20 mmol) 23 in 10 mL MeOH er-
warmt und gel6st. AnschlieRend werden 8,00 mg (0,20 mmol) NaOH zugegeben.
Nach Abkihlen auf RT werden 11 mg (0,07 mmol) FeCls, geldst in 5 mL EtOH, hin-

zugefigt und fur 16 h bei RT gerihrt. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert, mit
EtOH und MeOH gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 42 mg (0,03 mmol, 73 %) brauner Feststoff

IR (v (cm™): 3047 (W), 1624 (s), 1597 (s), 1577 (s), 1533 (s), 1488 (s),
1449 (m), 1411 (m), 1356 (m), 1274 (m), 1243 (m), 1160 (s), 1099 (s),
1038 (s), 1025 (w), 1020 (w), 914 (m), 844 (m), 832 (m), 768 (s), 677

(m).
HRMS (El: m/z berechnet fur C4sH,7FeO12Na: 838,0750; gefunden: 838,0808.
Smp. > 205 °C (Zersetzung)
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7.3.4 Genistein-Metallkomplexe

7.3.4.1 Cu(ll)-Genistein-Komplex 122

C3oH18CuO1p

MG: 602,00 =~
mol

Verbindung 122 wurde nach Zeng et al. dargestellt.*®*"

122 wird nach AV3 aus 30 mg (0,11 mmol) Genistein (13), 2,22 mg (0,06 mmol)
NaOH und 11,1 mg (0,06 mmol) Cu(OAc), x H,O nach 8 h bei RT erhalten.

Ausbeute: 22 mg (0,04 mmol, 65 %) griiner Feststoff

IR (v (cm™)): 3100 (w), 2607 (w), 1620 (s), 1596 (m), 1562 (m), 1514 (s),
1496 (s), 1448 (m), 1411 (s), 1356 (m), 1298 (m), 1277 (M), 1244 (s),
1215 (m), 1197 (s), 1176 (s), 1163 (s), 1138 (s), 1062 (m), 1043 (s), 989
(m), 882 (m), 828 (s), 810 (s), 791 (s), 727 (M), 703 (M), 675 (M).

HRMS (El): m/z berechnet fur C3oH15CuO1oNa: 624,0094; gefunden: 624,0132.

Smp. > 295 °C (Zersetzung)

EA berechnet fir CzoH18CuO; X 2H,0: C 56,47; H 3,48 gefunden C 55,95;
H 3,37.

7.3.4.2 Fe(lll)-Genistein-Komplex 124

CssH27Fe01s

MG: 863,53 miol

Verbindung 124 wurde nach Zeng et al. dargestellt.*”
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124 wird nach AV5 aus 50 mg (0,19 mmol) 13, 8,00 mg (0,20 mmol) NaOH und
10 mg (0,06 mmol) FeCl; erhalten.

Ausbeute: 25 mg (0,03 mmol, 49 %) brauner Feststoff

IR

HRMS

Smp.

(v (cm™)): 1626 (m), 1610 (s), 1588 (m), 1511 (s), 1477 (s), 1407 (s),
1337 (m), 1298 (m), 1251 (s), 1203 (s), 1175 (s), 1152 (s), 1045 (s),
1014 (s), 990 (m), 884 (m), 834 (s), 791 (s), 726 (m), 708 (m), 669 (s).

(El): m/z berechnet fur C4sH,7FeO1s5Na: 886,0597; gefunden: 886,0779.

> 236 °C (Zersetzung)

7.3.5 Cu(ll)-Apigenin-Komplex 126

Verbindung 126 wurde nach Zeng et al. dargestellt.

13 OH C3oH18CuO1p
14

MG: 602,00 -~
mol

36,174

126 wird nach AV4 aus 25 mg (0,09 mmol) Apigenin (12), 1,85 mg (0,05 mmol)
NaOH und 9,25 mg (0,05 mmol) Cu(OAc), x H,0 erhalten.

Ausbeute: 16 mg (0,03 mmol, 57 %) griiner Feststoff

IR

HRMS

Smp.

EA

(v (cm™)): 3402 (w), 2570 (W), 1619 (s), 1593 (s), 1529 (s), 1484 (s),
1431 (s), 1354 (s), 1289 (m), 1249 (s), 1197 (s), 1174 (s), 1122 (s),
1103 (s), 1038 (s), 986 (M), 916 (M), 832 (s), 775 (M), 700 (M), 676 (M).

(El): m/z berechnet fur C3pH1sCuOjoNa: 624,0094; gefunden: 624,0128.
> 378 °C (Zersetzung)
berechnet fur C3pH18CuO19 X H,O: C 58,11; H 3,25 gefunden C 57,98; H

3,22.
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7.3.6 Plumbagin-Metallkomplexe

7.3.6.1 [2-(8-Methoxy-3-methyl-1,4-naphthochinon-2-ylamino)ethyl-6-
(aminomethyl)nicotinat]platin(ll)chlorid (132)

C21H21C|2N305Pt

MG: 661,39 =~
mol

Verbindung 132 wurde nach Schobert et al. dargestellt.***

Es werden 94 mg (0,18 mmol) 87 in 5,8 mL THF gel6st. Anschliel3end werden 75 mg
(0,18 mmol) K;PtCl, (48), gelést in 2,3 mL H,O, hinzugegeben und der pH-Wert mit
1M NaOH-Lsg. auf 5 — 6 eingestellt. Die Reaktionslosung wird 24 h bei RT gerihrt.
Danach wird der Feststoff abfiltriert, mit H,O und Et,O gewaschen und bei RT ge-
trocknet.

Ausbeute: 92 mg (0,14 mmol, 75 %) roter Feststoff

'H-NMR (800 MHz, DMF); & (ppm): 2,10 (s, 3H, H-12), 3,98 (s, 3H, H-11), 4,05
(q, 3J = 5,5 Hz, 3J = 6,6 Hz, 2H, H-13), 4,45 (t, °J = 6,0 Hz, 2H, H-21),
4,64 (t, 33 = 5,5 Hz, 2H, H-14), 6,33 (t, 3J = 6,0 Hz, 2H, NH,), 6,72 (t,
%3 =6,6 Hz, 1H, NH), 7,41 (dd, 3J = 8,5 Hz, *J = 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,60
(dd, 33 = 7,6 Hz, *J = 1,0 Hz, 1H, H-9), 7,73 (dd, 3J =85 Hz, %1 = 7,6
Hz, 1H, H-8), 7,79 (d, 3J = 8,3 Hz, Hz, 1H, H-19), 8,56 (d, 3J = 8,3 Hz,
1H, H-18), 9,79 (s, 1H, H-17).

BC-.NMR (75,4 MHz, DMF); & (ppm): 10,0 (C-12), 43,9 (C-13), 53,6 (C-21), 56,3
(C-11), 66,0 (C-14), 111,4 (C-2), 116,8 (C-9), 118,1 (C-7), 118,9 (C-5),
122,2 (C-19), 126,8 (C-16), 135,4 (C-8), 135,5 (C-10), 138,6 (C-18),
148,4 (C-17), 149,5 (C-3), 159,6 (C-6), 163,4 (C-20), 170,7 (C-15),
181,1 (C-4), 182,0 (C-1).

19pt-NMR (64 MHz, DMF); & (ppm): 2444.
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IR (v (cm™)): 3315 (w), 3242 (w), 1728 (s), 1656 (m), 1608 (m), 1570 (s),
1514 (s), 1471 (m), 1448 (m), 1406 (m), 1352 (m), 1266 (s), 1239 (s),
1214 (s), 1187 (m), 1151 (s), 1129 (m), 1071 (m), 1045 (s), 973 (m),
886 (m), 827 (m), 788 (M), 755 (s), 741 (S).

HRMS (El): m/z berechnet fur Cy;H21CIoN3OsPtNa: 683,0404; gefunden:
683,0530.
Smp. > 205 °C (Zersetzung)

7.3.6.2 Dichlorido(p-cymol)[(11E)-N'-(5-hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-
4(1H)yliden)nicotinohydrazon]ruthenium(ll) (137)

C27H27C|2N303RU

MG: 613,50 -
mol

Arbeitsvorschrift 6 (AV6): Es werden 45 mg (0,15 mmol) 135 in 10 mL
CH,CIl,/MeOH (9:1) gelést. Dazu werden 45 mg (0,08 mmol) [Ru(p-Cymol)Cl;], ge-
geben und 3 h bei RT gerihrt. Anschlielend werden 50 mL EtOAc/n-Hexan (1:4)
dazugegeben, der Feststoff abfiltriert, mit n-Hexan gewaschen und bei RT getrock-

net.”t

Ausbeute: 72 mg (0,12 mmol, 80 %) brauner Feststoff

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 1,28 (d, %J = 7,0 Hz, 6H, H-26, H-27), 2,04
(s, 3H, H-11), 2,15 (s, 3H, H-24), 2,85—2,95 (m, 1H, H-25), 5,34 (d,
33 =6,1 Hz, 2H, H-18, H-20), 5,56 (d, %J = 6,1 Hz, 2H, H-21, H-23), 7,27
(d, 3J = 8,1 Hz, 1H, H-7), 7,43 (t, *J = 8,1 Hz, 1H, H-8), 7,46 — 7,55 (m,
1H, H-9), 7,69 (d, %J = 7,6 Hz, 1H, H-16), 7,75 (s, 1H, H-3), 8,27 (d,
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3C-NMR

HRMS

Smp.

EA

7.3.6.3

3)=8,1 Hz, 1H, H-17), 9,14 (d, 3J = 5,6 Hz, 1H, H-15), 9,31 (s, 1H, H-
14).

(75,4 MHz, CDCly); & (ppm): 16,7 (C-11), 17,9 (C-24), 21,9 (C-26, C-
27), 30,6 (C-25), 81,8 (C-18, C-20), 83,1 (C-21, C-23), 97,6 (C-19),
103,6 (C-22), 118,7(C-7, C-9), 122,6 (C-5), 123,4 (C-3), 124,7 (C-16),
130,5 (C-17), 131,2 (C-10), 131,3 (C-8), 138,2 (C-15, C-13), 143,2 (C-2,
C-14), 152,2 (C-4), 157,2 (C-12, C-6), 184,9 (C-1).

(v (cm™)): 3504 (w), 3058 (W), 2968 (W), 1677 (m), 1646 (m), 1625 (m),
1600 (m), 1551 (m), 1513 (m), 1460 (m), 1375 (m), 1343 (m), 1311 (m),
1268 (s), 1248 (s), 1199 (m), 1154 (m), 1114 (m), 1055 (m), 1031 (m),
992 (w), 931 (m), 899 (m), 877 (m), 815 (m), 762 (s), 723 (M), 715 (m),
684 (s).

(El): m/z (CH3OH): 566,09 (58%) [Ru(cymen)(plumbagylnicotino-
hydrazon)Na]*, 304,26 (100) [RuCl(cymen)(CH3zOH)H]".

> 210 °C (Zersetzung)

berechnet fur Cy7H27CI,N3OsRu: C 52,86; H 4,44; N 6,85 gefunden
C 52,67; H 4,21; N 6,66.

Dichlorido(p-cymol)[(11E)-N'-(5-hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-

yliden)isonicotinohydrazon]ruthenium(ll) (138)

C27H27C|2N303RU

MG: 613,50 -
mol
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138 wird nach AV6 aus 20 mg (0,07 mmol) 136 und 20 mg (0,03 mmol) [Ru(p-

Cymol)Cl,], erhalten.”

Ausbeute: 30 mg (0,05 mmol, 75 %) brauner Feststoff

'H-NMR

3C-NMR

HRMS

Smp.

EA

(300 MHz, CDCls); & (ppm): 1,24 (d, %J = 6,9 Hz, 6H, H-26, H-27), 1,96
(s, 3H, H-11), 2,23 (s, 3H, H-24), 2,80 — 2,88 (m, 1H, H-25), 5,19 (d,
) = 5,8 Hz, 2H, H-18, H-20), 5,41 (d, 3J = 5,8 Hz, 2H, H-21, H-23),
7,22 -7,25 (m, 1H, H-7), 7,39 (t, °J = 8,0 Hz, 1H, H-8), 7,66 (d, J =
7.4 Hz, 1H, H-9), 7,65 — 7,79 (m, 2H, H-14, H-17), 8,03 (s, 1H, H-3),
8,90 — 8,95 (m, 2H, H-15, H-16), 10,15 (s, 1H, NH), 12,60 (s, 1H, OH).

(75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 16,8 (C-11), 18,1 (C-24), 22,2 (C-26, C-
27), 30,7 (C-25), 82,1 (C-18, C-20), 83,2 (C-21, C-23), 97,7 (C-19),
103,8 (C-22), 116,1 (C-9), 118,7 (C-7), 122,9 (C-5), 123,3 (C-3), 131,3
(C-14, C-17), 131,4 (C-8, C-10), 140,3 (C-13), 142,8 (C-2), 148,1 (C-4),
155,4 (C-15, C-16), 158,3 (C-6), 161,2 (C-12), 185,2 (C-1).

(v (cm™)): 3508 (w), 2964 (w), 1685 (m), 1647 (m), 1600 (m), 1553 (m),
1514 (m), 1460 (m), 1415 (m), 1373 (m), 1345 (m), 1267 (s), 1153 (m),
1105 (m), 1053 (m), 932 (w), 898 (m), 873 (m), 846 (m), 824 (m), 804
(m), 758 (s), 682 (m).

(El): m/z (CH3OH): 566,06 (58%) [Ru(cymen)(plumbagylisonicotino-
hydrazon)Na]®, 542,98 (10) [Ru(cymen)(plumbagylisonicotino-
hydrazon)]*, 304,26 (67) [RuCl(cymen)(CHsOH)H]", 270,98 (100) [Ru-
(cymene)CI]".

> 207 °C (Zersetzung)

berechnet fir C,;H,7CI;N3O3Ru: C 52,86; H 4,44; N 6,85 gefunden
C 52,65; H 4,15; N 6,69.
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7.3.6.4 Dichloro(toluol)ruthenium(ll)dimer (141)

! C14H16Cl4RuU>

2
° c._ Cl, MG: 528,23 =
. mol

Verbindung 141 wurde nach Bennett und Smith dargestellt.*

Unter Argon werden 100 mg (0,44 mmol) RuCls x H,O in 5 mL EtOH gel6st. An-
schlieRend werden 0,5 mL (4,45 mmol) 1-Methyl-1,4-Cyclohexadien zugetropft und
4 h unter Ruckfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert, mit MeOH ge-

waschen und bei RT getrocknet.
Ausbeute: 83 mg (0,16 mmol, 33 %) brauner Feststoff
'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 2,20 (s, 6H, H-7), 5,33 (d, %J = 5,7 Hz, 4H,

H-2, H-6), 5,53 — 5,56 (M, 2H, H-4), 5,62 — 5,65 (m, 4H, H-3, H-5).

IR (v (cm™)): 3047 (m), 1519 (w), 1444 (s), 1409 (w), 1377 (s), 1150 (m),
1061 (w), 1029 (m), 1007 (w), 966 (w), 901 (), 863 (s), 779 (W).

MS (El, 70 eV), miz (%): 441 (5) [M*-2CI-2CHg], 426 (3), 134 (3), 132 (3),
91 (100), 65 (8), 40 (6).

Smp. > 240 °C (Zersetzung) (Lit. > 250 °C*®%)

7.3.6.5 Dichlorido(toluol)[(11E)-N'-(5-hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-
yliden)nicotinohydrazon]ruthenium(ll) (139)

C24H21C|2N303RU

MG: 571,42 -&-
mol
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139 wird nach AV6 aus 20 mg (0,06 mmol) 135 und 17 mg (0,03 mmol) 141 erhal-

ten.’!

Ausbeute: 22 mg (0,04 mmol, 60 %) hellbrauner Feststoff

'H-NMR

3C-NMR

HRMS

Smp.

EA

(300 MHz, DMF); & (ppm): 2,17 (s, 3H, H-11), 2,19 (s, 3H, H-24), 5,59
(d, 3J = 5,7 Hz, 2H, H-18, H-20), 5,79 (t, 3J = 5,4 Hz, 1H, H-22), 5,88 (t,
3J = 5,7 Hz, 2H, H-21, H-23), 7,33 (d, 3J = 8,4 Hz, 1H, H-7), 7,59 (t,
3J=7,7 Hz, 1H, H-8), 7,67 — 7,75 (m, 2H, H-9, H-16), 8,30 (s, 1H, H-3),
8,65 (d, %J = 8,0 Hz, 1H, H-17), 9,30 (d, 3J = 6,0 Hz, 1H, H-15), 9,63 (s,
1H, H-14), 12,87 (s, 1H, NH), 12,93 (s, 1H, OH).

(75,4 MHz, DMF); 5 (ppm): 16,4 (C-11), 18,4 (C-24), 79,3 (C-22), 81,2
(C-18, C-20), 87,5 (C-21, C-23), 100,7 (C-19), 116,6 (C-9), 118,2 (C-7),
1225 (C-5), 124,1 (C-3), 125,0 (C-16), 129,7 (C-17), 131,5 (C-10),
131,7 (C-8), 137,8 (C-15), 141,3 (C-13), 142,2 (C-14), 142,6 (C-2),
146,1 (C-4), 155,1 (C-6), 158,4 (C-12), 184,6 (C-1).

(v (cm™): 3470 (w), 3061 (w), 1678 (m), 1645 (m), 1626 (m), 1600 (m),
1554 (m), 1509 (m), 1460 (s), 1426 (m), 1374 (m), 1343 (m), 1310 (m),
1267 (s), 1203 (m), 1154 (m), 1108 (m), 1055 (s), 1031 (m), 992 (m),
931 (m), 899 (m), 856 (M), 823 (M), 761 (s), 716 (M), 684 (S).

(El): m/z (DMSO/CH3CN): 502,09 (6%) [Ru(toluol)(plumbagylnicotino-
hydrazon)H]", 491,84 (36)
[Ru(toluol)(nicotinohydrazon)(DMSO)(MeCN),H]", 306,96 (61)
[RuCl(toluol)DMSQ]*, 228,94 (22) [Ru(toluol)CI]*, 176,01 (38)
[(Nicotinohydrazid)K]*, 137,00 (34) [Nicotinohydrazid]*, 101,00 (100)
[(CsHsN)Na]".

> 210 °C (Zersetzung)

berechnet fir Cy4H»:CI;N3O3Ru: C 50,45; H 3,70; N 7,35 gefunden
C 50,92; H 4,08; N 6,97.

160



7 Experimenteller Teil

7.3.6.6 Dichlorido(toluol)[(11E)-N'-(5-hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-
yliden)isonicotinohydrazon]ruthenium(ll) (140)

C24H21C|2N303RU

MG: 571,42 -&-
mol

140 wird nach AV6 aus 16 mg (0,05 mmol) 136 und 14 mg (0,03 mmol) 141 erhal-

ten.’t

Ausbeute: 25 mg (0,04 mmol, 84 %) brauner Feststoff

'H-NMR (300 MHz, DMF); & (ppm): 2,16 (s, 3H, H-11), 2,18 (s, 3H, H-24), 5,57
(d, 3J = 5,9 Hz, 2H, H-18, H-20), 5,77 (d, 3J = 5,5 Hz, 1H, H-22), 5,86 (t,
3J = 5,5 Hz, 2H, H-21, H-23), 7,32 (d, 3J = 7,7 Hz, 1H, H-7), 7,59 (t,
3J=7,7 Hz, 1H, H-8), 7,68 (d, 3J = 7,7 Hz, 1H, H-9), 8,03 (d, %J =
6,4 Hz, 2H, H-14, H-17), 8,28 (s, 1H, H-3), 9,30 (d, 3J = 6,4 Hz, 2H,
H-15, H-16), 12,75 (s, 1H, NH), 12,88 (s, 1H, OH).

BC.NMR (75,4 MHz, DMF); & (ppm): 16,4 (C-11), 18,4 (C-24), 79,9 (C-22), 81,4
(C-18, C-20), 87,7 (C-21, C-23), 100,7 (C-19), 116,5 (C-9), 118,2 (C-7),
122,5 (C-5), 122,7 (C-14, C-17), 124,9 (C-3), 131,6 (C-10), 131,7 (C-8),
141,6 (C-13), 142,4 (C-2), 146,3 (C-4), 156,2 (C-15, C-16), 158,3 (C-6),
163,2 (C-12), 184,5 (C-1).

IR (v (cm™)): 3252 (w), 3040 (w), 1684 (m), 1650 (m), 1626 (m), 1592 (m),
1556 (W), 1518 (m), 1492 (m), 1471 (m), 1453 (m), 1434 (m), 1418 (m),
1368 (m), 1348 (m), 1309 (W), 1266 (s), 1246 (s), 1227 (m), 1156 (m),
1106 (m), 1080 (w), 1062 (m), 1031 (m), 929 (w), 897 (W), 844 (s), 822
(M), 764 (s), 754 (s), 706 (M), 691 (m).
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HRMS (El): m/z (DMSO/CH3CN): 502,07 (10%) [Ru(toluol)(plumbagyliso-
nicotinohydrazon)H]", 491,84 (29) [Ru(toluol)(isonicotinohydrazid)
(DMSO)(MeCN),H]*, 306,96 (66) [RuCl(toluo)DMSO]*, 228,94 (24)
[Ru(toluol)CI]*, 176,01 (45) [(Isonicotinohydrazid)K]", 137,00 (44)
[Isonicotinohydrazid]", 101,00 (100) [(CsH4N)Na]".

Smp. > 215 °C (Zersetzung)

EA berechnet fur Cy4H2:CIoN3O3Ru: C 50,45; H 3,70; N 7,35 gefunden
C 50,96; H 4,06; N 7,03.

7.3.6.7 (11E)-N'-(5-Hydroxy-2-methyl-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)ferrocencarbox-
ylhydrazon (142)

C22H18F6N203

MG: 414,23 -5
mol

Verbindung 142 wurde nach Dandawate et al. dargestelit.”"*°

Arbeitsvorschrift 7 (AV7): Es werden 53 mg (0,28 mmol) 37 in 7 mL MeOH sus-

pendiert. AnschlieRend werden 68 mg (0,28 mmol) Ferrocencarbonsaurehydrazid
und 3 Tropfen TFA dazugegeben. Die Reaktionslosung wird 8 h unter Ruckfluss er-
hitzt. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert, mit wenig MeOH gewaschen und bei

RT getrocknet.

Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM:
EE/nH 1:2).

Ausbeute: 37 mg (0,09 mmol, 32 %) dunkelbrauner Feststoff

IH-NMR (300 MHz, MeOD); & (ppm): 2,22 (s, 3H, H-22), 4,24 — 4,29 (m, 5H, H-

17, H-18, H-19, H-20, H-21), 4,54 - 4,58 (m, 2H, H-13, H-16), 5,07 —
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5,11 (m, 2H, H-14, H-15), 7,24 (dd, 3J = 8,1 Hz, *J = 1,2 Hz, 1H, H-7),
7,44 (t, %) = 8,1 Hz, 1H, H-8), 7,69 (dd, 3J = 8,1 Hz, *J = 1,2 Hz, 1H,
H-9), 7,92 (s, 1H, H-3).

IR (v (cm™)): 3097 (w), 1627 (s), 1594 (m), 1519 (m), 1458 (s), 1379 (s),
1366 (m), 1344 (m), 1329 (s), 1287 (s), 1202 (m), 1158 (s), 1137 (m),
1105 (m), 1076 (m), 1051 (s), 1027 (s), 1002 (m), 973 (m), 925 (m), 899
(m), 884 (m), 851 (m), 819 (s), 759 (s), 683 (M).

HRMS (El): m/z berechnet fur CxHigFeN,OsNa: 437,0565; gefunden:
437,0611.

Smp. 264 °C

EA berechnet fir CxHigFeN,Os: C 63,79; H 4,38; N 6,76 gefunden

C 63,57; H 4,13; N 6,54.

7.3.7 (11E)-N'-(5-Hydroxy-1-oxonaphthalen-4(1H)-yliden)ferrocencarboxylhydrazon
(149)

C21H16FeN203

MG: 400,21 -&-
mol

Verbindung 149 wurde nach Dandawate et al. dargestelit. "

149 wird nach AV7 aus 34 mg (0,20 mmol) 38, 47 mg (0,20 mmol)

Ferrocencarbonsaurehydrazid und 2 Tropfen TFA erhalten.
Ausbeute: 33 mg (0,08 mmol, 42 %) dunkelbrauner Feststoff

'H-NMR (300 MHz, DMSO); & (ppm): 4,26 (m, 5H, H-17, H-18, H-19, H-20, H-
21), 4,61 (s, 2H, H-13, H-16), 5,13 (s, 2H, H-14, H-15), 6,77 (d,
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3)=10,8 Hz, 1H, H-2), 7,06 (d, 3J = 8,1 Hz, 1H, H-7), 7,72 (t, *J =
8,1 Hz, 1H, H-8), 7,87 (d, %J = 7,7 Hz, 1H, H-9), 8,33 (d, 3J = 10,8 Hz,
1H, H-3), 11,72 (s, 1H, NH), 12,58 (s, 1H, OH).

IR (v (cm™)): 3148 (w), 3058 (w), 1628 (s), 1607 (s), 1586 (m), 1574 (m),
1520 (m), 1483 (m), 1459 (m), 1438 (s), 1416 (m), 1396 (m), 1378 (s),
1365 (s), 1311 (s), 1246 (s), 1181 (s), 1161 (s), 1106 (m), 1091 (m),
1052 (m), 1030 (m), 1022 (m), 1003 (m), 931 (s), 842 (s), 827 (m), 819
(s), 800 (s), 752 (s), 721 (s), 692 (m), 661 (Ss).

HRMS (El): m/z berechnet fur CjHigFeN,OsNa: 423,0408; gefunden:
423,0440.

sSmp. > 260 °C (Zersetzung)

EA berechnet fur C,HigFeN,Os: C 63,02; H 4,03; N 7,00 gefunden

C 62,69; H 3,90; N 6,78.

7.3.8 Cu(ll)-5-O-Methyldroseron 150

C24H18CuOg

MG: 497,94 &
mol

Verbindung 150 wurde nach Chen et al. dargestellt.*®?

Es werden 50 mg (0,23 mmol) 106 und 14 mg (0,26 mmol) NaOMe in 14 mL MeOH
geldst. AnschlieRend wird eine Losung aus 20 mg (0,12 mmol) CuCl; x 2 H0 in
15 mL MeOH zugetropft und fur 2,5 h unter Rickfluss erhitzt. Der entstandene Fest-

stoff wird abfiltriert, mit MeOH gewaschen und bei RT getrocknet.

Ausbeute: 60 mg (0,12 mmol, 54 %) roter Feststoff
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MS

Smp.

(v (cm™)): 1637 (w), 1595 (m), 1575 (m), 1547 (s), 1470 (m), 1440 (m),
1373 (s), 1334 (m), 1316 (m), 1277 (m), 1238 (s), 1206 (s), 1186 (s),
1168 (m), 1072 (m), 1047 (m), 962 (s), 826 (m), 790 (M), 739 (s), 725
(W), 654 (m), 611 (M), 591 (m).

(El, 70 eV), m/z (%): 497 (6) [M'], 218 (100) [Ligand]*, 200 (17), 189
(18), 172 (21), 161 (15), 147 (14), 144 (13), 131 (20), 116 (21), 102

(12), 91 (8), 76 (21), 63 (11), 55 (8), 50 (5), 44 (4), 39 (6).

> 277 °C (Zersetzung)

7.4 Click-Reaktion

7.4.1 Cumarine

7.4.1.1 7-Acetoxy-3-acetylaminocumarin (164)

Verbindung 164 wurde nach Sivakumar et al. dargestellt.

C13H11NOs
11\1[0(0 0. 0.0 o
7 . g
O . L 2 J\ MG: 261,23@
5 3 H 12 13

Rr: 0,42 (EE/NH 1:1)

188

Es werden 5,52 g (40,00 mmol) Aldehyd 162, 4,68 g (40,00 mmol) N-Acetylglycin
(163) und 9,84 g (120,00 mmol) NaOAc mit 200 mL Essigsaureanhydrid (43) versetzt
und 4 h unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wird Eis zugegeben und mit EtOAc

extrahiert. Die org. Phase wird mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tber Na,SO, getrock-

net und das LOosungsmittel im Vakuum eingeengt, wodurch das Produkt auskristalli-

siert.
Ausbeute: 1,48 g (5,68 mmol, 14 %) gelber Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur tiberein.??’
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7.4.1.2 3-Amino-7-hydroxycumarin (165)

CoH7NO3
HO_ _*_9.0._._0
7
: 8
:@?ENHZ MG: 177,15 £

Rr: 0,28 (EE/NH 1:1)

Verbindung 165 wurde nach Sivakumar et al. dargestellt.*®®

Es werden 1,48 g (5,68 mmol) 164 in 40 mL konz. HCl und 20 mL EtOH gel6st und
1 h unter Ruckfluss erhitzt. Anschlielend wird Eis zugegeben und mit EtOAc extra-
hiert. Die org. Phase wird Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(LM: EE/nH 1:4 — 1:1).

Ausbeute: 392 mg (2,22 mmol, 39 %) gelber Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur Giberein.??’

7.4.1.3 3-Azido-7-hydroxycumarin (157)

CoHs5N303
HO_ .9 0.0
7 ) g
MG: 203,15 =
WNS mol

R: 0,52 (EE/nH 1:1)

Verbindung 157 wurde nach Sivakumar et al. dargestellt.*®®

Es werden 392 mg (2,22 mmol) 165 in 40 mL konz. HCI und 80 mL Eiswasser gelost.
Anschlieend werden bei 0 °C langsam 152,8 mg (2,22 mmol) NaNO, zugegeben
und fur 15 min geruhrt. Dann werden langsam 216 mg (0,83 mmol) NaN3 hinzugeflgt
und 16 h bei RT geruhrt. Der Reaktionsansatz wird mit EtOAc extrahiert. Die org.
Phase wird mit H,O und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchroma-

tographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:4 — 2:1).
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Ausbeute: 302 mg (1,49 mmol, 67 %) gelber Feststoff

Alle analytischen Daten stimmen gut mit der Literatur Uberein.*®®%??

7.4.1.4 3-Butinsaure (167)

3 C4H402

N\,
»
2

MG: 84,07 &
mol

Verbindung 167 wurde nach Bowden et al. dargestelit.**"*°

Es werden 1,13 mL (14,95 mmol) 3-Butin-1-ol (166) mit 15 mL Aceton versetzt. Bei
0 °C wird langsam das Jones-Reagenz zugegeben und der Reaktionsansatz 5 h bei
RT geruhrt. Nach Zugabe von 10 mL Isopropanol wird EtOAc/H,O (1:1) hinzugefigt.
Die wassrige Phase wird mit EtOAc extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit ges.
NaCl-Lsg. gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum

entfernt. Das Rohprodukt wird aus n-Hexan und Et,O umkristallisiert.

Jones-Reagenz: Es werden 6,30 g (63,00 mmol) Chromtrioxid in 9 mL H,O gelost.

Bei 0 °C werden erst langsam 5,5 mL konz. H,SO,4 und dann 18 mL H,O zugegeben.

Ausbeute: 616 mg (7,33 mmol, 49 %) farblose Kristalle

IH-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 2,21 (s, 1H, H-1), 3,32 — 3,38 (m, 2H, H-3),
11,09 (s, 1H, OH).

3C-.NMR (75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 25,5 (C-3), 72,3 (C-1), 87,4 (C-2), 174,3
(C-4).

IR (v (cm™)): 3274 (w), 2922 (s), 2854 (m), 2358 (w), 2163 (W), 1712 (m),
1602 (w), 1456 (m), 1375 (m), 1196 (m), 1099 (M), 946 (w), 700 (w).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 84 (17) [M™], 69 (2) [CsHO,]", 67 (3) [C4H.0O]", 45
(18) [CO.H]", 44 (11), 40 (68), 39 (100) [C3H3]", 38 (24), 37 (17).
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7.4.1.5 4-Acetoxy-2-hydroxybenzaldehyd (172)

O\ 1 CoHgO4
L~ OH
s . g
L. MG: 180,16 -£-
o’
g Rr: 0,44 (CH,Cl,)

Verbindung 172 wurde nach Mathew et al. dargestellt.***

Bei 0 °C werden 0,15 mg (1,09 mmol) Aldehyd 168 und 0,27 mL (3,27 mmol) Pyridin
zu 12 mL CH,Cl, hinzugeftigt. Nach kurzem Ruhren werden 77,3 pL (1,09 mmol)
Acetylchlorid zugegeben und 16 h bei RT gerthrt. AnschlieRend wird CH.Cl, zuge-
fugt, mit H,O und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatogra-
phie an Kieselgel gereinigt (LM: CH,Cl,/nH 1:10 — 1:2).

Ausbeute: 131 mg (0,73 mmol, 67 %) gelblicher Feststoff
Die analytischen Daten (*H, IR, Smp.) stimmen gut mit der Literatur tiberein.??®
3C-.NMR (75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 21,0 (C-9), 110,5 (C-4), 113,7 (C-6), 118,5

(C-8), 134,8 (C-7), 157,1 (C-2), 162,9 (C-3), 168,2 (C-5), 195,4 (C-1).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 180 (12) [M'], 137 (100) [C;HsOs]", 113 (5), 81 (3),
58 (2).

7.4.1.6 3-Bromumbelliferon (174)

C9H5BI’03
2 MG: 241,04 -5
mol

R¢: 0,39 (EE/nH 1:1)

Verbindung 174 wurde nach Das et al. dargestellt.**
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Es werden 162,0 mg (1,00 mmol) Umbelliferon (40) und 7,71 mg (0,20 mmol)
NH4OAc in 5 mL Acetonitril suspendiert. Anschlie3end werden 186,9 mg (1,05 mmol)
NBS zugegeben und 1 h bei RT geruhrt. Danach wird H,O zugegeben und mit EtOAc
extrahiert. Die org. Phase wird mit H,O und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, Gber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels

Saulenchromatographie an Flash-Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:10 —» 1.5 —» 1:1
— EE).

Ausbeute: 36 mg (0,15 mmol, 15 %) weilRer Feststoff

'H.NMR (300 MHz, MeOD); & (ppm): 6,24 (d, *J = 9,6 Hz, 1H, H-8), 6,90 (d,
3J=8,5 Hz, 1H, H-6), 7,45 (d, 3J = 8,5 Hz, 1H, H-5), 7,85 (d, *J =
9,6 Hz, 1H, H-3).

IR (v (cm™)): 2335 (w), 1721 (w), 1678 (s), 1606 (m), 1588 (s), 1538 (m),
1498 (m), 1476 (m), 1406 (m), 1340 (m), 1305 (s), 1275 (m), 1236 (s),
1172 (m), 1148 (m), 1056 (m), 1040 (m), 974 (s), 946 (s), 875 (M), 832
(s), 801 (s), 770 (m), 757 (s), 746 (M), 708 (M), 672 (m).

MS (El, 70 eV), m/z (%): 242 (85), 241 (10) [M'], 240 (84), 214 (96), 213
(12), 212 (100) [M-COJ*, 132 (11), 105 (41) [C:HsO]", 77 (17), 76 (18),
63 (7), 51 (19).

GC tret (Programm 0, B) = 24,45 min.

Smp. 218 °C (Lit. 214 — 216 °C*)

7.4.2 Alkinsubstituiertes Carboplatinderivat
7.4.2.1 2-(Methoxycarbonyl)malonsauredimethylester (181)

o O C7H1006
3\0 5 1 5 O/S
2 MG: 190,15 -&-
o) (o) mol

Verbindung 181 wurde nach Corson und Sayre dargestellt.**
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Es werden 2,30 g (100 mmol) Natrium in 80 mL siedendem Toluol abs. geschmolzen

und 11,49 mL (100 mmol) Dimethylmalonat (176) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird 30 min geruhrt, dann auf 65°C abgekihlt und 8,13 mL (105 mmol) Methylchloro-

formiat (180) Gber 10 min zugetropft. Danach wird 5 h unter Rickfluss erhitzt, auf RT

abgekihlt, 100 mL H,O zugegeben und die Phasen getrennt. Die org. Phase wird mit

H,O gewaschen, tUber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Das Rohprodukt wird mittels Destillation gereinigt (Sdp. 108 °C, 6,7 mbar).

Ausbeute: 10,58 g (55,64 mmol, 56 %) weil3er Feststoff

'H-NMR

13C-NMR

Masse

Smp.

(300 MHz, CDCl3); & (ppm): 3,53 (s, 9H, H-3), 4,25 (s, 1H, H-1).
(75,4 MHz, CDCl); 8 (ppm): 52,5 (C-3), 57,8 (C-1), 163,6 (C-2).

(v (cm™)): 3291 (w), 2959 (w), 1733 (s), 1435 (m), 1274 (s), 1231 (s),
1208 (s), 1154 (m), 1070 (s), 1039 (m), 948 (m), 911 (w), 864 (w), 828
(W), 800 (W).

(El, 70 eV), m/z (%): 190 (6) [M*], 159 (40) [M-CH3OJ*, 132 (16), 115
(100), 101 (14) [C4HsO3]", 100 (7), 88 (12), 69 (49), 59 (46) [C2HsO2]",

47 (25).

40 °C (Lit. 43 — 45 °C*%)

7.4.2.2 2-Methoxycarbonyl-2-(propargyl)malonséauredimethylester (182)

Verbindung 182 wurde nach Billiet et al. dargestellt.

T C10H1206
OO OO
0 MG: 228,20 £
2 |1 mol
3—0 s, O0—s3
" Ry: 0,37 (EE/nH 1:2)

197
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Unter Argon werden 2,85 g (15,0 mmol) 181 in je 90 mL Toluol abs. und DMF abs.
geldst und auf 0°C abgekuhlt. AnschlieRend werden langsam und unter starkem
Ruhren 600 mg (15,0 mmol) 60 %-iges NaH in Paraffin6l zugegeben. Wenn keine
Gasentwicklung mehr zu sehen ist, wird das Reaktionsgemisch auf RT erwarmt,
1,8 mL (16,2 mmol) Propargylbromid zugetropft und 20 h bei 80°C gerihrt. Nach Ab-
kiuhlen auf RT werden 45 mL Toluol hinzugefiigt und mit je 90 mL H,O und ges.
NaCl-Lsg. gewaschen. Die org. Phase wird Uber Na,SO. getrocknet und das LO-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatogra-

phie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:2).
Ausbeute: 2,50 g (10,96 mmol, 73 %) gelbes Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 1,96 (t, *J = 2,7 Hz, 1H, H-6), 2,85 (d,
4J = 2,7 Hz, 2H, H-4), 3,67 (s, 9H, H-3).

3C-.NMR (75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 22,9 (C-4), 53,0 (C-3), 64,2 (C-1), 70,7 (C-
6), 78,1 (C-5), 165,7 (C-2).

IR (v (cm™)): 3283 (w), 2959 (w), 2923 (w), 2854 (w), 1732 (s), 1435 (m),
1326 (w), 1275 (s), 1208 (s), 1183 (s), 1110 (m), 1068 (s), 950 (m), 909
(w), 865 (w), 800 (w), 667 (m).

Masse (El, 70 eV), m/z (%): 228 (2) [M'], 197 (22) [M-CH30]", 169 (100)

[CeHsO4]", 153 (19), 137 (56), 113 (6), 107 (6), 79 (9), 69 ( 13), 59 (30)
[C2H302]", 51 (7), 39 (13) [C3H3]".

7.4.2.3 2-(Propargyl)malonsauredimethylester (183)

CgH1004
(@) O
No g MG: 170,16 —&-
mol
4 5\
e Re: 0,41 (EE/nH 1:2)

Verbindung 183 wurde nach Brummond et al. dargestelit.**®
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Unter Argon werden 649 mg (2,8 mmol) 182 in 9,8 mL THF abs. gel6st, unter star-
kem Ruhren 187 mg (3,5 mmol) NaOMe zugegeben und 2 h bei RT geruhrt. An-
schlieRend wird der pH-Wert mit einer 10 %-igen HCI-Lsg. auf 2 eingestellt und mit
22 mL Et,O verdinnt. Die org. Phase wird mit je 33 mL H,O, ges. NaHCO;-Lsg. und
NaCl-Lsg. gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das L&sungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(LM: EE/nH 1:8).

Ausbeute: 425 mg (2,5 mmol, 90 %) gelbes Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 1,92 (t, *J = 2,7 Hz, 1H, H-6), 2,61 (dd,
33 =7,7Hz, Y = 2,7 Hz, 2H, H-4), 3,46 (t, 3J = 7,7 Hz, 1H, H-1), 3,61 (s,
6H, H-3).

BC-NMR (75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 18,1 (C-4), 50,5 (C-1), 52,4 (C-3), 70,3 (C-
6), 79,5 (C-5), 167,9 (C-2).

IR (v (cm™)): 3293 (w), 2958 (w), 1733 (s), 1436 (m), 1340 (m), 1276 (m),
1237 (s), 1154 (s), 1072 (w), 1030 (m), 971 (w), 951 (w), 894 (w), 849
(w).

Masse (El, 70 eV), m/z (%): 170 (1) [M*], 139 (29) [M—CHz0]", 111 (100) [M—

C,H30,]", 110 (32), 83 (10), 80 (6), 79 (31), 69 (12), 68 (6), 65 (7), 59
(41), 55 (7), 52 (15), 51 (16), 50 (8), 42 (21), 40 (16).

7.4.2.4 2-(Propargyl)propan-1,3-diol (184)

CeH1002
HO 2> 2 0H
. g
4 SQG MG: 114,14@
R: : 0,51 (EE)

Verbindung 184 wurde nach Kumar, Devita, Roiban und Trost dargestelit.}992%
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Unter Argon werden 500 mg (13,2 mmol) LiAlH4 in 88 mL Et,O suspendiert und auf
0 °C abgekunhlt. Danach werden langsam unter starkem Ruhren 748 mg (4,4 mmol)
183 zugetropft, das Reaktionsgemisch auf RT erwarmt und 2 h gerihrt. Dann werden
44 mL EtOAc zugegeben, Uber Kieselgel filtriert und mit MeOH nachgewaschen. Das

Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 366 mg (3,21 mmol, 73 %) farbloses Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 1,92 (ttt, 3J = 7,0 Hz, 3J = 6,2 Hz, 3J =
4,8 Hz, 1H, H-1), 1,99 (t, *J = 2,7 Hz, 1H, H-6), 2,26 (dd, 3J = 7,0 Hz,
4J = 2,7 Hz, 2H, H-4), 3,13 (br, s, 2H, OH), 3,71 (dd, 2J = 10,9 Hz,

33 = 4,8 Hz, 2H, H-2), 3,78 (dd, 2J = 10,9 Hz, J = 6,2 Hz, 2H, H-3).

3C-.NMR (75,4 MHz, CDCly); & (ppm): 17,1 (C-4), 41,5 (C-1), 62,3 (C-2, C-3),
69,8 (C-6), 82,0 (C-5).

IR (v (cm™)): 3283 (m), 2928 (w), 2885 (W), 1468 (w), 1432 (w), 1190 (w),
1094 (m), 1027 (s), 1001 (m), 968 (M), 865 (W).

Masse (El, 70 eV), m/z (%): 114 (1) [M*], 95 (34), 83 (22), 81 (21), 74 (23) [M-
CH30J*, 66 (100), 58 (29), 54 (29), 46 (11), 40 (60).

GC tret (Programm 7, B) = 14,98 min.

7.4.2.5 1,3-Dibrom-2-(propargyl)propan (185)

13 CeHgBr2

BrjﬁBr
5 Ja . _8
// MG: 239,94 —

Rs : 0,68 (EE/NH 1:4)

Unter Argon werden 500 mg (1,91 mmol) PPhz in 5 mL THF geldst. Anschlie3end
werden 98,7 pL (1,91 mmol) Br, zugegeben und 5 min gerthrt. Dann werden 50 mg
(0,43 mmol) 184, gel6st in 2,5 mL THF, langsam dazugegeben und der Reaktionsan-
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satz 4 h bei RT gerihrt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Roh-

produkt mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (LM: EE/nH 1:4).

Ausbeute: Konnte nicht bestimmt werden;
braunliches Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls); & (ppm): 2,04 (t, “J = 2,7 Hz, 1H, H-6), 2,17 —
2,29 (m, 1H, H-2), 2,44 (dd, 3J = 6,8 Hz, *J = 2,7 Hz, 2H, H-4), 3,50 —
3,62 (m, 4H, H-1, H-3).

BC.NMR (75,4 MHz, CDCls); & (ppm): 20,8 (C-4), 34,0 (C-1, C-3), 41,0 (C-2),
70,6 (C-6).

MS (El, 70 eV), miz (%): 242 (1), 240 (2) [M*], 238 (1), 203 (3), 201 (5), 199
(3), 159 (5), 145 (3), 134 (5), 132 (5), 121 (19), 119 (20), 95 (5), 93 (5),

80 (60), 79 (100), 77 (39), 65 (19), 53 (10), 51 (10).

GC tret (Programm 7, A) = 18,83 min.

7.4.3 Carboplatin

7.4.3.1 Cyclobutan-1,1-dicarbonsaure (190)

O O CeHgO4
HO 4> OH
2 2 MG: 144,13%

Verbindung 190 wurde nach Heisig und Stodola dargestelit.*8"19>:20>

Unter Argon werden zu 5,74 mL (50,00 mmol) Dimethylmalonat (176) und 5,35 mL
(52,5 mmol) Dibrompropan (177) 5,40 g (100,0 mmol) NaOMe, gelost in 40 mL
MeOH, langsam zugegeben und 2 h unter Ruckfluss erhitzt. Der entstandene Nie-
derschlag wird in H,O gelést und MeOH im Vakuum entfernt. Der erhaltene Ruck-
stand wird erneut in H,O geldst und mit Et,O extrahiert. Die org. Phase wird mit H,O
gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wird in 20 mL MeOH geldst, 5,61 g (100,0 mmol) KOH zugegeben und 2
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h unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt,
der Niederschlag in heiBem H,O gel6ést und durch Zugabe von konz. HCI ein pH-
Wert von 2 eingestellt. Nach einigen Minuten erhitzen bei 100 °C wird mit einer 25 %-
igen NHs-Lsg. pH 9 eingestellt und eine Spatelspitze BaCl, hinzugefligt. Das Reakti-
onsgemisch wird abfiltriert, das Filtrat erneut mit konz. HCI auf pH 3 eingestellt und
mit Et,O extrahiert. Die org. Phase wird tber CaCl, getrocknet und das Losungsmit-
tel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird aus heiRem EtOAc umkristallisiert.

Ausbeute: 6,13 g (42,50 mmol, 85 %) weil3e Kristalle

'H-NMR (300 MHz, MeOD); & (ppm): 1,97 (quint, 3J = 7,8 Hz, 2H, H-3), 2,52 (t,
3J = 7,8 Hz, 4H, H-2).

BC-.NMR (75,4 MHz, MeOD); & (ppm): 17,0 (C-2), 30,0 (C-3), 54,2 (C-1), 175,6
(C-4).

IR (v (cm™): 2954 (m), 2876 (m), 2672 (w), 2561 (w), 1686 (s), 1405 (s),
1282 (s), 1246 (m), 1233 (m), 1212 (s), 1154 (m), 1109 (m), 1066 (w),
1038 (w), 914 (s), 801 (m), 776 (m), 736 (m), 690 (m).

MS (El, 70 eV), miz (%):144 (2) [M*], 127 (9), 126 (88), 117 (21), 108 (100),
99 (73) [M-CO,HJ*, 98 (50), 85 (11), 82 (34), 81 (20), 80 (39), 72 (36),
71 (9), 70 (22), 69 (12), 55 (33), 54 (24), 53 (38), 48 (29), 46 (19), 44
(20), 40 (26).

Smp. 158 °C (Lit. 156 — 158 °C%)

7.4.3.2 cis-Diammindiiodoplatin(ll) (49)

I, ‘\\\NH3 H6|2N2Pt
' NH; MG: 482,95 &

g
mol

Verbindung 49 wurde nach Dhara dargestellt.**
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Es werden 201 mg (0,48 mmol) K,PtCl, (48) in 6 mL H,O geldst und 378 mg (2,28
mmol) KI zugegeben. Anschliel3end werden 93 pL (1,25 mmol) einer 25 %-igen NHs-
Lsg. mit 93 pL H,O versetzt, zur Reaktionsldsung zugetropft und 24 h bei RT geruhrt.
Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert, mit H,O, EtOH und Et,O gewaschen

und getrocknet.
Ausbeute: 166 mg (0,34 mmol, 71 %) gelber Feststoff

IR (v (cm™): 3703 (w), 3271 (m), 3197 (M), 2517 (W), 2045 (W), 1598 (w),
1291 (s), 1263 (s), 760 (m).

Smp. > 195 °C (Zersetzung, Lit. 270 °C#°)

7.4.3.3 Carboplatin (4)
0

H.N O—X 2 CeH12N,O4Pt

Mo B

HN- o= 7 MG: 371,25 &
mol

O

Verbindung 4 wurde nach Hydes dargestellt.**

Es werden 125,35 mg (0,74 mmol) AgNOg3 in 2,25 mL H,0 geldst, auf 50 °C erwarmt,
180,0 mg (0,37 mmol) 49 zugegeben und 4 h bei RT geruhrt. Anschliel3end wird et-
was Aktivkohle hinzugegeben, tber Celite filtriert und der Ruckstand mit H,O nach-
gewaschen. Des Weiteren werden 53,76 mg (0,37 mmol) 190 in 900 uL H,O gelost,
41,86 mg (0,75 mmol) KOH in 210 pL H,O zugegeben, 10 min bei 60 °C gerihrt und
zum Filtrat gegeben. Die Reaktionsldsung wird zunachst 3 h bei 60 °C und danach
64 h bei 5 °C gerthrt. Zur Kristallisation wird die Losung etwas eingeengt und bei
5 °C aufbewabhrt.

Ausbeute: 43 mg (0,12 mmol, 31 %) weil3er Feststoff
Die analytischen Daten (*H, *C) stimmen gut mit der Literatur tiberein.?*

19Pt-NMR (64 MHz, D,0); & (ppm): 2789.
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7 Experimenteller Teil

Smp.

(v (cm™): 3257 (m), 3240 (w), 2950 (w), 1636 (s), 1603 (s), 1465 (w),
1435 (w), 1372 (s), 1345 (s), 1289 (s), 1246 (m), 1233 (m), 1117 (m),
1048 (m), 950 (w), 901 (m), 874 (m), 825 (m), 766 (m), 703 (w), 659
(m).

220 °C (Lit. 228 — 230 °C#*?)
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8 RoOntgenographischer Anhang

(E)-2-Cinnamoyl-3,4,5-trimethoxyphenyldifluoroborat (68)

Kristalldaten:
Empirische Formel
Molekulargewicht
Temperatur
Wellenlénge
Kristallsystem
Raumgruppe

Einheitszellengrol3e

Volumen

Z

Dichte
Absorptionskoeffizient
F (000)

KristallgroRRe
Kristallfarbe
6-Bereich [°]

hkl — Bereich
gemessene Reflexe
Absorptionskorrektur
R — Wert

WR2 — Wert

S

C18H17BF205
362,13

133 K

0,71073 A
triklin

P-1
a=7,5532(5) A
b =9,1883(6) A
c=13,3179(9) A
818,84(10) A3
2

1,469 g/cms3
0,129 mm™
376

0,25 x 0,20 x 0,13 mm?®
rot

1,58 bis 26,19
+9,+11,+16
11474

keine

0,0346

0,0716

0,883

178

o = 101,027(5)°
B = 95,020(5)°

y = 113,390(5)°
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Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement pa-

rameters (A2)

X Y z Uiso*/Ueq
C3 0,4662 (2) 0,24024 (19) 0,78934 (12) 0,0249 (4)
C4 0,3653 (2) 0,14118 (18) 0,69290 (12) 0,0241 (3)
c1 0,5202 (2) 0,47918 (18) 0,72015 (12) 0,0239 (4)
C10 0,9369 (2) 0,58784 (18) 1,17270 (12) 0,0235 (4)
C7 0,6786 (2) 0,52964 (18) 0,89865 (12) 0,0238 (3)
C16 0,3277 (3) 0,0435 (2) 0,88916 (14) 0,0316 (4)
C18 0,1742 (3) 0,1646 (2) 0,43834 (13) 0,0315 (4)
C17 0,4297 (3) -0,0889 (2) 0,64618 (15) 0,0318 (4)
C12 0,9818 (3) 0,4222 (2) 1,28390 (13) 0,0300 (4)
C13 1,0815 (3) 0,5610 (2) 1,36461 (13) 0,0308 (4)
C9 0,8614 (2) 0,60866 (19) 1,07447 (12) 0,0248 (4)
C15 1,0406 (2) 0,7270 (2) 1,25447 (12) 0,0275 (4)
C14 1,1113 (3) 0,7132 (2) 1,34982 (13) 0,0308 (4)
C11 0,9096 (2) 0,4349 (2) 1,18890 (13) 0,0273 (4)
C5 0,3335 (2) 0,21104 (18) 0,61120 (11) 0,0239 (4)
Cs8 0,7450 (2) 0,49040 (19) 0,99128 (12) 0,0249 (4)
C2 0,5539 (2) 0,41552 (18) 0,80612 (12) 0,0228 (3)
C6 0,4096 (2) 0,37781 (19) 0,62513 (12) 0,0248 (4)
04 0,28922 (16) -0,02686 (12) 0,67367 (8) 0,0268 (3)
03 0,49274 (18) 0,17822 (13) 0,87069 (9) 0,0350 (3)
05 0,22581 (17) 0,10181 (13) 0,52192 (8) 0,0287 (3)
02 0,59756 (17) 0,63877 (12) 0,72657 (8) 0,0287 (3)
o1 0,74661 (16) 0,68527 (12) 0,90421 (8) 0,0279 (3)
B1 0,6797 (3) 0,7573 (2) 0,82636 (14) 0,0261 (4)
F1 0,83724 (15) 0,89025 (11) 0,81624 (8) 0,0433 (3)
F2 0,53908 (17) 0,80212 (13) 0,86270 (7) 0,0436 (3)
H9 0,898 (2) 0,717 (2) 1,0695 (12) 0,025 (4)
H6 0,388 (2) 0,4263 (17) 0,5728 (12) 0,018 (4)
H8 0,702 (2) 0,381 (2) 0,9896 (12) 0,028 (4)
H15 1,058 (2) 0,830 (2) 1,2418 (12) 0,027 (4)
H12 0,966 (2) 0,321 (2) 1,2941 (12) 0,028 (4)
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H17A
H13

H14

H17C
H11

H17B
H18A
H18B
H18C
H16A
H16B
H16C

0,360 (3)
1,132 (3)
1,183 (3)
0,549 (3)
0,841 (2)
0,467 (3)
0,295 (3)
0,094 (3)
0,097 (3)
0,324 (3)
0,198 (3)
0,347 (3)

-0,207 (2)
0,549 (2)
0,808 (2)
-0,039 (2)
0,337 (2)
-0,063 (2)
0,237 (2)
0,068 (2)
0,226 (2)
-0,060 (2)
0,047 (2)
0,056 (2)

Atomic displacement parameters (A2)

C3
C4
C1
C10
C7
C16
C18
C17
C12
C13
C9
C15
C14
Cl1
C5
C8
Cc2
C6
04

Ull
0,0233(9)
0,0222(9)
0,0236(9)
0,0216(9)
0,0230(9)
0,0400(12)
0,0352(11)
0,0335(11)
0,0293(10)
0,0270(10)
0,0255(10)
0,0285(10)
0,0286(10)
0,0271(10)
0,0213(9)
0,0261(9)
0,0202(9)
0,0266(9)
0,0264(6)

U22 U33
0,0277(8)  0,0273(9)
0,0217(8)  0,0287(9)
0,0243(8)  0,0263(9)
0,0261(8)  0,0236(8)
0,0237(8)  0,0274(9)
0,0282(9)  0,0266(10)
0,0332(10) 0,0223(9)
0,0278(9)  0,0367(10)
0,0294(9)  0,0328(9)
0,0423(10) 0,0243(9)
0,0243(8)  0,0265(9)
0,0260(9)  0,0281(9)
0,0339(9)  0,0244(9)
0,0259(9)  0,0260(9)
0,0296(9)  0,0203(8)
0,0218(8)  0,0258(9)
0,0267(8)  0,0224(8)
0,0278(8)  0,0222(8)
0,0221(5)  0,0299(6)

180

0,6378 (13)
1,4285 (14)
1,4049 (15)
0,6991 (16)
1,1332 (12)
0,5784 (15)
0,4153 (13)
0,3818 (13)
0,4603 (13)
0,8535 (15)
0,8611 (16)
0,9631 (17)

U12

0,0107(7)
0,0074(7)
0,0086(7)
0,0075(7)
0,0081(7)
0,0114(8)
0,0080(8)
0,0080(8)
0,0135(8)
0,0134(8)
0,0082(7)
0,0064(7)
0,0023(8)
0,0054(7)
0,0045(7)
0,0066(7)
0,0063(6)
0,0104(7)
0,0061(5)

U13
0,0037(7)
0,0047(7)
0,0071(7)
0,0056(7)
0,0077(7)
0,0077(8)
0,0008(8)
0,0063(9)
0,0059(8)
0,0035(7)
0,0064(7)
0,0032(7)
-0,0005(8)
0,0023(7)
0,0040(7)
0,0024(7)
0,0029(7)
0,0039(7)
0,0030(5)

0,036 (5)
0,036 (5)
0,039 (5)
0,050 (6)
0,027 (4)
0,042 (5)
0,033 (5)
0,029 (4)
0,037 (5)
0,049 (6)
0,057 (6)
0,057 (6)

U23

0,0129(7)
0,0091(7)
0,0110(7)
0,0098(7)
0,0111(7)
0,0118(8)
0,0111(9)
0,0156(8)
0,0111(8)
0,0138(8)
0,0115(7)
0,0122(8)
0,0110(8)
0,0092(8)
0,0109(7)
0,0093(7)
0,0109(7)
0,0120(7)
0,0088(5)
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O3 0,0380(8) 0,0273(6) 0,0302(6) 0,0128(5) -0,0073(5) 0,0043(6)
O5 0,0311(7) 0,0284(6) 0,0212(6) 0,0051(5) -0,0010(5) 0,0088(5)
02 0,0373(7) 0,0243(6) 0,0239(6) 0,0082(5) 0,0036(5) 0,0117(5)
O1 0,0325(7) 0,0237(6) 0,0249(6) 0,0050(5) -0,0005(5) 0,0109(5)
Bl  0,0298(11) 0,0229(9) 0,0257(10) 0,0065(7) 0,0020(8) 0,0116(8)
F1  0,0441(7) 0,0323(5) 0,0395(6) 0,0150(5) -0,0035(5) 0,0015(5)
F2  0,0521(7) 0,0581(7) 0,0321(6) 0,0045(5) 0,0028(5) 0,0388(6)
Geometric parameters (A, °)

C3-03 1,3519 (19) C16 — 03 1,446 (2)
C3-C4 1,375 (2) C18 - 05 1,440 (2)
C3-C2 1,439 (2) C17 - 04 1,432 (2)

C4 — 04 1,3778 (18) C12-C11 1,378 (2)
C4-C5 1,413 (2) Cl12 - C13 1,386 (2)
Cl-02 1,3274 (18) C13 - C14 1,381 (2)
Cl-C6 1,383 (2) Cc9-C8 1,339 (2)
Cl-C2 1,429 (2) C15-C14 1,382 (2)

C10 - C15 1,399 (2) C5-05 1,3448 (18)
Ci0-Ci11 1,399 (2) C5-C6 1,373 (2)

C10 - C9 1,458 (2) 02 -B1 1,450 (2)
C7-01 1,2977 (18) 01-B1 1,485 (2)
C7-C2 1,423 (2) B1-F1 1,365 (2)
C7-C8 1,452 (2) Bl - F2 1,376 (2)
03-C3-C4 121,91 (14) 03-C3-C2 117,46 (14)
C4-C3-C2 120,59 (14) C3—C4— 04 121,58 (13)
C3-C4-C5 120,04 (14) 04— C4-C5 118,37 (14)
02-Cl1-C6 116,48 (13) 02-Cl-C2 121,67 (14)
C6-Cl-C2 121,83 (14) C15-C10-C11 118,62 (14)
Ci5-C10-C9 118,47 (14) Cl1-Cl10-C9 122,91 (14)
01-C7-C2 119,62 (14) 0O1-C7-C8 114,08 (14)
C2-C7-C8 126,29 (14) C11-Cl12-C13 120,25 (16)
Cl4-C13-C12 120,14 (16) C8-C9-C10 127,08 (15)

Cl14 -C15-C10 120,61 (15) C13-C14-C15 119,95 (16)
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Cl2-Cl11-C10 120,42 (15) O5-C5-C6 124,47 (14)
O5-C5-C4 114,59 (13) cC6-C5-C4 120,94 (14)
C9-C8-C7 121,03 (15) C7-C2-C1 117,44 (14)
C7r-C2-C3 125,72 (14) Cl1-C2-C3 116,75 (14)
C5-C6-C1 119,68 (14) C4-04-C17 112,45 (13)
C3-03-C16 118,58 (13) C5-05-C18 117,36 (12)
Ci1-02-B1 121,15 (12) C7-01-B1 124,31 (13)
F1-Bl1-F2 110,91 (14) F1-B1-02 109,49 (14)
F2 -B1-02 110,00 (14) F1-B1-01 108,42 (14)
F2-B1-01 107,52 (13) 02-B1-01 110,47 (12)
Datablock shelx - ellipsoid plot
- Prob = 50
o Temp = 133
w
F1
o~
>
o
=
|
-«
S
(&N}
49
<
)
4]
O
2
C
o]
i b c17
[un]
'_
a
1
o
Z 150  shelx P -1 R = 0.03 RES= 0 -157 X
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Negletein (71)
Kristalldaten:
Empirische Formel
Molekulargewicht
Temperatur
Wellenléange
Kristallsystem
Raumgruppe

Einheitszellengrol3e

Volumen

Z

Dichte
Absorptionskoeffizient
F (000)

KristallgroRe
Kristallfarbe
0-Bereich [°]

hkl — Bereich
gemessene Reflexe
Absorptionskorrektur
R — Wert

WR2 — Wert

S

C16H1205

284,26

293 K

0,71073 A

monoklin

P2(1)/c

a=9,768(2) A o =90°
b =16,345(3) A B =90,81(3)°
c =8,3876(17) A y=90°
1339,0(5) A3

4

1,410 g/cms3

0,106 mm™

592

0,18 x 0,12 x 0,10 mm?®

farblos

2,09 bis 29,30
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Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement pa-

rameters (A2)

O1
H1A
02
H2A
O3
04
05
C1
C2
C3
C4
H4A
H4B
H4C
C5
H5A
C6
C7
C8
C9
HIA
C10
H10A
Cl1
H11A
C12
H12A
C13
H13A
C14
H14A

X

0,6053 (2)
0,6781
0,3644 (3)
0,4019
0,2724 (3)
0,6429 (2)
0,8118 (3)
0,5577 (3)
0,4387 (4)
0,3898 (4)
0,2128 (5)
0,1311
0,2766
0,1904
0,4581 (3)
0,4242
0,5777 (3)
0,7666 (3)
0,8183 (3)
0,7360 (4)
0,6478
0,7853 (5)
0,7299
0,9159 (4)
0,948
0,9982 (4)
1,0863
0,9501 (3)
1,0067
0,8256 (3)
0,911

y

-0,00237 (17)

-0,0218

0,08386 (17)

0,0505
0,1862 (2)

0,13053 (15)
-0,02632 (19)

0,0515 (2)
0,0924 (2)
0,1472 (2)
0,2400 (4)
0,2636
0,2827
0,2101
0,1596 (2)
0,1956
0,1169 (2)
0,0939 (2)
0,1182 (2)
0,1617 (2)
0,1768
0,1822 (3)
0,2112
0,1602 (3)
0,174
0,1176 (3)
0,1027
0,0970 (2)
0,0686
0,0434 (2)
0,0212

184

VA

0,1701 (3)
0,2017
0,1109 (3)
0,0531
0,3180 (3)
0,6774 (3)
0,3589 (3)
0,2804 (4)
0,2493 (4)
0,3627 (4)
0,4302 (7)
0,3849
0,4567
0,5248
0,5060 (4)
0,5817
0,5334 (4)
0,7108 (4)
0,8685 (4)
0,9735 (4)
0,9425
1,1230 (5)
1,1923
1,1713 (5)
1,2727
1,0687 (5)
1,1005
0,9186 (4)
0,8497
0,6066 (4)
0,6315

Uiso*/Ueq
0,0873 (8)
0,131
0,0959 (9)
0,144
0,1136 (12)
0,0717 (7)
0,0957 (9)
0,0700 (9)
0,0729 (10)
0,0821 (11)
0,168 (3)
0,252
0,252
0,252
0,0784 (11)
0,094
0,0668 (9)
0,0667 (9)
0,0663 (9)
0,0813 (11)
0,098
0,0892 (12)
0,107
0,0880 (12)
0,106
0,0875 (12)
0,105
0,0761 (10)
0,091
0,0756 (10)
0,091
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C15
Cl6

0,7606 (3)
0,6320 (3)

0,0225 (2)
0,0630 (2)

Atomic displacement parameters (A2)

o1
02
O3
04
05
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
Cl1
C12
C13
C14
C15
Cl6

Ull U22
0,0754 (16) 0,118 (2)
0,0883 (17) 0,123 (2)
0,095(2) 0,136 (3)
0,0586 (13) 0,0905 (17)
0,0747 (16) 0,132 (3)
0,064 (2) 0,086 (2)
0,067 (2) 0,090 (3)
0,070 (2) 0,094 (3)
0,126 (4) 0,205 (6)
0,068 (2) 0,093 (3)
0,0573 (19) 0,080 (2)
0,0535 (18) 0,082 (2)
0,0607 (19) 0,074 (2)
0,076 (2) 0,097 (3)
0,099 (3) 0,099 (3)
0,094 (3) 0,099 (3)
0,079 (3) 0,101 (3)
0,064 (2) 0,091 (3)
0,0543 (19) 0,103 (3)
0,062 (2) 0,093 (3)
0,0546 (17) 0,079 (2)

Geometric parameters (A, ©)

O1-C1
03-C3
04 -C7
05-C15

Cl-Cl16

1,363 (4)
1,360 (4)
1,374 (4)
1,255 (4)

1,405 (4)

U33

0,0683 (14)
0,0750 (16)
0,109 (2)
0,0655 (13)
0,0806 (17)
0,0598 (19)
0,061 (2)
0,082 (3)
0,171 (5)
0,074 (2)
0,0625 (19)
0,065 (2)
0,0635 (19)
0,070 (2)
0,069 (2)
0,070 (2)
0,082 (3)
0,073 (2)
0,070 (2)
0,063 (2)
0,0596 (19)

185

0,4570 (4)
0,4234 (4)

0,0724 (10)
0,0646 (8)

U12 U13

-0,0226 (15) -0,0146 (12)
-0,0237 (15) -0,0346 (14)
-0,0453 (19) -0,0485 (17)
-0,0138 (12) -0,0152 (11)
-0,0264 (16) -0,0080 (13)
-0,0074 (18) -0,0079 (16)
-0,0135 (18) -0,0163 (16)

-0,015 (2)
-0,108 (5)
-0,0216 (19)
-0,0064 (17)
0,0015 (18)
0,0024 (17)
-0,002 (2)
-0,009 (2)
0,003 (2)
0,008 (2)
0,0028 (19)
-0,007 (2)
-0,0043 (19)

-0,025 (2)
-0,076 (4)
-0,0183 (18)
-0,0124 (15)
-0,0099 (15)
-0,0101 (16)
-0,0137 (19)
-0,012 (2)
-0,023 (2)
-0,025 (2)
-0,0145 (17)
-0,0105 (16)
-0,0023 (16)

-0,0044 (16) -0,0090 (15)

02-C2
03-C4
04 -C6
Cl-C2

C2-C3

1,367 (4)
1,419 (5)
1,375 (4)
1,363 (5)
1,396 (5)

U23

0,0216 (14)
0,0310 (16)
0,0521 (18)
0,0095 (11)
0,0284 (16)
0,0088 (17)
0,0099 (18)
0,0196 (19)
0,096 (4)
0,0160 (19)
0,0019 (16)
0,0028 (16)
-0,0022 (16)
0,001 (2)
0,004 (2)
-0,017 (2)
-0,011 (2)
-0,0020 (18)
0,0111 (18)
0,0114 (18)
0,0026 (15)
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C3-C5
C6-C16
C7-C8
C8-C9
Cl0-C11
Cl12 -C13

C15-C16

C3-03-C4
C2-Cl1-01
01-C1-C16
Cl-C2-C3
03-C3-C5
C5-C3-C2
04 -C6-C5
C5-C6-Cl16
Cl4-C7-C8
C13-C8-0C9
Co9-C8-C7
C9-Cl0-C11
Cl1-C12-C13
C7-C14-C15
0O5-C15-C16
C6-Cl6-C1

Cl-Cl6-C15

1,382 (5)
1,387 (5)
1,464 (4)
1,395 (5)
1,381 (5)
1,379 (5)

1,445 (4)

117,4 (3)
119,0 (3)
119,3 (3)
118,9 (3)
124.4 (3)
121,4 (3)
116,5 (3)
122,8 (3)
127,6 (3)
118,3 (3)
120,9 (3)
120,9 (4)
120,0 (4)
121,8 (3)
121,1(3)
117,1 (3)

122,8(3)

186

C5-Cob
Cr7r-C14
C8-C13
C9-C10
Cl1-C12

C14-C15

C7-04-C6
C2-C1-C16
Cl-C2-02
02-C2-C3
03-C3-C2
C6-C5-C3
04 -C6-C16
Cl4-C7-04
04-C7-C8
C13-C8-C7
Cl10-C9-C8
Cl12-C11-C10
C12-C13-C8
0O5-C15-C14
Cl14-C15-C16

C6-C16 -C15

1,378 (4)
1,339 (5)
1,393 (4)
1,379 (5)
1,375 (6)

1,439 (5)

120,2 (3)
121,8 (3)
1236 (3)
117.4 (3)
114,1 (3)
118,0 (3)
120,7 (3)
1214 (3)
110,9 (3)
120,7 (3)
120,1 (4)
119,6 (4)
121,1 (4)
1232 (3)
115,7 (3)

120,1 (3)
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