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1 Einleitung

Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind 1998 weltweit etwa 10 Mil-

lionen neue Krebsfälle aufgetreten und mehr als 7,2 Millionen Menschen an Krebs gestorben

(Tab. 1). Da diese Zahlen auch weiterhin steigen werden, gibt es weltweit enorme

Anstrengungen, den Krebs zu bekämpfen.

Tab. 1: Die acht „Top“-Killer-Krebsarten weltweit 1998 (WHO-Jahresbericht 1999)

Frauen Todesfälle
x 1000

Männer Todesfälle
x 1000

Brust    412 Lunge    911
Lunge    333 Magen    518
Magen    304 Leber    433
Colorektal    273 Ösophagus    289
Cervix    237 Colorektal    284
Leber    176 Prostata    239
Ösophagus    147 Mund-Rachen    233
Ovarien    122 Lymphsystem    144
Top 8 gesamt 2.004 Top 8 gesamt 3.051
Alle Krebsarten gesamt 3.113 Alle Krebsarten gesamt 4.115

Westeuropa weist eine der höchsten Krebssterblichkeiten in der Welt auf (18 % bei 7 %

Anteil an der Weltbevölkerung), wobei in Deutschland ein kontinuierliches Ansteigen der

absoluten Zahlen der jährlichen Krebstodesfälle zu verzeichnen ist. Die häufigste

Todesursache unter den Krebserkrankungen bei Männern ist Lungenkrebs, gefolgt von Darm-

und Prostatakrebs. Bei Frauen dagegen ist Brustkrebs die häufigste Todesursache, gefolgt von

Darm- und Lungenkrebs (Abb. 1). Um die Gründe und Ursachen der Krebsentstehung besser

erfassen zu können, wird seit 1995 ein neues flächendeckendes Krebsregister in Deutschland

erstellt, um Krebserkrankungen in Zukunft präventiv und therapeutisch zu bekämpfen.
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a) b)

Abb. 1: Krebsmortalität bei a) Männern und b) Frauen in Deutschland (Krebsatlas 1997)

1.1 Entstehung von Krebs

Krebs ist die Bezeichnung für eine Reihe von bösartigen Geschwülsten in Geweben bzw.

Organen, die sich durch Entstehung, Verlauf und Therapiemöglichkeiten unterscheiden. Die

malignen Tumoren werden unterteilt in Karzinome, aus epithelialem Gewebe, in Sarkome, aus

mesenchymalem Gewebe, in Leukämien und Lymphome, maligne Erkrankungen des Blut

bildenden bzw. lymphatischen Systems, sowie in Blastome (Tumoren des Nervensystems).

Sie sind charakterisiert durch ein enthemmtes, autonomes Überschusswachstum des Gewebes,

welches zusätzlich durch schnelles, infiltratives und destruktives Wachstum mit der Fähigkeit

zur Metastasierung gekennzeichnet ist.

Die Entstehung eines malignen Tumors wird durch endogene Faktoren wie z. B. Fehler bei

der DNA-Replikation oder DNA-Reparatur oder durch exogene Faktoren wie ionisierende

Strahlung, Viren und Umweltchemikalien begünstigt. Die Zelle verliert dabei ihre
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Wachstumskontrollmechanismen und geht in die so genannte Cancerogenese über, die im

Wesentlichen aus drei Phasen besteht [Harris 1991]:

1. Initiation: Die Zelle wird durch endogene und/oder exogene Faktoren auf genetischer

Ebene geschädigt; für die Tumorentstehung reicht die Initiation allein nicht aus.

2. Promotion: Die geschädigten Zellen werden durch Tumorpromotoren zu erhöhter

Zellteilung angeregt; es bildet sich ein präneoplastischer Mikrotumor.

3. Progression: Über einen längeren Zeitraum dauernde Phase, in der sich der gebildete

Mikrotumor manifestiert, gekennzeichnet durch Zunahme der Wachstumsautonomie und

Malignität sowie Ausbildung von Metastasen und Sekundärtumoren.

Die Kenntnisse zum Verstehen von Krebsentstehung geben Anhaltspunkte, die in der

Krebsprävention und Krebstherapie zu Erfolgen führen könnten.

1.2 Therapien von Krebserkrankungen

Als mögliche Behandlungsformen von soliden Tumoren gibt es die klassischen Methoden wie

chirurgischen Eingriff und Radiobestrahlung. Lokal begrenzte, nicht metastasierende

Geschwülste werden operativ entfernt, während die Strahlentherapie zur Abtötung

strahlensensibler, lokaler Tumoren bzw. nach chirurgischen Eingriffen zurückgebliebener

Tumorreste dient. Hierbei ist eine Frühdiagnose der Krebserkrankung eine wichtige

Voraussetzung.

Eine weitere mögliche Behandlungsform ist die medikamentöse Therapie, die bei

inoperablen, metastasierenden und systemischen Tumoren wie z. B. Leukämien und

Lymphomen als Einzelsubstanz- oder als Kombinationstherapie verschiedener antineo-

plastischer Chemotherapeutika eingesetzt wird.
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Die zahlreichen klinisch verwendeten Wirkstoffe, die für die Chemotherapie von Krebs zur

Verfügung stehen, unterscheiden sich durch ihre Wirkmechanismen. Sie können z. B. an

unterschiedlichen Stellen in den Zellstoffwechsel des Tumorgewebes eingreifen und diesen so

verändern das der Tumor abstirbt, oder sie unterdrücken z. B. das Wachstum eines Tumors,

indem sie wachstumsfördernde Zellenzyme inhibieren. Voraussetzung für den Einsatz von

Chemotherapeutika ist die Tatsache, dass Tumorzellen eine höhere Proliferationsrate besitzen

als normale (gesunde) Zellen und somit einen gezielten Angriffspunkt für Chemotherapeutika

bieten. Die dosis-limitierenden Faktoren bei der Verwendung von Chemotherapeutika sind

vor allem auf die Schädigung anderer relativ schnell proliferierender Zellsysteme wie

Knochenmark, Magen-Darm-Epithelien, Blut bildendes System und Immunsytem

zurückzuführen [Chabner et al., 1990]. Es ist deshalb immer der Wunsch gewesen, dass bei

der Entwicklung neuer Wirkstoffe tumorspezifische Angriffspunkte gefunden werden, die

eine direkte Wirkung auf das Tumorgewebe ermöglichen.

Antineoplastische Chemotherapeutika werden in so genannte Wirkstoffgruppen eingeteilt, die

in der folgenden Tabelle 2 als Übersicht aufgeführt sind. In Abbildung 2 sind einige

Strukturformeln der Chemotherapeutika exemplarisch abgebildet.

Tab. 2: Übersicht von Wirkstoffen und ihrem Wirkmechanismus

Wirkstoff Wirkmechanismus

Alkylantien

- Stickstoff-Lost-Verbindungen (1)

- Nitrosoharnstoffe (2)

- cis-Platin (3)

- carbo-Platin

cytotoxische Substanzen, die nukleophile
Zellbestandteile alkylieren und inter- und
intrastrang DNA-Quervernetzungen
verursachen [Fiebig et al., 1988]

DNA-Schäden durch Quervernetzung im
DNA-Strang (intrastrand crosslink) [Reed et
al., 1996]

Antimetabolite

- 5-Fluoruracil (4)

- Methotrexat

chemisch modifizierte Stoffwechselprodukte,
die die Biosynthese von Nucleinsäuren
hemmen [Grem, 1996; Clark et al., 1996]
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Wirkstoff Wirkmechanismus

Hormone und Hormonantagonisten

- Tamoxifen (5)

- Flutamid

Beeinflussung des Tumorwachstums durch
ablative oder additive Therapie mittels
Sexualhormone [MacCallum et al., 2000]

Tubulinaktive Substanzen

- Taxol (6)

- Vincristin

- Vinblastin

Hemmung der Polymerisation oder der
Depolymerisation von Mikrotubuliproteinen

Hemmung der Mitose durch Bindung an die
Spindelproteine[Nicolaou et al., 1994; Diaz
et al., 2000]

DNA-Topoisomerasen-Hemmstoffe

- Camptothecin (7)

- Topotecan

- Doxorubicin (8)

- Daunorubicin

binden spezifisch an zelluläre Topoiso-
merasen und hemmen das Wachstum von
Tumorzellen [Hertzberg et al., 1989; Sandler
et al., 1999]

induzieren DNA-Strangbrüche durch
Intercalation [Yang et al., 1999]

N CH3

Cl

Cl

N N
ClCl

O

H NO

HN

N

O

O

F

H

Pt
H2N

H2N Cl

Cl

O NMe2

Ph
Ph

Et

Chlormethin    (1) 1,3-Bis-(2-Chlorethyl)-N-Nitrosoharnstoff    (2) cis-Platin    (3)

5-Fluoruracil    (4) Tamoxifen    (5)



                                                                                                                                                                6

Abb. 2: Strukturen einiger antineoplastischer Chemotherapeutika

Durch die anwachsende Erkenntnis über Genetik und Biologie der Krebszelle ergeben sich

immer neue und bessere Möglichkeiten zur Entwicklung neuer Chemotherapeutika und neuer

Chemotherapien bei Krebserkrankungen. So können z. B. Strategien für die somatische

Gentherapie entwickelt werden, indem man wichtige Signaltransduktionsketten beeinflusst

oder aus dem Wissen von fehlgesteuerten Proteinstoffwechseln bessere therapeutische

Behandlungsformen konzipiert. Weitere Kenntnisse über immunologische Mechanismen,

Unterdrückungsmöglichkeiten der Invasion von Krebszellen, Metastasierung und Anbindung

des Tumors an Gefäßsysteme können zu einer Verbesserung der Krebsbekämpfung führen.

Welche Therapieform eingesetzt wird, hängt von der Art und Ausdehnung des Tumors ab.

Neben synthetischen Agentien werden eine Reihe von Naturstoffen mit unterschiedlichen

Wirkmechanismen erfolgreich in der Krebstherapie eingesetzt. Einige dieser Naturstoffe sind

z. B. Taxol aus Taxus brevifolia, Vincristin und Vinblastin aus Catharanthus roseus,

Camptothecin aus Camptotheca acuminata und Colchicin aus Colchicum autumnale (siehe

Tab. 2).
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1.3 Lycorin

In unserer Arbeitsgruppe wurde Lycorin (9), ein Alkaloid aus der Pflanzenfamilie

Amaryllidaceae auf seine antineoplastischen Eigenschaften untersucht [Niederberger, 1998].

Bei Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnten starke cytotoxische Effekte von Lycorin

in vitro an elf verschiedenen humanen und murinen Tumorzelllinien beobachtet werden

[Lin et al., 1995].

Lycorin ist das am weitesten verbreitete Alkaloid in dieser Pflanzenfamilie und gilt als deren

Leitalkaloid. Es wird in den unterschiedlichsten Geweben der Pflanze akkumuliert, wobei die

größte Menge in den Zwiebeln zu finden ist. So werden z. B. Sternbergia lutea L. und

Zephyranthes candida Herb. (Abb. 3) als pflanzliche Rohmaterialien zur Gewinnung von

Lycorin wegen der relativ hohen Gehalte verwendet.

(a) (b)

Abb. 3: (a) Sternbergia lutea L. (Botanischer Garten Johannes-Gutenberg-Universität Mainz, Foto:
R. Greissl), (b) Zephyranthes candida Herb. (Botanischer Garten Universität Kaiserslautern,
Foto: Ch. Seus)

O
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Lycorin   (9)
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Lycorin als Hauptalkaloid der Amaryllidaceae-Alkaloide ist pharmakologisch bzw.

toxikologisch gut untersucht. Es wirkt stark emetisch, expektorierend und antipyretisch,

verursacht eine Abnahme der Motilität oder eine Atmungsdepression, die sogar zum Tod

durch Atemstillstand führen kann [Shimamoto et al., 1959; Matsui et al., 1962; Matsui et al.,

1964]. Ferner hemmt Lycorin das Wachstum von Poliomyelitis-, Coxsackie-, Masern- und

Herpes-Typ-I-Viren durch Blockierung der Synthese von viralen Proteinen [Ieven et al., 1982;

Ieven et al., 1983; Vrijsen et al., 1986]. Die inhibitorische Wirkung bei der Protein-

Biosynthese beruht wahrscheinlich auf der Blockierung eines Peptidyltransferasezentrums,

welches die Elongation und Termination der Proteinsynthese hemmt [Kukhanova et al.,

1983]. Die wachstumshemmende Aktivität von Lycorin scheint weitgehend auf der

Hemmung der Protein-Biosynthese zu beruhen. Um den genauen Wirkmechanismus dieser

Substanz jedoch aufzuklären, sind noch weitere Untersuchungen notwendig.

Andere biologische Effekte wie z. B. eine antibakterielle Wirkung können auf die in situ

Metabolisierung von Lycorin zu Lycobetain (10), auch als Ungeremine bezeichnet, die unter

bestimmten oxidativen Bedingungen stattfindet, zurückzuführen sein [Ghosal et al., 1988]. So

haben vergleichende Untersuchungen [Niederberger, 1998] der beiden isolierten Substanzen

gezeigt, dass Lycorin bei einer Reihe von humanen Tumorzelllinien zwar stark

wachstumshemmend wirkt, aber keine Tubulin- oder Topoisomerase-Hemmung aufweist.

Dagegen besitzt Lycobetain nicht nur eine wachstumshemmende Wirkung gegenüber einer

Reihe humaner und muriner Tumorzelllinien, sondern konnte auch als potenzieller

Topoisomerase-Hemmstoff identifiziert werden (Kapitel 2.2.3).

O

O

O-

N+

Lycobetain   (10)
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 DNA-Topoisomerasen

Wenn die in der Krebsbehandlung eingesetzten Chemotherapeutika gezielt ein bestimmtes

Molekül oder eine Funktion im Zellstoffwechsel angreifen können, so wird die Effektivität

einer Krebsbehandlung deutlich verbessert. In den frühen siebziger Jahren wurden derartige

Zielstrukturen durch die Identifikation der Zellenzyme Topoisomerasen entdeckt [Wang et al.,

1971; Gellert et al., 1976]. So ist z. B. bekannt, dass bei schnell proliferierenden oder

transformierten Zellen die Topoisomerasen-II-Konzentration stark ansteigt [Sullivan et al.,

1987; Potmesil et al., 1988; Giovanella et al., 1989; Kaufmann et al., 1991; Webb et al., 1991]

und somit der Einsatz von Topoisomerasen-II-Hemmstoffen eine gezielte Wirkung in

malignen Tumoren möglich macht [Chen et al., 1994]. Topoisomerasen sind für die DNA-

Synthese unerlässlich, werden diese Zellenzyme durch Hemmstoffe inhibiert, so kann eine

Zellteilung nicht mehr stattfinden und der daraus resultierende Zelltod ist die Folge.

Die DNA ist nur in der Lage, ihre biologischen Zellvorgänge auszuüben, wenn sie sich in

einem adäquaten topologischen Zustand befindet. Somit können Vorgänge wie Transkription,

Replikation und genetische Rekombination nur stattfinden, wenn die DNA eine entsprechende

superhelicale Torsionsspannung besitzt. Fehlt diese Torsionsspannung, so verlaufen diese

vitalen Prozesse nur sehr langsam oder finden gar nicht statt. Die Kontrolle dieser

Superspiralisierung übernehmen die sogenannten Topoisomerasen, die den topologischen

Zustand (Verwindungszahl) der zirkulären DNA beeinflussen, aber ihre kovalente Struktur

nicht verändern. Mit ihrer Fähigkeit, Durchgänge durch die hochspiralisierte DNA zu öffnen

und zu schließen, komplexe Strukturen zu entspiralisieren, zu entknoten bzw. zu entwirren

und sie dann wiederherzustellen, regulieren sie die wichtigsten Vorgänge im Zellkern [Voet et

al., 1994; Alberts et al., 1995].
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Topoisomerasen kommen in allen eukaryontischen und prokaryontischen Zellen vor und sind

im Zellkern lokalisiert. Es sind zwei Klassen von Topoisomerasen bekannt [Wang 1985;

Osheroff 1989]:

1. Typ-I-Topoisomerasen: führen transiente Einzelstrangbrüche in der DNA aus

2. Typ-II-Topoisomerasen: führen transiente Doppelstrangbrüche in der DNA aus

2.1.1 Topoisomerasen I

Die Typ-I-Topoisomerasen sind monomere Proteine von 100 bis 120 kD und in Eukaryonten

wie auch in Prokaryonten weit verbreitet. Diese „nicking-closing“-Enzyme katalysieren die

Entspannung einer Superspiralisierung der DNA durch schrittweise Erniedrigung der

Verwindungszahl, bis die Superspirale schließlich völlig entspannt ist. Topoisomerasen I

verketten einzelsträngige DNA-Ringmoleküle reversibel miteinander, indem sie einen

Einzelstrang schneiden und anschließend eine Schleife des zweiten Einzelstranges durch die

entstandene Lücke führen und den Bruch wieder verschließen (Abb. 4). Dadurch wird die

gesamte Doppelhelix der DNA um eine Windung verdreht. Die aus dem Strangbruch

hervorgehende Relaxation von negativen und positiven Verdrillungen ist für den Ablauf der

nachfolgenden Replikation bzw. Transkription unerlässlich.
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Abb. 4: Typ-I-Topoisomerase: (a) einzelsträngige Ringe verketten, (b) Duplex-DNA um eine
Windung aufdrehen [Voet et al., 1994]

Die Relaxationsreaktion ist in vier Schritte unterteilt:

Schritt 1) Bindung des Enzyms an Doppelstrang-DNA, wobei gebeugte oder

superspiralisierte Abschnitte bevorzugt werden [Jaxel et al., 1991; Krogh et al.,

1991]

Schritt 2) Induktion des Einzelstrangbruches, Ausbildung eines „cleavable-complex“ [Lynn

et al., 1989; Pommier et al., 1998b]. Die Bildung des katalytischen Intermediates

(„cleavable-complex“) ist charakteristisch für Topoisomerasen I. Dabei wird eine

kovalente Bindung zwischen einem katalytischen Tyrosinrest der Topoisomerase I

und dem 3´-Ende der gespaltenen DNA ausgebildet (Abb. 5).

Schritt 3) Durchführen eines Einzelstrangs durch den Strangbruch
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Schritt 4) Verschließen des Strangbruches durch nucleophilen Angriff der 5´-Hydroxyl-

gruppe der gespalteten DNA an die Phosphortyrosinbindung des „cleavable-

complex“. (Abb. 5) [Potmesil et al., 1994]

Die Energie, die bei der Trennung der Phosphordiesterbindungen im Relaxationsschritt 2 frei

wird, wird bei der Bildung des kovalenten DNA-Enzym-Zwischenprodukt gespeichert und

zum Verschließen des Strangbruches (Relaxationsschritt 4) wieder zugeführt.

Abb. 5: Topoisomerase I (Top 1) induziert Spaltung (cleavage) und Verknüpfung (religation) von
DNA; Y 723 ist der Tyrosinrest der Top 1, der die Bindung mit der DNA eingeht; die DNA-
Basen neben dem Strangbruch werden mit –1 und +1 für den 3´- und 5´-Terminus
gekennzeichnet [Pommier et al., 1998b]
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2.1.2 Topoisomerasen II
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1980]. Sie besitzen ca. 70 % Sequenzhomologie der Aminosäuren und werden durch separate

Gene auf den Chromosomen 17q21-22 und 3p24 codiert [Tsai-Pflugfelder et al., 1988;

Jenkins et al., 1992]. Trotz dieser großen Übereinstimmung in der Sequenzhomologie

besitzen diese Enzyme unterschiedliche Funktionen, werden auch verschieden reguliert und
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Verlauf des Zellzyklus an und erreicht seine größte Expression und seine höchste Aktivität in

der G2/M-Phase, während der Topoisomerasen-II�*+
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ruhenden Zellen gleichmäßig exprimiert ist und seine höchste Aktivität in der Plateauphase

des Wachstums erreicht [Giaccone, 1994]. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die
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al., 1995].

Die Topoisomerasen-II-Enzyme benötigen für ihre Aktivität Adenosintriphosphat (ATP) und

katalysieren schrittweise die Entspannung der Superspiralisierung der DNA unter

gleichzeitiger Hydrolyse von ATP zu ADP und Pi. Fehlt ATP, entspannen die

Topoisomerasen die Superspirale nur sehr langsam.

��������
���
�� ���� ���� ���� �önnen in drei distinkte Domänen unterteilt werden. Die

N-terminale Domäne enthält die Sequenz für die ATP-Bindung, in der zentralen Domäne

befindet sich der Tyrosinrest, der an die DNA bindet (Abb. 5), während die C-terminale

Domäne sehr variabel ist und mehrere Phosphatbindungsstellen enthält, die für die

physiologische Regulation des Enzyms notwendig sind [Corbett et al., 1993] (Abb. 6).
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Abb. 6: Modifizierte Domänenstruktur der Topoisomerase II [Corbett et al., 1993]

Topoisomerasen-II-Enzyme durchtrennen die beiden Stränge der Duplex, schieben den

Duplex durch die Lücke und versiegeln anschließend die Bruchstelle wieder (Abb. 7). Dabei

kommt es zu einer Vorzeichenumkehrung (sign inversion mechanism), da aus einer

rechtsgängigen toroidalen Superspirale eine linksgängige toroidale Superspirale wird

[Cozzarelli, 1980; Oserhoff, 1986].

Abb. 7: Typ-II-Topoisomerase: (a) Durchtrennen des DNA-Doppelstrangs und Durchführen des
Stranges durch den Bruch, (b) Längstrennung des Doppelstranges zeigt, dass dabei ein
Strang zwei vollständige Umdrehungen um den anderen macht [Voet et al., 1994]

Topoisomerasen II bilden wie Topoisomerasen I ein katalytisches Intermediat zwischen

Enzym und DNA in Form eines „cleavable-complex“. Das Enzym bindet an eine spezifische

DNA-Sequenz unter Bildung eines Doppelstrang-Spaltungs- und Religationsgleichgewichtes,

wobei die Bruchstelle am 5´-Phosphat/3´-Hydroxyl-Doppelstrangende mit einem Übergang

von vier Basen am 5´-Ende liegt [Corbett et al., 1993].

(a)

(b)
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2.2 Topoisomerasen-Hemmstoffe

Bekannte Hemmstoffe gegen Topoisomerasen können in zwei Gruppen eingeteilt werden, die

sich durch ihren Mechanismus der Topoisomerasen-Hemmung unterscheiden [Capranico et

al., 1997; Pommier, 1998a]:

1) Topoisomerasen-Hemmstoffe binden kovalent an das DNA-Topoisomerasen-Intermediat

und stabilisieren dieses. Dadurch wird die katalytische Aktivität der Topoisomerasen

gehemmt, DNA-Strangbrüche und Apoptose sind die Folge. Diese Hemmstoffe werden

als Topoisomerasen-Gifte bezeichnet.

2) Topoisomerasen-Hemmstoffe blockieren die Bildung des DNA-Topoisomerasen-

Intermediates indem sie kompetitiv an die Topoisomerasen binden und eine

Spaltungsreaktion verhindern. Eine DNA-Relaxation kann nicht stattfinden, Apoptose ist

die Folge. Diese Hemmstoffe werden als Topoisomerasen-Inhibitoren bezeichnet.

Die überwiegende Zahl der Topoisomerasen-Hemmstoffe sind aufgrund ihres

Wirkmechanismus Topoisomerasen-Gifte, die in den unterschiedlichsten Substanzklassen zu

finden sind, während nur ein geringer Teil der Hemmstoffe als Topoisomerasen-Inhibitoren

bezeichnet werden können.

Zu den bekannten Topoisomerasen-I-Giften gehören z. B. Camptothecin (7) und seine

synthetischen Derivate Topotecan (11) und Irinotecan (12), NB-506 (13), Rebeccamycin (14)

und Saintopin (15). Zu den Topoisomerasen-II-Giften zählen Doxorubicin (8), Etoposid (16),

Mitoxantron (17) und Amsacrin (18.'�/�����������
���
�*�*���������
��������*+��������019)

und Quercetin (20) bekannt, während für Topoisomerasen-II-Inhibitoren Razoxan (21) und

Chloroquin (22) als Beispiele zu nennen sind (Abb. 8).

Topoisomerasen-Hemmstoffe wie Saintopin [Fujii et al., 1997], Idarubicin [Guano et al.,

1999], Macrostatin [Suzuki et al., 1998], Berberrubin [Sanders et al., 1998], TAS-103

[Fortune et al., 1999] und DACA [Bridewell et al., 1999] sind in der Lage, beide

Topoisomerasen-Formen zu hemmen.
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Abb. 8: Bekannte Topoisomerase-Hemmstoffe

2.2.1 Topoisomerasen-I-Hemmung

Einer der bekanntesten Topoisomerasen-I-Hemmstoffe ist das natürlich vorkommende

Alkaloid Camptothecin (7), das aus der Baumrinde von Camptotheca acuminata isoliert

wurde [Wall et al., 1966]. Camptothecin zeigte in in vitro und in vivo Untersuchungen starke

wachstumshemmende Wirkung gegen eine Reihe humaner Tumorzelllinien und befand sich

schon in den klinischen Testphasen I und II, die jedoch aufgrund von gravierenden

Nebenwirkungen wie Myelotoxizität, hämorrhagische Zystitis, Diarrhöe und Emesis wieder

eingestellt wurden [Gottlieb et al., 1970; Muggia et al., 1972; Moertel et al., 1972]. Mitte der

achtziger Jahre fand Camptothecin erneut großes Interesse, als man durch Untersuchungen an

gereinigter DNA-Topoisomerasen feststellte, dass Camptothecin ein spezifischer

Topoisomerasen-I-Hemmstoff ist [Hsiang et al., 1985]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass

Camptothecin an die Topoisomerasen I bindet und ein stabiler ternärer Substrat-

Topoisomerasen-DNA-Komplex entsteht [Hertzberg et al., 1989; Hsiang et al., 1989].

Camptothecin bindet reversibel an den Komplex zwischen DNA und Topoisomerasen I und

stabilisiert dadurch das kovalente Intermediat (Abb. 9). Der durch Camptothecin stabilisierte
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„cleavable-complex“ blockiert die Fortbewegung der Replikationsgabel, DNA-Schäden in

Form von Strangbrüchen sind die Folge. Dies führt schließlich zu einem Zellzyklus-Arrest in

der G2-Phase und zur Apoptose [Hsiang et al., 1989].

Abb. 9: Schematische Darstellung des Zusammentreffens des durch Camptothecin stabilisierten
„cleavable-complex“ und der Replikationsgabel; DNA-Strangbrüche sind die Folge
[Pommier et al., 1994]

Die spezifische Hemmwirkung von Camptothecin gegen Topoisomerasen I, seine in den

klinischen Testphasen herausgestellte Unverträglichkeit und die schlechte Wasserlöslichkeit

unter physiologischen Bedingungen waren Ansatzpunkte, semisynthetische Camptothecin-

Analoge zu entwickeln, die ebenfalls Topoisomerasen I hemmen aber die unerwünschten

Nebeneffekte reduzieren. So zeigte z. B. 10-Hydroxycamptothecin, das ebenfalls aus C.

acuminata isoliert wurde, eine bessere Wirksamkeit als Camptothecin [Wani et al., 1987;

Luzzio et al., 1995; Carrigan et al., 1997]. Aus diesem 10-Hydroxycamptothecin abgeleitet

sind Topotecan (11) und das Prodrug Irinotecan (12) (Abb. 8), die vor allem bei der

klinischen Behandlung von soliden Tumoren wie Eierstockkrebs, kleinzelliges

Lungenkarzinom, gastrointestinalen Karzinomen, Cervixkarzinomen und

Peritonalkarzinomen eingesetzt werden [Heron, 1998; Armand et al., 1999; Ghamande et al.,

1999; Lhomme et al., 1999; Meert et al., 1999; Ormrod et al., 1999; Rothenberg et al., 1999;

Sandler et al., 1999].
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2.2.2 Topoisomerasen-II-Hemmung

Bekannte Hemmstoffe für Topoisomerasen II sind Doxorubicin (8) (Abb. 2) und

Etoposid (16) (Abb. 8). Das Epipodophyllotoxin Etoposid wird klinisch als

Kombinationspräparat mit cis-Platin gegen kleinzellige Lungenkarzinome eingesetzt,

während Doxorubicin als Zytostatikum gegen Leukämien, Lymphomen und Brustkrebs in der

klinischen Behandlung von Krebspatienten Verwendung findet [Kushner et al., 1998;

Jarvinen et al., 1998; Rossi et al., 1999; Kayser et al., 1999; Hortobagyi et al., 2000].

Auch bei den Topoisomerasen-II-Hemmstoffen liegt der inhibierende Effekt in der

Stabilisierung des Topoisomerasen-II-DNA-Komplexes (Abb. 10). Doch wird hier nicht die

katalytische Aktivität des Enzyms gehemmt, sondern der irreversibel bleibende „cleavable-

complex“ führt zu DNA-Doppelstrangbrüchen und zum Zelltod [Corbett et al., 1993;

Pommier et al., 1994; Chen et al., 1994].

Abb. 10: Schematische Darstellung des durch Doxorubicin stabilisierten „cleavable-complex“;
DNA-Strangbrüche sind die Folge [Kohn, 1996]

Doxorubicin
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2.2.3 Topoisomerasen-Hemmstoffe mit Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Struktur

Wie schon in der Einleitung erwähnt, ist Lycobetain (10) ein Topoisomerasen-Hemmstoff, der

sowohl Topoisomerasen I als auch Topoisomerasen II bei einer Konzentration von 10 µM

unter Ausbildung eines stabilen Intermediates vollständig hemmt [Niederberger, 1998]. Niti-

din (23), ein aus der Pflanze Zanthoxylum nitidum Roxb. (Rutaceae) isoliertes Alkaloid

[Arthur et al., 1958], und Fagaronin (24), isoliert aus Fagara zanthoxyloides Lam. (Rutaceae)

[Messmer et al., 1972], sind ebenfalls Topoisomerasen-I-Hemmstoffe [Janin et al., 1993;

Larsen et al., 1993 Wang et al., 1993]. Untersuchungen haben gezeigt, dass diese

Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide die durch Topoisomerasen induzierte DNA-Relaxation

hemmen, indem sie den Enzym-DNA-Komplex stabilisieren [Wang et al., 1993; Fang et al.,

1993]. Weitere Untersuchungen an zwei humanen Camptothecin-resistenten Tumorzelllinien

(CPT-K5 und A2780/CPT-2000) zeigten, dass Nitidin die Topoisomerasen-Aktivität dieser

Zelllinien hemmt [Gatto et al., 1996; Makhey et al., 1996]. Die Synthese neuer Nitidin- und

Fagaronin-Analogen im Hinblick auf Camptothecin-Resistenz ist somit eine sinnvolle

Alternative in der Entwicklung neuer antineoplastischer Substanzen.

Ein semisynthetisches Nitidin-Analog ist das 2,3-Methylendioxy-5-methyl-7-hydroxy-8-

methoxy-benzo[c]phenanthridiniumhydrogensulfatdihydrat NK109 (25), das durch Stabili-

sierung des „cleavable-complex“ die Topoisomerasen-II-Aktivität hemmt [Fukuda et al.,

1996; Kabasawa et al., 1996]. Ferner ist 25 ein potenzieller Wachstumsinhibitor [Nakanishi et

al., 1999] und bei einer Reihe von resistenten Tumorzelllinien aktiv [Kanzawa et al., 1997].

Ein weiteres semisynthetisches Benzo[c]phenanthridin-Derivat ist Ethoxidin (26), das, vom

Fagaronin abgeleitet, eine Ethoxy-Gruppe in Position 12 und eine Methoxy-Gruppe in

OH

OCH3

N+

H3CO

H3CO

CH3
Cl-

Fagaronin   (24)

O

O

N+

H3CO

H3CO

CH3

Cl-
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Position 2 besitzt. Ethoxidin hemmt die DNA-Relaxation im Vergleich zum Fagaronin schon

bei einer 10-fach niedrigeren Konzentration [Fleury et al., 2000].

Viele Topoisomerasen-Hemmstoffe besitzen aufgrund ihrer Struktur die Fähigkeit an die

DNA zu binden. Es wird deshalb angenommen, dass durch die Intercalation der Substanzen

diese die optimale Position für die Stabilisierung des Enzym-DNA-Komplexes einnehmen

und somit ein Auflösen des „cleavable-complex“ verhindert wird [Corbett et al., 1993].

2.3 Intercalation in die DNA

Substanzen mit vollständiger oder teilweise planarer Struktur, die sich in die Doppelhelix der

DNA einschieben können, bezeichnet man als Intercalatoren (lat.: intercalare = einschieben).

Die Einlagerung der Substanz führt zu einer lokalen Veränderung der DNA-Struktur und

behindert die DNA-Replikation und -Transkription.

Reine Intercalatoren lagern sich zwischen zwei Basenpaaren in die große Furche der DNA

ein, während andere wiederum an die kleine Furche der DNA binden und als Liganden

bezeichnet werden. In der folgenden Abbildung ist eine B-DNA schematisch dargestellt

(Abb. 11). Sie besteht aus zwei Polynucleotidketten, die sich rechtsgängig um eine

gemeinsame Achse winden und eine Doppelhelix bilden. Die vier DNA-Basen besetzen die

OCH3

OCH3

N+

H3CO

H3CO

CH3

O

O
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H3CO CH3

OCH2CH3

NK 109   (25) Ethoxidin   (26)
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Innenseite der Helix, und jede Base ist über Wasserstoffbrücken mit einer Base des

komplementären Stranges zu einem so genannten Basenpaar verbunden [Dickerson et al.,

1982]. Die Form der großen Furche ist breit und tief, so dass planare Substanzen sich einfach

zwischen zwei Basenpaaren einschieben können, während bei der engen und tiefen Form der

kleinen Furche nur eine Anlagerung der Substanzen möglich ist.

Abb. 11: Abbildung einer B-DNA [Voet et al., 1994]

Ein bekannter Intercalator ist Ethidiumbromid (27), das sich zwischen die gestapelten Basen

der DNA schiebt und aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaften als Nachweis von

Duplex-DNA eingesetzt wird [Morgan et al., 1979]. Der Fluoreszenzfarbstoff

Hoechst H33258 (28) dagegen bindet an die kleine Furche der DNA mit einer speziellen

Affinität für A-T-reiche Regionen [Wang et al., 1994]. Beide Substanzen dienen als

Referenzverbindungen zur Untersuchung von Substanzen auf ihre Interaktion mit der DNA.

kleine
Furche

große
Furche
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Viele Topoisomerasen-I- und Topoisomerasen-II-Hemmstoffe sind gleichzeitig auch

Intercalatoren, wie z. B. NB-506 (13), Mitoxantron (17), Amsacrin (18) und Ethoxidin (26)

[Gimenez-Arnau et al., 1998; Bailly et al., 1999; Fortune et al., 1999; Fleury et al., 2000].

Camptothecin (7) und seine synthetischen Analoge Topotecan (11) und Irinotecan (12) sowie

der Topoisomerasen-II-Hemmstoff Etoposid (16) sind dagegen keine DNA-Intercalatoren

[Langer et al., 1999; Strumberg et al., 1999]. Die Erkenntnisse aus den Untersuchungen

mittels Röntgenstrukturanalyse und NMR-Spektroskopie zur Interaktion von Substanzen mit

der DNA können bei der Suche und Synthese von neuen Wirkstoffen helfen [Yang et

al., 1999].

Br-
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3 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, Synthesewege zu etablieren, die eine einfache Darstellung von

bekannten und neuen Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivaten mit

unterschiedlichem Substitutionsmuster möglich machen. Im Anschluss an die synthetischen

Arbeiten sollten Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen mittels cytotoxischer Testmethoden

Aufschluss über die wesentlichen für die cytotoxische Wirkung verantwortlichen

Strukturelemente geben.

Mittels Sulforhodamin-B-Assay sollte die wachstumshemmende Wirkung der synthetischen

und kommerziellen Verbindungen an verschiedenen Tumorzelllinien untersucht werden.

Da Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate die Fähigkeit zur Intercalation oder

Bindung an die kleine Furche der DNA besitzen, sollte überprüft werden, ob die

synthetisierten Substanzen eine nichtkovalente Wechselwirkung mit der DNA eingehen. Dazu

sollte die Kompetition mit bekannten Intercalatoren wie Ethidiumbromid (intercaliert in den

Doppelstrang der DNA) und dem Hoechst-Farbstoff H33258 (bindet an die kleine Furche der

DNA) Aufschluss über die Affinität der Substanzen zur Doppelstrang-DNA geben. Zusätzlich

sollte mittels Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) untersucht werden, ob die

Verbindungen DNA-Strangbrüche verursachen.

Unter Berücksichtigung der Daten aus den Wachstums- und Intercalationstests sollte dann die

Beeinflussung von humanen Topoisomerasen mit den verschiedenen Substanzen untersucht

werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Lycorin und Lycobetain

Lycorin ist ein Alkaloid der Pflanzenfamilie Amaryllidaceae und kommen in den

verschiedensten Gattungen wie z. B. Narcissus pseudonarcissus L., Hymenocallis littoralis

Salisb., Crinum latifolium L., Galanthus elwesii Hook. sowie Lycoris radiata Herb. vor.

Durch Oxidation von Lycorin entsteht das Alkaloid Lycobetain (Ungeremine). Chemisch

kann man Amaryllidaceae-Alkaloide als Pyrrolo[3,2,1-de]phenanthridine bezeichnen.

4.1.1 Lycorin

4.1.1.1 Gewinnung

Lycorin (9) wurde als Ausgangsverbindung für die Darstellung von Lycobetain (10)

eingesetzt. Da aufgrund der chiralen Zentren im Molekül die Synthese sehr aufwendig ist [Irie

et al., 1970; Tsuda et al., 1975; Stephenson et al., 1991; Grotjahn et al., 1993; Gonzalez et al.,

1995; Hoshino et al., 1995; Perez et al., 1996; Schultz et al., 1996], wird normalerweise

Lycorin aus Pflanzenmaterial gewonnen.

In der Literatur ist Lycorin vielfach beschrieben, doch ist das Vorkommen von Lycorin in den

Pflanzen mit 0,005 – 0,01% bezogen auf das eingesetzte Pflanzenmaterial sehr gering [Ieven

et al., 1982; Tato et al., 1988; Suau et al., 1990; Likhitwitayawuid et al., 1993; Bastida et al.,

1995; Bastida et al., 1996; Campbell et al., 1998]. Einzig aus der Pflanze Sternbergia lutea L.

wurde Lycorin mit einer Ausbeute von mehr als 1 % isoliert [Amico et al., 1978; Evidente et

al., 1984a]. Somit lag es nahe, die Pflanze Sternbergia lutea L. (Abb. 4) für die Gewinnung

von Lycorin einzusetzen.
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Anhand von Vorversuchen mit der Pflanze Zephyranthes candida Herb. (Abb. 3) aus dem

botanischen Garten der Universität Kaiserslautern sollte geprüft werden, ob die Vorschrift zur

Isolierung von Lycorin nach Evidente et al. in unserem Labor geeignet ist. Dazu wurden die

getrockneten Zwiebeln der Pflanze zerkleinert und mit 1%iger Schwefelsäure mazeriert. Die

breiige Masse wurde durch ein Tuch gepresst und die Pressflüssigkeit zum Nachweis von

Lycorin mittels HPLC (Säule: RP-18; Fließmittel: Methanol/0,2 M Ammoniumacetatlösung;

Gradientenlauf: 4 min 100 % MeOH, 2 min 75 % MeOH, 25% NH4Ac-Lösung) kontrolliert.

Der Vorgang der Mazeration wurde so oft wiederholt, bis kein Lycorin mehr in der

Pressflüssigkeit nachzuweisen war. Die vereinigte Extraktionslösung wurde mit

Natriumhydroxidlösung auf pH 10 eingestellt und zum Ausfällen von Lycorin im Dunkeln

aufbewahrt. Die alkalische Lösung wurde zentrifugiert, das ausgefällte Lycorin gesammelt

und durch Umkristallisation aus Ethanol gereinigt.

Aus 1 kg Z. candida wurden 200 mg reines Lycorin isoliert, das mittels 1H-NMR und
13C-NMR-Spektren eindeutig charakterisiert werden konnte. Mit der gleichen

Isolierungsmethode wurden aus 1 kg St. lutea 2 g Lycorin gewonnen.

In den Abbildungen 12 und 13 sind die NMR-Spektren von Lycorin abgebildet, die mit

entsprechenden Literaturdaten übereinstimmen [Ali et al., 1981; Evidente et al., 1983a;

Likhitwitayawuid et al., 1993].



                                                                                                                                                                27

�SSP�

������

Abb. 12: 1H-NMR-Spektrum von Lycorin in d6-DMSO, Bereich von 7,1-2,0 ppm

Im 1H-NMR-Spektrum sind sämtliche Protonensignale für Lycorin vorhanden und können

eindeutig zugeordnet werden [Likhitwitayawuid et al., 1993]. Die Zuordnung der Protonen

unter den Signalen von DMSO und H2O erfolgte durch Vermessen der Verbindung in

d4-Methanol und Vergleich mit der Literatur [Evidente et al., 1983a].

11
8

-O-CH2-O-

H2O

DMSO

3

-OH1 -OH2 1
7ß 2

7a

5ß

11b

4a,ß, 11c

5a

O

O

N

OH

HO

H

H

1
2

3

3a

4

5
78

11

11b

11c

(9)



                                                                                                                                                                28

�SSP�

���������������

Abb. 13: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Lycorin in d6-DMSO, Bereich von 150,0-25,0 ppm

Die Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum konnten den Kohlenstoffatomen des Lycorins

mithilfe von Inkrementberechnungen zugeordnet werden. Die Zuordnung wurde durch

Literaturdaten bestätigt [Evidente et al., 1983; Likhitwitayawuid et al., 1993].

4.1.2 Lycobetain (Ungeremine)

4.1.2.1 Darstellung von Lycobetain aus Lycorin

Für Lycobetain (10) gibt es eine Reihe von Totalsynthesen [Siddiqui et al., 1990; Meiras et

al., 1990; Lauk et al., 1991; Gonzalez et al., 1995; Gonzalez et al., 1996], die alle über

mehrere Stufen mit geringer Gesamtausbeute verlaufen. Nur durch Oxidation von Lycorin ist

Lycobetain in guten Ausbeuten leicht zugänglich [Fales et al., 1955, 1956, 1958; Takeda et

al., 1957; Ghosal et al., 1986].
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Für die Darstellung von Lycobetain legte man Lycorin (9) und Selendioxid in Ethanol vor und

erhitzte die Lösung zwei Stunden am Rückfluss (Abb. 14). Nach dem Abkühlen auf

Raumtemperatur wurde die Lösung filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt.

Abb. 14: Darstellung von Lycobetainhydroselenid (29) [Ghosal et al., 1986]

Zur Isolierung von Lycobetain als Acetat wurde Lycobetainhydroselenid (29) in wenig

bidestilliertem Wasser gelöst und für den Austausch des Gegenions Selen über einen mit

Acetat-Ionen beladenen Ionenaustauscher (Amberlite IRA-400) gegeben. Acetat als Gegenion

war deshalb gewählt worden, weil bei den biologischen Tests mit Referenzsubstanzen

Lycobetainacetat besser löslich war als Lycobetainchlorid. Der Austausch des Gegenions

mittels eines Ionenaustauschers reduzierte die Ausbeute an Lycobetain sehr stark.

Die Darstellung von Lycobetainchlorid (10a) erfolgte direkt aus der Lösung des

Lycobetainhydroselenids (29) durch Zusatz von verdünnter Salzsäure. Lycobetainchlorid fiel

als gelber Niederschlag aus, der auf einem Filter gesammelt und im Vakuum getrocknet

wurde. Die Ausbeute an Lycobetainchlorid durch Fällung mit verdünnter Salzsäure ist

wesentlich höher als die Ausbeute an Lycobetainacetat. Die spektroskopische Analyse mittels
1H-NMR und 13C-NMR bestätigte die Struktur von 10a [Abou-Donia et al., 1992].
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Abb. 15: 1H-NMR-Spektrum von Lycobetainchlorid in d6-DMSO, Bereich von 11,2-3,5 ppm

Sämtliche Protonensignale des Lycobetainchlorids im 1H-NMR-Spektrum sind im Vergleich

zu Lycorin (Abb. 12) Tieffeld verschoben. Dies ist auf das konjugiert aromatische System im

Lycobetain zurückzuführen. So ist statt des olefinischen Protonensignals am C-3 bei 5,35 ppm

im Lycorin ein aromatisches Protonensignal bei 7,81 ppm in Resonanz. Auch an Position 7 ist

statt der beiden aliphatischen Protonen (4,00 und 3,31 ppm) ein Signal für ein aromatisches

Proton bei 9,56 ppm in Resonanz. Die beiden aliphatischen Protonensignale am C-11b

(2,52 – 2,36 ppm) und C-11c (2,59 ppm) und die OH-Gruppe bei 4,86 ppm in Position 1 von

Lycorin sind beim Lycobetain nicht mehr vorhanden. Der Vergleich mit Literaturdaten hat die

Zuordnung der Protonensignale bestätigt [Ghosal et al., 1986; Lauk et al., 1991].
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Abb. 16: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Lycobetainchlorid in d6-DMSO,
Bereich von 165,0-25,0 ppm

Im 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Lycobetainchlorid fehlen die Signale für die aliphatischen

Kohlenstoffatome wie beim Lycorin in den Positionen 1, 2, 7 11b und 11c (Abb. 13). Statt-

dessen treten diese Signale wie zu erwarten beim Lycobetain (Abb. 16) alle im aromatischen

ppm-Bereich in Resonanz. Eindeutig zu erkennen ist das Signal für das aromatische

Kohlenstoffatom mit einer Hydroxid-Gruppe als Substituent bei 161,1 ppm und das Signal für

Position 7 bei 141,5 ppm. Alle weiteren Signale wurden mithilfe von

Inkrementabschätzungen und Literaturdaten zugeordnet [Ghosal et al., 1986].

4.1.3 Zusammenfassende Diskussion

Reines Lycorin (9) konnte durch Isolierung aus Pflanzenmaterial von Sternbergia lutea L.

und Zephyranthes candida Herb. gewonnen und für die Darstellung von Lycobetain-

chlorid (10a) verwendet werden. Bei der Oxidation von Lycorin zu Lycobetain mit
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Selendioxid (Abb. 14) erwies sich die Isolierung des Lycobetains als Hydrochlorid als die

bessere Variante, da hier eine höhere Ausbeute erzielt werden konnte.

4.2 Synthesen für die Darstellung von Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Derivaten

Für eine mögliche Charakterisierung der für die biologischen Wirkungen wichtigsten

Strukturelemente der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate sollte eine Reihe

von Strukturanalogen synthetisiert werden. Dazu wurden aus einer Vielzahl von

Synthesewegen die radikalische Cyclisierung, die Cyclisierung in flüssigem Ammoniak und

die photochemische Cyclisierung ausgewählt, da für diese Reaktionen die Ausgangs-

verbindungen leicht zugänglich sowie durch Variation der Substituenten eine ganze Reihe von

Verbindungen dargestellt werden können. Zusätzlich sollte das bereits vorhandene

Ringsystem von Phenanthridin durch Modifizierung chemisch verändert werden. Somit kann

ein breites Stoffspektrum für die Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung

synthetisiert werden.

4.2.1 Radikalische Cyclisierung

Eine einfache Methode zur Darstellung von polycyclischen Verbindungen einschließlich

Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivaten ist die radikalische Cyclisierung. In der

Literatur wird diese Synthesevariante für eine Reihe von polycyclischen Verbindungen

verwendet [Rosa et al., 1990; Schultz et al., 1996; Rosa et al., 1997a,b,c; Nakanishi et al.,

1998; Cho et al., 1999].



                                                                                                                                                                33

Für die Darstellung der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate werden

aromatische sekundäre Amine unter Zusatz von Organozinnhydriden radikalisch cyclisiert

[Rosa et al., 1997]. Der Mechanismus dieser Radikalreaktion ist schematisch am Beispiel der

Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-anilin (30) zum Phenanthridin (31) in Abbildung 17

gezeigt. Durch thermische Spaltung von Azobisisobutyronitril (AIBN) wird der Kettenstart

der radikalischen Cyclisierung initiiert. Das gebildete Butyronitril-Radikal abstrahiert das

Proton vom Tributylzinnhydrid, und das entstandene Tributylzinn-Radikal reagiert mit dem

halogenierten Aromaten unter homolytischer Spaltung der Kohlenstoff-Halogen-Bindung

zum Aryl-Radikal (32). Das Radikal 32 kann entweder über eine 1,6-Addition (Variante A)

zum 5,6-Dihydrophenanthridin-Radikal (33) cyclisieren, aus dem durch Abgabe eines

Wasserstoff-Radikals 5,6-Dihydrophenanthridin (34) entsteht. Oder es findet eine 1,5-

Addition (Variante B) zum Radikal 35 statt, das direkt durch intramolekulare Umlagerung zu

36 wird. Durch anschließende Abgabe eines Wasserstoff-Radikals wird aus 36 ebenfalls 5,6-

Dihydrophenanthridin (34) gebildet. Durch anschließende Oxidation mit Mangandioxid

entsteht Phenanthridin (31). Ob der Mechanismus über Variante A oder B verläuft, lässt sich

in verschiedenen Fällen mithilfe von Substituenten klären [Rosa et al., 1997], kann aber

aufgrund der in dieser Arbeit eingesetzten sekundären Amine nicht entschieden werden.

Untersuchungen zur radikalischen Cyclisierung haben gezeigt, dass ohne Zugabe von

Organozinnhydriden die eingesetzten aromatischen sekundären Amine sich zersetzen und eine

Cyclisierung nicht stattfindet [Nakanishi et al., 1998]. Die Cyclisierungsreaktion der

gebildeten organischen Radikalintermediate verläuft schneller als z. B. das Abstrahieren eines

Protons vom Organozinnhydrid [Curran, 1988]. Die Isolierung der 5,6-Dihydro-

Cyclisierungsprodukte wie 34 (Abb. 17) ist nicht möglich, da sofort eine Rearomatisierung

stattfindet, die über einen Pseudo-SRN1-Mechanismus verläuft [Bowman et al., 1991].
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Abb. 17: Schematische Darstellung des Mechanismus der radikalischen Cyclisierung [Rosa
et al., 1997]
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4.2.1.1 Ausgangsmaterial

Die für die Cyclisierung eingesetzten aromatischen sekundären Amine können durch

Reduktion von entsprechenden Schiff´schen Basen mit Natriumborhydrid dargestellt werden.

Die Schiff´schen Basen sind aus aromatischen Aldehyden und aromatischen primären

Aminen leicht zugänglich. Die folgenden aromatischen sekundären Amine wurden für die

radikalische Cyclisierungsreaktion synthetisiert (Abb. 18).

Abb. 18: Synthetisierte aromatische sekundäre Amine
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N-(2-Brombenzyl)-5,6,7,8-tetra-N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin   (37)
hydro-1-naphthylamin   (38)

N-(2-Brombenzyl)-4-methoxyanilin   (39) N-(2-Brombenzyl)-4-hydroxyanilin   (40)

N-(2-Brombenzyl)-3,4-methylendioxyanilin   (41) N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin   (42)

N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin   (43)
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Die Charakterisierung der synthetisierten sekundären Amine erfolgte im 1H-NMR- und
13C-NMR-Spektrum, wobei das Signal für die CH2-Gruppe in Nachbarschaft zum Stickstoff

im 1H-NMR je nach Amin zwischen 4,00 und 6,00 ppm in Resonanz trat und auch das Proton

am Stickstoff in diesem ppm-Bereich als breites Signal zu erkennen war. Im 13C-NMR war

das Signal für die CH2-Gruppe zwischen 40,0-50,0 ppm eindeutig zuzuordnen. Sämtliche

anderen zu erwartenden Signale waren vorhanden und konnten entsprechend zugeordnet

werden.

4.2.1.2 Zielverbindungen

Zur Darstellung der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate wurde das

synthetisierte aromatische sekundäre Amin und Tributylzinnhydrid in absolutem Toluol

gelöst und die Lösung zum Sieden erhitzt. In der Siedehitze wurde gelöstes AIBN langsam

zugetropft. Nach zwei Stunden wurde die Reaktionslösung abgekühlt, mit Mangandioxid

versetzt und erneut eine Stunde gerührt. Anschließend wurde die Lösung filtriert und das

Toluol im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in n-Pentan aufgenommen und zum

Entfernen der gebildeten Tributylzinnverbindungen mit verdünnter Salzsäure gewaschen.

Nach dem Trocknen der Lösung über Natriumsulfat wurde n-Pentan im Vakuum abdestilliert.

Zur Reinigung der Zielverbindung wurde der Rückstand entsprechend aufgearbeitet.
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4.2.1.2.1 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44)

Mit der radikalischen Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthyl-

amin (38) gelang die Synthese und vollständige Charakterisierung der Verbindung 44

(Abb. 19).

Abb. 19: Darstellung von 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44)

Das Rohprodukt wurde zur weiteren Aufarbeitung säulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/n-Hexan (1:1) als Fließmittel gereinigt. Da immer noch Spuren von

Tributylzinnhydrid als Verunreinigung vorhanden waren, wurde als letzter Reinigungsschritt

eine Sublimation im Vakuum durchgeführt. Im Folgenden sind die 1H-NMR- und 13C-NMR-

Spektren dieser neu synthetisierten Substanz abgebildet und die Signale entsprechend

zugeordnet (Abb. 20 und Abb. 21).

Die Signale im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 20) sind den Protonen der Verbindung eindeutig

zuzuordnen. Charakteristisch ist das Singulett bei 9,31 ppm für das aromatische Proton am

C-6 in Nachbarschaft zum Stickstoff. Die Protonen am C-10 und C-11 treten bei 8,56 und

8,33 ppm als Dublett in Resonanz, während die aromatischen Protonen am C-7 (Dublett), C-8

(Pseudotriplett), C-9 (Pseudotriplett) und C-12 (Dublett) zwischen 8,10 und 7,30 ppm in

Resonanz treten. Die aliphatischen Protonen am C-1, C-2, C-3 und C-4 zeigen das gleiche

Aufspaltungsmuster wie die aliphatischen Protonensignale von 5,6,7,8-Tetrahydronaphthalin.
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Abb. 20: 1H-NMR-Spektrum von 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin in CDCl3,
Bereich von 9,6-1,7 ppm

Die Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum (Abb. 21) entsprechen den Kohlenstoffatomen der

Verbindung 44 und sind mithilfe von Inkrementberechnungen und durch Vergleich mit dem
13C-NMR-Spektrum von Benzo[c]phenanthridin (Abb. 29) zugeordnet worden. Das Signal für

C-6 tritt bei 151,8 ppm in Resonanz und ist charakteristisch für ein aromatisches

Kohlenstoffatom in Nachbarschaft zum Stickstoff. Die anderen Signale treten als Dublett

bzw. als Singulett im aromatischen Bereich zwischen 143,0 und 119,0 ppm in Resonanz,

während die Kohlenstoffatome des gesättigten Ringes (C-1 bis C-4) im aliphatischen Bereich

des 13C-NMR-Spektrums in Resonanz treten und ebenfalls durch Inkrementberechnungen und

Vergleich mit Literaturdaten von 5,6,7,8-Tetrahydronaphthalin zugeordnet werden konnten.

1

CDCl3

12
8

9
11

7
10

6

2, 3

4

N

3
4

67
8
9

10

11
12 1

2

(44)



                                                                                                                                                                39

Abb. 21: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]-phenanthridin in CDCl3,
Bereich von 155,0-15,0 ppm

4.2.1.2.2 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45)

Analog zur Synthese von 5,6,7,8-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) wurde das

Phenanthridin-Derivat 45 synthetisiert. Nach säulenchromatographischer Reinigung an

Kieselgel mit Dichlormethan/n-Hexan 1:1 als Fließmittel zeigten die 1H-NMR- und
13C-NMR-Spektren, dass beide möglichen Verbindungen, 1,2-Methylendioxyphenanthridin

(46) und 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45), entstanden waren (Abb. 22). Aufgrund der

Signalintensität im 13C-NMR-Spektrum war 45 das Hauptprodukt und 46 das Nebenprodukt.
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Abb. 22: Reaktionsgleichung der radikalischen Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-3,4-
methylendioxyanilin (41)

Während im 1H-NMR-Spektrum die Unterscheidung zwischen den beiden Verbindungen

nicht eindeutig war, weil die beiden Dublett-Signale für die Protonen am C-3 und C-4 von 46

im aromatischen Bereich von 7,50–7,90 ppm lagen und sich mit den Singulett-Signalen von

45 am C-1 und C-4 sowie den Protonensignalen von C-8 und C-9 von beiden Verbindungen

überlagerten, konnte im 13C-NMR-Spektrum die Existenz beider Verbindungen (45 und 46)

nachgewiesen werden. Durch Inkrementabschätzungen wurden die Signale des

Hauptproduktes 45 für C-1 und C-4 den chemischen Verschiebungen bei 107,6 ppm und

99,4 ppm zugeordnet, und die Signale für C-3 und C-4 des Nebenproduktes 45 traten bei

110,2 ppm und  102,0 ppm in Resonanz.

Eine dünnschichtchromatographische Trennung der Produkte gelang auf Kieselgel mittels

Dichlormethan. Bei der anschließenden säulenchromatographischen Auftrennung wurde

jedoch nur 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45) isoliert. In den Abbildungen 23 und 24 sind

die 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren von der reinen Verbindung 45 abgebildet.
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Abb. 23: 1H-NMR-Spektrum von 2,3-Methylendioxyphenanthridin in CDCl3,
Bereich von 9,4-6,0 ppm

Die Zuordnung der Signale im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 23) sieht wie folgt aus. Das Signal

für das Proton am C-1 ist durch den Methylendioxy-Substituenten zu höherem Feld

verschoben und tritt bei 7,84 ppm als Singulett in Resonanz. Das gleiche Verhalten ist auch

für das Proton am C-4 (7,53 ppm) zu beobachten. Da der Methylendioxy-Substituent keinen

Einfluss auf die Protonen am C-7, C-8, C-9 und C-10 ausübt, treten diese Signale bei

8,36 ppm, 7,98 ppm, 7,84 ppm und 7,62 ppm in Resonanz und stimmen mit Literaturdaten

von Phenanthridin überein [Titman et al., 1989]. Das Signal für die CH2-Gruppe des

Methylendioxy-Substituenten ist im erwarteten ppm-Bereich (6,13 ppm) zu beobachten.
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Abb. 24: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 2,3-Methylendioxyphenanthridin in CDCl3,
Bereich von 153,0-98,0 ppm

Auch im 13C-{1H}-NMR-Spektrum (Abb. 24) konnten sämtliche Signale mithilfe von

Inkrementberechnungen zugeordnet werden. Der Vergleich mit 13C-NMR-Spektren der

Ausgangsverbindung 41 und Phenanthridin (siehe Anhang) bestätigten die Zuordnung.
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4.2.1.2.3 Darstellung von Benzo[c]phenanthridin

Bei der radikalischen Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37) konnte 47

nicht isoliert werden (Abb. 25). Auf dem Dünnschichtchromatogramm waren eine ganze

Reihe von Flecken zu beobachten, die die Bildung von verschiedenen Cyclisierungsprodukten

vermuten lassen.

Abb. 25: Versuch der Darstellung von Benzo[c]phenanthridin (47)

Trotz Austauschens des Lösungsmittels gegen absolutes Benzol, Veränderung der

Reaktionszeit und -temperatur sowie Variation der molaren Verhältnisse von

Tributylzinnhydrid und Azobisisobutyronitril war es nicht möglich, die Verbindung 47 zu

isolieren.

Da auf diesem Wege die Darstellung von Benzo[c]phenanthridin nicht gelang, wurde die

Cyclisierung in flüssigem Ammoniak als Alternative zur radikalischen Cyclisierung mit

Amin 37 versucht (siehe Kapitel 4.2.2).
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4.2.1.3 Zusammenfassende Diskussion zur radikalischen Cyclisierung

Mit der radikalischen Cyclisierung gelang die Darstellung von zwei neuen Verbindungen,

1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) und 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45).

Zahlreiche Versuche, Benzo[c]phenanthridin (47) durch radikalische Cyclisierung von 37

darzustellen, führten nicht zum Erfolg.

Nachteile der radikalischen Cyclisierung waren die geringe Ausbeute und die Schwierigkeit,

die gebildeten Zinnorganylrückstände vollständig durch die Aufarbeitung der

Reaktionslösung zu entfernen [Bowman et al., 1991].

4.2.2 Cyclisierung in flüssigem Ammoniak

Die Cyclisierung in flüssigem Ammoniak ist als Herstellungsmethode für polycyclische

Verbindungen wie Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate beschrieben [Kessar

et al., 1973a,b,c; Kessar et al., 1978; Kessar et al., 1988] und wurde in dieser Arbeit neben der

radikalischen Cyclisierung eingesetzt. Der Vorteil dieser Synthesevariante ist im Vergleich

zur radikalischen Cyclisierung die einfache Aufarbeitung des Raktionsansatzes, da keine

Zinnorganyle als Verunreinigungen auftreten.

In Abbildung 26 ist der Mechanismus dieser auch als Arin-Cyclisierung bezeichneten

intramolekularen Ringschlussreaktion wieder am Beispiel von N-(2-Brombenzyl)-anilin (30)

schematisch dargestellt. Das bei der Cyclisierung eingesetzte Kaliumamid ist eine starke Base

und greift sowohl am halogenierten Benzolring A unter Ausbildung eines Arins, als auch am

Stickstoffatom des Amins an. Der elektronische Zustand von Zwischenprodukt 48 kann durch

die mesomeren Grenzstrukturen 48a und 48b schematisch wiedergegeben werden, wobei der

eigentliche intramolekulare Ringschluss über Intermediat 49 zur Base 50 verläuft. Die

Verbindung 50 nimmt ein Proton aus der Reaktionslösung auf, und das entstandene 5,6-

Dihydrophenanthridin (34) kann durch Oxidation zum Phenanthridin (31) umgewandelt

werden.
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Abb. 26: Schematische Darstellung des Mechanismus der Arin-Cyclisierung [Kessar et al., 1973a]

4.2.2.1 Ausgangsmaterial

Für die Cyclisierung in flüssigem Ammoniak wurden die gleichen aromatischen sekundären

Amine wie bei der radikalischen Cyclisierung als Ausgangsmaterial eingesetzt (siehe

Kapitel 4.2.1.1).
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4.2.2.2 Zielverbindungen

Für die Darstellung der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate wurde

Ammoniak in einen Rundkolben einkondensiert und Kalium portionsweise zugegeben.

Nachdem sich das Kalium vollständig gelöst hat, wurden der Lösung einige Kristalle

Eisen(III)nitrat als Katalysator zur Bildung von Kaliumamid hinzugefügt. Anschließend

wurde das jeweilige Amin, gelöst in absolutem Ether, in die Kaliumamidlösung eingebracht

und die Reaktionslösung bis zur vollständigen Abreaktion des Eduktes gerührt (DC-

Kontrolle). Nach Reaktionsende wurde der Ansatz aufgearbeitet und die entsprechende

Zielverbindung isoliert.

4.2.2.2.1 Benzo[c]phenanthridin (47)

Die Darstellung von 47, ausgehend von N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37), gelang mit

der Cyclisierung in flüssigem Ammoniak mit einer Ausbeute von 63 % (Abb. 27). Nach drei

Stunden war die Reaktion nach DC-Kontrolle (Kieselgel, Dichlormethan/n-Hexan 1:2, Rf =

0,4) beendet. Nach entsprechender Aufarbeitung der Reaktionslösung erfolgte die Reinigung

des Benzo[c]phenanthridins (47) durch Sublimation.

Abb. 27: Darstellung von Benzo[c]phenanthridin (47)
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Im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 28) ist der aromatische Bereich herausgespreizt, in dem die

Protonen der Verbindung in Resonanz treten. Charakteristisch sind die Signale der Protonen

am C-6 und C-4, die durch den Einfluss des Stickstoffes zu tiefem Feld verschoben sind

[Tilak et al., 1969]. Die Signale für die Protonen am C-10 und C-11 zeigen das gleiche

typische Verhalten wie die entsprechenden Signale beim Phenanthridin (siehe Anhang), und

auch die restlichen Signale der aromatischen Protonen konnten mithilfe von

Inkrementberechnungen zugeordnet werden.

Abb. 28: 1H-NMR-Spektrum von Benzo[c]phenanthridin in CDCl3, Bereich von 9,6-7,6 ppm
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Abbildung 29 zeigt das 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Benzo[c]phenanthridin (47). Die

Signale entsprechen in ihren chemischen Verschiebungen den Kohlenstoffatomen von 47 und

wurden durch Inkrementberechnungen bestimmt. Ein Vergleich mit dem 13C-NMR-Spektrum

von Phenanthridin (siehe Anhang) und NMR-Daten von Naphthalin bestätigte die Zuordnung.

Abb. 29: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Benzo[c]phenanthridin in CDCl3,
Bereich von 153,0-119,0 ppm
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4.2.2.2.2 2-Methoxyphenanthridin (51)

Unter der analogen Reaktionsführung wie die Synthese von Benzo[c]phenanthridin wurde 51

in einer Ausbeute von 56 % dargestellt (Abb. 30). Auch hier war die Reaktion nach DC-

Kontrolle (Kieselgel, Petrolether/Diethylether 1:2, Rf = 0,4) nach drei Stunden abgeschlossen.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert. Im Folgenden sind zur

Charakterisierung der Verbindung das 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektrum (Abb. 31 und 32)

von 2-Methoxyphenanthridin abgebildet.

Abb. 30: Darstellung von 2-Methoxyphenanthridin (51)

Das in Abbildung 31 dargestellte 1H-NMR-Spektrum von 51 zeigt den aromatischen

Bereich. Das Signal für die Methoxy-Gruppe trat bei 3,98 ppm in Resonanz. Die Signale für

die aromatischen Protonen am C-10, C-4, C-7, C-9 und C-8 sind im Vergleich zum 1H-NMR-

Spektrum von Phenanthridin (siehe Anhang) um ~ 0,2 ppm verschoben. Die Signale der

Protonen am C-1 und C-3 erfahren aufgrund der Methoxy-Gruppe in Position 2 eine stärkere

Abschirmung und treten bei höherem Feld in Resonanz, während gleichzeitig eine

Aufspaltung der Signale durch die Protonen der Methoxy-Gruppe zu beobachten ist. So ist

das Signal für das Proton in Position 1 gleich einem Dublett (4JH,H = 2,7 Hz) und das Signal

für das Proton in Position 3 ein Dublett vom Dublett mit einer Kopplungskonstanten von
4JH,H = 2,8 Hz.
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Abb. 31: 1H-NMR-Spektrum von 2-Methoxyphenanthridin in CDCl3, Bereich von 9,3-7,1 ppm

Alle Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 51 (Abb. 32) lassen sich durch

Inkrementabschätzungen und Vergleich mit dem 13C-NMR-Spektrum von Phenanthridin

(siehe Anhang) zuordnen. Charakteristisch sind die Signale von C-2 (Singulett) bei

158,4 ppm, von C-3 (Dublett) bei 118,4 ppm und von C-1 (Dublett) bei 103,0 ppm, die bei

einer Methoxy-Substitution am aromatischen Ring bei diesen Resonanzen auftreten.
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Abb. 32: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 2-Methoxyphenanthridin in CDCl3,
Bereich von 160,0-50,0 ppm

4.2.2.2.3 2-Hydroxyphenanthridin (52)

Bei der Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-4-hydroxyanilin (40) wurde 52 im Vergleich zu

Benzo[c]phenanthridin (Ausbeute 63 %) und 2-Methoxyphenanthridin (Ausbeute 56 %) nur

mit einer Ausbeute von 27 % isoliert (Abb. 33). Dies ist vermutlich auf den Hydroxy-

Substituenten zurückzuführen, da das Kaliumamid auch an der Hydroxy-Gruppe angreift und

das Proton abstrahiert. Durch den negativ geladenen Sauerstoff ist der elektronische Zustand

des Zwischenproduktes nicht mehr wie in Abbildung 26 vorgeschlagen und andere

Cyclisierungswege können auftreten. Nach fünf Stunden wurde die Reaktion abgebrochen, da

auf dem Dünnschichtchromatogramm (Kieselgel, Petrolether/Diethylether 1:2) eine ganze

Reihe von Produktflecken zu beobachten war. Der intensivste Fleck auf dem

Dünnschichtchromatogramm (Rf = 0,6) wurde durch Säulenchromatographie isoliert und als

2-Hydroxyphenanthridin (52) identifiziert.
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Abb. 33: Darstellung von 2-Hydroxyphenanthridin (52)

Alle Protonensignale der Verbindung liegen im erwarteten Bereich von 9,00-6,00 ppm. Da

das 1H-NMR-Spektrum von 2-Hydroxyphenanthridin von dem Signalmuster her mit dem

Spektrum von 2-Methoxyphenanthridin (Abb. 31) nahezu identisch ist, wurde auf eine

Abbildung verzichtet. Im Vergleich zum 1H-NMR-Spektrum in Abbildung 31 ist eine

Verschiebung aller Signale zu höherem Feld zu beobachten. So tritt das C-6H-Signal als

Singulett bei 8,38 ppm, das C-10H-Signal als Dublett mit einer Kopplungskonstanten von

8,8 Hz bei 7,77 ppm, die C-4H- und C-7H-Signale als Dublett (3JH,H = 8,8 Hz) bei 7,35 ppm,

das C-1H-Signal als Singulett bei 7,06 ppm, das C-9H-Signal (Pseudotriplett) bei 6,77 ppm,

das C-8H-Signal (Pseudotriplett) bei 6,57 ppm und das C-3H-Signal bei 6,47 ppm (Dublett,
3JH,H = 8,6 Hz) in Resonanz. Für die Hydroxy-Gruppe in Position 2 ist ein breites Signal bei

8,64 ppm zu beobachten.

Auch das 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 2-Hydroxyphenanthridin zeigt das gleiche

Signalmuster wie das Spektrum von 2-Methoxyphenanthridin in Abbildung 32, weshalb auch

hier auf eine Abbildung verzichtet wurde. Als Unterschiede sind zu nennen, dass das Signal

für C-2 bei 155,9 ppm in Resonanz tritt, weil statt der Methoxy-Gruppe eine Hydroxy-Gruppe

an  Position 2 sich befindet, und dass das Signal für die Methoxy-Gruppe bei 55,6 ppm nicht

mehr vorhanden ist. Die Signale für die jeweiligen Kohlenstoffatome treten im Vergleich zu

den Signalen in Abbildung 32 bei anderen ppm-Werten in Resonanz, doch konnten alle

Signale für das 2-Hydroxyphenanthridin (52) durch Vergleich mit den 13C-NMR-Spektren

von 2-Methoxyphenanthridin und Phenanthridin zugeordnet werden.

N

OH

NH

Br
OH

NH3, K, abs. Ether

(40)

(52)
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4.2.2.2.4 Darstellung von 1,2,3,4,4a,6,10b-Octahydrophenanthridin

Ein zum Teil gesättigtes Ringsystem ist in Lycorin (9) als auch in vielen anderen

Amaryllidaceenalkaloiden als Grundgerüst enthalten. Um mit Lycorin Untersuchungen zur

Struktur-Aktivitäts-Beziehung durchführen zu können, wurde versucht 1,2,3,4,4a,6,10b-

Octahydrophenanthridin (53) zu synthetisieren, das anschließend durch Oxidation mit

Mangandioxid in 1,2,3,4,4a,10b-Hexahydrophenanthridin (54) umgewandelt werden kann.

In der Literatur ist die Darstellung dieser Verbindungen mittels EPC-(Enantiomerically Pure

Compound)-Synthese [Nachtsheim et al., 1989], Bischler-Napieralski-Cyclisierung [Rahman

et al., 1976] sowie durch photochemische Cyclisierung [Ninomiya et al., 1970] beschrieben.

Als neue Synthesevariante wurde die Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-cyclohexyl-

amin (42) in flüssigem Ammoniak versucht. Mittels DC-Kontrolle (Kieselgel,

Petrolether/Diethylether 2:1) wurde die Reaktion verfolgt, und bei einem Rf-Wert von 0,3

konnte ein neu gebildeter Fleck detektiert werden. Nach fünf Stunden waren neben dem neu

entstandenen Fleck noch weitere schwächere Flecke zu beobachten, so dass die Reaktion

abgebrochen und der Reaktionsansatz aufgearbeitet wurde. Die Isolierung des Fleckes

(Rf = 0,3) durch Säulenchromatographie und anschließende NMR-spektroskopische

Untersuchungen ergaben, dass nicht die gewünschte Verbindung 53, sondern das Benzazetin

7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien (55) entstanden war (Abb. 34).

NH N

1,2,3,4,4a,6,10b-Octahydro-
phenanthridin   (53)

1,2,3,4,4a,10b-Hexahydro-

phenanthridin   (54)
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Abb. 34: Bildung von 7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien (55)

Die Ursache, warum nicht die gewünschte Zielverbindung 53 entstanden ist sondern ein

Bicyclus, kann bei Betrachtung des Reaktionsmechanismus für N-(2-Brombenzyl)-

cyclohexylamin (42) in Abbildung 35 abgeleitet werden. Das gebildete Kaliumamid greift

sowohl am halogenierten Benzolring unter Ausbildung eines Arins, als auch am

Stickstoffatom von 42 an. Der elektronische Zustand des intermediär gebildeten Arins 56

kann aber nicht wie beim Arin 48 (Abb. 26) durch mesomere Grenzstrukturen, aufgrund der

Ausbildung eines fünfbindigen Kohlenstoffs, wiedergegeben werden. Eine Cyclisierung wie

in Abbildung 26 gezeigt kann somit nicht stattfinden. Stattdessen verläuft die Cyclisierung

über eine intramolekulare Addition des Stickstoffs an die Arinbindung [Krohn et al., 1978].

Eine solche Cyclisierung wurde zwar von Kessar et al. beschrieben, aber ein entsprechendes

Cyclisierungsprodukt nur unter Verwendung von Schutzgas isoliert. Die Cyclisierung von N-

(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin (42) verläuft somit über 56 durch intramolekulare Addition

des Stickstoffs an die Arinbindung (Abb. 35).

NH

Br
NH3, K, abs. Ether N

(42) (55)
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Abb. 35: Mechanismus der Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin (42) [Krohn et
al., 1978]

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen bestätigen diese Überlegungen. Das in

Abbildung 36 gezeigte 1H-NMR-Spektrum von 55 kann mithilfe von Inkrement-

berechnungen zugeordnet werden. Ein Vergleich mit dem 1H-NMR-Spektrum der

Ausgangsverbindung 42 zeigte keine großen Unterschiede. So sind z. B. die vier aromatischen

Protonen gegenüber dem sekundären Amin nur leicht verschoben, obwohl nach

Inkrementberechnungen eine größere Verschiebung zu höherem Feld zu erwarten gewesen

wäre. Einzig die Verschiebung des Protons am C-9 zu tieferem Feld (��1�2%�3*2% �����.���

0,6 ppm und die Verschiebung des Signals für die CH2-Gruppe in Position 8 um 0,6 ppm zu

höherem Feld (��1�4%56����.��
�
��/������������über, dass 55 entstanden ist.

NH

Br

N

KNH2

N

(42)

(55)

K+

(56)
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Abb. 36: 1H-NMR-Spektrum von 7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien in d6-DMSO,
Bereich von 7,8-1,0 ppm

Erst im 13C-{1H}-NMR-Spektrum (Abb. 37) ist die Zuordnung der Signale für die

Verbindung 55 eindeutig. Denn statt des Signals für C-7 von Verbindung 42 bei 122,3 ppm

(trägt einen Brom-Substituenten) tritt das Signal bei 133,5 ppm in Resonanz und entspricht

dem C-6 des Heterocycluses 55. Alle anderen Signale im Spektrum wurden mithilfe von

Inkrementabschätzungen zugeordnet.
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Abb. 37: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien in
d6-DMSO, Bereich von 140,0-20,0 ppm

4.2.2.2.5 Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin

Die Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin wurde ebenfalls analog der

Reaktionsführung von 55 versucht (Abb. 38). Der Unterschied zu den bisherigen eingesetzten

sekundären Aminen ist die Position des Brom-Substituenten, der beim Amin 43 in ortho-

Position zum Stickstoff im Phenylring des Amins sitzt, während bei den übrigen Aminen der

Brom-Substituent in ortho-Position zur CH2-Gruppe des Benzylringes sich befindet.

Abb. 38: Versuch der Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57)
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Die Cyclisierung in flüssigem Ammoniak von N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43)

führte nicht zum gewünschten Cyclisierungsprodukt 57. Auch nach acht Stunden konnte nur

der Eduktfleck bei der DC-Kontrolle beobachtet werden, und nach der Aufarbeitung des

Reaktionsansatzes wurde die Ausgangsverbindung quantitativ zurückgewonnen.

Dass die Cyclisierung von 43 nicht stattgefunden hat, liegt vermutlich daran, dass sich das

Bromatom am Phenylring B befindet und die Bildung eines Carbanions in einer für die

Cyclisierung günstigen Position nicht möglich ist (Abb. 39). Das sich bildende Intermediat 58

besitzt eine energetisch ungünstige Struktur, eine Cyclisierung nach dem bekannten

Mechanismus (Abb. 26) findet nicht statt. Eine Cyclisierung eines solchen Amins ist auf

diesem Weg nicht möglich, deshalb wurde die photochemische Cyclisierung durchgeführt

(Kapitel 4.2.3.3).

Abb. 39: Die Ausbildung eines Intermediates 58 durch Angriff von Kaliumamid an 43 ist aus
energetischer Sicht unwahrscheinlich

4.2.2.3 Zusammenfassende Diskussion zur Cyclisierung in flüssigem Ammoniak

Mit der Cyclisierung in flüssigem Ammoniak gelang die Synthese von Benzo[c]phenan-

thridin (47), 2-Methoxyphenanthridin (51) und 2-Hydroxyphenanthridin (52) in guten

Ausbeuten. Bei dem Versuch, N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin (41) zu cyclisieren, konnte

nur 7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien (55) isoliert werden. Die Cyclisierung

von N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43) gelang auf diesem Weg nicht. Im Vergleich

N-NH

Br
CH3O

CH3O

KNH2
CH3O

CH3O

(43) (58)

A
B
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zur radikalischen Cyclisierung ist diese Cyclisierungsmethode durch gute Ausbeuten und

leichte Reinigung der Reaktionsprodukte die bessere Synthesevariante.

4.2.3 Photochemische Cyclisierung

In einer Reihe von Veröffentlichungen wurden Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-

Derivate durch photochemische Cyclisierung synthetisiert [Iida et al., 1974; Ninomiya et al.,

1974a; Ninomiya 1974b; Ninomiya et al., 1977; Prabhakar et al., 1978; Takao et al., 1981;

Thompson et al., 1988; Arai et al., 1998; Campos et al., 1998]. Ein Nachteil dieser

Cyclisierungsmethode ist die oft sehr geringe Ausbeute. Da die Verbindungen

1,2,3,4,4a,6,10b-Octahydrophenanthridin (53) und 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) mittels

radikalischer Cyclisierung und Cyclisierung in flüssigem Ammoniak nicht synthetisiert

werden konnten, wurde die photochemische Cyclisierung durchgeführt.

4.2.3.1 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57)

Durch Bestrahlung einer Lösung von N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43) in

absolutem Dichlormethan gelang die Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57)

(Abb. 40).

Abb. 40: Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57)

NH

Br
CH3O

CH3O
N

CH3O

CH3O

hv

(43) (57)
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Die photochemische Cyclisierung von 43 verläuft wahrscheinlich über den �*7����
8� 59

(Abb. 41). Das Amin erfährt ein “intersystem crossing” (ISC) und geht in den angeregten

�����
��*,������� �
�� �*7����
8
�� 59 über. Aus diesem �*7����
8� ����
�� ����� ���� 9���*

kal 60, das über 8,9-Dimethoxy-5,6-dihydrophenanthridin (61) zum 8,9-Dimethoxy-

phenanthridin (57) abreagiert [Grimshaw et al., 1982; Park et al., 1994].

Abb. 41: Modifizierte Darstellung des Mechanismus der photochemischen Cyclisierung von N-(3,4-
Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43) [Park et al., 1994]

Nach drei Stunden wurde die Bestrahlung abgebrochen, da auf dem

Dünnschichtchromatogramm (Kieselgel, Petrolether/Diethylether 1:2) eine Reihe von Flecken

zu beobachten waren, die einen nicht einheitlichen Reaktionsverlauf vermuten lassen. Die
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Reaktionslösung wurde dreimal mit gesättigter NaHCO3-Lösung und zweimal mit gesättigter

NaCl-Lösung extrahiert. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, filtriert und

das Filtrat im Vakuum eingeengt. Anschließend wurde der Rückstand durch

Säulenchromatographie (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2)) aufgetrennt und der

intensivste Fleck (DC, Rf = 0,6) isoliert. Die spektroskopischen Untersuchungen (Abb. 42 und

43) bestätigten die Struktur von 57.

Im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 42) ist das Signal bei 9,72 ppm charakteristisch für das Proton

am C-6. Die beiden Protonen am C-7 und C-10 treten als Singuletts bei 6,83 und 6,87 ppm in

Resonanz. Die Protonen am C-1 und C-4 treten bei 7,32 ppm als Dublett mit einer

Kopplungskonstanten von 8,0 Hz in Resonanz, während die Protonen am C-2 und C-3 dem

Pseudotriplett bei 7,29 ppm zuzuordnen sind. Die Signale mit 3,83 und 3,80 ppm liegen im

typischen Bereich für Methoxy-Gruppen.

Abb. 42: 1H-NMR-Spektrum von 8,9-Dimethoxyphenanthridin in CDCl3, Bereich von 9,9-6,6 ppm
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Die Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum (Abb. 43) sind mithilfe von

Inkrementberechnungen und durch Vergleich mit dem 13C-NMR-Spektrum von Phenanthridin

(siehe Anhang) zugeordnet worden. Charakteristisch sind das Signal bei 154,5 ppm für das

Kohlenstoffatom in Position 6 und die Signale bei 149,6 ppm und 146,8 ppm, die den

Kohlenstoffatomen mit Methoxy-Gruppe als Substituent in Position 8 und 9 zuzuordnen sind.

Alle anderen Signale sind, wie in Abbildung 56 gezeigt, vorhanden und entsprechend

zugeordnet.

Abb. 43: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 8,9-Dimethoxyphenanthridin in CDCl3,
Bereich von 160,0-45,0 ppm

4.2.3.2 Zusammenfassende Diskussion zur photochemischen Cyclisierung

Mit der photochemischen Cyclisierung gelang die Synthese von 8,9-Dimethoxyphenanthridin

(57) mit einer Ausbeute von 13 %. Bei der photochemischen Cyclisierung von N-(2-

-OCH3
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Brombenzyl)-cyclohexylamin (42) entstand ein Produktgemisch, das trotz zahlreicher

Versuche nicht aufgetrennt werden konnte.

4.2.4 N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (62)

Da Phenanthridin (31) die Grundstruktur von Lycobetain darstellt, lag es nahe, die

Molekülstruktur von Phenanthridin für biologische Untersuchungen zu verändern, da diese

Substanz käuflich zu erwerben ist. Phenanthridin selbst zeigte weder im Sulforhodamin-B-

Assay noch im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay oder Hoechst-H33258-Verdrängungs-

assay deutliche Effekte (siehe Anhang), sodass man davon ausgehen kann, dass eine

strukturelle Veränderung der Verbindung die biologische Wirksamkeit modifiziert.

Als erster Syntheseschritt erfolgte die Quaternisierung des Stickstoffatoms im Phenanthridin

(31). In der Literatur wird Methyliodid als Methylierungsmittel verwendet [Karrer et al.,

1950; Ostovic et al., 1985], doch kann das Iodidsalz für biologische Untersuchungen nicht

eingesetzt werden, da es im Vergleich zu anderen Salzen schwerer löslich ist und sich an der

Luft zersetzt [Bunting et al., 1988]. Deshalb wurde Phenanthridin mit Methansulfonsäure-

methylester methyliert [Olugbade et al., 1996; Mackay et al., 1998] (Abb. 44).

Abb. 44: Darstellung von N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (62)

N+

CH3

CH3SO3
-

N
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Dazu wurde Phenanthridin in Methansulfonsäuremethylester gelöst und unter Schutzgas

30 Minuten bei 175 °C gerührt. Nach Aufarbeitung des Reaktionsansatzes wurde der harzige

Rückstand aus wenig absolutem Ethanol umkristallisiert. Die Ausbeute an 62 betrug 37 %. In

den Abbildungen 45 und 46 sind das 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektrum von N-Methyl-

phenanthridiniummethansulfonat dargestellt.

Abb. 45: 1H-NMR-Spektrum von N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat in D2O,
Bereich von 9,6-7,8 ppm

Die im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 45) von 62 im aromatischen Bereich auftretenden

Protonensignale zeigen das gleiche Aufspaltungsmuster wie Phenanthridin (siehe Anhang)

und sind entsprechend zugeordnet. Durch das quaternäre Stickstoffatom sind leichte

Verschiebungen der ppm-Werte zu beobachten.
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Die Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum (Abb. 46) wurden mithilfe von

Inkrementberechnungen zugeordnet. Der Vergleich mit dem 13C-NMR-Spektrum von

Phenanthridin (siehe Anhang) bestätigte die Zuordnung.

Abb. 46: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat in D2O,
Bereich von 155,0-35,0 ppm
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4.2.5 2-Bromphenanthridin (63)

Phenanthridin (31) wird durch N-Bromsuccinimid selektiv in Position 2 bromiert (Abb. 47)

[Gilman et al., 1955].

Abb. 47: Darstellung von 2-Bromphenanthridin (63)

Phenanthridin und N-Bromsuccinimid wurden in Tetrachlorkohlenstoff gelöst und die Lösung

unter Rückfluss erhitzt. Die Kontrolle der Reaktion mittels Dünnschichtchromatographie

(Kieselgel, Petrolether/Diethylether 2:1) zeigte, dass der Reaktionsverlauf nicht einheitlich

war [Chandler, 1969]. Nach mehreren Tagen wurde die Reaktion abgebrochen, obwohl auf

dem Dünnschichtchromatogramm der Eduktfleck immer noch zu sehen war. Nach

Aufarbeitung des Reaktionsansatzes wurde das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie

gereinigt. NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass 2-Bromphenanthridin (63)

vorlag.

Im 1H-NMR-Spektrum (Abb. 48) sind die Protonensignale mithilfe des 1H-NMR-Spektrums

von Phenanthridin und mit NMR-Daten von Brombenzol zugeordnet worden. Im Vergleich

zum Phenanthridin tritt das Proton am C-1 als Singulett (8,64 ppm) und das Proton am C-3 als

Dublett (7,78 ppm) in Resonanz. Alle anderen Protonen zeigen das gleiche typische

Aufspaltungsmuster wie die Protonen des Phenanthridins, sind aber zum Teil zu höherem

Feld verschoben.
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Abb. 48: 1H-NMR-Spektrum von 2-Bromphenanthridin in CDCl3, Bereich von 9,4-7,6 ppm

Sämtliche für die Verbindung 63 zu erwartenden Signale im 13C-{1H}-NMR-Spektrum

(Abb. 49) waren vorhanden und wurden mithilfe von Inkrementberechnungen und Vergleich

mit dem 13C-NMR-Spektrum von Phenanthridin (siehe Anhang) zugeordnet.
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Abb. 49: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von 2-Bromphenanthridin in CDCl3,
Bereich von 158,0-117,0 ppm

4.3 in vitro Untersuchungen

Lycorin und Lycobetain sowie die synthetisierten Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-

Derivate wurden auf ihre wachstumshemmende Wirkung (Sulforhodamin-B-Assay) und auf

ihre Fähigkeit, mit der DNA zu interagieren (Ethidiumbromidverdrängungsassay und

(Hoechstkompetitionsassay), untersucht.

4.3.1 Wachstumshemmende Wirkung von Lycorin und Lycobetain

Im Sulforhodamin-B-Assay (SRB) wurde die wachstumshemmende Wirkung von Lycorin (9)

und Lycobetain (10) an den drei humanen Tumorzelllinien LXFL529L (großzelliges
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Lungenkarzinom), GXF251L (Magenkarzinom) und CXF94L (Colonkarzinom) untersucht.

Dabei handelt es sich um einen Viabilitätstest, der auf der Färbung und Quantifizierung

zellulärer Proteine beruht [Rubinstein et al., 1990; Skehan et al., 1990].

Die in Zellkulturflaschen mit sterilem RPMI-1640-Medium, das mit 10 % fötalem

Kälberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt ist, als Monolayer wachsenden

Zellen wurden mit und ohne Testsubstanz 72 Stunden inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit

wurden die überlebenden Zellen mit Trichloressigsäure fixiert und die abgestorbenen Zellen

zusammen mit der Testsubstanz mittels Pufferlösung entfernt. Das Protein von den

überlebenden, fixierten Zellen wurde mit Sulforhodamin B angefärbt und photometrisch

vermessen, wobei die Farbintensität der Menge an Protein und damit der Zahl an

überlebenden Zellen direkt proportional ist. Die ermittelten IC50-Werte (Inhibitory

Concentration: Substanzkonzentration, bei der im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

noch 50 % der Zellen überleben) wurden durch mehrmaliges Wiederholen des Tests gesichert

(Tab. 3).

Tab. 3: Wachstumshemmende Wirkung von Lycorin und Lycobetain an drei humanen
Tumorzelllinien; IC50-Wert [µM]

SRB, IC50 [µM]*

LXFL529L GXF251L CXF94L

Lycorin (9) 0,8 ± 0,1 3,0 ± 0,2 1,5 ± 0,3

Lycobetain (10) 1,5 ± 0,3 3,2 ± 0,4 2,7 ± 0,2

*Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhängigen Messungen ermittelt

Lycorin zeigte bei allen drei humanen Tumorzelllinien wachstumshemmende Wirkung im

mikromolaren Bereich. Die größte Wachstumshemmung konnte bei der Zelllinie LXFL529L

beobachtet werden. Auch Lycobetain zeigte eine signifikante Hemmung der Zellproliferation

an den drei humanen Tumorzelllinien im mikromolaren Bereich. Die größte

Wachstumshemmung konnte bei der Zelllinie LXFL529L, vergleichbar mit den Daten von

Lycorin, beobachtet werden.
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4.3.2 Interaktion von Lycorin und Lycobetain mit Kalbsthymus-DNA

Die mögliche Interaktion von Lycorin und Lycobetain mit Doppelstrang-DNA wurde mithilfe

der Ethidiumbromid-Verdrängungs- bzw. Hoechstfarbstoff-H33258-Kompetitionsassays

untersucht. Ethidiumbromid und Hoechstfarbstoff H33258 sind Fluoreszenzfarbstoffe, die mit

der DNA interagieren. Während Ethidiumbromid in die doppelsträngige DNA intercaliert, ist

Hoechstfarbstoff H33258 ein Ligand, der an die kleine Furche der DNA mit erhöhter Affinität

für A-T-reiche Regionen bindet [Morgan et al., 1979; Wang et al., 1994].

Die Affinität von intercalierenden Substanzen zur DNA kann durch die Verdrängung von

Ethidiumbromid bzw. Hoechstfarbstoff H33258 bestimmt werden. Dazu setzt man die

gemessene Abnahme der Fluoreszenz der beiden Farbstofflösungen als Funktion der

Substanzkonzentration mit der Anfangsfluoreszenz in Verhältnis. Der ermittelte ED50-Wert

(Effective Dose: Substanzkonzentration, bei der die Fluoreszenz der Farbstofflösung um 50 %

reduziert ist) ist dabei umgekehrt proportional zu den Bindungskonstanten zwischen Substanz

und DNA.

Die jeweiligen Messungen wurden an isolierter Kalbsthymus-DNA durchgeführt. Mit einem

Fluoreszenzspektrometer wurde die Fluoreszenzintensität des intercalierten Ethidiumbromids

bei 546 nm (Anregung) und 595 nm (Emission) bzw. beim Liganden Hoechstfarbstoff

H33258 bei 360 nm (Anregung) und 450 nm (Emission) bestimmt. Die so erhaltenen Werte

wurden auf 100 % gesetzt. Dann wurde die zu untersuchende Substanz in definierten Mengen

schrittweise zum Ethidiumbromid-Puffer bzw. Hoechstfarbstoff-Puffer zugegeben und die

Fluoreszenz der jeweiligen Pufferlösung nach einigen Minuten erneut gemessen. Eventuelle

Eigenfluoreszenz der Substanz wurde durch Vermessen der gleichen Lösung ohne DNA

bestimmt und gegebenenfalls vom ermittelten Fluoreszenzwert abgezogen. Der so erhaltene

Wert wurde mit der Fluoreszenzintensität ohne Substanzzugabe (= 100 %) in Verhältnis

gesetzt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung dargestellt. Als Positivkontrolle

diente im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay Actinomycin D und im Kompetitionsassay mit

Hoechstfarbstoff H33258 Netropsin.

Wie Abbildung 50 zeigt, erfolgt durch Lycorin keine Interaktion mit der DNA, während

Lycobetain mit der DNA interagiert. Im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay liegt der
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ED50-Wert von Lycobetain bei 13 µM; der Wert des bekannten Intercalators Actinomycin D

bei  2,2 µM. Es lässt sich daraus schließen, dass Lycobetain mit Ethidiumbromid um die

Bindungsstellen der DNA konkurriert. Bei Lycorin dagegen ist über einen großen

Konzentrationsbereich keine Abnahme der Fluoreszenzintensität zu beobachten.

Abb. 50: Ethidiumbromid-Verdrängungsassay von Lycorin, Lycobetain und der Positivkontrolle
Actinomycin D

Ähnliche Ergebnisse wurden im Hoechstfarbstoff-H33258-Kompetitionsassay mit Lycorin

und Lycobetain ermittelt (Abb. 51). Auch im Kompetitionsassay mit H33258 zeigte

Lycobetain mit einem ED50-Wert von 0,5 µM im Vergleich zum bekannten Liganden

Netropsin von 0,3 µM Interaktion mit der DNA, während Lycorin im gewählten

Konzentrationsbereich keine Veränderung der Fluoreszenzintensität bewirkte.
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Abb. 51: Hoechstfarbstoff-Kompetitionsassay von Lycorin, Lycobetain und der Positivkontrolle
Netropsin

4.3.3 Zusammenfassende Diskussion zu den in vitro Untersuchungen von Lycorin und

Lycobetain

Bei den biologischen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass beide Substanzen potente

Wachstumsinhibitoren an verschiedenen humanen Tumorzelllinien sind. Die IC50-Werte von

beiden Substanzen liegen alle im mikromolaren Bereich (Tab. 4).

Bei der Interaktion mit Kalbsthymus-DNA wurden deutliche Unterschiede zwischen den

beiden Alkaloiden beobachtet. So zeigt Lycorin weder im Ethidiumbromid-

Verdrängungsassay (Abb. 50) noch im Kompetitionsassay mit Hoechstfarbstoff H33258

(Abb. 51) über einen großen Konzentrationsbereich einen Effekt, während Lycobetain

dagegen mit einem ED50-Wert von 13 µM im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay (Abb. 50)

sowie mit einem ED50-Wert von 0,5 µM im Kompetitionsassay mit H33258 (Abb. 51) mit der

DNA interagiert.
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Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Substanzen in den

Intercalationstests kann in der Struktur der Verbindungen liegen. In Abbildung 52 sind die

berechneten Molekülstrukturen (Tripos, Sybyl, Molecular Modeling Software, Version 6.4)

der beiden Substanzen dargestellt. Während Lycobetain aufgrund seines konjugierten

aromatischen Ringsystems eine planare Struktur besitzt, hat Lycorin durch sein zum Teil

hydriertes Ringsystem keine planare Form. Die planare Struktur einer Substanz scheint aber

notwendig für die Intercalation in die DNA (siehe Kapitel 2.3) zu sein.

Abb. 52: Berechnete Molekülstruktur von Lycorin (9) und Lycobetain (10)

4.3.4 Wachstumshemmende Wirkung der Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Derivate

Die in dieser Arbeit synthetisierten Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate

wurden an den drei humanen Tumorzelllinien LXFL529L, GXF251L und CXF94L auf ihre

wachstumshemmende Wirkung im Sulforhodamin-B-Assay getestet (Tab. 4).

(9)

(10)
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Tab. 4: Wachstumshemmende Wirkung von Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivaten
an drei humanen Tumorzelllinien; IC50-Wert [µM]

SRB, IC50 [µM]1)

LXFL529L GXF251L CXF94L

Phenanthridin (31) 81 ± 1 171 151

N-Methyl-phenanthridinium-

methansulfonat (62)

26 ± 3 22 ± 4 37 ± 2

2-Methoxyphenanthridin (51) 87 ± 3 174 121

2-Hydroxyphenanthridin (52) 34 ± 2 42 ± 3 37 ± 3

2-Bromphenanthridin (63) *nicht

bestimmt

*nicht

bestimmt

*nicht

bestimmt

2,3-Methylendioxyphenanthridin (45) 53 ± 3 109 111

8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) 139 173 46 ± 2

Benzo[c]phenanthridin (47) 37 ± 3 134 43 ± 4

1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]-

phenanthridin (44)

42 ± 4 88 ± 3 17 ± 2

1)Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhängigen Messungen ermittelt

*nicht bestimmt: IC50-Wert nicht ermittelbar, da Substanz sehr früh ausfällt (50 µM)

Während Lycorin und Lycobetain potente Wachstumsinhibitoren sind (Tab. 3), zeigten die

synthetisierten Substanzen keinen so starken Effekt. Einzig N-Methyl-

phenanthridiniummethansulfonat (62) und 2-Hydroxyphenanthridin (52) bewirkten bei allen

drei Tumorzelllinien eine cytotoxische Wirkung mit IC50-Werten unter 50 µM und können als

schwache Wachstumsinhibitoren bezeichnet werden. Bei allen anderen Substanzen dagegen

treten zwischen den verschiedenen Tumorzelllinien signifikante Unterschiede auf. So zeigten

Phenanthridin (31), 2-Methoxyphenanthridin (51) und 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45)

bei LXFL529L die größte Wirkung, während bei GXF251L und CXF94L keine Cytotoxizität

zu beobachten ist. Aufgrund der IC50-Werte von ~ 80 µM bei 31 und 51 besitzen diese

Substanzen aber keine starke Wachstumshemmung. 45 mit einem IC50-Wert von 53 µM

zeigte dagegen eine schwache Wachstumshemmung. 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) wies

dagegen die größte Hemmung bei den CXF94L mit einem IC50-Wert von 46 µM, während bei
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den beiden anderen Zelllinien keine cytotoxische Wirkung zu beobachten war. Auch hier war

die Wachstumshemmung im Vergleich zu Lycorin und Lycobetain deutlich schwächer.

Benzo[c]phenanthridin (47) und 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) hemmten

dagegen das Wachstum von LXFL529L und CXF94L in einem Bereich von ~ 40 µM, wobei

44 mit einem IC50-Wert von 17 µM bei CXF94L deutlich stärker hemmte. Gegenüber

GXF251L besitzt 44 einen IC50-Wert von 88 µM, während 47 keinen Effekt aufweist.

Generell kann man sagen, dass keine der Substanzen eine so starke wachstumshemmende

Wirkung besitzt wie Lycorin und Lycobetain.

4.3.5 Interaktion der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate mit

Kalbsthymus-DNA

Analog zu den Verbindungen Lycorin und Lycobetain wurden die Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Derivate im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay und im

Hoechstfarbstoff-H33258-Verdrängungsassay getestet. Die Ergebnisse des Ethidiumbromid-

Verdrängungsassays bzw. des Kompetitionsassays mit dem Hoechstfarbstoff H33258 sind in

den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abb. 53: Ethidiumbromid-Verdrängungsassay von Actinomycin D (Positivkontrolle), Lycobetain
(Referenzverbindung), N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (Methansulfonat-Salz),
Phenanthridin, 2-Hydroxyphenanthridin und 8,9-Dimethoxyphenanthridin

In Abbildung 53 sind die Ergebnisse der synthetisierten Verbindungen im Ethidiumbromid-

Verdrängungsassay gezeigt. Während Actinomycin D als Positivkontrolle im Assay einen

ED50-Wert von 2 µM und Lycobetain als Referenzverbindung einen ED50-Wert von 13 µM

besitzen, zeigten alle synthetisierten Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate

außer N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (Methansulfonat-Salz) über einen großen

Konzentrationsbereich keine Interaktion mit der DNA. Bei N-Methyl-phenan-

thridiniummethansulfonat (62) war dagegen eine Abnahme der Fluoreszenzintensität zu

beobachten. Hier lag der ED50-Wert bei ~ 150 µM.

Für die Substanzen 2-Methoxyphenanthridin (51), 2-Bromphenanthridin (63), 2,3-Methylen-

dioxyphenanthridin (45), Benzo[c]phenanthridin (47) und 1,2,3,4-Tetrahydro-benzo[c]-

phenanthridin (44) konnten im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay keine ED50-Werte

ermittelt werden, da diese Verbindungen ab einer Konzentration von 25 µM ausfielen und

eine Bestimmung deshalb nicht möglich war.
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Im Hoechstfarbstoff-H33258-Kompetitionsassay (Abb. 54) zeigten die synthetisierten

Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate ein anderes Verhalten als im

Ethidiumbromid-Verdrängungsassay. Während für 2-Bromphenanthridin (63) und 1,2,3,4-

Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) auch in diesem Assay keine ED50-Werte bestimmt

werden konnten, weil die Verbindungen ab 25 µM ausfielen, wiesen nur 2-Hydroxy-

phenanthridin (52) und 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) in einem Konzentrationsbereich bis

zu 200 µM keinen Effekt auf. Für Phenanthridin (31), das in der Abbildung wegen des

kleinen Konzentrationsbereichs (bis 25 µM) nicht abgebildet wurde, konnte ein ED50-Wert

von ~ 160 µM ermittelt werden.

Abb. 54: Hochstfarbstoff-Kompetitionsassay von Netropsin (Positivkontrolle), Lycobetain
(Referenz-verbindung), N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (Methansulfonat-Salz),
2,3-Methylendioxyphenanthridin, Benzo[c]phenanthridin und 2-Methoxyphenanthridin

Wie in Abbildung 54 gezeigt, hat die Positivkontrolle Netropsin einen ED50-Wert von 0,3 µM

und die Referenzverbindung Lycobetain einen ED50-Wert von 0,5 µM. Für N-Methyl-phenan-

thridiniummethansulfonat (62) wurde ein ED50-Wert von 4 µM, für 2,3-Methylen-

dioxyphenanthridin (45) von 9 µM, für Benzo[c]phenanthridin (47) von 13 µM und für

2-Methoxyphenanthridin (51) von 16 µM ermittelt. Die Ergebnisse zeigen, dass diese vier
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synthetisierten Substanzen mit Netropsin um die DNA-Bindungsstellen konkurrieren und als

Liganden der kleinen Furche betrachtet werden können.

4.3.6 Zusammenfassende Diskussion zu den in vitro Untersuchungen der Phenan-

thridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate

Wie die Ergebnisse des Sulforhodamin-B-Assays zeigten, sind die synthetisierten

Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate schwächere Wachstumshemmer als

Lycorin und Lycobetain. N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (62), 2-Hydroxy-

phenanthridin (52) und N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37) zeigten eine Wachstums-

hemmung in einem Bereich zwischen 20 und 50 µM bei allen drei Tumorzelllinien.

Benzo[c]phenanthridin (47) bewirkte eine Wachstumshemmung von ~ 40 µM nur an den

Zelllinien LXFL529L und CXF94L, während 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44)

nur an der Zelllinie LXFL529L eine Wachstumshemmung von ~ 40 µM aufwies und an

CXF94L mit 17 µM deutlich stärker hemmte. Phenanthridin (31), 2-Methoxyphenanthri-

din (51) und 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45) zeigten nur bei LXFL529L mit

IC50-Werten von ~ 80 µM (31 und 51) und ~ 50 µM (45) Wachstumshemmung. 8,9-Di-

methoxyphenanthridin (57) besaß nur bei CXF94L einen IC50-Wert von ~ 50 µM sowie

N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43) nur bei GXF251L (IC50 = 67 µM).

Bei den zwei Tests zur Interaktion mit der DNA (Ethidiumbromid-Verdrängungsassay und

Hoechstfabstoff-H33258-Kompetitionsassay) konnte unterschiedliches Verhalten der

synthetisierten Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate beobachtet werden. So

wurde im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay nur für N-Methyl-phenanthridinium-

methansulfonat (62) ein ED50-Wert von ~ 150 µM ermittelt, während für Phenanthridin (31),

2-Hydroxyphenanthridin (52) und 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) kein Effekt über einen

großen Konzentrationsbereich (bis 200 µM) auftrat. Bei den anderen Substanzen war eine

Bestimmung von ED50-Werten wegen der schlechten Löslichkeit nicht möglich. Im

Hoechstfarbstoff-H33258-Kompetitionsassay wurden für einige Substanzen ED50-Werte im

unteren mikromolaren Bereich (bis 20 µM) ermittelt. Hier besaß N-Methylphenanthridinium-



                                                                                                                                                                79

methansulfonat (62) mit 4 µM die größte DNA-Interaktion. 2,3-Methylendioxyphenan-

thridin (45) mit einem ED50-Wert von 9 µM, Benzo[c]phenanthridin (47) von 13 µM,

2-Methoxyphenanthridin (51) von 16 µM und N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37) von

16 µM konkurrieren ebenfalls mit Hoechstfarbstoff H33258 um die Bindungsstellen der

DNA. 2-Hydroxyphenanthridin (52) und 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) zeigten wie im

Ethidiumbromid-Verdrängungsassay keinen Effekt. Bei den übrigen Substanzen konnte ein

ED50-Wert aufgrund der schlechten Löslichkeit nicht ermittelt werden.

Die relativ gute biologische Wirksamkeit von N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat

(62) im Gegensatz zu Phenanthridin (31) könnte auf den Methyl-Substituenten am Stickstoff

und die veränderte Löslichkeit der Verbindung zurückzuführen sein. Beim Vergleich der

Strukturen von 10 und 62 ist zu erkennen, dass die Methyl-Gruppe von 62 und der Pyrrol-

Ring von 10 ähnliche Positionen einnehmen und bei der Interaktion mit der DNA eine Rolle

spielen könnten (Abb. 55).

Abb. 55: Berechnete Molekülstrukturen von Phenanthridin (31), Lycobetain (10) und N-Methyl-
phenanthridiniummethansulfonat (62)

Die gute biologische Wirkung von Lycobetain ist nicht nur auf den Pyrrol-Ring, sondern auch

auf die Methylendioxy- und Hydroxy-Gruppe zurückzuführen, wie ein Vergleich mit 31 zeigt.

(31)

(10)

(62)
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Benzo[c]phenanthridin (47) und 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) besitzen

unterschiedliche wachstumshemmende Wirkung. So zeigte 44 an allen drei Tumorzelllinien

Wachstumshemmung, während 47 nur bei LXFL529L und CXF94L cytotoxisch wirkte. In

den DNA-Interaktions-Untersuchungen konnten für beide Substanzen im Ethidiumbromid-

Verdrängungsassay keine ED50-Werte ermittelt werden, da die Substanzen schlecht löslich

(bis 25 µM) waren. Hingegen im Hoechstfarbstoff-H33258-Kompetitionsassay besaß 47

einen ED50-Wert von 13 µM, was auf eine Interaktion mit der DNA schließen lässt. Bei 44

konnte auch im Kompetitionsassay mit H33258 kein ED50-Wert bestimmt werden, da auch in

diesem Fall die Substanz ab einer Konzentration von 25 µM nicht mehr gelöst werden konnte.

Dass 47 mit der DNA interagiert, dürfte auf das konjugierte aromatische System im Molekül

zurückzuführen sein, aus dem eine planare Struktur resultiert (Abb. 56). 44 war bei den

Versuchsbedingungen schwer löslich und eine Interaktion mit der DNA konnte nicht ermittelt

werden. Im SRB-Test zeigte 44 dagegen eine bessere Wachstumshemmung als 45 und im

Vergleich mit der guten wachstumshemmenden Wirkung von Lycorin könnte auch bei 44 ein

anderer Wirkmechanismus die Ursache sein, da sowohl 9 als auch 44 aufgrund eines

aliphatischen Ringes keine planare Struktur besitzen (Abb. 56).

Abb. 56: Berechnete Molekülstrukturen von Benzo[c]phenanthridin (47), Lycorin (9) und
1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44)

(47)

(9)

(44)
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde reines Lycorin aus Pflanzenmaterial gewonnen. Durch

Oxidation von Lycorin wurde Lycobetain dargestellt und als Acetat und Chlorid isoliert. Des

weiteren wurden verschiedene Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate

synthetisiert und auf ihre cytotoxische Wirkung untersucht. Dies geschah mit dem

Hintergrund, dass Lycorin und Lycobetain, die eine Phenanthridin-Grundstruktur besitzen,

Wachstumsinhibitore sind und Lycobetain als Topoisomerase-Inhibitor identifiziert wurde

[Niederberger, 1998]. Mit den Daten aus den biologischen Untersuchungen sollten Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen aufgestellt werden.

Für die Synthesen des Phenanthridingrundgerüstes wurde die radikalische Cyclisierung, die

Cyclisierung in flüssigem Ammoniak und die photochemische Cyclisierung ausgewählt, da

bei diesen Reaktionen die Vorstufen aus leicht zugänglichen Ausgangsmaterialien gut

darstellbar und durch Variation der Substituenten sehr vielfältig sind.

Ausgehend von den Verbindungen N-(2-Brombenzyl)-5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthylamin (38)

und N-(2-Brombenzyl)-3,4-methylendioxyanilin (41) konnten mit der radikalischen

Cyclisierung die Substanzen 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44) und

2,3-Methylendioxyphenanthridin (45) dargestellt werden. Da die Aufarbeitung der

Reaktionsansätze, insbesondere die Eliminierung der Organozinnverbindungen, sich als

schwierig erwiesen, und auch nur befriedigende Ausbeuten erhalten wurden, wurde die

Cyclisierung einiger Substanzen in flüssigem Ammoniak durchgeführt.

Bei dieser Synthesevariante wurden ausgehend von N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37)

und N-(2-Brombenzyl)-4-methoxyanilin (39) die Verbindungen Benzo[c]phenanthridin (47)

und 2-Methoxyphenanthridin (51) in Ausbeuten um die 60 % gewonnen. Die Ausbeute von

2-Hydroxyphenanthridin (52), dargestellt aus N-(2-Brombenzyl)-4-hydroxyanilin (40), lag bei

etwa 30 %, was auf die Hydroxy-Gruppe als Substituent und auf die längere Reaktionszeit

zurückzuführen ist. Die Cyclisierung von N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin (42) in

flüssigem Ammoniak verläuft aufgrund des aliphatischen Ringes über eine intramolekulare
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Addition des Stickstoffs an die Arinbindung und der Bicyclus 7-Cyclohexyl-7-aza-

bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien (55) wurde isoliert (Abb. 35).

Die Darstellung von 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57) gelang durch photochemische

Cyclisierung von N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43). Die Ausbeute von 13 % ist

niedriger als die Ausbeuten bei der radikalischen Cyclisierung.

Bei vergleichender Betrachtung der drei durchgeführten Cyclisierungsreaktionen scheint die

Cyclisierung in flüssigem Ammoniak die bessere Variante zu sein, da die Substanzen in guten

Ausbeuten gewonnen werden konnten. Durch Substituenten wie z. B. Hydroxy-Gruppen

verringerte sich die Ausbeute jedoch deutlich. Die radikalische Cyclisierung mit Tributyl-

zinnhydrid hat den großen Nachteil, dass Organzinnverbindungen eine hohe Toxizität

besitzen und als Verunreinigungen schwer aus dem Reaktionsansatz entfernt werden können

und dadurch die Ausbeuten im allgemeinen nicht sehr hoch ausfallen. Bei der

photochemischen Cyclisierung sind die Ausbeuten generell niedrig, da viele Nebenreaktionen

ablaufen können, die die Ausbeute an der gewünschten Verbindung stark reduzieren. Welche

der drei Cyclisierungsreaktionen bei der Synthese von Verbindungen eingesetzt werden kann,

hängt immer von der eingesetzten Ausgangsverbindung und der gewünschten Zielverbindung

ab.

Die biologische Wirkung der synthetisierten Substanzen wurde mittels Sulforhodamin-B-

Assay, Ethidiumbromid-Verdrängungsassay und dem Kompetitionsassay mit Hoechst-

farbstoff H33258 untersucht. Die wachstumshemmende Wirkung der Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Derivate war im Vergleich zu Lycorin (~ 2 µM) und Lycobetain

(~ 3 µM) deutlich niedriger und lag bei allen Substanzen über 10 µM. Auch bei den

Ergebnissen zur DNA-Interaktion zeigte sich, dass keine der Phenanthridin- und

Benzo[c]phenanthridin-Derivate im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay einen ED50-Wert

kleiner als 20 µM (Lycobetain: ED50 = 13 µM) bzw. im Kompetitionsassay mit H33258 einen

ED50-Wert kleiner als 1 µM (Lycobetain: ED50 = 0,5 µM) besaßen.

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten reichen nicht aus, um eine Struktur-Aktivitäts-

Beziehung aufstellen zu können. Dazu müssen weitere Substanzen synthetisiert und eine

Reihe von zusätzlichen biologischen Untersuchungen durchgeführt werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Lycorin und Lycobetain

6.1.1 Isolierung von Lycorin (9) aus Pflanzenmaterial

1 kg getrocknetes Pflanzenmaterial (Sternbergia lutea) wird in 1%iger Schwefelsäure

aufgeschwemmt und über Nacht gerührt. Anschließend wird die Lösung durch ein Tuch

gepresst und das Filtrat mit konz. NaOH-Lösung auf pH 10 eingestellt. Die alkalische Lösung

lässt man drei Tage im Dunkeln stehen, wobei das Lycorin ausfällt. Der Niederschlag wird

abzentrifugiert und aus Ethanol umkristallisiert. Die Mutterlauge wird im Vakuum eingeengt

und zur erneuten Ausfällung im Dunkeln aufbewahrt [Evidente et al., 1983b; Evidente et al.,

1984a]. Die Ausbeute an 9 beträgt 2,2 g. Der Schmelzpunkt von 259 °C und die spektro-

skopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben überein [Evidente et al., 1983a;

Likhitwitayawuid et al., 1993].

Elementaranalyse: C16H17NO4 (MG 287,32)

Ber.: C 66,9 % H 5,8 % N 4,9 %
Gef.: C 66,1 % H 5,6 % N 4,7 %

O

O

N

OH

HO

H

H

(9)
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1H-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

6,80 s, 1 H C-11H

6,67 s, 1 H C-8H

5,94 s, 1H C-12H2

5,93 s, 1 H C-12H2

5,35 s1), 1 H C-3H

4,86 d, 1 H; 3JH,H = 5,8 C-1, -OH

4,76 s1), 1 H C-2, -OH

4,26 s1), 1 H C-1H

4,00 d, 1 H; 3JH,H = 12,4 C-7H�

3,96 s1), 1 H C-2H

3,31 d, 1 H; 3JH,H = 12,4 C-7H.

3,18 t, 1 H; 3JH,H = 12,4 C-5H�

2,59 d, 1H; 3JH,H = 10,5 C-11cH

2,52 – 2,36 m, 3 H C-4H.��, C-11bH

2,19 q, 1 H; 3JH,H = 12,4 C-5H.

   1) verbreitert

O

O

N

OH

HO

H

H

1
2

3

4

5
78

11

11b

11c
12
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13C-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

145,8 s C-9

145,4 s C-10

141,9 s C-3a

129,9 s C-7a

129,8 s C-11a

118,7 d; 1JC,H = 157 C-3

107,2 d; 1JC,H = 161 C-8

105,2 d; 1JC,H = 161 C-11

100,7 t; 1JC,H =174 C-12

71,9 d; 1JC,H = 145 C-1

70,4 d; 1JC,H = 151 C-2

61,0 d; 1JC,H = 127 C-11c

56,9 t; 1JC,H = 132 C-7

53,5 t; 1JC,H = 128 C-5

40,4 d; n.b.1) C-11b

28,3 t; 1JC,H = 133 C-4

1) nicht bestimmt (liegt unterm LM-Signal)

O

O

N

OH

HO

H

H

1
2

3

3a

4

5
7

7a
8

9
10

11
11a

11b

11c
12
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

287 M+ 36

268 [M+ - H3O] 27

250 [M+ - Cl] 30

226 [250 - C2H4] 100

163 [226 - CH2O3] 32

105 [163 - C3H7N
+] 38

6.1.2 Lycobetainchlorid (10a)

Lycorin (500 mg, 1,74 mmol) und Selendioxid (340 mg, 3,06 mmol) werden in 30 ml Ethanol

vorgelegt und zwei Stunden zum Sieden erhitzt (DC-Kontrolle: Kieselgel, Chloro-

form/Methanol 4:1, Rf = 0,1). Nach dem Abkühlen der Reaktionslösung wird das

überschüssige Selendioxid abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Rückstand

wird in destilliertem H2O aufgenommen und mit verdünnter Salzsäure das Lycobetainchlorid

gefällt. Der Niederschlag wird filtriert und im Vakuum getrocknet [Fales et al., 1955; Ghosal

et al., 1986]. Die Ausbeute beträgt 244 mg (46 %). Die Charakterisierung von 10 erfolgte

durch Bestimmung des Schmelzpunktes (273 °C), durch Elementaranalyse und mittels
1H-NMR- und 13C-NMR-Spektroskopie.

O

O

N

OH

HO

H

H

O

O

OH

N+

Cl-

(9) (10a)

SeO2, HCl
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Elementaranalyse: C16H12NO3Cl (MG 301,72)

Ber.: C 63,6 % H 4,0 % N 4,6 %
Gef.: C 59,5 % H 4,4 % N 4,1 %

1H-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

11,00 s, 1 H C-2, -OH

9,56 s, 1 H C-7H

8,29 s, 1 H C-11H

7,89 s, 1 H C-8H

7,81 s, 1 H C-3H

7,45 s, 1 H C-1H

6,43 s, 2 H -O-CH2-O-

5,19 t, 2 H; 3JH,H = 6,7 C-5H2

3,67 t, 2 H; 3JH,H = 6,7 C-4H2

O

O

N+

OH

1 3

4

578
9
10

11

Cl-
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13C-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

161,1 s C-2

155,5 s C-9

150,1 s C-10

141,5 d; 1JC,H = 182 C-7

138,8 s C-3a

131,3 s C-11c

130,8 s C-11b

125,0 s C-7a

122,6 s C-11a

117,0 d; 1JC,H = 162 C-3

107,4 d; 1JC,H = 175 C-8

104,1 d; 1JC,H = 168 C-11

103,9 d; 1JC,H = 165 C-1

101,7 t; 1JC,H = 170 C-12

55,9 t; 1JC,H = 152 C-5

27,5 t; 1JC,H = 138 C-4

O

O

N+

OH

1
2 3

3a

4

5
7

7a
8

9
10

11
11a

11b

11c
12

Cl-
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

301 M+ 9

265 [M+ - Cl] 75

237 [265 – C2H4] 100

195 [237 – C2H2O] 12

6.2 Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate

6.2.1 Ausgangsmaterial: Aromatische sekundäre Amine

SYN 1 [Organikum, 1984]: Der entsprechende Aldehyd (1 g, 5,41 mmol) wird in 5 ml

Ethanol gelöst und das jeweilige Amin (5,41 mmol) portionsweise zugegeben. Nach der

Zugabe wird die Lösung zwei Stunden bei Raumtemperatur gerührt und für 30 Minuten zum

Sieden erhitzt. Anschließend wird das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt und

getrocknet. Die gebildete Schiff´sche Base wird direkt weiter umgesetzt und mit einem

sechsfachen Überschuss an Natriumborhydrid in 30 ml Ethanol eine Stunde unter Rückfluss

erhitzt. Nach dem Abkühlen der Lösung auf Raumtemperatur wird das überschüssige

Natriumborhydrid in H2O gelöst und die wässrige Lösung dreimal mit Ether ausgeschüttelt.

O

H
H2N

1.  EtOH
+

R1

R2

R3

R4

R5

2.  NaBH4, EtOH

Br

Br

NH

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R7

R6
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Die vereinigte Etherphase wird über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Filtrat eingeengt.

Der Rückstand wird aus Ethanol umkristallisiert.

Die synthetisierten Amine werden mittels 1H-NMR-Spektrum und 13C-NMR-Spektrum

identifiziert.

6.2.1.1 N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin (37)

SYN 1, 1g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 774 mg (5,41 mmol) 1-Naphthylamin; die

Ausbeute beträgt 1,4 g (84 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,82 - 7,79 m, 2 H C-11H, C-14H

7,53 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-10H

7,48 - 7,39 m, 3 H C-6H, C-12H,

C-13H

7,31 - 7,19 m, 3 H C-3H, C-4H,

C-5H

7,06 pt, 1 H C-9H

6,46 d, 1 H; 3JH,H = 7,1 C-8H

4,84 -NH

4,49 s -CH2

NH

Br

R1 + R2  =   -(CH)4-

R3, R4, R5, R6, R7 = H

(37)

NH

Br

3
4
5

6
8

9
10

11

12
13

14
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6.2.1.2 N-(2-Brombenzyl)-5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthylamin (38)

SYN 1, 1 g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 795 mg (5,41 mmol) 5,6,7,8-Tetrahydro-1-

naphthylamin ; die Ausbeute beträgt 1,6 g (92 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,86 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-6H

7,66 d, 1 H; 3JH,H = 7,6 C-3H

7,53 pt, 1 H C-4H

7,43 pt, 1 H C-5H

7,28 pt, 1 H C-9H

6,81 d, 1 H; 3JH,H = 7,4 C-8H

6,65 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-10H

4,72 s, 2 H -CH2

4,42 -NH

3,04 t, 2 H; 3JH,H = 6,3 C-11H2

2,76 t, 2 H; 3JH,H = 6,6 C-14H2

2,21 - 2,03 m, 4 H C-12H2, C-13H2

NH

Br

R1 + R2 = -(CH2)4-

R3, R4, R5, R6, R7 = H

(38)

NH

Br

3
4
5

6
8 9

10

11

12
13

14
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6.2.1.3 N-(2-Brombenzyl)-4-methoxyanilin (39)

SYN 1, 1g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 665 mg (5,41 mmol) p-Anisidin; die Ausbeute

beträgt 1,3 g (86 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,56 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-6H

7,41 d, 1 H; 3JH,H = 7,6 C-3H

7,26 pt, 1 H C-4H

7,12 pt, 1 H C-5H

6,78 2 H, AA’BB‘-System C-8H, C-9H

6,59 2 H, AA’BB‘-System C-11H, C-12H

4,36 s, 2 H -CH2

3,99 -NH

3,74 s, 3 H -OCH3

NH

Br
OCH3 R3 = -OCH3

R1, R2, R4, R5, R6, R7 = H

(39)

NH

Br
OCH3

3
4
5

6
8

9

11
12
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6.2.1.4 N-(2-Brombenzyl)-4-hydroxyanilin (40)

SYN 1, 1g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 590 mg (5,41 mmol) 4-Hydroxyanilin; die

Ausbeute beträgt 798 mg (53 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,53 d, 1 H; 3JH,H = 8,2 C-6H

7,47 d, 1 H; 3JH,H = 7,8 C-3H

7,19 pt, 1 H C-4H

7,09 pt, 1 H C-5H

6,46 2 H, AA’BB‘-System C-8H, C-9H

6,29 2 H, AA’BB‘-System C-11H, C-12H

4,41 s, 2 H -CH2

4,35 -NH

NH

Br
OH

R1, R2, R4, R5, R6, R7 = H

R3 = -OH

(40)

NH

Br
OH

3
4
5

6
8

9

11
12
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6.2.1.5 N-(2-Brombenzyl)-3,4-methylendioxyanilin (41)

SYN 1, 1 g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 741 mg (5,41 mmol) 3,4-Methylendioxyanilin;

die Ausbeute beträgt 1,5 g (93 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

8,99 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-6H

8,82 d, 1 H; 3JH,H = 7,4 C-3H

8,69 pt, 1 H C-4H

8,56 pt, 1 H C-5H

8,07 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-9H

7,68 s, 1 H C-12H

7,47 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-8H

7,27 s, 2 H -O-CH2-O-

5,76 s, 2 H -CH2

5,29 -NH

NH

Br
O

O

R2 + R3 = -O-CH2-O-

R1, R4, R5, R6, R7 = H

(41)

NH

Br
O

O
3

4
5

6
8 9

12
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6.2.1.6 N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin (42)

SYN 1, 1 g (5,41 mmol) o-Brombenzaldehyd, 536 mg (5,41 mmol) Cyclohexylamin, 42 ist

eine  klare Flüssigkeit  mit  einem  Siedepunkt  von  129 °C bei 4,8 kPa; die Ausbeute  beträgt

1,2 g (81 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,51 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-6H

7,38 d, 1 H; 3JH,H = 7,5 C-3H

7,25 pt, 1 H C-4H

7,08 pt, 1 H C-5H

4,86 s, 2 H -CH2

4,61 -NH

2,51 - 2,42 m, 1 H C-13H

1,97 - 1,58 m, 4 H C-8H2, C-12H2

1,32 - 1,08 m, 6 H C-9H2, C-10H2,

C-11H2

NH

Br R1, R2, R3, R4, R5 = H2

R6, R7 = H

(42)

NH

Br

3
4
5

6
8

9
10

11
12

13
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6.2.1.7 N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (43)

SYN 1, 1 g (6,02 mmol) 3,4-Dimethoxybenzaldehyd, 1 g (6,02 mmol) o-Bromanilin; die

Ausbeute beträgt 1,1 g (63 %)

1H-NMR-Daten: CDCl3, 200 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,78 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-9H

7,49 pt, 1 H C-10H

7,28 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-12H

7,27 s, 1 H C-3H

7,18 d, 1 H; 3JH,H = 7,4 C-6H

6,98 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-7H

6,96 pt, 1 H C-11H

5,08 -NH

4,67 s, 2 H -CH2

4,22 s, 6 H -OCH3

NH

Br

R1, R2, R3, R4 = H

R5 = Br

R6, R7 = -OCH3

CH3O

CH3O

(43)

NH

Br

3

6
7

9CH3O

CH3O

10
11

12
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6.2.2 Allgemeine Synthesevorschrift für die radikalische Cyclisierung

SYN 2 [Rosa et al., 1997a,b,c]: Es werden das entsprechende Amin und Tributylzinnhydrid in

30 ml absolutem Toluol vorgelegt und die Reaktionslösung zum Sieden erhitzt. Zur Lösung

wird Azobisisobutyronitril, gelöst in 15 ml absolutem Toluol, langsam zugetropft. Das

Anspringen der Reaktion ist am Farbumschlag von farblos nach gelb zu beobachten. Nach

zwei Stunden wird die Lösung auf Raumtemperatur abgekühlt, mit Mangandioxid versetzt

und erneut eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wird die Reaktionslösung

durch Celite filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Rückstand wird in n-Pentan

aufgenommen und mit verdünnter Salzsäure dreimal gewaschen, um

Organozinnverbindungen zu entfernen. Die organische Lösung wird über Na2SO4 getrocknet,

filtriert, eingeengt und der Rückstand aufgereinigt.

Im Folgenden werden die eingesetzten Mengen der Ausgangsverbindungen (aromatische

sekundäre Amine), des Tributylzinnhydrids und des Azobisisobutyronitrils sowie die

Vorgehensweise zur weiteren Aufarbeitung und die Analysendaten angegeben.

6.2.2.1 1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin (44)

SYN 2, 500 mg (1,58 mmol) N-(2-Brombenzyl)-5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthylamin, 920 mg

(3,16 mmol) Tributylzinn, 155 mg (0,95 mmol) Azobisisobutyronitril, DC-Kontrolle

(Kieselgel, Dichlormethan/n-Hexan (1:1), Rf = 0,5). Der Rückstand wird durch

Säulenchromatographie (Kieselgel, Dichlormethan/n-Hexan (1:1)) und anschließender

Sublimation gereinigt. 44 ist ein hellgelbes Pulver mit einem Schmelzpunkt von 98 °C. Die

Ausbeute beträgt 66 mg (18 %).

N

NH

Br
1. Bu3SnH, AIBN, abs. Toluol

2. MnO2

(38) (44)
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Elementaranalyse: C17H15N (MG 233,31)

Ber.: C 87,5 % H 6,5 % N 6,0 %
Gef.: C 84,8 % H 7,1 % N 5,4 %

1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,31 s, 1 H C-6H

8,56 d, 1 H; 3JH,H = 8,2 C-10H

8,33 d, 1 H; 3JH,H = 8,5 C-11H

8,04 d, 1 H; 3JH,H = 7,6 C-7H

7,82 pt, 1 H C-9H

7,64 pt, 1 H C-8H

7,40 d, 1 H; 3JH,H = 8,2 C-12H

3,43 t, 2 H; 3JH,H = 6,2 C-1H2

2,98 t, 2 H; 3JH,H = 6,2 C-4H2

2,02 - 1,89 m, 4 H C-2H2, C-3H2

N

3
4

67
8
9

10

11
12 1

2
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13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

151,8 d; 1JC,H = 175 C-6

142,6 s C-4b

137,9 s C-6a

135,5 s C-10a

133,0 s C-10b

130,8 s C-12a

128,9 d; 1JC,H = 161 C-9

128,7 d; 1JC,H = 169 C-8

126,8 d; 1JC,H = 170 C-10

125,8 d; 1JC,H = 170 C-7

121,8 s C-4a

121,7 d; 1JC,H = 166 C-12

119,1 d; 1JC,H = 159 C-11

30,2 t; 1JC,H = 127 C-1

25,4 t; 1JC,H = 127 C-4

23,1 t; 1JC,H = 129 C-2

22,9 t; 1JC,H = 129 C-3

N

3
4

67
8
9

10

11
12 1

2

4a
4b

6a

10a

10b

12a
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

233 M+ 100

218 [M+ - CH3] 47

179 [M+ - C4H6] 53

151 [179 - C2H4] 9

76 [C6H4
+] 8

6.2.2.2 2,3-Methylendioxyphenanthridin (45)

SYN 2, 500 mg (1,63 mmol) N-(2-Brombenzyl)-3,4-methylendioxyanilin, 950 mg (3,26

mmol) Tributylzinn, 160 mg (0,98 mmol) Azobisisobutyronitril, DC-Kontrolle (Kieselgel,

Dichlormethan/n-Hexan (1:1), Rf = 0,3). Der Rückstand wird durch Säulenchromatographie

an Kieselgel mit Dichlormethan als Fließmittel gereinigt. 2,3-Methylendioxyphenanthridin

bildet hellbeige Kristalle mit einen Schmelzpunkt von 176 °C. Die Ausbeute an 45 beträgt

76 mg (21 %).

Elementaranalyse: C14H9NO2 (MG 223,23)

Ber.: C 75,3 % H 4,1 % N 6,3 %
Gef.: C 73,0 % H 4,7 % N 5,6 %

N

O

O

NH

Br
O

O 2. MnO2

abs. Toluol
1. Bu3SnH, AIBN,

(41) (45)
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1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,13 s, 1 H C-6H

8,36 d, 1 H; 3JH,H = 7,9 C-10H

7,98 d, 1 H; 3JH,H = 7,6 C-7H

7,84 s, 1 H C-1H

7,78 pt, 1 H C-9H

7,62 pt, 1 H C-8H

7,53 s, 1 H C-4H

6,13 s, 2 H -O-CH2-O-

N

O

O

4

67
8
9

10

1
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13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

151,0 d; 1JC,H = 181 C-6

149,3 s C-3

148,2 s C-2

141,5 s C-4a

132,6 s C-10a

130,7 d; 1JC,H = 161 C-10

128,7 d; 1JC,H = 160 C-9

126,6 d; 1JC,H = 163 C-8

125,6 s C-6a

121,6 d; 1JC,H = 160 C-7

120,1 s C-10b

107,6 d; 1JC,H = 167 C-1

101,9 t; 1JC,H = 174 C-11

99,4 d; 1JC,H = 162 C-4

N

O

O

3

4

67
8
9

10

1
2

4a

6a

10a

10b

(45)

11
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

223 M+ 100

179 [M+ - C2H3O2] 95

83 [C4H3O2
+] 63

76 [C6H4
+] 13

6.2.3 Allgemeine Synthesevorschrift für die Cyclisierung in flüssigem Ammoniak

SYN 3 [Kessar et al., 1973a; Kessar et al., 1988]: In einem 500-ml-Dreihalskolben mit

Kondensationskühler und Einleitungsrohr werden 300 ml Ammoniak aus einer Gasbombe

einkondensiert. Vorsichtig wird Kalium in kleinen Stücken im Ammoniak gelöst, was am

Umschlagen der Farbe von farblos nach blau zu beobachten ist. Nach vollständigem Lösen

des Kaliums wird eine katalytische Menge Eisen(III)nitrat zugegeben, und es bildet sich

Kaliumamid (KNH2), welches am grauen Farbton der Lösung zu erkennen ist. Zu dieser

Reaktionslösung gibt man 150 ml absoluten Ether und das entsprechende sekundäre Amin,

und lässt die Reaktionslösung bis zu fünf Stunden rühren. Nach dem Ende der Reaktionszeit

(DC-Kontrolle) gibt man einen Überschuss an Ammoniumchlorid zu und erwärmt die Lösung

auf Raumtemperatur, wobei der Ammoniak verdampft. Anschließend wird der Rückstand in

200 ml H2O aufgenommen und die wässrige Phase dreimal mit Ether extrahiert. Die

vereinigte organische Phase wird zweimal mit H2O gewaschen, über Na2SO4 getrocknet,

eingeengt und der Rückstand aufgereinigt.

Im Folgenden werden die eingesetzten Mengen der Ausgangsverbindungen (sekundäre

Amine) und des Kaliums sowie die Vorgehensweise zur weiteren Aufarbeitung und die

Analysendaten angegeben.
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6.2.3.1 Benzo[c]phenanthridin (47)

SYN 3, 500 mg (1,60 mmol) N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin, 626 mg (16,0 mmol)

Kalium, DC-Kontrolle  (Kieselgel,  Dichlormethan/n-Hexan  (2:1),  Rf = 0,4),  Reaktionszeit:

3 h. Der Rückstand wird durch Sublimation gereinigt und die Ausbeute an 47 beträgt 231 mg

(63 %). Benzo[c]phenanthridin ist ein gelbes Pulver mit einem Schmelzpunkt von 132 °C.

Elementaranalyse: C17H11N (MG 229,28)

Ber.: C 89,1 % H 4,8 % N 6,1 %
Gef.: C 89,0 % H 4,7 % N 6,2 %

1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,49 s, 1 H C-6H

9,41 d, 1 H; 3JH,H = 8,3 C-4H

8,69 d, 1 H; 3JH,H = 8,0 C-10H

8,56 d, 1 H; 3JH,H = 9,2 C-11H

8,16 d, 1 H; 3JH,H = 7,8 C-7H

8,05 d, 1 H; 3JH,H = 8,9 C-1H

N

3
4

67
8
9

10

11
12 1

2

N

NH

Br

NH3, K, abs. Ether

(37) (47)
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7,99 d, 1 H; 3JH,H = 7,8 C-12H

7,90 pt, 1 H C-9H

7,80 - 7,68 m, 3 H C-2H, C-3H,

C-8H

13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

151,8 d; 1JC,H = 178 C-6

141,3 s C-4b

133,2 s C-10a

132,8 s C-6a

131,9 s C-10b

130,8 d; 1JC,H = 161 C-9

128,6 d; 1JC,H = 161 C-8

127,8 s C-4a

127,6 d; 1JC,H = 162 C-10

127,3 d; 1JC,H = 160 C-11

127,1 d; 1JC,H = 160 C-7

127,0 d; 1JC,H = 159 C-4

126,8 d; 1JC,H = 153 C-2

124,7 d; 1JC,H = 163 C-3

122,1 d; 1JC,H = 160 C-12

121,0 s C-12a

119,8 d; 1JC,H = 159 C-1

N

3
4

67
8
9

10

11
12 1

2

4a
4b

6a

10a

10b

12a
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

229 M+ 100

179 [M+ - C4H4] 22

151 [C12H7
+] 3

76 [C6H4
+] 3

6.2.3.2 2-Methoxyphenanthridin (51)

SYN 3, 500 mg (1,71 mmol) N-(2-Brombenzyl)-4-methoxyanilin, 670 mg (17,1 mmol)

Kalium, DC-Kontrolle (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2), Rf = 0,4), Reaktionszeit: 3 h.

Der  Rückstand wird  aus Ethanol umkristallisiert  und die Ausbeute beträgt 200 mg (56 %).

2-Methoxyphenanthridin hat einen Schmelzpunkt von 82 °C und liegt als farblose Kristalle

vor.

Elementaranalyse: C14H11NO (MG 209,25)

Ber.: C 80,4 % H 5,3 % N 6,7 %
Gef.: C 79,9 % H 5,4 % N 6,8 %

N

OCH3

NH

Br
OCH3

NH3, K, abs. Ether

(39)

(51)
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1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,12 s, 1 H C-6H

8,47 d, 1 H; 3JH,H = 8,3 C-10H

8,08 d, 1 H; 3JH,H = 9,0 C-4H

7,97 d, 1 H; 3JH,H = 8,0 C-7H

7,85 d, 1 H; 4JH,H = 2,7 C-1H

7,78 pt, 1 H C-9H

7,67 pt, 1 H C-8H

7,34 dd, 1 H; 3JH,H = 9,0,

4JH,H = 2,8

C-3H

3,98 s, 3 H -OCH3

N

OCH3

3

4

67
8
9

1

10
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13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

158,4 s C-2

151,0 d; 1JC,H = 178 C-6

139,8 s C-4a

132,0 s C-10a

131,5 d; 1JC,H = 161 C-4

130,4 d; 1JC,H = 162 C-9

128,6 d; 1JC,H = 160 C-7

127,4 d; 1JC,H = 162 C-8

126,5 s C-6a

125,1 s C-10b

121,8 d; 1JC,H = 159 C-10

118,4 d; 1JC,H = 161 C-3

103,0 d; 1JC,H = 160 C-1

55,6 q; 1JC,H = 144 -OCH3

N

OCH3

3

4

67
8
9

1
2

4a

6a

10
10a

10b
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

209 M+ 100

195 [M+ - CH3] 16

166 [M+ - C2H3O] 93

138 [166 - C2H4] 4

76 [C6H4
+] 3

6.2.3.3 2-Hydroxyphenanthridin (52)

SYN 3, 300 mg (1,08 mmol) N-(2-Brombenzyl)-4-hydroxyanilin, 422 mg (10,8 mmol)

Kalium, DC-Kontrolle (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2), Rf = 0,6), Reaktionszeit:

Nach 5 h Reaktion abgebrochen. Der Rückstand wird durch Säulenchromatographie

(Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2)) gereinigt. Die Ausbeute an 52 beträgt 57 mg

(27 %). 2-Hydroxyphenanthridin bildet farblose Kristalle mit einem Schmelzpunkt von

153 °C.

N

OH

NH

Br
OH

NH3, K, abs. Ether

(40)

(52)
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Elementaranalyse: C13H9NO (MG 195,22)

Ber.: C 79,9 % H 4,7 % N 7,2 %
Gef.: C 75,3 % H 5,5 % N 8,6 %

1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

8,64 -OH

8,38 s, 1 H C-6H

7,77 d, 1 H; 3JH,H = 8,8 C-10H

7,35 d, 2 H; 3JH,H = 8,8 C-4H, C-7H

7,06 s, 1 H C-1H

6,77 pt, 1 H C-9H

6,57 pt, 1 H C-8H

6,47 d, 1 H; 3JH,H = 8,6 C-3H

N

OH

3

4

67
8
9

1

10
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13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

157,2 d; 1JC,H = 183 C-6

155,9 s C-2

149,6 s C-4a

143,4 s C-10a

138,6 d; 1JC,H = 164 C-4

136,3 d; 1JC,H = 158 C-9

130,6 d; 1JC,H = 161 C-7

128,4 d; 1JC,H = 163 C-8

128,2 s C-6a

122,0 s C-10b

116,4 d; 1JC,H = 164 C-10

115,9 d; 1JC,H = 164 C-3

115,8 d; 1JC,H = 162 C-1

N

OH

3

4

67
8
9

1
2

4a

6a

10
10a

10b
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

197 MH2
+ 8

178 [M+ - OH3
+] 1

109 [C6H7NO+] 100

76 [C6H4
+] 44

6.2.3.4 7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien (55)

SYN 3, 500 mg (1,87 mmol) N-(2-Brombenzyl)-cyclohexylamin, 731 mg (18,7 mmol)

Kalium, DC-Kontrolle (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (2:1), Rf = 0,3), Reaktionszeit:

Nach 5 h Reaktion abgebrochen. Der Rückstand wird durch Säulenchromatographie

(Kieselgel, Petrolether/Diethylether (2:1)) gereinigt und die Ausbeute beträgt 129 mg (31 %).

7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien liegt als farbloses Öl vor und wird mit

verdünnter Salzsäure als Hydrochlorid kristallisiert (Schmelzpunkt: 217 °C).

Elementaranalyse: C13H18NCl (MG 223,75)

Ber.: C 69,8 % H 8,1 % N 6,3 %
Gef.: C 56,8 % H 8,3 % N 9,9 %

NH

Br
NH3, K, abs. Ether N

(42) (55)
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1H-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

7,61 d, 1 H; 3JH,H = 7,4 C-5H

7,44 pt, 1 H C-4H

7,34 d, 1 H; 3JH,H = 7,6 C-2H

7,30 pt, 1 H C-3H

4,29 s, 2 H C-8H2

3,15 - 3,07 m, 1 H C-9H

2,18 - 1,77 m, 2 H C-10H2

1,63 - 1,40 m, 2 H C-14H2

1,29 – 1,06 m, 6 H C-11H2, C-12H2, C-

13H2

N

H

H

H H

H

H

H
H

H

H

H

8

543
2

9
10

11 12
13

14

(55)

• HCl
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13C-NMR-Daten: d6-DMSO, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

133,5 s C-6

130,8 s C-1

126,1 d; 1JC,H = 164 C-4

125,2 d; 1JC,H = 165 C-5

124,3 d; 1JC,H = 164 C-2

122,8 d; 1JC,H = 161 C-3

57,2 d; 1JC,H = 142 C-9

42,9 t; 1JC,H = 144 C-8

28,7 t; 1JC,H = 128 C-14

28,6 t; 1JC,H = 127 C-10

24,9 t; 1JC,H = 128 C-11, C-13

24,2 t; 1JC,H = 125 C-12

Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

209 [M+ - CH3] 2

179 [M+ - C3H8] 29

121 [C8H11N
+] 59

106 [C7H8N
+] 100

36 [HCl+] 28

3

4

8

9

2

10

N5

11
12

13
14

6
1

• HCl
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6.2.4 8,9-Dimethoxyphenanthridin (57)

In einer Bestrahlungsapparatur, bestehend aus einem Reaktionsgefäß mit einer Tauchlampe

(TQ 150) und einem Kühlrohr aus Quarzglas, wird in 300 ml absolutem Dichlormethan

N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin (500 mg, 1,55 mmol) gelöst und die Reaktionslösung

bestrahlt (DC-Kontrolle: Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2), Rf = 0,6). Nach drei

Stunden wird die Bestrahlung abgebrochen und die Reaktionslösung dreimal mit gesättigter

NaHCO3-Lösung und zweimal mit gesättigter NaCl-Lösung extrahiert. Die organische Phase

wird über Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Rückstand

wird durch Säulenchromatographie (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (1:2)) aufgetrennt.

Die Ausbeute an 57 beträgt 48 mg (13 %).

1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,72 s, 1 H C-6H

7,32 d, 2 H; 3JH,H = 8,0 C-1H, C-4H

7,29 pt, 2 H C-2H, C-3H

6,87 s C-7H

6,83 s C-10H

3,83 s, 3 H -OCH3

3,80 s, 3 H -OCH3

3

4

67 N

CH3O

CH3O

1
2

10

NH

Br
CH3O

CH3O
N

CH3O

CH3O

hv

(43) (57)
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13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

154,5 d; 1JC,H = 173 C-6

149,6 s C-9

146,8 s C-8

144,2 s C-4a

139,6 s C-10a

130,1 s C-6a

126,9 d; 1JC,H = 163 C-4

125,6 d; 1JC,H = 159 C-10

125,2 d; 1JC,H = 158 C-7

116,2 s C-10b

113,7 d; 1JC,H = 161 C-3

110,4 d; 1JC,H = 161 C-2

108,8 d; 1JC,H = 161 C-1

56,2 q; 1JC,H = 145 -OCH3

55,1 q; 1JC,H = 145 -OCH3

3

4

67
8
9

N

CH3O

CH3O

1
2

4a

6a

10
10a

10b
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6.2.5 N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat (62)

Phenanthridin (200 mg, 1,12 mmol) und Methansulfonsäuremethylester (123 mg, 1,12 mmol)

werden unter Zusatz von 0,8 ml Diisopropylethylamin 30 Minuten unter Schutzgas bei 175 °C

gerührt. Anschließend wird die Reaktionslösung mit 6 ml absolutem Ether verdünnt und

gerührt. Die Etherphase wird abpipettiert und der harzige Rückstand aus wenig absolutem

Ethanol umkristallisiert [Olugbade et al., 1996; Mackay et al., 1998]. Die Ausbeute beträgt

125 mg (37 %). 62 liegt als weißes Pulver mit einem Schmelzpunkt von 228 °C vor.

1H-NMR-Daten: D2O, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,56 s, 1 H C-6H

8,58 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-10H

8,52 d, 1 H; 3JH,H = 8,7 C-1H

8,21 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-4H

8,14 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-7H

8,09 pt, 1 H C-9H

7,92 pt, 1 H C-2H

7,87 - 7,82 m, 2 H C-3H, C-8H

4,46 s, 3 H N+-CH3

2,67 s, 3 H CH3-SO3
-

N+

CH3

CH3SO3
-

1
2 3

4

67
8
9

10

N+

CH3

CH3SO3
-

N

CH3SO3CH3, [(CH3)2CH]2NCH2CH3

(31)

(62)
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13C-NMR-Daten: D2O, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

151,4 d; 1JC,H = 187 C-6

135,5 s C-4a

131,2 s C-10a

130,6 d; 1JC,H = 168 C-9

129,6 d; 1JC,H = 170 C-4

129,5 d; 1JC,H = 168 C-3

127,9 d; 1JC,H = 168 C-7

127,7 d; 1JC,H = 168 C-8

122,2 s C-6a

121,1 s C-2

120,1 d; 1JC,H = 157 C-10b

119,5 d; 1JC,H = 167 C-1

116,3 d; 1JC,H = 167 C-10

42,9 q; 1JC,H = 145 N+-CH3

35,9 q; 1JC,H = 136 CH3-SO3
-

Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

194 M+ 3

179 [M+ - CH3] 80

151 [179 – C2H4] 8

76 [C6H4
+] 8

32 S+ 100

N+

CH3

CH3SO3
-

1
2 3

4
4a

6
6a

7
8
9

10
10a

10b
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6.2.6 2-Bromphenanthridin (63)

Phenanthridin (800 mg, 4,47 mmol) und N-Bromsuccinimid (796 mg, 4,47 mmol) werden in

10 ml Tetrachlorkohlenstoff gelöst und die Reaktionslösung ca. zwei Tage unter Rückfluss

erhitzt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wird die Lösung mit 3 ml Toluol versetzt,

erwärmt und heiß filtriert. Das Filtrat wird zum Auskristallisieren im Vakuum auf ca. ¼ des

Volumens eingeengt [Gilman et al., 1955]. Der Niederschlag wird abgesaugt und

säulenchromatographisch (Kieselgel, Petrolether/Diethylether (2:1)) gereinigt. 63 ist ein

farbloses Pulver mit einen Schmelzpunkt von 152 °C. Die Ausbeute beträgt 493 mg (43 %).

Elementaranalyse: C13H8NBr (MG 258,12)

Ber.: C 60,5 % H 3,1 % N 5,4 %
Gef.: C 60,4 % H 2,9 % N 5,6 %

1H-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

9,24 s, 1 H C-6H

8,64 s, 1 H C-1H

8,47 d, 1 H; 3JH,H = 8,4 C-10H

8,01 d, 2 H; 3JH,H = 8,6 C-4H, C-7H
N

Br

1
3

4

67
8
9

10

N

Br

N

NBS, CCl4

(31) (63)



                                                                                                                                                                120

7,84 pt, 1 H C-9H

7,78 d, 1 H; 3JH,H = 8,7 C-3H

7,71 pt, 1 H C-8H

13C-NMR-Daten: CDCl3, 400 MHz

�������� Signalform;

Kopplung [Hz]

Zuordnung

153,8 d; 1JC,H = 179 C-6

143,1 s C-4a

131,9 d; 1JC,H = 166 C-1

131,8 d; 1JC,H = 163 C-3

131,4 s C-10a

131,3 d; 1JC,H = 161 C-9

128,8 d; 1JC,H = 167 C-7

128,1 d; 1JC,H = 162 C-8

126,4 s C-6a

125,6 s C-10b

125,0 d; 1JC,H = 163 C-4

121,9 d; 1JC,H = 159 C-10

121,2 s C-2

N

Br

1
2 3

4
4a

6
6a

7
8
9

10
10a

10b
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Massenspektrum: (70eV)

Massenzahl m/z Fragment Intensität [%]

258 M+ 20

178 [M+ - Br] 100

150 [178 – C2H4] 11

76 [C6H4
+] 9

6.3 Methoden der Zellkultivierung

6.3.1 Kultivierung von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien werden in sterilem RPMI-1640-Medium, das mit 10 % fötalem

Kälberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt ist, in entsprechenden

Zellkulturflaschen kultiviert. Die Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und

80 % Luftfeuchtigkeit. Das Medium wird regelmäßig zwei- bis dreimal pro Woche erneuert,

um die Zellen stets mit neuen Nährstoffen und Wachstumsfaktoren zu versorgen.

6.3.2 Passagieren von Zellen

Sind die Monolayerzellen konfluent gewachsen, werden sie steril passagiert. Dazu wird das

verbrauchte Medium abgeschüttet und der Zellrasen mit 20 ml PBS gewaschen, bevor man

5 ml gebrauchsfertige Trypsinlösung 20 Sekunden auf die Monolayer einwirken lässt, um die

Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu lösen. Wenn sich die Zellen von der Oberfläche

der Flasche abgelöst haben, wird das restliche Trypsin mit 20 ml RPMI-Medium mit FKS
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inaktiviert und die Zellen auf ca. 25 % ihres ursprünglichen Volumens verdünnt und

anschließend wieder mit frischem Medium aufgefüllt.

Grundsätzlich ist darauf zu achten, dass Monolayer mit hoher Passagenzahl ihre

physiologischen Eigenschaften stark verändern können. Deshalb werden für eine Zelllinie

nicht mehr als 15 Passagen durchgeführt. Danach werden die Zellen verworfen und neue

Zellen kultiviert.

Reagenzien:

PBS: 5 g NaCl
(phosphate buffered saline) 720 mg Na2HPO4

125 mg KCl
125 mg KH2PO4

mit aq. bidest. H2O auf 500 ml auffüllen, pH 7,4

Trypsinlösung: 50,12 g Trypsin (Rinderpankreas, 2,4 IU/mg)
25 mg EDTA

mit PBS auf 100 ml auffüllen, über Nacht im Eisbad rühren und dann steril

filtrieren

6.3.3 Auszählen von Zellen

Nach abtrypsinieren der Zellen werden 100 µl der Zellsuspension mit 100 µl

Trypanblaulösung gevortext und die Lösung in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Das

Auszählen der Zellen ist unterm Lichtmikroskop möglich, da abgestorbene Zellen blau

gefärbt sind (durch Membranschäden kann der Farbstoff in die Zelle eindringen und an

Proteine binden), während lebende Zellen farblos erscheinen (der Farbstoff kann hier nicht in

die Zelle eindringen). Es werden zur Bestimmung der Zellzahl nur die farblosen Zellen

gezählt.
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6.3.4 Einfrieren von Zellen

Um Zellen mit niedriger Passagenzahl zur Verfügung zu haben bzw. bei eventueller

Kontamination der kultivierten Zellen auf neue Zellen zurückgreifen zu können, empfiehlt es

sich, einen Vorrat an Zellen in ausreichender Menge in Kryoröhrchen einzufrieren und bei

– 180 °C in flüssigem Stickstoff aufzubewahren. Dazu werden die Zellen abtrypsiniert und

auf eine Zelldichte von ca. 1x106 Zellen/ml eingestellt. Als Gefrierschutz gibt man 10 % Vol.

DMSO zu und friert die Zellen zunächst bei – 80°C im Biofreezer ein, um sie anschließend

zur Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff zu überführen.

6.3.5 Auftauen von Zellen

In einem Falcon werden 10 ml RPMI-Medium mit 20 % FKS und 1 %

Penicillin/Streptomycin vorgelegt und die eingefrorenen Zellen im Wasserbad bei 37 °C

schnell aufgetaut. Der Inhalt des Kryoröhrchens wird ins Falcon überführt und fünf Minuten

bei 800 Umdrehungen zentrifugiert, um Reste von DMSO zu entfernen. Der Überstand wird

verworfen und das Zellpellet in frischem Medium mit 20 % FKS aufgenommen und zur

Kultivierung in den Brutschrank gestellt.

6.3.6 Untersuchung auf Mykoplasmenkontamination

Alle in Kultur befindlichen Zellen werden regelmäßig auf Kontamination mit Mykoplasmen

untersucht. Diese bakterienähnlichen Kleinstlebewesen leben in enger Vergesellschaftung mit

Tier- und Pflanzenzellen [Alberts et al., 1995].

Es werden 5000 adhärent wachsende Zellen auf einen Objektträger ausgestreut, und man lässt

sie 24 Stunden auf der Oberfläche anwachsen. Anschließend wird zur Fixierung der Zellen

der Objektträger in eiskaltes Methanol getaucht und mindestens 15 Minuten inkubiert.

Zur Detektion der Mykoplasmen wird ein Gemisch aus DAPI/Propidiumiodid und Antifade

auf den Objektträger pipettiert und die Färbung der Zellen und Mykoplasmen unterm
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Fluoreszenzmikroskop kontrolliert. Die DNA der Zellen ist blau und Cytoplasmaproteine rot

gefärbt, während Mykoplasmen, die zum größten Teil aus DNA bestehen, als kleine Punkte

im Cytoplasma und im Interzellularraum auszumachen sind.

Sind die Zellen kontaminiert, werden sie eine Woche lang mit Mykoplasmen-Entfernungs-

Reagenz (MRA) behandelt und mindestens zweimal passagiert, bevor man wieder mit ihnen

arbeiten kann.

Reagenzien:

DAPI/Propidiumiodid/Antifade-Lösung:
Je 1 µl der Farbstofflösungen auf 1 ml Antifade-Puffer

Farbstofflösungen: 1 mg DAPI auf 1 ml aq. bidest. H2O
1 mg Propidiumiodid auf 1 ml aq. bidest. H2O

Antifade-Puffer:
100 mg p-Phenylendiamin-Dihydrochlorid in 10 ml PBS lösen, mit 0,5 M Carbonat-
Dicarbonat-Puffer den pH-Wert auf 8,0 einstellen, auf 100 ml mit Glyzerin auffüllen und bei
–20°C lagern

6.4 Methoden der in vitro Untersuchungen

6.4.1 Sulforhodamin-B-Assay

Zur Bestimmung der Cytotoxizität der synthetisierten Substanzen wird der photometrische

Sulforhodamin-B-Assay durchgeführt. Dieser Assay beruht auf der Färbung und

Quantifizierung von zellulären Proteinen durch den Farbstoff Sulforhodamin B, indem Zellen

einer unbehandelten Kontrolle mit Zellen verglichen werden, die mit verschiedenen

Konzentrationen der einzelnen Substanzen über 72 Stunden inkubiert wurden [Rubinstein et

al., 1990; Shekan et al., 1990].
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In eine 24-Loch-Mikrotiterplatte werden 4000 Zellen/well (LXFL529L) bzw. 5000

Zellen/well (GXF251L, CXF94L) in serumhaltigem Medium ausgestreut, und man lässt sie

24 Stunden anwachsen. Danach wird das Medium abgesaugt und durch frisches Medium mit

den entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen ersetzt. Zur Inkubation werden pro Verbindung

(gelöst in DMSO) 4 wells parallel angesetzt, wobei die DMSO-Konzentration zwischen 0,1 %

und 1 % eingestellt wird. Die Kontrollansätze werden ebenfalls unter Zusatz der

entsprechenden DMSO-Konzentration mitgeführt.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wird der Versuch abgestoppt. Dazu wird in jedes

well 1/10 Volumenanteil 50%ige Trichloressigsäure (TCA) pipettiert und zur Fixierung der

Zellen die Mikrotiterplatte 1 Stunde bei 4 °C gehalten. Danach wird das TCA-haltige Medium

abgeschüttet und die Platte vier- bis fünfmal mit fließend kaltem Leitungswasser gespült, um

TCA-Reste zu entfernen. Das Trocknen der Mikrotiterplatte erfolgt bei Raumtemperatur über

Nacht oder bei 50 °C für ein bis zwei Stunden im Trockenschrank.

Nach dem Trocknen  werden die fixierten Zellen mit 250 µl/well  Sulforhodamin-B-Lösung

30 Minuten bei Raumtemperatur angefärbt. Die SRB-Lösung wird dann abgeschüttet und die

Platte vier- bis fünfmal mit 1%iger Essigsäure gespült, um überschüssigen Farbstoff zu

entfernen. Die Platte wird erneut getrocknet (s. oben) und der an zelluläre Proteine gebundene

Farbstoff durch Zugabe von 1ml/well 10 mM Tris-Lösung (pH 10,5) solubilisiert. Die

Farbstofflösung wird anschließend in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und die

Extinktion bei 570 nm im Photometer gegen einen Blindwert gemessen. Die Färbung der

Lösung ist direkt proportional zu der Anzahl der lebenden Zellen im well.

Reagenzien:

Trichloressigsäure-Lösung: 50 % (m/v) in bidest. H2O

Essigsäure-Lösung: 1 % (v/v) Essigsäure in H2O

Sulforhodamin B-Lösung: 0,45 (m/v) Sulforhodamin B in 1%iger Essigsäure

10 mM Tris-Base:
1,21 g Tris-(Hydroxyethyl)-aminomethan in bidest. H2O lösen und mit HCl den pH-Wert auf
10,5 einstellen, mit bidest. H2O auf 1000 ml auffüllen
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6.4.2 Ethidiumbromid-Verdrängungsassay

Dieser Test gibt Aufschluss über die Fähigkeit von Substanzen, zwischen die Basenpaare der

DNA zu intercalieren [Morgan et al., 1979]. Ethidiumbromid, was erwiesenermaßen in die

Doppelstrang-DNA intercaliert und dabei stark fluoresziert, dient als Referenzsubstanz

[Glazer et al., 1992].

Die Reaktion findet in einem ethidiumbromidhaltigen Puffer unter Zusatz von Kalbsthymus-

DNA und der zu testenden Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen statt.

Das Fluoreszenzspektrometer wird auf die Wellenlängen 546 nm (Extinktion) und 595 nm

(Emission) eingestellt und mit 2 ml des Ethidiumbromidpuffers ohne Zusatz von DNA in

einer Fluoreszenzküvette geblankt. Dann misst man die Fluoreszenzintensität von 2 ml eines

Gemisches aus 6 ml Ethidiumbromidpuffer und 26,3 µl Kalbsthymus-DNA und setzt diese

maximale Fluoreszenz als 100 %. Danach pipettiert man zu den 2 ml Lösung in der

Messküvette in 10-µl-Schritten die entsprechende Substanz (gelöst in DMSO), verrührt nach

jeder Zugabe gut mit einem Rührspatel und misst die Veränderung der Fluoreszenz in

Abhängigkeit der Substanzkonzentration (vergrößertes Volumen wird eingerechnet). Eine

mögliche Eigenfluoreszenz der Substanz wird durch Zugabe der entsprechenden

Konzentrationsschritte zu 2 ml Ethidiumbromidpuffer bestimmt (Korrekturwert) und von den

zuvor gemessenen Fluoreszenzwerten subtrahiert.

Zwischen den einzelnen Messungen wird immer wieder der Nullwert überprüft und bei zu

großer Abweichung erneut ein Nullabgleich durchgeführt.

Die Auftragung der gemessenen Abnahme der Fluoreszenz gegen die Substanzkonzentration

ergibt eine Kurve, aus der der ED50-Wert ermittelt werden kann.

Als Positivkontrolle wird Actinomycin D (ED50-Wert ca. 2 µM) mitgeführt.

Reagenzien:

Pufferlösung:
9,3 mmol NaCl, 2 mmol Na-Acetat-Puffer und 0,1 mmol EDTA in bidest. H2O lösen und den
pH-Wert auf 7,0 einstellen

Ethidiumbromidpuffer:
Ethidiumbromidstammlösung 10 mg/ml; davon 2 µM Lösung mit Pufferlösung ansetzen
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Kalbsthymus-DNA:
2 mg/ml Kalbsthymus-DNA (Sigma), gelöst in folgendem Puffer: 0,1 mol/l NaCl, 0,1 mol/l
Trinatriumcitrat, pH 7,5; Puffer gesättigt mit Chloroform

6.4.3 Hoechstfarbstoff-H33258-Verdrängungsassay

Der Hoechstfarbstoff-Assay gibt Aufschluss über die Fähigkeit von Substanzen, sich in der

kleinen Furche der DNA anzulagern. Als Referenzsubstanz dient dabei der Hoechst-

Fluoreszenz-Farbstoff H33258, der sich bekanntermaßen in der kleinen Furche der DNA mit

einer speziellen Affinität zu A-T-reichen Region anlagert [Wang et al., 1994].

Die Reaktion findet in einem Hoechstfarbstoff-haltigen Puffer unter Zusatz von Kalbsthymus-

DNA und der zu testenden Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen statt.

Das Fluoreszenzspektrometer wird auf die Wellenlängen 360 nm (Extinktion) und 450 nm

(Emission) eingestellt und mit 2 ml des Hoechst-Puffers ohne Zusatz von DNA in einer

Fluoreszenzküvette geblankt. Dann misst man die Fluoreszenzintensität von 2 ml eines

Gemisches aus 10 ml Hoechstfarbstoff-Puffer und 13,15 µl Kalbsthymus-DNA und setzt

diese maximale Fluoreszenz als 100 %. Danach pipettiert man zu den 2 ml Lösung in der

Messküvette in 10-µl-Schritten die entsprechende Substanz (gelöst in DMSO), verrührt nach

jeder Zugabe gut mit einem Rührspatel und misst die Veränderung der Fluoreszenz in

Abhängigkeit der Substanzkonzentration (vergrößertes Volumen wird eingerechnet). Eine

mögliche Eigenfluoreszenz der Substanz wird durch Zugabe der entsprechenden

Konzentrationsschritte zu 2 ml Hoechstfarbstoff-Puffer bestimmt (Korrekturwert) und von

den zuvor gemessenen Fluoreszenzwerten subtrahiert.

Zwischen den einzelnen Messungen wird immer wieder der Nullwert überprüft und bei zu

großer Abweichung erneut ein Nullabgleich durchgeführt.

Die Auftragung der gemessenen Abnahme der Fluoreszenz gegen die Substanzkonzentration

ergibt eine Kurve, aus der der ED50-Wert ermittelt werden kann.

Als Positivkontrolle wird Netropsin (ED50-Wert ca. 380 nM) mitgeführt.
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Reagenzien:

Pufferlösung:
9,3 mmol NaCl, 2 mmol Na-Acetat-Puffer und 0,1 mmol EDTA in bidest. H2O lösen und den
pH-Wert auf 7,0 einstellen

Bisbenzimide H33258 (Hoechstfarbstoff):
Stammlösung 10 mg/ml; davon 2 µM Lösung mit Pufferlösung ansetzen

Kalbsthymus-DNA:
10 mg Kalbsthymus-DNA (Boehringer Mannheim) auf 3,8 ml bidest. H2O

6.5 Geräte und Materialien

6.5.1 Synthese

Es wurden handelsübliche Chemikalien eingesetzt. Die verwendeten Lösungsmittel waren p.a.

oder frisch destilliert und gegebenenfalls nach gängigen Methoden getrocknet.

Verwendetes Wasser war bidestilliert, und als Schutzgas diente Argon.

Zur Durchführung der Synthesen und anschließender Aufarbeitung sowie für spektro-

skopische und analytische Untersuchungen wurden folgende Geräte benutzt.

1H-NMR: Bruker AMX400
Bruker AC200

13C-NMR: Bruker AMX400
Bruker AC200

Massenspektren: Finnigan Massenspektrometer MAT 3300

Elementaranalyse: Perkin Elmer 2400 CHN-Elemental-Analyzer
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Schmelzpunkt: Büchi 510 Melting Point, die ermittelten Schmelzpunkte
sind nicht korrigiert

Dünnschichtchromatographie: DC-Kieselgel-Folien, Alugram Sil G/UV254;
Macherey+Nagel
DC-Aluminiumoxid-Folien, Aluminiumoxid 150 F254,
neutral (Typ T); Merck
DC-RP-18-Folien, RP-18 F254; Merck

Säulenchromatographie: Kieselgel Typ 60 (0,063-0,2 mm); Macherey+Nagel

UV-Spektren: Beckmann DU-600

IR-Spektren: Perkin Elmer Infrared Spektrophotometer 1310

HPLC-System: Pumpe: Jasco PU 980
Gradientenmischer: Jasco LG-980-02
Entgaser: Jasco DG-980-50
Säule: LichroCART, 125-4, RP-18, mit Vorsäule; Merck
UV-Detektor: GAT LCD-500
Integrator: Shimadzu C-R3A

6.5.2 Zellkultivierung

Die adhärent wachsenden Tumorzelllinien LXFL529L (humanes großzelliges Lungen-

karzinom), GXF251L (humanes Magenkarzinom) und CXF94L (humanes Colonkarzinom)

wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. H. Fiebig von der Universität Freiburg

überlassen.

Zellkulturmaterial Greiner, Sarstedt, Falcon

RPMI-1640-Zellkulturmedium Life Technology

Fötales Kälberserum (FKS) Life Technology

Penicillin/Strepomycin (10.000 I.E./10.00 µg) Life Technology
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Sterilbank Laminar.Air HLB 2472 BS Heraeus

Brutschrank Cytoperm Heraeus

Lichtmikroskop Labovert Leitz

Neubauer-Zählkammer

Multipipette Eppendorf

Pipettierhilfe Pipettus-Akku Tecnorama

Biofreezer Forma
Vakuumsaugpumpe KNF-Neuberger

Varioklav-Dampfsterilisator 500 E H+P Labortechnik

Trockenschrank Memmert

EIA-Platereader Bio-Rad

Fluoreszenz-Spektrometer RF-510LC Shimadzu
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8 Anhang

8.1 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektrum von Phenanthridin (31)

Abb. 57: 1H-NMR-Spektrum von Phenanthridin in CDCl3, Bereich von 9,3-7,6 ppm

�������� Signalform; Kopplung [Hz] Zuordnung

9,29 s, 1 H C-6H
8,62 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-10H
8,59 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-1H
8,20 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-4H
8,06 d, 1 H; 3JH,H = 8,1 C-7H
7,87 pt, 1 H C-9H

7,78 – 7,66 m, 3 H C-2H, C-3H, C-8H
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Abb. 58: 13C-{1H}-NMR-Spektrum von Phenanthridin in CDCl3, Bereich von 159,0-117,0 ppm

�������� Signalform; Kopplung [Hz] Zuordnung

153,5 d; 1JC,H = 173 C-6
144,5 s C-4a
132,5 s C-10a
130,9 d; 1JC,H = 161 C-9
130,1 d; 1JC,H = 161 C-4
128,7 d; 1JC,H = 161 C-3
128,6 d; 1JC,H = 161 C-7
127,4 d; 1JC,H = 161 C-8
127,0 d; 1JC,H = 161 C-2
126,3 s C-6a
124,0 s C-10b
122,1 d; 1JC,H = 158 C-1
121,8 d; 1JC,H = 158 C-10
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8.2 Ergebnisse der biologischen Tests

8.2.1 Wachstumshemmende Wirkung

Tabelle 5: Wachstumshemmende Wirkung von Alkaloiden, Phenanthridin- und
Benzo[c]phenanthridin-Derivaten, Sulforhodamin-B-Assay, 72 Stunden Inkubation,
IC50-Wert [µM]

Substanz LXFL529L GXF251L CXF94L

Lycorin 0,8 ± 0,1 3,0 ± 0,2 1,5 ± 0,3

Lycobetainchlorid 1,5 ± 0,6 3,2 ± 0,7 2,7 ± 0,1

Lycobetainacetat 1,5 ± 0,3 3,2 ± 0,4 2,7 ± 0,2

Phenanthridin 81 ± 1 171 151

N-Methyl-phenanthridinium-

methansulfonat

26 ± 3 22 ± 4 37 ± 2

2-Methoxyphenanthridin 87 ± 3 174 121

2-Hydroxyphenanthridin 34 ± 2 42 ± 3 37 ± 3

2-Bromphenanthridin *nicht

bestimmt

*nicht

bestimmt

*nicht

bestimmt

2,3-Methylendioxyphenanthridin 53 ± 3 109 111

8,9-Dimethoxyphenanthridin 139 173 46 ± 2

Benzo[c]phenanthridin 37 ± 3 134 43 ± 4

1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin 42 ± 4 88 ± 3 17 ± 2

N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin 50 ± 1 42 ± 2 47 ± 2

N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin 113 67 ± 1 159

7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-

1,3,5-trien

144 143 >200

*nicht bestimmt: IC50-Wert nicht ermittelbar, da die Substanz bei 50 µM ausfällt
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8.2.2 DNA-Interaktion

Tabelle 6: Hinweise auf DNA-Intercalation im Ethidiumbromid-Verdrängungsassay, Hinweise
auf Bindung an die kleine Furche der DNA im Hoechstfarbstoff-H33258-
Verdrängungsassay, EC50-Wert [µM]

Substanz Ethidiumbromid-

Verdrängung

Hoechstfarbstoff-

H33258-

Verdrängung

Lycorin #kein Effekt #kein Effekt

Lycobetainchlorid 12,5 ± 1 0,5 ± 0,1

Phenanthridin #kein Effekt >100

N-Methyl-phenanthridiniummethansulfonat >100 4,0 ± 0,2

2-Methoxyphenanthridin *nicht nachweisbar 15,5 ± 3

2-Hydroxyphenanthridin #kein Effekt #kein Effekt

2-Bromphenanthridin *nicht nachweisbar *nicht nachweisbar

2,3-Methylendioxyphenanthridin *nicht nachweisbar 8,8 ± 1

8,9-Dimethoxyphenanthridin #kein Effekt #kein Effekt

Benzo[c]phenanthridin *nicht nachweisbar 12,6 ± 2

1,2,3,4-Tetrahydrobenzo[c]phenanthridin *nicht nachweisbar *nicht nachweisbar

N-(2-Brombenzyl)-1-naphthylamin *nicht nachweisbar 15,8 ± 4

N-(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-bromanilin *nicht nachweisbar *nicht nachweisbar

7-Cyclohexyl-7-aza-bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-

trien

#kein Effekt >100

#kein Effekt bis 200 µM

*nicht nachweisbar: EC50-Wert nicht ermittelbar, da die Substanzen bei 25 µM ausfallen



                                                                                                                                                                150

8.3 Veröffentlichungen aus dieser Arbeit

Niederbeger E, Eisenbrand G, Fiebig H H, Roth T, Schulte K, Spitzmüller B, Tang W C,

Marko D: Traditional Chinese Drugs Revisited: Lycobetaine, an Alkaloid from

Amaryllidaceae, Is a Potent Inhibitor of Topoisomerase I; Neue molekulare Targets,

Substanzen und Konzepte in Onkologie und Hämatologie, Symposium der APOH, AWO und

AIO, Freiburg, 2-4 Juli 1998.

Niederbeger E, Roth T, Schulte K, Tang W C, Genzlinger A, Zankl H, Böge F, Fiebig H H,

Eisenbrand G, Marko D: Lycobetaine, an Alkaloid from Amaryllidaceae, Potently Inhibits

Topoisomerase I and II and Induces Growth Inhibition in Tumor Cells, in vitro and in vivo; in

Vorbereitung



Synthese von Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivaten und
Untersuchungen auf ihre biologische Wirkung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das biologisch aktive Alkaloid Lycorin aus Pflanzenmaterial
isoliert. Durch Oxidation von Lycorin konnte das biologisch ebenfalls wirksame Lycobetain
(Ungeremine) dargestellt werden. Zur Identifizierung der für die biologischen Wirkungen
wesentlichen strukturellen Elemente dieser Substanzen, wurden verschiedene Phenanthridin- und
Benzo[c]phenanthridin-Derivate synthetisiert und auf ihre cytotoxische Wirkung untersucht.

Die biologische Wirkung der synthetisierten Substanzen wurde mittels Sulforhodamin-B-Assay,
Ethidiumbromid-Verdrängungsassay und dem Kompetitionsassay mit Hoechstfarbstoff H33258
untersucht. Die wachstumshemmende Wirkung der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-
Derivate war im Vergleich zu Lycorin (~ 2 µM) und Lycobetain (~ 3 µM) deutlich niedriger und
lag bei allen Substanzen über 10 µM. Auch bei den Ergebnissen zur DNA-Interaktion zeigte sich,
dass keine der Phenanthridin- und Benzo[c]phenanthridin-Derivate im Ethidiumbromid-
Verdrängungsassay einen ED50-Wert kleiner als 20 µM (Lycobetain: ED50 = 13 µM) bzw. im
Kompetitionsassay mit H33258 einen ED50-Wert kleiner als 1 µM (Lycobetain: ED50 = 0,5 µM)
besaßen.
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