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Zusammenfassung
Proximicine A, B und C - Totalsynthese und Struktur-Wirkungsbeziehungen zu

Kleine-Furche-Bindern und Zellzyklusinhibitoren

Die Proximicine A, B und C sind neuartige Naturstoffe, die aus marinen Actinomyce-
ten der Gattung Verrucosispora isoliert wurden. Es handelt sich um Dipeptide, die
aus der neuartigen y-Aminosaure 4-Aminofuran-2-carbonsaure als zentralem hetero-
zyklischem Baustein aufgebaut sind. Am N-Terminus tragen alle drei Verbindungen
eine ungewohnliche Methylcarbamat-Funktionalitat, wahrend sie sich untereinander
durch verschiedene C-terminale Substituenten unterscheiden. Die Proximicine zei-
gen eine enge strukturelle Verwandtschaft zu den bekannten Naturstoffen Netropsin
und Distamycin, die selektiv an AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche der DNA
binden kénnen. In beiden Naturstoffen taucht ein ahnliches Di- bzw. Tripeptid aus
einer heterozyklischen y-Aminosaure als Strukturmotiv auf. Dort ist der Furanring der
Proximicine formal durch ein N-Methylpyrrol ersetzt. Trotz der engen strukturellen
Verwandtschaft zeigen die Proximicine eine andere biologische Aktivitat, wie in ers-
ten Untersuchungen gezeigt werden konnte.

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde durch chemische Synthese und anschlie-
Rende biologische Evaluierung verschiedener Derivate die Wirkweise der Proximici-
ne naher untersucht. Dabei wurden drei unterschiedliche Ansatze verfolgt.

Zum einen wurden sogenannte Netropsin-Proximicin-Hybride entworfen und synthe-
tisiert. Das heterozyklische Strukturmotiv des Netropsins wurde dabei mit den N- und
C-terminalen Resten der Proximicine kombiniert. In anschlieBenden Arbeiten wurden
weitere Substituenten am N- und C-Terminus eingefuhrt, so dass eine 19-gliedrige
Substanzbibliothek erhalten wurde. Basierend auf Antitumortestungen der so erhal-
tenen Derivate konnte eine erste SAR der Proximicine erarbeitet werden.

Zum anderen konnte im Rahmen der vorgelegten Arbeit die erste Totalsynthese der
Proximicine A, B und C verwirklicht werden. Hierfur wurde eine synthetische Methode
zum Aufbau der bisher nicht literaturbekannten 4-Aminofuran-2-carbonsaure in ge-
schitzter Form etabliert. Dieser Baustein wurde sowohl in der Totalsynthese als auch
in der Synthese weiterer Verbindungen im Verlauf dieser Arbeit verwendet.
Abschlieflend konnte in einem dritten Ansatz die Grundstruktur der Proximicine so
verandert werden, dass neuartige Kleine-Furche-Binder erhalten werden konnten.
Dies wurde durch DNA-Schmelzanalysen nachgewiesen.
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Einleitung

| Aligemeiner Teil

1 Einleitung

Arzneistoffe, seien es Naturstoffe oder durch Synthesechemiker rational entworfene
Verbindungen, stellen derzeit die wichtigste Mdoglichkeit dar, Erkrankungen des
Menschen zu behandeln. lhre Wirkung beruht auf der Wechselwirkung mit
unterschiedlichen Zielstrukturen (fargets) im menschlichen Organismus. Von
besonderer Bedeutung ist dabei die Zelle, da sie die kleinste funktionelle Einheit des
menschlichen Organismus bildet. Als Angriffsorte fur Arzneistoffe innerhalb einer
Zelle konnen die DNA, die RNA, Lipide und Proteine dienen. Allerdings ist die Anzahl
der Arzneistoffe, die direkt mit Lipiden, der DNA oder RNA in Wechselwirkung treten
gering. Die weitaus meisten Arzneistoffe interagieren mit Proteinen. Die Proteine
lassen sich untergliedern in Enzyme, in lonenkanale, in Transporter und in

Rezeptoren (Tabelle 1-1).1"!

Tabelle I-1. Molekulare Angriffspunkte fiir Arzneistoffe."!

Angriffspunkt Wirkprinzip Beispiele
DNA DNA-Crosslinker N-Lostderivate (Zytostatika)
DNA-Interkalator Anthracycline (Zytostatika)
RNA rRNA-Funktionshemmer  verschiedene Antibiotika: Aminoglykoside,
Tetracycline, Oxazolidindione
Lipide Oxidationsschutz Vitamin E
Proteine: Enzyme Enzymaktivatoren Vitamine B4, By, Bg und By,
Enzymhemmer ACE-Hemmer, HIV-Proteasehemmer,
Cycloxygenasehemmer
Proteine: Rezeptoren  Rezeptoragonisten B-Sympathomimetika, Insulin, Vitamine A
und D
Rezeptorantagonisten B-Blocker, AT,- Rezeptorantagonisten
Proteine: lonenkanédle Kanalblocker Calciumantagonisten vom Nifedipin-Typ
Proteine: Transporter  Transporthemmer Hemmung der Wiederaufnahme von

Monoaminen (Antidepressiva)

Ein Arzneistoff muss verschiedene Kriterien erfillen, damit er eingesetzt werden
kann. Insbesondere ist es notwendig, dass er eine spezifische Wechselwirkung mit

dem entsprechenden target, dem molekularen Angriffspunkt, eingeht. So gibt es zum
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Beispiel im menschlichen Organismus uber 35000 Proteine. Ein moéglicher Wirkstoff
ist nur dann als solcher interessant, wenn er in pharmakologisch relevanten
Konzentrationen an ein bestimmtes Protein selektiv binden kann. Ist seine Affinitat
zum target zu gering, dann bleibt er ohne Wirkung, erfolgt gar eine unspezifische
Wechselwirkung mit mehreren Proteinen, so ist mit einer grolen Zahl von
Nebenwirkungen zu rechnen.

Die fur einen pharmakologischen Effekt notwendige Wechselwirkung zwischen
Wirkstoff und target erfolgt dabei meistens nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip, das
von Emil Fischer erstmals postuliert wurde.””! Ein Wirkstoff (Ligand) muss demnach
die passende Raumerfillung (GroRe) und die Gestalt (3D-Struktur) aufweisen, um
eine gute Anbindung an den Rezeptor zu erzielen. Die Verfeinerung dieses Modells
filhrte zu dem Modell des induced fit.”! Hierbei wird beriicksichtigt, dass weder der
Ligand noch der Rezeptor starre Konformationen besitzen. Durch die Annaherung
beider kann es bei beiden zu Konformationsanderungen kommen, durch die dann
erst der tatsachliche Komplex entsteht. Die molekulare Wechselwirkung zwischen
Wirkstoff und Rezeptor beruht auf verschiedenen Mechanismen. Grundsatzlich kann
zwischen kovalenter und nicht-kovalenter Wechselwirkung unterschieden werden.
Die nicht-kovalenten Wechselwirkungen lassen sich weiter unterteilen in
Waserstoffbrickenbindungen, ionische Wechselwirkungen, hydrophobe

Wechselwirkungen und Kation-n-Wechselwirkungen (Abbildung I-1).

Wasserstoffbriicken
\
O-H===mmmena o}
0
EO ........ HaN— ionische Wechselwirkung
H

2t e s, Metallkomplexierung
—CHgr=======-= H3zC—

@ @ hydrophobe Wechselwirkung
| ;
---------- |T.|—- Kation-n-Wechselwirkung

Abbildung I-1. Ubersicht iiber grundlegende, nicht-kovalente molekulare Mechanismen
der Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor."
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Die Auswahl der Beispiele in Abbildung I-1 zeigt, dass die Wechselwirkung zwischen
Ligand und Rezeptor durch eine Vielzahl von funktionellen Gruppen stabilisiert
werden kann. Durch die Kombination mehrerer Wechselwirkungsmechanismen
konnen sehr stabile Komplexe gebildet werden.

Die Suche nach neuen und verbesserten Arzneistoffen hat sich seit den Anfangen
der Arzneimittelforschung stark verandert. Friher galt die Volksmedizin als einzige
Quelle von Arzneimitteln. Erst durch die EinfUhrung des Tierversuches als Modell fur
den kranken Menschen konnte eine systematische Suche nach neuen synthetischen
Stoffen mit biologischer Wirkung beginnen. Dieser Ansatz wurde verfeinert und so
weit moglich wurde der Tierversuch durch entsprechende in vitro Testsysteme
ersetzt, die meist eine prazisere Untersuchung der Wirkweise eines moglichen
Arzneimittels ermoglichen. Durch den Einsatz von Computern konnte unter
Zuhilfenahme von Proteinkristallstrukturen und genauen Strukturinformationen der
targets die Suche nach Arzneistoffen systematischer und effektiver durchgefuhrt
werden. So wird heutzutage durch ein Screeningprogramm oftmals eine sogenannte
Leitstruktur festgelegt, die bereits definierte Merkmale eines moglichen Arzneistoffes
besitzt. Die Leitstrukur Iasst sich untergliedern in das eigentliche Pharmakophor, das
fur die Wirkung verantwortlich ist, und in Haftgruppen, die die Bindung des
Pharmakophors an den Rezeptor verstarken. Die Optimierung dieser Leitstruktur
durch Neusynthese modifizierter Derivate, durch Semisynthese oder auch durch
biotechnologische Ansatze ist eine iterativer Prozess an dessen Ende ein neuer
Arzneistoff stehen kann. So kénnen z.B. im Rahmen dieser Entwicklung
funktionelle Gruppen eingeflihrt werden, die die Lipophilie des Moleklls verandern
und somit die Aufnahme, den Transport und die Ausscheidung gezielt beeinflussen.
Wahrend des Entwicklungsprozesses eines Arzneimittels werden heutzutage meist
die einzelnen historischen Entwicklungsschritte der Arzneimittelforschung in
rickwartiger Weise durchlaufen, so dass erst am Ende der Entwicklungsphase die
Testung des Arzneistoffes am kranken Menschen durchgefiihrt wird.™

Im folgenden Kapitel soll die DNA als ein mogliches target fur Wirkstoffkandidaten

und Arzneistoffe naher betrachtet werden.
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1.1 DNA als target fiir small molecules und Proteine
1.1.1 Aufbau, Struktur und Organisation der DNA im Zellkern

Die Desoxyribonukleinsaure (DNA) ist der universelle Trager der genetischen
Information in einfachen Prokaryoten, in Tieren, in Pflanzen und im Menschen. Die
DNA ist eine Polymer aus mehreren Nucleotidbausteinen (Abbildung 1-2). Ein
Nucleotid besteht aus einem Zuckermolekul, der Desoxyribose, einer
Phosphatgruppe, die sich am 5-Ende des Zuckers befindet, und einer von vier
unterschiedlichen Basen, die N-glykosidisch am C-2 des Zuckers gebunden ist. Die
vier Basen werden unterteilt in Purin- und in Pyrimidin-Basen. Zu den Purin-Basen
gehoren Guanin (G) und Adenin (A), zu den Pyrimidin-Basen Cytosin (C) und Thymin
(T). Die Nucleoside sind Uber die Phosphatgruppe zu einem linearen Polymer
miteinander verbunden. Dadurch besitzt jeder dieser Strange ein 3’ und ein 5’ Ende.
Zwei dieser Strange kdnnen zusammen in einer antiparallelen Ausrichtung eine
Doppelhelix ausbilden. Dabei kommt es zu einer spezifischen Basenpaarbildung, den
sogenannten Watson-Crick-Basenpaarungen (Abbildung 1-2). Es bildet immer eine

Purin- mit einer Pyrimidinbase ein Basenpaar aus: Guanin mit Cytosin und Adenin

mit Thymin.
a) Aufbau eines DNA-Einzelstranges
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Abbildung I-2. Aufbau der DNA; a) Aufbau eines DNA-Einzelstranges mit Nomenklatur
der einzelnen Elemente; b) Darstellung der Watson-Crick-Basenpaarungen mit
eingezeichneten H-Briicken. Die Nucleobasen sind mit der liblichen Ein-Buchstaben-
Bezeichnung abgekiirzt.
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Auf Grund der jeweiligen Struktur der Basenpaare kann sich eine unterschiedliche
Anzahl von Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden, die die Doppelhelix
stabilisieren. In einer Watson-Crick-Basenpaarung konnen sich zwischen G und C
drei H-Bricken ausbilden, wahrend zwischen A und T nur zwei H-Bricken mdglich
sind. Die Haufigkeit einer Base in der DNA ist von Organismus zu Organismus
unterschiedlich (Chargaff-Regel). Allerdings ist durch die spezifische Bindung von
immer zwei Basenpaaren, der Gehalt von G und C oder A und T immer identisch
(Chargaff-Regel). GC-reiche DNA ist durch die groRere Anzahl von H-Brlcken
stabiler als AT-reiche DNA bei gleicher Anzahl an Basenpaaren. Im Strukturmodell
der DNA liegen die Basenpaare im Inneren wahrend die Phosphatgruppen und die
Zuckerreste nach aul3en zeigen. Dadurch ergeben sich unterschiedliche Polaritaten.
Das AuRere der DNA ist sehr polar, durch die Phosphatgruppen sogar negativ

geladen, das Innere ist durch die aromatischen Basen vorwiegend unpolar.

@ Riickgrat o
() Basenpaare

A-DNA B-DNA Z-DNA

Abbildung I-3. Unterschiedliche Konformationen doppelstrangiger DNA. Gezeigt ist
jeweils ein Kalottenmodell der Doppelhelix und eine schematische Vereinfachung mit
angegebener Handigkeit der Helix; a) A-DNA, b) B-DNA und c) Z-DNA.?!

Die DNA kann als Doppelhelix in unterschiedlichen Konformationen auftreten
(Abbildung I-3). Die in der Zelle haufigste Form ist die B-Form. Daneben gibt es aber
auch noch die A und die Z-Form. Die A- und die B-Form sind rechtshandige Helices
wahrend die Z-Form linkshandig ist. A- und B-Form unterscheiden sich vornehmlich
in der Anzahl der Basen, die fur eine vollstandige Umdrehung der Helix bendtigt
werden. In der B-Form sind es zehn Basen gegenuber elf in der A-Form. Dadurch ist
die A-Form etwas kurzer und kompakter. Es bilden sich aber in beiden Formen durch

die doppelhelikale Struktur immer zwei Einsenkungen im Strang aus, die man als
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kleine und grof3e Furche der DNA bezeichnet. Die grofde Furche tritt in der selteneren
Z-Form nicht auf. Durch die noch kompaktere Form findet man zwolf Basenpaare fir
eine vollstandige Umdrehung. Die Substituenten von Cytosin und Guanin ragen in
die grofRe Furche hinein und fullen sie dadurch aus.

Funktionell sind beide Strange nicht aquivalent. Der Matrizenstrang, auch codogener
Strang, ist derjenige, der wahrend der RNA-Synthese abgelesen wird. Damit ist er
komplementar zur gebildeten RNA. Der andere Strang wird Sinnstrang oder
codierender Strang genannt. Da er komplementar zum Matrizenstrang ist, hat er die
gleiche Sequenz wie der gebildete RNA-Strang, abgesehen von dem Austausch von
T gegen Uracil (U) in der RNA. Deshalb werden Gensequenzen immer in 5 —3’-
Richtung des Sinnstranges angegeben, da man so mit Hilfe des genetischen Codes

sofort die Proteinsequenz vom N- zum C-Terminus erhalt.
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Nucleosom

Abbildung I-4. Organisation des Chromatins mit einer AusschnittsvergroBerung eines
Nucleosoms im unteren Teil der Abbildung."

Der Zellkern einer menschlichen Zelle hat 46 Chromosomen. Jedes dieser
Chromosomen besteht aus einer DNA-Doppelhelix, die, wenn man sie vollig strecken
wulrde, eine Lange von ungefahr vier Zentimetern hatte. Dadurch ergabe sich eine
theoretische Lange von zwei Metern, wenn man alle Chromosomen aneinander
reihen wurde. Der Zellkern hat aber nur einen Durchmesser von 5 pm. Deshalb liegt

die DNA in einer regelmafdigen Art wohlgeordnet in Porteinkomplexen assoziiert vor.
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Diese Komplexe werden als Chromatin bezeichnet (Abbildung I-4). Die Doppelhelix
ist mit Histonen assoziiert. Diese sind stark basische Proteine und neutralisieren so
die negative Nettoladung der DNA. Die Histone bilden oktamere Komplexe, um die
die DNA gewickelt ist. Diese Komplexe werden Nucleosome genannt. Sie bilden
spiralférmige Solenoide als Uberstrukturen aus, die einen ungeféahren Durchmesser
von 30 nm haben. Bei einer Zellteilung liegt die DNA kondensiert als Chromosom
vor. Dabei bilden sich Schleifen aus den Solenoiden aus, die in gepackter Form die

charakteristische Struktur der Chromosomen bilden.

1.1.2 Méglichkeiten der Interaktion von small molecules mit der DNA

Es gibt eine Reihe von Molekulen, die mit der DNA in Wechselwirkung treten konnen.
Die Interaktion von small molecules aber auch die von biologisch relevanten
Makromolekilen mit der DNA kann reversibel oder irreversibel erfolgen. Die
reversible Interaktion kann in drei Klassen unterteilt werden (Abbildung I-5). Es kann
zu einer rein elektrostatischen Wechselwirkung, zur Interkalation zwischen den
Basenpaaren oder auch zur Bindung in die kleine oder in die gro3e Furche der DNA
kommen. Neben der reversiblen Interaktion eines Moleklls mit der DNA kann es
auch zur Alkylierung und in einer weiteren Folge zum Strangbruch kommen. Dann

handelt es sich um eine irreversible Wechselwirkung.

elektrostatische

Wechselwirkung Furchenbindung Interkalation

Abbildung I-5. Moglichkeiten der reversiblen Wechselwirkung von Molekiilen mit
doppelhelikaler DNA.!

Die DNA besitzt an ihrem Rickgrat durch die Phosphatgruppen ein Uberschuss an
negativen Ladungen. Dadurch konnen eine Vielzahl von Kationen und auch
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Wassermoleklle an die DNA binden und stabilisieren sie so in unterschiedlichen
Sekundarstrukturen. Das Entfernen der Gegenionen vom Rulckgrat kann zum einen
einen positiven energetischen Beitrag liefern, denn dadurch erhoht sich die Entropie
des Gesamtsystems. Auf der anderen Seite kann sich durch den Verlust der
ionischen Wechselwirkung die Enthalpie des Systems verandern. Allgemein lasst
sich aber sagen, dass diese elektrostatischen Wechselwirkungen unspezifischer
Natur sind und nicht von einer bestimmten DNA-Sequenz abhangen.

Beide Furchen eines doppelhelikalen DNA-Strangs (Abbildung [-3) unterscheiden
sich sowohl in ihrer elektronischen als auch in ihrer sterischen Charakteristik.
Proteine, wie z.B. das Zinkfingerprotein, binden bevorzugt spezifisch in die grolle
Furche der DNA. Die kleine Furche ist wesentlich schmaler und enger. Deshalb
binden dort bevorzugt kleinere Molekule (small molecules) unter Verdrangung der
dort gebundenen Wassermolekulle. Diese Binder sind meist flach, bestehen aus
einem aromatischen System, sind aber dennoch flexibel genug, um sich optimal in
die kleine Furche einzupassen. Aullerdem besitzen sie eine sichelférmige
Grundstruktur und sind dadurch annahernd isohelikal mit der DNA. Die bekanntesten
Vertreter dieser Substanzklasse sind Netropsin und Distamycin. Sie binden
spezifisch an AT-reiche Sequenzen in der DNA. lhr Wirkmechanismus soll genauer
im Kapitel 1.1.3 beleuchtet werden.

Interkalation ist der dritte Mechanismus, nach dem Molekile mit der DNA in
Wechselwirkung treten konnen. Interkalatoren sind im allgemeinen starre planare
Molekule mit einem teilweise Uber mehrere Ringe ausgepragten n-Elektronensystem.
Sie schieben sich zwischen die Basenpaare der DNA und es kommt zu einer n-n-
Wechselwirkung des Elektronensystems des Interkalators mit den aromatischen
Ringen der Basenpaare. Die Haupttriebkraft der Bindung ist die Desolvatation des
unpolaren Molekuls durch Interkalation zwischen die Basenpaare. Dadurch kommt es
praktisch rechtwinklig zur helikalen Achse der DNA zu liegen. Die Interkalation
bewirkt, dass die Basenpaare etwas voneinander getrennt werden, was wiederum
die regelmaRige Struktur des Rulckgrats stort. Allerdings wird die Watson-Crick-
Basenpaarung durch die Interkalation nicht gestdrt. Trotzdem ist es flr DNA-
bindende Enzyme nicht mehr moglich in der korrekten Weise mit der DNA in
Wechselwirkung zu treten. So kann z.B. eine DNA-Polymerase unter diesen
Bedingungen den DNA-Strang nicht mehr richtig ablesen. Die meisten Interkalatoren

binden nicht sequenzspezifisch an die DNA.
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Es gibt aber auch Interkalatoren, die eine gewisse Spezifitdt aufweisen.
Dactinomycin (1), das in den 1940er Jahren aus einem Streptomyceten als
Actinomycin D isoliert wurde, besitzt eine antitumorale Aktivitat und wird seit den
1950er Jahren unter dem Namen Cosmegen® als Medikament eingesetzt.” ® Das
aromatische Phenoxazin-GrundgeruUst interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA,
und inhibiert so in Abhangigkeit von der Konzentration die DNA-Replikation oder die
RNA-Synthese. Neben einem aromatischen Molekulteil besitzt Dactinomycin zwei
Cyclodepsipeptid-Seitenketten. Diese bilden H-Bricken und van-der-Waals-
Bindungen zur DNA aus und stabilisieren so zusatzlich den Komplex (Abbildung I-6).
Dabei kommen diese Seitenketten in der kleinen Furche der DNA zu liegen. Die
Bindung ist abhangig von der Gegenwart von Guanin. Nur dann kann sich eine
stabile H-Brucke zwischen der Aminogruppe des Guanins und einem Threonin aus
der Seitenkette des Dactinomycins ausbilden. Die Ausbildung dieser H-Brucke ist fur
die Sequenzspezifitat verantwortlich. Synthetische Strukturvariationen im Peptidteil
von Actinomycin fihren zu einem dramatischen Verlust an Antitumoraktivitat, so dass
fur diese Molekullklasse wenig Spielraum fur strukturell vereinfachte Wirkstoffe
besteht.

a) b)

peptidischer
Rest

L-F?ro Slar L-I?ro—?ar
D-yal L-I\."I(IeVaI D-\Ifal L-M ileVaI
NH O NH C_)

O)\';/\C['h )‘\?/\CH:;
HN._O OsNH
No NH.
0] 0
CHg CHs

Dactinomycin (1)

H-Briicke fiir die
Sequenzspezifitat

System

Abbildung I-6. a) Struktur von Dactinomycin (Actinomycin D); b) Ausschnitt aus einem
Dactinomycin-DNA-Komplex (PDB 1FJA). Die Interkalation erfolgt spezifisch zwischen
GC-Basenpaare auf Grund einer stabilisierenden H-Briicke. Die Basenpaare sind mit
groBen Buchstaben gekennzeichnet.

Neben der hier vorgestellten Auswahl an reversibel bindenden Molekulen gibt es
auch Wechselwirkungen mit der DNA, die irreversibel sind. Zunachst sollen im

folgenden DNA-Alkylanzien beschrieben werden.
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Die bekannteste Verbindung dieser Gruppe ist Senfgas (2), das nach seinen
Entwicklern Lommel und Steinkopf (Kaiser-Wilhelm-Institut, 1916) auch Lost (2)
genannt wird. Dabei handelt es sich um Bis(2-chlorethyl)sulfid (Abbildung I-7). Lost
wurde im Ersten Weltkrieg als Giftgas eingesetzt. Neben dieser Anwendung als
chemische Waffe wurde aber bereits 1931 seine Potenz als antitumoraler Wirkstoff
durch direkte Injektion in menschliche Tumore erkannt.® ¥ Allerdings war seine
Wirkung zu toxisch, als dass es fur eine medizinische Anwendung in Frage
gekommen ware. Deshalb wurde systematisch nach weniger toxischen Derivaten
gesucht und man fand diese in den weniger reaktiven N-Lost-Derivaten.!'” Allerdings

haben nur wenige dieser Derivate therapeutische Bedeutung erlangt (Abbildung I-7).

Ci/\/s\/\CI

Lost (2)
COOH
HoOC NH,
CHs
>N >N G Nrday
Chlormethin (3) Chlorambucil (4) Melphalan (5)

(N-Lost)

Abbildung I-7. Eine Auswahl von DNA-Alkylanzien. Gezeigt ist die Stammverbindung
Lost und darunter drei weniger toxische N-Lost-Derivate, die Anwendung als
Wirkstoffe finden.

Der Wirkmechanismus von N-Lost-Derivaten basiert auf einer intramolekularen
nucleophilen Substitution des Chloratoms durch Stickstoff. Dadurch entsteht ein
reaktives Aziridiniumion, das nucleophile funktionelle Gruppen der DNA alkylieren
kann. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Syi-Reaktion ist abhangig von der
Nucleophilie des Stickstoffs. Durch unterschiedliche Reste an dieser Position |asst
sich die Reaktivitat der N-Lost-Derivate steuern. Durch Protonierung wird die
Nucleophilie des Stickstoffs ganzlich aufgehoben, so dass auch Uber den pH eine
Steuerung der Reaktivitat moglich ist. Durch die Bifunktionalitat der N-Lost-Derivate
kann es zur Quervernetzung der DNA kommen.

Neben diesen sehr reaktiven Antitumorwirkstoffen gibt es auch N-Lost-Derivate, die
erst durch eine Bioaktivierung in eine reaktive Spezies Uberfuhrt werden. Man spricht
in einem solchen Fall von Prodrugs. Eines dieser Prodrugs ist Cyclophosphamid (6)

(Schema I-1). Durch metabolische Hydroxylierung in 4-Position des Ringes entsteht
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ein Halbaminal (8), das im Gleichgewicht mit der entsprechenden Aldehydform (9)
steht. Durch eine Eliminierungsreaktion wird dann neben Acrolein (10) der aktive
Metabolit (11) gebildet. Die Hydroxylierung findet in der Leber statt. Der

Oxaphosphinanring ist stabil genug, damit das Prodrug oral verabreicht werden kann.

Cl
2 J—CI
o N
Q?:O Cyclophosphamid
NH (cP)
6
Cl
o mz C|2 Z y
Cl Cl
Z ¥ v . il
o N o 0.4 (o HO.
Nl ydroxylierung P:O p:o ; (8]
P=0 e [ i l _— = | NH
|\I,|H NH NHZ 2 aktiver Metabolit
B
|
OHHaIbaminnl o Aldehyd 10 Q 1
7 8 9 Acrolein

Schema I-1. Beispiel fiir ein Prodrug, das erst durch Bioaktivierung in den aktiven
Metaboliten Uberfiihrt wird. Im oberen Teil ist die Struktur des Cyclophosphamids
gezeigt, im unteren Teil die metabolische Aktivierung in der Leber.

Neben der irreversiblen kovalenten Bindung von Wirkstoffen oder der
Quervernetzung der DNA durch Alkylanzien, gibt es auch Wirkstoffe, die zunachst
reversibel an die DNA binden und nachfolgend durch eine chemische Reaktion einen
Strangbruch verursachen. Dies sind beispielsweise die Bleomycine (12, 13), eine
Familie strukturell verwandter Glykopeptide, die aus Streptomyces verticillus isoliert
wurden (Abbildung 1-8). Sie binden sequenzspezifisch an die DNA und fihren durch
eine metallabhangige Aktivierung von molekularem Sauerstoff zu einem Strangbruch
in der DNA oder RNA.

Die Bleomycine sind in der Lage, Fe?*-lonen zu komplexieren (Abbildung I-8). Dabei
werden funf Positionen des Koordinationsoktaeders durch Stickstoffatome des
Bleomycins besetzt. Die letzte verbleibende Position wird durch molekularen
Sauerstoff besetzt. Dieses derart aktivierte Bleomycin bindet nun an die DNA. Die
Bisthiazoleinheit  interkaliert zwischen die  Basenpaare und ionische
Wechselwirkungen der Seitenkette mit dem Phosphatriickgrat der DNA stabilisieren
den Komplex zusatzlich. Durch die Aktivierung des an das Eisen gebundenen

Sauerstoffs kommt es dann zu einer oxidativen Spaltung des DNA-Stranges.
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Abbildung I-8. Strukuren von Bleomycin A2 (12) und B2 (13) und ein Modell eines
moglichen Bleomycin-Fe?*-Komplexes. Sterne (*) markieren mégliche Koordinations-
stellen fiir das Eisen (Fe?*).

1.1.3 Die Naturstoffe Netropsin und Distamycin als Beispiele fiir reversibel an
die DNA bindende Molekiile

Netropsin (14) und Distamycin (15) sind naturlich vorkommende heteroaromatische
v-Oligopeptide (Abbildung 1-9). Netropsin, das in der Literatur auch Congocidin
genannt wird, wurde 1951 aus Streptomyces netropsis isoliert und seine Struktur
1967 aufgeklart!'" "2, Distamycin wurde 1964 aus demselben Bakterium isoliert.!"’!
Die Grundstruktur von Netropsin besteht aus einem Dipeptid der y-Aminosaure N-
Methyl-4-aminopyrrol-2-carbonsaure. Die Grundstruktur von Distamycin besteht aus
dem entsprechenden Tripeptid. Beide Substanzen tragen C-terminal eine
Amidinseitenkette, wahrend sie sich N-terminal unterscheiden. Im Fall von
Distamycin ist der N-Terminus formyliert, Netropsin dagegen tragt dort eine
Guanidinoessigsaure. Beide Substanzen sind sehr prominent, weil es die ersten
bekannten naturlich vorkommenden Peptide waren, die selektiv an AT-reiche
Sequenzen der kleinen Furche doppelstriangiger DNA binden.['*® Dariiber hinaus

zeigen sie antivirale, antibakterielle und antitumorale Aktivitat.l'9?%
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H-N_. _NH Amidin-
Gl seitenkette
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N-Methylpyrrol NH
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— -N_~
H;C NH
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Abbildung I-9. Strukturen von Netropsin (14) und Distamycin (15). Die strukturellen
Merkmale und Gemeinsamkeiten sind farblich hervorgehoben.

Die selektive Erkennung bestimmter DNA-Sequenzen nimmt einen wichtigen Punkt
bei der gesteuerten Aktivierung und Inaktivierung von Genen ein, so dass im
folgenden der Wirkmechanismus von Netropsin und Distamycin genauer erlautert
werden soll. Eine DNA-Doppelhelix bildet zwei Furchen aus, die kleine (minor
groove) und die groRe (major groove) Furche. An die letztere binden vornehmlich
Proteine, wie z.B. Zinkfingerproteine, wahrend die relativ flache und enge kleine

Furche der DNA die Bindungsstelle fiir z.B. Netropsin und Distamycin darstellt.[?® 24

a) b)
N :
HZN‘\< % H : ‘ W
H . H ,H
\C2__ 01 /C'-.C”/C-._ —
/Pr_‘_ A-T A-T AT

Abbildung I-10. Bindungsmodus von Netropsin in die kleine Furche der DNA. a) 1:1-
Komplex von Netropsin mit doppelhelikaler DNA'**; b) an der Bindung an eine AT-
Sequenz beteiligte Wechselwirkungen (blaue Blockpfeile: H-Briicken in Donor-
Akzeptor-Richtung, rote gestrichelte Linie: hydrophobe Wechselwirkungen).[*”!

Netropsin bindet an AT-reiche Sequenzen in einer 1:1 Stéchiometrie (Abbildung
I-10). Dies konnte zuerst durch NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.”® Dabei
tragen insbesondere drei Faktoren zu einer Stabilisierung des Komplexes bei. Zum

einen bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den NH-Amiden und den
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N-3-Atomen des Adenins bzw. den O-2-Atomen des Thymins aus. Zum anderen
ermdglicht die sichelférmige Struktur des Netropsin eine hohe Passgenauigkeit fir
die Einlagerung in die kleine Furche. So kommt es zu einem sehr engen Kontakt
zwischen Ligand und Rezeptor der durch van-der-Waals-Kontakte unterstutzt wird.
Den dritten Beitrag liefern ionische Wechselwirkungen zwischen dem negativ
geladenen Ruckgrat der DNA und dem unter physiologischen Bedingungen positiv
geladenen Liganden." Lediglich einen geringen weiteren Beitrag liefert der
Entropiegewinn, der durch die Verdrangung von gebundenen Wassermolekulen
durch Netropsin, entsteht.?”) Es wird vermutet, dass die van-der-Waals-Kontakte

ausschlaggebend fur die sequenzspezifische Erkennung sind.

b)

.H H.
N O HN N-H--0 N
¢ - ~ 3
5N /_<NH... NN /_‘<\N AAAAAAA uy N Ny
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N-H--0 o 0-H-N
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G ¢ c G
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N NH CHs HsG O H-N N
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N _\<N ----- HN ) / NH NkXN;._:
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Abbildung I-11. a) Bindungsmodus von Distamycin in einer 2:1-Stochiometrie in die
kleine Furche der DNA; b) schematische Darstellung der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren und jeweils darunter
vereinfacht die elektronische Situation in der kleiner Furche bei dem entsprechenden
Basenpaar: Kreis mit Punkten steht fiir ein freies Elektronenpaar, Kreis mit H steht fiir
ein in die kleine Furche zeigendes H-Atom.'*®!

Im Gegensatz zu Netropsin kann Distamycin neben einer 1:1-Stéchiometrie auch in
einer 2:1Stéchiometrie an die DNA binden (Abbildung I-11). Die jeweilige
Stochiometrie ist dabei sowohl von der Konzentration der DNA bzw. des Wirkstoffs
als auch von der Basenpaarabfolge in der Sequenz abhangig.*® *? Mindestens fiinf
A-T-Basenpaare sind notig, damit sich dieser Komplex ausbilden kann. In
Titrationsexperimenten mit einer AAATT-Sequenz und Distamycin wurde gefunden,

dass sich zunachst ein 1:1-Komplex ausbildet und erst nach weiterer Erhdhung der
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Konzentration an Distamycin sich der 2:1-Komplex bildet.*"! Aus den Experimenten
konnte abgeschatzt werden, dass die Bindungskonstante fir die Anbindung des
ersten Distamycin-Molekuls ungefahr um den Faktor zehn grofRer ist als die fur die
Bindung des zweiten Distamycins. Im 2:1-Komplex liegen beide Distamycine
antiparallel und leicht gegeneinander verschoben Ubereinander in der kleinen Furche
der DNA. Dabei sind jeweils zwei gegenuberliegende Heterozyklen an der Bindung
zu einem Basenpaar beteiligt. Netropsin kann auf Grund von elektrostatischer
AbstoRung der Seitenketten nicht in dieser Stéchiometrie binden.?

Durch NMR-Bindungstudien und durch DNase footprinting assays konnte die
spezifische Orientierung des Distamycins bei der Bindung in die kleine Furche
nachgewiesen werden.® 3% Dabei befindet sich der N-Terminus immer am 5-Ende
des entsprechenden DNA-Stranges. Fur Netropsin konnte diese Vorzugsorientierung
nicht nachgewiesen werden. Hier sind beide Orientierungen energetisch

gleichwertig.*

1.1.4 Von Distamycin und Netropsin abgeleitete heteroaromatische Polyamide
mit dDNA-Affinitét

Die selektive Erkennung bestimmter DNA-Sequenzen durch small molecules ware
gleichbedeutend mit dem gezielten Ein- und Ausschalten bestimmter Genfunktionen.
Man erhoffte sich dadurch, beispielsweise die Expression von Onkogenen gezielt zu
steuern. Fur das Design dieser Liganden dienten die Regeln der molekularen
Erkennung von Netropsin und Distamycin. Die Spezifitat der selektiven Erkennung
AT-reicher DNA-Sequenzen durch Netropsin und Distamycin war Ausgangspunkt far
die Synthese zahlreicher Derivate dieser beiden Naturstoffe. Zunachst wollte man
basierend auf den Erkenntnissen zu bevorzugten Sequenzbindungsmotiven rational
entworfene Strukuren synthetisieren, die in der Lage sein sollten, spezifisch an GC-
reiche Sequenzen der DNA zu binden. In weiteren Studien wurde die spezifische
Erkennung von DNA-Sequenzen aus Permutationen aller vier unterschiedlicher
Basenpaare erreicht.

Zunachst waren die Synthesen von Bindemolekulen darauf gerichtet, langere DNA-
Sequenzen zu erkennen. Dementsprechend wurden Netropsin- und Distamycin-
Derivate synthetisiert, die mehr als drei repetitive N-Methylpyrrole (Py) als zentrale
Aminosaure besitzen. Bis zu sechs N-Methylpyrrolcarboxamide wurden aneinander

geknupft. Dabei wurde festgestellt, dass n-1 Heterozyklen oder n Amidbindungen an
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eine Sequenz aus n+1 Basenpaare binden kénnen.®> %! Mit sechs Heterozyklen
wurde die natlrliche Grenze erreicht, weil Heterozyklen und Amidbindungen langerer
Oligopeptide nicht mehr direkt Uber den entsprechenden Bindungspositionen der
Basenpaare zu liegen kamen. Ligand (Netropsin/Distamycin-Derivat) und Rezeptor
(DNA) sind sozusagen auler Phase geraten. Untersuchungen ergaben, dass ein N-
Methylpyrrolcarboxamid ungefahr 20 % zu lang ist, um ideal ein Basenpaar
abzudecken.®”! Dem wurde versucht entgegenzuwirken, indem verschiedene Linker
nach einer bestimmten Anzahl von Carboxamiden eingefugt wurden. Als Linker
wurden neben Alkyl- und Alkenketten auch verschiedene Alicyclen, Heterocyclen und
Peptide verwendet. So konnten bis zu zehn aufeinanderfolgende AT-Basenpaare
erkannt werden.[" Idealerweise sollte aber eine Erkennung von 15 bis 16
Basenpaaren erreicht werden, um aus statistischen Grinden eine eindeutige DNA-
Sequenz spezifisch abdecken zu kénnen (bei ~ 3 x 10° Baasenpaaren fiir ein
humanes Genom).”? Dies gelang zum ersten Mal der Arbeitsgruppe von Peter B.
Dervan (Caltech, Pasadena, USA).P® Durch Verkniipfung von drei Polyamiden, die
jeweils aus vier N-Methylpyrrolen bestehen, mit einem p-Alaninlinker konnte eine

Sequenz aus 16 Basenpaaren erkannt werden (Abbildung I-12).

Abbildung I-12. Erkennung einer 16 bp langen AT-Sequenz durch ein Polyamid
bestehend aus drei Untereinheiten die jeweils mit einem B-Alaninlinker miteinander
verbunden sind.>®
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Neben synthetischen Arbeiten basierte ein anderer Ansatz auf molecular modelling
Rechnungen. Diese sagen flr eine Reihe hypothetischer ,verkirzter* Netropsine
oder Distamycine bessere Bindungswerte voraus als fur die entsprechenden
Stammverbindungen. Verklrzt in dem hier verwendeten Sinn bedeutet, dass
entweder die Carbonylgruppe oder die Aminogruppe aus den die Heterozyklen
verknlipfenden Peptidbindungen entfernt wurden. Weil diese Verbindungen isohelikal
mit der DNA sind, wurden sie Isolexine (16 und 17) genannt (Abbildung 1-13)."- %I
Die quantenchemischen Rechnungen ergaben, dass beide Verknupfungen
grundsatzlich mdglich sind, dass aber die Verknupfung der Heterozyklen tber eine
Carbonylfunktion zu einer gunstigeren Wechselwirkung mit einer AT-reichen
Sequenz fuhrt. Der Beitrag der Carbonylfunktion kann sogar den Effekt anderer
Heterozyklen (z.B. Imidazol statt Pyrrol, s. unten), die zu einer veranderten Spezifitat
fuhren wurden, kompensieren. Die Verknupfung Uber eine Aminofunktion hingegen
besitzt keinen dirigierenden Einfluss. Hier wird die Spezifitat ausschlieRlich durch die

Heterozyklen bestimmt.*"!

HaN__NH
o X HzN
NH
HN 3
=
o NH
\]I
HN™ NH, HN" NH, HaC—\NH
16 17 18 19
Isolexine Vinylexine

Abbildung 1-13. Eine Auswahl an Isolexinen und Vinylexinen, die basierend auf
quantenchemischen Rechnungen in die kleine Furche der DNA binden sollen.

In weiterfuhrenden theoretischen Arbeiten wurden die Heterozyklen Uber
Vinylgruppen miteinander verbunden (Abbildung 1-13) und ihre
Bindungseigenschaften ebenfalls quantenmechanisch berechnet. Auch fir diese
sogenannten Vinylexine wurde eine bessere Passgenauigkeit in die kleine Furche
vorhergesagt.*” Die quantenchemischen Rechungen zeigten, dass der Ersatz der
verknipfenden Aminogruppe der Isolexine durch Vinylgruppen fir eine gegebene

Spezifitdit zu einer héhere Bindungsenergie mit der DNA filhren sollten.*® Die
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Autoren folgerten daraus, dass nicht allein die Anzahl der mdglichen
Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren fir eine Wechselwirkung mit der DNA
entscheidend ist, sondern die gesamte elektronische Struktur eines potentiellen
Liganden betrachtet werden muss. Die aus den Rechnungen erhaltenen Daten
konnten bisher noch nicht experimentell bestatigt werden, da noch keines dieser
postulierten Derivate synthetisiert wurde.

Neben ersten synthetischen Arbeiten, die zunachst meist mit N-Methylpyrrol als
zentralem heterozyklischem Grundkorper durchgefuhrt wurden, wurde in weiteren
Ansatzen der Einbau anderer heterozyklischer Aminosauren in das Grundgerist von
Distamycin  verfolgt. Dabei sollte vor allem eine Veranderung der

sequenzspezifischen Erkennung durch die Liganden erzielt werden.

Abbildung  I-14. Erkennung eines G+C-Basenpaares durch ein N-
Methylimidazolcarboxamid. Schematische Darstellung des Bindungsmodus und der
beteiligten Wechselwirkungen (blaue Blockpfeile: H-Briicken in Donor-Akzeptor-
Richtung, rote gestrichelte Linie: hydrophobe Wechselwirkungen).!?

Aus den Strukturuntersuchungen von Netropsin- oder Distamycin-DNA-Komplexen
war ersichtlich, dass eine Bindung an GC-reiche Sequenzen vor allem durch die
Aminogruppe am C-2 von Guanin behindert wird. Diese Aminogruppe zeigt direkt in
die kleine Furche der DNA und es kommt dadurch zu einer negativen sterischen
Wechselwirkung mit der CH-Gruppe des N-Methylpyrrolrings. Untersuchungen mit
synthetischen DNA-Sequenzen, bei denen Guanin-Derivate eingebaut wurden, die
diese Aminogruppe nicht trugen, oder Adenin-Derivate mit an dieser Stelle kinstlich
eingebauter Aminogruppe, unterstiitzten diese Vermutungen.*" 42 In einem ersten
Versuch wurde deshalb das N-Methylpyrrolcarboxamid durch das entsprechende N-

[43, 44]

Methylimidazolderivat ersetzt. Dadurch wird die behindernde sterische
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Wechselwirkung mit der Aminogruppe des Guanins aufgehoben und zusatzlich ein
Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor an dieser Position angeboten (Abbildung
|_14)_[22, 45]

Tatsachlich zeigen Derivate mit einem Imidazolcarboxamid, sie wurden allgemein
Lexitropsine genannt, eine Bindungsaktivitat an GC-Sequenzen. Daraufhin wurde
eine Vielzahl von synthetischen Derivaten hergestellt, bei denen neben Imidazol
auch Thiazole, Oxazole, Triazole und andere Heterozyklen als Carboxamid-

Bausteine verwendet wurden (Abbildung I-15).

Thiazol
(S innenseitig)  Furan
: Pyrazol
.CH3
e
Thiazol 1 . & = Imidazol
N innenseiti .'-. : S b N ~~y-CH
( g) .‘.- [ : | | : = H \(\N 3
. N=
b | A%ZO
{:;/‘.“ .............
NH H=K = e
Thiophen e & s
\ T Triazol
H sl
\ N
Co~NH,
Oxazol P :
N~ | Pyridin
SN

Abbildung I-15. Ubersicht iiber eine Auswahl der Heterozyklen, die in Distamycin-
Derivaten verwendet wurden, um eine GC-Spezifitit zu erreichen.!' Blaue Blockpfeile
zeigen Wasserstoffbriicken in Donor-Akzeptor-Richtung zwischen der Aminogruppe
am C-2 von Guanin und den Heteroatomen.

So wurden Liganden entworfen, die an eine Sequenz mit ein oder auch zwei GC-
Basenpaarungen innerhalb einer Sequenz von AT-Basenpaarungen binden konnten.
Thiazol-Ringe zeigen dabei eine Besonderheit, da entweder der Schwefel oder aber
der Stickstoff in die kleine Furche zeigen konnen. Im ersten Fall erfolgt keine Bindung
in die kleine Furche, da der Schwefel einen zu groR3en sterischen Anspruch
ausiibt.*®! Zusatzlich konnte durch die Verwendung von chiralen Linkern zwischen
den heterozyklischen Aminosauren eine bessere Bindung an die DNA erreicht
werden, sofern die Stereochemie so gunstig war, dass sich der Ligand isohelikal in

DNA einpassen konnte. Unter all diese Liganden befand sich keiner, der selektiv an
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eine Abfolge von GC-Basenpaarungen binden konnte. Es wurden lediglich GC-
Basenpaare innerhalb einer AT-Sequenz toleriert.

Von Distamycin war bekannt, dass es sowohl in einer 1:1-Stdéchiomterie als auch in
einer 2:1-Stochiometrie in die kleine Furche binden kann (Kapitel 1.1.3). Die
Anwendung dieses Konzepts auf die Lexitropsine fuhrte zur Entwicklung eines
Homodimers basierend auf einem Distamycin-Derivat mit zwei Imidazol- und zwei N-
Methylpyrrolcarboxamiden (Abbildung 1-16)."*") Dies war der erste Ligand der selektiv

an eine Abfolge von GC-Sequenzen binden konnte.

Abbildung I-16. Erstes spezifisch an eine GC-Sequenz bindendes Polyamid in 2:1-
Stochiometrie.[*! Schematische Darstellung der Bindungsverhiltnisse analog zu
Abbildung I1-11.

Die 2:1-Stéchiometrie der Liganden wurde in weiteren Ansatzen kiinstlich hergestellt,
indem zwei Lexitropsine uber einen flexiblen Linker derart miteinander verknupft
wurden, dass eine antiparallele Orientierung der Liganden erzwungen wurde.
Dadurch entstanden die sogenannten Haarnadel-Polyamide.*®! Sie besitzen eine
héhere Spezifitat gegeniber den Homodimeren. Durch die kovalente Verknupfung
und durch Variation der heterozyklischen Carboxamide konnten Liganden hergestellt
werden, die Abfolgen aller vier Basenpaare erkennen kénnen.[*’! Diese Liganden

sind in ihrer Affinitat und auch in ihrer Spezifitdt vergleichbar mit DNA-bindenden
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Proteinen, also z.B. mit Transkriptionsfaktoren.’® SchlieBlich konnten sogenannte
Paarungsregeln fur die Erkennung bestimmter Sequenzen aufgestellt werden. Aus
den Arbeiten zur Erkennung von GC-Sequenzen wusste man, dass die Verwendung
von N-Methylimidazol (Im) eine stabilisierende Wechselwirkung mit der Aminogruppe
des Guanins ermdglicht (Abbildung 1-14). Als Paar mit N-Methylpyrrol (Py) in einem
Haarnadelpolyamid konnte die Abfolge GC von der Abfolge CG unterschieden
werden (Abbildung 1-17).P"! Befindet sich das Imidazol auf der Seite der Guanin-Base
kann sich ausgehend von dem freien Elektronenpaar des N-Atoms des Imidazols
eine H-Brlcke zur Aminogruppe des Guanins ausbilden. Der daraus resultierende
Winkel liegt ungefahr bei 160° und ist damit nah an dem gulnstigsten Winkel fur eine
H-Bricke von 180°. Wurde sich das Imidazol iber dem Cytosin befinden, wirde eine
H-Brucke in einem Winkel von ungefahr 106° entstehen, wenn man den Winkel

ausgehend von der Position des gegenuberliegenden Pyrrols abschatzt. Dieser Wert

ist sehr unglnstig und wirde stark von dem spitzesten Winkel von 132°, der bisher
[52]

fur eine Zwei-Zentren-H-Bricke gefunden wurde, abweichen.

Abbildung I-17. Ausschnitt aus dem Polyamid ImimPyPy-3-Dp gebunden an eine GC-
reiche DNA-Sequenz (PDB 365D). Dargestellt ist ein vergroBerter Ausschnitt der
Bindung eines Im/Py-Paares an ein GC-Basenpaar. Nur wenn sich das Im auf der Seite
von G befindet kann sich eine ginstige H-Briicke ausbilden. H-Briicken sind
gestrichelt eingezeichnet.

Die Unterscheidung einer AT- von einer TA-Abfolge gelang erst spater. Sowohl
Adenin als auch Thymin besitzen in der kleinen Furche einen H-Bruckenakzeptor
(Abbildung 1-11b). Allerdings ist auch hier eine Unterscheidung moglich. Zwischen

dem O-2 des Thymins und dem C-2 des Adenins befindet sich eine unsymmetrische
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Licke. Aulerdem besitzt der Sauerstoff des Thymins zwei freie Elektronenpaare

wahrend das N-3 des Adenins nur ein freies Elektronenpaar besitzt. Dies wurde in

einem computerbasierten Design ausgenutzt und N-Methyl-3-hydroxypyrrol (Hp) als
53]

idealer Heterozyklus gefunden (Abbildung I-18).

Abbildung I-18. Ausschnitt aus dem Polyamid ImHpPyPy-3-Dp gebunden an eine
AGTACT-Sequenz (PDB 407D). Im oberen Teil ist die sequenzspezifische Erkennung
eines CeG-Paares durch Py/Im, im unteren Teil die eines A-T-Paares durch Py/Hp
gezeigt.®

Tatsachlich war es somit durch ein Hp/Py-Paar mdéglich die Abfolge von AT von der
von TA zu unterscheiden (Tabelle 1-2).*%

Das generelle Strukturmotiv dieser Haarnadelpolyamide besteht aus acht
heterozyklischen Ringen, in denen der C-Terminus des einen Polyamids Uber einen
y-Aminobuttersaure-Linker mit dem N-Terminus des anderen Polyamids verbunden
ist. Dabei orientiert sich wie beim Distamycin (Abbildung I-11) das Polyamid N—C in
Richtung von 5—3 am DNA-Strang. Diese Haarnadelpolyamide binden aber
lediglich an sechs aufeinanderfolgende Basenpaare. Durch Substitution eines Py-
Rings durch einen B-Alanin-Rest (B) ist es aber moglich bis zu 16 Basenpaare zu
adressieren.®® *® Einer anderen Strategie folgend wurden zwei Haarnadelpolyamide
Uber einen Linker miteinander verbunden, um so bis zu elf und zwoIf Basenpaare

selektiv zu erkennen.?®
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Tabelle 1-2. Paarungsregeln in Haarnadelpolyamiden zu selektiven Erkennung
bestimmter Basenpaarungen (Py: N-Methylpyrrol, Im: N-Methylimidazol, Hp: N-Methyl-
3-Hydroxypyrrol)./?®

CG G-C AT TeA
Py/Im + - - -
Im/Py - + - -
Py/Hp - - + -
Hp/Py - - - +

Es wurde aullerdem versucht, die Gruppe der drei heteroaromatischen Aminosauren
der Paarungsregeln (Tabelle 1-2) zu erweitern. Besonders vor dem Hintergrund der
biologischen Evaluierung der Liganden in Tiermodellen, bei denen Fragestellungen
nach der Bioverfugbarkeit, nach dem Metabolismus, nach der Pharmakokinetik u.a.
hinzukommen, wollte man eine Bibliothek von flnfgliedrigen Heterozyklen aufbauen,
um die unterschiedlichen Heterozyklen gegeneinander austauschen zu kénnen.” *®
Dabei wurden vor allem unterschiedliche Modifikationen auf der Seite der

Heterozyklen eingefuhrt, die in die kleine Furche der DNA zeigt (Abbildung 1-19).

CHj CHg CH3 CHs
N N N N
7 / / fi
RHNQCOR' RHN/(N/)\COR' RHN”Q/H:OR' RHN/QS COR'
H OH
Py Im Hp Th
Tl CHs s CHa
| S‘g\ y '
> . \ RHN{/KCOR ﬂ
RHN’«T)\COR RHN’j\\N COR' OH RHN"~g~ ~COR'
H
Pz Nt Ht Tn
at
/\ / \
RAN N COR RHN’Q\COR' RHN’Q\COR
H
Nh Fr Tp

Abbildung I-19. Ubersicht iiber fiinfgliedrige Heterozyklen, die in der Arbeitsgruppe
von P. B. Dervan synthetisiert wurden.®® *! Die Funktionalititen, die in die kleine
Furche zeigen, sind nach unten weisend dargestellt. Unter jeder Aminoséure findet
sich der iibliche Zwei-Buchstaben-Code.

Durch die unterschiedlichen Heteroatome im Ring und die verschiedenen
Substitutionsmuster ist trotz Isosterie und Isolobalanalogien die exakte Geometrie
einer jeden dieser Aminosauren unterschiedlich. Daraus ergeben sich auch

unterschiedliche Sichelformen in den entsprechenden Polyamiden. Aus den
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Untersuchungen von Distamycin, Netropsin und ihren Derivaten mit N-Methylpyrrol
(Py) als heterozyklischem Grundkoérper weil® man, dass die Abfolge von Py-Resten
eine eigentlich zu starke Krimmung der Sichelform der Polyamide verursacht, wenn
man dies mit der entsprechenden Krimmung in der DNA vergleicht. Eine
Abschwachung der Krimmung wirde demnach zu einer besseren Passgenauigkeit
des Polyamids fihren und somit ware eine Bindung auch empfindlicher fur kleine
Veranderungen der Geometrie oder der elektronischen Situation in der kleinen
Furche. Fur den Einbau von 2,5-disubstuiertem Methylthiophen (Tn) (Abbildung I-20)
konnte dies durch quantenchemische Rechnungen gezeigt werden, wahrend der
Einbau eines 2,5-disubstuierten Furans (Fr) in die Polyamide zu einer wesentlich
starkeren Kruimmung der Polyamide fuhrte und somit die Bindung stark beeintrachtigt
werden sollte (Abbildung [-20)."!

DImIm Im : j Im Imim D
' ; (.
Nimim Im < Im Im Im \\i

;=
InPy Fr p Fr Py'n
I i |

]
Py Py Py Py Py Py

b)

Abbildung I-20. a) Schematische Darstellung der Kriimmung verschiedener Polyamide
im Vergleich zur Kriimmung der DNA; b) ab initio Rechnungen der in a) dargestellten
Polyamide. Die drei Strukturen sind uUbereinandergelegt (Abbildung der Original-
Literatur entnommen).!"®
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Vielversprechender erscheinen die Ansatze neben neuen Funfringheterozyklen neue
anellierte Funfring-Sechsring-Systeme, wie z.B. Benzimidazole oder Imidazopyridine,
zu verwenden (Abbildung I-21). Sie wurden als Isostere fur Dipeptide der bekannten

Funfringheterozyklen in einem rationalen Ansatz entworfen (Abbildung I-21). So

konnten neue Paare und entsprechende Paarungsregeln fur die selektive Erkennung
n [60, 61]

spezifischer DNA-Sequenzen aufgestellt werde

Abbildung I-21. Beispiele fiir den isosteren Ersatz von Dipeptid-Einheiten in bekannten
Polyamiden durch Benzimidazole oder Imidazopyridne. Die analogen Strukturmotive
sind fett hervorgehoben (Abbildung aus der Originalliteratur iibernommen).!*”!

Die Anwendung der hier vorgestellten spezifischen Liganden in Zelllinien oder
lebenden Organismen, um definierte DNA-Sequenzen in vivo zu erkennen, ist bisher
nur eingeschrankt moglich. Die Liganden zeigen zwar eine teilweise hohe Affinitat an
isolierte DNA-Abschnitte werden aber im Fall von Zelllinien teilweise kaum in den
Zellkern aufgenommen.”® Dies konnte mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
Polyamiden nachgewiesen werden. Bisher gibt es keine allgemein gultigen Kriterien,
die die Aufnahme dieser Verbindungen in den Zellkern garantierten konnen. Weder
die GroRe eines Polyamids, noch sein Imidazol-Gehalt, die Anbindung eines zur
Detektion verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs, noch die Struktur der C-terminalen
Seitenketten scheinen einen definierten Einfluss auf die Aufnahme auszuiiben.?

Ein Beispiel fur die erfolgreiche Verwendung eines Polyamid-Liganden zur Steuerung
der Genexpression in einem in vivo System ist die Inhibition der Anbindung des
Transkriptionsfaktors TFIIIA an ein 5S RNA Gen in Nierenzellen eines Krallenfroschs

der Gattung Xenopus.'®®
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1.2 Die Proximicine A, Bund C

Im Rahmen eines chemischen Screenings nach  strukturell neuen
Sekundarmetaboliten, das in der Arbeitsgruppe von Prof. H.-P. Fiedler (Eberhard-
Karls-Universitat Tubingen) durchgefihrt wurde, wurden zwei verschiedene
Verrucosispora-Stamme untersucht. Beide stammten aus marinen Habitaten. Der
eine, Verrucosispora sp. MG37, wurde aus einer Sedimentprobe des Raune Fjords in
Norwegen, die in einer Tiefe von 250 m genommen wurde, isoliert. Der andere,
Verrucosispora sp. AB-18-32, entstammte ebenfalls einer Sedimentprobe, die in der
Sagami Bay in Japan in einer Tiefe von 289 m genommen wurde. Beide Stamme
wurden an der Universitit Tibingen fermentiert.® Die HPLC-DAD-

Chromatogramme des Screening sind in Abbildung I-22 dargestellt.

Verrucosispora sp. AB-18-32 Verrucosispora sp. MG37
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Abbildung 1-22. HPLC-DAD-Chromatogramme der Kulturfiltratextrakte von zwei
verschiedenen Verrucosispora-Stammen. Mit A, B und C sind die interessierenden
Sekundarmetabolite bezeichnet. Zusatzlich sind ihre UV-Spektren jeweils rechts mit
angegeben. Mit einem Stern im linken Chromatogramm sind die Signale der
Abyssomicine B, C und D markiert.[®>

Der Stamm Verrucosispora sp. AB-18-32 ist als Produzent der Abyssomicine B, C
und D bekannt. Die Signale dieser Verbindungen sind in Abbildung I-22 ebenfalls
dargestellt (mit einem Stern markierte Signale).l®> ®® Die mit Buchstaben markierten
Signale in den HPLC-DAD-Chromatogrammen der Kulturfiltratextrakte wurden isoliert
und aufgereinigt. Die zugehorigen Verbindungen wurden Proximicin A (20), B (21)
und C (22) genannt. Die Strukturaufklarung dieser drei Verbindungen gelang Dr. K.

Schneider im Rahmen ihrer Dissertation (Abbildung 1-23).17 ]
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Abbildung I-23. Strukturformeln der Proximicine A (20), B (21) und C (22).

Die Proximicine A-C stellen eine neue Substanzklasse dar. |hr wichtigstes
strukturelles Merkmal ist ein Dipeptid bestehend aus einer bisher unbekannten 4-
Amino-furan-2-carbonsaure als Monomer. Diese heterozyklische Aminosaure wurde
vorher weder in biologischen noch in synthetischen Verbindungsdatenbanken
beschrieben. Das 2,4-Disubstitutionsmuster ist auf chemischen Weg nur schwer zu
erhalten. Ein weiteres gemeinsames Merkmal aller drei Proximicine stellt das N-
terminale Methylcarbamat dar, das ebenfalls ungewdhnlich fur Naturstoffe ist und nur
selten zu finden ist. Die Proximicine unterscheiden sich untereinander in ihren C-
terminalen Modifikationen. Wahrend Proximicin B und C an dieser Stelle amidisch
gebundene biogene Amine tragen, im Fall von Proximicin B ein Tyramin, im Fall von
Proximicin C ein Tryptamin, findet sich an dieser Stelle im Proximicin A ein
Saureamid.

Die Proximicine sind strukturell eng verwandt mit den Naturstoffen Netropsin und
Distamycin (Kapitel 1.1.3). Netropsin besitzt als zentrales Strukturmotiv ein Dipeptid
aus N-Methyl-4-aminopyrrol-2-carbonsaure, das der  2,4-disubstituierten
Furanaminosaure der Proximicine formal gleichzusetzen ist. Im Distamycin kommt
diese heterozyklische Aminosaure als Tripeptid vor (Abbildung [-9). N- und C-
terminal unterscheiden sich die Proximicine wesentlich starker von Netropsin und
Distamycin, die beide C-terminal eine Amidinseitenkette tragen, die unter
physiologische Bedingungen protoniert ist. Netropsin kann zusatzlich auch N-terminal
durch eine Guanidinoessigsaure eine weitere positive Ladung tragen. Distamycin
tragt N-terminal eine Formylgruppe. Netropsin und Distamycin waren die ersten

Molekule fur die eine selektive Bindung an AT-reiche Sequenzen in der kleinen
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Furche der DNA gezeigt werden konnte (Kapitel 1.1.3). Aufgrund der grofen
Bemuhungen, synthetische Derivate des Distamycins und Netropsins herzustellen,
die eine veranderte Spezifitat aufzeigen (Kapitel 1.1.4), ist es bemerkenswert, dass
bisher kein Derivat basierend auf der heterozyklische Furanaminosaure der
Proximicine synthetisiert wurde. Lediglich eine 2,5-disubstituierte Furanaminosaure
wurde in Lexitropsinen als monomerer Baustein verwendet, um eine GC-Spezifitat
der Bindung herbeizufiihren (Abbildung 1-15).1°°!

Trotz ihrer teilweise sehr ahnlichen Struktur scheinen die Proximicine einen von
Netropsin und Distamycin unterschiedlichen Wirkmechanismus aufzuweisen.”
Wie durch DNA-Schmelzanalysen gezeigt werden konnte, binden die Proximicine
weder an eine AT-reiche DNA-Sequenz (Abbildung 1-24) noch an eine GC-reiche

DNA-Sequenz (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung I-24. DNA-Schmelzkurven einer AT-reichen DNA-Sequenz (cgcaaatttgcg)
inkubiert mit unterschiedlichen Konzentrationen an Proximicin B (21). Es erfolgt keine
Verinderung des Schmelzpunktes der DNA.®"!

Die Proximicine zeigen moderate Antitumoraktivitditen gegen verschiedene
Krebszelllinien. In den Fallen der drei getesteten Zelllinien sind sie meist deutlich

starker aktiv als Distamycin und Netropsin (Tabelle |-3).
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Tabelle I-3. Antitumoraktivitaten von Netropsin (14), Distamycin (15) und Proximicin A-
C (20-22) gegen drei verschiedene Krebszelllinien.

Verbindung GlAGS[a] o HepGZ[a[]b] MCF7[a][b]
s0 [UM] Glso [uM] Glso [UM]
Netropsin (14) >116.2 60.4 74.3
Distamycin (15) >103.8 54.0 14.3
Proximicin A (20) 2.0 2.8 24.6
Proximicin B (21) 3.6 23.0 12.1
Proximicin C (22) 0.6 1.8 20.6

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glsy: 50 %

Wachstumshemmung.

In Zellzyklusanalysen wurde versucht, einen ersten Hinweis auf den moglichen
Wirkort der Proximicine zu erhalten. Die Zellzyklusanalysen wurden in AGS-Zellen,
einer Magenkarzinomzelllinie, mit Proximicin C (22) im Vergleich zu Netropsin (14)
und Distamycin (15) durchgefihrt. Wahrend Netropsin und Distamycin zu einem
Arrest der Zellen in der G2/M-Phase fuhren, arretiert die Zugabe von Proximicin C
die Zellen in der GO/G1 Phase.

Diese ersten Ergebnisse zu der biologischen Wirkung der neuartigen Naturstoffe
Proximicin A, B und C lassen vermuten, dass diese Substanzen trotz ihre starken
strukturellen ~ Ahnlichkeit zu Distamycin und Netropsin einen anderen

Wirkmechanismus besitzen.
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2 Synthese und biologische Evaluierung von Netropsin-
Proximicin-Hybriden

Die Proximicine A-C (20-22) zeigen trotz ihrer engen strukturellen Verwandtschaft zu
den Naturstoffen Netropsin (14) und Distamycin (15) eine andere biologische Aktivitat
(vgl. Kapitel 1.2). Um diesen Unterschied in ihrer Wirkung in einem ersten Ansatz
naher zu untersuchen, sollten zunachst sogenannte Netropsin-Proximicin-Hybride
hergestellt werden. Dabei sollten die strukturellen Merkmale beider
Naturstoffgruppen vereint werden. Diese Hybride sollten die heterozyklische
Grundeinheit des Netropsins, ein Dipeptid aus zwei N-Methylpyrrolaminosauren, als
gemeinsames Ruckgrat tragen. Der N- und der C-Terminus dieses Peptids sollte die
Seitenketten der Proximicine tragen, also N-terminal ein Methylcarbamat und C-
terminal die biogenen Amine Tyramin und Tryptamin, bzw. eine Saureamidfunktion
(Abbildung 1-25). In Analogie zu der Nomenklatur der Proximicine sollen diese

Hybride entsprechend ihren C-terminalen Resten mit A, B und C bezeichnet werden.
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Abbildung 1-25. Vergleich der Strukturen von Proximicin C und Netropsin. Die
Unterschiede der beiden Strukturen sind farblich hervorgehoben.

Die Synthese dieser Hybride und die Ergebnisse ihrer biologischen Testung sollen im
folgenden beschrieben werden (Kapitel 2.1.1 und 2.2.1).
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Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine Substanzbibliothek aus 19 Vertretern, ebenfalls
basierend auf dem Dipeptidmotiv des Netropsins als gemeinsames Riuckgrat,
synthetisiert werden. lhre Synthese (Kapitel 2.1.2) und die Ergebnisse aus der

biologischen Testung (Kapitel 2.2.2) sollen ebenfalls im folgenden dargelegt werden.

21 Synthese von Netropsin-Proximicin-Hybriden mit N-Methylpyrrol-Grund-
struktur

2.1.1 Synthese von Netropsin-Proximicin-Hybrid A, B und C

Die Synthese der Pyrrolcarbonsaure 23 ist literaturbekannt” und auRerdem ist sie
kommerziell erhaltlich, weshalb sie als Ausgangsverbindung flr die Synthese der
Netropsin-Proximicin-Hybride A-C eingesetzt wurde. Die gewahlte Syntheseroute
(Schema 1-2) orientiert sich an einem optimierten Protokoll fur den Aufbau der
Netropsin-Grundstruktur, das von Boger et al. im Rahmen der Synthese von

Distamycin-Analoga beschrieben wurde.["™
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Schema I-2. Synthese der Netropsin-Proximicin-Hybride A-C (30-32).
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Um das Dipeptidmotiv des Netropsins aufzubauen, wurde zunachst die Boc-
geschitzte Pyrrolaminosdure 23 in den Benzylester Uberfihrt und nachfolgend die
Boc-Schutzgruppe durch saure Hydrolyse entfernt (Schema 1-2).[! Das so erhaltene
Hydrochlorid (25) konnte dann mit Verbindung 23 unter Verwendung von
EDCI/DMAP in sehr guten Ausbeuten zum entsprechenden Dipeptid (26) gekuppelt
werden. Nach erneuter saurer Hydrolyse der Boc-Schutzgruppe wurde unter
Verwendung von Chlorameisensauremethylester das Methylcarbamat als N-
terminale funktionelle Gruppe der Hybride A-C eingefuhrt. Nach Hydrogenolyse des
Benzylesters konnten dann unter erneuter Verwendung von EDCI/DMAP als
Kupplungsreagenzien und den biogenen Aminen Tyramin und Tryptamin die Hybride
B (31) und C (32) erhalten werden. Das entsprechende Hybrid A (30) konnte durch
Ammonolyse eines in situ erzeugten OBt-Esters dargestellt werden.

Die zur Knupfung der Peptidbindung verwendeten Reagenzien EDCI und DMAP
haben den Vorteil, dass sie sich durch flussig/flissig-Extraktion mit sauren und
basischen Waschlosungen abtrennen lassen. Weiterhin konnen durch diese
Waschprozeduren auch Reste der Edukte und mogliche Nebenprodukte entfernt
werden. Dadurch konnten die Hybride B (31) und C (32) ohne weitere Aufreinigung,
insbesondere ohne saulenchromatographische Reinigung, ausgehend von der
Pyrrolaminosaure 23 erhalten werden. Lediglich das Hybrid A (30) musste nach dem
letzten Reaktionsschritt durch praparative HPLC an Umkehrphase aufgereinigt
werden.

Es ist anzumerken, dass von Grehn et al.”? eine saure Hydrolyse der Boc-
Schutzgruppe der Verbindungen 24 und 26 mittels TFA/DCM beschrieben wurde. Bei
eigenen Versuchen verfarbten sich die Reaktionslosungen nach kurzer Zeit dunkel
und die erhaltenen Rohprodukte waren dabei tiefbraune bis schwarze Ole, die in
dieser Form eingesetzt schlechte Kupplungsausbeuten in weiteren Syntheseschritten
lieferten. Deshalb wurde als alternatives Abspaltreagens der Boc-Schutzgruppe 4 N
HCI in Dioxan verwendet. Die Reaktionszeiten waren ebenfalls kurz (~ 30 min) und
es trat keine auffallige Verfarbung der Reaktionslosungen ein. Nach Entfernen der
flichtigen Komponenten im Vakuum wurden beigefarbene Pulver erhalten, die als
Rohprodukte ohne Beeintrachtigung in weiteren Reaktionen eingesetzt werden

konnten.
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2.1.2 Synthese einer Substanzbibliothek von Netropsin-Proximicin-Hybriden

Basierend auf der Synthese der Netropsin-Proximicin-Hybride A-C (30-32) (Kapitel
2.1.1) sollte eine Substanzbibliothek aus verschiedenen Hybridmolekulen hergestellt
werden. Mit Hilfe dieser Bibliothek sollte der Effekt unterschiedlicher N- und C-
terminaler Seitenketten untersucht werden. Deshalb wurde eine Substanzbibliothek
geplant, die Modifikationen am N- und am C-Terminus eines zentralen Dipeptids aus

zwei N-Methylpyrrolaminosauren tragt (Abbildung 1-26).

HoN

O / HNz\I)

s TV e
) F Fat “(O e

NJ'PJNHz 2 )leﬁNH? \ HO,
N0

H\ HOOC
A
HN ' HoN L>\,©

HQNT"‘"\/YOH

(o]

Abbildung I-26. Uberblick liber synthetische Modifikationen am N- und am C-Terminus
eines zentralen Dipeptids der Form H-Py(Me)Py(Me)-OH.

Bei der Wahl der N-terminalen Modifikationen wurden drei verschiedene
Funktionalitaten berlcksichtigt. Zum einen wurden verschiedene Carbamate
eingefuhrt, angelehnt an die in den Proximicinen natirlich vorkommenende
Methylcarbamatgruppe. Dabei wurden zunachst verschiedene Alkylsubstituenten
eingefuhrt, wie z.B. ein Allyl- oder tert-Butyl-, aber auch ein Trichlorethylrest. Zum
anderen sollte auch der Einfluss von aromatischen Substituenten gepruft werden.
Dies sollte durch die Einfuhrung von Benzyl- oder Fluorenylcarbamaten untersucht
werden. Neben diesen Derivaten wurden auch unterschiedliche Harnstoffderivate
synthetisiert. Harnstoffe unterscheiden sich von Carbamaten durch die Substitution

eines Sauerstoffatoms durch ein Stickstoffatom. Dadurch findet an dieser Position ein
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Wechsel von einem H-Brickenakzeptor zu einem H-Brickendonor statt. Dies sollte
mit zwei Derivaten, einem Phenyl- und einem Benzylharnstoff, geprift werden. Als
dritte Gruppe von Modifikationen wurden N-terminal zwei verschiedene Acylgruppen
eingefuhrt. Dadurch verschwindet eine mogliche Interaktion mit H-Brucken an dieser
Position ganzlich.

Auch am C-Terminus wurden unterschiedliche Seitenketten eingefiihrt. Da zwei der
drei naturlich vorkommenden Proximicine an ihrem C-Terminus biogene Amine
tragen, lag es nahe, weitere biogene Amine an dieser Stelle einzufuhren. So wurden
die Amide abgeleitet von Histamin, Phenylethylamin, Serotonin, Dopamin und
Isoamylamin synthetisiert. Weiterhin sollte der Einfluss einer
Carbonsaurefunktionalitdt untersucht werden. Dazu wurden Tryptophan, in
Anlehnung an den Tryptaminrest des Proximicins C, und y-Aminobuttersaure (GABA)
an den C-Terminus angefugt. Aulerdem sollte auch in der Reihe der C-terminalen
Modifikationen die Substitution des H-Brtuckendonors (NH-Gruppe des Amids) durch
einen entsprechenden H-Brlckenakzeptor untersucht werden. Dies geschah durch

die Darstellung eines Phenylethylesters.

MeQ 1. Ho/Pd MeO
>f‘NH OBn 2. Reaktions- >7"NH R
o 7\ H N bedingungen o 7\ H N
N \ N O N \ N O
I\I.J‘Ie O Me l‘\lfle o Me
28 33a-i

Schema I-3. Synthese von C-terminal modifizierten Netropsin-Proximicin-Hybriden
(33a-i). Dargestellt ist die Synthese der Hybride ausgehend vom zentralen Baustein 28
(Schema I-2). Tabelle 1-4 enthélt Details zu den Reaktionsbedingungen der Reaktion.

Um den Einfluss der jeweiligen Seitenkette auf die Zytotoxizitat zu prufen, wurden
nicht alle Permutationen der oben aufgefuhrten Derivatisierungen durchgefihrt,
sondern die Struktur von Hybrid C (Kapitel 2.1.1) als Ausgangspunkt gewahlt. Bei
allen N-terminalen Modifikationen wurde als C-terminale Modifikation der
Tryptaminrest und bei allen C-terminalen Modifikationen die Methylcarbamatgruppe
beibehalten. Mit den jeweils freien Amino- und Carboxyfunktionalitaten des zentralen
Dipeptids wurden so insgesamt 19 Verbindungen erhalten. Die Synthese der
Verbindungen soll im folgenden beschrieben werden.

Die Syntheseroute flr die C-terminal modifizierten Derivate ist bis auf den letzten

Reaktionsschritt identisch mit der Syntheseroute, die fur die Synthese der Hybride A-
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C gewahlt wurde (Kap. 2.1.1). Die Einfuhrung der Modifikationen im letzten
Reaktionsschritt Uber den Umweg der Benzylestereinfihrung und Entschitzung
bietet den Vorteil, dass dadurch die Syntheseroute erst spat divergent wird. Somit ist
es nicht notig jeden Reaktionsschritt flr jedes Derivat einzeln durchzufihren. Die
unterschiedlichen Modifikationen wurden durch EDCI/DMAP-Aktivierung des C-
Terminus eingefuhrt. Lediglich der Histaminrest der Verbindung 33g konnte unter
diesen Bedingungen nicht eingefuhrt werden. Hier wurde die Aktivierung mittels
PyBOP durchgefuhrt. Die Methylester der Derivate MePy2-C5 (33e) (Tryptophan)
und MePy2-C6 (33f) (y-Aminobuttersdure) wurden anschlie®end durch Behandlung
mit 0.1 N LiOH verseift. Alle Rohprodukte wurden durch praparative RP-HPLC

aufgereinigt.

Tabelle I-4. Strukturen der C-terminal modifizierten Netropsin-Proximicin-Hybride und
Reaktionsbedingungen fiir die Einfilhrung der verschiedenen Modifikationen nach
Schema I-3.

Struktur Isolierte Menge
Substanz Reagenz _ b
(R=) (Ausbeute in %)
MePy2-C1 (33a) OH H,/Pd 26 mg (52 %)
H
MePy2-C2 (33b) f%z“V\@ Phenylethylamin®® 8 mg (12 %)
H
_N OH
MePy2-C3 (33¢c) * Dopamin!® 5mg (8 %)
\/\©:OH ’
MePy2-C4 (33d) %“W Isoamylamin!® 18 mg (29 %)
HOOC
MePy2-C5 (33e) ‘N ) H-L-Trp-OMe! 4 mg (5 %)
N
MePy2-C6 (33f) 7\ 1 H-GABA-OMe! 6 mg (10 %)
\ N
MePy2-C7 (33g) A0 Histamint® 6 mg (10 %)
H
\fﬁ OH .
MePy2-C8 (33h) / Serotonin' 24 mg (32 %)
N
H
MePy2-C9 (33i) /“"’ioV\@ Phenylethanol® 17 mg (26 %)

[a] bezogen auf R in der Struktur 33 (Schema I-3); [b] nach Aufreinigung mittels praparativer HPLC;
Reaktionsbedingungen (Schema I-3): [c] EDCI/DMAP, DMF, 16 h, RT; [d] 1. EDCI/DMAP, DMF, 16 h,
RT; 2. 0.1 N LiOH, RT: [e] PyBOP, DIPEA, DCM/DMF, 0°C—RT.
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Fur die Synthese der N-terminal modifizierten Dipeptide wurde eine andere
Syntheseroute gewahlt (Schema I-4). Ausgehend von der kommerziell erhaltlichen N-
Methylpyrrolaminosaure 23 wurde zunachst mittels EDCI/DMAP der Tryptaminrest,
der allen Derivaten der N-terminal modifizierten Reihe gemein ist, eingefuhrt und
anschlie3end das Peptid 35 durch die bereits beschriebenen Synthesen aufgebaut.
Erst dann wurde die Boc-Gruppe in Verbindung 35 durch saure Hydrolyse
abgespalten, um die unterschiedlichen Seitenketten einflUhren zu kdnnen. Es wurden
dabei aktivierte Kohlensaureester (MePy2-N2 bis -N6, 36a-e), Isocyanate (MePy2-N9
und -N10, 36h+i) und Acylhalogenide (MePy2-N7 bis -N8, 36f+g) verwendet. Die
genauen Reaktionsbedingungen und auch die Angabe der hierfir verwendeten
Reagenzien findet sich in Tabelle I-5. Es wurde auf eine moglichst spate Divergenz

der Syntheseroute geachtet.

BocHN

BocHN Trpa, BocHN 1. 4 N HCl/Dioxan Vi ]
2 23, EDCI, DMAP H
J\  on EDCI, DMAP N R N \_NH
N 88 % B <
fo) 0]

Me N\ o
Me
23 34 35
1. 4 N HCl/Dioxan
2. Reaktions- / [
bedingungen
- P‘
Me

I\.-"Ie
36b-j

Schema I-4. Synthese von N-terminal modifizierten Netropsin-Proximicin-Hybriden.
Dargestellt ist die Syntheseroute bis zu dem zentralen Baustein 35, von dem
ausgehend die verschiedenen Modifikationen eingefiuihrt wurden. Tabelle I-5 enthalt
Details zu den Reagenzien und Reaktionsbedingungen fur den letzten
Reaktionsschritt.

Alle erhaltenen Derivate wurden nach dem letzten Reaktionsschritt mittels
praparativer HPLC aufgereinigt. Dabei wurden sowohl bei den C- als auch bei den N-
terminal modifizierten Hybriden starke Ausbeuteverluste beobachtet. Alle Derivate
wurden mittels NMR, MS, HRMS und IR-Spektroskopie vollstandig charakterisiert
(Kapitel 112.2).
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Tabelle I-5. Strukturen der N-terminal modifizierten Netropsin-Proximicin-Hybride und
Reaktionsbedingungen fiir die Einfiihrung der verschiedenen Modifikationen nach

Schema I-4.
Struktur Isolierte Menge
Name Reagenz .
(R=)? (Ausbeute)®!
MePy2-N1 (36a) -NH - 6 mg (12 %)
(0]
MePy2-N2 (36b) ﬁHkOX Boc,0l 7 mg (12 %)
(0]
MePy2-N3 (36¢) ﬁmkow/ Alloc-CIt! 13 mg (23 %)
O
MePy2-N4 (36d)  #y" o~ Troc-CI 8 mg (13 %)
H ¢’ cl
X
MePy2-N5 (36e) ¥\ o@ Cbz-CI! 7 mg (13 %)
(0]
» J
MePy2-N6 (36f) R ° 60 Fmoc-OSul¥ 9 mg (13 %)
(0]
MePy2-N7 (369) ;NXMS AcCll! 11 mg (22 %)
(0]
MePy2-N8 (36h) ;ﬁfNJ% Piv-CI1! 6 mg (12 %)
H
(@]
. d
MePy2-N9 (36i) ENXHQ PICH 9mg (15 %)
(0]
MePy2-N10 (36) ¥y BICK 6 mg (10 %)

[a] bezogen auf R in der Verbindung 36 (Schema I-4); [b] nach Aufreinigung mittels praparativer
HPLC; Reaktionsbedingungen (Schema I-4): [c] NaHCO3, Dioxan/H,0, RT; [d] TEA, THF, RT.

2.2 Biologische Evaluierung der Netropsin-Proximicin-Hybride

2.2.1 Biologische Evaluierung der Netropsin-Proximicin-Hybride A-C

Die biologische Aktivitat der Netropsin-Proximicin-Hybride wurde teilweise bereits

von Dr. K. Schneider (TU Berlin) in Zusammenarbeit mit Prof. W. Beil (MH Hannover)

untersucht und in der Dissertation von K. Schneider diskutiert.’® Die Ergebnisse

sollen hier im folgenden zunachst noch einmal zusammengefasst werden, um eine

Einordnung der Resultate von den nun durchgefuhrten Folgeexperimenten zu

ermoglichen.
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Die Netropsin-Proximicin-Hybride A-C wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, mit
doppelstrangiger DNA in Wechselwirkung zu treten. Durch die Aufnahme von DNA-
Schmelzkurven mit und ohne einer potentiell DNA-bindenden Verbindung kann durch
eine Veranderung der Schmelztemperatur der DNA (T,) auf eine Interaktion mit der
DNA geschlossen werden. In den Ergebnissen, die in Zusammenarbeit mit Dr. L.
Roéglin (AK Seitz, HU Berlin) erhalten wurden, zeigte sich, dass die Netropsin-
Proximicin-Hybride trotz ihrer engen strukturellen Verwandtschaft zu Netropsin zu
keiner Veranderung der Schmelztemperatur der DNA fuhrten und dies weder fur AT-
noch flir GC-reiche DNA-Sequenzen beobachtet wurde. Gleiches wurde bereits fur
die Proximicine beschrieben.®” %!

Zusatzlich wurde die Antitumoraktivitat der Proximicine und die ihrer Hybride gegen

verschiedene Krebszelllinien untersucht (Arbeiten von Prof. W. Beil, MH Hannover).

Tabelle 1-6. Zusammenstellung der Antitumoraktivititen von Netropsin und
Distamycin, der Proximicine und der drei entsprechenden Hybride.

Verbindung GIAGS["‘] o HepGZ[a[]b] MCF?lal[b] HMOZ[a][b]
50 [UM] Glso [UM] Glso [UM] Glso [UM]

Netropsin (14) >116.2 60.4 74.3 60.4
Distamycin (15) >103.8 54.0 14.3 32.2
Proximicin A (20) 2.0 2.8 24.6 -
Proximicin B (21) 3.6 23.0 12.1 -
Proximicin C (22) 0.6 1.8 20.6 -
Hybrid A (30) 93.9 119.0 131.5 96.5
Hybrid B (31) 28.4 34.1 41.0 30.7
Hybrid C (32) 17.7 21.6 24.9 20.5

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom, HMO02:

Magenkarzinom; [b] Glso: 50 % Wachstumshemmung.

Dabei zeigten die Proximicine eine moderate Aktivitat, die aber deutlich starker als
die von Netropsin und Distamycin war (Tabelle 1-6). Die Netropsin-Proximicin-Hybride
waren alle weniger aktiv als die entsprechenden Proximicin-Stammverbindungen. In
Zellzyklusuntersuchungen mit einer AGS-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Proximicine als auch die entsprechenden Hybride zu einem Arrest in der
G0/G1-Phase fuhren, wahrend Distamycin und Netropsin die Zellen in der G2/M-

Phase arretieren. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Proximicine
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und ihre Hybride einen anderen Wirkmechanismus haben als Netropsin und
Distamycin.®" 6]

Basierend auf diesen Daten wurden nun im Rahmen dieser Arbeit weiterfihrende
Experimente  durchgefuhrt. Insbesondere aufgrund der Ergebnisse der
Zellzyklusanalysen wurde untersucht, ob die Proximicine und ihre Hybride
zellzyklusregulierende Proteine aktivieren, die an dem Ubergang der Zellen von der
G1 in die S-Phase beteiligt sind (Cyclin E, p21, p53). Es zeigte sich, dass der Level
an Cyclin E in AGS-Zellen nach einer Inkubation von 13 h weder durch Proximicin C
(Daten nicht gezeigt) noch durch das Hybrid C beeinflusst wird (Abbildung 1-27).
Allerdings fihrten beide Substanzen zu einer Hochregulation von p53 und des
Cyclinkinsae-Inhibitors (CDKI) p21 in AGS-Zellen. Distamycin dagegen induzierte die
Expression von p53 und p21 nicht (Abbildung I-27).

6 h 13 h

Kontrolle Hybrid C Kontrolle Distamycin Kontrolle Hybrid C Kontrolle Distamycin

C}'CIinE-_ e ---_
e

.

— =
p53 e — — e — —
—_ —

21
" T WL || . AT

Abbildung 1-27. Der Western-Blot zeigt den Einfluss des Netropsin-Proximicin-Hybrids
C (32) und von Distamycin auf die Expression von p21, p53 und Cyclin E in AGS-Zellen
nach 6 h und 13 h nach der Inkubation.

Um den Effekt von Netropsin, Distamycin, Proximicin C und dem entsprechenden
Hybrid C zu vergleichen, wurden alle Verbindungen auf ihre Wachstumshemmung
gegen eine Zelllinie mit mutierten p53 (Huh7-Zelllinie) getestet (

Tabelle 1-7).I”*1 Netropsin und Distamycin sind gegen Huh7-Zelllinien &hnlich aktiv wie
gegen HepG2-Zellen. Proximicin C und das entsprechende Hybrid C hemmen

dagegen in Zellen mit mutiertem p53 das Wachstum nicht.
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Tabelle I-7. Antitumoraktivitat von Netropsin, Distamycin, Proximicin und dem Hybrid
C gegen eine Huh7-Zelllinie® mit mutierten p53.

Verbindung Glso [uM]™!
Netropsin (14) 57.7
Distamycin (15) 62.3
Proximicin C (22) keine Hemmung
Hybrid C (32) keine Hemmung

[a] Huh7: Leberkarzinom; [b] GI50: 50 % Wachstumshemmung.

Es wurden deshalb auch Zellzyklusanalysen mit Huh7-Zellen durchgefuhrt (Tabelle
[-8). Wahrend Netropsin und Distamycin hier wie auch bei der AGS-Zelllinie zu einem
Arrest der Zellen in der G2/M-Phase bzw. Distamycin zusatzlich noch in der S-Phase
fuhrten, fuhrten Proximicin C und das entsprechende Hybrid C zu keiner

Veranderung der Verteilung der Zellen innerhalb des Zellzyklus.

Tabelle I-8. Zellzyklusanalyse von Netropsin, Distamycin, Proximicin C und dem
Hybrid C mit Huh7-Zellen.

Verbindung Sub G1¥  G0/G1E! sl G2/MEe]
Kontrolle 12+01 620+18 225+13 16.0+0.8
Netropsin (14) 1.0+£0.15 53.2+1.8" 250+33 20.4%1.7"
Distamycin (15) 3102 393+24" 331+1.4" 247%1.2"
Proximicin C (22) 09+01 662+12 178+4  151%1.1
Hybrid C (32) 15+06 587+35 197+24 196+16

[a] Phasen des Zellzyklus, Angabe in Prozent der Zellen, die sich in dem jeweiligen Abschnitt des
Zellzyklus befinden + Standardabweichung; [b] p < 0.05 gegentiber der Kontrolle (t-Test).

Diese neuen und erganzenden Untersuchungen unterstutzen die These von Dr. K.
Schneider, dass die Proximicine und auch die Netropsin-Proximicin-Hybride trotz
ihrer engen strukturellen Verwandtschaft zu Netropsin und Distamycin einen anderen

Wirkmechanismus aufweisen mussen.
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2.2.2 Biologische Evaluierung der Substanzbibliothek von Netropsin-
Proximicin-Hybriden

Die Substanzbibliothek mit 19 verschiedenen Netropsin-Proximicin-Hybriden wurde

auf ihre Aktivitdt gegen drei verschiedene Krebszelllinien untersucht (Arbeiten

durchgefuhrt von Prof. W. Beil, MH Hannover). Von diesen 19 Verbindungen zeigten

zwolIf bis zur maximalen Testkonzentration von 20 pg/mL keine Aktivitat. Die

Ergebnisse der verbleibenden sieben Verbindungen sind in der folgenden Tabelle

zusammengestellt (Tabelle 1-9).

Tabelle I-9. Zusammenstellung der Antitumoraktivititen von sieben verschiedenen
Netropsin-Proximicin-Hybriden, die im Rahmen einer Substanzbibliothek hergestelit
wurden. Die Codierung der Substanznamen erfolgt analog zu Tabelle 1-4 und Tabelle
I-5.

Verbindun AGSH HepG2®! MCF71!
d Glso [UMI®!  Glso [UMI®! Glso [M]™
MePy2-C9 (33i) 2.8 2.0 13.0
MePy2-N3 (36¢) 1.7 14.3 15.4
MePy2-N4 (36d) 10.0 4.0 10.3
MePy2-N5 (36¢e) 9.3 5.6 10.8
MePy2-N6 (36f) >31.9 4.6 18.8
MePy2-N8 (36h) 23.5 > 40.9 17.4
MePy2-N9 (36i) 16.8 14.3 19.7

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glso: 50 %

Wachstumshemmung.

Es ist auffallig, dass die aktiven Verbindungen hauptsachlich aus der Verbindungs-
bibliothek mit N-terminalen Modifikationen stammen. Allein die Verbindung MePy2-
C9 (33i), mit einem Phenylethylester, aus der Verbindungsbibliothek mit C-terminalen
Modifikationen zeigt eine Antitumoraktivitat. Die anderen Hybride, bei denen es sich
um Amide handelt, zeigen keine zytotoxischen Eigenschaften bis zur maximalen
Testkonzentration von 20 pg/mL.

Aus der Reihe der N-terminalen Modifikationen zeigen die Carbamat-Derivate mit
einer Alloc-, einer Troc-, einer Cbz- und einer Fmoc-Gruppe (MePy2-N3 bis MePy2-
N6, 36c-f) Aktivitat gegen die drei getesteten Krebszelllinien. Aulerdem sind das
Acylderivat mit  einer  Pivaloylgruppe  (MePy2-N8, 36h) und das
Phenylharnstoffderivat (MePy2-N9, 36i) gegen die drei Krebszelllinien wirksam. Hier
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scheint beim Vorhandensein einer Carbamatgruppe im Molekul die Gegenwart einer
Methylengruppe in der a-Position essentiell fir eine Aktivitat zu sein, denn das
Derivat MePy2-N2 (tert-Butylcarbamat, 36b) ist nicht aktiv. Bei den beiden
Harnstoffderivaten scheint es umgekehrt zu sein. Hier ist das Derivat ohne
Methylengruppe (36i) aktiv. Eine Acylierung fuhrt scheinbar nur zu Aktivitat, wenn der
entsprechende Acylrest raumerfullend ist, denn das Acetylderivat MePy2-N7 (369) ist
im Gegensatz zum Pivaloylderivat MePy2-N8 (36h) nicht aktiv. Weiterhin scheint
eine Modifikation der Aminogruppe essentiell flr eine antitumorale Aktivitat zu sein,
da das Derivat MePy2-N1 (36a) keinerlei Aktivitat zeigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die aktiven Verbindungen (Tabelle 1-9) der
Substanzbibliothek alle eine starkere antitumorale Aktivitdt aufweisen als die
Netropsin-Proximicin-Hybride A-C (30-32) (Tabelle 1-6). lhre Aktivitdten sind
vergleichbar mit denen der drei Naturstoffe Proximicin A-C (20-22) (Tabelle I-6).

2.3 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Heterozyklen-substituierte Derivate der
Naturstoffe Proximicin A, B und C hergestellt, die strukturelle Elemente der
Proximicine und des verwandten Naturstoffs Netropsin aufweisen. Sie bestehen aus
dem Grundgerust der Netropsine, einem Dipeptid der y-Aminosaure 4-Amino-N-
methylpyrrol-2-carbonsaure, und den N- und C-terminalen Resten der Proximicine.
Deshalb wurden diese Derivate Netropsin-Proximicin-Hybride A-C genannt. Darauf
aufbauend wurde eine Substanzbibliothek von 19 verschiedenen Netropsin-
Proximicin-Hybriden hergestellt, bei der die N- und die C-terminalen Reste der
Hybride A-C verandert, das Grundgerist aber beibehalten wurde. Die
Substanzbibliothek kann in zwei Gruppen unterteilt werden. Die eine Gruppe tragt am
N-Terminus das Methylcarbamat der Proximicine und unterschiedliche Reste am C-
Terminus. Bei der anderen Gruppe wurde das C-terminale Tryptamin des Proximicin
C beibehalten und unterschiedliche Reste am N-Terminus eingefihrt. Alle Hybride
wurden einer biologischen Evaluierung in Form von Antitumortestungen unterzogen.

Die drei Hybride A-C weisen eine geringere antitumorale Aktivitat als die
entsprechenden Proximicine auf. Allerdings lassen vergleichbare Ergebnisse von

Proximicin C und von Hybrid C in den Zellzyklusanalysen und bei den Analysen der
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Expression der zellzyklusregulierenden Proteine p53, p21 und Cyclin E vermuten,
dass die Hybride A-C und die Proximicine A-C den gleichen Wirkmechanismus
haben. Proximicin C und das Hybrid C bewirken einen Arrest im Zellzyklus in der
G0/G1-Phase und eine Uberexpression von p53 und p21. Weiterhin haben beide
keine antitumorale Aktivitat gegen Zelllinien mit deletiertem p53. Der
Wirkmechanismus scheint von Netropsin und Distamycin verschieden zu sein. Dies
zeigen vergleichende Experimente mit allen Substanzen.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass das Pharmakophor der Proximicine nicht
allein die ungewohnlich substituierte Furanaminosaure oder das entsprechende
Dipeptid aus zwei Furanaminosauren ist. Vermutlich haben die N- und C-terminalen
Reste und die durch die Heterozyklen eingestellte relative Positionierung den
grolieren Einfluss auf den Wirkmechanismus. Dies ist beachtlich, weil die strukturelle
Verwandtschaft von Netropsin und den Hybriden noch enger ist als die mit den
Proximicinen. Es scheinen bereits kleine Veranderungen in den N- und C-terminalen

Funktionalitaten zu genugen, um einen anderen Wirkmechanismus zu erwirken.

MePy2-C9
(33i)

*H. B HO?E/\@

Abbildung 1-28. Die Substanzbibliothek der Netropsin-Proximicin-Hybride. Gezeigt
sind die Strukturen der 19 Mitglieder: aktive Derivate (schwarz), inaktive Derivate
(grau) (Tabelle 1-9).
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Die Antitumoraktivitat der Hybride A-C konnte durch die Bibliothek der Netropsin-
Proximicin-Hybride noch gesteigert werden. Es konnten Hybride hergestellt werden,
die eine vergleichbare Aktivitat wie die drei Proximicine aufweisen. Dabei scheint der
Austausch des C-terminalen Amids gegen eine Ester-Bindung wichtig fur eine hohe
Aktivitat zu sein. Ein H-Brlicken-Akzeptor wie das O-Atom des Esters an dieser
Position verstarkt demnach die Wirkung der Hybride im Gegensatz zu einem H-
Bricken-Donor wie die NH-Gruppe eines Amids. N-terminal ist vor allem das
Allylcarbamat in der Lage, die zytotoxische Wirkung zu verstarken. Durch die
EinfUhrung eines Allylrestes gegentber des Methylrestes in den Hybriden A-C wird
das Molekul langer und es konnte durch die Doppelbindung des Allylrestes eine
hydrophobe Wechselwirkung zwischen Hybrid und dem vermuteten target entstehen.
Eine unpolare Struktur scheint grundsatzlich fur die Antitumoraktivitdt notwendig zu
sein. Dies zeigt sich besonders an den C-terminal eingefihrten Modifikationen.
Polare funktionelle Gruppen wie phenolische Hydroxyfunktionen, basische
sekundare Amine wund saure Carboxygruppen im Molekul fihren zum
Wirkungsverlust. Auch die beiden Derivate mit freiem N- und C-Terminus fuhren zum
Verlust der Hemmung des Zellwachstums. Fur den Wirkmechanismus scheinen
demnach hydrophobe Wechselwirkungen besonders von Bedeutung zu sein.

In weitergehenden Untersuchungen mussten mit den aktiven Mitgliedern der
Substanzbibliothek Zellzyklusanalysen durchgefuhrt werden, um wirklich feststellen
zu konnen, dass diese Effekte der Mitglieder der Bibliothek mit denen der Hybride A-
C vergleichbar sind. Aullerdem mussten die Hybride auch gegen Huh7-Zellen
getestet werden, um die Abhangigkeit ihrer Aktivitat von p53 untersuchen zu konnen.
Nur wenn bei beiden Experimenten ahnliche Ergebnisse erhalten werden, ist von
demselben Wirkmechanismus auszugehen.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen auch Moéglichkeiten auf, das molekulare target
der Proximicine zu bestimmen. Die grundsatzlich vergleichbaren Ergebnisse der
Proximicine und ihrer Hybride ermoglichen es, fur die Bestimmung des
Wirkmechanismus Derivate herzustellen, die auf der 4-Amino-N-methylpyrrol-2-
carbonsaure des Netropsins basieren. Dadurch kénnte das mdgliche target sowohl
durch Derivate vom Netropsin-Typ (N-Methylpyrrol) als auch durch solche vom

Proximicin-Typ (Furan) naher untersucht werden.
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3 Totalsynthese der Proximicine A, B und C

Mit der Totalsynthese der Proximicine sollten zwei Ziele erreicht werden. Zum einen
sollte durch eine Totalsynthese die Struktur der Proximicine, die durch Dr. K.
Schneider im Rahmen ihrer Dissertation aufgeklart wurde, bewiesen werden.®® Zum
anderen sollte eine Totalsynthese den Weg fur die Synthese weiterer Derivate
ebnen, um den Wirkmechanismus der Proximicine genauer untersuchen zu kénnen,
z.B. in Form von SAR-Studien.

Die Totalsynthese der Proximicine ist deshalb besonders reizvoll, weil die
Proximicine als zentralen Baustein eine 2,4-disubstituierte Furanaminosaure
besitzen. Eine solche Aminosaure ist bisher nicht in der Literatur beschrieben
worden. Weiterhin ist das Substitutionsmuster des Furanrings selten und damit eine
synthetische Herausforderung. Die verwandte 2,5-disubstituierte Furanaminosaure
ist als Synthesedquivalent bekannt.®® Allerdings kann die dort beschriebene
Synthese nicht auf das vorliegende Problem angewandt werden. Es ist deshalb
notig, einen neuen Syntheseweg fur 2,4-disubstituierte Furanaminosauren zu
etablieren.

Aminofurane sind bekanntermalien instabile Verbindungen, die zur Hydrolyse
neigen. Sowohl 2-Aminofurane (37a) als auch 3-Aminofurane (37b) kdnnen in zwei
tautomeren Formen vorliegen, in der aromatischen Enaminform (37) aber auch in der
nicht mehr aromatischen Ketiminform (38), die wiederum bereits gegen verdunnte
wassrige Mineralsduren hydrolyseempfindlich ist (Schema 1-5).%% ™ 73! weiterhin
wurde beschrieben, dass 2- und auch 3-Aminofurane, die im allgemeinen etwas
stabiler sein sollen, bereits durch langeres Stehenlassen an Luft verharzen und sich
dabei zersetzen." Elektronegative Substituenten am Furanring, wie z.B. Nitro-,

Cyano- oder Ester-Gruppen, wirken sich stabilisierend auf Aminofurane aus.!"!

H,0% :

(0]
37a 38a
HoN HN
E \ iﬂ/ H30" ;
[\ —_ e \ —— NH4 + Polymere
(0] (0]
37b 38b

Schema I-5. Tautomere Formen der 2- und 3-Aminofurane und ihre Hydrolyse unter
sauren Bedingungen zu Zersetzungsprodukten.®> 74
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Es ist zu beachten, dass weitere Substituenten am Furanring das Gleichgewicht der
Tautomerie in Abhangigkeit von ihrem elektronischen Einfluss auf den Heterozyklus
verschieben konnten. Im Fall der Proximicine ist dies eine Carboxy- bzw. eine
Carboxamid-Gruppe, die beide einen elektronenziehenden Effekt austben, und
dadurch dem Effekt der Aminogruppe entgegenwirken und so die aromatische
Enaminform stabilisieren konnten. Diese Einflisse sind bei der Planung eine

Totalsynthese, insbesondere in einer Schutzgruppenstrategie, zu berucksichtigen.

3.1 Retrosynthese der Proximcine

Die drei Proximicine A-C weisen untereinander die gleiche Grundstruktur auf und
unterscheiden sich voneinander nur durch unterschiedliche Reste an ihren C-
Termini. Deshalb sei hier vereinfachend die Retrosynthese beispielhaft am
Proximicin C gezeigt (Abbildung 1-29). Die Retrosynthese der anderen beiden

Verbindungen verlauft entsprechend analog.

NH
/\/[@

H Q
O N
HN— T O
O o

i NH Tryptamin
F HQN«/CQ

MeO Cl

Chlorameisensdure-
methylester PGHN PGHN

0]
H
7\ NN\ |:'|> / \\ OPG
zc}\!( \ OPG 0
0 0 o)
2,4-disubstituiertes Furan

Abbildung 1-29. Schematische Retrosynthese des Proximicin C. Die strukturellen
Merkmale im Molekiil sind durch farbige Ellipsen dargestellt, die entsprechenden
Synthone in gleichfarbigen Rechtecken. PG steht fiir eine hier nicht ndher spezifizierte
Schutzgruppe.

Proximicin C lasst sich in ein zentrales Dipeptidmotiv, das N- und C-terminale Reste

tragt, strukturell unterteilen. Das N-terminale Methylcarbamat sollte sich leicht durch
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Umsetzung des freien Amins mit Chlorameisensauremethylester darstellen lassen.
Der C-terminale Rest im Proximicin C ist ein Tryptamin und sollte durch eine
klassische Peptidkupplung einzufihren sein. Tryptamin und Chlorameisen-
sauremethylester sind beide kommerziell erhaltlich, so dass hierfur keine weiteren
Synthesewege etabliert werden mussen.

Das zentrale Dipeptid muss fur die beschriebene Einfliihrung der N- und C-terminalen
Reste in einer orthogonalen Schutzung vorliegen, damit unabhangig voneinander die
Carboxygruppe bzw. die Aminogruppe entschutzt werden koénnen. Als
Schutzgruppen fur die Carboxygruppe bieten sich Alkylester (z.B. Methyl-) oder auch
substituierte Alkylester wie Benzylester an. Die Aminogruppe sollte idealerweise in
Form eines Carbamats geschutzt werden. Die literaturbekannten etablierten
Schutzgruppen bieten eine ausreichend grol3e strukturelle Vielfalt, um die
notwendige Orthogonalitat zu erzielen."® Das zentrale Dipeptid lasst sich auf seine
monomere Aminosaure, eine 2,4-disubstituierte Furanaminosaure zurickfuhren. Fir
die Schutzgruppenstrategie dieses Bausteins gilt gleiches wie flr das entsprechende
Dipeptid. Bei der Wahl der Schutzgruppe fur die Aminogruppe ist insbesondere auf
die Abspaltbedingungen zu achten. Das entstehende Aminofuran sollte sauren
wassrigen Bedingungen nicht ausgesetzt und maoglichst schnell weiter umgesetzt
werden, um seine Zersetzung zu vermeiden (Schema [-5).

Substituierte Furane lassen sich grundsatzlich auf zwei verschiedenen Wegen
erhalten. Entweder baut man sie aus linearen Vorlaufern durch Zyklisierung auf oder
man fuhrt Substitutionen an einem bereits bestehenden Furanring durch. Die
Synthese eines 2,4-disubstituierten Furanrings, wie er in den Proximicinen vorkommt,
ist allerdings weder aus linearen Vorlaufern noch durch Substitution eines
Furanringes beschrieben. Deshalb musste im Rahmen dieser Arbeit eine
grundlegend neue Synthesemethode etabliert werden. Beide Wege wurden dafur

evaluiert.

3.2 Synthesemethoden zur Darstellung von substituierten Furanen

Furane stellen eine interessante Gruppe von funfgliedrigen aromatischen
Heterozyklen dar. Sie tauchen meist in mehrfach substituierter Form in Naturstoffen
oder auch Pharmazeutika auf.”” " AuRerdem finden Furane Verwendung als

Zwischenstufen oder als Ausgangsmaterialien fiir verschiedenste Synthesen.l’”: 7981l
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In zahlreichen Ubersichtsartikeln[’® 82871

ist die Synthese von substituierten
Furanderivaten beschrieben. Wahrend bestimmte Substitutionsmuster des
Furanringes (z.B. 2,5- oder 2,3-Disubstitution) relativ leicht zuganglich sind, gibt es
nur wenige Methoden, die eine regioselektive Synthese von 2,4-disubstituierten
Furanen beschreiben. 8> 88

Substituierte Furane (39) lassen sich durch retrosynthetische Analyse auf zwei
verschiedene Weisen in lineare Vorlaufer zerlegen (Schema |-6). Basierend auf Weg
a) wird der Furanring nach formaler Addition eines Molekuls Wasser in eine 1,4-
Dicarbonylverbindung (42) zerlegt. Reaktionen die durch Cyklokondensationen unter
sauren Bedingungen (Brgnstedt- oder Lewissaure), z.B. unter Verwendung von konz.
H,SO4, H3PO4 oder SnCly, zu Furanen verlaufen werden Paal-Knorr-Reaktionen
genannt. Unter Brgnstedtsaurekatalyse wird zunachst eine Carbonylfunktion
protoniert, dann erfolgt ein intramolekularer nucleophiler Angriff durch die andere
Carbonylfunktion und schliel3lich wird ebenfalls saurekatalysiert durch p-Eliminierung

von Wasser der aromatische Ring hergestelit.®"

H Weg a) Weg b) OH
7 = = IL
HO ' O o H 'r\_o

‘4@0 39 ﬁ

: OH,
S = T >
O HO o O X HO
41 42 % B 44
X L
X 0]
45 46

Schema I-6. Zwei mogliche Wege der Retrosynthese von substituierten Furanen. Weg
a) entspricht einer Paal-Knorr-Reaktion; Weg b) entspricht einer Feist-Benary-
Synthese.

Der anderen Route folgend wird der Furanring in ein a-Halogencarbonyl (45) und in
eine CH-acide p-Ketosaure (46) zerlegt. Auch die 1,4-Dicarbonylverbindungen, die
als Ausgangssubstanz fur die Paal-Knorr-Synthese dienen, kénnen aus diesen

Edukten erhalten werden. Zyklokondensationen, die auf diesen Ausgangsmaterialien
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basieren, werden Feist-Benary-Synthesen genannt. Die Feist-Benary-Synthese
erfordert die Gegenwart von Base (z.B. Na,CO:3).

Neben diesen beiden klassischen Methoden zur Darstellung von Furanen gibt es
auch einige neuere Methoden, die auf metallkatalysierter Zykloisomerisierung von
Alkinen oder Alllenen basieren (Schema I-7). Die Schwierigkeiten dieser Synthesen
liegen in der Zuganglichkeit der verschiedenen Alkine und Allene und auf3erdem
tolerieren die Reaktionsbedingungen nicht jede Funktionalitat in den Resten.
Weiterhin ist es nicht moglich 3,4-disubstituierte Furane durch direkte

Zykloisomerisierung von Allenen zu erhalten.”!

R R3
>_R4
0
49 3
R3 1 R
RI— R%&f
R4
o} Ré i 4
48 50
R? R3
[\
R"™No” "R
47

/ \ R2 RS
R144‘: . ﬂm
HO ) / wo

52 R!
51

Schema I-7. Synthese substituierter Furane durch metallkatalysierte Zykloiso-
merisierung von linearen Vorliufern."!

Eine weitere Syntheseroute zur Darstellung von Furanen geht von substituierten Ox-
azolen (53) aus (Schema 1-8).°% *I Oxazole konnen in einer Diels-Alder-Reaktion
mit einem elektronenarmen Alkin (54) Gber einen nicht isolierbaren Bizyklus (55) und
einer Retro-Diels-Alder-Reaktion unter Eliminierung von Acetonitril (56) zu 3,4-
disubstituierten Furanen (57) reagieren. Die Triebkraft der Zykloreversion zur
Produktbildung liegt in der Bildung des thermodynamisch sehr stabilen Acetonitrils
und der Rearomatisierung, die mit der Furanbildung einhergeht.

Neben den beschriebenen Methoden zur Darstellung von substituierten Furanen aus

azyklischen Vorlaufern oder aus anderen Heterozyklen ist es auch mdglich,
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substituierte Furane aus bereits bestehenden Furanringsystemen zu erhalten. Dies

geschieht durch elektrophile Substitution oder durch Metallierung des Furanringes.

COOMe

Me A Me COOMe Me COOMe
o ol ———| T — |
N/ COOM ! =

COOMe e COOMe
53 54 55 56 57

Schema I-8. Synthese substituierter Furane durch eine Sequenz von einer [4+2]-
Zykloaddition (Diels-Alder-Reaktion) und einer [4+2]-Cykloreversion.

Furan reagiert 10"'-mal schneller in elektrophilen Substitutionen (Sg) als Benzol. Dies
liegt zum einen an der geringeren Resonanzenergie des Furans und zum anderen
handelt es sich bei Furan um einen n-Elektronen-Uberschuss-Aromaten (Abbildung
[-30). Die sechs =n-Elektronen des Furans sind auf nur funf Ringatome verteilt,
dadurch ist die Elektronendichte im Ring hoher als bei Sechsring-Aromaten wie z.B.

bei Benzol.

EnergieA
S e

— -8,20 eV (Pyrrol)

-889eV4 H- M e (@) — -8,87 eV (Thiophen)
H-

_H_T[1 ....... C@

Abbildung I-30. Energieniveaus der n-MO (qualitativ) von Furan und ihre Besetzung
mit Elektronen.®*

Die Sg-Reaktion an Furan findet wie beim Benzol durch einen Additions-

Eliminierungs-Mechanismus statt. Bei einem unsubstituierten Furan erfolgt die
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Substitution regioselektiv an der a-Position des Rings (Schema 1-9). Dies liegt an
zwei Grunden. Zum einen kann die positive Ladung, die durch den Angriff eines
Elektrophils im Ring entsteht, bei einem Angriff auf die B-Position weniger gut
delokalisiert werden als bei einem Angriff auf die a-Position. Aullerdem ist der Homo-
Koeffizient an den o-Positionen des Furanringes grof3er als an den B-Positionen
(Abbildung 1-30), so dass Elektrophile besonders an diesen beiden Positionen des
Furanrings addieren.

Aus diesen Grinden ist es besonders schwierig, ein 2,4-Substitutionsmuster
ausgehend von einfach substituierten Furanen darzustellen. Mit einem Elektrophil
oder durch Lithiierung wirde eine Reaktion immer an der C-2 bzw. an der C-5
Position stattfinden. Deshalb missen bei der Synthese entweder entsprechend
dirigierende Substituenten vorhanden sein oder die reaktiven Positionen des
Furanringes mussen kurzzeitig blockiert und nach erfolgter Substitution wieder

freigesetzt werden.

H H
E g

5 o 3

/’ o o

@——> E] o-Komplexe

O \

K / D\’E QE O(E
n=-Aompiex
n P o oy ol

Schema I-9. Elektrophile Substitution (Sg) an Furan. Beide Angriffsmoglichkeiten sind
dargestellt. Bei einem Angriff auf die a-Position kann die entstehende positive Ladung
tiber mehr Ringatome verteilt werden.

D

(0]

So besteht die Maoglichkeit, eine elektrophile Substitution an 2,3-disubstituierten
Furanen durchzufihren. Diese wird nach den oben beschriebenen
Gesetzmaligkeiten regioselektiv an der C-5-Position des Ringes stattfinden.

AnschlieBend muss der ursprungliche Substituent an der C-2-Position entfernt

werden. In der Literatur ist bisher die erfolgreiche Entfernung von Bromatomen,®* %!

nl97-99] 1001

Phenylthiogruppe oder auch Silylgruppe beschrieben, wobei diese

Gruppen teilweise formal durch ein H-Atom ersetzt wurden (Schema 1-10).
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1. BuLi
a) ﬂ 2.PhsS,
1
R™ ™o
58
1. BuLi
2 R2X /(_&\ Raney Ni
b) Br.
I\ —
(@]
63

Schema 1-10. a) Synthese von 24-disubstituierten

m——[,&

R2

64

Furanen mittels temporarer

Blockierung der reaktiven C-5-Position des Furanrings mit einer Thiophenylgruppe.®’!
b) Anwendung dieser Synthesemethode in der Synthese eines Cristatsiurederivats.”®”

Ein anderer Zugang zu 2,4-disubstituierten Furanen besteht in der direkten

Metallierung von 3-substituierten Furanen (65) (Schema I-11). Allerdings ist auch hier

wieder die reaktivste Position die C-2-Position. Allerdings kann durch einen grofien

sterischen Anspruch des Substituenten am C-3 und

durch die Verwendung einer

sterisch anspruchsvollen Lithiumbase die Metallierung an die C-5-Position verlagert

werden (66).1'"!

(0]
/ £
Me3Si 1.tBuLi  MesSi 1.BCl3 _B.
B. .B
o o oo \E\},\
65 = o Ph
67
Ph
I, AGBF4 RBr, Pd(PPhs)s,
Na,COj3,
MeOH/Toluol
Suzuki-Reaktion| Rfl.
Pd-katalysierte =<— b\/
Reaktionen R MeCeH i
= p-MelgHy
R = trans-PhCH=CH @\Jph

69

Schema I-11. Synthese von 2,4-disubstituierten Furanen durch direkte Metallierung
von 3-Furanen. Die Suzuki-Reaktion und andere Pd-katalysierte Reaktionen erlauben

dabei die Einfiihrung verschiedenster Substituenten.!"*"
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Durch Transmetallierung kann dann die Silylgruppe in eine Boronsaure (oder in ihr
Anhydrid, ein Boroxin, 67) Uberflihrt werden, die dann entweder direkt in Suzuki-
Kupplungen eingesetzt werden kann oder zunachst durch lod substituiert und zu
Verbindung 68 umgesetzt werden muss, um dann in anderen Pd-katalysierten
Reaktionen (z.B. der Sonogashira-Reaktion) eingesetzt zu werden. Beide
Reaktionstypen tolerieren eine Vielzahl von Substituenten und funktionellen
Gruppen, so dass durch diese Methode unterschiedlichste Substituenten am
Furanring eingefuhrt werden konnen. Die Ausgangsverbindung, 3-Trimethylsilylfuran
(65), ist in einer einstufigen Synthese aus einem Oxazol und einem Silylalkin durch
Diels-Alder-Reaktion zuganglich.!"®"

Eine andere Methode der regioselektiven Darstellung von 2,4-substituierten Furanen
ist von Lee et al. beschrieben worden (Schema 1-12).'"% Ausgehend von 3-
Furaldehyd (70) ist es nach dieser Methode in einem einzigen Reaktionsschritt
maglich, regioselektiv an der C-5-Position zu substituieren und so 2,4-disubstituierte
Furane (72) zu erhalten. In einem ersten Reaktionsschritt wird der Aldehyd mit in
situ-generierten Lithiummorpholid umgesetzt und als a-Aminoalkoxid (71) geschutzt.
Aufgrund der elektronischen und sterischen Effekte des Substituenten an der 3-
Position findet eine nun folgende Lithiierung regioselektiv an C-5 statt, so dass nach
Abfangen des metallierten Furans mit Elektrophilen 2,4-disubstituierte Furane in
moderaten Ausbeuten erhalten werden konnen. Als Elektrophile wurden u.a.

Silylchloride, Alkyliode oder auch aliphatische Aldehyde eingesetzt.

Li - 1. s-BulLi

0] ENJ /__._.\ OLi 2 E* @]
H 0 N - H
(0] \-_'_/ 3. H30
/\ / \ / \
o o 30-70 % o E
70 71 72

Schema I-12. Darstellung 2,4-disubstituierter Furane durch eine regioselektive direkte
Metallierung von 3-Furaldehyd in einer ,,one pot“ Reaktion.!"*

Nimmt man die Bildung von Regioisomeren bei der elektrophilen Substitution an 3-
Furanen in Kauf, so kann z.B. auch eine Vilsmeier-Formylierung durchgefuhrt werden
(Schema 1-13). Allerdings entsteht bei der Formylierung von 3-Furansaureethylester
(73) ein Regioisomerenverhaltnis von 7:1 zu Ungunsten der 2,4-Substitution.’®”

Zudem Die lassen sich die Isomere nicht trennen, so dass zunachst mit dem
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Isomerengemisch weitergearbeitet werden muss und erst in einem spateren

Reaktionsschritt die Aufreinigung erfolgen kann.[9% 1%

EtO,C EtO,C EtO,C HOOC
S
Ty PO, Hm ﬂ\«“ = D
o~ DMF o’ T:1 0 — o
0] 0]
73 74 75 76

Schema I-13. Darstellung eines 2,4-disubstituierten Furans durch eine Vilsmeier-
Formylierung und Anwendung des Reaktionsprodukts in der Synthese eines
Phospholipase A; (PLA;) Inhibitors, der aus Sinularia sp. isoliert wurde.!"*!

3.3 Eigene Arbeiten zur Darstellung von 2,4-disubstituierten Furanen

Aus den unterschiedlichen Synthesemethoden zur Darstellung von 2,4-
disubstituierten Furanen (Kapitel 3.2) wurden im Rahmen dieser Arbeit drei Wege
ausgewahlt und auf ihre Anwendbarkeit auf die Synthese der Proximicine A-C
untersucht. Zunachst sollte die zentrale Furanaminosaure der Proximicine aus
linearen Vorlaufern, die in einer Paal-Knorr-Reaktion zyklisiert werden sollten,
hergestellt werden. In einem weiteren Ansatz wurde die selektive Metallierung von 3-

Furaldehyd zur Darstellung der gewlinschten Aminosaure untersucht.

3.3.1 Versuche zur Darstellung aus linearen Vorlaufern

Zerlegt man retrosynthetisch einer Paal-Knorr-Reaktion folgend die zentrale
ungewohnliche Furanaminosaure der Proximicine, so muss zunachst das 1,4-
Dicarbonylderivat 78 hergestellt werden (Schema |-14). Diese Verbindung lasst sich
retrosynthetisch entweder auf Glutaminsaure (79), die einer y-Oxygenierungsreaktion
unterzogen werden musste, oder auf Serin (80) und Glyoxalsaure (81) als Bausteine,

die in einer C-C-Knupfungsreaktion miteinander reagieren mussten, zurtckfihren.
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PGHN

= Paal-Knorr PGHN COOPG y-Oxygenierung HoN COOH
OPG
g ey ey

o HO” ™0
0

77 78 Glutaminsaure (79)

U C-C-Kniipfung

PGHNI\OH H, CO0FG
o

HO™ "0

Serin-Derivat (80) Glyoxalsaure-Derivat (81)

Schema I-14. Retrosynthese der zentralen Furanaminosaure der Proximicine
basierend auf einer Paal-Knorr-Reaktion. Zwei Moglichkeiten der Retrosynthese der
1,4-Dicarbonylverbindung und mégliche Edukte sind gezeigt.

Der geplante Syntheseweg Uber eine y-Oxygenierung von Glutaminsaure ist in
Schema [|-15 gezeigt. Er orientiert sich eng an einer publizierten Synthese zur
Darstellung von (S)-4-Amino-4,5-dihydro-2-furancarbonsaure, also dem
entsprechenden einfach ungesattigten Derivat.['%® %! Ausgehend von Glutaminséure
wurde zunachst das geschutzte Derivat 83 mit einem zu einer Hydroxygruppe
reduzierten C-Terminus hergestellt. Leider war es in ersten Versuchen nur in sehr
schlechten Ausbeuten moglich, den dargestellten Ester 83 in sein entsprechendes
Silylketenacetal 84 zu Uberfuhren, obwohl laut Literatur solche Reaktionen in guten
bis sehr guten Ausbeuten verlaufen sollten.'®"%! AnschlieRend wurden zwei
verschiedene Methoden im kleinen Mal3stab getestet, um durch y-Oxygenierung die
gewlnschte Zwischenstufe 85 zu erhalten. Zum einen wurde eine Oxidation
basierend auf m-Chlorperbenzoesdure (MCPBA) durchgefiihrt.'®! Die Reaktion
verlauft vermutlich Gber mehrere Zwischenstufen. Zunachst wird die Doppelbindung
durch MCPBA epoxidiert; unter anschlieRender Saurekatalyse 6ffnet sich das Epoxid
und die Silylgruppe wandert zur entstandenen Hydroxygruppe. Nach Zugabe eines
Fluoridions (z.B. Tetrabutylammoniumfluorid, TBAF) wird schlieRlich die
Silylschutzgruppe abgespalten.['®”! In einem anderen Experiment wurde versucht, die
Hydroxygruppe durch Umsetzung des Ketenacetals mit Bleitetraacetat (Pb(OACc)s)
einzufiihren.!%!

In keiner dieser beiden Testreaktionen konnte das gewlnschte Produkt
nachgewiesen werden, so dass auf die Syntheseroute ausgehend von Serin und

Glyoxalsaureester ausgewichen wurde.
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O OH 0. OMe 1. LDA TMSO OMe O OMe
2 TMSCI | [Ox]
—#~ o
COOH BocHN OTBDMS BocHN OTBDMS BocHN OTBDMS

82 84 85

0O.__OMe O.__.OMe
] BocHN
[F] [Ox]
HO ° [} COOM
(0] 0O e
BocHN OH BocHN™ %
86 87 88

Schema I-15. Geplante Syntheseroute zur Darstellung der zentralen Furanaminosaure
(88) der Proximicine liber eine y-Oxygenierung eines Glutaminsaurederivats (84).

Dabei wurde zunachst ausgehend von Serin nach einer Literaturvorschrift das
geschiitzte lodalaninderivat 92 hergestellt (Schema 1-16)."'% Dieses sollte dann in
einer Homo-Reformatsky-Reaktion mit Glyoxalsaureethylester zu Verbindung 93
umgesetzt werden.""! Das gewiinschte Reaktionsprodukt (93) konnte dabei nicht

erhalten werden, so dass auch diese Syntheseroute nicht weiter verfolgt wurde.

oH >< >< OTBDMS
HZN/[COOH — 03\ 1\ ([NHCbZ
89
i OTBDMS 0
JJ\(:OOPG )
—— NHCbz o NHCbz . \
O oH — | © o o~ ~COOEt
OEt OEt
93 94 95

Schema I-16. Geplante Syntheseroute zur Darstellung der zentralen Furanaminosaure
der Proximicine (ber eine Art Homo-Reformatsky-Reaktion zwischen einem
lodalaninderivat (92) und Glyoxalsaure.

3.3.2 Darstellung der zentralen Furanaminoséure der Proximixine ausgehend
von 3-Furaldehyd

Die Methode von Lee et al. zur Generierung eines 2,4-Substitutionsmusters (Kapitel
3.2, Schema 1-12) erschien geeignet, um die zentrale Furanaminosaure der
Proximicine ausgehend von 3-Furaldehyd herzustellen.['®? Die auf dieser Strategie
basierende Retrosynthese ist in Schema 1-17 dargestellt. Die Synthesemethode von

Lee et al. basiert auf einer in situ-Schitzung des Aldehyds mit Lithiummorpholid,
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anschliellender regioselektiver Lithiierung des Furans an der C-5-Position und
Abfangen der metallierten Spezies mit einem Elektrophil. Abschlieiend wird durch
saure Aufarbeitung die Aldehydgruppe wieder freigesetzt. Als Elektrophil bieten sich
in dem vorliegenden Fall im allgemeinen Chlorameisensaureester an. Diese sind
kommerziell erhaltlich und leicht zu handhaben. Zusatzlich kann mit ihnen in einem
Reaktionsschritt eine geschiutzte  Carboxygruppe erhalten werden. Die
Transformation des Aldehyds in die gewunschte Aminofunktion kann Uber die
entsprechende Saure geschehen, die dann einer der Saureabbaureaktionen von

Hofmann, Lossen, Schmidt oder Curtius unterzogen wird.[''?

Oxidation und regioselektive o
PGHN Saureabbau Metamerung i 0
/Y - N
[\ Cl” TOR
0”7 COOR COOR o
96 3-Furaldehyd Chlorameisen-
(98) saureester

(99)

Schema I-17. Retrosynthese der zentralen Furanaminosaure der Proximicine mit einer

regioselektiven Metallierung als Schliisselschritt gemaR den Arbeiten von Lee et al.!'"

Zunachst wurde die grundsatzliche Anwendung der regioselektiven Metallierung der
5-Position des 3-Furaldehyds 98 fir den vorliegenden Fall getestet, da die
Verwendung von Chlorameisensaureestern als Elektrophil bei diesem Reaktionstyp
bisher nicht beschrieben wurde (Schema [-18). Es stellte sich heraus das
Chlorameisensauremethylester in der Tat geeignet ist, 4-Formylfuran-2-
carbonsauremethylester herzustellen. Die Ausbeuten lagen aber durchweg am
unteren Ende des Bereichs der von Lee et al. fir andere Elektrophile gefunden
wurde." Vielmehr war es sogar so, dass die Ausbeuten zunichst in nicht
reproduzierbarer Weise zwischen 14-30 % variierten. Durch mehrere
Optimierungsexperimente  (Reaktionszeit, = AnsatzgrofRe, Konzentration der
Reaktanden und Zutropfgeschwindigkeiten) konnte die ideale AnsatzgroRe auf 1 g (=
11 mmol) 3-Furaldehyd festgesetzt werden. Dabei konnte eine reproduzierbare
Ausbeute von 30-35 % erhalten werden. Es war allerdings nicht moglich, nicht
umgesetztes Edukt zurickzugewinnen, vermutlich aufgrund der Instabilitat der

Zwischenstufen.
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0 o]
0
H 1. n-BuLi, N-Morpholin H NaClO,, NaH,PO, 2H,0, HO
2. sec-BuLi, MeOCOCI 2-Methyl-2-buten, tert-Butanol
I . - / \\_ OMe - / \_ OMe
o 34 % 0 78 % 0
0] 0]
98 100 101
BocHN H-N eHCI
1. DPPA, CH4CN, TEA 2N HE
2. A, tert-Butanol / \\__OMe 4 N HCI/Dioxan U\“/OMe
- (o) —
82 % 0 quant. o o)
88 102
5 eq LiOH, e
THF/H,0 (1:1) I \  OH

quant. o
103

Schema I-18. Synthese der zentralen Furanaminosaure der Proximicine in geschutzter
Form ausgehend von 3-Furaldehyd.

Der so erhaltene Aldehyd 100 wurde einer Oxidation mit Natriumchlorit in gepufferter
Lésung (Phosphatpuffer) in Gegenwart von 2-Methyl-2-buten unterzogen.['"®
Natriumchlorit ist ein mildes und glnstiges Reagens zur selektiven Oxidation von
Aldehyden zu den entsprechenden Carbonsauren. 2-Methyl-2-buten fangt als
Radikalfanger die moglicherweise entstehenden freien Chlorradikale aus der
Reaktionsmischung ab. Diese milde Oxidationsmethode wurde gewahlt, um starke
Mineralsauren (Jones-Oxidation) oder basische Bedingungen (Silberoxid-Oxidation)
zu vermeiden, und so den empfindlichen Furanring zu schitzen. Die Oxidation verlief
in guten Ausbeuten (ca. 80 %) und die analysenreine Carbonsaure 101 konnte ohne
saulenchromatographische Aufreinigung erhalten werden. Carbonsaure 101 sollte
nachfolgend in mdglichst einem Reaktionsschritt in eine Aminogruppe Uberflhrt
werden. Dafiir bietet sich die Curtius-Umlagerung an.!"'¥ Eine Curtius-Umlagerung
hat zusatzlich den Vorteil, dass es nicht nur moglich ist, freie Amine zu erhalten,
sondern auch die direkte Uberfiihrung in entsprechende Carbamate durchzufiihren
Dies ist besonders vor dem Hintergrund der Empfindlichkeit der Aminofurane (Kapitel
3, Schema 1-5) gegenuber sauren Hydrolysebedingungen von Bedeutung. Die flr die
Curtius-Umlagerung notwendigen Saureazide konnen in situ hergestellt werden und
mussen nicht isoliert werden. Als Reagens der Wahl bietet sich hierfur
Diphenylphosphorylazid (DPPA) an.!""® "'®! Das intermediar gebildete Saureazid wird
anschlielend in Gegenwart eines Alkohols erhitzt. Dabei wird Stickstoff abgespalten
und durch Umlagerung ein Isocyanat gebildet, das mit dem Alkohol zum

entsprechenden Carbamat abreagiert.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Reaktion in sehr guten Ausbeuten unter Zusatz
von tert-Butanol verlauft und man so das Boc-geschiitztes Aminofuran 88 erhalten
kann. Die Ausbeuten der hier etablierten Curtius-Umlagerung konnten durch
Variationen der Reaktionszeiten und AnsatzgroRen von anfanglich ca. 30 % auf Gber
80 % in optimierten Experimenten gesteigert werden.

In den Proximicinen findet sich natlrlicherweise am N-Terminus ein Methylcarbamat.
Deshalb lag es nahe, einen entsprechenden Baustein durch Erhitzen des Saureazids
in Gegenwart von Methanol zu erhalten. Diese Reaktion flhrte in einem ersten
Versuch nicht zu dem gewinschten Produkt und wurde deshalb nicht weiter
untersucht.

Die etablierte und hier vorgestellte Syntheseroute bietet einen sehr kurzen (3 Stufen,
2 x saulenchromatographische Aufreinigung) Zugang zur zentralen Boc-geschutzten
Aminosaure (88) fur die Synthese der Proximicine. Die Ausbeuten der einzelnen
Reaktionsschritte sind moderat bis gut. Ein Vorteil ist, dass eine orthogonal
vollgeschitzte Aminofuranaminosaure erhalten werden kann. Die angewandten
Reaktionen sollten es durch Variation von verschiedenen Chlorameisensaureestern
im Metallierungsschritt oder durch den Einsatz verschiedener Alkohole in der Curtius-
Umlagerung zusatzlich ermdglichen, andere Schutzgruppen an beiden
Funktionalitaten einzufuhren.

Das hier dargestellte Derivat 88 sollte auRerdem nach Verseifen des Methylesters in
einer festphasengestutzten Synthese (SPPS, SPOS) nach der Boc-Strategie

einsetzbar sein. Dieser Ansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht evaluiert.

25 ——————
—— absorption

fluorescence

2.0

rel. absorption
fluorescence / a.u.

0.0

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
200 250 300 350 400 450 500 550 600

wavelength / nm

Abbildung I-31. UV-Absorptions- (blau, zwei unterschiedliche Konzentrationen) und
das entsprechende Fluoreszenzspektrum (rot) der in Chloroform gelosten Verbindung
88.
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Die dargestellte geschitzte Aminosaure 88 ist ein farbloser Feststoff, der aber unter
UV-Licht mit einer Anregung von A=254 nm eine schwach blaue Lumineszenz zeigt.
In Chloroform gel6st ist die Lumineszenz sehr viel starker. In Abbildung I-31 sind das
UV- und das Fluoreszenzspektrum gezeigt. Das Anregungsmaximum der

Aminosaure liegt bei A=260 nm und das Emissionsmaximum bei A=360 nm.

3.4 Totalsynthese der Proximicine A, B und C

Mit Baustein 88, der analog der Aminosaurennomenklatur und der Nomenklatur der
Heterozyklen in Lexitropsinen (Kapitel 1.1.4) im folgenden Boc-Fu-OMe genannt
werden soll, konnte die Totalsynthese der Proximicine fortgefihrt werden. Die
Synthesestrategie sah zunachst den Aufbau des zentralen Dipeptids vor, das dann
nach Abspaltung der Boc-Gruppe und anschlieBender Einfuhrung des
Methylcarbamats in die Proximicine A, B und C Uberfuhrt wurde (Schema 1-19).

Fir den Aufbau des Dipeptids 104 wurden verschiedene Methoden zur
Peptidkupplung evaluiert. Es stellte sich heraus, dass die KnlUpfung der
Peptidbindung am besten in DCM (im Vergleich zu DMF), mit EDCI und HOALt als
Aktivierungsreagenzien fur den C-Terminus (im Vergleich zu TBTU bzw. DIC/HOBL)
und mit DIPEA als Base durchzufuhren ist. Weiterhin wurde zunachst der C-
Terminus voraktiviert bevor die Aminokomponente zugesetzt wurde. Dadurch wird
sichergestellt, dass die Aminokomponente so schnell wie moglich abreagiert und so
das Aminofuran nur in geringem Ausmal Zersetzungsreaktionen unterliegt (Schema
I-5). Die verwendeten Reagenzien bieten den Vorteil, dass sie grofdtenteils durch
Extraktion mit Base und Saure aus dem Rohprodukt entfernt werden kénnen. Dies
sollte zusatzlich durch den Einsatz von aquimolaren Mengen der Reagenzien
erleichtert werden. Dadurch ist nicht immer eine saulenchromatographische
Aufreinigung des Kupplungsproduktes notwendig. Diese fur den hier vorliegenden
Fall optimierten Kupplungsbedingungen wurden in allen weiteren Peptidkupplungen
dieser Arbeit verwendet.

Fur die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe des Dipeptids 104 wurde zunachst
TFA/DCM (1:1, V/V) verwendet. Allerdings fuhrte diese Methode zu braun- bis
schwarzgefarbten Olen als Produkte, deren Farbe offenkundig auf

Zersetzungsprodukte zurickzuflhren ist. Auch deshalb lieferten wahrscheinlich die
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Kupplungsversuche mit diesen Furanaminen sehr schlechte Ausbeuten. Es ist zu
vermuten, dass die verwendete TFA nicht vollig wasserfrei war und es deshalb in
Folge zur Hydrolyse der Aminofurane kam. Deshalb wurde auch in diesem Fall wie
schon bei den N-Methylpyrrolderivaten (Kapitel 2.1.1) die Boc-Schutzgruppe durch 4
N HCI in Dioxan abgespalten. Diese Lésung ist wasserfrei und lieferte deshalb

wahrscheinlich deutlich bessere Ergebnisse.

BocHN HoN EDCI, Hoat,  BocHN OMe
m\ n o HCl  DIPEA, DCM MH M TEA, MeOCOCI, THF
o~ ~COOH o~ ~COOMe 64 % o pS \ o) © 16 %
103 102 104 R=Boc — 4 NHCl
105 R=I-|-HCI:| Dioxan
4 1. DIC, HOBt
2.25 % NHj

o)
D I NH,
MeQ 7§\ N~
37 % Z;B\‘( \ J o
o]
0\>_NH 20
OR o
—0 H Tyramin, EDC, OH
mNW‘J HOAt, DMF > H HN’\/O
o 1 Yo ————— MO T\ N A
33 % o \ J o
o]
21
Tryptamin, EDC, 0 \P
HOAt, DMF
- NH
B HN NH
34 % MBC?— H N
6 B m{y&
0 \g ©
o]

22

106 R=M

107 Rt ) 0.1 N LIOH/THF

(.

Schema I-19. Totalsynthese der Proximicine A, B und C.

Der Nachteil der hier vorgestellten Syntheseroute liegt in der sehr geringen Ausbeute
bei der EinflUhrung des Methylcarbamats. Es ist zu vermuten, dass das dabei als
Zwischenprodukt  durchlaufene  Aminofuran 105 unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen nicht stabil ist. So konnten von dieser Verbindung auch keine
zufriedenstellenden analytischen Daten erhalten werden. Wahrend Verbindungen
vom Typ 102 keinen Zersetzungsreaktion zu unterliegen scheinen, ist dies bei dem
Aminofuran 105 nicht der Fall. Die Ursache hierfur kbnnte an dem Substituenten am
C-2 des Furan-Rings liegen. Ein Ester an dieser Position vermag das
Aminohydrochlorid zu stabilisieren, ist aber ein weiterer Furanring in Form einen
Carboxamids an dieser Position vorhanden, scheinen die entsprechenden

Aminoverbindungen zur Zersetzung zu neigen. Eine zu den Tautomeren (Schema
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[-5) analoge Grenzform konnte in einem Dipeptid aus zwei Furanaminosauren Uber
ein groleres n-System stabilisiert werden. Dadurch wirden diese Dipeptide auch

anfalliger gegenuber Hydrolyse, die aus dieser tautomeren Form heraus stattfindet.

o 1.0.1 N LiOH, THF/H,0 o
BocHN 1.4 N HCl in Dioxan NH 2. H-Fu-OMe-HC1 , HOAL, D\
H
f\ 2. MeOCOCI, TEA, THF  MeO m\ EDCIDIPEA.DCM _ MeO )\ K.~ _coome
o~ ~COOMe 90 % o~ ~COOMe 77 % o .
88 108 106

Schema I-20. Synthese von Meoc-Fu-Fu-OMe (106) iiber die Zwischenstufe 108 zur
Verwendung in der Totalsynthese der Proximicine unter Umgehung des Dipeptids
Boc-Fu-Fu-OMe (104).

Aufgrund der schlechten Ausbeuten bei der Boc-Abspaltung und der nachfolgenden
Einfihrung des Methylcarbamats (104—106) wurde eine andere Abfolge der
Reaktionen gewahlt (Schema 1-20). Das Methylcarbamat sollte so frih wie moglich
eingefuhrt werden, so dass keine Dipeptide aus Furanaminosauren mit freier
Aminogruppe wahrend der Synthese auftreten. Diese modifizierte Syntheseroute
beginnt mit einem Baustein Meoc-Fu-OMe (108), der aus Boc-Fu-OMe (88) durch
Umschutzen erhalten werden konnte. Unter den Bedingungen einer basischen
Verseifung in wassrigem Milieu ist das Methylcarbamat stabil,!''”! sodass der C-
Terminus entschitzt werden und anschlieRend ein weiterer Baustein der
Furanaminosaure gekuppelt werden konnte. Nach erneutem Verseifen des
Methylesters konnten ausgehend von diesem Dipeptid (106) die Proximicine A, B
und C dargestellt werden. Proximicin A (20) wurde durch eine Ammonolyse des OBt-
Esters der Carbonsaure 107 dargestellt. Proximicin B (21) und C (22) dagegen
wurden nach den bereits etablierten Kupplungsbedingungen mit EDCI/HOAt als
Aktivierungsreagenzien und Tyramin bzw. Tryptamin als Nucleophile erhalten. Die so
dargestellten Proximicine A, B und C waren in jeder Hinsicht identisch mit den
isolierten Naturstoffen. Als Beweis sind die 'H-NMR-Spektren im folgenden gezeigt
(Abbildung 1-34 bis Abbildung I-36).

Es war mdglich von Derivat 104 (Schema [-19) Einkristalle zu erhalten und die
erhaltene Rontgenstruktur zu 16sen (Kapitel 114.1). Die Struktur dieses Peptids im
Festkorper ist flach, d.h. nahezu alle Atome des Gerustes liegen in einer Ebene
(Abbildung 1-32). Lediglich ein Blick von der Seite zeigt, dass es leicht S-férmig ist
und die beiden Furanringe gegeneinander um wenige Grad verdrillt sind. Die zentrale

Peptidbindung, die die beiden Furanringe miteinander verbindet, ist wie bei Peptiden
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zumeist beobachtet trans konfiguriert. Bemerkenswert ist, dass dieses Peptid nahezu
linear gestreckt ist, wahrend das strukturell verwandte Netropsin in seiner
Kristallstruktur halbmondférmig gebogen ist (Abbildung I-33).'"" Die Ursache hierfiir
ist in der Orientierung der Heteroatome des Funfrings zueinander zu finden.
Wahrend die Stickstoffatome der Kristallstruktur des Netropsins auf ein und dieselbe
Seite zeigen, zeigen die Sauerstoffatome der Verbindung 104, die eine unmittelbare
Vorstufe in der Synthese der Proximicine darstellt, zumindest im Festkorper in

gegenuberliegende Richtungen.

a)
N P o
(o] w / -
O
RYMS H’Q\w
@]

104

Abbildung I-32. Kristallstruktur von Boc-Fu-Fu-OMe in zwei verschiedenen Ansichten;
b) Blick von oben; c) Seitenansicht.

a) NH, b)
NH
by
HN
HoN H
N
H/YN HN— ] O
N o CHs
CH3
14
c)

Abbildung I-33. Kristallstruktur von Netropsin in zwei verschiedenen Ansichten;!"* b)
Blick von oben; c) Seitenansicht. Die dargestellte Kristallstruktur ist nicht korrekt, da
der Datensatz der Quelldateien fehlerhaft ist. Es fehlt die Carbonylfunktion am C-
Terminus des Netropsins in b) und c).

Verbindung 104 ist der Grundstruktur der Proximicine strukturell sehr ahnlich.

Vernachlassigt man die unterschiedlichen Alkylcarbamate (tert-Butyl- versus
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Methylcarbamat) sind lediglich die Carboxamide der Naturstoffe noch nicht eingeftihrt
und erst durch einen Methylester vorgebildet. Trotzdem kann man basierend auf der
Rontgenstruktur von Verbindung 104 nicht zwingend die unterschiedlichen
Wirkungsweisen (Kapitel 1.2) der Proximicine und des Netropsins erklaren,
insbesondere die unterschiedlichen Bindungsaktivitdten an doppelstrangige DNA.

Durch die vorliegende Rontgenstruktur sind lediglich Rickschlisse auf eine mogliche
Struktur oder Konformation der Proximicine im Festkorper mdglich. Lagen die
Proximicine in Losung in der gleichen Konformation wie Verbindung 104 im
Festkorper vor, so ware eine Passgenauigkeit durch die lineare Struktur in die kleine
Furche der DNA nicht gegeben. Hierflr ware die halbmondférmige Konformation des
Netropsins notwendig. Allerdings kann von einer Struktur im Festkorper nicht auf eine
Lésungskonformation geschlossen werden. Ist die Rotationsbarriere zwischen den
beiden grundsatzlichen Konformationen, linear gestreckt oder halbmondférmig
gebogen, hinreichend klein, so kdnnte auch in Losung eine netropsinartige Struktur
vorliegen. Welche Konformationen der Proximicine in Losung tatsachlich vorliegen,
konnte durch weitere Untersuchungen, sowohl quantenchemische Rechnungen als

auch NMR-spektroskopische Untersuchungen, naher bestimmt werden.

a) natiirliches Proximicin A

B T

b) synthetisches Proximicin A

L M A b

95 8.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 50 4.5 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Abbildung I-34. Vergleich der 'H-Spektren von natiirlichem (a) und synthetischem (b)
Proximicin A in DMSO-d6.
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a) natiirliches Proximicin B -

e #

b) synthetisches Proximicin B

| i1 ) L

110 105 100 9.5 20 85 8.0 3 70 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Abbildung I-35. Vergleich der 'H-Spektren von natiirlichem (a) und synthetischem (b)
Proximicin B in DMSO-d6.
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b) synthetisches Proximicin C

a) natiirliches Proximicin C

J I i W

10.5 10.0 9.5 20 B5 8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 5 30 25 20 1.5 1.0 0.5 ppm

Abbildung I-36. Vergleich der 'H-Spektren von natiirlichem (a) und synthetischem (b)
Proximicin C in DMSO-d6.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der hier beschriebenen Totalsynthese der Proximicine A, B und C wurde
erstmals eine 2,4-disubstituierte Furanaminosaure hergestellt. Ausgehend von 3-
Furaldehyd war es in einer sehr kurzen und effizienten dreistufigen Synthese
moglich, ein entsprechendes orthogonal geschutztes Derivat dieser Aminosaure zu
erzeugen. Die vorgestellte Syntheseroute, die zu dieser Aminosaure fuhrt, sollte
variabel genug sein, um andere Schutzgruppen am N- und am C-Terminus einfuhren
zu kénnen. Die Mdglichkeit der elektrophilen Substitution des Furanrings sollte es
durch den Einsatz anderer Chlorameisensaureester erlauben, unterschiedlichste
Esterfunktionen in der 2-Position einfuhren zu konnen. Weiterhin kdnnten
grundsatzlich durch die Curtius-Umlagerung verschiedene Carbamatschutzgruppen
an die Aminogruppe in 4-Position angefliigt werden. So sollte es in weiteren
Experimenten mdglich sein, auch entsprechend geschutzte Derivate herzustellen, die
u.a. flr eine Festphasensynthese geeignet sein sollten.

Durch die in dem vorliegenden Fall gewahlte orthogonale Schitzung der
Aminofunktion der Furanaminosaure durch die saurelabile Boc-Gruppe und dem
Methylester am C-Terminus war es moglich, die Totalsynthese der Proximicine
durchzufihren. Es wurden hierfir optimierte Bedingungen zur Knupfung der
Peptidbindungen etabliert. Die vorgestellte Syntheseroute sollte variabel genug sein,
um neben den Proximicinen auch weitere Derivate dieser neuen Naturstoffklasse im
Rahmen von SAR-Studien herzustellen. Auflerdem kann die im Rahmen dieser
Arbeit erstmals hergestellte 2,4-disubstituierte Furanaminosaure auch zur Synthese
neuer Lexitropsine und verwandter Polyamide eingesetzt werden. Im Verlauf der
Synthese konnte ein geschutztes Dipeptid aus zwei Einheiten der genannten
Furanaminosaure kristallisiert werden. Die daraus resultierenden Strukturdaten
konnten zum einen fur die Synthese von Lexitropsinen zum anderen aber auch fir
das Verstandnis des Wirkmechanismus der Proximicine hilfreich sein. Die
erfolgreiche Totalsynthese der Proximicine A, B und C hat weiterhin die
Strukturaufklarung dieser Naturstoffe, die von Dr. K. Schneider durchgefuhrt wurde,

bestétigt.!®* ©7]
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4 Synthese und biologische Evaluierung neuartiger minor-
groove-binder basierend auf 4-Aminofuran-2-carbonsaure

Die Proximicine A, B und C zeigen eine enge strukturelle Verwandtschaft mit den
Naturstoffen Netropsin und Distamycin. Insbesondere das zentrale Di- bzw.
Tripeptidmotiv, ist bis auf den Heterozyklus, Furan gegenuber N-Methylpyrrol,
identisch. Wahrend die Proximicine und auch die Netropsin-Proximicin-Hybride, die
in Kapitel 2 vorgestellt wurden, keinerlei Interaktion mit doppelstrangiger DNA zeigen,
sind Netropsin und Distamycin die ersten niedermolekularen Verbindungen gewesen,
die selektiv an AT-reiche Sequenzen in die kleine Furche doppelstrangiger DNA
binden (Kapitel 1.1.3). Seit dieser Entdeckung bestand ein grol3es Interesse daran,
synthetische Derivate herzustellen, die eine spezifische DNA-Sequenz erkennen
sollten, um so eine selektive Inhibierung der Genexpression herbeizufuhren (Kapitel
1.1.4)." Insbesondere wollte man Molekiile herstellen, die selektiv an GC-reiche
DNA-Sequenzen binden kdonnen. Im Rahmen dieser Arbeiten wurde eine Vielzahl
von Funfringheterozyklen in netropsin- oder distamycinartige Molekule eingebaut, so
z.B. Imidazole, Thiazole, Thiophene und andere.™ Allerdings wurde dabei
bemerkenswerterweise nie eine 4-Aminofuran-2-carbonsaure verwendet. Im Rahmen
dieses Teils der vorliegenden Arbeit sollte die Verwendung von 4-Aminofuran-2-
carbonsaure als monomerer Baustein in der Synthese von neuartigen Polyamiden
auf Basis der Proximicine evaluiert werden. Diese Polyamide sollten in der Lage sein,
in die kleine Furche der DNA zu binden. Die zunachst aufgestellte Arbeitshypothese,
die Synthese und abschlieend die biologische Evaluierung der Substanzen soll im

folgenden Kapitel geschildert werden.

41 Potentielle minor-groove-binder basierend auf 4-Aminofuran-2-carbon-
saure

In DNA-Schmelzanalysen wurde festgestellt, dass die Proximicine A, B und C weder
mit GC-reichen noch mit AT-reichen DNA-Sequenzen in Wechselwirkung treten.®”: ¢
Durch die vorliegende Arbeit sollte im Rahmen von SAR-Studien eine solche
biologische Aktivitat basierend auf dem Grundgerist der Proximicine herbeigeflhrt
werden. Dazu wurden drei verschiedene Ansatze getestet.

In einem ersten Ansatz sollte die Struktur der Proximicine insofern geandert werden,

dass eine weitere Furanaminosaure in das Rulckgrat der Proximicine eingebaut
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wurde (Abbildung I-37). Man erhalt so die Proximicin-Homologen (109-111). Durch
den Einbau eines weiteren Furanrings sollten sich zusatzliche Wechselwirkungen mit
der DNA ausbilden kdnnen. Zum einen konnte die neu hinzugekommene amidische
NH-Gruppe als H-Bricken-Donor dienen, zum anderen kénnte eine CH-Gruppe des
Furanrings eine hydrophobe Wechselwirkung mit der Methinylgruppe des C-2 an
Adenin oder Thymin eingehen (Kapitel 1.1.3 und 1.1.4).

HO
HN
S
0 O
HzN HN 0 HN
il /0 /0
— = —
HN HN
o) HN 0 0
_po % "
T =
HN HN HN
@ﬁo @}0 C(&O
HN—Q HN—Q HN—
0 & 0 2 0 -
OMe OMe OMe
Meoc-Fu-Fu-Fu-NH, Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa

(109) (110) (111)

Abbildung I-37. Strukturen der Proximcin-Homologe A, B und C (109-111). In schwarz
sind die Strukturelemente der Proximicine und in blau ist die im Vergleich zur Struktur
der Proximicine zusatzlich eingefligte Furanaminosaure gezeigt.

In einem weiteren Ansatz sollte durch Synthese der Verbindungen 112 und 113
getestet werden, ob eine basische Seitenkette am C-Terminus eine Bindung in die
kleine Furche der DNA ermdoglicht (Abbildung [-38). Diese C-terminale Modifikation
sollte sowohl anhand eines Dipeptids als auch eines Tripeptids der
Furanaminosauren eingeflihrt werden. Dabei sollte das Methylcarbamat am N-
Terminus beibehalten werden. Von Arbeiten von Boger et al. ist bekannt, dass eine
Carbamatfunktionalitat (tert-Butylcarbamat) gegenuber einer Formylfunktion, wie sie
naturlicherweise im Distamycin vorhanden ist, die Bindungsaffinitat an die DNA
verringert, aber nicht aufhebt./"

Eine basische Seitenkette wie 3-Dimethylaminopropylamin kénnte durch zwei Effekte
eine Wechselwirkung mit der DNA begulnstigen. Zum einen sollte das tertiare Amin

unter physiologischen Bedingungen protoniert sein und so z.B. eine Salzbricke zum
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negativ geladenen DNA-Rulckgrat ermdglichen. Es wurde allerdings gezeigt, dass
eine solche positive Ladung nicht zwingend flr eine gunstige Wechselwirkung mit der
DNA vorhanden sein muss.'"® Zum anderen bieten die Methylengruppen in der
Alkylkette des Dimethylpropylamins die Maoglichkeit, dass sich ahnlich wie in
Netropsin oder Distamycin hydrophobe Wechselwirkungen mit der DNA ausbilden
konnen (Kapitel 1.1.3 und 1.1.4).

%
meo” NH
] HN/'\_//\_T_/ g ] . HN/\“ /“\.N/
}/N = o] == 0

HN HN

meo [ N0 o [ \_o
0 © O Do

Meoc-Fu-Fu-Dp Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp

(112) (113)

Abbildung 1-38. Strukturen der Proximicin-Derivate 112 und 113 mit basischer
Seitenkette. In schwarz sind die Strukturelemente der Proximicine, in blau ist die im
Vergleich zur Struktur der Proximicine zusatzlich eingefiigte Furanaminosaure und in
griin ist die basische Seitenkette gezeigt.

In einem dritten Ansatz sollten die Furanderivate des Netropsins (114) und des
Distamycins (115) erzeugt werden (Abbildung 1-39). Durch Darstellung ihrer
Furanderivate kann ein mdglicherweise negativer Einfluss der N- und C-terminalen
Reste der Proximicine A, B und C auf eine Bindungsaktivitat an die DNA
ausgeschlossen werden.

Durch den Ersatz der C-terminalen Amidinseitenkette durch einen
Dimethylaminopropylaminrest in beiden Derivaten vermeidet man die oft nur variable
Ausbeuten liefernde Pinner-Reaktion zur Darstellung von Amidinen.!"'%'??l Der Ersatz
ist zulassig, weil in nach derselben Art modifizierten Distamycinderivaten kaum ein
Unterschied in der Bindungsaffinitit gegeniiber Distamycin festgestellt wurde.l’"
Weiterhin verandert der Ersatz die Bindungsselektivitat nicht.['?> 124

Die sieben hier vorgestellten Verbindungen sollten aufgrund des 24-
Substitutionsmusters des Furans und der Art der Seitenketten bevorzugt an AT-
reiche Sequenzen binden. Diese Hypothese sollte durch die im folgenden
vorgestellten Synthesen und die anschliefende biologische Evaluierung der

erhaltenen Derivate bestatigt werden.
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Abbildung I-39. a) Strukturen von Netropsin (14) und Distamycin (15); b) Strukturen
des Furan-Netropsins (114) und des Furan-Distamycins (115). In schwarz sind die
Strukturelemente der Proximicine, in blau ist die im Vergleich zur Struktur der
Proximicine zusatzlich eingefiigte Furanaminosdure und in griin sind die jeweiligen
Strukturelemente des Netropsins bzw. Distamycins gezeigt.

4.2 Synthese der potentiellen minor-groove-binder
4.2.1 Synthese der Proximicin-Homologe A-C

Die Synthese der Proximicin-Homologe A, B und C (109-111) sollte aufbauend auf
den Ergebnissen, die aus der Totalsynthese der Proximicine (Kapitel 3.4) erhalten
wurden, durchgefiihrt werden. Es sollte auch hier aufgrund ihrer Tendenz zur
Zersetzung das Auftreten von Aminofuranen als Zwischenstufen vermieden werden.
Deshalb wurde die Synthese ausgehend von Meoc-Fu-OMe (108) durchgefuhrt
(Schema 1-21), dessen Synthese bereits im Rahmen der Totalsynthese der
Proxmicine beschrieben wurde (Kapitel 3.4 und Schema 1-20).

Ausgehend von diesem Baustein wurde das Tripeptid 116 durch repetitives Verseifen
des Methylesters am C-Terminus und Knupfen der darauffolgenden Peptidbindung
unter optimierten Bedingungen mit EDCI/HOAt (Kapitel 3.4) aufgebaut. Das Dipeptid
106 musste anfanglich nach der Peptidkupplung noch saulenchromatographisch
aufgereinigt werden. Allerdings konnte das Tripeptid 116 bereits nicht mehr durch
Saulenchromatographie aufgereinigt werden, da seine Ldslichkeit in organischen

Lésungsmitteln (Methanol, Ethylacetat oder Dichlormethan) wesentlich schlechter
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war. Die schlechten Loslichkeiten der Verbindungen 106 und 116 wurden
ausgenutzt, indem die Menge an DCM, das als Lésungsmittel fir die Peptidkupplung
diente, moglichst klein gewahlt wurde. Dadurch fielen die Kupplungsprodukte aus der
Reaktionsmischung aus und konnten nach Filtration und einer Kkurzen

Waschprozedur in den folgenden Reaktionsschritten eingesetzt werden.

- 1. 0.1 N LiOH, THF/H,0 o 1. 0.1 N LiOH, THF/H,0
NH 2. H-Fu-OMe+HCI , HOA, YN 2. H-Fu-OMe+HCI , HOA,
EDCI, DIPEA, DCM H EDCI, DIPEA, DCM
MeO ﬂ\ ~ MeO ﬂ\‘(w\@,coom.a -
o~ ~COOMe 76 % o g 92%
108 106
HOA, EDCI, coni
0.5 N NH3 in Dioxan, o] 2
DMF D—NH =
32 % MeO 5 | HN—% 0
\
0] \ o
o] o OH

109 /\/Q/
0 COOMe 0.1 N LiOH | HOAt, EDCI, 0

SN ’C( THFHO | Tyramin, DMF MeO»‘NH 2l
MeO i H HN—%. 0 50 % %j\ﬁ"' /_C"\/&O
o

H
N
116 |

HOAt, EDCI, Q o HN“/QG

Tryptamin, DMF »‘NH

————————>  MeO 0

&7 °-r"u / .l H ==
o N HN—% o

Schema I-21. Synthese der Proximicin-Homologe A (109), B (110) und C (111).

Das Proximicin-Homologe A (109) wurde analog der Darstellung des Proximicins A
durch Ammonolyse eines OBt-Esters erhalten. Bei den Peptidkupplungen, die bei der
Darstellung der Proximicin-Homologe B (110) und C (111) durchgefuhrt wurden,
musste DCM gegen DMF als Lésungsmittel getauscht werden, da die Edukte und
auch der intermediar gebildete OBt-Esters nicht in DCM Ioslich waren. Dadurch fielen
die Kupplungsprodukte nicht aus der Reaktionsmischung aus und mussten folglich
durch Extraktion aus den Reaktionsmischungen erhalten werden. Wahrend die
Kupplungsreagenzien und ihre Nebenprodukte durch die Aufarbeitung nahezu
vollstandig abgetrennt werden konnten, waren die Rohprodukte aller drei Homologe
vornehmlich mit der entsprechenden freien Saure verunreinigt. Allerdings lieRen sie
sich weder durch Saulenchromatographie an Kieselgel noch durch praparative RP-

HPLC weiter aufreinigen.
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Zur weiteren Aufreinigung der drei Proximicin-Homologe wurden deshalb
festphasengebundene Reagenzien eingesetzt.['*>'? |n der Festphasensynthese von
Peptiden wird der 2-Chlorotrityl-Linker gebunden an quervernetztes Polystyrolharz
haufig eingesetzt, da Aminosauren unter milden Bedingungen zlgig immobilisiert
werden koénnen.['” 3% Diese Eigenschaften sollten in dem vorliegenden Fall
ausgenutzt werden, um die in den Rohprodukten als Verunreinigung enthaltene
Carbonsaure abzutrennen (Abbildung 1-40). Aullerdem sollten auch andere
Nucleophile wie moglicherweise noch enthaltene Reste von HOAt oder freie Amine

entfernt werden konnen.
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Abbildung 1-40. HPLC-UV-Chromatogramme von a) verunreinigten und b) mit 2-
Chlortritlyharz gereinigten Proximicin-Homolog B (Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra, 110). Das
starke Injektionssignal (R=1 min) ist auf DMSO zuriickzufiihren.

Es wurden 2-3 Aquivalente Harz bezogen auf die zu entfernende Komponente
eingesetzt. Zum Neutralisieren des wahrend der Reaktion freiwerdenden
Chlorwasserstoffs wurde Hiinigs Base im Uberschuss eingesetzt. Das dabei
gebildete DIPEA-Hydrochlorid ist nach Abfiltrieren des Harzes als Verunreinigung
enthalten und lasst sich im Gegensatz zu der freien Base nicht am Vakuum
entfernen. Es gibt zwei Moglichkeiten, um es vom Produkt abzutrennen. In der
Literatur wird als einfache Methode ein ebenfalls am polymeren Trager gebundenes
Hydrogencarbonat beschrieben.'?® Durch Behandlung der Reaktionslésung nach
Abfiltrieren des 2-Chlortritylnarzes mit dieser polymergebundenen Base wird das
Hydrochlorid in seine freie Base umgewandelt und kann am Vakuum entfernt
werden. Allerdings verliefen die eigenen Versuche unter diesen Bedingungen nicht
erfolgreich, so dass auf eine andere Methode ausgewichen wurde. Das Filtrat aus

der Behandlung des Rohproduktes mit 2-Chlorotritylharz wurde lyophilisiert. Das
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dabei zurickgebliebene Hydrochlorid wurde anschliefend durch Behandlung des
Lyophilisats mit Wasser ausgewaschen. Nach diesem Protokoll wurden reine

Proximicin-Homologe erhalten (Abbildung 1-40).

4.2.2 Synthese der Proximicin-Derivate mit basischer Seitenkette

Die Synthese des Proximicin-Derivats 112 mit basischer Seitenkette wurde wie in
Schema [-22 dargestellt durchgefuhrt. Ausgehend von Meoc-Fu-OMe (108) wurden
die Peptidkupplungen nach der oben beschriebenen Prozedur durchgefuhrt (Kapitel
4.2.1).

o 1. 0.1 N LiOH, THF/H,0 0 1. 0.1 N LiOH, THF/H,0
NH 2. H-Fu-OMe~HCI , HOAY, YN 2. Dp, HOA, EDCI,
EDCI, DIPEA, DCM H DIPEA, DCM
MeO n = MO/ N— A\, -COOMe .
o’ ~COOMe 76 % o \ 32 %
N o
108 106
O, H
N HN SN~

112

Schema I-22. Synthese des Proximicin-Derivats 112 (Meoc-Fu-Fu-Dp) mit C-terminaler
basischer Seitenkette.

Die Zielstruktur 112 konnte durch praparative RP-HPLC aufgereinigt werden. Die
Synthese des Proximicin-Homologen 113 mit basischer Seitenkette (Meoc-Fu-Fu-Fu-
Dp) orientierte sich an der Synthese der anderen Homologe, die in Kapitel 4.2.1
beschrieben wurde (Schema [-23).

Auch bei dieser Synthese wurden die optimierten Bedingungen zur Knupfung der
Peptidbindungen verwendet. Das gewlnschte Proximicin-Homologe 113 liel3 sich im
Gegensatz zu seinem verwandten Derivat 112 nicht Uber praparative HPLC
aufreinigen ahnlich den anderen Homologen 109-111 (Schema [-21). Deshalb
musste eine alternative Aufreinigungsstrategie etabliert werden. Das erhaltene
Rohprodukt enthielt als Verunreinigung Reste des Additives HOAL. In Vorversuchen
konnte festgestellt werden, dass sich HOALt trotz seiner nucleophilen Hydroxygruppe
nur unvollstandig durch Behandlung mit 2-Chlorotritylharz abtrennen lasst. Die
Aciditat dieser Hydroxygruppe erlaubt es aber, HOAt mittels einer

polymergebundenen Base abzutrennen. Als genltgend basisch erwies sich 1,5,7-
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Triazabicyclo[4.4.0]dec-5-en.["*"! Ein polymergebundenes Derivat (PL-TBD) wird von
Polymer Laboratories in Form einer SPE-Kartusche kommerziell angeboten. Dadurch

konnte das Proximicin-Homologe 113 in reiner Form erhalten werden.

o 1.0.1 N LiOH, THF/H,0 o 1.0.1 N LiOH, THF/H,0
KH 2. H-Fu-OMe+HCI , HOAL, S—NH 2. H-Fu-OMe-+HCI , HOAt,
EDCI, DIPEA, DCM H EDCI, DIPEA, DCM
MeO m\ > MeO ) N@,COOMe . -
76 % o
o~ ~COOMe oY d
108 106
/
/‘/‘ N
\
COOMe KK
o>\_ ,C( 1.0.1 N LiOH, THF/H,0 o o
NH b 2. Dp, HOAt, EDCI, =
MeO b HNTS DIPEA, DMF )—NH HN— O
W NN > MeO )\ H
o) \ o] 53 % N>
0 \ 0]
(o] 0 fo}
0

116 113

Schema 1-23. Synthese des Proximicin-Homologs 113 (Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp) mit C-
terminaler basischer Seitenkette.

4.2.3 Synthese des Furan-Netropsin-Derivats

Die Totalsynthese von Netropsin (14) wurde 1985 von Lown et al. beschrieben.!"*? In
Analogie zu dieser Synthese sollte versucht werden, ein Furanderivat des Netropsins
aufzubauen. Aus Grinden der Praktikabilitdt wurde auf die EinfUhrung der C-
terminalen Amidingruppe verzichtet (Kapitel 4.1). Sie wurde durch eine

Dimethylaminogruppe ersetzt.

1. 4 N HCl in Dioxan

H O
BocHN 1.0.1 N LiOH, H,O/THF ~ BocHN i HN S, - 2. HzNYNJJ\OH ,bcc
K OMe 2 pp, EDCI, HOAt, DMF I\ N '}“ NH,,
& 74 % o) \ o # 2
(o) g ° 0 9
o]
104 117

5\” N HNT SN~
H
HN f \ N@/‘&O |
HoN— 0 0
NH
114

Schema I-24. Geplante Synthese eines Furan-Netropsins (114) ausgehend von einem
Synthesebaustein (Boc-Fu-Fu-OMe, 104) aus der Totalsynthese der Proxmicine A-C.
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Zunachst wurde ausgehend von der Verbindung Boc-Fu-Fu-OMe (104), die eine
Zwischenstufe in der Totalsynthese der Proximicine ist (Kapitel 3.4, Schema 1-19),
nach Verseifung des Methylesters die basische Seitenkette eingefuhrt (Schema 1-24).
In einem folgenden Schritt sollte die Boc-Schutzgruppe der Verbindung 117 mittels 4
N HCI in Dioxan abgespalten und durch Peptidkupplung Guanidinoessigsaure N-
terminal angeknupft werden. Der letzte Syntheseschritt verlief nicht erfolgreich.
Vermutlich ist dies erneut auf die Instabilitat der Aminofurane der allgemeinen Form
H-(Fu)na-R (n=2, 3) zurlckzuflhren (Kapitel 3.4).

In einem alternativen Ansatz wurde versucht, freie Aminofurane diesen Typs zu
vermeiden. Deshalb sollte die Guanidinoessigsaure in geschutzter Form so fruh wie
moglich  N-terminal eingefihrt werden (Schema 1-25). Die Schutzung der
Guanidinofunktion ist notwendig, da freie Guanidine sehr gut wasserloslich sind und
somit eine schwierige Aufreinigung der Reaktionsmischungen zu erwarten ist. Beide
terminalen Stickstoffatome des Guanidins sollten als tert-Butylcarbamat geschitzt
werden. Ein derart geschutztes Derivat ist kommerziell bei den gangigen
Chemikalienlieferanten nicht erhaltlich, kann aber sehr leicht durch Guanidinylierung
von Glycin (118) mit entsprechend geschitzten Methylisothioharnstoff erhalten
werden (Schema 1-25 a).['*! Die Ausbeute der Peptidkupplung eines so erhaltenen
Guanidinoessigsaure-Derivats (119) mit einem Aminofuran (102) konnte trotz
unterschiedlicher Reaktionsparameter nicht tber 38 % gesteigert werden. Trotzdem
wurde versucht, das Furan-Netropsin (114) durch weitere Peptidkupplungen
aufzubauen. Allerdings lieferten auch die folgenden Peptidkupplungen nur schlechte
Ausbeuten und die Aufarbeitung der Reaktionsprodukte war nur unvollstandig
moglich, so dass die Synthesesequenz in Testreaktionen und teilweise mit
Rohprodukten oder verunreinigten Derivaten fortgeflhrt wurde. Das Furan-Netropsin-
Derivat 114 konnte zumindest mittels LC-MS-Charakterisierung als Reaktionsprodukt
nachgewiesen werden. Es konnten aber nur wenige Milligramm in unreiner Form

erhalten werden.
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Schema I-25. Synthese des Furan-Netropsin-Derivats. a) Darstellung von zweifach
Boc-geschiitzter Guanidinoessigsaure; b) Synthese des Furan-Netropsin-Derivats
ausgehend vom N- zum C-Terminus. Die Synthesesequenz wurde nur in
Testreaktionen zu Ende gefiihrt.

Im Rahmen dieser Synthese konnten von Verbindung 120 Einkristalle erhalten
werden. Die Lésung der Struktur gelang unter bestimmten Strukturvorgaben, die aus
der LOsung der Kristallstruktur von Verbindung 104 bekannt waren (Abbildung 1-32).
Die Kristallstruktur ist in Abbildung 1-41 dargestellt.

a) b)

Abbildung I-41. Kristallstruktur des Derivates 120. a) In der Aufsicht, b) in einer
Seitenansicht.
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Man erkennt, dass die Atome des Guanidinrestes und die des Furanringes in einer
Ebene liegen. Mit Ausnahme der raumerfillenden tert-Butylgruppen liegt also ein
nahezu planares Molekul vor.

Die oben dargelegte Synthesesequenz sollte aber trotz schlechter Ausbeuten
grundsatzlich geeignet sein, um ein Furan-Netropsin darzustellen, allerdings mussten
die Ausbeuten deutlich optimiert werden. Deshalb wurde in einem dritten Ansatz die
grundlegende Strategie beibehalten, nur dass im ersten Reaktionsschritt keine
geschutzte Guanidinoessigsaure gekuppelt werden sollte, sondern zunachst lediglich
ein geschutztes Glycin (Schema [-26). Dessen Aminogruppe sollte am Ende der
Synthesesequenz entschitzt und in eine Guanidinogruppe Uberfihrt werden. Diese
Variante bietet ebenfalls den Vorteil, dass wahrend der Synthesesequenz keine
freien Aminofurane entstehen. Zusatzlich wird die Guanidinogruppe so spat wie
moglich eingefuhrt, um eventuelle Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung zu vermeiden
(Schema 1-25).

1. 4 N HCl in Dioxan 1. 0.1 N LiOH, THF/H,0O

2. Boc-Gly-OH, HOAt, BocHN 2. H-Fu-OMe +HCI , HOAt,
BocHN
EDCI, DIPEA, DCM NH EDCI, DIPEA, DCM
- 4 !

59 % 43 %
o~ ~COOMe ° o~ ~COOMe ’
88 123
BOCHN’}NH 1.0.1 N LiOH, THF/H,0 BOCHN’»,NH
H OMe 2. Dp, HOAt, EDCI, DCM H HN"
O I\ N > O I\ NeA NMe,
o \J © 58 % o \J ©
o} o}
124 125
1.4 N HCl in Di J{NBOC
B In Dioxan
2.128, DIPEA, TEA, e 1. TFAIDCM (1/2.5)
DMF/DCM »NH NN 2. IRA 400, H,0
> H
74 % O /N NeA NMe; 81%
o \J ©
o}
126
NH
HzN’_q

114

Schema I-26. Synthese eines Furan-Netropsin-Derivats (114). Goodmans-Reagens
(128) wird zur Einfiihrung der Guanidinogruppe in einem moglichst spaten
Reaktionsschritt verwendet.
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Ausgehend von Boc-Fu-OMe (88) konnte so das Tetrapeptid Boc-Gly-Fu-Fu-Dp
(125) in guten Ausbeuten erhalten werden. Die jeweiligen Reaktionsprodukte lie3en
sich im Gegensatz zur vorherigen Synthesestrategie (Schema [-25) durch
Saulenchromatographie an Kieselgel aufreinigen.

Zur EinfUhrung einer Guanidinogruppe sind verschiedene Reagenzien beschrieben
worden.['** ¥ Die Funktionalisierung von Aminogruppen bzw. Alkylgruppen zu
Guanidinen kann zwei unterschiedlichen Prinzipien folgen. Eine Guanidinofunktion
kann entweder durch Reaktion eines Amins mit einer Amidinquelle oder durch
Reaktion eines Guanidins, Harnstoffs oder Thioharnstoffs mit einem Alkylhalogenid
eingefuhrt werden. Der erste Ansatz ist der verbreitetere und sollte auch in dem
vorliegenden Fall angewandt werden. Ubliche Reagenzien sind in der folgenden

Abbildung (Abbildung I-36) zusammengestellt.

NBoc NBoc
BocHN™ "SMe BocHN™ NHTf
127 128
2-Methylisothioharnstoff Trifluormethylsulfonyl-
guanidin

\
14 N 4\
HN NH» BocN)\NHBoc
129 130

1H-Pyrazol-1-carboximidamid

Abbildung 1-42. Reagenzien zur Einfiihrung einer Guandinofunktion durch Reaktion
eines freien Amins mit einem der Reagenzien: 2-Methylisothioharnstoffe,
Trifluormethylsulfonylguanidine, 1H-Pyrazol-1-carboximidamide.!"**

Die Reagenzien bieten die Moglichkeit, entweder geschutzte oder ungeschutzte
Guanidinogruppen einzufuhren. Da in dem vorliegenden Fall die Guanidinogruppe in
dem letzten Reaktionsschritt eingefuhrt wird, sollte es nicht notig sein, sie in einer
geschutzten Form einzufihren. So wird ein Reaktionsschritt, die Entschutzung,
gespart. Dazu sollte 1H-Pyrazol-1-carboximidamid (129) verwendet werden. Die
verschiedenen Testreaktionen ergaben hinsichtlich Ausbeute nicht zufrieden-
stellende Ergebnisse. Aullerdem ist eine Abtrennung des bei der Reaktion

entstehenden Pyrazols schwierig, da beide Reaktionsprodukte gut wasserloslich
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sind. Deshalb wurde der Umweg Uber die EinflUhrung einer geschutzten
Guanidinogruppe gegangen.

Dafur sind Trifluormethylsulfonylguanidine sehr gut geeignet. Hier sollte das
entsprechende Boc-geschutzte Derivat, das sogenannte Goodmans Reagens (128),
eingesetzt werden.!"*®! Die Einfiihrung der geschiitzten Guanidinogruppe verlief glatt
und in guter Ausbeute (125—126) (Schema I[-26). Die Boc-Schutzgruppen des
Guanidins (126) lieRen sich nachfolgend mit TFA/DCM abspalten, wahrend
Abspaltungsversuche mit 4 N HCI in Dioxan zu teilweiser Zersetzung des
Reaktionsproduktes fihrten. Das so erhaltene TFA-Salz konnte durch Behandlung
mit Anionenaustauscher in das entsprechende Hydrochlorid (114) tberflihrt werden.
So konnte erstmals ein Furan-Derivat des Netropsins in guten Ausbeuten

synthetisiert werden.

4.2.4 Synthese des Furan-Distamycin-Derivats

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit sollte sich die Synthese des Furan-
Distamycins grundsatzlich an der Synthese des Proximicin-Homologs mit basischer
Seitenkette (113) (Kapitel 4.2.2, Schema [|-23) orientieren. Die Amidinseitenkette des
Distamycins  sollte  wie  schon beim Furan-Netropsin ~ durch  eine
Dimethylaminopropylseitenkette ersetzt werden. Allerdings muss bei einem
Distamycinderivat N-terminal eine Formyl-Gruppe eingefuhrt werden. Dies
unterscheidet dieses Derivat von Verbindung 113 (Schema [-23), die an dieser
Position ein Methylcarbamat tragt.

Methylcarbamate als Schutzgruppen in der Peptidsynthese sind nur bedingt
geeignet, da sie Uber einen weiten pH-Bereich und gegenuber einer Vielzahl von
Reagenzien duRerst stabil sind.[''! Deshalb sollte das Derivat 113 nicht durch eine
Sequenz aus Entschitzung und anschlieBender Formylierung in das hier
gewunschte Furan-Distamycin (115) umgewandelt werden. Eine Formylierung in
einem frihen Reaktionsschritt, um die Gegenwart freier Aminofurane wahrend der
Synthesesequenz zu vermeiden, erschien ebenfalls nicht ratsam, da Formamide nur
in einem begrenzten pH-Bereich (ca. pH 3-9) stabil sind und z.B. unter den
basischen Bedingungen einer Esterverseifung hydrolysiert werden.!"""! Aus diesen
Grinden wurde bei der Synthese des Furan-Distamycin-Derivats die Formylgruppe

im letzten Reaktionsschritt eingefuhrt.
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1. 0.1 N LiOH, THF/H,0

BocHN HoN EDCI, HoAt,  BocHN OMe 2 H-Fu-OMe-HCI, HOAL,
m\ ﬂ\ o HCI DIPEA, DCM ﬂj{“\@/& EDCI, DIPEA, DCM
o~ ~COOH o~ ~COOMe 68 % o \ 4 © 74 %
103 102 104
BocHN
BocHN MO 1.0.1 N LiOH, THF/H,0 y
i ’C{go 2. Dp, HOAt, EDCI, DCM of H HNT""NMe,
YK O 3 % " HN@/%
o o O o m \_o
© ©
131 132
H
1. TEAITIPS/H,0 O)“NH
2. CDI, HCOOH, THF _ a BN kes
27 % 3 H
HN—( ] O
N N
o | 0
O ©

Schema I-27. Synthese des Furan-Distamycin-Derivats 115.

Zunachst wurde analog der Totalsynthese der Proximicine (Schema [-19) das
Dipeptid 104 (Boc-Fu-Fu-OMe) aufgebaut. Ausgehend von diesem wurde durch
wiederholte Verseifungen und Peptidkupplungen das Tetrapeptid 132 (Boc-Fu-Fu-
Fu-Dp) dargestellt. Die Aufreinigung dieses Derivats musste wie schon bei den
Derivaten 109-111 (Schema 1-21) mittels 2-Chlortritylharz erfolgen, um die als Edukt
eingesetzte Saure aus dem Rohprodukt abtrennen zu koénnen (Kapitel 4.2.1).
Allerdings konnte in dem nachfolgenden Schritt das dabei gebildete DIPEA-
Hydrochlorid nicht durch Waschen mit Wasser entfernt werden, da auch das Produkt
durch das tertiare Amin in der Seitenkette sehr gut wasserloslich ist. Deshalb wurde
das erhaltene Produkt in Wasser geldst und Uber eine SPE-Kartusche beladen mit
polymergebundenen Ammoniumhydrogencarbonat eluiert. Dabei wurde das
Hydrochlorid in das freie Amin umgewandelt, das dann durch Lyophilisieren entfernt
werden konnte. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde mit TFA/TIPS/H,0
durchgefuhrt. Dabei wurde darauf geachtet, die Reaktionszeit so kurz wie mdglich zu
halten. Versuche zur Abspaltung mit 4 N HCI in Dioxan verliefen nicht erfolgreich und
flhrten zu Zersetzung des Produktes. Nach Lyophilisieren wurde das erhaltene TFA-
Salz mittels Staab-Reagenz (N,N-Carbonyldiimidazol, CDI) und Ameisensaure ohne
vorherige Aufreinigung formyliert."" 13711 Dapei wird zunidchst in einer

Voraktivierung ein Formylimidiazol gebildet, das dann zugegebenes Amin unter

80



Neuartige minor-groove-binder

Bildung von Imidazol formyliert. Es muss keine weitere Base zugegeben werden,
auch dann nicht, wenn mit Hydrochloriden oder wie in dem vorliegenden Fall mit
TFA-Salzen gearbeitet wird. Das Rohprodukt konnte mittels praparativer
Umkehrphasen-HPLC aufgereinigt werden. Die schlechte Ausbeute von lediglich 27
% ist vermutlich auf die Instabilitat des als Zwischenprodukt gebildeten Aminofurans
zuruckzufihren (Kapitel 3). Mit der Ausarbeitung dieser Synthesesequenz wurde
erstmals ein Furan-Derivat des Distamycins in moderaten bis guten Ausbeuten

synthetisch zuganglich.

4.3 Biologische Evaluierung
4.3.1 Biologische Evaluierung der potentiellen minor-groove-binder

Die im vorherigen Kapitel (Kapitel 4.2) beschriebenen Derivate wurden einer
biologischen Evaluierung unterzogen. Zum einen wurde ihre Aktivitat gegen
verschiedene Tumorzelllinien getestet und zum anderen sollte durch DNA-
Schmelzanalysen gepruft werden, ob sie wie in der Arbeitshypothese (Kapitel 4.1)
dargelegt, tatsachlich in der Lage sind, mit doppelstrangiger DNA in Wechselwirkung
zu treten und in die kleine Furche der DNA zu binden.

Tabelle I-10. Schmelztemperaturen in °C von DNA1 (catggccatg) in einer Konzentration
von 2 yM nach Inkubation mit den aufgefiihrten Verbindungen in verschiedenen
Konzentrationen.

Verbindung OuM 1M 2uM 3 puyM 4 uM 6 uM AT,
Netropsin (14) 47 47 47 47 47 47 0
Distamycin (15) 47 47 47 47 46 46 ~0

Meoc-Fu-Fu-Fu-NH; (109) 47 48 47 48 47 47 0
Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra (110) 47 48 49 48 47 46 ~0

Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa (111) 47 47 48 48 47 47 0
Meoc-Fu-Fu-Dp (112) 47 47 47 47 47 47 0
Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp (113) 47 47 47 47 47 46 0
Gua-Fu-Fu-Dp (114) 46 46 46 46 48 48 2
f-Fu-Fu-Fu-Dp (115) 46 47 48 46 46 46 0
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Die DNA-Schmelzanalysen wurden von Dipl.-Chem E. Socher (Arbeitskreis Prof. O.
Seitz, Humboldt-Universitat zu Berlin) durchgefuhrt. Fur diese Untersuchungen
wurden zwei verschiedene Oligonucleotid-Sequenzen verwendet (DNA1:
catggccatg; DNA2: cgcaaatttgcg), DNA1 ist eine GC-reiche und DNA2 eine AT-
reiche Sequenz.

In Tabelle [-10 sind die Ergebnisse der Schmelzanalysen mit der
Oligonucleotidsequenz DNA1 gezeigt. Durch keine der getesteten Verbindungen tritt
eine Anderung des Schmelzpunktes der DNA-Sequenz auf. Durch keine der
Substanzen kann eine messbare Wechselwirkung mit einer GC-reichen DNA-
Sequenz erzielt werden.

Die Schmelztemperaturen von DNA2 nach Inkubation mit den synthetisierten
potentiellen minor-groove-bindern, Netropsin und Distamycin sind in verschiedenen

Konzentrationen in Tabelle I-11 aufgefuhrt.

Tabelle 1-11. Schmelztemperaturen in °C von DNA2 (cgcaaatttgcg) in einer
Konzentration von 2 pM nach Inkubation mit den aufgefiihrten Verbindungen in
verschiedenen Konzentrationen. Die grau unterlegten Eintrdge markieren eine
stabilisierende Wechselwirkung der entsprechenden Verbindung mit der DNA-
Sequenz.

Verbindung OuM 1uM 2uyM 3 uM 4 uM 6puM AT,

Meoc-Fu-Fu-Fu-NH, (109) 54 55 56 56 56 56 2

Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa (111) 54 54 54 54 54 54 0
Meoc-Fu-Fu-Dp (112) 53 53 53 54 54 54

Netropsin und Distamycin fiihren zu einer Stabilisierung der Doppelhelix einer AT-
reichen DNA-Sequenz. Dies zeigt sich durch eine Verschiebung der Schmelzpunkte
von niedrigen zu hoheren Temperaturen durch Zugabe der entsprechenden
Verbindung. Im Fall der Zugabe von Netropsin zu DNA2 verschiebt sich der
Schmelzpunkt von 53 °C auf 72 °C (AT»,=19 °C) und im Fall von Distamycin von 53
°C auf 68 °C (ATn=15 °C). Dies steht in Einklang mit literaturbekannten Daten, die
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besagen, dass Netropsin und Distamycin an AT-reiche Sequenzen der DNA
binden.['* 9]

Von den synthetisierten Verbindungen 109-113 fuhren das Proximicin-Homologe B
110 und das Proximicin-Derivat 113 mit basischer Seitenkette zu einer Erhéhung der
Schmelztemperatur. Die Verschiebung der Schmelztemperaturen liegt im ersten Fall
bei AT=5 °C und im zweiten Fall bei AT,=10 °C. Beispielhaft sind in Abbildung [-43
die Schmelzkurven einer GC-reichen DNA-Sequenz nach Inkubation mit Verbindung
110, Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra, gezeigt. Die durch beide Verbindungen resultierende
Stabilisierung der DNA ist nicht so stark ausgepragt wie bei Netropsin oder

Distamycin aber trotzdem signifikant.

0 pM /\. 1M

&0
Temperature [T)

80

80 40 B0 40

a0 60 &0 60
Temparature G} Tempaerature (T} Temparature [T)

Abbildung 1-43. Schmelzkurven einer 2 pM AT-reichen DNA-Sequenz (DNA2,
cgcaaatttgcg) nach Inkubation mit der angegebenen Konzentration der Verbindung
Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra (110). Der Schmelzpunkt ist jeweils mit T, gekennzeichnet.

Auch die Furan-Analoga (114 und 115) von Netropsin und Distamycin binden in die
kleine Furche der DNA. Die Schmelzpunkte der AT-reichen Sequenz werden deutlich
durch die Zugabe dieser beiden Substanzen verschoben (Abbildung 1-44). Allerdings
ist der Effekt nicht so stark ausgepragt wie bei den Naturstoffen selbst. Es erfolgt
lediglich eine Verschiebung um AT,=9 °C flir das Furan-Netropsin-Derivat (114) und

von AT,=8 °C flr das entsprechende Distamycin-Derivat (115). Damit ist die
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Stabilisierung der DNA-Sequenz durch diese beiden Derivate schwacher als im Fall
der Naturstoffe selbst. Allerdings ist das Furan-Netropsin-Derivat die einzige der
getesteten Verbindungen, die zwei Furan-Ringe aufweist und trotzdem mit der DNA
interagieren kann.

Die anderen Derivate fuhrten zu keiner Verschiebung des Schmelzpunktes der DNA

und treten demnach nicht mit ihr in Wechselwirkung.

a) Gua-Fu-Fu-Dp b) f-Fu-Fu-Fu-Dp

ey
/\
/
/
|
|
|

e )/ \

- 3pui“"“
| /

Abbildung I-44. Schmelzkurven einer 2 pM AT-reichen DNA-Sequenz (DNA2,
cgcaaatttgcg) nach Inkubation mit der angegebenen Konzentration der Verbindungen
a) Gua-Fu-Fu-Dp (114) und b) f-Fu-Fu-Fu-Dp (115). Der jeweilige Schmelzpunkt ist mit
T gekennzeichnet.

4.3.2 Ergebnisse der Antitumortestungen von Syntheseintermediaten und
SAR

Im Rahmen der Antitumortestung gegen drei verschiedene Krebszelllinien wurden
nicht nur die sieben in diesem Kapitel vorgestellten potentiellen minor-groove-binder
(109-115) getestet, sondern auch einige Zwischenstufen der jeweiligen
Syntheserouten. Samtliche getesteten Verbindungen wurden bis zu einer maximalen
Testkonzentration von 20 upg/ml auf ihre Aktivitat gegen AGS- (Magenkarzinom),
HepG2- (Leberkarzinom) und MCF7-Zellen (Mammakarzinom) geprift. Die
Ergebnisse sind in Tabelle I-12 bis Tabelle I-15 zusammengestellt.

Zunachst sollen die Antitumoraktivitaten der Zwischenstufen, die zur Synthese der
Proximicin-Homologe (109-111) gefuhrt haben, betrachtet werden (Tabelle 1-12). Die
Ergebnisse zeigen, dass Derivate mit freien Sauregruppen (103, 117b, 131b, 116b)

an der 2-Position eines Furanringes keine (103, 108 und 116b) oder nur eine sehr
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schwache Aktivitat (131b) zeigen. Als weitere Tendenz lasst sich ablesen, dass je
mehr Furanaminosauren im Peptid aufeinander folgen, desto hdher ist die Aktivitat
des entsprechenden Derivats. Dies gilt sowohl fur die Reihe der Boc-geschutzten
Derivate (88, 104 und 131), als auch fur die Reihe der als Methylcarbamat
geschutzten Derivate (108, 106 und 116), auch wenn hier die Aktivitatssteigerung
nicht so stark ausgepragt ist, denn die Derivate 106 und 116 haben lediglich
vergleichbare Aktivitaten. Aber auch Derivate mit nur einem Furanring und
unterschiedlichen Substituenten in 4-Position (88, 100-102) besitzen eine moderate
Antitumorwirkung. Eine Aminofunktion an dieser Position, entweder als Boc-
geschuitztes oder als freies Amin (88 und 102), scheint flr eine Aktivitat glnstig zu
sein. Fur Meoc-Fu-OMe (108) konnte keine Hemmung des Zellwachstums

nachgewiesen werden.

Tabelle 1-12. Antitumoraktivitaiten von einigen Zwischenstufen der Synthese der
Verbindungen 109-111.

AGSH! HepG2®  MCF7#

Verbindung Glso [WMI®! Glso [WMI® Glso [uM]®
f-Fu-OMe (100) 109.0 70.1 83.1
Carb-Fu-OMe (101) 105.8 114.6 >117.6
@ Boc-Fu-OMe (88) 66.3 60.1 62.2
g % Boc-Fu-OH (103) k.H. k.H. k.H.
_&E’ 2 Meoc-Fu-OMe (108) k.H. k.H. k.H.
S 7 H-Fu-OMe+HCI (102) 73.2 43.4 >112.6
Boc-Fu-Fu-OMe (104) 12.8 9.4 46
. Boc-Fu-Fu-OH (117b) k.H. k.H. k.H.
% Meoc-Fu-Fu-OMe (106) 438 60.0 > 64.9
Boc-Fu-Fu-Fu-OMe (131) 4.6 1.4 5.4
Boc-Fu-Fu-Fu-OH (131b) > 44.9 18.9 19.1
~ Meoc-Fu-Fu-Fu-OMe (116)  46.7 k.H. >47.9
€ MeocFu-Fu-Fu-OH (116b)  kH. k.H. k.H.

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glsy: 50 %

Wachstumshemmung (maximale Testkonzentration 20 ug/mL); k.H.=keine Hemmung.

Auch die Zwischenstufen der beiden Syntheserouten des Furan-Netropsins wurden
auf Antitumoraktivitdt getestet (Kapitel 4.2.3). Die Zwischenstufen 120-122 der
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ursprunglichen Syntheseroute zeigen eine zytotoxische Wirkung (Tabelle 1-13). Bei
diesen Derivaten scheint die Gegenwart einer freien Carboxygruppe (120b) zu keiner
Aktivitatsminderung zu fuhren. AuRerdem hat auch hier die Einfuhrung eines
weiteren Furanringes in das Peptidrickgrat einen positiven Einfluss auf die Aktivitat.
So zeigt Derivat 121 eine starkere Aktivitat als Verbindung 120. Dieses Ergebnis
kann allerdings verfalscht sein, da Verbindung 121 nicht vollstdndig aufgereinigt
werden konnte und deshalb als verunreinigtes Rohprodukt getestet wurde. Die
Zwischenstufen der zweiten, erfolgreichen Synthese des Furan-Netropsins (123-125)
zeigen keine Hemmung bis zur maximalen Testkonzentration von 20 ug/mL.
Lediglich die unmittelbare Vorstufe des Furan-Netropsins, das Boc-geschutzte
Guanidinderivat 126, weist eine moderate zytotoxische Wirkung auf. Das Furan-

Netropsin (114) selbst besitzt keine Antitumoraktivitat.

Tabelle I-13. Antitumoraktivitaten von einigen Zwischenstufen der Synthese des
Furan-Netropsin-Derivats.

Verbindung GIAGS[a] o HepGZ[a[]b] MCF7[a][b]
s0 [UM] Glso [UM] Glso [UM]
Boc,-Gua-Fu-OMe (120) 24.5 20.0 39.7
Bocy-Gua-Fu-OH (120b) 24.4 38.7 >46.9
Boc,-Gua-Fu-Fu-OMe (121)* 9.5 10.0 12.7
Boc-Gly-Fu-OMe (123) k.H. k.H. k.-H.
Boc-Gly-Fu-Fu-OMe (124) k.H. k.H. k.-H.
Boc-Gly-Fu-Fu-Dp (125) k.H. k.H. k.H.
Boc,-Gua-Fu-Fu-Dp (126) 16.9 12.1 16.9
Gua-Fu-Fu-Dp (114) k.H. k.H. k.-H.

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glsy: 50 %
Wachstumshemmung (maximale  Testkonzentration 20 pg/mL); k.H.=keine  Hemmung;

[*] spektroskopisch nicht einheitlich.

Neben den beiden Proximicin-Derivaten mit Dimethylpropylamin als C-terminalen
Substituenten (112, 113) wurden auch die entsprechenden Boc-geschitzten
Verbindungen (117, 132) auf ihre Aktivitat gegen Krebszelllinien getestet (Tabelle
[-14). Bei beiden Gruppen lassen sich die Trends, die bereits in Tabelle 1-13
festgestellt wurden, wiederfinden. Auch hier gilt fir die Boc-geschutzten Derivate,

dass je langer die Kette aus Furanaminosauren ist, desto starker ist die zytotoxische

86



Neuartige minor-groove-binder

Wirkung. Weiterhin zeigen die beiden Methylcarbamate nicht nur eine deutlich
schwachere Antitumoraktivitat, sondern in diesem Fall sogar keinerlei Hemmung bis

zur maximalen Testkonzentration von 20 pug/mL.

Tabelle I-14. Antitumoraktivitaten von Proximicin-Derivaten mit basischer Seitenkette.
Gegeniibergestellt sind Methylcarbamat und tert-Butylcarbamat als N-terminale Reste
an Furan-Peptiden.

Verbindung GlAGS[a] o HepGZ[a[]b] MCF7[a][b]
50 [MM] Glso [UM] Glso [UM]
Boc-Fu-Fu-Dp (117) 23.8 29.0 k.H.
Meoc-Fu-Fu-Dp (112) k.H. k.H. k.H.
Boc-Fu-Fu-Fu-Dp (132) 13.8 13.0 20.9
Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp (113) k.H. k.H. k.H.

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glso: 50 %

Wachstumshemmung (maximale Testkonzentration 20 ug/mL); k.H.=keine Hemmung.

SchlieBlich wurden auch die sieben potentiellen minor-groove-binder 109-115 auf
ihre Antitumoraktivitat getestet (Tabelle 1-15). Fur keines der synthetisierten Derivate
konnte eine Hemmung des Zellwachstums gezeigt werden, so dass sie im Rahmen

der hier durchgefuhrten Versuche als nicht aktiv bezeichnet werden mussen.

Tabelle I-15. Antitumoraktivitaten der potentiellen minor-groove-binder (109-115).

Verbindun AGSH HepG2@ MCF7%
g Glso [UMI®! Glso [UMI®! Glso [M]™!
Meoc-Fu-Fu-Dp (112) k.H. k.H. k.H.
Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp (113) k.H. k.H. k.H.
Meoc-Fu-Fu-Fu-NH, (109) k.H. k.H. k.H.
Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra (110) k.H. k.H. k.H.
Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa (111) k.H. k.H. k.H.
Gua-Fu-Fu-Dp (114) k.H. k.H. k.H.
f-Fu-Fu-Fu-Dp (115) k.H. k.H. k.H.

[a] Zelllinien: AGS: Magenkarzinom; HepG2: Leberkarzinom, MCF7: Mammakarzinom; [b] Glsy: 50 %

Wachstumshemmung (maximale Testkonzentration 20 ug/mL); k.H.=keine Hemmung.
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44 Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel wurden ausgehend von der Hypothese, dass sich auf der Basis der
2,4-disubstituierten Furanaminosaure der Proximicine minor-groove-binder darstellen
lassen, sieben unterschiedliche Verbindungen synthetisiert. Diese Verbindungen
konnen in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden. Zum einen wurden
Proximicin-Homologe synthetisiert, in denen die Struktur der Proximicine um eine
weitere Furanaminosaureeinheit verlangert wurde. Zum anderen wurden zwei
Proximicin-Derivate synthetisiert, die eine unter physiologischen Bedingungen
protonierte Seitenkette am C-Terminus tragen, ahnlich der Amidinseitenkette von
Netropsin und Distamycin. Anstelle der teilweise nur schwer einzufUhrenden Amidin-
Funktionalitat wurde ein Dimethylaminopropylrest verwendet. Als dritte Gruppe von
Verbindungen gelang das erste Mal die Synthese von Furan-Derivaten der
Naturstoffe Netropsin und Distamycin. Auch hier wurde die Amidinseitenkette durch
einen Dimethylaminopropylrest ersetzt.

Die einzelnen Reaktionsschritte der entsprechenden Syntheserouten konnten
optimiert werden. Insbesondere konnten die Bedingungen der Peptidkupplungen, die
Kupplungsreagenzien und das Losungsmittel, soweit verbessert werden, dass
teilweise keine chromatographische Aufreinigung der Reaktionsprodukte erfolgen
musste. Die gewunschten Derivate fielen in diesen Fallen aus den
Reaktionslosungen aus und konnten nach Waschen als reine Verbindungen erhalten
werden. Zur Aufreinigung der Derivate 109-111 und 113 konnten erfolgreich
festphasengebundene Reagenzien eingesetzt werden.

Die so dargestellten Derivate wurden einer biologischen Evaluierung unterzogen.
Zum einen wurden sie auf ihre Fahigkeit gepruift, in die kleine Furche der DNA zu
binden, zum anderen wurde ihre zytotoxische Wirkung untersucht. Durch DNA-
Schmelzanalysen konnte festgestellt werden, dass die Verbindungen 110 und 113
und die Furanderivate der Naturstoffe Netropsin und Distamycin 114 und 115 in die
kleine Furche einer AT-reichen DNA binden. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass
der Tryptamin-Rest an Verbindung 111 zu raumerfullend ist, um eine
Wechselwirkung des Derivats mit der DNA zu ermdglichen. Tryptamin ist ein
kondensierter Aromat und damit sterisch anspruchsvoller als das phenolische
Tyramin von Derivat 110, das in die kleine Furche der DNA bindet.
Interessanterweise flhrt das sterisch am wenigsten anspruchsvolle Amid-Derivat 109

zu keiner Stabilisierung der DNA. Vermutlich fehlen hierzu Methylengruppen in der
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Seitenkette, die bei Netropsin (14) und Distamycin (15) vorhanden sind und dort zur
Ausbildung von gunstigen hydrophoben Wechselwirkungen beitragen. Diese
Methylengruppen finden sich auch im Derivat 110. Dies kann zusatzlich dessen

Bindungsaktivitat erklaren.

0
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g H’LLNH NH
HN™ ™" “NH; )
0 H i 2 a Jl " HN./\"“/’ NHZ
HNJ\/ MNWO H dN & HN‘GAO
N ‘CH ’ o \“:H \
HZN"!\\NH CHj g 2 N o} N\CHg
CH3
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Ersatz des Amidins beeinflusst weder die
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Abbildung I-45. Der Ersatz des N-Methylpyrrolsystems in Netropsin- und Distamycin-
Derivaten (133, 134) durch die entsprechenden Furanaminosauren fiihrt zu Derivaten
(114, 115), die eine geringere Stabilisierung AT-reicher dDNA bewirken.

Von den beiden Derivaten 112 und 113 mit einer Dimethylaminopropylseitenkette
fuhrt nur Verbindung 113 zu einer Stabilisierung der DNA. Es scheinen also drei
aufeinander folgende Furanaminosauren in dieser Reihe von Verbindungen
notwendig zu sein, um eine Wechselwirkung mit der DNA zu ermdglichen. Dies steht
in Einklang mit den Ergebnissen der Proximicin-Homologen 109-111. Erst durch die

Verlangerung des Peptidrickgrates der Proximicine um eine weitere Furaneinheit
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wird eine Bindung in die kleine Furche mdglich, wie es im Fall von Verbindung 110
gezeigt werden konnte. Die Stabilisierung der DNA durch Derivat 113 ist allerdings
starker. Dies spricht dafur, dass die positiv geladene Seitenkette zur Ausbildung
einer ionischen Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Ruckgrat der DNA fahig
sein konnte. Diese zusatzliche Stabilisierung kann so zu einem starkeren Komplex
fihren.

Auch die Furanderivate des Netropsins (114) und des Distamycins (115) zeigen eine
Wechselwirkung mit der AT-reichen DNA-Sequenz. Allerdings ist die dadurch
hervorgerufene Stabilisierung geringer als in den Naturstoffen selbst. Diese kann
zum einen auf die unterschiedlichen C-terminalen Seitenketten zum anderen auf die
unterschiedlichen  Heterozyklen zuruckgefuhrt werden. Der Ersatz der
Amidinseitenkette durch einen Dimethylaminopropylrest ist in Bezug auf die
Selektivitat zuldssig.'?® 24 Weiterhin haben Distamycin und ein entsprechendes
Derivat, bei dem die Seitenketten derart verandert wurden, vergleichbare
Bindungsaffinititen an identische DNA-Sequenzen./”" Somit ist es unwahrscheinlich,
dass die geringere Stabilisierung der DNA durch die Derivate 114 und 115 auf den
Dimethylpropylaminrest zurtckzufuhren ist. Es muss vielmehr angenommen werden,
dass fur die geringere Stabilisierung die unterschiedlichen Heterozyklen, Furan

gegenuber N-Methylpyrrol, verantwortlich sind (Abbildung 1-45).

NH-Substituent entscheidend (R=NH): C-terminale Su bstltuenten(R') bestimm_e_nq:
® C-substituierte Heterozyklen 0 =® Methylester besitzen die hochste Aktivitat
sind nur schwach aktiv ‘ OH
= terf-Butylcarbamat ist aktiver / 0
als Methylcarbamat |I i
07N HN—\0
#NH RHN e

OMe

(o]
/l i\ R / o
X;HTH\ 0o ﬁﬂ{Hﬁ
1 /

O ™~ R -3 R
o] 74 l H ﬂ = O i
-3-0}”” o N \ HN—\ o \ HN
i | 0 mo Ho
L CEEN A

: Y
Anzahl der Heterozyklen entscheidend:

= Verlangerung des heterozyklischen Riickgrats
fihrt zu Aktivitatssteigerung

Abbildung I-46. Darstellung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die Verbindungen
der Tabelle 1-12, Tabelle I1-14 und Tabelle 1-15.
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Die Ergebnisse aus den Antitumortestungen der sieben hergestellten Derivate (109-
115) zeigen, dass durch die vorgenommenen Anderungen an der Struktur der
Proximicine A-C (20-22), die zytotoxische Wirkung der Proximicine verloren geht.
Allerdings zeigen die Vorstufen dieser Verbindungen teilweise moderate
Antitumoraktivitdten. Da der molekulare Wirkort der Proximicine noch nicht bekannt
ist, ist es schwierig diese Ergebnisse einzuordnen.

Die Ergebnisse zeigen allerdings, dass eine unpolare Struktur gunstiger fur eine
zytotoxische Wirkung ist als eine verwandte polare Struktur (Abbildung [-46). Dies
zeigt sich nicht nur in der meist geringeren Aktivitat der freien Sauren gegentber den
entsprechenden Methylestern, sondern auch an der starkeren Aktivitat der Boc-
geschutzten Derivate gegenuber den entsprechenden Methylcarbamaten. Als
Tendenz lasst sich weiterhin ablesen, dass mit einer Verlangerung der
Furangrundstruktur von einer zu drei aufeinander folgenden Furanaminosauren eine
Aktivitatssteigerung einhergeht.

Die Hypothese, dass sich ausgehend von der Struktur der Proximicine basierend auf
der 2,4-disubstituierten Furanaminosaure als zentralem Baustein Lexitropsine
herstellen lassen, konnte durch die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse
bestatigt werden. Es konnten zwei Derivate (110 und 113) der Proximicine erhalten
werden, die an AT-reiche Sequenzen der DNA binden. Weiterhin wurden erstmals
Furan-Derivate (114 und 115) der Naturstoffe Netropsin und Distamycin synthetisch
dargestellt. Durch die starke Analogie der dargestellten Verbindungen zu bereits
beschriebenen Derivaten ist anzunehmen, dass die in DNA-Schmelzanalysen
beobachtete Stabilisierung der DNA tatsachlich auf eine Bindung in die kleine Furche
der DNA zuruckzufuhren ist.

Aus zwei Kristallstrukturen von Zwischenstufen konnten Strukturdaten gewonnen
werden, die fur die weitere Untersuchung des Wirkmechanismus der Proximcine und

auch fur die Synthese weiterer Lexitropsine hilfreich sein kdnnen.
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5 Zusammenfassung der einzelnen Themen und Ausblick

Die Proximicine A-C sind neuartige Naturstoffe, die aus marinen Actinomyceten der
Gattung Verrucosispora isoliert wurden und deren Struktur durch Dr. K. Schneider
(Arbeitskreis Prof. R. D. SiRmuth, TU Berlin) aufgeklart wurde.®” % Bei den
Proximicinen A-C handelt es sich um Dipeptide, die aus der neuartigen y-Aminosaure
4-Aminofuran-2-carbonsaure als zentralem heterozyklischem Baustein aufgebaut
sind. Am N-Terminus tragen alle drei Verbindungen eine ungewdhnliche
Methylcarbamat-Funktionalitat, wahrend sie sich untereinander durch verschiedene
C-terminale Substituenten unterscheiden. So handelt es sich bei Proximicin A um ein
Carboxamid, bei Proximicin B und C findet man an dieser Stelle biogene Amine wie
Tyramin bzw. Tryptamin. Die Proximicine zeigen eine enge strukturelle
Verwandtschaft zu den bekannten Naturstoffen Netropsin und Distamycin. In diesen
taucht ein ahnliches Di- bzw. Tripeptid aus einer heterozyklischen y-Aminosaure als
Strukturmotiv auf. Dort ist der Furanring der Proximicine formal durch ein N-
Methylpyrrol ersetzt. Trotz der engen strukturellen Verwandtschaft zeigen die
Proximicine eine andere biologische Aktivitat, wie in ersten Untersuchungen gezeigt
werden konnte.'®®!

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde durch chemische Synthese und
anschliellende biologische Evaluierung verschiedener Derivate die Wirkweise der
Proximicine naher untersucht. Dabei wurden drei unterschiedliche Ansatze verfolgt.
Zum einen wurden sogenannte Netropsin-Proximicin-Hybride entworfen und
synthetisiert. Das heterozyklische Strukturmotiv des Netropsins wurde dabei mit den
N- und C-terminalen Resten der Proximicine kombiniert. Somit vereinen die Hybride
die strukturellen Merkmale beider Naturstoffe. Die biologische Evaluierung dieser
Hybride hat gezeigt, dass ihre Wirkung der der Proximicine ahnlich ist und somit
auch sie eine von Netropsin verschiedene Wirkweise besitzen. Wie die Proximicine
fuhren auch die Hybride zu einem Arrest von Krebszelllinien in der GO0/G1-Phase
wahrend des Zellzyklus wahrend Netropsin und Distamycin die Zellen in der G2/M-
Phase arretieren. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass es durch die Inkubation
von Krebszelllinien mit Proximicin C und dem Hybrid C zu einer Hochregulation von
p53 und des Cyclinkinase-Inhibitors (CDKI) p21 in Magenkrebszelllinien kommt.
Vergleichende Experimente in Krebszelllinien mit mutiertem p53 fuhrten zu keiner

Hochregulation beider Proteine. Distamycin dagegen induziert die Expression von
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p53 und p21 in keiner der untersuchten Zelllinien. Dies spricht dafur, dass die
Hybride und auch die Proximicine auf ein anderes zellulares target wirken als
Netropsin und Distamycin.

Die drei Naturstoffhybride zeigen zwar eine geringere Antitumoraktivitat als die
Proximicine selbst, sind allerdings meist aktiver als Netropsin oder Distamycin. Um
den Einfluss verschiedener N- und C-terminaler Reste auf die Antitumoraktivitat
naher zu untersuchen, wurde im Rahmen einer kleinen SAR-Studie eine 19-gliedrige
Substanzbibliothek synthetisiert, die Derivate mit neun unterschiedlichen C-
terminalen und mit zehn unterschiedlichen N-terminalen Resten beinhaltet. So
wurden Hybride erhalten, die eine starkere Antitumoraktivitat aufweisen und die
vergleichbar mit der der Proximicine ist.

Zum anderen konnte im Rahmen der vorgelegten Arbeit die erste Totalsynthese der
Proximicine A-C verwirklicht werden. Hierfur wurde eine synthetische Methode zum
Aufbau der bisher nicht literaturbekannten 4-Aminofuran-2-carbonsaure in
geschutzter Form etabliert. Diese Aminosaure stellt den zentralen monomeren
Baustein der Proximicine dar. Mit diesem Baustein konnte durch Knupfung der
unterschiedlichen ~ Amidbindungen die Totalsynthese aller drei Derivate
abgeschlossen werden. Der Zugang zur zentralen y-Aminosaure ist mit drei Stufen,
die in moderaten bis sehr guten Ausbeuten verlaufen, kurz und effizient. Aulerdem
ist die Synthese flexibel genug, um andere N- und C-terminale Schutzgruppen an
diesem zentralen Baustein anfugen zu konnen. So sollte es auch mdglich sein,
entsprechend geschutzte Analoga fur Festphasensynthesen darzustellen. Im Verlauf
der Synthesesequenz gelang es, ein geschiutztes Dipeptid aus zwei ¢v-
Furanaminosauren zu kristallisieren. Die geometrischen Daten der Kristallstruktur
dieses Intermediats kdnnten fur den rationalen Entwurf weiterer Derivate und fur die
nahere Untersuchung des Wirkmechanismus hilfreiche Informationen liefern.
AbschlieBRend wurde in einem dritten Ansatz versucht, die Grundstruktur der
Proximicine so zu modifizieren, dass eine andere biologische Wirkung erzielt werden
kann. Netropsin und auch Distamycin binden bekanntermal3en in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA. Hierbei weisen sie eine Selektivitat fur AT-reiche Sequenzen
auf. Trotz der engen strukturellen Verwandtschaft der Proximicine zu diesen beiden
Naturstoffen, zeigen sie keinerlei Interaktion mit doppelstrangiger DNA. Im Rahmen

der vorgelegten Arbeit wurden sieben Moleklle basierend auf der zentralen y-
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Furanaminosaure der Proximicine entworfen, die potentiell in die kleine Furche der
DNA binden sollten. Dabei wurden drei unterschiedliche Ansatze verfolgt:

1. formale ,Verlangerung“ des Dipeptids der Proximicine um eine weitere y-
Furanaminosaure;

2. EinfUhrung einer basischen Seitenkette;

3. Synthese der Furan-Analoga der Naturstoffe Netropsin und Distamycin.

Die Synthese dieser sieben Derivate konnte verwirklicht werden und vier Derivate
zeigten die selektive Bindung in die kleine Furche AT-reicher DNA-Sequenzen. Dies
konnte durch DNA-Schmelzanalysen gezeigt werden. Die erfolgreiche Etablierung
von DNA-Bindungskapazitat zeigt, dass die Grundstruktur der Proximicine vielseitige
Madglichkeiten bietet, um eine Wechselwirkung mit zellularen targets herbeizuflhren.
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden weitergehende Untersuchungen zur
Wirkweise der Proximicine durchgefuhrt. Durch die Synthese von Hybrid-Molekullen
konnte gezeigt werden, dass fur die biologische Wirkung nicht allein das zentrale
Dipeptid aus zwei y-Furanaminosauren verantwortlich ist, sondern insbesondere die
chemische Natur der N- und C-terminalen Reste in den Hybriden fur einen von
Netropsin und Distamycin verschiedenen Wirkmechanismus verantwortlich ist.
Aulerdem ermdglicht die erfolgreiche Totalsynthese der Proximicine zum einen
genugend naturidentisches Material fur weitere Untersuchungen zur Verfugung zu
stellen, und zum anderen konnen so weitere Derivate basierend auf der v-
Furanaminosaure der Proximicine synthetisiert werden. Dies kann insbesondere fur
die Identifizierung des zellularen targets der Proximicine von Bedeutung sein.

In zukUnftigen Experimenten ist die Synthese neuartiger Proximicin-Hybride denkbar
(Abbildung 1-47). Auch in diesen Hybriden sollten die N- und C-terminalen Reste der
Proximicine beibehalten und die Furanaminosaure weiter variiert werden. So kdnnten
Sechsringaromaten als Isostere flr den Furanring dienen. Um die Gesamtgeometrie
der Proximicine beizubehalten, sollte als Substitutionsmuster dabei eine meta-
Position der Carboxamid- und der Aminogruppe gewahlt werden. Auch substituierte
Pyridine kdonnten verwendet werden, um den Einfluss eines Heteroatoms zu testen.
Weiterhin kénnte durch die Synthese von reversen Proximicinen, bei denen die
Positionen der Substituenten der Furanaminosaure formal vertauscht waren, die SAR
erweitert werden. Neben der Substitution der heterozyklischen Aminosaure sollte
auch der Ersatz der Peptidbindung, die die beiden Furanaminosauren miteinander

verknlpft, durch eine trans-konfigurierte Doppelbindung mdglich sein. Dadurch
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wiirde man zu Vinyl-Proximicinen - in Analogie zu den Vinylexinen (Abbildung 1-13)1%!
- gelangen. Fur entsprechende Pyrrolderivate wurde eine Bindung in die kleine

Furche der DNA in quantenchemischen Rechnungen vorhergesagt./*”
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Ersatz des Fuanrings reverse Proximicine Vinyl-Proximicine
durch 6-Ring-Aromaten

Abbildung 1-47. Mogliche Substitutionen der Grundstruktur der Proximicine zur
Erweiterung der bisherigen SAR.

Weiterhin kann die y-Furanaminosaure der Proximicine auch fir die Synthese
weiterer Derivate hilfreich sein, die in der Lage sein sollten, mit doppelstrangiger
DNA zu interagieren. Durch die Synthese langerer Oligopeptide aus diesem Baustein
oder durch Kombination mit anderen heterozyklischen Aminosauren kénnten so
vielleicht die Selektivitat und Spezifitat fir bestimmte DNA Sequenzen positiv

beeinflusst werden.
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Il Experimenteller Teil

1 Allgemeines

Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen), ABCR
(Karlsruhe), Alfa Aesar (Karlsruhe), Fluorochem Ltd. (Old Glossop, Derbyshire,
Vereinigtes Konigreich) und Acros (Geel, Belgien) bezogen.

Losungsmittel (Acros) wurden, wenn nicht anders vermerkt, wasserfrei wie gekauft

verwendet.

Dinnschichtchromatogramme (DC) wurden mit  kieselgelbeschichteten
Aluminiumfolien der Firma Merck (Kieselgel 60, F254) aufgenommen. Zur

Sichtbarmachung der Substanzen wurden {bliche Farbereagenzien verwendet.[*"
142]

Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma Acros (0.035-0.07 mm, 60A)
durchgefuhrt. Als Eluenten wurden n-Hexan, Essigsaureethylester, Diethylether,

Dichlormethan, Chloroform und Methanol eingesetzt.

'"H-NMR-Spektren wurden mit den Geraten DRX 500 (500 MHz) und AM 400 (400
MHz) der Firma Bruker (Rheinstetten) aufgenommen. Als LOsungsmittel dienten
Deuterochloroform (CDCl3), Deuteromethanol (CD3;OD) und DMSO-d6. Die
chemischen Verschiebungen sind in &-Werten (ppm) relativ. zum internen
Lésungsmittelsignal angegeben.'*! In  Klammern sind die Multiplizitat, die
Kopplungskonstante (Hz) und die Signalintensitat angegeben. Die Signalmultiplizitat
ist wie folgt gekennzeichnet: (s) Singulett, (d) Dublett, (t) Triplett, (q) Quartett, (pent)
Pentett, (sept) Septett und (m) Multiplett. Die Spektren wurden, sofern nicht anders

angegeben, bei 298 K aufgenommen.

3C-NMR-Spektren wurden mit den Geridten DRX 500 (125 MHz) und AM 400 (100
MHz) der Firma Bruker (Rheinstetten) 'H-Breitband entkoppelt oder als Projektion
eines 2D "*C-HMQC/HMBC-Spektrums aufgenommen. Als Lésungsmittel dienten
Deuterochloroform (CDCl3), Deuteromethanol (CD;OD) und DMSO-d6. Die

chemischen Verschiebungen sind in &-Werten (ppm) relativ. zum internen
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Lésungsmittelsignal angegeben.!"*®! Die Zuordnungen wurden durch DEPT-135 oder
APT ermittelt.

2D-NMR-Spektren wurden mit den Geraten DRX 500 (500 MHz) und AM 400 (400

MHz) der Firma Bruker (Rheinstetten) aufgenommen.

IR-Spektren wurden mit dem FTIR-Spektrometer Nicolet Magna 750 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) aufgenommen. Die Spektren wurden als ATR
(Attenuated Total Reflectance) aufgenommen. Die Lage der Banden ist in

Wellenzahlen [cm™"] angegeben.

MS-Spektren wurden auf einem Finnigan MAT 95 SQ oder Varian MAT 771
aufgenommen. Die lonisierung erfolgte durch Elektronensto® (EI mit einem
lonisierungspotential von 70 eV), durch fast atom bombardement (FAB) oder durch
Chemische lonisation (Cl).

HPLC-MS-Kopplungen wurden mit einem ESI-Massenspektrometer (QTrap 2000,
Applied Biosystems, Darmstadt) in Kopplung mit einer Agilent 1100 HPLC-Anlage
(Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung einer RP-Cqs-Saule
(Phenomenex, Aschaffenburg) vorgenommen.

ESI-FT-ICR-MS-Spektren wurden mit einem APEX Il FT-ICR-Massenspektrometer
(Bruker-Franzen, Bremen) mit Elektrosprayionisierung im Positivionenmodus

aufgenommen.

UV-Spektren wurden mit dem UV/VIS-Spektralphotometer Cary 1E der Firma Varian

(Darmstadt) aufgenommen.

Fluoreszenzspektren wurden mit einem FluorMax2 der Firma Jobin Yvon Spex
(HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching) aufgenommen.

Praparative RP-HPLC Trennungen wurden auf einer Agilent HP 1100 HPLC-Anlage
mit UV-Detektor (Agilent Technologies, Waldbronn) unter Verwendung einer RP-Csg-
Saule (Grom-Sil 300, ODS-5, 10 ym, 2 x 25 cm, Grom, Rottenburg) durchgefuhrt. Als
Ldsungsmittelsysteme wurden entweder Wasser (Losungsmittel A) und Acetonitril
(L6sungsmittel B) oder Wasser / 0.1% TFA (Lésungsmittel C) und Acetonitril / 0.1 %
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TFA (Lésungsmittel D) bei einer Flussrate von 15 mL/min verwendet. Die jeweiligen

Gradienten sind an entsprechender Stelle aufgefuhrt.

SPE-Aufreinigungen wurden mit SPE-Kartuschen der Firma Polymer Laboratories

(Varian Deutschland GmbH, Darmstadt) nach mitgeliefertem Protokoll durchgefiihrt.

Chemische Namen wurden mit dem Programm Beilstein AutoNom Ver. 4.0 nach
Beilsteinnomenklatur erstellt. Zum besseren Verstandnis wurde bei bestimmten
Verbindungen von dieser Nomenklatur abgewichen und eine logische

Kurznomenklatur eingefihrt.

DNA-Schmelzanalysen wurden von Dr. L. Réglin und Dipl.-Chem. E. Socher (AK
Prof. Seitz, Humboldt-Universitdt zu Berlin) mit einem Cary 100 Bio UV/Vis
Spektralphotometer (Varian Deutschland GmBH, Darmstadt) ausgestattet mit einem
thermostatisierten Kivettenwechsler durchgefihrt. Es wurden DNA-Duplexe (DNA-1:
cgcaaatttgcg und DNA-2: catggccatg) einer Konzentration von 2 yM (erhalten durch
Verdinnung einer 0.5 mM Stammlésung in 20 mM NaH,PO4 und 100 mM NaCl, pH
7.4) in einer frisch entgasten gepufferten Lésung von 20 mM NaH,PO4 und 100 mM
NaCl (pH 7.4) verwendet. Die Konzentration der Liganden wurde im Bereich von 0
and 6 uM (erhalten durch Verdinnung einer 1.0 mM Stammldsung in DMSO) variiert.
Die Denaturierung der entsprechenden DNA-Sequenzen wurde durch Detektion der
Absorption bei einer Wellenlange von A=260 nm mit einer Heizrate von 0.5 °C min™.

Der angegebene Wert flr T, ist ein Mittelwert aus mindestens drei Messreihen.

Antitumortestungen wurden von Prof. Beil (Medizinische Hochschule Hannover,
Hannover) gemaR den NCI-Richtlinien™ mit den Tumorzellinien AGS
(Magenadenokarzinom), HepG2 (Leberkarzinom), MCF 7 (Mammakarzinom) und
Huh7 (Leberkarzinom mit mutiertem p53)'**! durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf 96-
well Mikrotiterplatten kultiviert. Medium: RPMI 1640 mit 10% fetalem Kalberserum. 24
Std. nach Aussaat wurden die Prifsubstanzen (Konz. im Ansatz: 0,1 bis 20 pg/ml)
zugegeben und die Zellen fir weitere 48 h kultiviert. Nach dieser Zeit wurde die
Zellzahl (Proteinbestimmung mit Sulforhnodamin) bestimmt. Die Stammldsungen
wurden alle in DMSO hergestellt. Die DMSO-Konzentration im Testansatz betrug 1
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%. Aus den Konzentrationswirkungskurven wurden die Glso-Werte (= Konz., die eine

halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt) bestimmt.
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2 Synthesevorschriften und analytische Daten der einzelnen
Verbindungen

21 Synthese der Netropsin-Proximicin-Hybride A, B und C

4-tert-Butoxycarbonylamino-1-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaurebenzyl-ester
BocHN (Boc-PyMe-OBn) (24). 4-tert-Butoxycarbonylamino-1-methyl-1H-
/N OBn pyrrol-2-carbonsdure (1 g, 4.16 mmol, 1.0 eq) wurde in
ITI o Ethanol/Wasser (3:1, 20 mL) gelést und unter Rihren wurde
tropfenweise eine Losung von Cs,CO3 (678 mg, 2.08 mmol, 0.5 eq) in Wasser (5 mL)
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fur weitere 30 min gerthrt und dann im
Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Ruckstand wurde in Ethanol aufgenommen
(20 mL) und erneut im Vakuum eingedampft. Diese Prozedur wurde zweimal
wiederholt. Der erhaltene Feststoff wurde in DMF gel6st (15 mL) und Benzylbromid
(717 mg, 4.16 mmol, 1.0 eq) tropfenweise zugegeben. Die erhaltene Suspension
wurde bei 40 °C flr 16 h geruhrt und anschlie®end durch Zugabe von Wasser (50
mL) gestoppt. Die Losung wurde mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte wurden mit ges. Kochsalzlosung (5 x 30 mL) gewaschen, uber
Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das so erhaltene Rohprodukt wurde mit Hexan (3 x 10 mL) gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Das Produkt konnte in einer Ausbeute von 88 % (1.21 g) in
Form eines beigefarbenen Feststoffes erhalten werden.

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen tiberein.[’

H-PyMe-OBn*HCI (25). Verbindung 24 (1.18 g, 3.59 mmol) wurde fein zerrieben und
HoN in 4 N HCI in Dioxan (10 mL) gelost. Nach 5 min wurde die
vor /N oBn Reaktionslosung trib. Die Suspension wurde fur 30 min bei RT

'I‘ O geruhrt und anschlieBend alle flichtigen Bestandteile unter
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde als feines beigefarbenes Pulver
erhalten (957 mg, quant. Ausbeute).

Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung in der Folgereaktion eingesetzt.
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Boc-PyMe-PyMe-OBn (26). Zu einer Losung von Verbindung 25 (957 mg, 3.59
OBn mmol, 1.0 eq) und 23 (964 mg, 3.95 mmol, 1.1eq) in

H
/ \ NNO DMF (28 mL) wurden EDCI (1.047 g, 5.385 mmol,
o) N\ 1.5eq) und DMAP (535 mg, 4.308 mmol, 1.2eq)

gegeben. Die Reaktion wurde fir 16 h bei RT gerlhrt anschlieliend wurde die

BocHN

Reaktionsmischung in EtOAc gegossen und mit wassriger 10 %iger HCI (3 x 30 mL)
und gesattigter NaHCOs;-Losung (3 x 30 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber MgSQO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Vakuum entfernt.
Das Produkt wurde als braunlicher Feststoff erhalten (1.457 g, 90%).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen iiberein.l’?

H-PyMe-PyMe-OBn*HCI (27). Verbindung 26 (1.475 g, 3.22 mmol) wurde fein

H-N zerrieben und in 4 N HCI in Dioxan (15 mL) gel6st. Nach
2 OBn

HCl // \ HN 5 min wurde die Reaktionslésung trib. Die Suspension
\ O
N

'T‘ D wurde fiir 30 min bei RT geriihrt und anschlieBend
wurden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt

wurde als feines beigefarbenes Pulver erhalten (1.22 g, quant. Ausbeute).

Meoc-PyMe-PyMe-OBn (28). Verbindung 27 (193 mg, 0.4963 mmol, 1.0 eq) wurde

o \H in THF (12 mL) suspendiert. TEA (153 uL, 1.0919
MeO T\ H OBn mmol, 2.2 eq) wurde in einer Portion zugegeben und
N
N WC die klare Losung fur 10 min bei RT geruhrt.
| O \

Anschlieend wurde Clorameisensauremethylester
(47 pL, 0.5956 mmol, 1.2 eq) langsam tropfenweise hinzugegeben und die Mischung
fur weitere 45 min bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionsldsung mit
EtOAC (25 mL) verdunnt und mit Wasser (3 x 10 mL) und gesattigter Kochsalzlésung
(5 x 10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde uber NaSO,4 getrocknet, filtriert
und das Ldsungsmittel am Vakuum entfernt. Das Produkt wurde als Feststoff
erhalten (190 mg, 93 %).
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'THNMR &4 (400 MHz; DMSO-d6) 3.62 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 5.24
(s, 2H), 6.80 (bs, 1H), 6.92 (bs, 1H), 6.94 (d, 1H, J=1.9 Hz), 7.34-7.44
(m, 5H), 7.46 (d, 1H, J=1.9 Hz), 9.37 (s, 1H), 9.86 (s, 1H).

BCNMR ¢ (100 MHz; DMSO-d6) 36.1, 36.2, 51.5, 64.9, 103.8, 108.6, 117.3,
118.4, 121.0, 122.1, 122.7, 123.0, 127.8, 128.0, 128.5, 136.6, 154.0,

158.3, 160.1.

EI-MS m/z 410 (M™), 181, 149, 91.

EI-HRMS  m/z 410.1598 (M™, ber. 410.1590 fir Cp1H2,05N4™).

IR vmax (cm’™") 3312, 3133, 3032, 2951, 1702, 1647, 1586, 1555, 1433,
1405, 1243.

Meoc-PyMe-PyMe-OH (29). Verbindung 28 (179 mg, 0.4361 mmol, 1.0 eq) wurde in

o Methanol (20 mL) gelést und Pd/C (10 %, 40 mg)
Med N"/' \ H OH wurde in einer Portion zugegeben. Der Kolben wurde
N N \\N o sofort mit einem Septum verschlossen und 5 min mit

| O \ Wasserstoff gespult. Ein Hp-Ballon wurde angebracht

und die Suspension fur 16 h bei RT gerthrt. AnschlieRend wurde die Reaktions-
mischung filtriert und das Losungsmittel am Vakuum entfernt. Das Produkt wurde als
braunlicher Feststoff erhalten (126 mg, 90 %).

'THNMR &4 (400 MHz; DMSO-d6) 3.62 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 6.78
(d, 1H, J=1.9 Hz), 6.80 (s, 1H), 7.37 (d, 1H, J=1.9 Hz), 9.36 (s, 1H),
9.83 (s, 1H).

BCNMR & (100 MHz; CDCls) 36.1, 36.1 51.5, 103.8, 108.0, 117.1, 119.7, 121.2,
122.1, 122.5, 122.9, 154.1, 158.3, 162.3.

EI-MS m/z 320 (M™), 276, 181, 149.
EI-HRMS  m/z 320.1122 (M™ ber. 320.1121 fiir C14H1605N4™").
IR vmax (cm’™") 3432, 3374, 3260, 3114, 2952, 2922, 2851, 1737, 1693,

1582, 1568, 1434, 1235, 1201.
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Netropsin-Proximicin-Hybrid A (30). Die freie Saure 29 (30 mg, 0.0936 mmol, 1.0
O. H eq) wurde in DCM/DMF (4:1, 5 mL) geldst und HOBt
NH2 (14 mg, 0.1030 mmol, 1.1 eq) und DIC (15 L, 0.0983

\\N O mmol, 1.05 eq) wurden hinzugegeben. AnschlielRend
| © \ wurde die Mischung flr 75 min bei RT geruhrt. Dann
wurde 25 % wassrige NHs-Losung (10 pL, 0.1546 mmol, 1.3 eq) in einer Portion
zugegeben und fur weitere 5 h bei RT geruhrt. Der gebildete Niederschlag wurde
abfiltriert, das Filtrat mit DCM verdunnt und mit 5 % NaHCOs, 5 % Zitronensaure und
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und am Vakuum eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels praparativer

HPLC aufgereinigt (4 mg, 13 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 9.83 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 7.19 (d, J = 1.4 Hz,
1H), 6.91 (bs, 1H), 6.81 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.79 (bs, 1H), 3.80 (s, 3H),
3.78 (s, 3H), 3.61 (s, 3H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 163.0, 158.3, 154.0, 123.0, 122.6, 122.1,
121.6, 118.1, 116.8, 104.8, 103.6, 51.3, 35.9.

EI-MS m/z 319 (M™), 287, 181, 149.
EI-HRMS  m/z 319.1277 [M™ ber. 319.1281 fir C14H:705N4™).
IR vmax (cm™") 3328, 2924, 2853, 1704, 1646, 1600, 1436, 1404, 1248.

Netropsin-Proximicin-Hybrid B (31). Die freie Saure 29 (32 mg, 0.1 mmol, 1.0 eq)
O. H oH wurde in DMF (2 mL) gelost und EDCI
Meo>/N/ \ HM/\/@/ (39 mg, 0.2 mmol, 2.0 eq), DMAP (25
N \ N © mg, 0.2 mmol, 2.0 eq), und Tyramin (14

mg, 0.1 mmol, 1.0 eq) nacheinander

hinzugegeben. Der Kolben wurde mit Stickstoff gespult und die Reaktion fur 16 h bei
RT gerthrt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde die Mischung durch Zugabe von
EtOAc (20 mL) verdinnt und mit 10 % HCI (3 x 20 mL) und ges. NaHCOs3-L6ésung (3
x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet, filtriert
und das Ldosungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt war ein

braunliches Ol, das nach Lyophilisation einen hellbeigen Feststoff ergab (28 mg, 64
%).
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'THNMR  (DMSO-ds; 500 MHz) 8y 9.84 (s, 1H), 9.34 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.03 (t,
J = 5.34 Hz, 1H), 7.16 (bs, 1H), 7.00 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.91 (bs, 1H),
6.79 (bs, 2H), 6.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.62
(s, 3H), 3.31 (im "H nicht sichtbar), 2.66 (t, J = 7.4 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 155.6, 154.1, 129.7, 129.2,
122.9,121.9, 117.6, 116.9, 114.9, 103.8, 51.3, 40.4, 35.9, 35.8, 34.4.

EI-MS m/z 439 (M™), 407, 319, 303, 271, 181, 149.
EI-HRMS  m/z 439.1850 (M™ ber. 439.1856 fiir C2H2505N5™).
IR vmax (cm™") 3303, 2950, 1704, 1637, 1558, 1515, 1435, 1251.

Netropsin-Proximicin-Hybrid C (32). Die freie Saure 29 (32 mg, 0.1 mmol,

1.0 eq) wurde in DMF (2 mL) geldst und

O\}NH EDCI (39 mg, 0.2 mmol, 2.0 eq), DMAP
MeG U\WH\@/HZ X~NH (25 mg, 0.2 mmol, 2.0 eq), und Tryptamin
N \y © (17 mg, 0.1 mmol, 1.0 eq) nacheinander

| © N hinzugegeben. Der Kolben wurde mit
Stickstoff gespult und die Reaktion fur 16 h bei RT gertuhrt. Nach vollstandiger
Umsetzung wurde die Mischung durch Zugabe von EtOAc (20 mL) verdinnt und mit
10 % HCI (3 x 20 mL) und ges. NaHCOg3-Losung (3 x 20 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na;SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt war ein braunliches Ol, das nach

Lyophilisation einen hellbeigen Feststoff ergab. Die Ausbeute betrug; 43 mg, 93 %.

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &4 10.79 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.13
(t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.02 Hz, 1H),
7.17 (d, J=1.43 Hz, 1H), 7.15 (d, J=1,6 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
6.98 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.91 (bs, 1H), 6.83 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.79 (bs,
1H), 3.80 (s, 6H), 3.61 (s, 3H), 3.44 (m, 2H), 2.89 (t, J = 7.4 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.3, 158.4, 154.0, 136.3, 127.3, 123.0,
122.4, 122.1, 120.7, 118.1, 117.6, 116.9, 112.0, 111.1, 103.9, 103.6,
51.3, 39.3, 35.8, 25.2.

EI-MS m/z 462 (M*), 430, 319, 303, 287, 271, 181, 149, 143, 130.

EI-HRMS  m/z 462.2015 (M*" ber. 462.2016 fiir C24H2604Ng").
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IR

vmax (cm™) 3299, 2969, 2929, 1703, 1637, 1587, 1524, 1459, 1434,
1249.
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2.2 Synthese der Substanzbibliothek von 19 Netropsin-Proximicin-Hybriden
2.2.1 Synthesen der C-terminalen Modifikationen

Die Synthese der C-terminalen Modifikationen basiert auf der Synthesesequenz flr
die Darstellung der Netropsin-Proximicin-Hybride A, B und C (Kapitel 2.1).
Ausgehend von der MePy2-C1 (Meoc-PyMe-PyMe-OH, 29) wurden die

verschiedenen C-terminalen Modifikationen eingefuhrt.

Fur die Antitumortestungen wurde ein Teil von Verbindung 29 (50 mg) mittels RP-
HPLC aufgereinigt (26 mg, 52 %).
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 40 % D in 40 min

a) Allgemeine Vorschrift fur die Synthese der Derivate MePy2-C2 (33b), MePy2-C3
(33c), MePy2-C4 (33d), MePy2-C8 (33h) und MePy2-C9 (33i).

Zu einer Losung der freien Carbonsaure 29 (MePy2-C1) (50 mg, 0.156 mmol) und
des entsprechenden Amins (0.156 mmol, 1.0 eq) in DMF (2 mL) wurden EDCI (60
mg, 0.312 mmol, 2.0eq) und DMAP (48 mg, 0.39 mmol, 2.5 eq) zugegeben. Die

Reaktionsmischung wurde 16 h bei RT gerGhrt. AnschlieBend wurde die

Reaktionsmischung in EtOAc (10 mL) gegossen, mit 10 % HCI (3 x 5 mL) und mit
ges. NaHCO; (3 x 5 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na;SO4
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so

erhaltene Rohprodukt wurde mittels praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

MePy2-C2 (33b)

Q. H
N HN/\/@
MeO

HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 35 % B in 40 min
Ausbeute: 7.85mg (12 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) & 9.85 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.09 (t, J = 5.5 Hz,
1H), 7.29 (m, 2H), 7.22 (m, 2H), 7.20 (m, 1H), 7.17 (m, 1H), 6.92 (bs,
1H), 6.81 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.39 (m, 2H),
2.80 (t, J = 7.4 Hz, 2H).
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CNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8c 161.2, 158.3, 154.0, 139.7, 128.7, 128.3,
126.0, 123.0, 122.9, 1221, 122.0, 117.8, 117.1, 104.1, 103.8, 51.5,
40.2, 36.1, 35.9, 35.3.

ESI-MS m/z 424.3 [M+H]", 303.2.

FT-ICR-MS m/z 424.19806 ([M+H]" ber. 424.19793 flir C2oH2604N5").

IR vmax (cm™) 3305, 3132, 3062, 3027, 2969, 2949, 2858, 1705, 1639,
1588, 1528, 1465, 1435, 1403, 1249, 1208, 1079, 1003.

MePy2-C3 (33c)

o H OH
N ’ HN
MeO /7 \\ N\ OH
N \ O
N
I o) \

HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 40 % D in 40 min
Ausbeute: 5.38 mg (8 %)

'HNMR  (DMSO-d6, 500 MHz) &y 9.85 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.64
(s, 1H), 8.03 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.80 (m, 2H),
6.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 8.1 Hz, J
=1.7 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.29 (m, 2H), 2.60
(t, J= 7.6 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-d6, 125 MHz) &c 161.1, 158.3, 154.1, 145.1, 143.5, 130.4,
123.0, 123.0, 122.0, 122.0, 119.2, 117.8, 117.2, 116.0, 115.5, 104.0,
103.8, 51.5, 40.6, 36.1, 35.9, 34.9.

ESI-MS m/z 456.1 [M+H]*, 303.3.

FT-ICR-MS m/z 478.16946 ([M+Na]", ber. 478.16970 fiir CoH2506NsNa*).

IR vmax (cm™) 3304, 3139, 2970, 2932, 2855, 1701, 1636, 1587, 1520,
1465, 1435, 1402, 1250.
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MePy2-C4 (33d)

O  H
N HN/\/<
MeO

HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 35 % B in 40 min
Ausbeute: 17.92 mg (29 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) &4 9.83 (s, 1H), 9.36 (s, 1H), 7.95 (t, J = 5.5 Hz,
1H), 7.16 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.83 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.81
(s, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.18 (m, 2H), 1.59 (m,
1H), 1.37 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 0.89 (d, J = 6.7 Hz, 6H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 154.1, 123.1, 123.0, 122.1,
122.0, 117.7, 117.1, 104.1, 103.8, 51.5, 38.4, 36.7, 36.1, 35.9, 25.3,
22.5.

ESI-MS  m/z 390.3 [M+H]", 303.3, 277.3

FT-ICR-MS m/z 390.21380 ([M+H]*, ber. 390.21358 fiir C1gH2504N5").
miz 412.19561 (M+Na]*, ber. 412.19553 fiir C1gH270sNsNa*).

IR vmax (cm™) 3306, 3135, 3110, 2955, 2935, 2870, 1707, 1638, 1589,
1529, 1465, 1435, 1403, 1249, 1208, 1079, 1003.

MePy2-C8 (33h)

HO
O>7NH
HN . NH
MO T\ R A
N \y ©
l O \
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 40 % B in 40 min

Ausbeute: 23.94 mg (32 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.47 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.60
(s, 1H), 8.12 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.18 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.06 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.60

108



Experimenteller Teil

(dd, J = 8.7 Hz, J = 1.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.63 (s, 3H),
3.42 (m, 2H), 2.81 (t, J = 7.6 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 154.1, 150.2, 130.8, 128.0,
123.1, 123.1, 123.0, 122.1, 122.0, 117.8, 117.1, 111.6, 111.3, 111.0,
104.1, 103.8, 102.3, 51.5, 39.4, 36.1, 36.0, 25.6.

ESI-MS  m/z 479.2 [M+H]", 303.3, 277.3

FT-ICR-MS m/z 501.18566 ([M+Na]", ber. 501.18569 fiir CasHa605NgNa*).

IR vmax (cm™) 3291, 3132, 2951, 2854, 1703, 1635, 1584, 1525, 1464,
1433, 1401, 1363, 1249, 1206, 1077, 1022, 1002.

MePy2-C9 (33i)

O  H
> o~ L
MeO

HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 35 % B in 40 min
Ausbeute: 16.95 mg (26 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 9.88 (s, 1H), 9.38 (s, 1H), 7.45 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 7.31 (m, 4H), 7.23 (m, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.85 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
6.82 (s, 1H), 4.37 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.63 (s,
3H), 2.98 (t, J = 6.7 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 160.3, 158.3, 154.1, 138.3, 128.9, 128.4,
126.4, 122.9, 122.7, 122.1, 120.8, 118.6, 117.3, 108.4, 103.9, 64.0,
51.5, 36.2, 36.1, 34.5.

ESI-MS  m/z 425.3 [M+H]*, 303.3, 271.3, 259.3

FT-ICR-MS m/z 425.18204 ([M+H]*, ber. 425.18195 fiir C2H2505N4").

IR vmax (cm™) 3490, 3320, 3135, 3028, 2953, 2853, 1702, 1645, 1588,
1555, 1467, 1434, 1407, 1245, 1193, 1107, 1060, 1003.

b) Vorschrift fur die Synthese des Derivats MePy2-C7 (339)
Histamindihydrochlorid (27 mg, 0.1438 mmol, 1.0 eq) wurde in MeOH (1 mL)
suspendiert und DIPEA (50 pL, 0.2920 mmol, 2.0 eq) zugegeben, wobei eine klare
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Lésung entstand. AnschlieBend wird das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
vollstandig entfernt.

Die freie Carbonsaure 29 (MePy2-C1) (46 mg, 0.1438 mmol, 1.0 eq) wurde in
DCM/DMF (10/1, 1 mL) gelost und auf 0 °C gekuhlt. Zu dieser Losung wurden
nacheinander PyBOP (75 mg, 0.1438 mmol, 1.0 eq) und DIPEA (74 pL, 0.4323
mmol, 3.0 eq) gegeben und die Lésung wurde fur 30 min bei dieser Temperatur
geruhrt. AnschlieRend wird das Histamin-DIPEA-Hydrochlorid-Gemisch in DMF (1
mL) aufgenommen und zu der Reaktionsmischung gegeben. Die resultierende
Suspension wurde fir 16 h bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionsmischung mit EtOAc (10 mL) verdinnt und mit ges. NaCl (3 x 10 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt
wurde mittels praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 40 % D in 40 min
Ausbeute: 5.85mg (10 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) & 9.84 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.08 (t, J = 5.4 Hz,
1H), 7.76 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.91 (s, 2H), 6.82 (m, 1H), 6.81 (m, 1H),
3.81 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.40 (m, 2H), 2.74 (t, J = 7.3 Hz,
2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 5c161.2, 158.3, 154.0, 134.6, 134.3, 123.0, 122.9,
122.1, 122.0, 117.8, 117.1, 116.6, 104.1, 103.8, 51.5, 38.5, 36.1, 35.9,
26.7.

ESI-MS  m/z 414.2 [M+H]".

FT-ICR-MS m/z 414.18867 ([M+H]*, ber. 414.18843 fiir C1gH2404N;").

IR vmax (cm™) 3295, 3138, 2951, 2930, 2854, 1706, 1644, 1589, 1529,
1437, 1403, 1393, 1252, 1210, 1080, 1004.

c) Allgemeine Vorschrift fir die Synthese der Derivate MePy2-C5 (33e) und MePy2-
C6 (33f).

Zu einer Losung der freien Carbonsaure 29 (MePy2-C1) (50 mg, 0.156 mmol) und
der entsprechenden Aminosaure H-Xaa-OMe*HCI (0.156 mmol, 1.0eq) in DMF (2
mL) wurden EDCI (60 mg, 0.312 mmol, 2.0eq) und DMAP (48 mg, 0.39 mmol, 2.5eq)
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zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 16 h bei RT gerthrt. AnschlieRend wurde
die Reaktionsmischung in EtOAc (10 mL) gegossen, mit 10 % HCI (3 x 5 mL) und mit
ges. NaHCO; (3 x 5 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na;SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so
erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt. Es wurde in THF
gelést (5 mL) und eine 0.1 N wassrige LiOH (5.0 eq) wurde zugetropft. Nach
vollstandigem Umsatz wurden die flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck
entfernt. Der wassrige Ruckstand wurde mit etwas Wasser (5 mL) verdunnt und mit
10 % HCI auf pH 3 eingestellt. Anschlielend wurde die wassrige Phase mit EtOAc (3
x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurde mit Na;SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so

erhaltene Rohprodukt wurde mittels praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

MePy2-C5 (33e)
o COOH

NH
YN i
H 7
MeO 7\ N\
N \ gy ©
I O \
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 25 % D in 40 min

Ausbeute: 4.07 mg (5 %, Uber 2 Stufen)

'HNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &4 10.80 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 9.36 (s, 1H), 8.04
(bs, 1H), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H),
7.15 (s, 1H), 7.05 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.97 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.91 (m,
2H), 6.81 (s, 1H), 4.53 (bs, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.62 (s, 3H),
3.26 (m, 1H), 3.18 (m, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) &c 161.1, 158.3, 136.0, 123.4, 123.0, 122.1,
120.8, 118.3, 118.2, 117.1, 116.2, 111.3, 103.7, 102.8, 51.5, 50.5, 36.1,
35.9, 26.6.

ESI-MS m/z 507.2 [M+H]*, 303.2, 277.3.

FT-ICR-MS m/z 507.19860 ([M+H]", ber. 507.19866 fiir Co5H2706N¢").

IR vmax (cm™) 3318, 2954, 2930, 2854, 1706, 1644, 1589, 1522, 1459,
1437, 1403, 1251, 1209.
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MePy2-C6 (33f)

@)
>\»NH
HN
MO\ R~ " "cooH
N \ y ©
0 \
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 40 % D in 40 min

Ausbeute: 6.14 mg (10 %, Uber 2 Stufen)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) 112.05 (bs, 1H), 9.83 (s, 1H), 9.35 (s, 1H), 8.02
(t, J = 5.2 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.80 (s, 1H),
3.81 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.17 (m, 2H), 2.24 (t, J = 7.3 Hz,
2H), 1.70 (m, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 5c174.3, 161.3, 158.3, 154.1, 123.0, 122.9, 122.1,
122.0, 117.7, 117.3, 104.2, 103.8, 51.5, 37.8, 36.1, 35.9, 31.2, 24.8.

ESI-MS  m/z 406.2 [M+H]".

FT-ICR-MS m/z 428.15406 ([M+Na]", ber. 428.15405 fiir C1gH»30sNsNa*).

IR vmax (cm™) 3304, 3138, 2954, 1707, 1654, 1532, 1439, 1390, 1298,
1248, 1217.
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2.2.2 Synthesen der N-terminalen Modifikationen

{5-[2-(1H-Indol-3-yl)-ethylcarbamoyl]-1-methyl-1H-pyrrol-3-yl}-carbaminsaure-

BochN tert-butylester (Boc-PyMe-Trpa) (34). 4-fert-
Z/—\>\Y<H \/\@ Butoxycarbonylamino-1-methyl-1H-pyrrole-2-

. \ NH carbonsaure (1.0 g, 4.16 mmol, 1.0 eq) wurde in DMF

Me (20 mL) gelost und nacheinander Tryptamin (667 mg,

4.16 mmol, 1.0 eq), EDCI (1.595 g, 8.320 mmol, 2.0 eq) und DMAP (1.271 g, 10.40
mmol, 2.5eq) zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde das vollstandige Auflésen des
zugegebenen Reagenzes abgewartet. Die Reaktionslésung wurde fur 16 h bei RT
geruhrt. Anschliefend wurde sie in EtOAc (50 mL) gegossen und mit 10 % HCI (3 x
30 mL), mit ges. NaHCO3-Losung (3 x 30 mL) und mit ges. NaCl-Lésung (5 x 30 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde als genigend

reiner beiger Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt
wurde (1.403 g, 88%).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 84 1.44 (s, 9H), 2.88 (t, 2H, J=7.2 Hz), 3.42 (q,
2H, J=8.4 Hz, J=6.1 Hz), 3.78 (s, 3H), 6.63 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.98 (t,
1H, J=7.1 Hz), 7.06 (t, 1H, J=7.6 Hz), 7.15 (d, 1H, J=2.1 Hz), 7.33 (d,
1H, J=8.1 Hz), 7.57 (d, 1H, J=7.8 Hz), 8.11 (t, 1H, J=5.6 Hz), 9.05 (s,
1H), 10.80 (s, 1H).

BCNMR  (CDCls, 100 MHz) 8¢ 25.5, 27.9, 36.0, 78.3, 103.2, 111.4, 112.1,
116.3, 118.2, 118.4, 120.9, 122.2, 122.5, 123.2, 127.3, 136.3, 152.8,

161.2.

EI-MS m/z 382 (M™), 282, 143.

EI-HRMS  m/z 382.1994 (M™ ber. 382.2005 fiir C21H2603N4™).

IR vmax (cm™) 3318, 2976, 2929, 2854, 1696, 1638, 1589, 1521, 1249,
1162.
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Boc-PyMe-PyMe-Trpa (35). Verbindung 34 (1.383 g, 3.62 mmol) wurde in einem

Morser fein zerrieben und in einem Rund-

BocHN
kolben in 4 N HCI in Dioxan (20 mL) gelost.
{\l | ',:} HN \_NH Die klare Losung wurde fur 30 min bei RT
Mé 0 T’}—% geruhrt. Dabei wurde die Reaktionsmischung
Me trub. Nach vollstandiger Reaktion wurden die

flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
als beiges Pulver erhalten und auf Grund seiner Empfindlichkeit direkt weiter
umgesetzt. (1.157 g, 100%).

Das Hydrochlorid (1.157 g, 3.62 mmol) wurde in DMF (20 mL) gelést und
nacheinander 4-tert-Butoxycarbonylamino-1-methyl-1H-pyrrole-2-carbonsaure (872
mg, 3.62 mmol, 1.0eq), EDCI (1.392 g, 7.24 mmol, 2.0eq) and DMAP (1.109 g, 9.05
mmol, 2.5eq) zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde das vollstandige Auflosen des
zugegebenen Reagenzes abgewartet. Die Reaktionsldsung wurde fur 16 h bei RT
geruhrt. Anschliefend wurde sie in EtOAc (50 mL) gegossen und mit 10 % HCI (3 x
30 mL), mit ges. NaHCO3-Losung (3 x 30 mL) und mit ges. NaCl-Lésung (5 x 30 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde uber MgSO,4 getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde als beiger
Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt wurde (1.455 g,
79%).

'HNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.80 (s, 1H), 9.82 (s, 1H), 9.09 (s, 1H), 8.12
(t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.17 (m, 2H), 7.06 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.88 (s,
1H), 6.85 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 6.82 (s, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.80 (s, 3H),
3.45 (m, 2H), 2.90 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.4, 152.9, 136.2, 127.3, 123.0,
122.8, 122.5, 122.3, 122.1, 120.9, 118.3, 118.2, 117.6, 116.9, 112.0,
111.4, 104.1, 103.8, 78.3, 39.4, 36.0, 36.0, 28.2, 25.5.

ESI-MS  m/z 505.3 [M+H]", 449.3, 181, 405.4.

FT-ICR-MS m/z 505.25614 ([M+H]* ber. 505.25578 fiir Co7H3304N¢").

IR vmax (cm™") 3308, 2974, 2931, 2855, 1698, 1639, 1587, 1526, 1458,
1436, 1404, 1392, 1366, 1250, 1208, 1162, 1099, 1066.
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H-PyMe-PyMe-Trpa*HCI (MePy2-N1) (36a). Verbindung 35 (1.455 g, 2.88 mmol)

wurde in einem Morser fein zerrieben und in

Hz'\; | HCIH 4 einem Rundkolben in 4 N HCI in Dioxan (20 mL)
/ N HN NH geldst. Die klare Losung wurde fur 30 min bei RT
Me o mo geruhrt. Dabei wurde die Reaktionsmischung
Me trub. Nach vollstandiger Reaktion wurden die

flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
als beiges Pulver erhalten(1.231 g, 100%).

Ein Teil des Rohproduktes (52 mg) wurde mittels RP-HPLC aufgereinigt (6 mg, 12%).
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 10 % auf 35 % D in 40 min

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &4 10.80 (bs, 1H), 9.57 (s, 1H), 8.12 (m, 1H), 7.58
(d, J=7.5Hz 1H), 7.33 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.16 (m, 2H), 7.06 (t, J =
7.4 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 6.36 (d, J
= 1.9 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.45
(m, 2H), 2.90 (t, J = 7.6 Hz, 2H).

3C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6c 161.2, 158.6, 136.2, 131.6, 127.3, 123.0,
122.7, 122.5, 122.3, 120.9, 118.3, 118.2, 117.6, 114.2, 112.0, 111.3,
104.0, 103.2, 39.4, 35.9, 35.6, 25.5.

ESI-MS m/z 405.2 [M+H]".

FT-ICR-MS m/z 405.20346 ([M+H]" ber. 405.20335 fiir Co2H2502N¢").

IR Vmax (cm'1) 3301, 2968, 2929, 2854, 1697, 1637, 1580, 1528, 1458,
1436, 1403, 1261.

a) Allgemeine Vorschrift fur die Synthese des Derivate MePy2-N2 (36b).

Das Derivat MePy-N2 ist identisch mit der Verbindung Boc-PyMe-PyMe-Trpa (35)
kann aber auch durch erneute Schutzung aus Verbindung H-PyMe-PyMe-Trpa*HCI
(MePy2-N1) (36a) erhalten werden.

Das Hydrochlorid 36a (50 mg, 0.113 mmol) wurde in Dioxan (4 mL) geldst und eine
Loésung von NaHCO3; (21 mg, 0.25 mmol, 2.1 eq) in Wasser (4 mL) zugetropft.
AnschlieRend wurde Boc,0 (32 mg, 34 uL, 0.147 mmol, 1.3 eq) zugegeben und die

Reaktionsmischung 16 h bei RT gerlUhrt. Nach vollstandiger Reaktion wurde die
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Reaktionsmischung mit EtOAc (10 mL) verdinnt, mit 10 % HCI (3 x 5 mL), mit ges.
NaHCO3-Losung (1 x 5 mL) und mit ges. NaCl-Lésung (1 x 5 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na;SOs getrocknet, filtriert und das LOosungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde mittels

praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

HPLC: System C/D, linearer Gradient von 20 % auf 30 % D in 40 min
Ausbeute: 6.73 mg (12 %)
Analytische Daten: s.o. (Verbindung Boc-PyMe-PyMe-Trpa, 35)

b) Allgemeine Vorschrift fir die Synthese der Derivate MePy2-N3 (36¢) bis MePy2-

N10 (36j).
Das Hydrochlorid 36a (50 mg, 0.113 mmol) wurde in THF (1 mL) suspendiert und

nach Zugabe von Triethylamin (25 mg, 35 uL, 0.249 mmol, 2.2eq) wurde die nun

klare Losung fur 10 min bei RT gerthrt. AnschlieRend wurde das entsprechende
Elektrophil (0.141 mmol, 1.25 eq) zugegeben und die Reaktionsmischung bei RT
geruhrt. Nach vollstandiger Reaktion wurde die Reaktionsmischung mit EtOAc (10
mL) verdlinnt und mit Wasser (1 x 5 mL) und ges. NaCl-Lésung (6 x 5 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt

wurde mittels praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

MePy2-N3 (36c)

AllocHN
[ ]
H \
N N HN NH
Me o m
N O
Me
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 45 % B in 40 min

Ausbeute: 12.81 mg (23 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &, 10.80 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 8.14
(t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.18 (m, 1H), 7.16 (m, 1H), 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 6.92 (s, 1H), 6.85 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 5.97 (m, 1H),
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5.33 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 5.22 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 4.9 Hz,

2H), 3.82 (s, 6H), 3.45 (m, 2H), 2.91 (t, J = 7.5 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 153.3, 136.2, 133.6, 127.3,
123.0, 122.5, 122.1, 121.9, 120.9, 118.3, 118.2, 117.8, 117.3, 117.1,
112.0, 111.4, 104.1, 103.8, 64.5, 39.4, 36.1, 36.0, 25.5.

ESI-MS  m/z 489.2 [M+H]* 329.3, 303.4.

FT-ICR-MS m/z 489.22488 ([M+H]" ber. 489.22448 fiir CasH2s04N¢").
m/z 511.20613 ([M+Na]* ber. 511.20642 fiir Co6H2504NgNa*).

IR vmax (cm™) 3291, 3129, 2935, 2854, 1705, 1638, 1600, 1589, 1528,
1460, 1436, 1404, 1245, 1207, 1168, 1003.

MePy2-N4 (36d)

TrocHN
7]
H N\
N N HN NH
Me o m
N 0
Me
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 35 % auf 55 % B in 40 min

Ausbeute: 8.24 mg (13 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.80 (s, 1H), 9.93 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 8.14
(t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.18 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.07 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 6.99 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 1.9
Hz, 1H), 6.85 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 4.91 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.82 (s,
3H), 3.45 (m, 2H), 2.90 (t, J = 7.6 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.2, 151.7, 136.2, 127.3, 123.3,
123.1, 122.5, 122.0, 121.2, 120.9, 118.3, 118.2, 117.8, 117.3, 112.0,
111.4, 104.1, 104.0, 96.2, 73.4, 39.4, 36.1, 36.0, 25.5.

ESI-MS  m/z 579.1 [M+H]".

FT-ICR-MS m/z 579.10753 ([M+H]" ber. 579.10756 fiir C2sH26Cls04Ng").

IR vmax (cm™!) 3303, 3129, 3056, 2969, 2928, 2853, 1753, 1713, 1638,
1588, 1526, 1464, 1436, 1405, 1236, 1166, 1098.

117



Experimenteller Teil

MePy2-N5 (36e)

CbzHN
7]
H \
N N HN NH
Me o m
N o)
Me
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 45 % B in 40 min

Ausbeute: 7.61 mg (13 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.80 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 9.50 (s, 1H), 8.13
(t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.40 (m, 4H), 7.34 (m, 2H),
7.17 (m, 2H), 7.07 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.93 (s,
1H), 6.85 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 5.12 (s, 2H), 3.81 (s, 6H),
3.45 (m, 2H), 2.90 (t, J = 7.5 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 153.4, 137.0, 136.2, 128.4,
128.0, 127.9, 127.3, 123.1, 123.0, 122.5, 122.1, 121.9, 120.9, 118.3,
118.2, 117.8, 117.1, 112.0, 111.4, 104.1, 103.8, 65.5, 39.4, 36.1, 36.0,
255,

ESI-MS  m/z 539.2 [M+H]", 379.4, 353.3.

FT-ICR-MS m/z 561.22218 ([M+Na]* ber. 561.22207 fiir C3oH3004NsNa*).

IR vmax (cm™") 3304, 2968, 2934, 2854, 1703, 1638, 1588, 1527, 1463,
1436, 1404, 1244, 1208, 1166, 10609.

MePy2-N6 (36f)

FmocHN
[ ]
H
N N HN \_NH
/ o) m
N 0
\
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 35 % auf 55 % B in 40 min

Ausbeute: 9.02 mg (13 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.80 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 8.14
(t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 7.3 Hz, 2H),
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7.58 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.35 (m, 3H), 7.18 (m,
1H), 7.17 (m, 1H), 7.07 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.92
(s, 1H), 6.85 (bs, 2H), 4.44 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 4.29 (t, J = 6.5 Hz, 1H),
3.82 (s, 6H), 3.45 (m, 2H), 2.90 (t, J = 7.6 Hz, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 153.4, 143.9, 140.8, 136.2,
127.7, 127.3, 127.1, 125.1, 123.1, 123.0, 122.5, 122.1, 121.9, 120.9,
120.2, 118.3, 118.2, 117.8, 117.1, 112.0, 111.4, 104.1, 103.9, 65.4,
46.7,39.4, 36.1, 36.0, 25.5.

ESI-MS  m/z 627.2 [M+H]".

FT-ICR-MS m/z627.27171 ([M+H]" ber. 627.27143 fir Cs7H3504Ng").

IR vmax (cm’™!) 3299, 3131, 3063, 2970, 2932, 1702, 1639, 1588, 1528,
1464, 1436, 1404,1363, 1245, 1166, 1080, 1023, 1002.

MePy2-N7 (36g)

e

0]
7]
H \_NH
N N HN
Fs m
N o}
\
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 35 % B in 40 min

Ausbeute: 11.03 mg (22 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.81 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 8.15
(t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.19 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.85 (m, 2H), 3.82
(s, 6H), 3.45 (m, 2H), 2.91 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.97 (s, 3H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 5¢c 166.5,161.2, 158.4, 136.2, 127.3, 123.0, 122.7,
122.5, 122.1, 122.0, 120.9, 118.3, 118.2, 118.0, 117.8, 112.0, 111.4,
104.1, 103.8, 39.4, 36.1, 36.0, 25.5, 23.1.

ESI-MS  m/z 447.2 [M+H]*, 287.3, 261.3.

FT-ICR-MS m/z 469.19555 ([M+Na]* ber. 469.19587 fiir C2sHa50sNgNa").
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IR vmax (cm’™") 3293, 3126, 2971, 2932, 2856, 1698, 1638, 1579, 1531,
1463, 1435, 1404, 1364, 1261, 1207, 1148, 1099.

MePy2-N8 (36h)

o
<Y
7 |
H \_NH
N N HN
AR B
N 0
\
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 35 % B in 40 min

Ausbeute: 6.46 mg (12 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.81 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.25 (s, 1H), 8.15
(t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.19 (s, 1H), 7.16 (m, 2H), 7.07 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.99 (m, 1H), 6.97
(m, 1H), 6.84 (s, 1H), 3.82 (s, 6H), 3.45 (m, 2H), 2.91 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 1.19 (s, 9H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 5¢c 174.9,161.2, 158.5, 136.2, 127.3, 123.1, 122.7,
122.5, 122.3, 122.1, 120.9, 118.5, 118.3, 118.2, 117.7, 112.0, 111.4,
104.9, 104.0, 39.5, 38.5, 36.0, 27.4, 25.5.

ESI-MS  m/z 489.2 [M+H]", 329.3, 303.3.

FT-ICR-MS m/z489.2611 (IM+H]" ber. 489.26087 fiir C2sH260sNgNa").

IR vmax (cm™) 3313, 2968, 2932, 2872, 1695, 1640, 1581, 1526, 1459,
1435, 1403, 1365, 1264, 1206, 1143.
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MePy2-N9 (36i)

0
Q >\\NH
N
N

H \_NH
N HN
/ o) m
N 0
\
HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 45 % B in 40 min

Ausbeute: 8.73 mg (15 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &y 10.81 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 8.35
(s, 1H), 8.15 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 7.7
Hz, 2H), 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.25 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 7.19 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 7.17 (m, 1H), 7.07 (m, 1H), 7.05 (m, 1H), 6.99 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 6.93 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.84 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.46 (m, 2H), 2.91 (t, J = 7.5 Hz,
2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 161.2, 158.3, 152.5, 140.1, 136.2, 128.7,
127.3, 123.1, 122.8, 122.5, 122.1, 122.0, 121.4, 120.9, 118.3, 118.2,
117.8, 117.7, 117.5, 112.0, 111.4, 104.1, 104.0, 39.4, 36.1, 36.0, 25.5.

ESI-MS  m/z 524.2 [M+H]", 364.2, 338.2.

FT-ICR-MS m/z 524.24045 ([M+H]" ber. 524.24046 fir CogH3003N7").

IR vmax (cm’™!) 3320, 3133, 2971, 2932, 2855, 1696, 1637, 1600, 1595,
1545, 1437, 1404, 1311, 1228.

MePy2-N10 (36j)
O
»\NH
N

o

§ \_NH
N N HN
/om

N 0o
\

HPLC: System A/B, linearer Gradient von 30 % auf 45 % B in 40 min
Ausbeute: 5.94 mg (10 %)
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"H NMR

3C NMR

ESI-MS
FT-ICR-MS
IR

(DMSO-ds, 500 MHz) & 10.80 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.13 (m, 1H), 8.12
(m, 1H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.33 (m, 3H), 7.29 (m, 2H), 7.23 (t, J =
7.1 Hz, 1H), 7.18 (d, J =1.9 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.06 (t, J
= 7.6 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.84 (d,
J=1.7 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.41 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 4.27
(d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.45 (m, 2H), 2.90 (m,
2H).

(DMSO-ds, 125 MHz) 5c 161.2, 158.4, 155.4, 140.7, 136.2, 128.2,
127.3, 127.1, 126.6, 123.0, 122.9, 122.6, 122.5, 122.1, 120.9, 118.3,
118.2,117.7, 117.2, 112.0, 111.3, 104.1, 42.9, 39.4, 36.0, 36.0, 25.4.
m/z 538.2 [M+H]*, 378.3, 352.3.

m/z 560.23829 ([M+Na]" ber. 560.23806 fiir CsoHa1O3N7Na*).

vmax (cm™) 3310, 2970, 2929, 2855, 1697, 1637, 1585, 1532, 1458,
1435, 1404, 1259, 1209.
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2.3 Totalsynthese der Proximicine

4-Formyl-furan-2-carbonsauremethylester (100). Frisch destilliertes Morpholin

o} (952 mg, 10.93 mmol, 1.05 eq) wurde in THF (75 mL) geldst und
unter Inertgasbedingungen auf -78 °C gekuhlt. Zu dieser Lésung
wurde langsam n-BuLi (6.830 mL, 1.6 M in Hexan, 1.05 eq)

tropfenweise zugegeben und die nun leicht gelbliche Losung

]\ OMe

O
O

wurde fur 20 min geruhrt. Anschliel3end wurde 3-Furaldehyd (1000 mg, 10.41 mmol,
1.0 eq) geldst in THF (2 mL) langsam zugetropft. Nach weiteren 20 min wurde s-BuLi
(8.406 mL, 1.3 M in Cyclohexan, 1.05 eq) tropfenweise zugefligt. Die erhaltene
Suspension wurde fur 2.5 h bei -78 °C geruhrt. Anschlielend wurde
Chlorameisensauremethylester (1082 mg, 11.45 mmol, 1.1 eq) geldst in THF (2 mL)
zugetropft und die Reaktionsmischung flr 45 min bei dieser Temperatur und far
weitere 20 min bei RT geruhrt. Wahrend dieser Zeit farbte sie sich rot. Danach wurde
die Reaktionsmischung in eisgekuhlte 10 % HCI gegossen. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase wurde mit Et;O (4 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden Uber MgSO,4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde Uber
Saulenchromatographie (Kieselgel, Hexan/EtOAc 7/1) aufgereinigt und 569 mg (34
%) des gewunschten Produktes erhalten.

'THNMR  (CDCls, 400 MHz) 84 3.90 (s, 3H), 7.46 (d, 1H, J=0.67), 8.18 (d, 1H,
J=0.89), 9.94 (s, 1H).
3CNMR  (CDCls, 100 MHz) 8¢ 52.4, 114.2, 129.4, 146.5, 152.3, 158.4, 183.7

EI-MS m/z 154 (M*), 153, 123, 95.
EI-HRMS  m/z 154.0270 (M*" berechnet 154.0266 fiir C;HsO4"").
IR vmax (cm™) 3137, 2957, 2848, 1730, 1687, 1582.

Furan-2,4-dicarbonsaure-2-methylester (101). NaClO, (80 %, 5.93 g, 52.45 mmol,
¢} 9.4 eq) and NaH,PO4+2H,0 (6.094g, 39.06 mmol, 7.0 eq) wurden

in 54 ml H2O gelost und langsam uber einen Tropftrichter zu einer

stark gerUhrten Losung des Aldehyds 100 (860 mg, 5.58 mmol,

O 1.0 eq) geldst in tert-BuOH (138 mL) und 2-Methyl-2-buten (34

HO

/ \ OMe
o)
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mL) zugegeben. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktion fur 50 min bei RT
geruhrt. AnschlieBend wurden 2-Methyl-2-buten und tert-BuOH unter vermindertem
Druck entfernt. Der Ruckstand wurde mit Wasser verdunnt und mit Hexan (3 x 50
mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit 10 % HCI auf pH 2 gebracht und mit
EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit
Na,SO, getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck eingedampft. Das so
erhaltene leicht gelbliche Rohprodukt wurde mit Chloroform gewaschen, um das

gewunschte Produkt als farblosen Feststoff zu erhalten (741 mg, 78 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 3.82 (s, 1H), 7.40 (d, 2H, J=), 8.54 (d, 2H,
J=0.83), 13.10 (brs, 1H).
BCNMR  (CDCls, 100 MHz) 8¢ 52.2, 117.1, 121.6, 144.8, 151.6, 158.0, 162.9

EI-MS m/z 170 (M™), 139.

EI-HRMS  m/z 170.0213 (M™ berechnet 170.0215 fiir C;He¢O5").

IR vmax (cm™) 3136, 2888, 2485, 1731, 1686.
4-tert-Butoxycarbonylamino-furan-2-carbonsauremethylester, Boc-Fu-OMe
BocHN (88). Zu einer Lésung der Saure 101 (1.3 g, 7.68 mmol, 1.0 eq) in

/ )\ _OMe CH3;CN (1 mL/mmol) wurden nacheinander Triethylamin (1.069

© o} mL, 7.68 mmol, 1.0 eq) und DPPA (1.657 mL, 7.68 mmol, 1.0 eq)
zugegeben. Diese Losung wurde fur 3 h bei RT gerthrt. Dann wurde tert-BuOH (0.95
mL/mmol) in einer Portion zugegeben und die Reaktionsmischung flr 24 h unter
Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wurde die Mischung auf RT abgekunhlt, in eine ges.
NaHCOs-Losung (50 mL) gegossen und die wassrige Phase mit Et,O (3 x 50 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO. getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde Uber Flash-
Chromatographie (Kieselgel, 7/1, Hexan/EtOAc) aufgereinigt. Die gewunschte
Verbindung wurde als farbloser Feststoff erhalten (1.52 g, 82 %).

'THNMR  (CDCls, 400 MHz;) & 1.49 (s, 9H), 3.88 (s, 3H), 6.40 (brs, 1H), 7.01 (s,
1H), 7.88 (brs, 1H).

BCNMR  (CDCls, 100 MHz;) 8¢ 28.3, 52.0, 81.2, 111.3, 126.5, 134.4, 142.7,
152.5, 159.0.
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EI-MS m/z 241 (M*), 185, 141, 57.
EI-HRMS  m/z 241.0951 (M*" ber. 241.0950 fiir C11H150sN1""].
IR vmax (cm™) 3332, 3136, 2975, 1731, 1717, 1699.

4-tert-Butoxycarbonylamino-furan-2-carbonsaure, Boc-Fu-OH (103). Zu einer
BocHN Ldsung des Esters 88 (374 mg, 1.55 mmol, 1.0 eq) in THF (78 mL)

]\ oH wurde eine tropfenweise LIOH (186 mg, 7.75, 5.0 eq) geldst in

o o) Wasser (78 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung bei RT
geruhrt. Nach 1.5 h wurden die flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck
entfernt. Der verbliebene Ruckstand wurde mit etwas Wasser (20 mL) verdunnt, mit
10 % HCI auf pH 3 eingestellt und mit EtOAc (3 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte wurden mit Na>SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Die freie Saure wurde als gelblicher Feststoff

erhalten (350 mg, quant. Ausbeute).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 1.45 (s, 9H), 6.98 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 9.45 (
s, 1H), 13.12 (brs, 1H).
BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 5¢ 28.02, 79.5, 111.0, 127.3, 133.2, 142.9, 152.6,

159.2.
EI-MS m/z 227 (M*), 171, 127, 57.
EI-HRMS  m/z 227.0796 (M* berechnet 241.0794 fiir C1oH1305N1™).
IR vmax (cm™) 3317, 2980, 2935, 1699, 1557.

4-Amino-furan-2-carbonsauremethylester, H-Fu-OMe*HCI
(102). Die Boc-geschutzte Aminosaure 88 (325 mg, 1.35 mmol)
wurde in 4 N HCI/Dioxan (10 mL) geldst und die Lésung bei RT fur

60 min gerUhrt. AnschlieRend wurden die fliichtigen Bestandteile

]\ OMe

o)

unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt als beiger, pulveriger Feststoff

erhalten. Das Produkt war It. NMR-Daten rein genug zur weiteren Umsetzung.

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 3.82 (s, 3H), 7.30 (d, 1H, J=0.95), 8.08 (d, 1H,
J=0.88).
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*C NMR (CDCls, 100 MHz) oc 52.2, 114.4, 121.9, 140.0, 143.5, 157.9.

EI-MS m/z 141 (M™), 110, 98, 69, 57.
EI-HRMS  m/z 141.0422 (M™ berechnet 141.0426 fur CgH7O3N1™).
IR Vmax (Cm'1) 3337, 3140, 2954, 2851, 2587, 1721, 1631, 1515.

4-[(4-tert-Butoxycarbonylamino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbonsaure-

BocHN oMe Mmethylester, Boc-Fu-Fu-OMe (104). Boc-Fu-OH 103
H

/ \ N \\ o (283 mg, 1.24 mmol, 1.0 eq) und H-Fu-OMe+HCI 102

° o} 0 (221 mg, 1.24 mmol, 1.0 eq) wurden in DCM (25 mL)

geldst. Nacheinander wurden DIPEA (532 pl, 3.11 mmol, 2.5 eq), EDCI (476 mg,
2.49 mmol, 2.0 eq) und HOAt (169 mg, 1.24 mmol, 1.0 eq) jeweils in einer Portion
zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde das vollstandige Auflésen des zugegebenen
Reagenzes abgewartet. Die Reaktionslosung wurde fur 16 h bei RT geruhrt. Nach
vollstandiger Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und der Ruckstand in EtOAc (80 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde
mit 5 % HCI (3 x 60 mL), mit ges. NaHCOs-Lésung (3 x 60 mL) und ges.
Kochsalzlésung (3 x 60 mL) gewaschen. Sie wurde Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck eingedampft. Das Rohprodukt wurde Uber ein kurzes
Kieselgelbett (Hexan/EtOAc) aufgereinigt. Das gewunschte Produkt wurde als beiger
Feststoff erhalten (296 mg, 68 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 84 1.45 (s, 9H), 3.80 (s, 3H), 7.11 (s, 1H), 7.31
(d, 1H, J=0.58), 7.88 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 10.71 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 28.1, 52.0, 79.6, 108.7, 112.2, 126.3, 127.7,
132.0, 135.9, 141.7, 145.0, 152.7, 155.3, 158.3.

EI-MS m/z 350 (M™), 294, 250, 191, 110, 57.
EI-HRMS  m/z 350.1112 (M™ berechnet 350.1114 fir C1gH1s07N2"™).
IR Vmax (Cm'1) 3343, 3143, 2979, 2931, 1710, 1661, 1579.
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4-[(4-Amino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbonsdauremethylester, H-Fu-
H,N - HCI OMe Fu-OMe*HCI (105). Boc-Fu-Fu-OMe 104 (110 mg, 0.31
7\ NN mmol) wurde in 4 N HCI/Dioxan (8 mL) gel6st und fur 60
o \ o} © min bei RT geruhrt. Anschlielend wurden die flichtigen
Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt als beiger,
pulveriger Feststoff erhalten. Dieser war It. DC rein genug zur weiteren Umsetzung.
Auf Grund der Empfindlichkeit dieser Verbindung konnten keine analytischen Daten

gewonnen werden.

4-[(4-Methoxycarbonylamino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbon-

MeO sauremethylester, Meoc-Fu-Fu-OMe (106).
O>/”NH y OMe Verbindung 105 (373 mg, 1.3011 mmol, 1.0 eq)
/o\ N\Q/&o wurde in THF (50 mL) suspendiert und DIPEA (490

bL, 2.8625 mmol, 2.2 eq) zugegeben. Nachdem die
nun klare Losung fur 10 min bei RT geruhrt wurde, wurde
Chlorameisensauremethylester (111 pL, 1.4313 mmol, 1.1 eq) in einer Portion
zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 45 min bei RT gerlhrt. Die
flichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand
in EtOAc (100 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit H>O (3 x 50 mL)
und ges. Kochsalzlésung (3 x 50 mL) gewaschen, uber Na;SO4 getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
durch Saulenchromatographie (Kieselgel, Hex/EtOAc 2:1) aufgereinigt. Die

gewunschte Verbindung wurde als brauner Feststoff erhalten (65 mg, 16 %).

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHZz) 84 3.67 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 7.15 (s, 1H), 7.32
(d, 1H, J=0.68), 7.89 (s, 1H), 8.28 (d, 1H, J=0.68), 9.79 (s, 1H), 10.72
(s, 1H).

®CNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 52.0, 52.2, 108.8, 112.2, 126.3, 127.5, 132.2,
135.9, 141.8, 145.2, 154.0, 155.3, 158.3.

EI-MS m/z 308 (M™), 277, 249, 168, 136, 59.
EI-HRMS  m/z 308.0641 (M ber. 308.0645 fiir C13H1,07N2™).
IR vmax (cm™") 3342, 3141, 2923, 1710, 1652, 1584.
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4-[(4-Methoxycarbonylamino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbonsaure,
o Meoc-Fu-Fu-OH (107). Der Ester 106 (63 mg, 0.2044
Me(?'NF/l \ H\@/g" mmol, 1.0 eq) wurde in 11 mL THF gelost. LiOH (25
o \ o O mg, 1.0219 mmol, 5.0 eq) geldst in H,O (11 mL)
wurde tropfenweise zugegeben. Nach 1.5 h Rihren
bei RT wurden die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in etwas Wasser (10 mL) aufgenommen. Diese Losung wurde mit 10 %
HCI auf pH 3 eingestellt und danach mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden uber Na,SO,4 getrocknet und filtriert. Nach Einengen der
Losung unter vermindertem Druck, konnte die gewunschte Verbindung als amorpher

Feststoff erhalten werden (53 mg, 88 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8 3.67 (s, 3H), 7.15 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.89
(s, TH), 8.23 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 10.69 (s, 1H), 13.18 (bs, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 52.1, 108.6, 111.6, 126.1, 127.4, 132.1, 135.3,
142.9, 145.2, 153.9, 155.2, 159.2.

EI-MS m/z 294 (M™), 277, 249, 168, 136.
EI-HRMS  m/z 294.0483 (M™ ber. 294.0488 fiir C12H1007N2™).
IR vmax (cm™") 3374, 3293, 2954, 2924, 2853, 1719, 1666, 1580.

Proximicin A (20). Zu der in DCM/DMF (4:1, 5 mL) geldsten freien Saure 107 (35
Q mg, 0.1190 mmol, 1.0 eq) wurden HOBt (18 mg,

DNH NH;

MeO T HN 0.1309 mmol, 1.1 eq) und DIC (19 uL, 0.1249 mmol,
¢} ) \ o) © 1.05 eq) zugegeben und die Mischung fur 75 min bei

RT geruhrt. AnschlieBend wurde wassrige NH,OH
(25 % aq. NHs, 12 uL, 0.1546 mmol, 1.3 eq) zugegeben und die Reaktionsmischung
fur weitere 5 h bei RT geruhrt. Der gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und das
Filtrat mit DCM (10 mL) verdunnt. Es wurde mit einer 5 % NaHCO;3; (3 x 5 mL), 5 %
Zitronensaure (2 x 5 mL) und mit Wasser (5 mL) gewaschen und anschlieRend Uber
Na,SO,4 getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt durch praparative RP-HPLC aufgereinigt (13 mg, 37 %).
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 15 % auf 50 % D in 35 min
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'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) &, 3.68 (s, 3H), 7.17 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 7.42
(s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 10.69 (s,
1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 5¢ 52.1, 108.1, 108.5, 126.0, 127.3, 132.0, 133.2,
145.2, 146.0, 153.9, 155.2, 159.2.

ESI-MS  m/z 294 ([M+H]").

FT-ICR-MS m/z 316.05400 ([M+Na]" ber. 316.05401 fiir C1oH:10sN3Na®).

IR vmax (cm’!) 3463, 3420, 3308, 3199, 2956, 2924, 2852, 1734, 1693,
1667, 1583, 1565, 1397, 1364, 1249, 1198.

Proximicin B (21). Die freie Saure 107 (45 mg, 0.1529 mmol, 1.0 eq) und Tyramin

0 /\/@OH (21 mg, 0.1529 mmol, 1.0 eq) wurden in
NH
Me(?” A HN DCM/DMF (3/1, 6 mL) gelst. Zu dieser
o \ o Lésung wurden DIPEA (31 pL, 0.1835
o O

mmol, 1.2 eq), EDCI (59 mg, 0.3059
mmol, 2.0 eq) und HOAt (21 mg, 0.1529 mmol, 1.0 eq) nacheinander zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fur 24 h bei RT gerlUhrt. Anschlielend wurde sie mit
EtOAc (20 mL) verdinnt, und mit 5 % HCI (3 x 10 mL), 5 % NaHCO3 (3 x 10 mL) und
mit ges. Kochsalzldsung (3 x 10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde durch praparative RP-HPLC aufgereinigt (21 mg, 33 %).
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 28 % auf 40 % D in 40 min

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) &y 2.69 (t, 2H, J=7.3 Hz), 3.36(q, 2H, J=6.7 Hz),
3.68 (s, 3H), 6.67 (d, 1H, J=8.6 Hz), 7.00 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.16 (s,
1H), 7.17 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.47 (t, 1H, J=5.6 Hz), 9.16
(s, 1H), 9.80 (s, 1H), 10.68 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 34.3, 40.5, 52.1, 107.7, 108.5, 115.1, 126.0,
127.4, 129.4, 129.5, 132.0, 133.1, 145.2, 146.1, 153.9, 155.2, 155.6,
157 4.

FAB-MS  m/z 414 ([M+H]"), 391.

FT-ICR-MS m/z 436.11141 ((M+Na]" ber. 436.11152 fiir CooH:90/N3Na*).
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IR vmax (cm’™") 3389, 3308, 3201, 3141, 2949, 2852, 1721, 1706, 1650,
1589, 1553, 1517, 1367, 1266, 1243, 1200.

Proximicin C (22). Die freie Saure 107 (30 mg, 0.1020 mmol, 1.0 eq) wurde in

O\>’NH i NH  DCM/DMF (1/1, 2 mL) gel6st. Zu dieser
MeO m H\@iw(@ Ldésung wurden nacheinander EDCI (20
o \ & O mg, 0.1020 mmol, 1.0 eq) und HOAt (14
mg, 0.1020 mmol, 1.0eq) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 5 h bei RT gerthrt. Anschlieend wurde Tryptamin (17
mg, 0.1020 mmol, 1.0 eq) in einer Portion zugegeben und die Reaktionsmischung fur
weitere 16 h bei RT geruhrt. Sie wurde mit EtOAc (20 mL) verdunnt, und mit 5 % HCI
(3 x 10 mL), ges. NaHCO3; (3 x 10 mL) und ges, Kochsalzlosung (3 x 10 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach Lyophilisation wurde die

gewunschte Verbindung als leicht grauer Feststoff erhalten (19 mg, 34 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) 8y 2.92 (t, 2H, J=7.5 Hz), 3.49 (q, 2H, J=7.3 Hz),
3.68 (s, 3H), 6.99 (t, 1H, J=7.4 Hz), 7.17 (m, 3H), 7.33 (d, 1H, J=8.1
Hz), 7.57 (d, 1H, J=7.9 Hz), 7.89 (s, 1H), 8.55 (t, 1H, J=5.7 Hz), 9.80 (s,
1H), 10.69 (s, 1H), 10.80 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 25.2, 39.4, 52.1, 107.7, 108.5, 111.4, 111.7,
118.2, 118.3, 120.9, 122.6, 126.1, 127.2, 127.4, 132.0, 133.0, 136.4,
145.2, 146.2, 154.0, 155.2, 157.5.

EI-MS m/z 436 (M*), 295, 143, 130.

CI-HRMS  m/z 437.1452 ([M+H]" ber. 437.1456 fiir CooH21O6N4").

FT-ICR-MS m/z 437.14551 ([M+H]* ber. 437.14556 fiir CooH2106N4*).

IR vmax (cm™) 3286, 3057, 2951, 2854, 1714, 1652, 1558, 1365, 1247,
1199.
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2.4 Synthese der potentiellen minor-groove-binder
2.4.1 Synthese der proximicinbasierenden Verbindungen

4-Methoxycarbonylamino-furan-2-carbonsauremethylester, Meoc-Fu-OMe (108).

0 Boc-Fu-OMe 88 (1.5 g, 6.2179 mmol, 1.0 eq) wurde geldst in 4

wed N HCl/Dioxan (30 mL). Nachdem die Reaktionsmischung fiir 3
e U\WOMe
(@)

h 50 min bei RT geruhrt wurde, wurden die fluchtigen
© Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das Amin-
Hydrochlorid wurde als beiger pulveriger Feststoff erhalten und ohne weitere
Aufreinigung weiter umgesetzt.

Das trockene Aminosaurehydrochlorid wurde in THF (50 mL) suspendiert und DIPEA
(2.661 mL, 15.5447 mmol, 2.5 eq) zugegeben. Nachdem die so erhaltene klare
Lésung fir 10 min bei RT geruhrt wurde, wurde Chlorameisensauremethylester (577
uL, 7.4614 mmol, 1.2 eq) zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 2 h bei
RT geruhrt Anschlieend wurden die fluchtigen Bestandteile unter vermindertem
Druck entfernt und der Ruckstand in EtOAc (150 mL) aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit Wasser (1 x 40 mL), 10 % HCI (3 x 30 mL), ges. NaHCO3-Lésung
(2 x 30 mL) und mit ges. Kochsalzlésung (2 x 30 mL) gewaschen. Anschlielend
wurde sie Uber Na SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
Hexan/EtOAc 3:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff erhalten

(1.117 g, 90 %).

'THNMR  (CDCls, 400 MHz) &y 3.78 (s, 3H), 3.85(s, 3H), 6.53 (s, 1H), 7.06 (s,
1H), 7.90 (s, 1H).
BCNMR  (CDCls, 100 MHz) 8¢ 52.2, 53.0, 111.5, 126.3, 134.8, 154.0, 159.0.

EI-MS m/z 199 (M™), 168, 140.
EI-HRMS  m/z 199.0488 (M ber. 199.0481 fiir CgHgOsN1™).
IR vmax (cm™") 3354, 3145, 2950, 1706, 1618, 1572.
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4-[(4-Methoxycarbonylamino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbonsaureme-
o thylester (106), Meoc-Fu-Fu-OMe, ausgehend von
H OMe Verbindung 108. Zu einer Lésung des Esters 108
0 N\Q/§o (280 mg, 1.4059 mmol, 1.0 eq) in THF (70 mL)
wurde tropfenweise eine 0.1 N LiOH-Lésung (168
mg, 7.0295 mmol, 5.0 eq, geldst in 70 mL H,O)zugegeben. Nach vollstandigem
Zutropfen wurde die Losung fur weitere 1.5 h bei RT geruhrt und anschliel3end
wurden die fluchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde mit Wasser (30 mL) verdinnt und mit 10 % HCI auf pH 3
eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt die freie Saure als
leicht gelblichen Feststoff (289 mg).
Die freie Saure wurde in DCM (30 mL) suspendiert und nacheinander wurden EDCI
(269 mg, 1.4059 mmol, 1.0 eq) and HOAt (191 mg, 1.4059 mmol, 1.0 eq) zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde fur 1 h gerthrt und anschlieBend wurde H-Fu-
OMe-HCI (102) (1.0 eq) suspendiert in DCM (5 mL) tropfenweise zugegeben.
Danach wurde DIPEA (241 pL, 1.4059 mmol, 1.0 eq) zugegeben und die
Reaktionsmischung flr weitere 16 h bei RT gerlhrt. Der entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert (Glasfritte, Pore 4) und mit kalten DCM (2 x 5 mL) gewaschen. Die

gewunschte Verbindung wurde als beiger Feststoff erhalten (329 mg, 76 %).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Verbindung 106, die ausgehend von
H-Fu-Fu-OMe*HCI erhalten wurde, Uberein (Kapitel 2.3).

4-({4-[(4-Methoxycarbonylamino-furan-2-carbonyl)-amino]-furan-2-carbonyl}-

o} amino)-furan-2-carbonsauremethylester,
Meo>LNH Meo  Meoc-Fu-Fu-Fu-OMe (116). Zu einer
4 | H ~ o LoOsung des Esters 106 (800 mg, 2.5954

0] N

MN N0  mmol, 1.0 eq) in THF (130 mL) wurde

O O tropfenweise eine wassrige Losung von
LiOH (311 mg, 12.9769 mmol, 5.0 eq, gelést in 130 mL H,O) zugegeben. Nach
Beendigung des Zutropfens wurde die Losung fur weitere 3 h bei RT geruhrt und

anschliefend wurden die flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt.
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Der Ruckstand wurde mit Wasser (50 mL) verdinnt und mit 10 % HCI auf pH 3
eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 70 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt die freie Saure als
leicht gelblichen Feststoff.

Die freie Saure wurde in DCM (50 mL) suspendiert und nacheinander wurden EDCI
(497 mg, 2.5954 mmol, 1.0 eq) and HOAt (354 mg, 2.5954 mmol, 1.0 eq) zugegeben.
Die trube Reaktionsmischung wurde fur 6 h geruhrt und anschlielfend wurde H-Fu-
OMe-HCI (102) (1.0 eq) suspendiert in DCM (15 mL) tropfenweise zugegeben.
Danach wurde DIPEA (444 pL, 2.5954 mmol, 1.0 eq) zugegeben und die
Reaktionsmischung fur weitere 16 h bei RT geruhrt. Der entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert (Glasfritte, Pore 4) und mit kalten DCM (2 x 5 mL) gewaschen. Die
gewulnschte Verbindung wurde als beiger Feststoff erhalten (992 mg, 92 %)

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 3.67 (s, 3H), 3.82(s, 3H), 7.32 (s, 1H), 7.44 (s,
1H), 7.53 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 9.94 (s, 1H),
10.97 (s, 1H), 11.04 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 51.9, 52.1, 108.7, 109.5, 112.3, 126.4, 126.5,
127.4, 132.2, 134.1, 135.9, 141.6, 144.7, 145.1, 154.0, 155.3 (vermutl.

2 x C), 158.3.

EI-MS m/z 417 (M™), 385, 358, 326, 277, 217, 136.

EI-HRMS  m/z 417.0808 (M* ber. 417.0808 fiir C1sH150sN5"™).

IR vmax (cm’!) 3323, 2919, 2851, 1724, 1669, 1589, 1553, 1437, 1365,
1252, 1198.

Meoc-Fu-Fu-Fu-NH; (109). Zu einer Lésung des Esters 116 (26 mg, 0.0623 mmol,

o} 1.0 eq) in THF (3.2 mL) wurde tropfenweise
Meo>\\NH i o eine wassrige Losung von LiOH (7.5 mg,
/O L K o 0.3115 mmol, 5.0 eq, geldst in .3.2 mL H0)

o \Eﬁo zugegeben. Nach Beendigung des

Zutropfens wurde die Losung fur weitere 6 h
bei RT gertuhrt und anschlielend wurden die fluchtigen Bestandteile unter

vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mit Wasser (2 mL) verdinnt und
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mit 10 % HCI auf pH 3 eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 10 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt die
freie Saure als leicht gelblichen Feststoff (25 mg).

Die freie Saure wurde in DMF (2 mL) gel6st und nacheinander wurden EDCI (12 mg,
0.0620 mmol, 1.0 eq) and HOAt (9 mg, 0.0620 mmol, 1.0 eq) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fur 5 h bei RT gerthrt und anschliefend wurde NH3 (0.5
M in Dioxan, 620 yL, 5.0 eq) zugetropft und die Reaktionsmischung fur weitere 16 h
bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit EtOAc (10 mL) verdinnt und mit
10 % NaxCOs3 (3 x 5 mL) und mit Wasser (3 x 5 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde unter vermindertem Druck bis zur volligen Trockenheit eingedampft.
Das Rohprodukt wurde in DMF (8 mL) geldst und mit 2-Chlorotrityl-Harz (60 mg, 1.7
mmol/g) und DIPEA (44 pL) fur 2.5 h bei RT geschuttelt. AnschlieRend wurde das
Harz abfiltriet und mit DMF gewaschen (3 x 5 mL). Das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck eingeengt und anschlieRend lyophilisiert (11.5 mg). Das
Lyophilisat wurde in Wasser suspendiert und mehrmals mit kleinen Portionen Wasser
(3 x 2 mL) gewaschen und erneut lyophilisiert, um die gewlnschte Verbindung als
Feststoff zu erhalten (8.0 mg, 32 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) & 3.68 (s, 3H), 7.19 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.37
(s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 8.25 (s,
1H), 9.82 (s, 1H), 10.78 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) ¢ 52.1, 108.2, 108.6, 109.2, 126.1, 126.4, 127.4,
133.1, 133.3, 133.9, 145.0, 145.2, 146.1, 154.0, 155.2, 155.2, 159.2.

ESI-MS  m/z 403.1 (M+H]").

FT-ICR-MS m/z 403.08849 ([M+H]" ber. 403.08844 fiir C17H15s0sN4").

IR vmax (cm™) 3419, 3317, 3210, 3143, 2921, 2851, 1730, 1691, 1663,
1586, 1554, 1366, 1244, 1195.
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Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra (110). Der Ester 116 (57 mg, 0.1366 mmol, 1.0 eq) wurde in
o THF (6.8 mL) geldst und LiOH

)\\NH /\/©/OH (16 mg, 0.6829 mmol, 5.0 eq)

// y HN gelést in HO (6.8 mL)
o)

) N -\ HN‘GAO tropfenweise zugegeben. Nach 6

5 \0 h Rihren bei RT wurde die

0]

MeO

Suspension unter vermindertem
Druck eingeengt und der Ruckstand mit Wasser (10 mL) verdinnt. Die wassrige
Phase wurde mit 10 % HCI angesauert (pH 3) und mit EtOAc (3 x 15 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingedampft (50 mg).
Die freie Saure wurde in DMF (0.5 mL) und DCM (2 mL) suspendiert und EDCI (24
mg, 0.1240 mmol, 1.0 eq) und HOAt (17 mg, 0.1240 mmol) wurden nacheinander
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 5 h bei RT gerlhrt bis eine klare Losung
entstand. Anschlielend wurde Tyramin (17 mg, 0.1240 mmol, 1.0 eq) als Festsoff in
einer Portion zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 16 h bei RT geruhrt.
Nach Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionsmischung mit EtOAC (15 mL)
verdinnt und die organische Phase mit ges. NaHCOs-Lésung(1 x 10 mL)
gewaschen. Der dabei entstehende Niederschlag an der Phasengrenze wurde
abfiltriert (Glasfritte, Pore 4), mit Wasser (10 mL) gewaschen und getrocknet (56 mg).
Die organische Phase des Filtrats wurde mit anschlie®Bend nochmals mit ges.
NaHCOs3-Losung (2 x 10 mL) gewaschen, mit Na,SO, getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingeengt (14 mg). Es wurden so insgesamt 60 mg Rohprodukt
erhalten. Ein Teil des Rohproduktes (20 mg) wurde in DMF (3 mL) gel6st und fur 2.5
h bei RT mit 2-CI-Trt-Harz (44 mg, 1.7 mmol/g) in der Gegenwart von DIPEA (26 pL)
geschuttelt. Das Harz wurde abfiltriert, gewaschen (DMF, 3 x 5 mL) und lyophilisiert
(20 mg). Das Lyophilisat wurde mit Wasser (3 x 2 mL) gewaschen und erneut

lyophilisiert, um die gewunschte Verbindung zu erhalten (12 mg, 50 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8y 2.69 (t, 2H, J=7.2 Hz), 3.36 (m, 2H), 3.68 (s,
3H), 6.67 (d, 2H, J=8.3 Hz), 7.00 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.18 (m, 2H), 7.37
(s, 1H), 7.91 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.49 (t, 1H, J=5.7 Hz),
9.19 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 10.78 (s, 2H).
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BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 34.3, 40.5, 52.1, 107.7, 108.6, 109.2, 115.1,
126.0, 126.4, 127.4, 129.4, 129.5, 132.1, 133.1, 133.9, 145.0, 145.1,
146.1, 154.0, 155.2, 155.2, 155.6, 157.4.

FAB-MS  m/z 523 ([M+H]"), 391, 246.

FT-ICR-MS m/z 523.14568 (IM+H]", ber. 523.14595 fiir CosH230sN4").

IR vmax (cm™) 3318, 3206, 3143, 2952, 1721, 1661, 1587, 1551, 1366,
1241, 1196.

Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa (111). Der Ester 116 (57 mg, 0.1366 mmol, 1.0 eq) wurde in

H THF (6.8 mL) gelost und LiOH

/\L@ (16 mg, 0.6829 mmol, 5.0 eq)

O>\\NH HN gelést in  H,O (6.8 mlL)
MeO a y SN ) tropfenweise zugegeben. Nach 6
o NM N0 h Rihren bei RT wurde die

O \ o] o Suspension unter vermindertem

Druck eingeengt und der Rickstand mit Wasser (10 mL) verdinnt. Die wassrige
Phase wurde mit 10 % HCI angesauert (pH 3) und mit EtOAc (3 x 15 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO, getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingedampft (50 mg).

Die freie Saure wurde in DMF (0.5 mL) und DCM (2 mL) suspendiert und EDCI (24
mg, 0.1240 mmol, 1.0 eq) und HOAt (17 mg, 0.1240 mmol) wurden nacheinander
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 5 h bei RT geruhrt bis eine klare Losung
entstand. Anschliefend wurde Tryptamin (20 mg, 0.1240 mmol, 1.0 eq) als Festsoff
in einer Portion zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 16 h bei RT
geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionsmischung mit EtOAC
(15 mL) verdunnt und die organische Phase mit ges. NaHCO3-L6sung (1 x 10 mL)
gewaschen. Der dabei entstehende Niederschlag an der Phasengrenze wurde
abfiltriert (Glasfritte, Pore 4), mit Wasser (10 mL) gewaschen und getrocknet (61 mg).
Die organische Phase des Filtrats wurde mit anschlieRend nochmals mit ges.
NaHCOs3-Losung (2 x 10 mL) gewaschen, mit Na,SO,4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingeengt (7 mg). Es wurden so insgesamt 68 mg Rohprodukt
erhalten. Ein Teil des Rohproduktes (32 mg) wurde in DMF (3 mL) geldst und fur 2.5
h bei RT mit 2-CI-Trt-Harz (44 mg, 1.7 mmol/g) in der Gegenwart von DIPEA (26 pL)
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geschuttelt. Das Harz wurde abfiltriert, gewaschen (DMF, 3 x 5 mL) und lyophilisiert.
Das Lyophilisat wurde mit Wasser (3 x 2 mL) gewaschen und erneut lyophilisiert, um

die gewunschte Verbindung zu erhalten (20 mg, 57 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8y 2.92 (t, 2H, J=7.5 Hz), 3.49 (m, 2H), 3.68 (s,
3H), 6.98 (t, 1H, J=7.3 Hz), 7.06 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.18 (m, 3H), 7.33 (d,
1H, J=8.1 Hz), 7.38 (s, 1H), 7.57 (d, 1H, J=7.7 Hz), 7.91 (s, 1H), 8.17
(s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.58 (t, 1H, J=5.8 Hz), 9.83 (s, 1H), 10.80 (m, 3H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) &c 25.2, 39.5, 52.1, 107.8, 108.6, 109.2, 111.4,
111.7, 118.2, 118.3, 121.0, 122.6, 126.1, 126.4, 127.3, 127.4, 132.1,
133.1, 133.9, 136.3, 145.0, 145.2, 146.2, 154.0, 155.2, 155.3, 157.5.

ESI-MS  m/z 546.1 (M+H]").

FT-ICR-MS m/z 546.16242 ([M+H]" ber. 546.16194 fiir Co7H2405Ns").

IR vmax (cm™) 3319, 3209, 2953, 2924, 2851, 1718, 1660, 1567, 1549,
1366, 1241, 1196.

Meoc-Fu-Fu-Dp (112). Verbindung 106, Meoc-Fu-Fu-OMe, (100 mg, 0.3244 mmol,
H HN” "N 1.0 eq) wurde in THF (16 mL) gelést und
YND\(H S 0 | LiOH (39 mg, 1.6221 mmol, 5.0 eq) geldst in
o H,O (16 mL) tropfenweise zugegeben. Nach
vollstandiger Zugabe wurde die Reaktion flr weitere 3 h bei RT gerlhrt, bevor die
flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt wurden. Der Rickstand
wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und mit 10 % HCI angesauert (pH 3).
Anschlielend wurde die wassrige Phase mit EtOAc (3 x 40 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingedampft (92 mg).
Die freie Saure (85 mg) wurde in DMF/DCM (1/8, 9 mL) geloést und EDCI (56 mg,
0.2889 mmol, 1.0 eq) and HOAt (40 mg, 0.2289 mmol, 1.0 eq) nacheinander
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 3 h bei RT gerthrt. Anschliel3end
wurde 3-Dimethylamino-1-propylamin (44 uL, 0.3467 mmol, 1.2 eq) zugetropft und
die Mischung fur 16 h bei RT geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde sie mit
EtOAc (30 mL) verdunnt und mit ges. NaHCO3;-LAsung (3 x 15 mL) gewaschen. Die

organische Phase wurde mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
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Druck eingeengt (58 mg). Ein Teil des Rohproduktes (10 mg) wurde durch
praparative RP- HPLC aufreinigt (6.2 mg, 32 %).
HPLC: System C/D, linearer Gradient von 10 % auf 40 % D in 20 min

'THNMR  (DMSO-ds, 500 MHz) 84 1.67 (m, 2H), 2.27 (s, 6H), 2.42 (bs, 2H), 3.23
(m, 2H, J=6.2 Hz), 3.68 (s, 3H), 7.16 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.89 (s, 1H),
8.14 (s, 1H), 8.25 (bs, 1H), 8.54 (t, 1H, J=5.5 Hz), 9.83 (s, 1H), 10.72 (s,
1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 26.6, 36.9, 44.6, 52.1, 56.5, 107.7, 108.5,
126.0, 127.4, 133.0, 145.2, 146.1, 153.9, 155.2, 157.5.

EI-MS m/z 378 (M*), 269, 168, 58.

EI-HRMS  m/z 378.1532 (M" ber. 378.1539 fiir C17H2206N4").

IR vmax (cm'!) 3261, 3041, 2955, 2781, 2703, 1725, 1652, 1559, 1364,
1245, 1200.

Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp (113). Der Ester 116 (29 mg, 0.0695 mmol, 1.0 eq) wurde in

0 THF (3.5 mL) geldst und LiOH (8.3
MeO»\NH PR mg, 0.3474 mmol, 5.0 eq) geldst in
/ , ’ HN |  H20 (3.5 mL) tropfenweise
O N \ HN_C(&O zugegeben. Nach 6 h Riihren bei RT

O
O mo wurde die  Suspension unter

vermindertem Druck eingeengt und der Rickstand mit Wasser (5 mL) verdinnt. Die
wassrige Phase wurde mit 10 % HCI angesauert (pH 3) und mit EtOAc (3 x 10 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO4 getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck eingedampft (27 mg).

Die freie Saure wurde in DMF (1 mL) gelést und EDCI (13 mg, 0.0669 mmol, 1.0 eq)
und HOAt (9 mg, 0.0669 mmol, 1.0 eq) wurden nacheinander zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 2 h 45 min bei RT geruhrt bis eine klare Losung entstand.
AnschlieBend wurde 3-Dimethylamino-1-propylamin (9.2 uL, 0.0736 mmol, 1.1 eq)
geldst in DMF (83 pL) zugegeben und die Reaktionsmischung flr weitere 16 h bei
RT geruhrt. Nach Beendigung wurde sie unter vermindertem Druck zur volligen
Trockenheit eingedampft und der Ruckstand in MeOH (2 mL) suspendiert. Der
entstandene Niederschlag wurde abgetrennt, mit MeOH (1 mL) und EtOAc (2 mL)
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gewaschen und getrocknet (25 mg). Er enthielt immer noch kleine Mengen HOAL. Ein
Teil des Rohproduktes (16 mg) wurde in DMF (1 mL) geldst, auf eine SPE-Kartusche
beladen mit PL-TBD (Polymer Laboratories, 0.6 mmol/SPE-Kartusche) aufgetragen
und mit DMF (20 mL) eluiert. Die vereinigten Eluate wurden unter vermindertem
Druck eingeengt und anschlie®end lyophilisiert. Die gewlnschte Verbindung wurde

als leicht gelber Feststoff erhalten (11 mg, 53 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8y 1.62 (m, 2H), 2.13 (s, 6H), 2.24 (t, 2H, J=6.9
Hz), 3.22 (q, 2H, J=6.5 Hz), 3.69 (s, 3H), 7.17 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.37
(s, 1H), 7.90 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.50 (t, 1H, J=5.8 Hz),
9.81 (s, 1H), 10.76 (s, 1H), 10.77 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 27.0, 37.1, 45.1, 52.1, 56.9, 107.7, 108.6,
109.2, 126.0, 126.4, 127.4, 132.1, 133.1, 133.9, 145.0, 145.1, 146.1,
153.9, 155.2, 155.2, 157.4,

ESI-MS  m/z 488.1 (IM+H]").

FT-ICR-MS m/z 488.17772 ([M+H]" ber. 488.17759 fiir Co2H260sNs").

IR vmax (cm™) 3317, 3202, 3142, 2957, 2929, 2852, 2672, 1721, 1663,
1583, 1552, 1365, 1241, 1195.

Boc-Fu-Fu-Dp (117). Zu einer Lésung des Esters 104 (100 mg, 0.2855 mmol, 1.0
HN" " NMe, eq) in THF (14 mL) wurde tropfenweise eine
wassrige Losung von LiOH (34 mg, 1.4273

BocHN AN—C ] ©
m \_0 mmol, 5.0 eq, geldst in 14 mL H0)
0] @]

zugegeben. Nach Beendigung des
Zutropfens wurde die Losung fir weitere 2 h bei RT gertuhrt und anschliel’end
wurden die flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde mit Wasser (10 mL) verdinnt und mit 10 % HCI auf pH 3
eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden tber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt die freie Saure als
leicht gelblichen Feststoff (96 mg, quant.).

Ein Teil der freien Saure (70 mg, 0.2081 mmol, 1.0 eq) wurde in DMF (5 mL) gelost
und EDCI (80 mg, 0.4163 mmol, 2.0 eq) und HOAt (28 mg, 0.2081 mmol, 1.0 eq)
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nacheinander zugegeben. Die resultierende Losung wurde fur 2h bei RT gerlhrt,

bevor 3-Dimethylamino-1-propylamin (31 pl, 0.2498 mmol, 1.2 eq) zugegeben und

fur weitere 16 h bei RT geruhrt wurde. Die Reaktionsmischung wurde in EtOAc (30

mL) gegossen und mit ges. NaHCO;-Losung (3 x 30 mL) gewaschen. Anschliel3end

wurde die organische Phase mit Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene leicht gelbliche Feststoff wurde in

wenig Et,O suspendiert und die Uberstehende Losung abpipettiert (2 x). Die

gewunschte Verbindung wurde als farbloser Feststoff erhalten (65 mg, 74 %)

"H NMR

3C NMR

EI-MS
EI-HRMS
IR

(DMSO-dg, 400 MHz) 814 1.47 (s, 9H), 1.61 (p, 2H), 2.12 (s, 6H), 2.22 (t,
2H, J=7.0 Hz), 3.22 (q, 2H, J=6.3 Hz), 7.13 (s, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.88
(s, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.50 (t, 1H, J=5.7 Hz), 9.55 (s, 1H), 10.68 (s, 1H).
(DMSO-ds, 125 MHz) 8¢ 27.0, 28.0, 37.1, 45.2, 56.9, 79.5, 107.6,
108.5, 126.0, 127.5, 131.8, 133.0, 145.0, 146.1, 152.6, 155.2, 157 .4.
m/z 420 (M*), 320, 218

m/z 420.20129 (M*", ber. 420.20088 fiir CaoH2506N4™).

vmax (cm™) 3321, 2976, 2941, 2863, 2817, 2781, 1701, 1651, 1558,
1457, 1366, 1304, 1247, 1197, 1161, 1052.
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2.4.2 Synthese des Furan-Netropsin-Derivates

4-(2-tert-Butoxycarbonylamino-acetylamino)-furan-2-carbonsauremethylester,
BOCHN/>/NH Boc-Gly-Fu-OMe (123). V?rbindung .88, 'Boc-Fu-OMe,
4 U\KOMe (500 mg, 2.07 mmol) wurde in 4 N HCI in Dioxan (10 mL)
o gelost. Nach 3 h 20 min Ruhren bei RT wurden die
© flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt

und ein beiges Pulver erhalten.

Boc-Gly-OH (363 mg, 2.07 mmol, 1.0 eq) wurde in DCM (40 mL) geldést und
nacheinander wurden HOAt (282 mg, 2.07 mmol, 1.0 eq) and EDCI (397 mg, 2.07
mmol, 1.0 eq) zugegeben und die Reaktionsmischung fur 3 h bei RT geruhrt. Das
Aminosaurehydrochlorid aus dem ersten Reaktionsschritt (2.07 mmol) wurde in DCM
(15 mL) suspendiert und tropfenweise zugegeben. Nach der Zugabe von DIPEA (355
ML, 2.07 mmol, 1.0 eq) wurde die nun klare Reaktionsmischung fur 19 h bei RT
geruhrt. Anschlieend wurde DCM unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in EtOAc (60 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 10 %
HCI (3 x 20 mL), ges. NaHCO3-L6sung (3 x 20 mL) und mit ges. Kochsalzlésung (1 x
30 mL) gewaschen. Sie wurde mit Na,SO, getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, Hexan/EtOAc 2:1) aufgereinigt und 387 mg eines
leicht gelblichen Feststoffes erhalten. Dieser wurde mit Et,O (4 x 3 mL) gewaschen,
um die die gewunschte Verbindung als farblosen Feststoff zu erhalten (364 mg, 59

%).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 4 1.39 (s, 9H), 3.69 (d, 2H, J=6.2 Hz), 3.80 (s,
3H), 7.14 (t, 1H, J=6.2 Hz), 7.19 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 10.21 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 28.2, 43.4, 51.9, 78.2, 111.7, 118.2, 126.4,
141.6, 155.9, 158.2, 167.9.

EI-MS m/z 298 (M™), 242, 141, 84, 66, 57.
EI-HRMS  m/z 298.1165 (M™ ber. 298.1165 fiir C13H1506N2™).
IR vmax (cm’™") 3311, 2978, 2933, 1718, 1684, 1562, 1517, 1367, 1325,

1202, 1166 1102.
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Boc-Gly-Fu-Fu-OMe (124). Verbindung 123 (320 mg, 1.07 mmol, 1.0 eq) wurde in

BocHN THF (54 mL) gel6st und eine Lésung von LiOH

’T%”NH OMe
O U\WHM (128 mg, 5.36 mmol, 5.0 eq) in HO (54 mL)
) 0 \ O © wurde langsam zugetropft. Anschliefend wurde
fur 220 min bei RT gerthrt und dann die flichtigen Bestandteile unter vermindertem
Druck entfernt. Der Rickstand wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und mit einer 10
% HCI-Losung angesauert (pH 4). Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit Na;SO4 getrocknet,
filtriert und das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die freie
Saure wurde als farbloser Feststoff erhalten (302 mg).
Die Saure wurde in DCM (20 mL) suspendiert, nacheinander mit HOAt (145 mg, 1.06
mmol, 1.0 eq) und EDCI (204 mg, 1.06 mmol, 1.0 eq) versetzt und die
Reaktionsmischung flir 3 h bei RT geruhrt bis eine klare Losung entstand.
Verbindung (102), H-Fu-OMe+*HCI, (1.0 eq) wurde als Suspension in DCM (10 mL)
langsam zugetropft. Nach der Zugabe von DIPEA (182 uL, 1.06 mmol, 1.0 eq)
resultierte eine klare Losung, die fur 13 h bei RT geruhrt wurde. DCM wurde unter
vermindertem Druck entfernt und die verbliebene Losung mit EtOAc (60 mL)
verdunnt. Die L6sung wurde mit 10 % HCI (3 x 20 mL), mit ges. NaHCO3;-Ldsung (3 x
20 mL) und mit ges. Kochsalzlésung (1 x 20 mL) gewaschen, mit Na,SO,4 getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt ein ol,

das nach Lyophilisation einen farblosen Feststoff ergab (184 mg, 43 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 4 1.40 (s, 9H), 3.71 (d, 2H, J=6.0 Hz), 3.82 (s,
3H), 7.14 (t, 1H, J=6.0 Hz), 7.23 (s, 1H), 7.33 (d, 1H, J=0.7 Hz), 8.17 (s,
1H), 8.30 (d, 1H, J=0.6 Hz), 10.25 (s, 1H), 10.77 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 28.2, 43.4, 52.0, 78.2, 108.9, 112.2, 126.3,
126.6, 133.7, 135.9, 141.7, 144.8, 155.3, 156.0, 158.2, 167.9.

EI-MS m/z 407 (M*), 351, 316, 250.
EI-HRMS  m/z 407.1326 (M* ber. 407.1329 fiir C1gH210sN3").
IR vmax (cm™) 3337, 3141, 2977, 2929, 1712, 1683, 1577, 1526, 1384,

1367, 1249, 1200, 1169, 1114.

142



Experimenteller Teil

Boc-Gly-Fu-Fu-Dp (125). Der Ester 124 (175 mg, 0.4296 mmol) wurde in THF (21
HN” >""NMe, mL) geldst und eine Lésung von LiOH
BOCHN/YN \ HN@/§O (51 mg, 2.1462 mmol, 5.0 eq) in H,0
mo 0O (21 mL) wurde langsam zugetropft.
AnschlielRend wurde fur 3 h bei RT
geruhrt und dann die flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde mit Wasser (20 mL) verdunnt und mit einer 10 % HCI angesauert
(pH 4). Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte wurden mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die freie Saure wurde als farbloser
Feststoff erhalten (169 mg).
Die freie Saure wurde in DCM (10 mL) suspendiert und EDCI (83 mg, 0.4296 mmol,
1.0 eq) und HOAt (59 mg, 0.4296 mmol, 1.0 eq) wurden nacheinander zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 3 h bei RT geruhrt bis eine klare Ldésung entstand.
Anschlieend wurde 3-Dimethylamino-1-propylamin (54 uL, 0.4296 mmol, 1.0 eq)
geldst in DMF (220 pL) zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 24 h bei
RT geruhrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert (Glasfritte, Pore 4) und
mit DCM gewaschen (3 x 10 mL) Das so erhaltene Rohprodukt wurde durch Saulen-
chromatographie (Kieselgel, DCM/MeOH/25 % NHs;, 7/1/0.1) aufgereinigt und das
Produkt als farbloser Feststoff erhalten (124 mg, 58 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8y 1.40 (s, 9H), 1.61 (m, 2H), 2.13 (s,6H), 2.23 (t,
2H, J=7.2 Hz), 3.22 (q, 2H, J=6.6 Hz), 3.71 (d, 2H, J=6.0 Hz), 7.14 (t,
1H, J=5.9 Hz), 7.15 (d, 1H, J=0.8 Hz), 7.23 (s, 1H), 8.14 (d, 1H, J=0.6
Hz), 8.16 (s, 1H), 8.51 (t, 1H, J=5.7 Hz), 10.25 (s, 1H), 10.72 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 27.0, 28.2, 37.1, 43.4, 45.2, 56.9, 78.2, 107.7,
108.7, 126.0, 126.6, 133.0, 144.9, 146.1, 155.2, 156.0, 157.4, 167.9.

EI-MS m/z 477 (M™), 430, 404, 377, 190.2.
EI-HRMS  m/z 477.2222 (M™ ber. 477.2224 fiir CoH3107N5™).
IR vmax (cm’') 3282, 2977, 2943, 2867, 2780, 1683, 1651, 1559, 1522,

1367, 1303, 1197, 1169.
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Boc,-Gua-Ac-Fu-Fu-Dp (126). Das Boc-geschitzte Amin 125 (30 mg, 0.0628 mmol)
NBoc NS NMe, wurde in 4 N HCI in Dioxan (5
H/Y HN\®/§O mL) gelost, fur 40 min bei RT
O m \_0 gerihrt und anschlieend die
© flichtigen Bestandteile unter
vermindertem Druck entfernt.
Das Hydrochlorid wurde in DMF/DCM (2/5, 7 mL) geldst. DIPEA (22 puL, 0.1257
mmol, 2.0 eq), das Goodmans Reagenz!"*®! (128) (27 mg, 0.06911, 1.1 eq) und TEA
(10 pL, 0.06911 mmol, 1.1 eq) wurden nacheinander zugegeben und die Mischung
bei RT geruhrt. Nach 21 h wurde nochmals etwas Goodmans Reagenz (5 mg,
0.0126 mmol, 0.2 eq) und TEA (1.7 pL, 0.0126 mmol, 0.2 eq) zugegeben und die
Mischung fur weitere 5 h bei RT geruhrt. Die Mischung wurde mit DCM (10 mL)
verdunnt und mit ges. NaHCOs-Losung (3 x 5 mL) gewaschen. Die vereinigten
wassrigen Phasen wurden mit DCM (3 x 5 mL) nochmals extrahiert und alle
vereinigten organischen Phasen wurden uUber NaSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach S&aulenchromatographie
(Kieselgel, DCM/MeOH/25 % NHsj, 7/1/0.05) konnte das Produkt als farbloser
Feststoff isoliert werden (29 mg, 74 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8 1.38 (s, 9H), 1.50 (s, 9H), 1.64 (m, 2H), 2.19
(s, 6H), 2.31 (t, 2H, J=7.1 Hz), 3.22 (g, 2H, J=6.3 Hz), 4.16 (d, 2H,
J=5.1 Hz), 7.16 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.51 (t,
1H, J=6.0 Hz), 8.76 (t, 1H, J=5.2 Hz), 10.40 (s, 1H), 10.72 (s, 1H),
11.48 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 26.8, 27.6, 27.9, 37.0, 43.6, 44.9, 56.7, 78.4,
83.1, 107.7, 108.5, 126.0, 126.3, 133.0, 133.7, 145.1, 146.1, 151.9,
155.1, 155.4, 157.5, 162.9, 166.3.

FAB-MS  m/z 620.3 ((M+H]"), 520.3, 420.2, 391.3, 246.1.

FT-ICR-MS m/z 620.30397 ([M+H]" ber. 620.30385 fiir CosH4200N7").

IR vmax (cm™) 3287, 2978, 2933, 2871, 1727, 1646, 1621, 1559, 1396,
1369, 1306, 1148, 1105, 1060.
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Gua-Ac-Fu-Fu-Dp (114). Verbindung 126 (7 mg, 0.01130 mmol) wurde in DCM

] NJTH ] NS NMe, (1".88 mL) gelést.. Zu d.er geruhrten
2 INI/YN HNCJ/&O Lésung wurde eine Mischung aus
0 m \_0 TFA/DCM (1/2, 11.3 mL) langsam
© 0 zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde fur weitere 5 h bei RT geriuhrt. DCM wurde unter vermindertem Druck entfernt
und der verbliebene Ruckstand erneut in DCM (10 mL) aufgenommen und erneut
eingeengt um TFA-Reste zu entfernen. Danach wurde der Rlckstand zweimal in
Diethylether (2 x 10 mL) aufgenommen und beide Male unter vermindertem Druck
vollstandig eingedampft. Das Rohprodukt wurde in Wasser gelést und lyophilisiert.
Das Lyophilisat wurde mit Hexan (2 x 10 mL) gewaschen und erneut lyophilisiert.
Das so erhaltene TFA-Salz der gewlnschten Verbindung wurde in Wasser (1 mL)
geldst und in Gegenwart von Amberlite® IRA-400 (CI-Form) fiir 24 h bei RT
geschuttelt. Das Harz wurde abgetrennt und mit Wasser (3 x 1 mL) gewaschen. Die
vereinigten wassrigen Waschfraktionen wurden lyophilisiert. Man erhielt das Produkt
als leicht gelblichen Feststoff (4.5 mg, 81 %). Die Abwesenheit von TFA wurde durch

Y F_.NMR-Spektroskopie Uiberpriift.

'THNMR (D0, 500 MHz) & 2.02 (m, 2H), 2.89 (s, 6H), 3.19 (m, 2H), 3.43 (t, 2H,
J=6.6 Hz), 4.15 (s, 2H), 7.18 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.10 (s,
1H).

BCNMR (DO, 125 MHz) §c 24.2, 35.8, 42.7, 43.6, 52.2, 109.2, 109.9, 125.1,
125.3, 135.7, 135.9, 144.5, 144.8, 157.4, 157.5, 160.3, 167.5.

ESI-MS  m/z 420.2 (M+H]").

FT-ICR-MS m/z 420.19920 ([M+H]* ber. 420.19899 fiir C1sH2605N7").

IR vmax (cm™) 3293, 2957, 2926, 2854, 2713, 2523, 1664, 1560, 1466,
1379, 1311, 1208, 1166, 1125.
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2.4.3 Synthese des Furan-Distamycin-Derivates

Boc-Fu-Fu-Fu-OMe (131). Der Ester 104, Boc-Fu-Fu-OMe, (165 mg, 0.4710 mmol,

BocHN 1.0 eq) wurde in THF (24 mL) gel6st und eine
7% | H \Meo o Lésung von LIOH (56 mg, 2.3550 mmol, 5.0 eq)

0 NMN@ in H,O (24 mL) wurde langsam zugetropft.

© | o 0 Anschlie®end wurde fur 3 h bei RT geruhrt und

dann die fluchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand
wurde mit Wasser (30 mL) verdinnt und mit einer 10 % HCI angesauert (pH 4). Die
wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Extrakte wurden mit Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Die freie Saure wurde als farbloser Feststoff erhalten
(151 mgq).

Die freie Saure wurde in DCM (7 mL) suspendiert und EDCI (90 mg, 0.4710 mmol,
1.0 eq) und HOAt (64 mg, 0.4710 mmol, 1.0 eq) wurden nacheinander zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 3.5 h bei RT geruhrt bis eine klare Losung entstand.
AnschlieRend wurde Verbindung H-Fu-OMe*HCI (102), (1.0 eq) suspendiert in DCM
(6 mL) zugegeben und nach Zugabe von DIPEA (81 pL, 0.4710 mmol, 1.0 eq) die
Reaktionsmischung flr weitere 16 h bei RT gerlhrt. Der entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert (Glasfritte, Pore 4) und mit kaltem DCM gewaschen (2 x 1 mL). Das
Produkt wurde so als beiger Feststoff erhalten (161 mg, 74 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) &, 1.47 (s, 9H), 3.82 (s, 3H), 7.15 (s, 1H), 7.35
(d, 1H, J=0.8 Hz), 7.37 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.31 (d, 1H,
J=0.8 Hz), 9.56 (s, 1H), 10.77 (s, 1H), 10.82 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8¢ 28.0, 51.9, 79.6, 108.6, 109.4, 112.2, 126.3,
126.5, 127.6, 131.9, 134.0, 135.9, 141.7, 144.8, 144.9, 152.6, 155.2,

155.3, 158.2.

EI-MS m/z 459 (M™), 359, 300, 219, 191, 110, 57.

EI-HRMS  m/z 459.1283 (M™ ber. 440.1278 fiir C21H21OgN3"™").

IR vmax (cm’™") 3336, 2978, 2932, 1709, 1663, 1618, 1570, 1369, 1240,
1199.

146



Experimenteller Teil

Boc-Fu-Fu-Fu-Dp (132). Der Ester 131, Boc-Fu-Fu-Fu-OMe, (151 mg, 0.3287 mmaol,

BocHN 1.0 eq) wurde in THF (16 mL) gelost
a y HN">"NMe, und eine Ldsung von LiOH (39 mg,

© S 0 1.6434 mmol, 5.0 eq) in H,O (16 mL)

o B < \_0 wurde langsam zugetropft.

Anschlielend wurde fir 135 min bei
RT geruhrt und dann die fluchtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt.
Der Ruckstand wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und mit einer 10 % HCI
angesauert (pH 4). Die wassrige Phase wurde mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden mit Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die freie Saure wurde als farbloser
Feststoff erhalten (141 mg).
Die freie Saure (126 mg) wurde in DCM/DMF (3/1, 8 mL) suspendiert und EDCI (55
mg, 0.2829 mmol, 1.0 eq) und HOAt (39 mg, 0.2829 mmol, 1.0 eq) wurden
nacheinander zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 5 h bei RT geruhrt bis eine
klare Losung entstand. Anschlielfend wurde 3-Dimethylamino-1-propylamin (39 pL,
0.3112 mmol, 1.1 eq) geldst in DMF (156 uL) zugegeben und die Reaktionsmischung
fur weitere 16 h bei RT gerthrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde sie mit EtOAC
(40 mL) verdinnt und der dabei entstandene Niederschlag abfiltriert (Glasfritte, Pore
4), mit Wasser (2 x 5 mL) gewaschen und getrocknet (78 mg). Die organische Phase
des Filtrats wurde mit anschlieBend nochmals mit ges. NaHCO3-Losung (2 x 10 mL)
und mit ges. Kochsalzldésung (1 x 15 mL) gewaschen, mit Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck eingeengt (36 mg). Es wurden so insgesamt 114 mg
Rohprodukt erhalten. Ein Teil des Rohproduktes (78 mg) wurde in DMF (3 mL) gelost
und fur 2.5 h bei RT mit 2-ClI-Trt-Harz (198 mg, 1.7 mmol/g) in der Gegenwart von
DIPEA (115 pL) geschuttelt. Das Harz wurde abfiltriert, gewaschen (DMF, 3 x 10 mL)
und lyophilisiert (85 mg). Das Lyophilisat wurde in Wasser geldst auf eine SPE-
Kartusche beladen mit PL-HCO3; (Polymer Laboratories, 0.6 mmol/SPE-Kartusche)
aufgetragen und mit Wasser (25 mL) eluiert. Die vereinigten Eluate wurden

lyophilisiert. Die gewunschte Verbindung wurde als Feststoff erhalten (52 mg, 35 %).

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) 8y 1.47 (s, 9H), 1.61 (m, 2H), 2.12 (s, 6H), 2.22
(t, 2H, J=7.0 Hz), 3.22 (q, 2H, J=6.3 Hz), 7.14 (bs, 1H), 7.17 (s, 1H),
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7.36 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.15 (d, 1H, J=0.7 Hz), 8.24 (d, 1H, J=0.7
Hz), 8.51 (t, 1H, J=5.7 Hz), 9.57 (s, 1H), 10.78 (bs, 2H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) 8¢ 27.0, 28.0, 37.1, 45.1, 56.9, 79.5, 107.7,
108.6, 109.2, 126.0, 126.5, 127.6, 131.9, 133.0, 133.9, 144.9, 145.0,
146.1, 152.6, 155.2, 155.3, 157.4.

EI-MS m/z 529 (M*), 429, 320, 191, 110, 58.

FAB-MS  m/z 530.2 ((M+H]"), 552.2 ([M+Nal").

FT-ICR-MS m/z 530.22449 ([M+H]* ber. 530.22454 fiir CpsH3,0sNs").

IR vmax (cm™) 3327, 2925, 2853, 2766, 1704, 1660, 1566, 1369, 1241,
1199.

Formyl-Fu-Fu-Fu-Dp (115). Verbindung 132 (20 mg 0.0378 mmol) wurde fir 40 min
0 in 1 mL einer Mischung aus

H)L NH TFA/TIPS/H,O (95/2.5/2.5) bei RT
/, ’ HN" ""NMe, gerthrt. Die flichtigen Bestandteile
© N HN S 0 wurden unter vermindertem Druck

© /o\ \_0 entfernt und das olige Produkt in
© Wasser aufgenommen und
lyophilisiert.

Das Lyophilisat wurde in DMF/THF (1/3, 1.9 mL) geldst, auf -40 °C gekuhlt und eine
Lésung, die N-Formylimidazol enthielt, das durch Reaktion von CDI (31 mg, 0.1888
mmol, 5.0 eq) in THF (1.9 mL) mit Ameisensaure (7.1 pl, 0.1888 mmol, 5.0 eq) bei
RT fur 25 min erhalten wurde, versetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei -40 °C fur
1 h geruhrt, dann langsam auf RT erwarmt und fir weiter 4 h bei RT gerthrt. THF
wurde unter vermindertem Druck entfernt, Wasser zugegeben und die Ldsung
lyophilisiert. Das Rohprodukt (49 mg) wurde durch praparative RP-HPLC
aufgereinigt. Die produktenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert.
Das gewilnschte Produkt konnte so als leicht gelblicher Feststoff erhalten werden
(4.7 mg, 27 %).

HPLC: System C/D, linearer Gradient von 0 % auf 40 % D in 40 min

'THNMR  (DMSO-ds, 400 MHz) &y 1.65 (p, 2H, J=7.0 Hz), 2.20 (s, 6H), 2.33 (t,
2H, J=7.0 Hz), 3.23 (q, 2H, J=6.7 Hz), 7.18 (s, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.38
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(s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.52 (t, 2H,
J=5.8 Hz), 10.51, (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 10.83 (s, 1H).

BCNMR  (DMSO-ds, 100 MHz) ¢ 26.7, 37.0, 44.8, 56.6, 107.7, 108.7, 109.2,
125.6, 126.1, 126.4, 133.1, 133.9, 134.1, 145.0 (2 x C), 146.1, 155.2 (2
x C), 157.5, 159.2.

ESI-MS  m/z 458.1 (IM+H]").

FT-ICR-MS m/z 458.16701 ([M+H]" ber. 458.16702 fiir Co1H2407Ns").

IR vmax (cm™) 3311, 3209, 3141. 3072, 2929, 2860, 2775, 1661, 1581,
1571, 1550, 1365, 1297, 1196.
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3 NMR-Spektren ausgewahlter Verbindungen

3.1  Boc-Fu-OMe (88)
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Proximicin A (20), synthetisch
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Proximicin B (21), synthetisch
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Proximicin C (22), synthetisch
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Meoc-Fu-Fu-Fu-NH; (109)
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Meoc-Fu-Fu-Fu-Tyra (110)
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Meoc-Fu-Fu-Fu-Trpa (111)
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Meoc-Fu-Fu-Dp (112)
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Meoc-Fu-Fu-Fu-Dp (113)
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3.10 Gua-Ac-Fu-Fu-Dp (114)
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f-Fu-Fu-Fu-Dp (115)
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4 Kristallographische Daten

41 Boc-Fu-Fu-OMe (104)

Tabelle II-1. Kristalldaten und Strukturlésung.

Identification code wolt1 / Boc-Fu-Fu-OMe-1

Empirical formula C17 H19 CI3 N2 O7

Formula weight 469.69

Temperature 150(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group C2/c

Unit cell dimensions a=41773(3) A o= 90°.
b=6.0170(4) A B=112.967(6)".
c =18.0458(16) A y=90°.

Volume 4176.2(6) A3

z 8

Density (calculated) 1.494 Mg/m3

Absorption coefficient 0.480 mm-*

F(000) 1936

Crystal size 0.52 x 0.26 x 0.04 mm3

Theta range for data collection 3.03 to 25.00°.

Index ranges -49<=h<=49, -6<=k<=7, -21<=I<=15

Reflections collected 9105

Independent reflections 3654 [R(int) = 0.0835]

Completeness to theta = 25.00° 99.5 %

Absorption correction Semi-empirical from equivalents

Max. and min. transmission 0.9810 and 0.7882

Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters 3654 /0 /266

Goodness-of-fit on F2 0.862

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0564, wR2 = 0.0887

R indices (all data) R1=0.1694, wR2 = 0.1083

Largest diff. peak and hole 0.406 and -0.450 e.A3
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Tabelle II-2. Koordinaten der Atome (x 104) and aquivalente isotrope Auslenkungsparameter
(A2x 103). U(eq) ist definiert als 1/3 der Spur des orthogonalisierten Uil tensors.

X y z U(eq)
CI(1) 5309(1) 6538(2) -280(1) 58(1)
Cl(2) 5682(1) 10692(2) 184(1) 64(1)
CI(3) 5058(1) 10428(3) -1246(1) 83(1)
Cc(17) 5431(1) 9001(7) -622(3) 40(1)
Oo(1) 8806(1) 154(5) 6789(2) 33(1)
0(2) 8958(1) 2948(5) 6257(2) 34(1)
0O(3) 8101(1) 6813(5) 4711(2) 34(1)
04) 7189(1) 5727(5) 3992(2) 34(1)
O(5) 6650(1) 10789(5) 2381(2) 35(1)
0O(6) 6950(1) 15424(5) 1603(2) 35(1)
Oo(7) 6412(1) 14071(5) 1317(2) 40(1)
N(1) 8398(1) 1793(6) 5873(2) 32(1)
N(2) 7480(1) 8578(6) 3697(2) 26(1)
Cc(1) 9161(1) -696(8) 7367(3) 31(1)
C(2) 9385(1) -1319(8) 6912(3) 51(2)
C(3) 9096(1) -2712(8) 7792(3) 42(1)
C(4) 9306(1) 1181(8) 7947(3) 48(2)
C(5) 8745(1) 1646(8) 6306(3) 28(1)
C(6) 8237(1) 3561(8) 5367(3) 29(1)
C(7) 8366(1) 5496(8) 5223(3) 34(1)
C(8) 7874(1) 3631(7) 4919(3) 29(1)
C(9) 7803(1) 5613(8) 4557(3) 27(1)
C(10) 7464(1) 6621(8) 4053(3) 30(1)
C(11) 7187(1) 9720(8) 3165(2) 23(1)
C(12) 6846(1) 9253(8) 2932(3) 34(1)
C(13) 7210(1) 11649(8) 2746(3) 30(1)
C(14) 6880(1) 12233(8) 2285(3) 29(1)
C(15) 6755(1) 14072(9) 1708(3) 32(1)
C(16) 6286(1) 15772(8) 698(3) 54(2)
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Tabelle II-3. Bindungslingen [A] und -winkel [°].

CI(1)-C(17)
Cl(2)-C(17)
CI(3)-C(17)
O(1)-C(5
O(1)-C(1
O(2)-C(5
0(3)-C(9
O@)-C(7)
O(4)-C(10)
O(5)-C(14)
0(5)-C(12)

)

)

)
)
)
)

0(6)-C(15)
0(7)-C(15)
0(7)-C(16)
N(1)-C(5)
N(1)-C(6)
N(2)-C(10)
N(2)-C(11)
C(1)-C(4)
C(1)-C(2)
C(1)-C(3)
C(6)-C(7)
C(6)-C(8)
C(8)-C(9)
C(9)-C(10)
C(11)-C(12)
C(11)-C(13)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
CI(2)-C(17)-CI(3)
CI(2)-C(17)-CI(1)
CI(3)-C(17)-CI(1)
C(5)-0(1)-C(1)
C(9)-0(3)-C(7)
C(14)-0(5)-C(12)
C(15)-0(7)-C(16)

1.756(5)
1.749(4)
1.752(4)
1.352(5)
1.477(4)
1.212(5)
1.369(4)
1.382(4)
1.234(4)
1.357(5)
1.370(5)
1.215(5)
1.327(5)
1.454(5)
1.357(5)
1.393(5)
1.356(5)
1.405(5)
1.497(6)
1.514(6)
1.514(6)
1.350(6)
1.412(5)
1.336(5)
1.484(5)
1.349(5)
1.407(5)
1.347(5)
1.469(6)
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C(5)-N(1)-C(6)

C(10)-N(2)-C(11)

O(1)-C(1)-C(4)
O(1)-C(1)-C(2)
C(4)-C(1)-C(2)
O(1)-C(1)-C(3)
C(4)-C(1)-C(3)
C(2)-C(1)-C(3)
0(2)-C(5)-0(1)
O(2)-C(5)-N(1)
O(1)-C(5)-N(1)
C(7)-C(6)-N(1)
C(7)-C(6)-C(8)
N(1)-C(6)-C(8)
C(6)-C(7)-O(3)
C(9)-C(8)-C(B)
C(8)-C(9)-0(3)
C(8)-C(9)-C(10)
0(3)-C(9)-C(10)
O(4)-C(10)-N(2)
0(4)-C(10)-C(9)
N(2)-C(10)-C(9)

C(12)-C(11)-N(2)
C(12)-C(11)-C(13)
N(2)-C(11)-C(13)
C(11)-C(12)-0(5)
C(14)-C(13)-C(11)
C(13)-C(14)-0(5)
C(13)-C(14)-C(15)
0(5)-C(14)-C(15)

0(6)-C(15)-0(7)

)_
0(6)-C(15)-C(14)
O(7)-C(15)-C(14)

124.1(4)
123.9(4)
110.4(3)
109.4(3)
113.5(4)
101.9(3)
110.8(4)
110.3(4)
127.3(4)
124.5(5)
108.2(4)
131.1(4)
106.5(4)
122.3(4)
110.3(4)
106.8(4)
111.2(4)
129.9(4)
118.9(4)
123.6(4)
120.7(4)
115.7(4)
130.0(4)
106.7(4)
123.2(4)
110.2(4)
106.3(4)
111.0(4)
129.0(5)
119.9(4)
124.4(5)
122.7(4)
112.8(4)
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4.2 Boc;-Gua-Gly-Fu-OMe (120)

Tabelle II-4. Kristalldaten und Strukturlésung.

Identification code wolter1 /M0O76

Empirical formula C21 H34 N4 09 S

Formula weight 518.58

Temperature 150(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Orthorhombic

Space group Pbca

Unit cell dimensions a=11.3077(7) A o= 90°.
b=13.1410(8) A B=90°.
c=35.352(2) A y=90°.

Volume 5253.1(6) A3

z 8

Density (calculated) 1.311 Mg/m3

Absorption coefficient 0.178 mm-1

F(000) 2208

Crystal size 0.50 x 0.30 x 0.02 mm3

Theta range for data collection 2.93 to 25.00°.

Index ranges -12<=h<=13, -15<=k<=15, -42<=|<=41

Reflections collected 48076

Independent reflections 4621 [R(int) = 0.2201]

Completeness to theta = 25.00° 99.9 %

Absorption correction Semi-empirical from equivalents

Max. and min. transmission 0.996 and 0.944

Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters 4621/0/325

Goodness-of-fit on F2 1.077

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0902, wR2 = 0.0801

R indices (all data) R1=0.2069, wR2 = 0.1038

Largest diff. peak and hole 0.264 and -0.245 e.A-3
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Tabelle 1I-5. Koordinaten der Atome (x 104) and aquivalente isotrope Auslenkungsparameter
(A2x 103). U(eq) ist definiert als 1/3 der Spur des orthogonalisierten Uil tensors.

X y z U(eq)
o(1) 6092(3) 3020(2) 3755(1) 31(1)
0(2) 5031(3) 2393(2) 3266(1) 30(1)
0@3) 771(3) 2114(2) 3443(1) 30(1)
0@4) 1889(2) 1412(2) 2972(1) 27(1)
o(5) 345(3) 3031(2) 4416(1) 27(1)
0(6) -1454(3) 3803(2) 5412(1) 28(1)
o(7) -2205(3) 4417(2) 6127(1) 31(1)
0(8) -316(3) 4843(2) 6260(1) 33(1)
0(9) 3477(3) 4406(2) 5169(1) 40(1)
N(1) 4160(3) 3052(3) 3819(1) 24(1)
N(2) 2760(3) 2440(3) 3369(1) 23(1)
N(3) 2198(3) 3051(3) 3963(1) 23(1)
N(4) 1321(3) 3736(3) 4913(1) 24(1)
c(1) 7245(4) 2747(4) 3582(1) 32(1)
C(2) 7441(4) 3315(3) 3217(1) 44(2)
C(3) 7338(4) 1592(3) 3533(1) 43(2)
C(4) 8124(4) 3090(4) 3882(1) 61(2)
C(5) 5071(4) 2780(3) 3578(1) 23(1)
C(6) 3064(4) 2851(3) 3719(1) 21(1)
C(7) 1689(5) 1991(3) 3277(1) 23(1)
C(8) 925(4) 761(4) 2821(1) 29(1)
C(9) 1567(4) 167(4) 2516(1) 49(2)
C(10) 488(4) 46(4) 3129(1) 41(1)
c(11) -38(4) 1419(4) 2656(1) 45(2)
c(12) 2418(4) 3411(3) 4342(1) 20(1)
C(13) 1256(4) 3366(3) 4556(1) 23(1)
C(14) 350(4) 3823(3) 5157(1) 21(1)
C(15) -794(4) 3562(3) 5096(1) 27(1)
C(16) 408(4) 4233(3) 5526(1) 24(1)
c(17) -684(4) 4209(3) 5668(1) 22(1)
C(18) -1179(5) 4486(3) 6037(1) 26(1)
C(19) -668(4) 5151(4) 6635(1) 40(1)
C(20) 5088(4) 4588(3) 5708(1) 37(1)
c(21) 4197(4) 6238(3) 5361(1) 34(1)
s(1) 3711(1) 5030(1) 5521(1) 32(1)
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Tabelle II-6. Bindungslingen [A] und -winkel [°].

0(1)-C(5) 1.350(5)
o(1)-Cc(1) 1.484(5)
0(2)-C(5) 1.216(5)
0(3)-C(7) 1.203(5)
0(4)-C(7) 1.339(5)
0(4)-C(8) 1.486(5)
0(5)-C(13) 1.225(5)
0(6)-C(17) 1.365(5)
0(6)-C(15) 1.379(5)
O(7)-C(18) 1.206(5)
0(8)-C(18) 1.339(5)
0(8)-C(19) 1.441(5)
0(9)-S(1) 1.512(3)
N(1)-C(6) 1.315(5)
N(1)-C(5) 1.383(5)
N(2)-C(7) 1.385(5)
N(2)-C(6) 1.394(5)
N(3)-C(6) 1.332(5)
N(3)-C(12) 1.442(5)
N(4)-C(13) 1.355(5)
N(4)-C(14) 1.401(5)
C(1)-C(2) 1.507(6)
C(1)-C(4) 1.523(6)
C(1)-C(3) 1.531(6)
C(8)-C(11) 1.508(6)
C(8)-C(9) 1.517(6)
C(8)-C(10) 1.522(6)
C(12)-C(13) 1.518(6)
C(14)-C(15) 1.355(6)
C(14)-C(16) 1.414(5)
C(16)-C(17) 1.333(6)
C(17)-C(18) 1.466(6)
C(20)-S(1) 1.789(4)
C(21)-8(1) 1.772(4)
C(5)-0(1)-C(1) 120.3(4)
C(7)-0(4)-C(8) 119.5(4)
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C(17)-0(6)-C(15)
C(18)-0(8)-C(19)
C(6)-N(1)-C(3)
C(7)-N(2)-C(6)
C(6)-N(3)-C(12)
C(13)-N(4)-C(14)
O(1)-C(1)-C(2)
O(1)-C(1)-C(4)
C(2)-C(1)-C(4)
O(1)-C(1)-C(3)
C(2)-C(1)-C(3)
C(4)-C(1)-C(3)
0(2)-C(5)-O(1)
O(2)-C(5)-N(1)
O(1)-C(5)-N(1)
N(1)-C(6)-N(3)
N(1)-C(6)-N(2)
N(3)-C(6)-N(2)
O(3)-C(7)-O(4)
O(3)-C(7)-N(2)
O(4)-C(7)-N(2)
O(4)-C(8)-C(11)
O(4)-C(8)-C(9)
C(11)-C(8)-C(9)
O(4)-C(8)-C(10)
C(11)-C(8)-C(10)
C(9)-C(8)-C(10)
N(3)-C(12)-C(13)
0(5)-C(13)-N(4)
0(5)-C(13)-C(12)
N(4)-C(13)-C(12)
C(15)-C(14)-N(4)
C(15)-C(14)-C(16)
N(4)-C(14)-C(16)
C(14)-C(15)-0(6)
C(17)-C(16)-C(14)
C(16)-C(17)-0(6)
C(16)-C(17)-C(18)
0(6)-C(17)-C(18)

124.0(4)
111.3(4)
102.4(4)
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0(7)-C(18)-0(8)
0(7)-C(18)-C(17)
0(8)-C(18)-C(17)
0(9)-S(1)-C(21)
0(9)-S(1)-C(20)
C(21)-S(1)-C(20)

124.9(5)
125.6(5)
109.4(4)
106.1(2)
106.3(2)

98.0(2)
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1 Abkilirzungsverzeichnis

Boc tert-Butylcarbamat

Carb Carboxy

DCM Dichlormethan

dDNA doppelstrangige DNA

DIPEA N, N-Diisopropyl-N-ethylamin

DMAP N,N-Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

Dp 3-(Dimethylamino)-1-propylamin

EDCI N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’*-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid
El Elektronenstolionisation

ESI Elektrosprayionisation

EtOAc Ethylacetat

f Formyl

FAB fast atom bombardement

FT-ICR-MS Fourier-Transform-lonen-Zyklotron-Massenspektrometrie
Fu 4-Aminofuran-2-carbonsaure

Gua Guanidino

HOBt Hydroxybenzotriazol

Hp 3-Hydroxy-N-methylpyrrol

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Im 4-Aminoimidazol-2-carbonsaure

IR Infrarotspektroskopie

J Kopplungskonstante

Meoc Methylcarbamat

MeOH Methanol

MS Massenspektrometrie

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
Py 4-Amino-N-methylpyrrol-2-carbonsaure
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RT Raumtemperatur

TEA Triethylamin

THF Tetrahydrofuran

) chemische Verschiebung
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