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1 EINLEITUNG 1

ALLGEMEINER TEIL

1  Einleitung

,,Und schliefslich gibt es das dlteste und tiefste Verlangen, die grofie Flucht:

Dem Tod zu entrinnen. “
John Ronald Reuel Tolkien, Schriftsteller

Sicher sind wir weit davon entfernt, dem Tod zu entrinnen, und vermutlich wird dieses
Verlangen stets ein Wunschdenken bleiben. Allerdings versucht der Mensch sein
Bestmogliches, den Zeitpunkt des Ablebens so weit wie moglich nach hinten zu verschieben,
und das mit beachtlichem Erfolg. Wo Neugeborene im Jahr 2000 weltweit noch mit einer
Lebenserwartung von 66.5 Jahren rechnen konnten, ist diese in nur 16 Jahren auf
durchschnittlich 72.0 Jahre angestiegen.!"! Der Hauptgrund fiir diese rasante Zunahme ist
ohne Frage die verbesserte medizinische Grundversorgung in weiten Teilen der Welt, speziell
in Form einer verbesserten Schwangerschafts- und Geburtenbetreuung, und die damit
verbundene erhohte Uberlebenschance fiir Mutter und Kind, aber auch ein weltweit stark
verbreiterter Zugang zu antiretroviralen Arzneimitteln zur Bekdmpfung des HI-Virus."”! Dies
macht sich auch in den von der WHO veroffentlichten zehn haufigsten Todesursachen aus
den Jahren 2000 und 2016 bemerkbar (Abbildung 1), die vom Herausgeber in drei Gruppen

unterteilen werden:!

Infektionskrankheiten (z. B. HIV/AIDS, Malaria, Tuberkulose, Diarrhoe, usw.),

Komplikationen bei Schwangerschaften und Geburten sowie Mangelernédhrung.

Gruppe II: Nicht tibertragbare Krankheiten (z.B. Herz-/Kreislauferkrankungen, Krebs,
Schlaganfall).

: Verletzungen jeglicher Art (z. B. Auto- und Arbeitsunfille).!!
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Gruppe |
mGruppe Il

Gruppe Il

2000 2018
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Abbildung 1. Ein von der WHO veréffentlichtes Ranking der zehn haufigsten Todesursachen
weltweit in den Jahren 2000 und 2016 in Abhéngigkeit von der Anzahl der Todesfille,
klassifiziert nach drei Gruppen.**!

Lagen zu Zeiten der Jahrtausendwende die Gruppen I und II innerhalb 'der Top 10' noch
mehr oder weniger gleich auf (Gruppe 1 / Gruppe Il =5/4), so findet man 16 Jahre spéiter
lediglich noch drei Vertreter der Gruppe I und doppelt so viele der Gruppe II (Gruppe I /
Gruppe II=3/6) unter den zehn hiufigsten Todesursachen.””! Ahnliches ldsst sich bei der
Gesamtbetrachtung aller Todesfille weltweit erkennen: Hier verzeichnet die Gruppe II (nicht
libertragbare  Krankheiten) einen Anstieg um 11%, wihrend die Gruppe I
(Infektionskrankheiten und Schwangerschaftskomplikationen) um den gleichen Wert sinkt
(Abbildung 2).1*!

Man konnte nun annehmen, dass man Infektionskrankheiten wie z. B. Malaria oder AIDS
besser in den Griff bekommen hat, da diese nicht mehr unter den zehn hiufigsten
Todesursachen zu finden sind, doch dieser Schein triigt. Ein Blick auf die Statistik von
einkommensschwachen Liandern zeigt, dass dort nach wie vor die Mehrheit (52%) aller
Todesfille auf Krankheiten der Gruppe I zuriickzufithren ist (Abbildung 2).**! In Afrika
liegen 27 der 31 Lander, welche die WHO unter den einkommensschwachen Landern fiihrt."!

Dies zeigt, wie sehr dieser Kontinent nach wie vor unter Infektionskrankheiten leiden muss.



1 EINLEITUNG 3

Allein 70% aller HIV-infizierten Menschen leben in Afrika.! AIDS fordert hier jahrlich
geschitzte 720 000 Todesopfer.”! Zwar ist die Inzidenz des HI-Virus global insgesamt
riickldufig, was hauptsichlich der Verbreitung der antiretroviralen Therapie zu verdanken ist,
aber mit geschétzten 36.7 Mio. Infizierten weltweit ist es noch ein weiter Weg bis zur

vollstindigen Einddmmung des Virus.*¥

100%

untere Atemwegserkrankungen
Durchfallerkrankungen
ischdmische Herzerkrankungen #
HIV/AIDS

Schlaganfall

50% N
Malaria

Todesursache

Tuberkulose

Gruppe |

|

|
Komplikationen bei Fruhgeburten

| = Gruppe Il

|

Geburtsasphyzxia und -trauma Gruppe Il

Verkehrsunfalle

0% T T 1 ] 20 40 60 80
Weltweit 2000 Weltweit 2016 einkommensschwache
Lander 2016 Die haufigsten Todesursachen pro 100 000 Menschen

Abbildung 2. Links: Todesursachen aus den Jahren 2000 und 2016 weltweit, sowie aus
einkommensschwachen Ladndern im Jahr 2016. Rechts: Die zehn héaufigsten
Todesursachen in Lindern mit niedrigem Einkommen.”?! Alle Daten stammen aus
offiziellen Angaben der WHO.!

Ahnlich lesen sich die Zahlen zu der tropischen Infektionskrankheit 'Nummer Eins', der
Malaria: 473 000 Todesopfer im Jahr 2016 allein in Afrika.”) Trotz eines Riickgangs von
33% seit der Jahrtausendwende ist dies immer noch eine enorme Anzahl.?! Weltweit lebt
fast die Halfte der Weltbevolkerung in Malariagebieten, wo es jédhrlich zu geschétzten
214 Mio. Neuerkrankungen kommt.”**! Dass dabei nicht mehr Menschen sterben, liegt allein
an den guten Behandlungsmdoglichkeiten. Herkommlicherweise behandelt man Malaria durch
eine Artimisinin-basierte Kombinationstherapie, d.h. man verabreicht den Patienten ein
Artimisinin-Derivat zusammen mit einem weiteren Wirkstoff, z.B. mit Lumefantrin oder

Mefloquin.?!

Insgesamt werden von der WHO fiinf unterschiedliche solcher
Wirkstoftkombinationen empfohlen, allerdings treten immer hiufiger Resistenzen gegen eine
oder sogar gegen alle fiinf Therapeutika auf® Fand man noch vor einigen Jahren
ausschlieflich im siid-ost-asiatischen Raum multiresistente Erreger, so wurden diese im Jahre

2017 erstmals auch in Afrika nachgewiesen.!*™

Um sicherzustellen, dass die Malaria in den néchsten Jahren weiter eingeddmmt wird und
es nicht zu einer moglichen Epidemie mit multiresistenten Erregern kommt, ist es fiir die

gesamte Weltbevolkerung von auBerordentlichem Interesse, in naher Zukunft wirksame
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Medikamente gegen Malaria zu entwickeln. Einen Zugang zu neuen Wirkstoffen bietet
eventuell die Natur an, die - wie mit Artimisinin, einem Sekundidrmetabolit aus Artemisia
annua - moglicherweise noch weitere Stoffe fiir neue Medikamente liefert.”"'”! Eine bis heute
bereits recht gut erforschte und aufgrund ihrer Vielfdltigkeit mit einem grofen Potenzial

[11.12] Bislang einzig

ausgestattete Naturstoftklasse ist die der Naphthylisochinolin-Alkaloide.
isoliert aus den beiden Pflanzenfamilien Ancistrocladaceae und Dioncophyllaceae, die in der
traditionellen Medizin schon lange als Mittel gegen tropische Infektionskrankheiten
eingesetzt wurden, hélt diese Klasse von Naturstoffen eine Fiille potenzieller Wirkstoffe

gegen Malaria bereit.!'*!"!

Dioncophyllin C (1) und Yaoundamin A (2) (Abbildung 3) sind nur zwei Beispiele fiir
Naphthylisochinolin-Alkaloide von den mittlerweile ca. 260 verschiedenen isolierten und
charakterisierten Sekundiarmetaboliten.!'!"!11819 Beide Vertreter zeigen in vitro mit 1Csy-
Werten von 0.01 uM fiir 1 und 5.6 uM fiir 2 sehr gute bis moderate Aktivitdten gegen den
Malariaerreger Plasmodium falciparum."**®) Dioncophyllin C (1), ein 5,1'-verkniipftes
Naphthyltetrahydroisochinolin, und Yaoundamin A (2), ein 7,8-gekuppeltes
Naphthyldihydroisochinolin, besitzen die gleiche Naphthalinhélfte und sind lediglich an
unterschiedlichen Positionen (C-1' bei 1, C-8' bei 2) mit der Isochinolinhélfte verkniipft. Die
Isochinolin-Bausteine unterscheiden sich hingegen beziiglich der Substituenten an C-8, der

Kupplungspositionen und der Oxidationsstufen am Stickstoff, an C-1 und an C-6.'%!!

HO OMe

8 z
1 OH Me 2a

Abbildung 3.  Die beiden Naturstoffe Dioncophyllin C (1) und Yaoundamin A (2a).'*""!

7,8'-gekuppelte Naphthyldihydroisochinolin-Alkaloide, wie Yaoundamin A (2a) sind im
Vergleich zu Dioncophyllin C (1), zu dessen strukturell vereinfachten synthetischen Analoga
sogar QSAR-Studien durchgefiihrt wurden, recht wenig untersucht.?') Neben 2a wurde
bislang ausschlieBlich ein  weiteres, natiirlich vorkommendes 7,8'-verkniipftes
Naphthyldihydroisochinolin-Alkaloid isoliert und charakterisiert.””! Ein synthetischer Zugang

zu 2a wurde bis dato nicht beschrieben, wire jedoch fiir eine tiefgreifende Untersuchung des



1 EINLEITUNG 5

Kupplungstyps 7,8' essentiell und konnte als Grundlage fiir die Herstellung weiterer

synthetischer Analoga dienen.

Biosynthetisch verwandt, aber strukturell vollig unterschiedlich zu den eben beschriebenen
Naphthylisochinolin-Alkaloiden 1 und 2a sind die Dioncochinone A (3) und B (4)
(Abbildung 4).22" Diese beiden Naturstoffe wurden aus Triphyophyllum peltatum

(Dioncophyllaceae) isoliert, gehdren jedoch phytochemisch der weiter verbreiteten Klasse der
[27]

OH
HO HO. OH
20 O OH
OH
Me Me
3 O

4 o}

Naphthochinone an.

Abbildung 4.  Die natiirlichen Naphthochinone Dioncochinon A (3) und Dioncochinon B (4), isoliert
aus Triphyophyllum peltatum.*"

Natiirlich vorkommende Naphthochinone sind sowohl strukturell als auch in ihrer
biologischen Aktivitdt sehr vielfdltig. So wurden Vertreter dieser Naturstoffklasse mit
antibakterieller,[zg] antimykotischer[zg] und anti-Malaria-Aktivitit>" isoliert, aber auch solche,

die eine Wirksamkeit gegen Zellen von Tumorerkrankungen wie Leukimie,”*"! Brustkrebs,”*

[33] 27,34]

Darmkrebs®®! und Krebserkrankungen des Knochenmarks! entfalten, um nur einige
wenige Beispiele zu nennen. Die eben bereits erwdhnten Dioncochinone A (3) und B (4)
zeigen mit ICsp-Werten von 29 uM fiir 3 und 11 pM fiir 4 eine auBergewohnlich hohe
Aktivitit gegen Zellen des Multiplen Myeloms.'*! Dies ist eine eher seltene Krebserkrankung
des Knochenmarks, die in der heutigen Zeit aufgrund steigender Lebenserwartungen immer
haufiger auftritt und somit wie alle anderen malignen Erkrankungen auch immer haufiger als

Todesursache aufgefiihrt wird.*=>*%

Weltweit wurden allein 2012 ca. 14 Mio. neue Krebserkrankungen gezihlt.*”! Prognosen
ergeben, dass die Zahl der neuen Fille bis zum Jahr 2035 um weitere 70% ansteigen soll.”*”
Schon jetzt ist fast jeder sechste Tod auf der Welt einer malignen Grunderkrankung
zuzuschreiben, weshalb Malignome auf 'Platz Zwei' der hiufigsten Todesursachen zu finden
sind.”! Zwar sind Krebserkrankungen ein weltweites Problem, doch treten etwa ein Viertel
(3.7 Mio.) aller neuen Fille in Europa auf, obwohl dieses Gebiet nur 13% der
Weltbevélkerung umfasst.”” Aus diesem Grund wurde speziell fiir Europa ein Aktionsplan

der WHO zur Privention und Bekdmpfung dieser Erkrankung eingefiihrt.””! Ziel des Plans ist

es, die Gesundheitssysteme der Linder zu stirken und fiir Chancengleichheit in den
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Bereichen Gesundheitsforderung, Krankheitsvorbeugung und Gesundheitsversorgung zu
sorgen.’”) Zusitzlich werden allerdings auch dringend neue wirksame Medikamente zur
Bekdmpfung von Krebserkrankungen benoétigt, da derzeitige Behandlungsmethoden nur

selten erfolgreich sind.””]

Dies lésst sich schon am Beispiel des Multiplen Myeloms festmachen. Zwar ist dieses
Krebsleiden mit ca. 80 000 Toten weltweit sehr selten und fiir lediglich 1% aller Krebstoten
verantwortlich, jedoch besteht zwecks mangelnder Therapiemoglichkeiten keine Chance auf
eine vollstindige Heilung.">**! Umso erfreulicher ist es, dass mit Dioncochinon B (4) ein
potenter Naturstoff gegen Zellen des Multiplen Myeloms gefunden wurde.”” Die Art und
Weise, wie 4 gegen maligne Zellen dieser Tumorerkrankung wirkt, ist allerdings noch vollig
ungekldrt. Die Biotinylierung von Wirkstoffen und anschlieBende Drug-Target-
Untersuchungen konnten in der Vergangenheit hiufig Aufschluss iiber Wirkmechanismen

liefern.***"! Dies wiire auch im Falle von Dioncochinon B (4) ein erstrebenswertes Ziel.

Im Einzelnen ergaben sich fiir die vorliegende Dissertation daher folgende

Aufgabenstellungen:

e Synthese eines Biotin-markierten Dioncochinon-B-Derivats (Kapitel 3),

OH o

HO. s 2.3 OH
> I 2
% 7 “Me

Ctinker ' 0

e Drug-Target-Untersuchungen durch nanoLC-MS/MS-Analyse des Biotin-
markierten Wirkstoffs (in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. A. Schlosser)
(Kapitel 3),

e Entwicklung eines innovativen Zugangs zu 7,8'-gekuppelten Naphthylisochinolin-

Alkaloiden wie Yaoundamin A (2a) (Kapitel 4).
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2 Das Multiple Myelom aus Sicht der Onkologie

Jedes Jahr werden in Deutschland rund 6 500 Neuerkrankungen des Multiplen Myeloms
registriert.”® Somit ist diese Tumorerkrankung der Plasma-Zellen nach den Leukéimien und
den Non-Hodgkin Lymphomen die dritthdufigste himatologische Neoplasie, an deren Folgen
laut offiziellen Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO im Jahre 2016 hierzulande
rund 5 700 Menschen verstarben.*) Das Alter bei Erstdiagnose liegt dabei im Schnitt bei 73

Jahren, wobei Manner hiufiger betroffen sind als Frauen.™®

Nahezu alle Patienten, die am Multiplen Myelom erkranken, leiden zunichst unter einer
nicht bosartigen Vorstufe der Erkrankung. Dabei handelt es sich um die monoklonale
Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS) oder um das wesentlich seltener
auftretende indolente (schwelende) Myelom.[42’43] In beiden Féllen handelt es sich um
asymptomatische pramaligne Stadien, allerdings geht die Erkrankung bei Patienten mit
MGUS lediglich zu 1% in das Multiple Myelom iiber, wihrend das indolente Myelom mit
einer Wahrscheinlichkeit von 10% innerhalb der ersten fiinf Jahre (3% innerhalb der néchsten
5 Jahre und 1.5 % die Jahre danach) einen malignen Verlauf nimmt.">** Im Jahre 2014 hat
die "International Myeloma Working Group" klare Richtlinien verdffentlicht, wie man

zwischen den beiden Vorstadien und dem Multiplen Myelom unterscheiden kann (Tabelle
1).l4546]

Tabelle 1. Richtlinien der "International Myeloma Working Group", nach denen in monoklonale
Gammopathie unbestimmter Signifikanz, indolentes Myelom und Multiples Myelom
unterteilt wird.[*>*!

Erkrankun Anteil an Plasmazellen M-Protein CRAB Wahrscheinlichkeit
9 im Knochenmark im Serum Symptome einer MM-Erkrankung
MGUS <10% < 30% nicht vorhanden 1%
Indolentes Myelom =z 10% 2 30% nicht vorhanden 10%*
Multiples Myelom =10% nachweisbar im Serum vorhanden -

und/oder im Urin

* innerhalb der ersten 5 Jahre, 3% in den darauffolgenden 5 Jahren und 1.5% im Anschluss daran.

Fiir eine zweifelsfreie Diagnose sind mehrere Untersuchungen nétig. Zum einen muss der
Anteil der Plasmazellen im Knochenmark bestimmt werden, was in der Regel durch eine
Knochenmarkbiopsie geschieht, zum anderen muss das Blutserum (oder auch der Urin)
mittels Protein-Elektrophorese, Nephelometrie der Immunoglobuline oder Immunofixation
der schweren und leichten Ketten auf monoklonale Proteine (M-Proteine) untersucht

werden.**! M-Proteine sind funktionslose Proteine, die von malignen Plasma-Zellen in
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einer stark erhohten Anzahl produziert werden. Es handelt sich dabei meist um fehlerhafte
ganze Immunoglobuline der Gruppe IgG, IgA oder IgM, die normalerweise von intakten
Plasma-Zellen als Immunreaktion gebildet werden, oder um fehlerhafte Bruchstiicke der eben

genannten Antikorper, wie z. B. die freien Leichtketten.!***!

Werte auflerhalb der Norm, die zur Einstufung in die monoklonale Gammopathie
unbestimmter Signifikanz oder in das indolente Myelom fiihren, sind allerdings noch kein
Grund fiir eine medikamentdse Therapie, solange es dem Patienten gut geht.”*! Kommt es
neben den erhdhten Werten der Plasmazellen und der M-Proteine zu klinischen Beschwerden
oder Auffilligkeiten, spricht man von einem Multiplen Myelom.****% Zy den hiufigsten

Symptomen zihlen:

e Hyperkalzimie, ein erhdhter Ca**-Spiegel im Blut,
e Niereninsuffizienz,
e Blutarmut,

e Knochenlisionen, %4>

Diese Symptome werden unter dem gingigen Begriff CRAB zusammengefasst, ein
Akronym aus den entsprechenden englischsprachigen Symptomen hypercalcemia, renal
failure, anemia und bone lesions. Letztere konnen im Kernspintomographen sichtbar gemacht

und dadurch friih erkannt werden,>34>4¢]

Zusitzlich zu den CRAB-Symptomen wurden von der "International Myeloma Working
Group" sogenannte Biomarker definiert, deren Nachweis in Kombination mit einer erhohten
klonalen Plasma-Zellen-Konzentration im Knochenmark oder einem Plasmozytom im

3845461 71, diesen

Knochen ebenfalls zur Diagnose des Multiplen Myeloms fiihren.!
Biomarkern zdhlen neben im MRT aufgekldrten fokalen Lédsionen mit einer Mindestgrof3e
von 5 mm und klonalen Plasma-Zellen-Anteilen von iiber 60% auch der Quotient von

betroffenen und nicht betroffenen freien Leichtketten von > 100,1384461

Das Krankheitsbild des Multiplen Myeloms ist somit sehr heterogen, weshalb es keine klar
definierte Therapie gibt, vielmehr hiingt diese stark vom jeweiligen Patienten ab.'*”) Dennoch
wurde vom "International Staging System" (ISS) eine recht einfache Klassifizierung des
Multiplen Myeloms in drei unterschiedliche Stadien verdffentlicht, die Aufschluss iiber die
schwere der Krankheit liefert (Tabelle 2).**! Anhand des P2-Mikroglobulins, eines
korpereigenen Proteins und Tumormarkers, sowie des Albuminanteils im Blutserum lassen

sich Patienten in das jeweilige Stadium der Krankheit einordnen. Ubersteigt die
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Konzentration des B2-Mikroglobulins einen Wert von 5.5 mg/L, so ist die Krankheit bereits

weit fortgeschritten und eine Uberlebenschance (Stand 2005) entsprechend gering,[*4*

Tabelle 2. Die vom "International Staging System" (ISS) veroffentlichten drei Stadien des Multiplen
Myeloms in Abhingigkeit der [2-Mikroglobuline und des Albuminanteils im

Blutserum.**!
ISS-Stadium [32-Mikroglobulin Serumalbumin Prognose
| < 3.5mg/L 23.5g/dL 62 Monate
< 3.5 mg/L <3.5g/dL
I : : 44 Monate
3.5-5.5mg/L -
1] > 5.5 mg/L - 29 Monate

Im Allgemeinen sind die Prognosen bei Diagnose eines Multiplen Myeloms recht maBig,
da die Krankheit bereits ab einem sehr frithen Stadium als unheilbar gilt. Lediglich bei
jlingeren Patienten, die nur an einem solitiren Plasmozytom leiden, kann durch eine
Hochdosis-Chemotherapie und anschlieBender allogener Knochenmarktransplantation

[49-31 Bej allen anderen Fillen zielt die

geeigneter Spenderzellen eine Heilung erzielt werden.
Therapie lediglich darauf ab, einen Progress der Erkrankung so weit wie moglich
einzudimmen.””® Dabei richtet sich die Medikation zum einen nach den Begleiterkrankungen
(CRAB-Symptome) der Patienten, zum anderen nach dem allgemeinen Gesundheitszustand
und dem Alter des Erkrankten."®*’>!! Bei Patienten iiber 70 Jahren ist eine autologe
Stammzellentransplantation meist ausgeschlossen, wéhrend diese bei jlingeren Menschen in

einem klinisch guten Allgemeinzustand in Kombination mit einer Hochdosis-

Kombinationstherapie mittlerweile standardmiBig angewendet wird."**>*

Die Bandbreite der therapeutischen Wirkstoffe hat sich in den letzten Jahren vervielfacht
und durch deren Kombination konnte die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate von
Patienten bis zum 75. Lebensjahr um iiber 50% gesteigert werden.”® Eine
Standardmedikation wird laut der Europdischen Gesellschaft fiir Medizinische Onkologie
(ESMO) bislang nur bedingt vorgegeben, da sich eine Vielzahl der Pharmazeutika noch in
unterschiedlichen Phasen von klinischen Studien befindet und noch keine finalen Vergleiche

381 Allerdings gibt es eine kleine

der Behandlungsmoglichkeiten gezogen werden konnten.
Anzahl an unterschiedlichen Wirkstoftklassen, die in den letzten Jahren vermehrt zum Einsatz
kamen und gute Ergebnisse lieferten. Hierzu zdhlen zum einen Zytostatika wie Melphalan (5)
oder auch Cyclophosphamid (6) (Abbildung 5).°*! Beide Wirkstoffe sind Alkylanzien, die

Alkylgruppen in die DNA der Zellen einbauen und dadurch deren Apoptose
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herbeifiihren.”*>*! Melphalan (5) wird bereits seit den 1960er Jahren verwendet, ist aber nach
wie vor eine wichtige und hdufig eingesetzte Substanz in der Bekdmpfung des Multiplen
Myeloms."® Neben den Zytostatika haben Immunsuppressiva wie Prednison (7) oder

Dexamethason (8) (Abbildung 5) Einzug in die Therapie des Multiplen Myeloms

erhalten.?®>%
Zytostatika Immunsuppressiva
Cl o
o7/ \
HO. NH \‘\
Cl
© 5 6

immunmodulierende Substanzen
(@] (@]
O H H H
N N

N H H

H
o O NH, © NH, 00
9 10 11

Protease-Inhibitoren

Histon-Deacetylase-Inhibitor
o]

H H
HN™S

15

Abbildung 5. Giéngige Medikamente, die in Kombinationstherapien gegen das Multiple Myelom
verabreicht werden, nach  Wirkstoffklassen geordnet: Melphalan  (5),
Cyclophosphamid (6), Prednison (7), Dexamethason (8), Thalidomid (9),
Lenalidomid (10), Pomalidomid (11), Bortezomib (12), Carfilzomib (13), Ixazomib
(14) und Panobinostat (15).1*!
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Des Weiteren verabreicht man heutzutage immer haufiger immunmodulierende Substanzen
wie Thalidomid (9), Lenalidomid (10) und Pomalidomid (11) (Abbildung 5).****) Thalidomid
(9), das aufgrund seiner vielfdltigen Wirkweisen in einem breiten Anwendungsgebiet Einzug
erhielt, erlangte durch den Contergan-Skandal in den 1960er Jahren in Deutschland traurige
Beriihmtheit, als es unter dem Handelsnamen Contergan als vermeintlich
Nebenwirkungsfreies Schlafmittel rezeptfrei vertrieben wurde und zu Missbildungen bei

Neugeborenen fiihrte.?”"

Zur Therapie des Multiplen Myeloms konnen auflerdem
unterschiedliche Protease-Inhibitoren wie Bortezomib (12), Carfilzomib (13) und Ixazomib
(14) verwendet werden oder auch Histon-Deacetylase-Inhibitoren wie Panobinostat (15)
(Abbildung 5).5*1 All diese Wirkstoffe werden in der Regel nicht einzeln, sondern in
Kombination verabreicht. In Europa sind die Therapieschemata Dexamethason (8),
Thalidomid (9) und Bortezomib (12) sowie Cyclophosphamid (6), Dexamethason (8) und

Bortezomib (12) am gingigsten.””

Aber auch andere Zusammensetzungen werden
regelmifBig eingesetzt, wobei eines der beiden Immunsuppressiva - Prednison (7) oder
Dexamethason (8) - stets Bestandteil der von der ESMO genannten Kombinationstherapien

st [38:59-62]

Verlduft die Hochdosis-Kombinationstherapie erfolgreich, folgt eine autologe
Stammzellentransplantation mit dem Ziel der vollstindigen Remission.”® Dennoch kommt es
bei fast allen Patienten nach einigen Jahren zur Rezidiverkrankung. Auch wenn in Europa bei
einem Riickfall nach wie vor die Kombination aus Dexamethason (8) und Bortezomib (12)
am hdufigsten verabreicht wird, setzt man neuerdings vermehrt Wirkstoffe ein, die bei der
Erstlinientherapie nur eine untergeordnete Rolle spielen wie Pomalidomid (11), Carfilzomib
(13), Ixazomib (14) und Panobinostat (15).°*%] Des Weiteren wird bei der Therapie der
Rezidiverkrankung neuerdings auch auf monoklonalen Antikdrper wie Elotuzumab und
Daratumumab zuriickgegriffen, jedoch bleibt die Prognose bei einem Riickfall weiterhin sehr

schlecht, 3364661

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass das Multiple Myelom nach wie vor zu den
unheilbaren Krebserkrankungen zdhlt. Die Prognosen hidngen sehr stark vom
Allgemeinzustand des einzelnen Patienten bei Erstdiagnose ab, da neben dem Fortschreiten
der Erkrankung auch die klinische Gesamtverfassung eine entscheidende Rolle spielt.”® Mit
Hilfe von neuen Medikamenten gelingt es in der jiingsten Vergangenheit jedoch recht héufig,
eine nahezu vollstindige oder vollstindige Remission zu erreichen und den Patienten damit

iiber mehrere Jahre hinweg ein normales Leben zu ermdglichen, bis es dann zum erneuten
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Ausbruch kommt. Vorhersagen, wann es zum Rezidiv kommt, lassen sich nur schwer treffen,
jedoch verlduft die Krankheit ab dem Zeitpunkt der Wiederkehr in der Regel recht ziigig

todlich.*® Aus diesem Grund ist es nach wie vor von besonderem Interesse, neue Wirkstoffe

zur Bekdampfung dieser Krankheit zu entwickeln.
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3  Biotinylierung von Dioncochinon B

3.1 Dioncochinon B: Biosynthese, Isolierung, Synthese, Eigenschaften und

Chancen

Dioncophyllaceae und Ancistrocladaceae sind in der Phytochemie vor allem durch die
Vielzahl an Naphthylisochinolin-Alkaloiden bekannt, die bislang nur aus Vertretern dieser
beiden Pflanzenfamilien isoliert wurden und teilweise hervorragende Aktivititen gegen
unterschiedliche Krankheitserreger zeigen.!''"'*%"'  Ein GroBteil dieser einzigartigen

Naturstoffe ist vor allem gegeniiber Erregern von tropischen Infektionskrankheiten wirksam,

wie beispielsweise der Malarial'”), der Afrikanischen Schlafkrankheit!®! oder der

[69]

Leishmaniose. Neben den Naphthylisochinolin-Alkaloiden sind die Lianen dieser

tropischen Pflanzenfamilien aber auch Quelle von anderen Naturstoffen, den

[27

Naphthochinonen.!””! Vertreter dieser Naturstoffklasse sind weitaus verbreiteter als die der

Naphthylisochinolin-Alkaloide und lassen sich auch in anderen Pflanzen,”®! Bakterien'”"! und

Pilzen!’” finden. Die Bandbreite ihrer biologischen Aktivitit reicht dabei von antibakteriell®*!

[30

und antimykotisch® bis hin zu anti-Malaria®” und anti-Tumor.”?'*¥ Plumbagin (16) und

Droseron (17) (Abbildung 6) waren die ersten Naphthochinone, die aus den Pflanzenfamilien

Dioncophyllaceae und Ancistrocladaceae isoliert wurden.>*">-7]

OH o OH o
g se s
(.. (L.,
(0] O
16 17

Abbildung 6.  Die natiirlich vorkommenden Naphthochinone Plumbagin (16) und Droseron (17).**
26]

Die natiirlichen Vertreter 16 und 17 sind Phytoalexine, die von Pflanzen dieser Familie als

Antwort auf biotischen, physikalischen oder chemischen Stress gebildet werden.?>2%7374

Unsere Arbeitsgruppe konnte dies durch Fiitterungsexperimente mit “C-Acetat an Kallus-

(2426 7\nichst

Kulturen von Ancistrocladus heyneanus und Triphyophyllum peltatum zeigen.
bilden die Pflanzen biosynthetisch das aus sechs Acetateinheiten aufgebaute Naphthalin 18

(Schema 1).124%¢
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OH Me

Stress SN
(0]

L oH R "
Me SCoA ' /:’//' X Me ‘\-//\1
+ -, % 19 Naphthyl-
HO isochinolin-
5 N “COSCoA X Me Alkaloide
(0] \ OH OH _ It
X=0H,H
R =COSCoA, H OO
Me
18 l

OH o OH o OH o
SO COV
-— e
Me Me Me
17 © 16 © 20 OH
Schema 1. Biosynthese der Naphthylisochinolin-Alkaloide {iber den Isochinolin-Baustein 19 und

das Naphthalin 18, das unter biotischem, physikalischem oder chemischem Stress

angehéuft wird und zu Plumbagin (16), Isoshinanolon (20) oder Droseron (17) weiter
. [24-26]

reagiert.

Normalerweise wird 18 im weiteren Verlauf der Biosynthese mit einem Isochinolin-
Baustein 19 zu Naphthylisochinolin-Alkaloiden verkniipft (Schema 1).*! Unter Stress wird
jedoch die Bildung der Isochinolinhélfte 19 blockiert, so dass 18 nicht mehr gekuppelt werden
kann und in der Pflanze angehduft wird. Darauf reagiert die Pflanze mit der Oxidation von 18
zu Plumbagin (16), das anschlieBend zu Isoshinanolon (20) reduziert oder zu Droseron (17)

oxygeniert werden kann (Schema 1).1%2¢

Vor ca. einem Jahrzent ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, Kallus-Kulturen von 7.
peltatum unter aeroben und somit oxidativen Bedingungen zu kultivieren, so dass die Pflanze
neben den bekannten Naphthochinonen 16 und 17 auch noch héher oxygenierte Vertreter
produzierte.”’** Als Ergebnis erhielt man dabei die neuen Naturstoffe Dioncochinon A (3)
und B (4) (Abbildung 7) sowie die Ancistrochinone B-F (21-25).*”) Im Jahre 2011 wurden
dann mit den Dioncochinonen C (26), D (27) und E (28) (Abbildung 7) drei weitere bis dato

unbekannte Naphthochinone aus der Pflanzenfamilie der Dioncophyllaceae isoliert.”"
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OH
HO HO OH
Ho 0. OH
OH
Me

Me
3 0 4 ©

OH o OMe o OMe o OH o
MeO I I OH MeO I I OH MeO O‘ OH <o O‘ OH
Me Me Me 0 Me

21 © 22 © 23 OH © 24 OH ©

OMe o OH o OH o OH o
0 OH HO OH HO. OMe MeO O‘ OH
0 ! . Me MeO ‘ ' Me MeO ‘ . Me HO Me

25 © 26 © 27 © 28 ©

Abbildung 7. Die ersten hoher oxygenierten Naphthochinone aus 7. peltatum: Dioncochinon A (3)
und B (4), sowie die Ancistrochinone B-F (21-25) und die etwas spéter entdeckten
Dioncochinone C-E (26-28).17*%

Neben der Isolierung und Charakterisierung dieser interessanten Naturstoffe beschiftigt
sich unsere Arbeitsgruppe auch mit deren Synthese und hat beispielsweise fiir Dioncochinon
B (4) drei verschiedene Syntheserouten entwickelt.” Die Methode der Wahl startet mit der
Benzoesdure 29 (Schema 2), die zundchst in das Sdureamid 30 umgesetzt wird. Durch
anschlieBende ortho-Lithiierung und Transmetallierung erhdlt man das Grignard-Reagenz 31
(Schema 2), das zusammen mit 3-Brom-2-methylpropen (32) das Carbonsidureamid 33 in
einer Ausbeute von 60% liefert. Im Weiteren wird 33 in einer Cyclisierungsreaktion mit
Methyllithium als Base zu dem Naphthalin-Derivat 34 (Schema 2) umgesetzt.”*’® Auch die
zwel weiteren Syntheserouten von unserer Arbeitsgruppe zielen darauf ab, den Naphthalin-
Baustein 34 darzustellen.”* Bei dem Stobbe-Kondensationsweg gelingt dies in fiinf Stufen
mit einer Gesamtausbeute von 48%, wiahrend man bei der Diels-Alder-Methode nur einen
einzigen Reaktionsschritt (31%) benétigt.**! Der eben im Detail beschriebene Zugang zu 34
tiber eine Grignard-Reaktion als Schliisselschritt bietet allerdings mit einer Ausbeute von 59%

in nur drei Stufen das beste Ergebnis.¥
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OMe OMe g sec-Bulli, OMe o
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—
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36 © 4 O
Schema 2. Synthese von Dioncochinon B (4) in insgesamt sieben Stufen und einer

Gesamtausbeute von 35 %, ausgehend von 2,3-Dimethoxybenzoesdure (29) iiber das
Schliisselintermediat 34.1°*!

Bei allen drei Syntheserouten wird im Weiteren das Schliisselintermediat 34 durch
Kupfer(I)-chlorid und Luftsauerstoff zum 1,4-Naphthochinon 35 (Schema 2) oxidiert.**! Da
bei der Reaktion ebenfalls das entsprechende ortho-Chinon gebildet wird, ergibt sich nur eine

moderate Ausbeute von lediglich 66%.5%

Durch Epoxidierung und anschlieBende
Ringdffnung wird die Sauerstofffunktion an C-3 eingefiihrt (Schema 2). Im letzten Schritt
folgt eine Entschiitzung von 36 mit Bortribromid, was den Naturstoff Dioncochinon B (4) in

einer Ausbeute von 98% liefert.>*!

Dioncochinon B (4) zeigt, genauso wie Dioncochinon A (3), eine sehr hohe Aktivitét
gegen Krebszellen des Multiplen Myeloms (Zelltyp INA-6) jedoch keinerlei Toxizitdt gegen
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC).””) Aus diesem Grund wurde eine
Vielzahl weiterer synthetischer Analoga zu 4 hergestellt und ebenfalls auf ihre biologische

B4 Tabelle 3 zeigt eine kleine

Aktivitdt gegen Tumorzellen des Zelltyps INA-6 untersucht.
Auswahl der Aktivitdten von ausschlieBlich natiirlichen Vertretern und dem therapeutischen
Standard Melphalan (5).* Darunter weist Plumbagin (16) mit 0.8 uM die hochste Aktivitét
auf, allerdings ist 16 mit 0.8 uM auch extrem toxisch gegeniiber PBMCs. Im Gegensatz dazu

zeigen alle weiteren Vertreter keinerlei Toxizitdt, sind jedoch auch deutlich weniger aktiv
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gegen Zellen des Multiplen Myeloms. Unter den potentesten nicht-toxischen Naturstoffen
findet man Dioncochinon A (3) und Dioncochinon C (26) mit ECso-Werten von 29 uM bzw.
14 uM. Das insgesamt beste Resultat lieferte jedoch Dioncochinon B (4) mit einer Aktivitit
von 11 uM gegeniiber Zellen des Multiplen Myeloms und gleichzeitig keinerlei Toxizitét
gegen PMBCs.P¥

Tabelle 3. ECso-Werte in [uM] einiger ausgewéhlter natiirlicher Naphthochinone (3, 4, 16, 17, 21,
22, 26-28) und Melphalan (5), gegen Zellen des Multiplen Myeloms des Typs INA-6 und
gegen mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC). Die Bestimmung der
lebensfihigen Zellen erfolgte durch V-FITC/PI-Markierung. %!

3 4 16 18 21 22 26 27 28 5

INA-6 29 11 0.8 >100 >100 >100 14 80 100 2
PBMC ND ND 038 ND ND ND ND ND ND 3

ND: nicht detektierbar.

Um mehr iiber den Wirkmechanismus von Dioncochinon B (4) zu erfahren und um
gegebenenfalls einen noch aktiveren Wirkstoff entwickeln zu kdnnen, ist vor allem das Target
von 4 von besonderem Interesse. Fiir die Identifizierung des Wirkorts erschienen im Rahmen
dieser Arbeit die Biotinylierung von Dioncochinon B (4) und anschlieBende Wirkstoff-

Target-Untersuchungen durch nanoLC-MS/MS-Analyse geeignete Mittel.

3.2 Konzept der Target-lIdentifizierung durch Biotinylierung

Essentiell fiir die Aufklirung des Wirkmechanismus ist die Identifizierung des Targets.**”

1 Dieses wird immer hiufiger bestimmt, indem biologisch aktive Molekiile mit

Affinititssonden ausgestattet und damit zellulire Bindungspartner isoliert und durch

massenspektrometrische  Untersuchungen  identifiziert —werden.”*"!

Eine typische
Affinitdtssonde ist Biotin, welches eine starke nicht-kovalente Interaktion mit Streptavidin
zeigt.”! Verkniipft man Biotin iiber einen Linker mit einem Wirkstoff wie Dioncochinon B
(4), so besteht die Moglichkeit, das molekulare Target tiber den in Abbildung 8 dargestellten

Komplex zu isolieren und durch nanoLC-MS/MS-Analyse zu identifizieren.***"""]
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Streptavidin

Abbildung 8. Schematische Darstellung des Komplex aus Dioncochinon B (4), das mit einem
zelluldren Target interagiert und iiber einen Linker mit Biotin (griin) verkniipft ist,
welches wiederum eine hohe Affinitdt zu Streptavidin aufweist.

Der Linker dient hierbei in erster Linie als eine Art Platzhalter, damit sich das zelluldre
Target und Streptavidin bei deren jeweiliger Interaktion mit Dioncochinon B (4) bzw. Biotin
sterisch nicht behindern. Héufig ist er aber auch aus synthetischen Aspekten notwendig,
beispielsweise wenn eine Verkniipfung mit dem Wirkstoff nicht direkt moglich ist.*”! Die
Struktur des Linkers ist keineswegs festgelegt. So wurden bereits Alkylketten, Di- und
Triethylenglykol-Ketten und Peptide eingesetzt, aber auch Weinsdure-Derivate oder Triazol-
Linker wurden verwendet."*" Welcher Linker fiir einen bestimmten Wirkstoff am

geeignetsten ist, 1dsst sich jedoch schlecht vorhersagen.

Neben der Struktur des Linkers ist dessen Position entscheidend, damit eine Interaktion mit
dem zelluldren Target nicht gestért wird. Im Falle von Dioncochinon B (4) wire eine
Anbringung des Linkers iiber die freien OH-Gruppen an C-3, C-5 und C-6 zwar denkbar
einfach, jedoch haben erste Struktur-Aktivitits-Beziehungen gezeigt, dass die freien
34]

Sauerstofffunktionen vermutlich essentiell fiir die gute biologische Aktivitit von 4 sind.!

Aus diesem Grund erschien es sinnvoll, den Linker tiber die 7- oder 8-Position einzufiihren.

3.3 Grenzen der Schliisselverbindung

Um die sterischen und elektronischen Eigenschaften und die damit verbundene biologische
Aktivitdt von Dioncochinon B (4) so wenig wie moglich zu beeinflussen, sollte der Linker
beginnend mit einer kurzen Kohlenstoffkette von mindestens einer Ethylen-Einheit an 4
gebunden sein. Die hierfiir nétige C-C-Verkniipfung zwischen Aromat und entsprechendem
Linker sollte am einfachsten durch eine Friedel-Crafts-Alkylierung oder auch durch eine

Friedel-Crafts-Acylierung mit anschlieBender Reduktion der Ketofunktion darstellbar sein.
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Da jedoch Dioncochinon B (4) aufgrund der drei sensitiven Hydroxygruppen ungeeignet fiir
derartige Reaktionen erschien, wurde im Jahre 2013 im Rahmen meiner Masterarbeit erstmals
das Naphthalin 37 (Schema 3) synthetisiert.”” Verbindung 37 kann als geschiitztes
Dioncochinon-B-Derivat angesehen werden, da durch Abspaltung der Methoxy-
Schutzgruppen und anschlieBende Autoxidation an Luft Dioncochinon B (4) erhalten werden
sollte (Schema 3)."”! Man ging davon aus, dass 37 auch nach Funktionalisierung mit einem

Linker die beschriebene Reaktivitiat aufweisen wiirde.

MeQO OMe OH o
MeO OMe Entschitzung HO OH
seale=Nade
Me *Me
37 Owme 4 O
Schema 3. Das Pentamethoxynaphthalin 37, das durch Entschiitzung und spontane Oxidation

Dioncochinon B (4) ergeben sollte.

Die Synthese des Naphthalins 37 im Rahmen meiner Masterarbeit startete ausgehend von
1,2,4-Trimethoxybenzol (38) (Schema 4). Methylierung durch Lithiierung (Directed ortho-
Metalation) und anschlieBende Umsetzung mit Methyliodid lieferten 39 in einer Ausbeute
von 96%.5%") Das elektronenreiche Benzolderivat 39 wurde dann mit dem Séurechlorid 40 in
einer Friedel-Crafts-Acylierung umgesetzt und man erhielt den Ester 41.""'"! Verseifung mit
Kaliumhydroxid zu 42 und Reduktion der Ketofunktion mit Triethylsilan ergaben die
Carbonsaure 43 (Schema 4)."!
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Schema 4. Synthese des Naphthalin-Derivats 37 in sieben Stufen, ausgehend von 1,2,4-

Trimethoxybenzol (38), mit einer Gesamtausbeute von 32%.

Im Weiteren wurde durch eine Cyclisierungsreaktion mit Polyphosphorsdure das
Tetralon 44 synthetisiert, das im néchsten Schritt mit Selendioxid zum ortho-Chinon 45
oxidiert wurde.®"! Diese literaturbekannte Route lieferte 45 in sechs Reaktionsschritten in
einer Gesamtausbeute von 53% (Lit. 44%).**!] Danach wurden die Ketofunktionen von 45
in einem Zweiphasen-System aus Wasser und Dichlormethan reduziert und das entstandene
ortho-Hydrochinon wurde in situ methyliert, so dass man das gewiinschte

Pentamethoxynaphthalin 37 erhielt, welches im Weiteren funktionalisiert werden sollte.[””!

Damalige erste Untersuchungen hatten allerdings ergeben, dass 37 weder in einer Friedel-
Crafts-Alkylierung mit dem Epoxid 46 (Schema 5), unter Verwendung starker Lewis-Saduren
wie BF;, zum entsprechenden Naphthalin 47, noch in einer Friedel-Crafts-Acylierung mit
Bernsteinsdureanhydrid (48) zur Sdure 49 oder auch mit dem noch reaktiveren

Saurechlorid 50 zum entsprechenden Ester 51 reagierte.!””!
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MeO OMe MeQ  OMe OH o
OO f\"& MeO OMe Entschitzung HO OH
OO 00
Me Me

OMe

Schema 5. Versuche zur Reaktivitit des geschiitzten Dioncochinon-B-Derivats 37 mit den
Alkylierungsreagenzien 46 und 52 sowie den Acylierungsreagenzien 48 und 50.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktivitdt von 37 nun noch ausfiihrlicher
erforscht. Zum einen wurden fiir die eben beschriebenen Friedel-Crafts-Reaktionen weitere

82) zum anderen

starke Lewis-Sduren wie beispielsweise Indium(III)-chlorid eingesetzt,
wurden weitere Alkylierungsreagenzien wie Allylbromid (52) (Schema 5) zur Synthese
von 53 untersucht. Eine Umsetzung konnte jedoch nie beobachtet werden, vielmehr wurde
stets 37 reisoliert. Auch eine Metallierung von 37 mit n-Butyllithium und anschlieBende
Zugabe der eben genannten Alkylierungs- (46, 52) oder Acetylierungs-Reagenzien (48, 50)

blieb erfolglos und lieferte ausschlieBlich Zersetzungsprodukte.

Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, da der Aromat mit seinen fiinf Methoxygruppen
sehr elektronenreich wirkt und somit fiir elektrophile aromatische Substitutionen (SgAr) wie
Friedel-Crafts-Alkylierungen und -Acylierungen bestens geeignet erschien. SchlieBlich findet
im ersten Schritt einer SgAr stets ein elektrophiler Angriff der n-Elektronen aus dem HOMO
des Aromaten auf das LUMO des Elektrophils unter Ausbildung eines Wheeland-Komplexes
statt.*** Die Lage des HOMOs spiclt dabei fiir die Reaktivitit der Verbindung eine

entscheidende Rolle.

Computergestiitzte Dichtefunktionalrechnungen (DFT-Rechnungen), durchgefiihrt von Dr.
T. Bruhn, zeigten, dass das HOMO A von 37 (Abbildung 9) fast iiber das gesamte Molekiil

verteilt ist, lediglich die Positionen 7, 9 und 10 sind davon ausgeschlossen. Auf Grundlage der
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DFT-Rechnungen wiirde man eine erhohte Reaktivitdt des aromatischen Systems in Position
8 erwarten, da alle anderen Positionen entweder bereits substituiert und damit sterisch

abgeschirmt sind oder eben keinen Orbitalkoeffizienten aufweisen.

0.0eVy ——— >04eV

Abbildung 9. Graphische Darstellung des HOMOs A von 37 auf Grundlage von
Dichtefunktionalrechnungen sowie die Abbildung der ALIEs B von 37.

Allerdings hatten Cockroft et al. 2013 gezeigt,!® dass die FMO-Theorie nur sehr schlecht
geeignet ist, um Reaktivititen an aromatischen Systemen vorherzusagen. Deutlich besser
geeignet sind "average local ionization energies" (ALIEs, B), die daher ebenfalls berechnet
wurden (Abbildung 9).**"! ALIEs erfassen allerdings nur die rein elektronischen Effekte, die
sterischen Effekte werden ignoriert und miissen gegebenenfalls abgeschitzt werden. Mit Hilfe
von ALIEs kann wesentlich genauer vorhergesagt werden, an welcher Stelle in einem
Aromaten die Nucleophilie am groBten und somit eine Reaktion am wahrscheinlichsten ist.!*!
Im Falle von 37 konnte man eine Substitution an der 5-Position erwarten, da hier, erkennbar
an der rot eingefarbten Oberfldche, die lonisierungsenergie am geringsten ist. Diese Position
ist allerdings sterisch durch die Methoxygruppen an C-4, -5 und -6 stark abgeschirmt. Das
zweitniedrigste Energieminimum befindet sich ziemlich exakt zwischen C-7 und C-8, was fiir
einen ausgepragten Doppelbindungscharakter spricht. Deshalb wiirde hier eine

Additionsreaktion anstelle einer Substitutionen zu erwarten sein.*”

Verbindung 37 war also nur auf den ersten Blick fiir eine Substitution an C-7 oder C-8
geeignet, die ALIE-Rechnungen zeigten jedoch eindeutig, dass dies nicht der Fall war. Roush
et al. waren 2001 bei gleichem Substitutionsmuster an C-1 und C-2 ebenfalls an einer Friedel-
Crafts-Acylierung an der 8-Position gescheitert, allerdings war dabei der sterische Anspruch
aufgrund eines MOM-geschiitzten Sauerstoffsubstituenten an C-7 zusitzlich erhoht

gewesen.™
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Da die Einfiihrung einer Kohlenstoffkette iiber die 8-Position des zu unreaktiven oder
sterisch zu anspruchsvollen Naphthalins 37 scheiterte, wurde versucht, die Vorstufe 45 an
entsprechender Position zu funktionalisieren. Zwar ging man davon aus, dass auch die 8-
Position des ortho-Naphthochinons 45 aufgrund der Methoxygruppe an C-1 sterisch stark
gehindert war, jedoch sollte sich die Reaktivitit im Vergleich zu 37 stark dndern, da die

Bindung zwischen C-7 und C-8 einen viel héheren Doppelbindungscharakter besitzen sollte.

3.4 Biotinylierung durch Click-Chemie

Aufgrund seiner Struktur kam fiir das ortho-Naphthochinon 45 fiir eine Funktionalisierung
an der 8-Position keine typische Aromatenchemie wie die Friedel-Crafts-Reaktionen in Frage.
Von der Doppelbindung zwischen C-7 und C-8 war vielmehr eine Olefin-Reaktivitit zu
erwarten, weshalb sich eine Vielzahl anderer Optionen bot, um eine Funktionalitit an C-8
einzufiihren. Dennoch wurde auch bei 45 die 8-Position von der Methoxygruppe an C-1
sterisch gehindert. Nucleophile Angriffe, wie beispielsweise von einem Kupferorganyl an ein
Michael-System, wiren also vermutlich gescheitert. Die Aminierung von 45 in Anlehnung an
Harvey et al., um eine Funktionalisierung an C-8 einzufiihren, verlief jedoch erfolgreich und
lieferte das ortho-Naphthochinon 54 (Schema 6) mit einer freien Aminogruppe an C-8.% Die
Reaktion verlief vermutlich liber das Intermediat 55 (Schema 6), das wahrscheinlich durch
eine [2+3]-Cycloaddition mit Trimethylsilylazid gebildet wurde und unter Abspaltung von

Stickstoff zum Amin 54 zerfiel, welches in einer Ausbeute von 75% erhalten wurde %!

@
. ©_N=N — _
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SiMe, 2
45 - 55 - 54
Schema 6. Synthese des Amins 54 ausgehend von dem ortho-Naphthochinon 45 iiber das

postuliert Intermediat 55.

Diese Reaktion war offensichtlich sterisch weniger anspruchsvoll als die beschriebenen
SgAr-Versuche aus Kapitel 3.3. Vermutlich spielten aber auch andere Faktoren eine
entscheidende Rolle. Moglicherweise wurde die Reaktion durch eine elektrostatische

Anziehung der Reaktanden dirigiert. Ebenso ist es denkbar, dass die Orbitalkoeffizienten der
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Reaktionsteilnehmer fiir die Regioselektivitdt verantwortlich sind, schlieBlich erhielt man

ausschlieflich 54 und nicht das entsprechende Regioisomer mit Aminfunktion an C-7.

Nach erfolgreicher Funktionalisierung an C-8 sollte ein Linker iiber das freie Amin
eingefiihrt werden. Ideal hierfiir erschien eine Carbonylverbindung wie 56 (Tabelle 4), die
iber eine Sdureamid-Bindung an 54 gekniipft werden sollte und am anderen Ende der Kette
eine Funktionalitdt besitzen sollte, um mit einem Biotin-Derivat zu reagieren. Das
entsprechende Saureamid 57 wurde jedoch trotz unterschiedlicher Reaktionsbedingungen

nicht erhalten.

Tabelle 4. Ausbleibende Reaktionen des ortho-Naphthochinons 54 mit 56 unter verschiedenen
Bedingungen zum entsprechenden  Sdureamid 57, sowie Strukturen der
Kupplungsreagenzien EDC (58) und TBTU (59).

0 OMe YWX a OMe
Ty =t UC
’O 4 8 Me
Me K
) upplungsreagenz, N OMe
NH, OMe Base, X"y H
54 Lésungsmittel (0] 57
N, X Y Kupplungs- Base Losunds- 1o mperatur
' reagenz mittel P
1 OH NHBoc EDC D'PEA DMF RT-80 °C
2 OH NHBoc TBTU D'PEA DMF RT-80 °C
3 Cl Br - D'PEA CH,Cl, RT-reflux
(]
o
NMe2 N\\@
/_F Q tN €]
N=C=N N BF4
—/ D=
NMe
58 59 MeN ?

Zunichst wurde versucht, 54 mit der Carbonsédure 56 (Tabelle 4: Eintrag 1), die endsténdig
ein Boc-geschiitztes Amin trigt, umzusetzen. Eine klassische Peptidsynthese mit EDC (58)
zur Aktivierung der Siurefunktion blieb jedoch auch bei hdéheren Temperaturen

9293] Deshalb wurde im zweiten Versuch das potentere Kupplungsreagenz TBTU

erfolglos.
(59) (Tabelle 4: Eintrag 2) aus der Gruppe der Benzotriazole fiir die Synthese des
Carbonsiureamids 57 verwendet.”**> Doch auch hierbei kam es nicht zur gewiinschten
Reaktion und es wurden lediglich die Edukte reisoliert. Zwar hitte es eine Vielzahl an
weiteren Optionen fiir eine Peptidsynthese mit Hilfe von Kupplungsreagenzien gegeben, doch

lassen sich oftmals nur schlecht Vorhersagen dariiber treffen, welche Bedingungen fiir eine

bestimmte Reaktion am geeignetsten sind.”>*® Da sich Kupplungsreagenzien auBerdem meist
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nur in ihrer Effektivitdt und weniger in ihrer Aktivitdt unterscheiden, waren vermutlich auch
Versuche mit weiteren Kupplungsreagenzien nicht erfolgreich gewesen.”>*®! Deshalb wurde
in einem letzten Experiment fiir die Synthese von 57 das Carbonsdurechlorid 56 (Tabelle 4:
Eintrag 3) eingesetzt, welches eine noch hohere Reaktivitidt aufweisen sollte. Aber auch

hierbei wurde kein Umsatz von 54 festgestellt.

Da sterische Aspekte vermutlich nicht die Ursache fiir das Ausbleiben der eben
beschriebenen Reaktionen waren, lag der Grund wahrscheinlich vielmehr an der Reaktivitdt
des freien Amins an C-8. Normalerweise sind NH,-Gruppen sehr elektronenreich und
reagieren als starke Nucleophile. In diesem Fall stand das Amin allerdings in vinyloger
Position zu der stark elektronegativen Carbonylgruppe an C-6 und war somit ein vinyloges
Sdureamid. Der Einfluss auf das freie Elektronenpaar des Stickstoffs war dabei offenbar so
grof3, dass dieses nicht mehr fiir einen nucleophilen Angriff auf die Carbonylfunktion von 56
zur Verfiigung stand. Diese Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen von Harvey et
al., die gezeigt hatten, dass Palladium-katalysierte Buchwald-Hartwig-Aminierungen mit
vergleichbaren vinylogen Amiden aufgrund der herabgesetzten Nucleophilie des Stickstoffs

ebenfalls scheitern.®*?7!

Um die Reaktivitit des Amins zu erhohen, wurde im nichsten Schritt das ortho-
Naphthochinon 54 mit elementarem Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle als
Katalysator zum entsprechenden ortho-Hydrochinon reduziert und mit Essigsédureanhydrid O-
acetyliert (Schema 7). Dabei erhielt man das Naphthalin-Derivat 60 in einer Ausbeute von
90%. Das Amin 60 zeigte eine deutlich hohere Nucleophilie und wurde erfolgreich mit 4-
Brombutansdurechlorid (61) und Diisopropylethylamin als Hilfsbase zum entsprechenden
Saureamid 62 umgesetzt (Schema 7).

AcO OMe

0 OMeO AcO OMeoM Br/\/\n/CI ACO OMe
e OO

0 ,O Me | 1, paic, omr 0 OO DPEAGL O
S Me 2 Kgcgog,,Acgo - > Me DMF.0°C " sN I, Me
NH, OMe 0% NH, OMe % B >y €
54 60 ° 62

Schema 7. Reduktion des ortho-Naphthochinons 54 mit elementarem Wasserstoff und O-
Acetylierung des entstandenen ortho-Hydrochinon zum Naphthalin-Derivat 60 sowie
dessen weitere Umsetzung mit 4-Brombutansdurechlorid (61) zum Naphthalin-Derivat
62.

Somit wurde mit Erfolg ein Linker an C-8 eingefiihrt, der im Weiteren an Biotin gebunden

werden sollte. Als Verknilipfungsmoglichkeit von 62 und Biotin bot sich die Huisgen-
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Reaktion (Click-Reaktion) an.’*'"" Das hierfir nétige Azid wurde durch eine
Substitutionsreaktion von 62 und Natriumazid hergestellt und man erhielt 63 (Schema 8) in
einer Ausbeute von 84%. Dieses wurde in einer Kupfer(I)-katalysierten [3+2]-Cycloaddition
mit dem literaturbekannten Biotin-Alkin 64 umgesetzt und man erhielt das biotinylierte

Naphthalin 65 in einer Ausbeute von 53%.!"%

AcO OMe AcO OMe
AcO OMe AcO OMe
CIOL T v 1

8 Me DMF § Me
N OMe 84% N OMe
B >y CoNT Y
0 62 O 63
S o Natriumascorbat,
0 H/\‘ CuSO,H,0,
Hood—tH CH,Cl,/H,0
HN\H/NH 64 53%
(o]
A\

S Ny OMe
" NN Y
H —{ H N=N o}
HN\[(NH 65
o}
Schema 8. Synthese des Azids 63 ausgehend von dem Naphthalin-Derivat 62, sowie die
Kupfer(I)-katalysierte [3+2]-Cycloaddition von 63 und dem Biotin-Alkin 64 zum

Naphthalin 65.

Somit wurde Biotin erfolgreich iiber einen Triazol-Linker mit einem Naphthalin-Derivat
verkniipft, welches durch Entschiitzung der fiinf Sauerstofffunktionen Dioncochinon B (4)
ergeben sollte. Fiir die Spaltung der Methoxygruppen an C-1, C-3 und C-4 waren vermutlich
recht harsche Bedingungen ndtig, unter welchen auch die Acetyl-Ester an C-5 und C-6
verseift werden sollten. Ein zu 65 analoges Naphthalin-Derivat, lediglich ohne Substituent an
C-8, war 2009 von Pettus et al. mit Cer(IV)-ammoniumnitrat (CAN) umgesetzt worden und
hatte das entsprechende para-Naphthochinon geliefert, das einzig an C-3 noch geschiitzt
vorgelegen war.®" Eine entsprechende Reaktion mit 65 (Tabelle 5, Eintrag 1) fithrte jedoch
nicht zum gewiinschten Produkt 66 (R = Me), sondern zur Zersetzung des Eduktes. Dies lag
vermutlich daran, dass der Triazol-Ring der Seitenkette zu reaktiv flir ein solch starkes

Oxidationsmittel wie CAN ist.
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Tabelle 5. Versuche zur Entschiitzung des Naphthalin-Derivats 65 zum gewiinschten
Naphthochinon 66 durch unterschiedliche Reaktionsbedingungen (Eintrag 1-5).

AcO.s
o]
S Ny OMe
=
! NN Y

H H N=N 9]

HNYNH 65
O ‘ Reagenz,

X Lésungsmittel,
l Temperatur
S
H
H—H
HN\n/NH 66 R=H, Me
o]
LS - .
Nr. Reagenz oniﬁ?js Temperatur Ergebnis
1 CAN MeCN/H,0 0°C Zersetzung
2 Me,;Sil CH,Cl, RT — reflux keine Reaktion
3 NaSMe DMF RT — 120 °C keine Reaktion — Zersetzung
4 BCl; CH,Cl, -78 °C — reflux keine Reaktion — Zersetzung
5 BBry CH,Cl, -78°C — RT Spuren von 66 (R = H) laut LC-MS

Da das Naphthalin-Derivat 65 nach Entschiitzung der Sauerstofffunktionen genug
Oxidationspotenzial fiir eine Autoxidation an Luft besitzen sollte, wurden im Weiteren
ausschlieBlich O-Demethylierungsreagenzien eingesetzt. Als erstes wurde das relativ milde
Trimethylsilyliodid untersucht (Tabelle 5, Eintrag 2), doch selbst unter Riickfluss konnte
keine Umsetzung von 65 beobachtet werden. Die etwas reaktiveren Reagenzien
Natriumthiomethylat (Eintrag 3) und Bortrichlorid (Eintrag 4) fiihrten bei niedrigen
Temperaturen ebenfalls zu keiner Reaktion von 65, wihrend bei hoheren Temperaturen
Zersetzung eintrat. Zuletzt wurde fiir die Reaktion mit 65 Bortribromid (Tabelle 5, Eintrag 5)
untersucht. Man startete die Reaktion bei -78 °C und erwédrmte langsam auf Raumtemperatur.
Der Fortlauf der Umsetzung wurde durch LC-MS-Analyse kontrolliert. Dabei war es einmalig
gelungen, die entsprechende Masse der Zielverbindung 66 (R =H, m/z =628 [M +H]") zu
identifizieren, jedoch war das Ergebnis weder unter identischen Reaktionsbedingungen noch
durch Verinderung aller erdenklichen Parameter (Reaktionszeit, Temperatur, Aquivalente,

Volumen an Losungsmittel) reproduzierbar, weshalb die Isolierung von 66 scheiterte.
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Nachdem eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionsbedingung fiir die Entschiitzung von 65
nicht zum gewiinschten Erfolg gefiihrt hatte, wurde dieser Zugang zu einem biotinylierten
Dioncochinon-B-Derivat verworfen. Offensichtlich war die Seitenkette mit dem Triazol-Ring
zu empfindlich gegeniiber O-Demethylierungsreagenzien, die zur Zersetzung des

Startmaterials fuhrten.

3.5 Biotinylierung durch Peptid-Bindung

In Kapitel 3.4 wurde gezeigt, dass die Einfilhrung einer Biotin-Seitenkette {liber einen
Triazol-Linker zwar moglich ist, dann aber zu Problemen bei der Entschiitzung der
Methoxygruppen fiihrte, so dass die Synthese eine Stufe vor einer moglichen Zielverbindung
scheiterte. Deshalb wurde der Fokus auf eine Route gelegt, bei der die Verkniipfung mit
Biotin erst nach der Spaltung der Schutzgruppen erfolgen sollte. Fiir die geplante
Entschiitzung der Vorstufe 63 zum entsprechenden Dioncochinon-B-Derivat 67 (Tabelle 6)

wurden unterschiedliche Reaktionsbedingungen untersucht.

Tabelle 6. Versuche zur Entschiitzung des Naphthalin-Derivats 63 zum Dioncochinon-B-Derivat 67
unter Verwendung unterschiedlicher Reaktionsbedingungen (Eintrag 1-5).

Reagenz,

Lésungsmittel,

Temperatur

v/4 =
N3

Nr. Reagenz Lésungsmittel Temperatur Ergebnis
1 CAN MeCN/H;O 0°C Zersetzung
2 NaSMe DMF 0°C-70°C keine Reaktion
3 NaSMe DMF 275°C Zersetzung
4 BBrj; CH,Cl, -78°C-0°C keine Reaktion
5 BBry CH,Cl, >0°C Zersetzung

Wie auch unter 3.4 wurde zunidchst CAN (Tabelle 6, Eintrag 1) fiir eine Oxidation von 63
eingesetzt, um in Anlehnung an Pettus et al. das Dioncochinon-B-Derivat 67 (R = Me) zu
erhalten.® Man erhielt jedoch lediglich Zersetzungsprodukte. Ahnlich erfolglos verlief die
Verwendung der O-Demethylierungsreagenzien Natriumthiomethylat (Eintrag 2 und 3) und
Bortribromid (Eintrag 4 und 5), die als Ergebnis jeweils Produktgemische lieferten, welche

weder getrennt noch charakterisiert werden konnten.
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Anders als bei den Versuchen zur Entschiitzung des biotinylierten Naphthalins 65 unter 3.4
liegt die Ursache fiir die Ergebnisse in Tabelle 6 vermutlich nicht an der Seitenkette.
Wahrscheinlicher ist, dass die Entschiitzung der fiinf OH-Gruppen in einem Reaktionsschritt
zu Problemen fiihrt, weshalb im Weiteren die Schutzgruppen Schritt fiir Schritt entfernt
werden sollten. Da Ether stabiler sind als Ester, wurden zuerst die beiden Acetoxygruppen an
C-5 und C-6 abgespalten. Hierfiir wurde 63 mit Natriummethanolat umgesetzt (Schema 9)

und man erhielt das ortho-Naphthochinon 68 in einer Ausbeute von 56%.

Schema 9. Entschiitzung des Naphthalin-Derivats 63 mit Natriummethanolat zum ortho-
Naphthochinon 68, das durch Umsetzung mit Bortribromid nicht das erwartete Azid
69, sondern das para-Naphthochinon 70 mit einem freien Amin in der Seitenkette
liefert.

Fiir die anschlieBende Spaltung der Methylether an C-1, C-3 und C-4 wurde Bortribromid
eingesetzt (Schema 9). Die Reaktion wurde bei -78 °C gestartet und das Reaktionsgemisch
langsam auf Raumtemperatur erhitzt. Innerhalb von 4.5 h wurde 68 vollstindig umgesetzt und
lieferte ausschlieBlich ein Produkt. Dabei handelte es sich aber nicht um das erwartete para-
Naphthochinon 69 mit einem Azid als Substituent am Ende der Seitenkette (Schema 9),
sondern um das entsprechende Amin 70. Eine Isolierung von 70 als Reinsubstanz mittels
Séulenchromatographie oder Umkristallisation scheiterte jedoch aufgrund der geringen
Stabilitdit von 70. Weiter zeigte 70 eine derart hohe Loslichkeit in Wasser, dass eine
Extraktion aus der wissrigen Phase als Reinigungsschritt mit jedem organischen
Losungsmittel ebenfalls fehlschlug. Nach vollstdndiger Umsetzung von 68 war die Zugabe
von Wasser zur Hydrolyse jedoch noétig, so dass 70 im wissrigen Milieu vorlag.
Lyophilisierung der wéssrigen Phase fiihrte zur Zersetzung des Produkts. Allerdings gelang
es, 70 durch Filtration iiber C;g-Material zu immobilisieren und anschlieflend mit Methanol zu
eluieren. Das organische Losungsmittel wurde dann unter vermindertem Druck entfernt, ohne

dass 70 dabei zersetzt wurde. Durch dieses Verfahren wurde 70 zumindest teilweise gereinigt.
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Das tiefrote Produkt zeigte im 'H-NMR-Spektrum jedoch Verunreinigungen, was eine
detaillierte Charakterisierung nicht erlaubte. Die Methylgruppe an C-1, das aromatische
Wasserstoffatom an C-7 und die CH,-Gruppen der Seitenkette waren im Protonenspektrum

jedoch klar zu erkennen.

Bislang ist es ungeklért, wie es im Laufe der Reaktion zur Bildung des freien Amins
kommt, und auch in der Literatur lassen sich hierzu keinerlei vergleichbare Ergebnisse finden.
Die hochaufgeloste Masse von 70 lieB jedoch keinen Zweifel daran, dass es sich bei dem
Produkt der Reaktion um das freie Amin 70 und nicht um das entsprechendes Azid 69
handelte. Fiir die geplante Biotinylierung durch Click-Chemie hédtte 70 nicht verwendet
werden konnen, da das hierfiir notwendige Azid nicht vorlag. Durch das endstindige freie
Amin ergaben sich jedoch andere Moglichkeiten zur Verkniipfung von 70 mit Biotin,
beispielsweise in Form einer Peptidbindung. Hierfiir wurde das leicht verunreinigte para-
Naphthochinon 70 mit dem Biotin-Aktivester 71 umgesetzt und man erhielt das
Naphthochinon 72 (Schema 10). Zwar betrug die Ausbeute lediglich 17%, jedoch wurde
durch diesen Reaktionsschritt eines der erklirten Ziele erreicht und Dioncochinon B erstmals

erfolgreich iiber einen Linker an C-8 mit Biotin verkniipft.
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Schema 10. Umsetzung des Dioncochinon-B-Derivats 70 mit dem Biotin-Aktivester 71 zum

gewiinschten Zielmolekiil 72.

Fir die Durchfilhrung von Wirkstoff-Target-Untersuchungen war es essentiell, dass

Dioncochinon B in der biotinylierten Form die gleiche Struktur aufwies wie die nicht-
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biotinylierte Substanz und nicht etwa als Tautomer vorlag. Dieser Aspekt musste im Fall von
72 besonders beachtet werden, da aufgrund des Stickstoffsubstituenten an C-8 eine hohere
Elektronendichte auf der linken Hilfte des Aromaten vorlag, als es bei dem unsubstituierten
Dioncochinon B (4) der Fall war. Aus diesem Grund war es denkbar, dass 72 nicht als para-
Naphthochinon (A) (Abbildung 10), sondern als ortho-Tautomer (B) vorlag, und die beiden

Ketofunktionen auf der 'linken' Seite des Aromaten zu finden waren.
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Abbildung 10. Die denkbaren ortho- (A) und para-Tautomere (B) der Zielverbindung 72, die
chemische Verschiebung ausgewihlter *C-NMR-Signale (J in ppm) von 72 (C) und
Dioncochinon B (4) (D) und die chemische Verschiebung ausgewihlter 'H-NMR-
Signale (0 in ppm) sowie eine Auswahl bedeutender HMBC- und COSY -Interaktionen

(E).

Bei einem Vergleich der aromatischen Bereiche der *C-NMR-Spektren von Dioncochinon
B (4) und dem des biotinylierten Derivats 72 wiesen speziell die griin markierten *C-Signale
(C, D) (Abbildung 10) eine sehr hohe Ahnlichkeit zueinander auf, was darauf schlieBen lieB3,
dass 72 als para-Naphthochinon vorlag. Des Weiteren zeigte das aromatische Proton von 72
mit 6 = 8.48 ppm (E) (Abbildung 10) eine chemische Verschiebung in dem zu erwartenden
Bereich des 'H-NMR-Spektrums. Wire die Zielverbindung als ortho-Naphthochinon
vorgelegen, so wire dieses 'H-Signal hochfeldverschoben gewesen und etwa in dem Bereich

des entsprechenden Protonensignals der ortho-Naphthochinon-Vorstufe 68 (0 = 7.74 ppm).



32 ALLGEMEINER TEIL

AulBlerdem interagierte das aromatische Proton an C-7 laut HMBC (E) ausschlieBlich wie in
Abbildung 10 dargestellt und nicht mit Carbonyl-Kohlenstoffatomen, was bei dem
entsprechenden ortho-Naphthochinon 72B zu erwarten gewesen wére. Zusitzlich war im
HMBC (E) eine eindeutige Wechselwirkung zwischen den Protonen der Methylgruppe an C-
2 und dem Carbonyl-Kohlenstoff C-1 zu erkennen. All diese Punkte zeigten klar, dass 72

ausschlieBlich als para-Tautomer 72A vorlag.

Da die Wasserstoffatome der Hydroxygruppen im 'H-NMR keine Signale ergaben, wire es
ebenso denkbar gewesen, dass Biotin im letzten Reaktionsschritt iiber eine der drei
Hydroxygruppen an C-3, C-5 oder C-6 durch eine Veresterung an das Dioncochinon-B-
Derivat 70 gekniipft worden wire. Die in Abbildung 10 (E) zusitzlich dargestellten
Interaktionen (HMBC, COSY) des Wasserstoffatoms der neu gebildeten Peptid-Bindung mit
einer chemischen Verschiebung von ¢ =7.85 ppm, zeigten jedoch eindeutig, dass es sich

hierbei um die gewiinschte Verkniipfung handelte.

Des Weiteren zeigte 72 im IR mit den Wellenzahlen v = 1636 cm™ und v = 1687 cm™ zwei
charakteristische Banden fiir primire Sdureamide. Auch die massenspektrometrischen
Analysen von 72 lieferten sowohl bei MALDI- (m/z = 569.325 [M + Na]") als auch bei ESI-
Experimenten (berechnet fiir C,sH3oN4NaOgS [M + Na]+ 569.1677; gefunden 569.1677) die
erwarteten Ergebnisse. Somit wurde zweifelsfrei belegt, dass Dioncochinon B erstmalig

erfolgreich iiber einen Linker an C-8 mit Biotin verkniipft worden war.

3.6 Drug-Target-Untersuchungen durch nanoLC-MS/MS-Analyse des Biotin-

markierten Wirkstoffs

Die biotinylierte Zielverbindung 72 zeigte im Gegensatz zu Dioncochinon B (4)
(ECsp = 11 uM) keine messbare Aktivitit gegeniiber Multiple-Myelom-Zellen des Typs INA-
6.7 Dies erschien auf den ersten Blick negativ, da man daraus schlieBen konnte, dass durch
die Biotinylierung die Wirkweise von 4 blockiert wurde. Ebenso wahrscheinlich war jedoch,
dass die Zellpermeabilitit von 72 aufgrund dessen enormer MolekiilgroBe nicht mehr gegeben

[

war.**7") Erst kiirzlich beschrieb unsere Arbeitsgruppe, wie ein Wirkstoff mit wachsender

Seitenkette an In-vitro-Aktivitit verlor und nach finaler Biotinylierung vollstdndig inaktiv
war.’® Die anschlieBenden Drug-Target-Untersuchungen durch nanoLC-MS/MS-Analyse

verliefen dennoch erfolgreich, da man hierbei Zelllysate verwendete.”®!
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Bei dem Verfahren der Drug-Target-Untersuchung durch nanoLC-MS/MS-Analyse wird
die biotinylierte Substanz auf magnetische Streptavidin-Beads geladen und anschlieBend mit
dem Lysat der Tumorzellen des Typs INA-6 inkubiert (Abbildung 11).7*) Zusitzlich erstellt
man auch eine Blindprobe, bei der man keinen Inhibitor verwendet, um anschlieend
zwischen spezifisch und unspezifisch bindenden Proteinen unterscheiden zu kénnen.'” Nach
einer Inkubationszeit von 3 h bei 4 °C werden die Beads gewaschen und anschliefend die
gebundenen Proteine mit Lithiumdodecylsulfat-Probenpuffer (LDS) eluiert. Es folgt eine
Féllung der erhaltenen Proteine in Aceton und danach eine Verdauung mit einer Trypsin-

Losung, bevor die Analyse per nanoLC-MS/MS durchgefiihrt werden kann (Abbildung
1).178:103]

Beads mit biotinyliertem Wirkstoff Blindprobe ohne Wirkstoff

= Streptavidin :
+ | = Biotin +
L= Linker
J = Wirkstoff
Lysat von Eaad”Ph U Lysat von
INA-6-Zellen : c 2 INA-6-Zellen
Inkubation, Waschung, Inkubation, Waschung,
Eluierung, Féllung, Eluierung, Fallung,
Verdauung, Verdauung,
nanoLC-MS/MS & LFQ nanoLC-MS/MS & LFQ
| IIK K
M ® . Targets
= 1 N 2 =
i) n [ I o . =
[ Nl ]\ — = . <3 5
= / ﬂ I 5 . = f\
VARV o - N
. . > = — > —~ — >
Retentionszeit log, Verhéltnis I/K Retentionszeit

Abbildung 11. Durchfithrung der Drug-Target-Untersuchungen. Der biotinylierte Wirkstoft wird auf
magnetische Streptavidin-Beads aufgebracht und anschlieBend mit dem Lysat von
Multiple-Myelom-Zellen des Typs INA-6 inkubiert. Nach Waschung, Eluierung,
Féllung und Verdauung werden die erhaltenen Proteine durch nanoLC-MS/MS-
Untersuchungen analysiert. Das gleiche Verfahren wendet man fiir die Blindprobe an,
bei der kein Wirkstoff auf die Beads aufgetragen wird. Nach Quantifizierung (LFQ)
der Massenspektren konnen die Ergebnisse der Inhibitor- und der Kontroll-Probe
miteinander verglichen werden.

Durch markierungsfreie massenspektrometrische Quantifizierung (LFQ) kann fiir jedes
identifizierte Protein die Intensitit berechnet werden. Anschlieend konnen die erhaltenen
Daten der Wirkstoff- (I) und der Kontroll-Probe (K) miteinander verglichen werden (I/K)
(Abbildung 11)."”) Dieses Vorgehen wiederholt man mindestens drei Mal und mittelt
anschlieBend die erhaltenen Daten, um ein aussagekriftigeres Ergebnis zu erhalten.'”! Im

finalen Diagramm (I/K) werden alle Treffer als Punkt dargestellt. Je weiter 'rechts' der Null-
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Linie ein Punkt zu finden ist, desto spezifischer ist die Bindung zwischen Wirkstoff und

Target.[103 ]

Dieses Verfahren wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. A. Schlosser fiir
das biotinylierte Dioncochinon-B-Derivat 72 durchgefiihrt und lieferte das in Abbildung 12
dargestellte Diagramm. Leider befanden sich so gut wie alle Treffer in der Néhe der Null-
Linie, so dass man davon ausgehen musste, dass keine spezifische Bindung an 72
stattgefunden hatte. Die beiden Treffer links im Diagramm mit Abszissenwerten von etwa -7
und -11.5 entsprechen einer spezifischen Bindung der Kontrollprobe. Dabei handelt es sich
um zwei Carboxylasen mit Biotin als prosthetischer Gruppe. Deshalb war es nicht
verwunderlich, dass diese beiden Proteine an die unbesetzten Streptavidin-Beads gebunden

[103

hatten und als Treffer in der Auswertung auftraten.'” Auf der entscheidenden 'rechten' Seite

lieen sich nur wenige rote Punkte finden. Zudem lagen diese wenigen Punkte so nahe an der
Null-Linie und besal3en so einen kleinen Radius, dass sie fiir einen tatsdchlichen Treffer nicht

wirklich in Betracht kamen.
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Abbildung 12. Das Ergebnis der Analyse durch die nanoLC-MS/MS-Untersuchungen mit dem
biotinylierten Dioncochinon-B-Derivat 72. Die Grofe der Datenpunkte ist direkt
proportional zur Anzahl der identifizierten Peptide. Die Farbe der Treffer spiegelt die
Sperzifitit der Wechselwirkung wider und verlduft von blau (unspezifisch) iiber griin
zu rot (spezifisch). Die Abbildung wurde dankenswerterweise von Prof. A. Schlosser
zur Verfligung gestellt.
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Fiir dieses Ergebnis gab es eine Vielzahl moglicher Griinde. Zum einen war es denkbar,
dass Linker und Biotin in 72 an der "falschen" Stelle saflen und somit die eigentliche Wirkung
von Dioncochinon B (4) blockierten. Aufschluss dariiber wiirde eine Aktivitdtsbestimmung
von Dioncochinon-B-Derivaten mit kiirzeren Seitenketten geben. Wiirden beispielsweise auch
Verbindungen wie 73 (Abbildung 13) keine Wirkung gegen Zellen des Multiplen Myeloms
zeigen, so konnte davon ausgegangen werden, dass die Biotinylierung an der falschen Stelle

stattgefunden hat und eine freie 8-Position fiir die Aktivitdt von Dioncochinon B (4) essentiell

ist.
OH o
HO O‘ OH
8 I Me
N
v H T 73
O n=13

Abbildung 13. Dioncochinon-B-Derivate 73 mit unterschiedlich langen Seitenketten an C-8.

Zum anderen war es moglich, dass die Bindung zwischen Wirkstoff und Target zwar
spezifisch, allerdings nur sehr schwach war. In diesem Fall wire die verwendete Methode
ginzlich ungeeignet gewesen, da man beim Waschvorgang das Target abgespiilt hitte und
dieses somit auch nicht hétte identifiziert werden konnen. Des Weiteren war es moglich, dass
Dioncochinon B (4) bei In-vitro-Untersuchungen an einen Peptid-Komplex gebunden hatte.
Durch die Lyse der INA-6-Zellen bei dem verwendeten Verfahren werden jedoch meist auch
bestehende Peptid-Komplexe zerstort, so dass eine Interaktion zwischen 72 und einem Target
bestehend aus einem Peptid-Komplex hier nicht moglich gewesen wire. In beiden
beschriebenen Fillen wire nicht die Position der Biotinylierung, sondern die verwendete

Methode die Fehlerquelle gewesen.

Zu guter Letzt war es noch denkbar, dass der Linker, der Biotin mit dem Wirkstoff
Dioncochinon B verkniipft, die Ursache fiir das schlechte Resultat war. Besal} der Linker die
"falsche" Lange oder war er in sich filir eine Interaktion stérend konstituiert, so hétte er die
Wechselwirkung zwischen 72 und dem Target blockieren konnen und dadurch, trotz
"richtiger" Position (C-8) und Methode, die Aufkldrung der Drug-Target-Interaktion
verhindern kénnen. Um diese Fehlerquelle auszuschlieBen, hétten unterschiedlich lange und
unterschiedlich konstituierte Linker eingesetzt werden miissen. Im Rahmen dieser Arbeit
fehlte jedoch die notige Zeit, um all die genannten moglichen Ursachen fiir Fehler zu

tiberpriifen.
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4  Synthese 7,8'-gekuppelter Naphthylisochinolin-Alkaloide

4.1 Naphthylisochinolin-Alkaloide: Ein kurzer Uberblick

Dioncophyllaceae und Ancistrocladaceae sind Pflanzenfamilien, die in tropischen und

subtropischen Gebieten Afrikas und Asiens beheimatet sind.!'"'*¥

Sie gehoren zur
Pflanzenordnung der Caryophyllales und sind die bislang einzige Quelle einer auBerordentlich
interessanten Naturstoffklasse, der Naphthylisochinolin-Alkaloide.!'"'* Diese Naturstoffe
sind von besonderem Interesse, da einige Vertreter - abhingig von deren Struktur - eine

]

bemerkenswerte Aktivitit gegen Erreger weit verbreiteter Infektions-krankheiten!'” wie der

Malaria,[”] der Afrikanischen Schlaﬂ<rankheit,[68] AIDSH®! oder der Leishmaniose!®” zeigen

[106

und andere wiederum gegen Tumorzellen''*® wirken.

Strukturell sind Vertreter dieser Naturstoftklasse aus einer Naphthalin- 74 und einer
Isochinolinhilfte 75 zusammengesetzt (Abbildung 14).'"" Die natiirlich vorkommenden
Naphthalin-Bausteine 74 sind alle recht dhnlich aufgebaut und tragen als Ergebnis der
Biosynthese aus sechs Acetateinheiten immer eine Methylgruppe.'”?! Definiert man die

Position des Methylsubstituenten fix als C-2', so findet man an C-4' und C-5' aller Naphthalin-

Bausteine stets eine Sauerstofffunktion, die entweder frei oder methyliert Vorliegt,[' 1,23]
OR OR I
w XA e X8 3 ~Me
OO 3 N
Me ﬁ\%m R H e
ﬁ ﬁ OR Me X = H. Me, OMe
74 75 =) = denkbare Kupplungsposition

Abbildung 14. Schematische Darstellung der Naphthalin- 74 und der Isochinolin-Bausteine 75
natlirlich vorkommender Naphthylisochinolin-Alkaloide und deren denkbare
Kupplungspositionen bei phenoloxidativer Kupplung.

Deutlich vielfdltiger ist die Struktur der Isochinolinhélften 75 (Abbildung 14). Diesen
Baustein findet man in der Natur meist als Dihydro- oder als Tetrahydroisochinolin.!""! In
beiden Fillen kann die Methylgruppe an C-3 R- oder S-konfiguriert sein. Gleiches gilt fiir die
Stereoinformation an C-1 der reduzierten Form des Isochinolins, sodass sowohl cis- als auch
trans-Isomere in der Natur vorkommen. Wahrend an C-8 immer eine freie oder methylierte
Sauerstofffunktion vorhanden ist, kann diese an C-6 auch fehlen. Des Weiteren gibt es einige

Tetrahydroisochinolin-Bausteine, deren Stickstoffatom einen Methylsubstituenten trigt.!'!)

Die beiden Hilften sind iiber eine meist rotationsgehinderte Biarylachse miteinander

verbunden.'"! Da diese Kupplung in der Biosynthese phenoloxidativ verlduft, findet man die
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Verbindungsachse in jeder Molekiilhdlfte stets in ortho- oder para-Position zu einer
Sauerstofffunktion, mit Ausnahme der N,C-verkniipften Naphthylisochinolin-Alkaloide
(Abbildung 14).""1%”) Insgesamt wurden bereits rund 260 unterschiedliche Vertreter dieser
Naturstoffklasse isoliert.'""'* Erstaunlicherweise findet man darunter allerdings keine

Alkaloide der Kupplungstypen 5,6', N,1' oder N,3’.[“’12]

Eine ganze Reihe von natiirlichen Naphthylisochinolin-Alkaloiden wurde nach ihrer
Isolierung und Charakterisierung auch synthetisch im Labor dargestellt. Bereits 1986 gelang
es unserer Forschungsgruppe, das 5,1'-gekuppelte (-)-Ancistrocladin (76) zu synthetisierten
(Abbildung 15).1'%! Drej Jahre spater folgte dann mit (+)-Ancistrocladisin (77) der erste

synthetisch hergestellte Vertreter eines 7,1'-verkniipften Naturstoffs (Abbildung 15).['%!'%

n[111

Beide Alkaloide, 76 und 77, wurden durch Anwendung des "Lacton-Konzepts"!''"! aufgebaut,

welches es ermdglicht, durch atrop-diastereoselektive Ringdffnung eines Lactons fast

[108-110

ausschlieflich das gewiinschte Isomer herzustellen. ! Dieses Verfahren wurde in den

darauffolgenden Jahren stetig weiter entwickelt, verbessert und auf eine Fiille von natiirlichen

Naphthylisochinolinen angewandt.!''""'%!

MeO OMe

76  OMe Me

Abbildung 15. Die Naphthylisochinolin-Alkaloide (-)-Ancistrocladin (76) und (+)-Ancistrocladisin
77).

Neben dem Lacton-Konzept sind in der Literatur auch alternative Verfahren zur Synthese
von Vertretern dieser Naturstoftklasse beschrieben. Hoye et al. erforschten in den 1990er

Jahren die Palladium-katalysierte Kreuzkupplung als eine weitere Moglichkeit zur

113-116

Darstellung von Naphthylisochinolin-Alkaloiden.! ) In den Folgejahren wurde dieses

Verfahren sowohl von Lipshutz et al., als auch von unserer Arbeitsgruppe optimiert, so dass
die Atrop-Diastereoselektivitdt der Kreuzkupplungen gesteuert werden konnte. Lipshutz et al.
erreichten dies durch asymmetrische Induktion der intermolekularen Kupplung,!''”!''®]
withrend unsere Forschungsgruppe chirale Katalysatoren dafiir einsetzte.!''”'*"! Allzu effizient
sind beide Methoden allerdings nach wie vor nicht, was auch fiir die von Uemura et al.
verOffentlichte stereoselektive Kupplung per asymmetrische Induktion durch Chrom-

121,122

Komplexe gilt.! I Erst 2014 wurde von Tang ef al. die Darstellung zweier atropisomerer
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Naphthylisochinolin-Alkaloide durch asymmetrische = Suzuki-Miyaura-Kupplung mit
exzellenter Atrop-Diastereoselektivitdt beschrieben, allerdings ist bislang nicht bekannt, ob
sich diese Methode auch auf die Synthese anderer, stirker gehinderter Vertreter dieser

Naturstoffklasse anwenden lisst.['?!

Die Verfahren fiir die Darstellung von Naphthylisochinolin-Alkaloiden sind also sehr
vielfaltig. Hinsichtlich ihrer Anwendung auf die verschiedenen Kupplungstypen bestehen
jedoch groBe Unterschiede, was ein Vergleich der C-7-verkniipften Vertreter zeigt. Die
erfolgreiche Synthese von 7,1'-gekuppelten Naphthylisochinolinen gelang bereits vor der
Jahrtausendwende durch Anwendung des Lacton-Konzepts.!'®''%!**1%5] Gleiches Verfahren
wurde fiir die Darstellung der 7,3'-verkniipften Vertreter genutzt.'*®) Zusitzlich wurden
Naturstoffe dieses Kupplungstyps durch ortho-Arylierungen von Naphtholen mit

£ 12712991 pje Synthese eines 7,6'- als auch eines 7,8'-

Arylbleitetraacetat-Derivaten hergestell
verkniipften Naphthylisochinolin-Alkaloids wurde hingegen lediglich einmal in der Literatur
beschrieben und erfolgte per Stille-Kupplung!**'"*"). Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb
ein synthetischer Zugang zu 7,8'-gekuppelten Naphthylisochinolin-Alkaloiden entwickelt

werden.

4.2 Retrosynthetische Uberlegungen
4.2.1 Das Lacton-Konzept

Obwohl mittlerweile eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden fiir die Synthese von
Naphthylisochinolinen entwickelt wurde, so erscheinen dennoch ausschlieSlich zwei dieser
Verfahren fiir die Synthese eines 7,8'-verkniipften Naphthylisochinolins direkt anwendbar.

Das Lacton—Konzept[1 t

wire eine der beiden mdglichen Anwendungen, um die
Totalsynthese eines Naturstoffs dieses Kupplungstyps zu realisieren. Geht man von dem
allgemeinen 7,8'-verkniipften Naphthylisochinolin-Alkaloid 78 (Schema 11) aus, definiert zur
Vereinfachung R' an C-6 und C-5' als Methylgruppe und bestimmt, dass die Methylgruppe an
C-3 R-konfiguriert und die an C-1 S-konfiguriert ist, so wire das Lacton 79 unter
Verwendung des Lacton-Konzepts die logische Vorstufe. Durch atrop-diastereoselektive
Ring6ffnung von 79 und anschlieBenden Aufbau der Naphthalinhilfte nach dem Vorbild der
Synthese der Korupensamine A und B wiirde man Zugang zu Derivaten des Kupplungstyps

7,8 erhalten."**'*¥ Das Lacton 79 wiirde man aus der Vorstufe 80 (Schema 11) durch

Palladium-katalysierte intramolekulare Kreuzkupplung synthetisieren und dabei die
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Biarylachse aufbauen. Es wire ebenso denkbar, dass man die C-C-Achse aus einem Ester
aufbaut, der nicht, wie bei 80, iiber die Sauerstofffunktion an C-8, sondern iiber den

Sauerstoff an C-6 vorfixiert wére. Daraus ergédben sich allerdings mit C-5 und C-7 zwei

miteinander konkurrierende Kupplungspositionen, von denen laut Literatur die Position C-5
[16,108,132,133]

stets deutlich bevorzugt werden wiirde.

78 « = konfigurativ stabile Achse 79 80
¢ = konfigurativ semistabile Achse @
R'=H, Me
MeO MeO. 6 MeO. 6 MeO. 6
Me
e Oe ke T8
BOC OMeMe OMe Me OH M
86
o
MeO
81 O
Schema 11. Retrosynthetische Uberlegungen zur Synthese eines allgemeinen 7,8'-gekuppelten
Naphthylisochinolins 78 iiber das Lacton 79 durch intermolekulare Biarylkupplung
ausgehend von 85 und 86.

Verbindung 80 wire somit der Ester der Wahl und konnte aus dem Benzoesdure-
Derivat 81 und dem Tetrahydroisochinolin 82 (Schema 11) dargestellt werden. Die Synthese
von 82 st literaturbekannt und verlduft {iber einige Zwischenstufen wie das
Tetrahydroisochinolin 83 und das Dihydroisochinolin 84, ausgehend von dem Aziridin 85

und dem Brombenzol-Derivat 86 (Schema 11).1!26:13413]

Diese potenzielle lineare Syntheseroute sollte es also ermdglichen, gezielt ein 7,8'-
gekuppeltes Naphthylisochinolin-Alkaloid atropselektiv herzustellen. Sollte das gewiinschte
Zielmolekiil einen Dihydroisochinolin-Baustein wie 84 enthalten, so miisste aber dennoch der
Umweg liber das - im Gegensatz zum trans-Isomer - reoxidierbare cis-Tetrahydroisochinolin
83 gegangen werden, da es nicht mdglich ist, die Sauerstofffunktion von 84 an C-8 selektiv zu
entschiitzen."*>'**) Doch auch die O-Demethylierung von 83 an C-8 wire ein Problem, weil
die Ausbeute von 67% bei diesem Schritt nur médfig wire, wenn man bedenkt, dass noch
mindestens neun weitere Stufen folgen miissten, um das einfachste aller denkbaren 7,8'-

[126]

gekuppelten  Naphthylisochinolin-Alkaloide  herzustellen. Diese lange lineare

Synthesesequenz kommt vor allem dadurch zustande, dass man die Naphthalinhilfte nicht vor
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der Verkniipfung mit dem Isochinolin-Baustein vollstindig aufbauen kann, wie beispielsweise
bei der konvergenten Totalsynthese von Acistrocladidin oder Ancistrotectorin, da die
Methylgruppe an C-2' bei einem 7,8'-gekuppelten Naphthylisochinolin nicht in ortho-Position

[126,133

zur Biarylachse steht. ] Der Naphthalin-Baustein kann somit erst nach der Bildung der

Biarylachse aufgebaut werden, dhnlich wie bei der Synthese von Korupensamin A und B.!'*!

4.2.2 Die Suzuki-Miyaura-Kupplung

Die zweite Methode, die sich gut auf die Synthese eines allgemeinen 7,8'-gekuppelten
Naphthylisochinolin-Alkaloids anwenden lassen sollte, ist die der Palladium-katalysierten
intermolekularen Kreuzkupplung. Eine solche Syntheseroute liele sich auf alle denkbaren
Naphthylisochinoline des Kupplungstyps 7,8' entwickeln, doch sollte zur Vereinfachung in

diesem Fall der Fokus auf Yaoundamin A (2a, Schema 12) gelegt werden, einen natiirlichen
7,8'-gekuppelten Vertreter, der aus Ancistrocladus korupensis isoliert wurde.!'”’

MeO Me

x7 N

' BR OMeMe 88
iPro

O R = (OH),, pin, neop
MeO M X = Br, I, OTf

e

87

Schema 12.  Yaoundamin A (2a) und seine Retrosynthese zu dem Naphthalin-Baustein 87 und der
Isochinolinhélfte 88.

Spaltet man Yaoundamin A (2a) retrosynthetisch an der Biarylachse, so erhilt man den
Naphthalin-Baustein 87 und die Isochinolinhélfte 88 als mogliche Reaktionspartner fiir eine
Suzuki-Reaktion (Schema 12). Die beiden Molekiile 87 und 88 miissten an den jeweiligen
Kupplungspositionen geeignete Substituenten fiir die Suzuki-Kupplung tragen und ihre freien
Hydroxygruppen an C-6 und C-5' am besten geschiitzt vorliegen. In der Regel trigt bei
Palladium-katalysierten ~ Kreuzkupplungen zu  Naphthylisochinolin-Alkaloiden  der
Naphthalin-Baustein 87 eine Boronsiure oder einen Boronsaureester und die Isochinolinhilfte

[116]

88 cinen Brom-, Iod- oder Trifluorsulfonyloxy-Substituenten, wobei vereinzelt auch

. .. . 136
inverse Beispiele beschrieben wurden.!'*!

Der Naphthalin-Baustein 87 sollte in Analogie zu strukturell &hnlichen Boronsduren und

120]

Boronsaureestern,!'*”! ausgehend von dem bromierten Naphthalin 89 (Schema 13), leicht

zuginglich sein. Die Verbindung 89 ist literaturbekannt und wurde bereits 1994 von unserer
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Arbeitsgruppe erstmals hergestellt..'*”"**! Die Synthese ist allerdings recht lang und sollte
daher durch eine kiirzere Reaktionssequenz ersetzt werden. Geht man davon aus, dass die
Methylierung der freien OH-Gruppe des Naphthalin-Derivats 90 (Schema 13) hin zu 89
problemlos verlduft, so wiirde man durch eine Diels-Alder-Reaktion zwischen dem
Dibrombenzol-Derivat 91 und dem Carbonsdureamid 92 (Schema 13) die Anzahl der
Reaktionsschritte fiir eine Synthese von 89 erheblich senken. Eine entsprechende [2+4]-
Cycloaddition wurde in der Literatur bislang nur mit einem 2,4-Dibrombenzol-Derivat mit
einem Methoxy- anstelle eines Isopropoxy-Substituenten beschrieben,!"'™) sollte jedoch auch

in diesem Falle erfolgreich verlaufen.!*"!

BR? Br Br
iPrOi iPro/i :Pro/i iPrO NEtg Me
MeO MeO

92

Me

R? = (OH)Q, pin, neop

Schema 13. Retrosynthese des Naphthalin-Bausteins 87, ausgehend von dem Dibrombenzol-
Derivat 91 und dem Carbonséureamid 92 iiber das bromierte Naphthalin-Derivat mit
freier (90) und geschiitzter (89) Sauerstofffunktion.

Die Synthese des Dihydroisochinolin-Bausteins 88 als racemisches Gemisch und mit
einem lod-Substituenten an C-7 ist literaturbekannt, eine entsprechende enantiomerenreine

11281 Kiirzlich ist es allerdings unserer

Darstellung wurde bislang jedoch nicht beschrieben.
Arbeitsgruppe gelungen, ein Derivat von 88 enantiomerenrein zu synthetisieren, das an C-7
halogeniert war.'*! Diese Syntheseroute hat jedoch dhnliche Nachteile, wie sie bereits bei der
Retrosynthese in Kapitel 4.2.1 erldutert wurden. Fiir die Einfiihrung des Halogens an C-7
wire im Rahmen der Synthese die Entschiitzung der Methoxygruppe an C-8 nétig, die
ausschlielich iiber das Tetrahydroisochinolin moglich wiren und mit einer moderaten
Ausbeute einhergehen wiirden. Wesentlich zielstrebiger und geradliniger erscheint eine
Synthese iiber die Aziridin-Route,!"**! bei der bereits das Edukt einen leicht austauschbaren

Substituenten trdgt, der am Ende lediglich durch ein Halogen oder eine Trifluorsulfonyloxy-

Gruppe ersetzt werden miisste.

In der Literatur lassen sich zahlreiche Beispiele finden, die den Austausch eines

Trifluorsulfonyloxy-Substituenten gegen ein Halogen in nur einem Reaktionsschritt

[140-142]

beschreiben, der inverse Fall ist hingegen nicht bekannt. Daher erscheint es sinnvoll,

das Dihydroisochinolin 93 (Schema 14) mit einer Trifluorsulfonyloxy-Gruppe (TfO-Gruppe)
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an C-7 zu synthetisieren, da 93 gegebenenfalls anschlieBend noch an derselben Position

halogeniert werden konnte.

MeO Me MeO Me MeO Me MeO Br Me
=N |:> =N |:> . =N |:> . N,
X TfO PrO iPrO N
Boc
OMe
3 95 85

OMe Me OMe Me OMe Me
9 94
X =Br, |, OTf
Schema 14. Retrosynthetische Darstellung des allgemeinen Dihydroisochinolins 88 aus den
Vorstufen 93 und 94, ausgehend von dem Brombenzol-Derivat 95 und dem Aziridin
85.

Da TfO-Gruppen jedoch nur miBige Stabilitdt aufweisen, sollte erst im letzten Schritt die
Einfihrung des  Trifluorsulfonyloxy-Substituenten = durch  eine  Reaktion  von
Trifluormethansulfonsdureanhydrid mit einer freien Hydroxygruppe an C-7 erfolgen. Auch
eine ungeschiitzte Hydroxy-Gruppe wiirde jedoch den Aufbau des Isochinolins iiber die
Aziridin-Route storen, so dass die OH-Funktion, wie bei dem Dihydroisochinolin-Derivat 94
(Schema 14), geschiitzt vorliegen miisste. Ausgehend von dem Brombenzol-Derivat 95 und
dem Aziridin 85 (Schema 14) sollte das Dihydroisochinolin-Derivat 94 iiber die Aziridin-
Route leicht zugédnglich sein. Durch lediglich zwei weitere Reaktionsschritte sollte man 93,
einen potenziellen Reaktanden fiir eine Palladium-katalysierten Kreuzkupplungsreaktion,

erhalten.

Beide Methoden bringen einige Vor- und Nachteile mit sich. Das Lacton-Konzept wire die
elegantere = Vorgehensweise, da man die Biarylachse des 7,8'-gekuppelten
Naphthylisochinolin-Alkaloids atropselektiv aufbauen wiirde, wihrend man bei der
Anwendung der Palladium-katalysierten Kreuzkupplung zur Synthese der Achse stets ein
Gemisch aus Diastereomeren erhalten wiirde, welches anschlieBend getrennt werden miisste.
Klar gegen das Lacton-Konzept spricht jedoch die lineare Route mit mindestens 18 Stufen,
bei der man allein bei der neunten Stufe, also auf halbem Weg, ein Drittel der Ausbeute
verlieren wiirde und anschliefend noch einen weiten und anspruchsvollen Syntheseweg vor
sich hitte. Aus diesem Grund war in diesem speziellen Fall die Palladium-katalysierte
Kreuzkupplung zum Aufbau der Biarylachse die Methode der Wahl, da man hierbei die
beiden Bausteine separat synthetisieren und anschlieBend miteinander verkniipfen konnte.
Man gewann dadurch wesentlich kiirzere Routen, opferte jedoch die Diastereoselektivitit der
Reaktion. Dies kann man aber durchaus auch positiv werten, da man als Ergebnis gleich zwei

diastereomere 7,8'-gekuppelte Naphthylisochinoline erhalten wiirde. Man wiirde also bei der
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eben erlduterten Synthese von Yaoundamin A (2a) (Schema 15) aus den Bausteinen 87 und

93 durch Suzuki-Kupplung, neben 2a auch das M-Atropisomer 2b erhalten.

MeO Me
7
TfO AN
B8R OMe Me
93

R = (OH),, pin, neop

Schema 15. Retrosynthese von Yaoundamin A (2a) und dessen M-Atropisomer 2b durch Suzuki-
Kupplung aus den Bausteinen 87 und 93.

4.3 Synthese von Yaoundamin A (2a) und dessen M-Atropisomer 2b durch Suzuki-
Kupplung

4.3.1 Synthese der Isochinolin- und Naphthalin-Bausteine

Wie unter 4.2.2 erldutert, wurden die beiden Bausteine fiir die Synthese des Naturstoffs
Yaoundamin A (2a) und dessen M-Atropisomer 2b durch eine Palladium-katalysierte
Kreuzkupplung zunichst getrennt voneinander aufgebaut. Dies erfolgte in Zusammenarbeit

3] Die Darstellung des Dihydroisochinolin-

mit J. Full im Rahmen seiner Bachelorarbeit.
Bausteins 93 verlief {iber sieben Stufen, ausgehend von 2,6-Dimethoxyphenol (96) (Schema
16). Die Bromierung von 96 mit N-Bromsuccinimid im ersten Schritt wurde in Anlehnung an
die Synthese von Jung et al. durchgefiihrt, jedoch wurden hierbei mit Ausbeuten von 94%
wesentlich bessere Ergebnisse erzielt, als in der Literatur (62%) beschrieben, was vermutlich
auf die Reinigung von 97 (Schema 16) durch Saulenchromatographie anstelle von
Kristallisation zuriickzufiihren ist.'**! AnschlieBend wurde die freie Hydroxygruppe von 97

isopropyliert und man erhielt das geschiitzte Brombenzol-Derivat 95 in einer exzellenten

Ausbeute von 94% (Schema 16).
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MeO NBS, NaH, MeO Br  2-lodpropan, MeQ Br
MeOH - K,COy -
HO CHCls, -78 °C i HO Aceton, reflux iPrO
OMe 94%, Lit.: 62% OMe 95% OMe
96 97 95
1. Mg, THF
2. CuBr - SMes,
»Me
N
Boc 85
3. TFA, CH2CI2
56%
A
MeO Me MeO Me MeO Me
m POCI,, AcCl, NEt,
N M N ° NH
. = eCN, reflux (@] H CH.Cl,, 0 °C 2
iPro 0% iPro 7/ 91% iPro
OMe Me OMe Me OMe
94 99 98
BCls,
CH,Cl,, -78 °C
86%
MeO Me L MeO Me
Tf,0, Pyridin
N Ao e T N
HO = CHQC|2, 0°C TfO =
74%
OMe Me OMe Me
100 93
Schema 16. Darstellung des Dihydroisochinolins 93 in insgesamt sieben Stufen und einer

Gesamtausbeute von 20%, ausgehend von 2,6-Dimethoxyphenol (96).

Ausgehend von 95 wurde analog zu der literaturbekannten Aziridin-Route!** das
Dihydroisochinolin-Derivat 94 synthetisiert (Schema 16). Hierbei wurde zunéchst in einer
regioselektiven Grignard-Reaktion von 95 und dem N-geschiitzten Aziridin 85 die
Aminfunktion, sowie die Stereoinformation der Methylgruppe an C-3 eingefiihrt."** Nach N-
Entschiitzung mit Trifluoressigsdure erhielt man das Amin 98 (Schema 16), das durch
Acetylierung in das Sdureamid 99 tberfiihrt wurde. Bischler-Napieralski-Reaktion lieferte
erwartungsgemifl das Dihydroisochinolin 94. Im vorletzten Schritt wurde mit Bortrichlorid
unter milden Bedingungen die Isopropyl-Schutzgruppe des Sauerstoffs an C-7 selektiv
abgespalten und man erhielt Verbindung 100 (Schema 16), die anschlieBend mit
Trifluormethansulfonsdureanhydrid in das gewlinschte Dihydroisochinolin-Derivat 93
iiberfithrt wurde. Der Isochinolin-Baustein wurde somit in nur sieben Stufen und einer

Gesamtausbeute von 20% hergestellt.

Als Naphthalin-Baustein fiir die Palladium-katalysierte Kreuzkupplung wurde anstelle der
entsprechenden Boronsdure der Pinakolboronsdureester 101 (Schema 17) hergestellt, da
unsere Arbeitsgruppe bei der Darstellung von Naphthylisochinolin-Alkaloiden durch Suzuki-

Kupplung in der jiingeren Vergangenheit sehr gute Ergebnisse mit Boronsdureestern dieses
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Typs erzielen konnte und diese zusitzlich sehr leicht zuginglich sind.!'*” Man startete mit
2,4-Dibromphenol (102) (Schema 17) und schiitzte zundchst im ersten Schritt die
Hydroxyfunktion mit einer Isopropylgruppe in Anlehnung an Duddeck et al.'**! Dabei erhielt
man 91 in einer exzellenten Ausbeute von 97%. Parallel wurde das Sdureamid 92 (Schema
17) aus 3,3-Dimethylacrylsdure (103) frisch hergestellt®* und in einer Diels-Alder-Reaktion
nach Hoye et al. mit 91 umgesetzt.!'"*! Die Ausbeute des Naphthalins 90 war mit 18% zwar

sich recht gut durch bekannte
g [115]

sehr moderat, jedoch nicht {iberraschend, da sie

Nebenreaktionen vergleichbarer [2+4]-Cycloaddition erkléren lie

Br
oL

B
102 ~
2-lodpropan, K;CO3,
Aceton
97%
Br
Br Br
Pro n-BuLi, N-Cyclohexyl- Me,SO,, BnBusNClI,
IFr isopropylamin L NaOH > PO
Br + THF, -78 °C iPro CH,Cly, H,0 T O
= .
0 Me 90 89 | (Bpin),,
Pd(PPhj),,
92 1. (COCl),, 4-DMAP, KOAc,
CH,CI,, 0 °C DMF, 530 C
2. HNE,, Me 5%
THF, 0 °C - Me Boi
80% . C,)/g\“Me O pin
Bpin=, g A
OH Me %07 Me PO ‘
=
OMMG MeO Me
103 101
Schema 17. Synthese des Naphthalin-Bausteins 101 in nur vier Schritten ausgehend von 2,4-

Dibromphenol (102), mit der Diels-Alder-Reaktion von 91 und 92 als Schliisselschritt
fiir den Aufbau des Naphthalin-Geriists.

O-Methylierung von 90 unter Phasen-Transfer-Katalyse lieferte das Naphthalin 89
(Schema 17) in einer Ausbeute von 72%, bevor im letzten Schritt der Pinakolboronsiureester
unter den von Miyaura ef al. beschriebenen Bedingungen!'*®! eingefiihrt wurde und man den

gewiinschten Naphthalin-Baustein 101 nach insgesamt nur vier Stufen in Hianden hielt.
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4.3.2 Kupplungsreaktionen an Modellverbindungen

Fir den Schliisselschritt, die Suzuki-Kupplung, lassen sich in der Literatur zahlreiche
Bedingungen mit unterschiedlichen Ldsungsmitteln, Palladium-Katalysatoren, Basen und

Liganden finden.!"*'*]

Oftmals ist es schwer bis unmoglich, aus all den bekannten
Konditionen vorherzusagen, welche die Besten fiir eine bestimmte Reaktion sind, da eine
Vielzahl von Faktoren wie Stabilitit, Reaktivitét, Elektronendichte und sterischer Anspruch
der Reaktionsteilnehmer bei dem komplexen Reaktionsmechanismus eine gewichtige Rolle

: 147,148
spielen.!'7:148]

Deshalb sollte die Palladium-katalysierte Kreuzkupplung zunéchst an
geeigneten Modellverbindungen getestet werden. Alle Parameter lassen sich natiirlich nicht
an einer einfachen Testreaktion simulieren, jedoch konnen die Resultate zumindest einen
Hinweis darauf geben, ob man sich mit den Liganden, der Base und dem Losungsmittel auf

einem guten Weg befindet.

Fiir die Testreaktionen einer Palladium-katalysierten Kreuzkupplung eignen sich besonders
Testverbindungen, die den eigentlichen Reaktanden, zumindest was den sterischen Anspruch
in direkter Nachbarschaft zur Kupplungsposition anbelangt, moglichst nahe kommen. 1-
Naphthylboronsdure (104) (Schema 18) erfiillte dieses Kriterium sehr gut, auch wenn es sich
dabei um eine freie Boronsdure und nicht wie bei 101 um einen Boronsdureester handelte.
Des Weiteren wurde nach Huffman et al. aus 2,6-Dimethoxyphenol (96) (Schema 18) in
einem Reaktionsschritt das Trifluorsulfonyloxybenzol-Derivat 105 synthetisiert, welches

zumindest die Hilfte des Isochinolin-Bausteins 93 widerspiegelte.!'*

B(OH), MeO o MeO
O Q T1,0, Pyridin Q
CH,Cl,, 0°C
‘ HO 96%, Lit.: 98% TfO
OMe OMe
104 96 105

O Bpin MeO Me
iPro , Tfom
MeO Me OMe Me

101 93
Schema 18. 1-Naphthylboronsdure (104) und die Synthese des Trifluorsulfonyloxybenzol-Derivats
105 ausgehend von 2,6-Dimethoxyphenol (96) sowie der Naphthalin-Baustein 101
und der Isochinolinhélfte 93.

Was die Variation von Katalysator, Base, Losungsmittel und Ligand anbelangte, so bot die

Literatur ein sehr breites Spektrum an Moglichkeiten, die im Rahmen dieser Arbeit niemals

[

auf die Modellreaktion angewendet werden konnten.!"*'**) Daher wurden als Grundlage fiir

die Testreaktion Bedingungen gewdhlt, mit denen unsere Forschungsgruppe in der jiingsten
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Vergangenheit teilweise exzellente Ergebnisse von bis zu 98% bei Suzuki-Kupplungen von

[150]

Dioncophyllin-C-Derivaten erzielt hatte. Bereits die erste Reaktion von 1-

Naphthylboronsdure (104) (Schema 19) mit dem Trifluorsulfonyloxybenzol-Derivat 105 und
Pd,(dba); als Katalysator, Kaliumphosphat als Base sowie SPhos (106) als Ligand, lieferte
das gewlinschte Kupplungsprodukt 107 in einer Ausbeute von 68%.

B(OH), MeO
T, T
O TO

Pd,(dba)s, Ligand,
K3POy4

Toluol, 100 °C

MeO !

OMe
OMe O
104 105 107
O Ligand Ausbeute
PCy2
PCy iPr iPr SPhos 68%
MeO O OMe O XPhos 82%

iPr
106 108
Suzuki-Kupplung der 1-Naphthylboronséure (104) und dem
Trifluorsulfonyloxybenzol-Derivat 105 zum Biaryl 107 unter Verwendung der
Liganden SPhos (106) und XPhos (108) unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen.

Schema 19.

Die Reaktion wurde nochmals unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt, jedoch
wurde diesmal der sterisch anspruchsvollere Ligand XPhos (108) (Schema 19) eingesetzt, der
speziell bei der Kupplung von Aryltosylaten bereits zu hervorragenden Ergebnissen gefiihrt
hatte..'""! Die Ausbeute der Palladium-katalysierten Kreuzkupplung wurde dadurch deutlich

verbessert und lag nun bei 82%.

Da beide Katalysatoren unter den verwendeten Bedingungen gute Ergebnisse geliefert
hatten, wurde im Weiteren anstelle des Trifluorsulfonyloxybenzol-Derivats 105 der
Isochinolin-Baustein 93 bei sonst gleich bleibenden Bedingungen fiir eine Suzuki-Kupplung
verwendet (Schema 20). Hierbei lieferte aber weder eine Reaktion mit SPhos (106) noch mit

XPhos (108) als Ligand das gewiinschte Produkt 109 (Schema 20).
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MeO Me
B(OH), MeO Me Pd,(dba)s, Ligand,
O KsPO,
+ =N /i >
‘ TfO Toluol, 100 °C
OMe Me .
+ M-Atropisomer
104 93 109

Ligand = SPhos, XPhos
== konfigurativ stabile Achse

Schema 20. Erfolglose Suzuki-Kupplung von 1-Naphthylboronsidure (104) mit dem Isochinolin-
Baustein 93.

Eine mogliche Ursache fiir das Scheitern der Kupplung bei Einsatz der Isochinolinhélfte 93
konnte der sterisch nicht abgeschirmte und elektronenreiche Stickstoff von 93 sein, der in der
Modellverbindung 105 fehlt. Unsere Arbeitsgruppe hatte allerdings gezeigt, dass Palladium-
katalysierte ~ Kreuzkupplungen = von  Naphthylisochinolin-Alkaloiden =~ auch  mit
Dihydroisochinolin-Derivaten als Reaktionsteilnehmern erfolgreich durchgefiihrt werden
konnen.'"™ Als weiterer Storfaktor von 93 im Vergleich zu 105 kommt nur noch die
Methylgruppe an Position C-1 in Frage. Diese sorgt vermutlich dafiir, dass die
Methoxygruppe an C-8 nicht ungehindert in alle Richtungen frei drehbar ist und somit die
Kupplungsposition C-7 fiir eine Reaktion sterisch blockiert. Da die Reaktion also anscheinend
am sterischen Anspruch des Isochinolins 93 scheiterte, obwohl mit SPhos (106) und XPhos
(108) bereits Liganden speziell fiir gehinderte Reaktanden und Aryltosylate verwendet
worden waren, sollte im Weiteren der rdumliche Anspruch der Isochinolinhilfte 93 reduziert

werden, 121153

Sterisch etwas weniger anspruchsvoll, strukturell aber dennoch sehr nahe an 93 ist das
Tetrahydroisochinolin-Derivat 110 (Schema 21). Im Vergleich der beiden Molekiile ist die
Methylgruppe von 110 an C-1 weniger starr und nicht parallel zur Methoxygruppe an C-8
angeordnet, sondern kann aus der Ebene des Benzolrings heraus stehen, so dass sich der
Substituent an C-8 freier drehen kann und die Kupplungsposition C-7 weniger gehindert sein
sollte. Gleiches wiirde auch fiir das trans-Isomer von 110 gelten, jedoch hatte unsere
Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine Oxidation hin zum Dihydroisochinolin, die nach
erfolgreicher Suzuki-Kupplung anstehen wiirde, nur mit dem entsprechenden cis-Isomer

erfolgreich verlauft.['*!
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MeO Me 1. NaBH,, MeO Me MeO Me
N MeOH, 0°C N BClj N
iPro 7 2.BnBr, Cs,C0O;,  iPrO BN CH,Cl,, -78°C  HO Bn
OMe Me Ace;% OMe Me 71% OMe Me
o
94 111 112 T1,0,
Pyridin,
CHa,Cly,
0°C
65%
MeO Me
N
TfO Bn
OMe Me
110
Schema 21. Synthese des Tetrahydroisochinolins 110 in drei Schritten ausgehend von dem

Dihydroisochinolin 94 iiber die Zwischenstufen 111 und 112.

Die Synthese von 110 verlief in Anlehnung an die Darstellung des Dihydroisochinolins 93
und wurde lediglich um zwei Zwischenschritte erweitert. Dabei handelt es sich um die
Reduktion von 94 (Schema 21) mit Natriumborhydrid zum entsprechenden
Tetrahydroisochinolin und die anschlieBende N-Benzylierung zu 111. Beide Reaktionen
wurden in Anlehnung an frithere Arbeiten unserer Forschungsgruppe durchgefiihrt und
lieferten ohne Isolierung oder Reinigung des Zwischenproduktes das Tetrahydroisochinolin
111 in einer exzellenten Ausbeute von insgesamt 97%.!'2*'3*1 Es folgte, wie zuvor beim
Dihydroisochinolin 94, die Entschiitzung an C-7 mit Bortrichlorid hin zu 112 (Schema 21)
und die Einfithrung der Trifluorsulfonyloxy-Gruppe zum gewiinschten Tetrahydroisochinolin

110.

Dieser sterisch etwas weniger anspruchsvolle Isochinolin-Baustein 110 wurde
anschlieend in einer Suzuki-Kupplung mit 1-Naphthylboronsdure (104) umgesetzt (Schema
22). Im Gegensatz zur Reaktion mit dem Dihydroisochinolin 93 verlief die Reaktion
erfolgreich und das entsprechende Kupplungsprodukt 113 (Schema 22) wurde als Atrop-
Diastereomeren-Gemisch isoliert. Die Ausbeuten der Reaktionen waren aber stark von dem
jeweiligen Liganden abhédngig. XPhos (108), das bei vorherigen Testreaktionen noch die
besseren Resultate erzielt hatte und speziell fiir die Kupplungen von Aryltosylaten verwendet
wird,["*'3 Jieferte nur eine Ausbeute von 28%, wihrend mit SPhos (106) ein mehr als
zweieinhalb mal besseres Ergebnis (72%) erzielt wurde. Vermutlich spielte bei der Suzuki-
Kupplung also weniger die Reaktivitdt von 110 die entscheidende Rolle, sondern viel mehr

die sterische Hinderung.
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B(OH), MeO Me Pd,(dba)s, Ligand,
O K3POy,
+ NBn »>
O TiO Toluol, 100 °C
OMe Me
+ M-Atropisomer
104 110 Ligand Ausbeute 113
SPhos 71%
XPhos 28%

Schema 22. Suzuki-Kupplung von 1-Naphthylboronsdure (104) und dem Tetrahydroisochinolin
110 zum Naphthylisochinolin-Derivat 113, mit SPhos (106) oder XPhos (108) als
Ligand.

4.3.3 Kupplungsreaktionen der Naphthalin- und Isochinolin-Bausteine

Aufgrund der unter 4.3.2 erhaltenen Ergebnisse wurde bei der Suzuki-Kupplung zwischen
dem Naphthalin-Baustein 101 und der Isochinolinhélfte 110 der Fokus auf die Verwendung
von SPhos (106) als Ligand gelegt. Dennoch verlief die Reaktion unter den analogen
Bedingungen nicht erfolgreich, da das gewiinschte Naphthylisochinolin 114 (Schema 23)
nicht gebildet wurde. Stattdessen erhielt man das Naphthalin 115 (Schema 23), welches
vermutlich durch Hydrodeborylierung gebildet wurde.!"*"** Die Isochinolinhilfte 110 lag

hingegen unverindert vor und konnte reisoliert werden.

Bpin  MeO Me  Pd,(dba)s, SPhos,
®
PO O * o Nn N
Toluol, 100 °C
MeO Me OMe Me

MeO
101 110

Pro ‘
MeO M

115

Schema 23.  Erfolglose Synthese des Naphthylisochinolins 114 und dessen M-Atropisomers durch
Suzuki-Kupplung des Naphthalin-Bausteins 101 und der Isochinolinhélfte 110.

e

Fiihrte man die Reaktion unter Riickfluss, also bei hoheren Temperaturen durch, so wurde
das gleiche Resultat beobachtet. Auch mildere Bedingungen, wie z. B. Raumtemperatur, unter
denen mit SPhos (106) sogar mit sterisch anspruchsvollen Reaktanden ausgezeichnete

147,152

Ergebnisse erzielt hatte,! ! fiihrten nicht zu dem gewiinschten Kupplungs-Produkt 114,

sondern die Reaktion kam vollstindig zum Erliegen. Da bei niedrigen Temperaturen keine
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Reaktion ablief und unter harschen Bedingungen ausschlieBlich das Hydrodeborylierungs-
Produkt 115 gebildet wurde, lag das Problem vermutlich in der Reaktivitit des

Boronsdureesters 101.

Kurz zuvor verdffentlichte Ergebnisse hatten gezeigt, dass es teilweise gravierende
Unterschiede in der Reaktivitit von Boronsdureestern bei Kreuzkupplungsreaktionen
gibt.!"°% Die besten Resultate hatten unter anderem Neopentylglycolato-Boronséureester
geliefert, die sich als reaktiver erwiesen hatten als entsprechende Pinakol-Vertreter.>”!>*]
Aus diesem Grund wurde analog zur Synthese des Boronsdureesters 101 der Naphthalin-
Baustein 116 (Schema 24) hergestellt. Ausgehend von dem bromierten Naphthalin 89 wurde

in einem Schritt der gewiinschte Boronsdureester eingefithrt und man erhielt 116 in einer

moderaten Ausbeute von 48% (Schema 24).

Br (Bneop),, KOAC, Bneop Me
' O Pd(PPhs), . O 0 [, Me
iPro ‘ DMF, 80 °C ©iPrO 0 Bneop = B\/j,
Me 45% MeO Me K ©
89 116

Schema 24. Synthese des Neopentylglycolato-Boronsdureesters 116 ausgehend von dem
Naphthalin-Baustein 89.

MeO

Die anschlieBende Suzuki-Kupplung mit dem Naphthalin-Baustein 116 (Schema 25) und
der Isochinolinhilfte 110 blieb jedoch trotz des reaktiveren Boronsdureesters erneut aus. Wie
zuvor fiihrte die Reaktion lediglich zum Hydrodeborylierungs-Produkt 115, wéhrend das
Isochinolin 110 reisoliert wurde. Die gewiinschte Zielverbindung 114 konnte somit auch unter

Verwendung des reaktiveren Boronsdureesters 116 nicht hergestellt werden.

MeO Me
Bneop Meo Me Pd(dba)s, SPhos,
KsPO, Ng,
, + N —_—
iPro O TfO Bn Toluol,16/0 °C _
MeO Me OMe Me iPro
MeO
116 110 114 * M-Atropisomer

Schema 25. Erfolgloser Versuch, das Naphthylisochinolin-Derivat 114 in einer Suzuki-Kupplung
aus dem reaktiven Boronsdureester 116 und dem Isochinolin-Baustein 110
herzustellen.

Niedrigere als auch hohere Temperaturen (25-110 °C) fiihrten ebenfalls nicht zu dem
gewiinschten Ergebnis. Das Problem lag vermutlich zum einen am sterischen Anspruch von
110, zum anderen an der Reaktivitit der Naphthalin-Bausteine 101 und 116. Um die Suzuki-

Kupplung in Zukunft doch noch erfolgreich durchzufiihren, sollten auf jeden Fall noch
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weitere Katalysatoren, wie beispielsweise der von Buchwald et al. beschriebene Ligand 117
(Abbildung 16) untersucht werden, mit dem die ersten erfolgreichen Suzuki-Kupplungen von
Biarylen mit vier ortho-Substituenten durchgefithrt worden war.'"™ Aber auch die
Verwendung des noch reaktiveren Boronsdure-Derivats 118 (Abbildung 16) anstelle des
entsprechenden Esters konnte zielfithrend sein, obwohl Boronsduren hédufig noch anfilliger

fiir Hydrodeborylierungen sind.!"*”

O B(OH
F’Cyz O ( )2
iPrO

‘OO MeO O Me
117 118

Abbildung 16. Von Buchwald et al. beschriebener Ligand 117 fiir Suzuki-Kupplungen sterisch
anspruchsvoller Biaryle, sowie das Boronsdure-Derivat 118.
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S5  Zusammenfassung

In Deutschland starben im Jahr 2016 knapp 6 000 Menschen an den Folgen des Multiplen
Myeloms.”! Die Zahl der Todesopfer dieser Krebsart ist in den letzten 16 Jahren um ca. 20%
gestiegen.’) Da das Multiple Myelom mit einem Durchschnittsalter von 73 Jahren bei
Erstdiagnose zu den Erkrankungen des hoheren Lebensalters zdhlt, ist der Anstieg der
Inzidenz und Todesfille am ehesten auf eine hohere Lebenserwartung der Menschen durch
umfassende medizinische Versorgung zuriickzufithren. !¢ Auch die
Behandlungsmoglichkeiten des Multiplen Myeloms wurden in den letzten zwei Jahrzehnten
kontinuierlich verbessert und bieten in Form von medikamentdsen Therapien fiir alle
Erkrankten und Knochenmarktransplantationen speziell fiir Patienten unter 70 Jahren die

46,1 .
38:46.1601 Nach wie vor

Chance auf eine Verlidngerung der beschwerdefreien Krankheitsphase.!
verlduft das Multiple Myelom jedoch tddlich, sodass die Erforschung und Entwicklung neuer

potenter Wirkstoffe zur Verbesserung der Prognose oder zur vollstindigen Heilung essentiell
[38]

ist.
OH o
OH o HO = OH
HO OH 0 N |
0 : iy e
Dioncochinon B
foncoch! ﬁg Biotin

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Biotinylierung von Dioncochinon B, einem
natiirlich vorkommenden Naphthochinon, erstmals isoliert aus Kallus-Kulturen von T.
peltatum, das eine gute Aktivitit (ICso=11 uM) gegen Zellen des Multiplen Myeloms
aufweist.”’** Der Affinititsmarker Biotin sollte dabei iiber einen kurzen Linker an die 7-
oder 8-Position des Naturstoffs angebracht werden. Nach der Etablierung einer geeigneten
Syntheseroute sollten nanoLC-MS/MS-Analysen Aufschluss iiber mdgliche Wirkstoftf-

Target-Interaktionen liefern.
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Synthese von 7,8'-gekuppelten
Naphthylisochinolin-Alkaloiden im Allgemeinen und von Yaoundamin A und dessen M-

Atropisomer im Speziellen untersucht.

+ M-Atropisomer

Yaoundamin A

Die Naturstoffklasse der Naphthylisochinolin-Alkaloide ist neben ihrer strukturellen
Vielfalt vor allem wegen ihrer Aktivititen gegen eine Vielzahl an Erregern von
Infektionskrankheiten, wie z.B. der Malaria, der Afrikanischen Schlafkrankheit oder der

HL12:17.68.69.109] gtrykturell sind Naphthylisochinolin-Alkaloide unter

Leishmaniose interessant.!
anderem durch eine meist rotationsgehinderte Biaryl-Achse gekennzeichnet.'! Der
synthetische Aufbau dieser Verbindungsachse zwischen WNaphthalin- und Isochinolin-
Baustein war in der Literatur bereits ausfithrlich behandelt worden.!'”*'*! Da die Darstellung
eines 7,8'-verkniipften Naphthyldihydroisochinolin-Alkaloids allerdings noch nie beschrieben

worden war, war das Ziel dieser Arbeit die erste Totalsynthese eines Naturstoffs dieses Typs.
Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Es wurde gezeigt, dass das Naphthalin-Derivat 37, welches durch Entschiitzung der
Methoxygruppen Dioncochinon B (4) ergeben sollte, keinerlei Reaktivitdt an C-7 und
C-8 aufweist, obwohl dieses Ring-System auf den ersten Blick sehr elektronenreich
wirkt. Dennoch lieferten weder Versuche zu Friedel-Crafts-Alkylierungen noch zu
Friedel-Crafts-Acylierungen unter Verwendung unterschiedlich starker Lewis-Séuren
entsprechende Funktionalisierungen. Auch eine Metallierung an C-7 oder C-8 mit
Organolithium-Verbindungen und anschlieBende Funktionalisierung blieb erfolglos.
Von Dr. T. Bruhn durchgefiihrte computergestiitzte Berechnungen des HOMOs A und
der "average local ionization energies" (ALIEs, B) von 37 zeigten, dass 37 fiir eine

Biotinylierung ungeeignet war, und bestétigten somit die erhaltenen Ergebnisse.
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e Des Weiteren wurde gefunden, dass eine Biotinylierung von Dioncochinon B (4)
durch Click-Chemie nicht moglich war, wenn im letzten Schritt eine Entschiitzung
von Methoxygruppen stattfinden sollte. Hierbei wurde zunéchst eine Funktionalitit in
Form eines Amins an der 8-Position angebracht. Da die anschlieBende Einfiihrung
einer Seitenkette iiber das vinyloge Amin 54 scheiterte, wurde der Umweg iiber das
vollstindig geschiitzte und viel elektronenreichere Naphthalin-Derivat 60 gegangen.
Nach Einfiihrung des Linkers und Substitution des Bromids durch ein Azid wurde die
Biotinylierung durch eine Kupfer(I)-katalysierte Huisgen-Reaktion ermdglicht. Die
finale Entschiitzung von 65 zum gewiinschten Zielmolekiil 66, einem biotinylierten
Dioncochinon-B-Derivat, scheiterte jedoch trotz unterschiedlichster
Reaktionsbedingungen. So musste dieser Zugang, nur einen Reaktionsschritt vom

Zielmolekiil entfernt, aufgegeben werden.
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e Dennoch gelang es durch eine weitere Syntheseroute, Dioncochinon B (4) erfolgreich
zu biotinylieren. Man ging von dem vollstindig geschiitzten Naphthalin 63 aus und
spaltete zundchst die beiden Acetoxygruppen ab. Bei der anschlieBenden O-
Demethylierung erhielt man jedoch nicht das zu erwartende Azid 69, sondern
ausschlieflich das freie Amin 70. Dieses konnte in das gewiinschte Zielmolekiil 72

uberfuhrt werden.
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Nach der ersten erfolgreichen Synthese eines an C-8 biotinylierten Dioncochinon-B-
Derivats wurden zusitzlich Wirkstoff-Target-Untersuchungen durch nanoLL.C-MS/MS-
Analysen durchgefiihrt. Diese lieferten leider keine Ergebnisse, was darauf schlieSen
lasst, dass die Biotinylierung an falscher Position vorgenommen wurde, die
Interaktion zwischen Wirkstoff und Target nicht stark genug war oder der Linker
falsch konstituiert war und dadurch bei entscheidenden Wechselwirkungen storte. All

diese Faktoren lieBen sich jedoch nicht vorhersagen.

Neben den Arbeiten zu Dioncochinon B (4) wurden aufBlerdem einige weitere
Ergebnisse im Bereich der Naphthylisochinolin-Synthese erzielt. So wurde erstmals
tiber sieben Stufen erfolgreich das Dihydroisochinolin 93 wund {iber acht
Reaktionsschritte das Tetrahydroisochinolin 110 synthetisiert. Beide Verbindungen
besitzen mit dem Trifluorsulfonyloxy-Substituenten an C-7 eine hervorragende
Abgangsgruppe. Eine Palladium-katalysierte Kreuzkupplung lie sich allerdings
ausschlieflich mit 110 durchfithren, da bei 93 vermutlich der freie Stickstoff storte.
Bei der Synthese des Naphthylisochinolins 113 handelt es sich um die erste Suzuki-
Kupplung mit TfO-Substituenten als Abgangsgruppe an einem Isochinolin-Baustein,
der in den ortho-Positionen von zwei Methoxygruppen flankiert wird. Damit wurde
gezeigt, dass 110 grundsétzlich fiir die Synthese natiirlicher Naphthylisochinolin-

Alkaloide geeignet sein sollte.
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e Zusitzlich wurden erstmals die beiden Boronsdureester 101 und 116 dargestellt. Diese
zwei  Naphthalin-Bausteine  sollten zur Synthese von  7,8'-gekuppelten
Naphthylisochinolin-Derivaten verwendet werden. Eine entsprechende Palladium-
katalysierte Kreuzkupplung mit dem Isochinolin-Baustein 110, scheiterte allerdings
mit beiden Boronsdureestern auch unter unterschiedlichsten Reaktionsbedingungen.
Fiir eine erfolgreiche Synthese eines 7,8'-gekuppelten Naphthylisochinolins wie 114

durch Suzuki-Kupplung sollten in Zukunft weitere Katalysatoren untersucht werden.

Br
O Bpin (& Sohiitie - Bneop
«— iPrO O
LT + " T
2
MeO Me Me
101
\//

114 + M-Atropisomer



6 SUMMARY 59

6 Summary

In Germany, nearly 6 000 people died as a result of the disease multiple myeloma in
2016.") During the past 16 years, the number of deaths of this type of cancer has risen by
about 20%.") Since multiple myeloma, with an average age of 73 years at first diagnosis, is
one of the diseases of older age, the increase in incidence and mortality is most likely due to
an enhanced life expectancy of the people through comprehensive medical care.*®'®
Multiple myeloma treatment options have also been improved continuously over the past two
decades and offer the chance for prolonging the symptom-free disease phase in the form of
drug therapies for all patients and bone marrow transplants especially for patients under the

38,46,160

age of 70 years.| ! However, multiple myeloma continues to be deadly, so the research

and development of new potent drugs is essential for the improvement of prognosis or

complete recovery.**!

OH o
OH o HO._~ OH
HO OH 0 o
: S e
dioncoquinone B Y biotin

The aim of this current work was the biotinylation of dioncoquinone B, a naturally
occurring naphthoquinone, first isolated from callus cultures of 7. peltatum, which exhibits a
good activity against cells of multiple myeloma (ICso =11 uM).?’** The affinity tag biotin
was planned to be attached to the 7- or 8-position of the natural product using a short linker.
Following the establishment of an appropriate synthetic route, subsequent nanoLC-MS/MS-

analysis should yield possible drug-target interactions.
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Furthermore, the synthesis of 7,8'-coupled naphthylisoquinoline alkaloids in general and of

yaoundamine A and its M-atropisomer in particular was investigated.

+ M-atropisomer

yaoundamine A

Besides its structural variety this class of natural products of naphthylisoquinoline
alkaloids is especially known for its activities against a broad range of pathogens of infectious
diseases, like e.g. malaria, African sleeping sickness or leishmaniosis.!'"'*!7:686%1% Among
others, naphthylisoquinoline alkaloids are structurally characterized by a biaryl axis, which is
often rotationally hindered.!'"! In the literature the synthetic approach to this axis between the

naphthalene-portion and the isoquinoline moiety has already been dealt with extensively. !

23] However, since the synthesis of a 7,8'-coupled naphthyldihydroisoquinoline alkaloid had
never been described before, the defined goal of this work was the first total synthesis of a

natural product of this type.
In detail, the following results were achieved:

e [t was shown that the naphthalene derivative 37, which should result in dioncoquinone
B (4) by deprotection of the methoxy groups, did not exhibit any reactivity at C-7 and
C-8, although this ring system seems to be very electron-rich at first glance. However,
neither attempted Friedel-Crafts alkylations nor Friedel-Crafts acylations using
different Lewis acids provided appropriate functionalizations. Also metalation at C-7
or C-8 with organolithium reagents and subsequent functionalization failed.
Computational-based calculations of the HOMO A and the "average local ionization
energies" (ALIEs, B) of 37, done by Dr. T. Bruhn, showed that 37 is inadequate for

biotinylation and thus supported the results obtained.
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Furthermore, it was shown that biotinylation of dioncoquinone B (4) using click
chemistry is not possible if there has to be a deprotection of methoxy groups in the last
step. Therefore, an amination at position 8 was performed, giving 54. Since
subsequent introduction of a side chain failed due to the vinylogous amine 54, a route
via the fully protected and more electron rich naphthalene derivative 60 was chosen.
After attachment of the linker and substitution of the bromide by an azide,
biotinylation was achieved by copper(I)-catalyzed Huisgen reaction. Final
deprotection of 65 to the desired target molecule 66, a biotinylated dioncoquinone B
derivative, failed however, despite the use of different reaction conditions.
Unfortunately as a result, this approach had to be discarded just one step ahead of the

target molecule.
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e Nevertheless, within a further attempt, dioncoquinone B (4) was biotinylated
successfully. Starting with the fully protected naphthalene 63, cleavage of the acetoxy
groups was performed first. However, subsequent O-demethylation did not supply the
expected azide 69 but surprisingly the free amine 70, exclusively. This molecule was

finally transformed into the target molecule 72.
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After the first successful synthesis of a C-8 biotinylated dioncoquinone B derivative,
additional drug-target investigations by nanoLC-MS/MS-analysis were performed.
Unfortunately these studies did not deliver any results. Consequently one can conclude
that biotin and linker were attached to the wrong position, the interaction between
drug and target was not strong enough or the constitution of the linker hampered
decisive interactions between drug and target. All these issues had not been

predictable.

Besides the studies of dioncoquinone B (4) some further results in the fields of
naphthylisoquinolines were achieved. Thus, for the first time the dihydroisoquinoline
93 and the tetrahydroisoquinoline 110 were successfully synthesized over seven and
eight reaction steps, respectively. Both compounds carry a trifluoro sulfonyl oxy
substituent at C-7 which represents an excellent leaving group. However, a palladium-
catalyzed cross-coupling was only achieved with 110, since the nitrogen of 93
probably inhibited a reacion. The synthesis of the naphthylisoquinoline 113 was the
first Suzuki coupling with a TfO-substituent as a leaving group at an isoquinoline
moiety, flanked by two methoxy groups in the ortho-positions. Thus it was shown that
111 should be suitable for the synthesis of natural naphthylisoquinoline alkaloids, in

general.
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« = configurationally stable

109

e In addition, the two boronic esters 101 and 116 were synthesized for the first time.
These two naphthalene-moieties were planned to be used in the synthesis of a 7,8'-
coupled naphthylisoquinoline derivative. However, an appropriate palladium-
catalyzed cross-coupling with the isoquinoline moiety 110 failed using the two
boronic esters even under different reaction conditions. To succeed in the synthesis of
a 7,8'-coupled naphthylisoquinoline like 114 by Suzuki-coupling, further catalysts

should be investigated in the future.
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EXPERIMENTELLER TEIL

1  Allgemeine Methoden

1.1 Verwendete Messgerite

Schmelzpunkt (Schmp.): Sdmtliche Schmelzpunkte wurden an einem Kofler-Heiztisch-

Mikroskop der Fa. Reichert bestimmt. Die angegebenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.

Infrarotspektroskopie (IR): Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit den Spektrometern
FT/IR-410 oder FT/IR-4600 der Fa. Jasco. V bezeichnet die Wellenzahl in cm™. Die
Intensitidten der Absorptionsbanden sind gekennzeichnet durch: s=stark, m = mittel,
w = schwach und br = breit. Alle IR-Spektren wurden bei Raumtemperatur gemessen. Der

Analyt wurde dabei in Reinform (Ol, Feststoff) mit Hilfe eines ATR-Aufsatzes vermessen.

Kernresonanzspektroskopie ('H-NMR, *C-NMR): Die Kernresonanzspektren wurden an
dem Spektrometer Avance 400 der Fa. Bruker bei Raumtemperatur aufgenommen (400 MHz
fiir Protonenspektren und 100 MHz fiir >C-Spektren). Zur Auswertung der Spektren wurde
die Topspin-Software der Fa. Bruker verwendet. Die chemischen Verschiebungen der Signale
wurden in Einheiten der d-Skala angegeben und beziehen sich bei den 'H- und *C-Spektren
auf 6 (TMS) = 0. Zur Kalibrierung der '"H-NMR-Spektren nutzte man die Resonanzsignale
der Restprotonen der deuterierten Losungsmittel als internen Standard [6 (CDCls) = 7.26,
8 (DMSO-dy) = 2.50]. Die Eichung der "“C-Spektren erfolgte iiber das '*C-Signal der
Losungsmittel [0 (CDCls) =77.00, 6 (DMSO-ds) =39.52]. Signalmultiplizititen sind wie
folgt abgekiirzt: Singulett =s, Dublett =d, Triplett=t, Quartett =q, Septett =sep, Dublett
von Dublett =dd, Quartett von Quartett =qq, Multiplett =m, breit=br. Die Angabe der
Kopplungskonstanten J erfolgte in Hertz (Hz). Bei der Schreibweise "J gibt n die Anzahl der

zwischen den Kopplungspartnern liegenden Bindungen wieder.

Massenspektrometrie (MS): Zur Aufnahme der Elektronenstof3-Massenspektren (EI) wurde
das Gerdt MAT90 der Fa. Finnigan mit einem lonisationspotenzial von 70 eV verwendet. Die
in Klammern gesetzten Werte geben die Intensititen der Signale in Prozent relativ zum
Basispeak (I =100%) an. Die Matrix unterstiitzten Massenspektren (MALDI) wurden mit
dem Geridt Autoflex II LRF der Fa. Bruker Daltonics aufgenommen. Als Matrix wurde DHB
(Dihydroxybenzoesdure, Fa. Bruker) verwendet. Zur Messung von Elektronenspray-

Massenspektren (ESI), wurde das Spektrometer micOTOF-focus der Fa. Bruker Daltonics
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genutzt. Gemessen wurden die Spektren bei einer Kapillartemperatur von 210 °C und einer

Spannung von 3.5 kV mit N, als Trédgergas.

1.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC): Fir die Diinnschichtchromatographie wurden
Kieselgel-Aluminiumfolien 60 Fs4 (5 x 10 cm) der Fa. Merck verwendet. Die Detektion der
Substanzen erfolgte durch Fluoreszenzloschung bei 254 nm, Eigenfluoreszenz bei 365 nm,
Anfirben mit Molybdatophosphorsiure-Reagenz oder Ninhydrin-Losung. Die Startflecken

wurden mit reinem MeOH angescharft.

Sdulenchromatographie: Als Saulenfiillmaterial wurde Kieselgel der Fa. Merck
(KorngréBe: 0.063 mm und 0.2 mm) verwendet. Alle Sdulen wurden stets nass befiillt. Die
Desaktivierung des Kieselgels erfolgte durch Zugabe von 1% NEt; zum Laufmittel. Die

Angaben lber die FlieBmittelzusammensetzung beziehen sich immer auf Volumenprozent.

HPLC (analytisch): Die analytische HPLC mit UV-Detektion wurde auf einer
computergesteuerten Anlage der Fa. Jasco durchgefiihrt (Punpe PU-1580, Mischer LG980-
02S, Entgaser DG-2080-53, Probenwechsler AS-2055Plus, UV-Detektor MD-2010Plus). Fiir
die HPLC-Laufe wurde eine Symmetry-C;s-Sdule (4.6 x 250 mm) verwendet mit folgendem
Losungsmittelgradienten: H,O + 0.05% TFA (A), MeCN + 0.05 TFA (B), Fluss 0.8 mL/Min;
0 Min 90% A, 25 Min 30% A, 27 Min 0% A, 30 Min 0% A, 31 Min 90% A, 34 Min 90% A.

1.3 Quantenchemische Rechnungen

Die in der Arbeit beschriebene quantenchemische Berechnung wurden in unserer
Arbeitsgruppe von Dr. T. Bruhn mit dem Programm-Paket Gaussian09!'®"! mit B3LYP/6-
31G* durchgefiihrt. Zur Berechnung der ALIE wurde Multiwfn['®® benutzt und die Daten
anschlieBend mit VMD!®! und POV-Ray visualisiert.

1.4 Allgemeine Versuchsbedingungen

Losungsmittel: In allen Experimenten verwendete man destillierte oder absolutierte

Losungsmittel. Deren Reinigung und Trocknung erfolgte nach Standardverfahren und unter
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Schutzgas.!"®"! Tetrahydrofuran (THF) wurde, nach Vortrocknung iiber CaH,, unmittelbar vor
Gebrauch iiber Kalium destilliert. Die Lagerung der absolutierten Losungsmittel erfolgte liber
Molekularsieb 3 A und unter Stickstoffatmosphire. Versuche mit luft- und/oder
feuchtigkeitsempfindlichen ~Substanzen wurden in ausgeheizten Apparaturen unter

Stickstoffatmosphire und unter Verwendung der Schlenktechnik durchgefiihrt.

Weitere Chemikalien: Alle kduflich erworbenen Substanzen (Fa. Aldrich, Fa. Fluka, Fa.

Lancaster, Fa. ABCR, Fa. Alfa Aesar, Fa. Merck) wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.
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2 Synthese eines biotinylierten Dioncochinon-B-Derivats

2.1 Verkniipfung durch Click-Chemie

1,2,4-Trimethoxy-3-methylbenzol (39)

Eine 1.6 M Losung aus n-Butyllithium in n-Hexan (41.0 mL, 66.0 mmol) wurde vorgelegt
und mit THF (12.0 mL) verdiinnt. AnschlieBend wurde innerhalb von 1 h eine Lésung aus
1,2,4-Trimethoxybenzol (38) (10.0 g, 59.5 mmol) in THF (48 mL) zugetropft. Nach 1 h bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion auf -78 °C gebracht, Methyliodid (33.8 g, 14.8 mL,
237 mmol) innerhalb von 20 Min zugegeben und dann das Kéiltebad entfernt. Nach 1 h bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion auf geséttigte NH4Cl-Lésung (50 mL) gegeben und das
organische Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der wéssrige Riickstand wurde
mit CH,Cl, extrahiert, anschliefend die organische Phase tiber MgSO, getrocknet, abfiltriert
und vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie

(PE/EtOAc = 5/1) gereinigt. Man erhielt 39 als gelben 6ligen Feststoff.

Ausbeute: 10.4 g (57.1 mmol, 96%); Lit.* 95%.

IR (ATR): v =2952 (w), 2832 (w), 2361 (w), 1739 (w), 1593 (w), 1485 (m),
1468 (w), 1438 (w), 1419 (w), 1253 (s), 1223 (s), 1163 (w), 1107 (s), 1078 (s), 1024 (m),
1000 (m), 942 (w), 857 (w), 784 (s), 757 (w), 715 (s), 686 (W), 627 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.16 (s, 3H, CH), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.80 (s, 3H, OCHs),
3.82 (s, 3H, OCHs), 6.54 (d, °J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 6.70 (d, >J = 8.9 Hz, 1H, ArH) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 183/182 [M] ™" (10/100), 167 [M—CHs]" (82), 152 (19), 149 (35),
139 (56), 124 (32), 109 (14), 107 (12), 91 (12), 65 (13), 57 (10), 53 (13), 39(12), 15 (29).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur®™ iiberein.

4-Oxo0-4-(2' 4" 5"-trimethoxy-3'-methylphenyl)methylbutanoat (41)

1,2,4-Trimethoxy-3-methylbenzol (39) (9.30 g, 51.0 mmol) und 3-Methoxycarbonyl-
propansdurechlorid (40) (15.4 g, 12.6 mL, 102 mmol) wurde in CH,Cl, (125 mL) vorgelegt
und auf 0 °C gebracht. AnschlieBend wurde Aluminiumchlorid (16.3 g, 122 mmol) zugegeben

und die Reaktion nach 20 Min auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach 2 h wurde die Reaktion
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auf Eiswasser (250 mL) gegeben. Die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und
abfiltriert. Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch (PE/EtOAc = 5/1) gereinigt. Man erhielt 41 als farbloses

kristallines Pulver. OMe

OMe
MeO
Ausbeute: 13.5 g (45.6 mmol, 89%). ° m“ﬂ
e
41

O  OMe
Smp.: 59 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =3004 (w), 2941 (w), 1738 (m), 1661 (m), 1583 (w), 1476 (m), 1438 (w), 1417
(w), 1398 (m), 1335 (m), 1299 (m), 1246 (m), 1213 (w), 1167 (m), 1132 (m), 1082 (s), 1006
(m), 984 (m), 950 (m), 891 (m), 804 (m), 739 (m), 688 (W), 654 (m) cm™".

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =2.23 (s, 3H, CH;), 2.72 (t, 3J=6.5 Hz, 2H, CH,), 3.35 (4,
3J=6.5 Hz, 2H, CH>), 3.70 (s, 3H, OCH,), 3.73 (s, 3H, OCHj3), 3.84 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s,
3H, OCH;), 7.11 (s, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6=9.6 (CHs), 28.5 (CH,), 37.5 (CH,), 51.7 (OCH3), 55.9
(OCHj3), 60.3 (OCH3), 62.1 (OCH3), 110.0 (Ar-CH), 126.2 (Ar-C), 127.1 (Ar-C), 149.2 (Ar-
C), 151.7 (Ar-C), 153.0 (Ar-C), 173.5 (CO), 199.7 (COOCH3) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 297/296 [M]™" (4/23), 210 (12), 209 (100), 166 (7), 151 (7), 149
(10), 123 (6), 91 (6), 59 (15), 55 (10), 15 (19).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir CsH,0NaOg [M + Na]" 319.1152; gefunden 319.1152.

4-Ox0-4-(2' 4" 5'-trimethoxy-3'-methylphenyl)butansdure (42)

4-Ox0-4-(2',4',5'-trimethoxy-3'-methylphenyl)methylbutanoat (41) (2.25g, 7.59 mmol)
wurde in MeOH (24 mL) gelost und eine Losung aus KOH (2.34 g, 41.8 mmol) in H,O
(8 mL) zugegeben. Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde das organische Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der wissrige Riickstand mit 20%iger HCI angesduert.
Anschliefend wurde die wéssrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit H;O gewaschen, iiber MgSQO4 getrocknet und abfiltriert. Final wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und man erhielt 42 als leicht gelbliches

kristallines Pulver.
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0 OMe
Leicht gelbliches kristallines Pulver. HO mowle
Ausbeute: 2.08 g (7.37 mmol, 97%); Lit.*"1 92%. 2 5 L. Me

Smp.: 98 °C (PE/EtOAc); Lit.'*"! 84-85 °C.

IR (ATR): ¥ =2935 (w), 1698 (m), 1656 (m), 1588 (w), 1477 (w), 1458 (w), 1401 (m), 1362
(w), 1337 (m), 1308 (m), 1278 (w), 1250 (m), 1226 (w), 1209 (w), 1187 (m), 1140 (s), 1087
(s), 999 (s), 952 (m), 912 (w), 865 (m), 816 (w), 800 (w), 767 (W), 737 (W), 691 (W), 645 (W)
cm’™
'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =2.23 (s, 3H, CH3), 2.76 (t, °J=6.5 Hz, 2H, CH>), 3.35 (t,
3J=6.5Hz, 2H, CH>), 3.73 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs), 7.12 (s,

1H, ArH) ppm.

MS (EL, 70 eV): m/z (%) = 283/282 [M]™ (4/26), 210 (12), 209 (100), 166 (7), 151 (7), 149
(6), 92 (8), 55 (6).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

(81

Literatur’®! iiberein.

4-(2' 4" 5"-Trimethoxy-3'-methylphenyl)butansdure (43)

4-Ox0-4-(2',4',5'-trimethoxy-3'-methylphenyl)butanséure (42) (3.14 g, 11.1 mmol) wurde
in Trifluoressigsdure (10 mL) vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlieend gab man
Triethylsilan (3.88 g, 5.32 mL, 33.4 mmol) zu und erhitzte unter starkem Riihren fiir 2 h auf
50 °C. AnschlieBend gab man die Reaktion auf Eiswasser (100 mL) und extrahierte die
wassrige Phase mit CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen wurden daraufhin mit
10%iger NaOH-Losung extrahiert. Die wéssrige Phase wurde dann mit halbkonz. HCI
angesduert und erneut mit CH,Cl, extrahiert. Die organische Phase wurde liber MgSO4

getrocknet und abfiltriert. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck

erhielt man 43 als gelbes Ol. o OMe

OMe
) HO
Gelbes Ol. m“ﬂ .
43

OMe
Ausbeute: 2.95 g (11.0 mmol, 99%); Lit.*! 85%.
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IR (ATR): v =2936 (w), 1737 (m), 1705 (s), 1593 (w), 1486 (m), 1456 (m), 1413 (m), 1373
(w), 1338 (w), 1268 (m), 1227(s), 1119 (s), 1085 (s), 1046 (m), 1012 (m), 956 (w), 826 (m),
784 (w), 735 (s), 702 (m) 634 (w), 608 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6=1.90-2.00 (m, 2H, CH,), 2.21 (s, 3H, CH;), 2.41 (t,
3/=17.5Hz, 2H, CH,), 2.65 (t, *J=17.5Hz, 2H, CH>), 3.67 (s, 3H, OCHz), 3.78 (s, 3H,
OCH), 3.82 (s, 3H, OCHs), 6.56 (s, 1H, ArH) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 269/268 [M]* (11/73), 195 (42), 167 (17), 165 (12), 150 (10), 149
(39), 71 (10), 61 (13), 57 (16), 45 (14), 43 (21), 43 (100), 41 (15), 29 (21), 27 (15), 18 (26),
15 (20).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur’®" iiberein.

1,3,4-Trimethoxy-2-methyl-5-tetralon (44)

4-(2',4',5'-Trimethoxy-3'-methylphenyl)butansédure (43) (1.98 g, 7.38 mmol) wurde
vorgelegt, mit Polyphosphorsdure (19.8 g) versetzt und auf 65 °C erhitzt. Nach 3 h wurde die
Reaktion auf Eiswasser (80 mL) gegeben und die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden anschlieBend mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen, dann iiber MgSO,4 getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie

(PE/EtOAc = 8/2) gereinigt. Man erhielt 44 als hellgelbes Pulver. o OMe
OMe

Ausbeute: 1.56 g (6.23 mmol, 84%); Lit.*" 81%. Ve
44 OMe

Smp.: 49 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): ¥ =2980 (W), 2942 (w), 2828 (w), 1686 (m), 1578 (w), 1452 (w), 1400 (m), 1348
(w), 1337 (w), 1313 (m), 1281 (m), 1252 (m), 1187 (w), 1163 (w), 1117 (m), 1073 (m), 1050
(m), 1007 (s), 964 (m), 937 (w), 918 (W), 862 (W), 826 (w), 805 (W) 724 (w), 710 (w), 677
(W), 614 (w) cm’™.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): §=1.99-2.08 (m, 2H, CH,), 2.25 (s, 3H, CH;), 2.60 (t,
’J=6.6 Hz, 2H, CH>), 2.90 (t, °J=6.2 Hz, 2H, CH,), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H,
OCH3), 3.84 (s, 3H, OCH3) ppm.
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MS (EL 70 eV): m/z (%) =251/250 [M] ™" (16/95), 235 [M—CHs]" (32), 221 (35), 217 (12),
207 (48), 179 (15), 167 (30), 165 (17), 150 (13), 149 (100), 147 (11), 105 (10), 104 (10), 91
(18), 77 (16), 71 (16), 70 (15), 65 (12), 57 (29), 55 (12), 55 (10), 43 (18), 41 (20), 18 (12), 15
(15).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur®! iiberein.

1,3,4-Trimethoxy-2-methyl-35,6-naphthochinon (45)

1,3,4-Trimethoxy-2-methyl-5-tetralon (44) (278 mg, 1.11 mmol) wurde in AcOH (6 mL)
gelost und mit Selendioxid (246 mg, 2.22 mmol) versetzt. Nach 4 h bei 60 °C wurde die
Reaktion auf Raumtemperatur gebracht und tiber Celite abfiltriert. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in CH,Cl, aufgenommen. Man gab
Kieselgel hinzu und entfernte das Losungsmittel erneut. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch (PE/EtOAc = 3/2) gereinigt und man erhielt 45 als dunkelrotes

Pulver. o OMe
o OMe
Ausbeute: 223 mg (850 pmol, 77%); Lit.*"! 73%. ,O e
45 OMe

Smp.: 128 °C (PE/EtOAc); Lit.*"! 109-110 °C.

IR (ATR): v =2978 (w), 2943 (w), 2843 (w), 1686 (W), 1656 (s), 1606 (w), 1553 (w), 1458
(m), 1407 (w), 1383 (m), 1328 (s), 1277 (s), 1239 (m), 1200 (w), 1151 (w), 1118 (m), 1057
(s), 1004 (s), 985 (s), 899 (m), 846 (m), 814 (m), 770 (w), 753 (m), 715 (w), 655 (W), 634 (W),
610 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.27 (s, 3H, CH), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCHs),
3.92 (s, 3H, OCH3), 6.35 (d, °J = 10.3 Hz, 1H, ArH), 7.77 (d, *J = 10.3 Hz, 1H, ArH) ppm.

MS (EL, 70 eV): m/z (%) = 264 [M+2H] " (15), 262 [M] " (4), 249 (25), 235 (15), 234 (100),
221 (11), 219 (50), 205 (15), 204 (11), 191 (33), 176 (17), 175 (11), 163 (12), 161 (22), 149
(23), 148 (12), 133 (10), 118 (12), 89 (14), 77 (18), 63 (11), 57 (10), 15 (30).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C14H;4NaOs [M + Na]" 285.0733; gefunden 285.0733.

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur’®! iiberein.
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1,3,4,5,6-Penamethoxy-2-methylnaphthalin (37)

1,3,4-Trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (45) (750 mg, 2.86 mmol) wurde in CH,Cl,
(7mL) vorgelegt und 10 Min im Stickstoffstrom entgast. Eine zweite Losung aus
Benzyltributylammoniumchlorid (104 mg, 333 umol) und Natriumdithionit (2.99 g,
17.2 mmol) in H,O (3 mL) wurde ebenfalls fiir 10 Min entgast und daraufthin zur Reaktion
gegeben. Nach 20 Min bei Raumtemperatur gab man eine weitere Losung aus KOH (3.69 g,
65.7 mmol) in H,O (3mL), die zuvor gleichfalls entgast wurde, zur Reaktion, tropfte
darauthin Dimethylsulfat (7.58 g, 5.72 mL, 60.3 mmol) zu und riihrte fiir 3 h. Anschlieend
wurde die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
tiber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (PE/EtOAc = 5/1) gereinigt. Man erhielt

37 als beige-farbenes Pulver.

MeO  OMe
MeO OMe
Beige-farbenes Pulver. OO
1o
37 OMe

Ausbeute: 506 mg (1.73 mmol, 61%).1""!

Smp.: 91 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): ¥ = 2996 (w), 2930 (w), 2836 (W), 1615 (w), 1596 (w), 1500 (w), 1460 (w), 1440
(w), 1389 (w), 1361 (w), 1350 (w), 1334 (m), 1266 (m), 1226 (w), 1195 (w), 1172 (w), 1129
(w), 1115 (w), 1066 (s), 1044 (m), 1008 (s), 983 (m), 944 (w), 872 (W), 819 (w), 805 (m), 787
(w), 747 (m), 718 (w), 665 (w), 631 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.33 (s, 3H, CH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3),
3.92 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H, OCHs), 3.98 (s, 3H, OCHs), 7.21 (d, *J=9.2 Hz, 1H, ArH),
7.80 (d, °J=9.2 Hz, 1H, ArH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 =9.7 (CHs), 56.8 (OCH3), 60.8 (OCH;), 61.3 (OCHj), 61.8
(OCH3), 61.9 (OCH3), 113.4 (Ar-CH), 118.6 (Ar-CH), 121.0 (Ar-C), 122.8 (Ar-C), 123.6 (Ar-
Q), 143.0 (Ar-C), 143.4 (Ar-C), 149.9 (Ar-C), 150.3 (Ar-C), 150.6 (Ar-C) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =293/292 [M] " (17/100), 278/277 [M=CH;]" (10/60), 262 [M-
2CH;] ™" (15), 249 (31), 247 (21), 245 (14), 219 (23), 149 (16), 131 (14), 15 (26).

HRMS (ESI, positiv): berechnet flir C;sH,0NaOs [M + Na]Jr 315.1203; gefunden 315.1203.
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8-Amino-1,3,4-trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (54)

1,3,4-Trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (45) (500 mg, 1.91 mmol) wurde in DMF
(19 mL) vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend gab man Trimethylsilylazid
(308 mg, 353 puL, 2.67 mmol) zu und entfernte das Eisbad. Nach 24 h bei Raumtemperatur
wurde die Reaktion auf Eiswasser und gesittigte NaHCOs3-Losung (je 20 mL) gegeben und
anschlieBend die wéssrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit H,O gewaschen, liber MgSO4 getrocknet und abfiltriert. AbschlieBend wurde das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt und der  Riickstand

sdulenchromatographisch an desaktiviertem Kieselgel (EtOAc/MeOH =9/1, 1% NEts)

gereinigt. Man erhielt 54 als tiefrotes Pulver.

o OMe
O OMe
Rotes Pulver. ,O
Me
5

NH2 OMe
Ausbeute: 395 mg (1.42 mmol, 75%). 4

Smp.: 179 °C (EtOAc).

IR (ATR): ¥V =3399 (w), 2942 (w), 1691 (w) ,1605 (m), 1557 (w), 1509 (m), 1446 (m), 1389
(m), 1347 (w), 1310 (s), 1291 (m), 1262 (s), 1195 (w), 1094 (m), 1040 (m), 982 (s), 943 (m),
865 (w), 841 (m), 826 (W), 785 (w), 741 (w), 717 (w), 671 (w), 603 (m), 580 (m), 552 (W),
521 (w) em™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =2.27 (s, 3H, CH3), 3.81 (s, 3H, OCHj3), 3.86 (s, 3H, OCHj5),
3.94 (s, 3H, OCHs), 5.82 (s, 1H, ArH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): §=10.4 (CHs), 61.1 (OCH3), 61.6 (OCH;), 61.9 (OCH3),
101.7 (CH), 118.1 (Ar-C), 124.3 (Ar-C), 133.8 (Ar-C), 153.1 (Ar-C), 153.7 (Ar-C), 156.7
(Ar-C), 159.9 (CNH,), 176.1 (CO), 182.1 (CO) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 278/277 [M] " (17/15), 263/262 [M~CH;]" (12/17), 259 (13), 250
(22), 249 (100), 248 (24), 244 (27), 235 (15), 234 (97), 232 (13), 230 (13), 220 (22), 219 (15),
218 (15), 216 (18), 204 (25), 203 (23), 202 (27), 191 (23), 190 (15), 176 (19), 174 (16), 160
(12), 149 (10), 77 (11), 68 (13), 15 (14).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C14H;¢NOs [M + H]" 278.1023; gefunden 278.1023.
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5,6-Diacetoxy-8-amino-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (60)

8-Amino-1,3,4-trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (54) (25.0 mg, 90.2 umol) wurde
in DMF (10mL) vorgelegt und Palladium/Aktivkohle (10% Pd) (4 mg) zugegeben.
AnschlieBend wurde die Reaktion mittels eines Wasserstoffballons unter H,-Atmosphére
gebracht und kréftig geriihrt. Nach 30 Min war die rote Farbung verschwunden und man
erhielt eine farblose Suspension. Diese wurde anschlieBend unter eine N,-Atmosphire
gebracht und gemorsertes K,CO; (49.8 mg, 361 umol) zugegeben. Nach weiteren 5 Min
wurde Essigsdureanhydrid (18.4 mg, 17.0 uL, 180 umol) zur Reaktion gegeben und diese bei
Raumtemperatur fiir 30 Min geriihrt. Im Anschluss wurde die Reaktion auf H,O (20 mL)
gegeben und tiber Celite abfiltriert. Die wissrige Phase wurde danach mit EtOAc extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels

Saulenchromatographie an desaktiviertem Kieselgel (PE/EtOAc = 7/3, 1% NEt;) gereinigt.

Man erhielt 60 als farblosen Feststoff.

AcO OMe
AcO OMe
Farbloser Feststoft. OO Me

60 NH, OMe
Ausbeute: 29.4 mg (80.9 pmol, 90%).

Smp.: 57.5 °C (EtOAc).

IR (ATR): ¥ = 3491 (w), 3376 (W), 2935 (w), 1763 (m), 1591 (m), 1507 (w), 1440 (w), 1386
(m), 1368 (m), 1343 (m), 1261 (w), 1218 (s), 1195 (s), 1172 (s), 1099 (m), 1044 (m), 1011
(m), 955 (m), 890 (m), 844 (W), 819 (W), 794 (W), 730 (W), 654 (W), 585 (w), 570 (m), 520

(w) cm’™.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =2.29 (s, 3H, CHj3), 2.30 (s, 3H, CH;), 2.32 (s, 3H, CHj3),
3.76 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs), 3.88 (s, 3H, OCH3), 5.30 (s, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6=9.7 (CH3), 20.5 (CH3), 20.9 (CH3), 60.8 (OCH3), 61.5
(OCH3), 62.1 (OCH3), 103.5 (Ar-CH), 114.7 (Ar-C), 122.7 (Ar-C), 123.5 (Ar-C), 126.8 (Ar-
C), 140.7 (Ar-C), 143.1 (Ar-C), 143.8 (Ar-C), 151.1 (Ar-C), 152.0 (Ar-C), 168.9 (CO), 169.7
(CO) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 364/363 [M]* (10/45), 322 (14), 321 (74), 280 (12), 279 (76), 278
(57), 265 (15), 264 (100), 250 (17), 249 (16), 248 (12), 220 (11), 167 (15), 149 (46), 57 (11),
43 (24).
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HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH,,NO7 [M + H]+ 364.1391; gefunden 364.1391.

5,6-Diacetoxy-8-(4-brom-1-oxobutylamino)- 1,3, 4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (62)

5,6-Diacetoxy-8-amino-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin  (60) (2.15g, 5.92 mmol)
wurde in DMF (40 mL) vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend gab man
nacheinander Diisopropylethylamin (1.68 g, 2.21 mL, 13.0 mmol) und 4-Brombutyrylchlorid
(61) (1.98 g, 1.23 mL, 10.7 mmol) zu. Nach 2 h gab man die Reaktion auf H,O (100 mL) und
extrahierte die wissrige Phase mit EtOAc. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
MgSO, getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. AnschlieBend wurde der Riickstand sdulenchromatographisch (PE/EtOAc = 7/3)
gereinigt. Durch Umkristallisation aus EtOAc/PE konnte letztlich 62 als hellgelber kristalliner

~

Feststoff erhalten werden. AcO  OMe
AcO OMe
Hellgelber kristalliner Feststoff. OO Me
Ny OMe
Ausbeute: 2.15 mg (4.20 mmol, 71%). B’/\/\fg 6

Smp.: 135 °C (EtOAc/PE).

IR (ATR): ¥ = 3318 (w), 2937 (w), 2840 (w), 1765 (m), 1682 (W), 1625 (w), 1600 (w), 1533
(m), 1487 (w), 1445 (w), 1414 (w), 1372 (s), 1336 (m), 1191 (s), 1172 (s), 1128 (m), 1092 (s),
1049 (m), 1012 (s), 988 (m), 949 (s), 893 (m), 879 (m), 840 (m), 817 (m), 791 (w), 765 (m),
740 (m), 722 (m), 683 (W), 656 (W), 612 (W), 592 (W), 569 (m), 517 (w) cm™.

Rotamer I:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § =2.19-2.27 (m, 2H, CH,), 2.32 (s, 3H, OCOCH}3), 2.34 (s,
6H, OCOCH;, CH;), 2.64 (t, °J=7.0 Hz, 2H, CH,), 3.69 (t, >J = 6.1 Hz, 2H, CH>), 3.81 (s,
3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCH;), 3.91 (s, 3H, OCHs), 8.53 (s, 1H, ArH), 10.96 (s, 1H,
NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): §=10.0 (CHs), 20.5 (CHs), 20.8 (CH3), 28.1 (CHa), 35.3
(CH,), 44.5 (CH,), 60.9 (OCH3), 61.6 (OCH3), 62.1 (OCH3), 111.4 (Ar-CH), 115.6 (Ar-C),
123.1 (Ar-C), 125.1 (Ar-C), 132.0 (Ar-C), 132.9 (Ar-C), 140.1 (Ar-C), 144.3 (Ar-C), 150.2
(Ar-C), 150.9 (Ar-C), 168.7 (CO), 169.1 (CO) 169.8 (CO) ppm.
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Rotamer II:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § =2.27-2.34 (m, 2H, CH,), 2.32 (s, 3H, OCOCH}3), 2.34 (s,
6H, OCOCH;, CH;), 2.64 (t, °J=7.0 Hz, 2H, CH,), 3.56 (t, >J = 6.2 Hz, 2H, CH>), 3.81 (s,
3H, OCHs), 3.82 (s, 3H, OCH;), 3.91 (s, 3H, OCHs), 8.58 (s, 1H, ArH), 10.87 (s, 1H,
NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCL): 6=10.0 (CHs), 20.5 (CHs), 20.8 (CHs), 28.2 (CH,), 33.4
(CHa), 36.5 (CH,), 60.9 (OCHs), 61.6 (OCH3), 62.1 (OCH3), 111.4 (Ar-CH), 115.6 (Ar-C),
123.1 (Ar-C), 125.1 (Ar-C), 132.0 (Ar-C), 132.9 (Ar-C), 140.1 (Ar-C), 144.3 (Ar-C), 150.2
(Ar-C), 150.9 (Ar-C), 168.7 (CO), 169.1 (CO) 169.8 (CO) ppm.

Rotamer I/ Rotamer II = 1/9.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 513/511 [M] " (4/4), 431 (33), 429 (19), 427 (23), 389 (56), 383
(22), 347 (75), 346 (29), 332 (64), 279 (16), 278 (37), 264 (61), 167 (26), 149 (88), 71 (18),
70 (18), 69 (25), 57 (35), 55 (15), 43 (24), 43 (100), 41 (59), 18 (16).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C2;H,7BrNOg [M + H]" 512.0915; gefunden 512.0915.

8-(4-Azido- 1-oxobutylamino)-3,6-diacetoxy-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (63)

5,6-Diacetoxy-8-(4-brom-1-oxobutylamino)-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (62)
(662 mg, 1.29 mmol) wurde in DMF (32mL) vorgelegt und auf 0°C abgekiihlt.
AnschlieBend gab man Natriumazid (210 mg, 3.23 mmol) zu und brachte die Reaktion auf
Raumtemperatur. Nach 24 h wurde die Reaktion auf H,O (40 mL) gegeben und die wéssrige
Phase mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO4
getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und

der Riickstand mittels Sdulenchromatographie (PE/EtOAc = 8/2) gereinigt. Man erhielt 63 als

farbloses Pulver. ( AcO  OMe A
AcO OMe
Farbloses Pulver. OO
Me
NH OMe
Ausbeute: 515 mg (1.09 mmol, 84%). N 0

Smp.: 121 °C (EtOAc/PE).

IR (ATR): v = 3363 (w), 2923 (m), 2851 (w), 2089 (w), 1760 (m), 1689 (w), 1626 (w), 1600
(w), 1531 (m), 1486 (w), 1444 (m), 1369 (m), 1337 (m), 1270 (w), 1249 (w), 1228 (w), 1186
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(s), 1174 (s), 1156 (s), 1109 (m), 1094 (m), 1065 (m), 1045 (m), 1011 (s), 984 (s), 901 (m),
846 (m), 822 (m), 796 (w), 762 (w), 734 (w), 666 (m), 570 (m), 533 (w), 510 (w) cm™".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 0 =1.99-2.08 (m, 2H, CH>), 2.32 (s, 3H, OCOCH3), 2.34 (s,
3H, CHs), 2.34 (s, 3H, OCOCHs, CH3), 2.54 (t, °J=7.2 Hz, 2H, CH,), 3.44 (t, °J = 6.5 Hz,
2H, CH,), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.81 (s, 3H, OCHj), 3.90 (s, 3H, OCHs), 8.58 (s, 1H, ArH),
10.86 (s, 1H, NH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCL): 6=10.0 (CHs), 20.5 (CHs), 20.8 (CHs), 24.7 (CH,), 35.3
(CHa), 50.8 (CHa), 60.9 (OCH3), 61.6 (OCH3), 62.0 (OCH3), 111.3 (Ar-CH), 115.6 (Ar-C),
123.0 (Ar-C), 125.1 (Ar-C), 132.0 (Ar-C), 132.9 (Ar-C), 140.1 (Ar-C), 144.3 (Ar-C), 150.1
(Ar-C), 150.9 (Ar-C), 168.7 (CO), 169.1 (CO) 169.9 (CO) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 475/474 [M]"* (8/31), 433 (19), 432 (77), 391 (21), 390 (100), 389
(26), 347 (25), 332 (13), 315 (11), 279 (22), 278 (54), 265 (15), 264 (97), 250 (16), 249 (18),
248 (13), 97 (13), 85 (11), 83 (12), 71 (15), 69 (16), 57 (22), 56 (14), 55 (14), 43 (37), 42
(10), 41 (15).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C2;H,6N4NaOg [M + Na]+ 497.1643; gefunden 497.1643.

5,6-Diacetoxy-8-{4-[4-((biotinamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-1oxobutylamino}-1,3,4-
trimethoxy-2-methylnaphthalin (65)

8-(4-Azido-1-oxobutylamino)-5,6-diacetoxy-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (63)
(193 mg, 407 pmol) wurde in CH,Cl, (10 mL) und zuvor 10 Min im Stickstoffstrom entgastes
H,O (10 mL) geldst. Danach wurde 3-Biotinamido-1-propin (64) (131 mg, 466 pumol),
Natriumascorbat (96.7 mg, 488 pmol) und CuSOy - 5 H,O (122 mg, 488 umol) zur Reaktion
gegeben und fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion auf
H20 (20 mL) gegeben und nacheinander mit CH,Cl, sowie EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit geséttigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber MgSO4
getrocknet und abfiltriert. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck
wurde das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH = 9/1) gereinigt. Man
erhielt 65 als hellgelben Feststoff.

Hellgelber Feststoff.
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AcO OMe
Ausbeute: 163 mg (216 umol, 53%). AcO O l OMe
Smp.: 89 °C (MeOH) 0 Me
” : S Ny OMe

IR (ATR): v =3276 (w), 2931 (w),
1766 (w), 1690 (m), 1533 (m), 1445 o)

(W), 1368 (m), 1338 (m), 1192 (s), 1095 (m), 1046 (m), 1012 (m), 988 (m), 951 (w), 894 (W),
821 (w), 793 (w), 763 (w), 729 (m), 661 (m), 570 (m) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.33-1.46 (m, 2H, CH,), 1.58-1.77 (m, 4H, 2 x CH,), 2.14-
2.24 (m, 2H, CH,), 2.29-2.34 (m, 2H, CH>), 2.32 (s, 3H, CHs), 2.33 (s, 3H, COCHs), 2.34 (s,
3H, COCH3), 2.46 (t, °J=6.9 Hz, 2H, CH>), 2.71 (d, 2J=12.8 Hz, 1H, SCH>), 2.87 (dd,
2J=12.8 Hz, *J=4.9 Hz, 1H, SCH,), 3.05-3.13 (m, 1H, SCH), 3.75 (s, 3H, OCHj3), 3.80 (s,
3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 4.27-4.33 (m, 1H, NCH), 4.37 (dd, >J=15.1 Hz, J = 5.6 Hz,
1H, CONHCH,), 445 (t, *J=6.6 Hz, 2H, CH,), 4.47-4.50 (m, 1H, NCH), 4.51 (dd,
2J=15.1 Hz, *J=5.6 Hz, 1H, CONHCH>), 6.13-6.24 (m, 1H, NCONH), 6.90-7.00 (m, 1H,
NCONH), 7.62-7.70 (m, 1H, CONHCH)), 7.65 (s, 1H, ArH), 8.52 (s, 1H, ArH), 10.81 (s, 1H,
ArNH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): §=10.0 (CHs), 20.5 (CH;), 20.8 (CHs), 25.5 (CH,), 25.8
(CH,), 28.0 (CH,), 28.1 (CH,), 34.5 (NHCH,), 34.6 (CH,), 35.8 (CH,), 40.7 (SCH,), 49.5
(NCH,), 55.8 (SCH), 60.3 (NHCH), 60.9 (OCH3), 61.6 (OCH3), 61.8 (NHCH), 62.1 (OCH3),
111.4 (Ar-CH), 115.6 (Ar-C), 122.8 (Ar-CH), 123.0 (Ar-C), 125.2 (Ar-C), 132.1 (Ar-C),
132.7 (Ar-C), 140.0 (Ar-C), 144.3 (Ar-C), 145.4 (Ar-C), 150.1 (Ar-C), 150.9 (Ar-C), 164.6
(NCON), 168.8 (CO), 169.1 (CO), 169.5 (CONH), 173.6 (CONH) ppm.

MS (MALDI, positiv): 756.583 [M + HJ".

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sHssN7NaO;oS [MJrNa]+ 778.2841; gefunden
778.2841.

2.2 Verkniipfung durch Peptid-Bindung
8-(4-Azido- 1-oxobutylamino)-1,3,4-trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (68)

8-(4-Azido-1-oxobutylamino)-5,6-diacetoxy-1,3,4-trimethoxy-2-methylnaphthalin (63)
(272 mg, 573 pmol) wurde in THF (27 mL) geldst und auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend
wurde eine frisch hergestellte, auf 0 °C gekiihlte 0.5 M Natriummethanolat-Losung (2.47 mL,
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1.23 mmol) zugetropft. Nach 50 Min wurde die Reaktion auf H,O (40 mL) gegeben und das
organische Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der wissrige Riickstand wurde
anschlieBend mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO,4
getrocknet, abfiltriert und vom LoOsungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde mittels

Sdulenchromatographie (PE/EtOAc = 6/4) gereinigt und man erhielt 68 als roten Feststoff.

-
o OMe

Rote Nadeln. o , O OMe
Me

Ausbeute: 125 mg (322 umol, 56%).

O
Smp.: 155 °C (EtOAc/PE). 68

IR (ATR): v =3289 (w), 2924 (w), 2853 (w), 2087 (m), 1738 (w), 1694 (m), 1633 (s), 1603
(m), 1514 (m), 1452 (m), 1415 (m), 1387 (m), 1344 (w), 1312 (s), 1293 (m), 1253 (s), 1214
(s), 1187 (m), 1149 (m), 1099 (m), 1072 (m), 1038 (s), 994 (m), 975 (s), 938 (m), 899 (W),
868 (m), 822 (w), 791 (m), 762 (m), 735 (m), 688 (m), 581 (w), 558 (w), 527 (w), 509 (w)

-1
cm .

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6=1.97-2.05 (m, 2H, CH,), 2.29 (s, 3H, CH;), 2.54 (t,
37=17.1Hz, 2H, CH,), 3.44 (t, *J=6.3 Hz, 2H, CH>), 3.85 (s, 3H, OCHz), 3.88 (s, 3H,
OCHs), 3.94 (s, 3H, OCHs), 7.74 (s, 1H, ArH), 10.80 (s, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCL): 6=10.5 (CHs), 24.2 (CH,), 35.6 (CHa), 50.5 (CH,), 61.1
(OCHs), 61.7 (OCH3), 62.5 (OCH3), 111.2 (CH), 119.1 (Ar-C), 123.8 (Ar-C), 134.8 (Ar-C),
148.1 (CNH), 152.0 (Ar-C), 154.3 (Ar-C), 156.1 (Ar-C), 171.3 (CO), 179.4 (CO) 181.2 (CO)

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 391/390 [M + 2H] ™ (22/100), 389 [M +H]* (5), 360 (14), 317
(13), 278 (21), 276 (28), 265 (16), 264 (100), 250 (24), 249 (42), 248 (21), 236 (11), 234 (45),
232 (12), 220 (12), 218 (11), 206 (10), 204 (12), 203 (11), 202 (10), 84 (13), 56 (19), 55 (11),
42 (19), 41 (11), 28 (19).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C1sH,0N4NaOg [M + Na]+ 411.1275; gefunden 411.1275.

8-(4-Amino-1-oxobutylamino)-3,5, 6-trihydroxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (70)

8-(4-Azido-1-oxobutylamino)-1,3,4-trimethoxy-2-methyl-5,6-naphthochinon (68)
(55.0 mg, 142 pmol) wurde in CH,Cl, (10 mL) vorgelegt und auf -78 °C abgekiihlt.
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AnschlieBend tropfte man eine 1 M Losung aus Bortrichlorid in CH,ClI, (566 pL, 566 pmol)
zu. Nach 2.5h wurde das Kiltebad entfernt und die Reaktion fiir weitere 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Darauthin wurde die Reaktion erneut auf -78 °C gebracht, H,O
(254 pL) zugegeben und nach 10 Min das Kéltebad entfernt. Nach 1 h bei Raumtemperatur
wurde erneut H,O (50 mL) zugegeben und daraufhin die wéssrige Phase mit CH,Cl,
gewaschen. AnschlieBend wurde der wissrigen Phase 5% Methanol (2.5 mL) zugegeben und
dann {ber C,s-Material filtriert. Nach FElution mit Methanol und Entfernung des

Losungsmittels unter vermindertem Druck erhielt man 70 als Rohprodukt, das ohne weitere

Reinigung fiir Folgereaktionen genutzt wurde. ( OH o )
HO OH
Roter Feststoff. Me
NH o
Ausbeute: 181 mg (566 umol, quant). HZNM(; 70

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH;7N,O¢ [M + H]+ 321.1081; gefunden 321.1081.

(+)-N-Hydroxysuccinimidbiotinester (71)

D-Biotin (1.00 g, 4.09 mmol) wurde in DMF (40 mL) vorgelegt und anschlieend
nacheinander N-Hydroxysuccinimid (470 mg, 4.09 mmol) und Dicyclohexylcarbodiimid
(1.10 g, 5.32 mmol) zugegeben. Nach 48 h bei Raumtemperatur wurde der entstandene
Feststoff abfiltriert und das Filtrat vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde in Et,O
(80 mL) aufgenommen und fiir 2 h geriihrt. AnschlieBend wurde erneut abfiltriert und der

Riickstand aus Isopropanol umkristallisiert. Man erhielt 71 als farbloses Pulver.

O I
Farbloses Pulver. o

S _N

i 0
(e}
Ausbeute: 984 mg (2.88 mmol, 70%); Lit.!"*1 93%. He = H
HN. _NH
N 7
(@]

Smp.: 199 °C (;PrOH); Lit.!"**! 201-202 °C (iPrOH).

IR (ATR): v = 3224 (w), 2940 (w), 2850 (W), 1821 (w), 1789 (w), 1743 (m), 1727 (s), 1727
(s), 1699 (s), 1465 (m), 1436 (w), 1370 (m), 1308 (w), 1276 (w), 1208 (s), 1169 (m), 1109
(m), 1070 (s), 994 (W), 916 (W), 886 (W), 858 (m), 835 (W), 814 (m), 738 (m), 701 (m) cm’".

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 0 = 1.36-1.56 (m, 3H, CH>), 1.58-1.70 (m, 3H, CH,), 2.58
(d, *J=12.4Hz, 1H, SCH,), 2.67 (t, °J=7.4Hz, 2H, CH,), 2.81 (s, 4H, CH>), 2.83 (dd,
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2J=12.4Hz, *J =52 Hz, 1H, SCH,), 3.07-3.13 (m, 1H, SCH), 4.11-4.17 (m, 1H, NCH), 4.30
(dd, *J=7.4Hz,*J=52Hz, 1H, NCH), 6.37 (s, 1H, NH), 6.43 (s, |H, NH) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =341 [M]™ (1), 227 (15), 149 (21), 115 (100), 99 (22), 87 (53), 70
(13), 59 (16), 55 (70), 42 (21), 28 (57).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[165,166

Literatur I iiberein.

8-(4-Biotinamido-1-oxobutylamino)-3, 5, 6-trihydroxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (72)

8-(4-Amino-1-oxobutylamino)-3,5,6-trihydroxy-2-methyl-1,4-naphthochinon (70)
(59.1 mg, 185 umol) wurde in DMF (15 mL) vorgelegt. AnschlieBend wurde der Biotin-
Aktivester 71 (63.0 mg, 185 umol) sowie Diisopropylethylamin (23.8 mg, 32.2 uL,
185 umol) zugegeben und die Reaktion fiir 19 h geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand aus Methanol

umkristallisiert. Man erhielt 72 als dunkelroten Feststoff.

OH o )
Dunkelroter Feststoff. HO O‘ OH
Ausbeute: 17.4 mg (32.8 pmol, 17%). < o) N‘ Ol Me
T H/\/\[C])/ H
Smp.: 165 °C (MeOH). :IN N:
\[c])/ 72
IR (ATR): v =3286 (w), 2924 (w), 2852 (W), J

2255 (w), 2128 (w), 1687 (m), 1636 (m), 1597 (m), 1515 (w), 1430 (m), 1351 (m), 1320 (m),
1266 (m), 1199 (m), 1135 (m), 1046 (m), 1022 (s), 991 (s), 886 (w), 823 (m), 762 (m), 592
(s), 550 (s) cm™.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 0 = 1.22-1.35 (m, 2H, CH>), 1.44-1.54 (m, 2H, CH,), 1.54-
1.66 (m, 2H, CH,), 1.69-1.80 (m, 2H, CH>), 1.92 (s, 3H, CH3), 2.06 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, CH,),
2.44 (t,°J=17.5 Hz, 2H, CH,), 2.51-2.60 (m, 1H, SCH,), 2.76-2.82 (m, 1H, SCH,), 3.04-3.15
(m, 3H, SCH, CH;), 4.08-4.16 (m, 1H, NCH), 4.25-4.33 (m, 1H, NCH), 6.36 (s, 1H,
NCONH), 6.43 (s, 1H, NCONH), 7.79-7.91 (m, 1H, CONH), 8.49 (s, 1H, ArH), 12.55 (s, 1H,
ArNH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 8.9 (CHs), 24.9 (CHa), 25.3 (CH,), 28.1 (CH,), 28.3
(CH,), 35.2 (CHa), 35.2 (CHy), 37.8 (CH,), 39.9 (SCHa), 55.4 (SCH), 59.2 (NCH), 61.0
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(NCH), 105.4 (Ar-C), 111.7 (Ar-CH), 112.4 (Ar-C), 122.2 (Ar-C), 137.0 (Ar-CNH), 149.2
(Ar-COH), 153.3 (Ar-COH), 154.8 (Ar-COH), 162.7 (NCON), 171.9 (CONH), 172.0
(CONH), 184.8 (CO), 186.1 (CO) ppm.

MS (MALDI, positiv): 569.325 [M + Na]".

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir CysH3N4NaOgS [MJrNa]+ 569.1677; gefunden
569.1677.
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3 Aktivititsbestimmung des biotinylierten Dioncochinon-B-Derivats

Zellkulturen: Dr. Martin Gramatzki (Kiel, Deutschland) stellte freundlicherweise die
menschlichen Multiple-Myelom-Zellen des Typs INA-6 fiir die Aktivitdtsbestimmungen
bereit. Diese Zellen wurden in einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und 5% CO,
kultiviert. Als Medium verwendete man ein RPMI-1640 Medium (Fa. Sigma-Aldrich), zu
dem zusitzlich 2 ng/mL Interleukin-6, 10% Fetales Kélberserum (FBS, Fa. PAA
Laboratories), 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin (Fa. Sigma-Aldrich), 1 mM
Natriumpyruvat (Fa. Sigma-Aldrich) und 2 mM L-Glutamin (Fa. Sigma-Aldrich) hinzugefiigt

wurde.

Bestimmung der Zellviabilitdt: Die Lebensfdhigkeit der Zellen wurde durch die
literaturbekannte ~ Methode der  Anfirbung mittels Propidiumiodid (PI) und

t.1”) Hierfiir wurden knapp

Fluoresceinisothiocyanat-markierten Annexin V (FITC) bestimm
8 000 INA-6-Zellen ausgeséit und mit unterschiedlichen Konzentrationen des biotinylierten
Dioncochinon-B-Derivats 72 behandelt. Nach drei Tagen wurden die Zellen mit PBS-Puffer
gewaschen und in einen Bindepuffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl, 2.5 mM
CaCl,) mit 2.5 mL Annexin V-FITC und 1 mg/mL PI iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Zellen via Durchflusszytometrie (FACSCalibur/CELLQuest, Fa. Becton Dickinson)
analysiert. Nach der Vorschrift von Martin ef al. wurde dabei Annexin V an FITC (Fa. Sigma-
Aldrich) gekuppelt.'®® Frithe Stadien der Apoptose konnen ausschlieBlich durch die Bindung
von Annexin V an verlagerte Phosphatidylserin-Reste der dufleren Zellmembran detektiert
werden, wahrend spite Stadien der Apoptose, bei der die Zellmembran nicht mehr intakt ist,

auch durch die Interaktion von PI mit der DNA visualisiert werden konnen. Fallen beide Tests

negativ aus, kann davon ausgegangen werden, dass die Zellviabilitét intakt ist.
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4  Drug-Target-Untersuchungen via nanoLC-MS/MS-Analyse

Preparation der magnetischen Streptavidin-Matrix: Fiir die Prdparation der einzelnen
Proben wurde jeweils 50 uLL Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads (Fa. Thermo Fisher) mit
500 uL 50 mM Boratpuffer (pH 8.5) gewaschen. AnschlieBend wurde eine 500 nM Losung
des biotinylierten Inhibitors in einem 1:1 Gemisch aus 200 uL. DMSO und 200 pL 50 mM
Boratpuffer (pH 8.5) hinzugegeben und die Beads unter Rotation fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Eine Kontrollprobe wurde ohne Inhibitor unter entsprechenden Bedingungen
vorbereitet. Der Uberstand wurde verworfen und die Beads zwei Mal mit jeweils 1 mL
50%iger DMSO-L6sung gewaschen. Nach dem zweiten Waschgang wurde die Streptavidin-
Matrix in ein neues Mikroreaktionsgefdll iiberfiihrt und weitere zwei Mal mit 500 pL

Pierce™ [P Lysis Buffer (Fa. Thermo Fisher) gewaschen.

Zelllyse: Die Zelllyse der Zellen des Typs INA-6 (5 x 107) wurde bei 0 °C innerhalb von
10 Min bei periodischer Durchmischung durchgefiihrt und erfolgte mit 2 mL des Pierce™ IP
Lysis Buffer (Fa. Thermo Fisher) und zusitzlich 20 uL des Halt™ Protease Inhibitor
Cocktails (Fa. Thermo Fisher). Danach wurde das Zelllysat durch Zentrifugierung bei
16 000 g und 4 °C fiir 5 Min gesédubert und anschlieBend die Proteinkonzentration mittels
BCA Protein Assay (Fa. Thermo Fisher) bestimmt.

Drug-Target-Anreicherung: Die Streptavidin-Matrix mit biotinyliertem Inhibitor sowie die
Kontrollbeads wurden mit dem Lysat der INA-6-Zellen fiir 3 h bei 4 °C unter Rotation
inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads vier Mal mit jeweils 1 mL 20 mM HEPES-Puffer
(pH 7.5, 115 mM NaCl, 1.2 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 2.4 mM K,HPO4, 0.5% NP-40)
gewaschen. Danach wurden die Proteine mit 360 pL 1 x Lithiumdodecylsulfat (LDS) Sample
Buffer (Invitrogen™, Fa. Thermo Fisher) eluiert und mit 40 uLL 500 mM Dithiothreitol (DTT)
bei 10 Min und 70 °C reduziert. AnschlieBend wurden die Proben mit 120 mM 2-lodacetamid
bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss alkyliert. Mit Hilfe eines Magneten wurden die
Beads abgetrennt und danach die Proteine durch die Zugabe des vierfachen Volumens an
Aceton gefillt. Die Féallung wurde iiber Nacht bei -20 °C vervollstindigt und der entstandene

Niederschlag drei Mal mit 1 mL Aceton gewaschen.

Verdauung: 0.5% Natriumdeoxycholat (SDC, Fa. Sigma-Aldrich) in 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung wurde verwendet, um die ausgefallenen Proteine zu
16sen. Die Verdauung wurde anschlieend mit Trypsin (Verhéltnis Trypsin:Protein = 1:200)
bei 37 °C iiber Nacht durchgefiihrt. SDC wurde durch Extraktion mit Essigsdureethylester
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entfernt.'® Reste des organischen Losungsmittels wurden in einem Vakuumkondensator
(Kondensator 5301, Fa. Eppendorf) entfernt und dabei die gewonnen Peptide getrocknet. Zur
Entsalzung der Peptide verwendete man C18 stage tips.!'"” Fiir jedes stage tip wurden 200 puL
Pipettenspitzen mit drei C18 Empore SPE Scheiben (3 M) verwendet. Die Peptide wurden mit
einem Gemisch aus 80%igem Acetonitril und 0.1%iger Ameisensdure eluiert, in einem
Vakuumkondensator getrocknet und bei -20 °C gelagert. Fiir die nanoLC-MS/MS-Analyse
wurden die Peptide in einem Gemisch aus 2%igem Acetonitril und 0.1%iger Ameisensdure

gelost.

nanoLC-MS/MS-Analyse: Fiir die nanoLC-MS/MS-Analyse wurde eine Orbitrap Fusion
Ionenfalle (Fa. Thermo Fisher) verwendet, die mit einer EASY-Spray Ionenquelle
ausgestattet und an einen EASY-nLC 1000 Chromatograph (Fa. Thermo Fisher) gekoppelt
ist. Die Peptide wurden auf eine Einfangsdule (2 cm x 75 um ID, PepMap C18, 3 um
Partikel, Porengrofe 100 A) geladen und auf einer analytischen EASY-Spray Siule (75 pm
ID, PepMap C18, 2 um Partikel, PorengroBe 100 A, Reverse Phase Material) getrennt. Der
Fluss betrug dabei 200 nL/Min bei einem linearen Gradienten von 3% Acetonitril + 1%
Ameisensdure zu 32% Acetonitril + 1% Ameisenséure. Die Verdauung in Losung wurde mit
einer analytischen Sdule (50 cm) analysiert. Hierbei verwendete man einen 180 miniitigen
Gradienten (MS Scanauflosung 60 000, MS/MS Scanauflosung 7 500, HCD Fragmentierung
und Topspeed-Methode mit einer Zykluszeit von maximal 3 Sekunden). Einfach geladene
Vorstufen wurden nicht beriicksichtigt und in einer dynamischen Ausschlussliste vermerkt.

Zur internen Kalibrierung aller Laufe wurde EASY-IC verwendet.

MS Datenanalyse: Die Software MaxQuant (Version 1.5.3.30) wurde zur Prozessierung
der MS Rohdaten, zur Durchsuchung von Datenbanken und zur Quantifizierung
verwendet.[Lit] Zum einen wurde die Proteom Vergleichsdatenbank des H. sapiens (UniProt)
durchleuchtet und zum anderen eine Datenbank gingiger Verunreinigungen. Es wurde nach
Trypsin-spezifischen Spaltungen gesucht, mit maximal drei Fehlern. Die Identifizierung der
Proteine wurde durch die False Discovery Rate kontrolliert (<1% FDR bei Proteinen und
Peptiden). Neben den Standardbedingungen fiir die Durchsuchung von Datenbanken von
MaxQuant, wurde zusétzlich nach folgenden variablen Modifizierungen gesucht: N-terminal
acetylierte Proteine, N-terminale Glutamin zu Pyroglutamat-Umwandlungen und Oxidationen
(Met). Mit Hilfe der Intensitidt markierungsfreier massenspektrometrischer Quantifizierung

[171

LFQ) konnten die Proteine quantifiziert werden.['”"! Proteingruppen mit weniger als zwei
q grupp g

identifizierten Peptidfragmenten (razor peptides), die spezifisch fiir diese Proteine sind,
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wurden verworfen. Fehlende LFQ Intensitdten in der Blindprobe wurden durch Werte nahe
der Basislinie ersetzt, beispielsweise mit Standartwerten der Normalverteilung mit einem
Mittel der loglO-transfomierten LFQ Intensititen (des Inhibitors und der entsprechenden
Blindprobe) von durchschnittlich 1% und einer Standardabweichung von 0.05.
Charakteristisch angereicherte Proteine wurden mithilfe stabiler Statistiken identifiziert,
denen Intensititen von Boxplots (mindestens 200 Proteine) zugrunde liegen. Proteine die
auBerhalb des 1.5- oder 3-fachen Interquartilsabstand (IQR) der Verteilung liegen, wurden als

signifikante (1) oder extrem signifikante (2) Ausreifler klassifiziert.
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5  Synthesen zum Kapitel der Naphthylisochinolin-Alkaloide

5.1 Synthese der Isochinolin-Bausteine

4-Brom-2,6-dimethoxyphenol (97)

2,6-Dimethoxyphenol (96) (19.4 g, 126 mmol) wurde in Chloroform (160 mL) vorgelegt
und Methanol (1.26 g, 1.60 mL, 39.5 mmol) sowie Natriumhydrid (60%ig in Paraffinol)
(50.4 mg, 1.26 mmol) zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktion auf -78 °C gekiihlt, N-
Bromsuccinimid (22.2 g, 125 mmol) portionsweise zugegeben und 1h bei -78 °C sowie
weitere 2.5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in Et,O aufgenommen und iiber Celite
abfiltriert. Das Filtrat wurde vom Losungsmittel befreit und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EtOAc = 8.5/1.5). Man erhielt 97 als gelben Feststoff.

Gelber Feststoff. MeO Br
HO
Ausbeute: 27.6 g (118 mmol, 94%); Lit.!"** 62%. g7  OMe

Smp.: 106 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =3395 (m), 3003 (w), 2935 (w), 2834 (w), 1606 (m), 1503 (m), 1453 (m), 1438
(m), 1417 (m), 1359 (m), 1303 (m), 1237 (m), 1210 (s), 1150 (w), 1104 (s), 1021 (m), 909
(W), 876 (w), 851 (m), 824 (s), 769 (s), 722 (W), 644 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): d=3.88 (s, 6H, OCH;), 5.44 (br, 1H, OH), 6.72 (s, 2H,
ArH) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 235/233 [M] ™" (1/1), 234/232 [M—H] " (13/13), 140 (20), 100 (28),
83 (61), 72 (26), 58 (13), 55 (20), 44 (39), 29 (13), 28 (16), 18 (100), 17 (20).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[144,172,173]

Literatur uiberein.

1-Brom-3,5-dimethoxy-4-isopropoxybenzol (95)

4-Brom-2,6-dimethoxyphenol (97) (13.8 g, 59.2 mmol) wurde in Aceton vorgelegt und 2-
Iodpropanol (18.1 g, 10.6 mL, 107 mmol) sowie Kaliumcarbonat (24.6 g, 178 mmol)
zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 72 h unter Riickfluss erhitzt und anschlieend filtriert.
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Das Filtrat wurde vom Ldsungsmittel befreit und der Riickstand in CH,Cl, und H,O
aufgenommen. Nach Extraktion der wissrigen Phase mit CH,Cl,, wurde die organische Phase
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie gereinigt

(PE/EtOAc = 9/1). Man erhielt 95 als gelbes Ol. MeO Br
Gelbes OL. iPro
05 OMe

Ausbeute: 15.5 g (56.3 mmol, 95%).

IR (ATR): ¥ = 2973 (w), 2934 (w), 2834 (w), 1583 (m), 1490 (m), 1459 (m), 1441 (m), 1402
(m), 1379 (m), 1343 (w), 1303 (w), 1224 (s), 1185 (w), 1123 (s), 1104 (s), 1016 (w), 930 (m),
878 (W), 862 (W), 820 (s), 781 (m), 736 (W), 647 (w), 616 (w) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.27 (d, °J = 6.2 Hz, 6H, OCH(CHs),), 3.81 (s, 6H, OCH3),
4.32 (sep, 3J=6.2 Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.71 (s, 2H, ArH) ppm.

MS (EL, 70 eV): m/z (%) =277/275[M]" (1/1), 276/274 [M-H] * (11/11), 234/232 [M-
CH(CHs)2]* (100/96), 219 (40), 217 (32), 154 (17), 140 (25), 139 (13), 126 (8), 43 (9).

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[174

Literatur!'”* {iberein.

(R)-2-Amino-I-(4-isopropoxy-3,5-dimethoxyphenyl)propan (98)

Mit lod aktivierte Magnesiumspéne (2.32 g, 95.4 mmol) wurde mit THF {iberschichtet und
eine Losung aus 1-Brom-3,5-dimethoxy-4-isopropoxybenzol (95) (12.6 g, 45.8 mmol) in THF
(65 mL) langsam zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktion fiir 90 Min unter
Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktion auf 0 °C gebracht und Kupfer(I)bromid-
Dimethylsulfid-Komplex (1.57 g, 1.14 mmol) zugegeben. Nach 15 Min bei 0 °C wurde eine
Losung aus (R)-N-(tert-Butoxycarbonyl)-2-methylaziridin (85) (6.00 g, 38.2 mmol) in THF
(25 mL) zugetropft und das Eisbad entfernt. Nach 20 Min bei Raumtemperatur wurde erneut
auf 0 °C gekiihlt und eine gesittigte Ammoniumchlorid-Losung (90 mL) zugetropft. Die
wissrige Phase wurde mit Essigsidureethylester extrahiert, anschlieBend die organische Phase
iiber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde darauthin in CH,Cl, (500 mL) gelost und Trifluoressigsdure (149 g,
100 mL, 1.30 mol) zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 72 h bei Raumtemperatur geriihrt und
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anschlieend mit H,O extrahiert. Die wissrige Phase wurde mit Kaliumhydroxid basisch
gemacht und anschlieBend mit Essigsdureethylester extrahiert. Nach Trocknen der

organischen Phase iiber MgSO,, Abfiltrieren und Entfernung des Losungsmittels unter

vermindertem Druck, erhielt man 98 als ein braunes Ol. MeO

Me
. . NH»
Braunes Ol. ’Prom

Ausbeute: 5.46 g (21.6 mmol, 56%).

IR (ATR): ¥ =2971 (W), 2935 (w), 2840 (w), 1737 (W), 1685 (w), 1586 (m), 1502 (m), 1458
(m), 1421 (m), 1371 (m), 1331 (m), 1230 (m), 1201 (m), 1179 (m), 1120 (s), 1107 (s), 1042
(W), 977 (), 929 (m), 849 (m), 826 (m), 796 (m) 719 (m), 677 (m), 646 (w) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.18 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, CHCH3), 1.27 (d, *J = 6.2 Hz, 6H,
OCH(CHs),), 2.52 (dd, 2J=13.4Hz, *J=83Hz I[H, CH,), 2.69 (dd, *J=13.4 Hz,
3J=5.4Hz, 1H, CH,), 2.80 (br, 2H, NH,), 3.18-3.29 (m, 1H, CHCHj3), 3.81 (s, 6H, OCHs),
4.31 (sep, 3J=6.2 Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.40 (s, 2H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl): d =22.6 (CHCH3, OCH(CHs),), 45.9 (CH,), 48.8 (CHCHj),
56.2 (OCH3), 75.4 (OCH(CHj),), 106.2 (Ar-CH), 134.2 (Ar-C), 134.7 (Ar-C), 153.9 (Ar-C)

MS (EL 70 eV): m/z (%) =253 [M]" (1), 210 [M—CH(CHs),]" (26), 168 (59), 167 (19), 44
(100).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C14H,4NO; [M + H]" 254.1751; gefunden 254.1751.

(R)-N-(1-(4-Isopropoxy-3,5-dimethoxyphenyl)propan-2-yl)acetamid (99)

(R)-2-Amino-1-(4-isopropoxy-3,5-dimethoxyphenyl)propan (98) (5.46g, 21.5 mmol)
wurde in CH,Cl, (130 mL) gelost und anschlieBend bei 0 °C nacheinander Acetylchlorid
(1.86 g, 1.67 mL, 23.7 mmol) sowie Triethylamin (6.53 g, 9.00 mL, 64.5 mmol) langsam
zugegeben. Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde H>O (250 mL) zur Reaktion gegeben und
die wissrige Phase anschlieBend mit CH,Cl, extrahiert. Nach dem Trocknen der organischen
Phase tiber MgSQ,, Abfiltrieren und Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem
Druck, wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an desaktiviertem Kieselgel (Et,0,

1% NEt;3) gereinigt. Man erhielt 99 als braunen Feststoff.
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Brauner Feststoff. MeO Me

iPrO OY NH

Ausbeute: 5.78 g (19.6 mmol, 91%). OMe Me

Smp.: 92 °C (Et,0).

IR (ATR): v =3309 (w), 2963 (w), 2930 (w), 2837 (w) , 1633 (m), 1589 (m), 1551 (m), 1507
(m), 1461 (m), 1422 (m), 1368 (m), 1322 (m), 1297 (w), 1285 (w), 1250 (m), 1234 (m), 1210
(W), 1185 (w), 1131 (s), 1105 (s), 1045 (m), 986 (W), 965 (w), 939 (m), 887 (w), 851 (w), 822
(m), 796 (m), 741 (m), 722 (m), 676 (m), 619 (m), 607 (m) cm™".

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d = 1.12 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, CHCH3), 1.28 (d, >J = 6.2 Hz, 6H,
OCH(CHs),), 1.94 (s, 3H, COCH3), 2.61 (dd, 2J=13.6 Hz, >J=7.5 Hz, 1H, CH>), 2.80 (dd,
2J=13.6 Hz, °J=5.6 Hz, 1H, CH>), 3.81 (s, 6H, OCHs), 4.18-4.29 (m, 1H, CHCHj3), 4.31
(sep, °J = 6.2 Hz, 1H, OCH(CHs),), 5.29 (br, 1H, NH), 6.37 (s, 2H, ArH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCLy): 6 =20.2 (CHCH3), 22.6 (OCH(CHs),), 23.7 (COCH3), 42.9
(CHa), 46.2 (CHCH3), 56.2 (OCHs), 75.3 (OCH(CH;),), 106.4 (Ar-CH), 133.3 (Ar-C), 134.8
(Ar-C), 153.8 (Ar-C), 169.4 (COCH3) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =295 [M]" (13), 236 [M—OCH(CHx),]" (12), 195 (13), 194 (100),
168 (14), 167 (32), 86 (13), 44 (39).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH,sNNaO4 [M + Na]" 318.1676; gefunden 318.1676.

(R)-7-Isopropoxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin (94)

(R)-N-(1-(4-Isopropoxy-3,5-dimethoxyphenyl)propan-2-yl)acetamid (99) (5.99 ¢,
20.3 mmol) wurde in Acetonitril (90 mL) vorgelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlieend
wurde Phosphoroxychlorid (9.34 g, 5.70 mL, 60.9 mmol) zugegeben. Die Reaktion wurde 2 h
unter Riickfluss erhitzt, dann auf Raumtemperatur abgekiihlt und auf Eiswasser (250 mL)
gegeben. AnschlieBend wurde zur Reaktion festes Natriumcarbonat gegeben, bis diese basisch
reagierte. Darauthin wurde das Acetonitril unter vermindertem Druck entfernt und der
wissrige Riickstand mit CH,Cl, extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSQO4
getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt mittels Sadulenchromatographie an desaktiviertem Kieselgel gereinigt

(PE/EtOAc = 7/3, 1% NEt3). Man erhielt 94 als hellbraunen Feststoff.
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MeO Me
Hellbrauner Feststoff.
iPro N

Ausbeute: 3.94 g (14.2 mmol, 70%). 94 OMe Me

Smp.: 82 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =2975 (w), 2932 (w), 2869 (w), 1613 (m), 1592 (m), 1558 (w), 1483 (w), 1471
(w), 1456 (m), 1421 (w), 1404 (m), 1373 (m), 1348 (w), 1326 (s), 1310 (m), 1287 (m), 1255
(m), 1223 (m), 1189 (m), 1160 (m), 1142 (w), 1118 (s), 1094 (s), 1076 (m), 1051 (m), 1008
(W), 992 (m), 945 (m), 930 (m), 902 (w), 879 (w), 865 (m), 831 (m), 809 (w), 777 (w), 667
(W), 639 (w), 616 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.29 (d, °J = 6.2 Hz, 3H, OCH(CHx),), 1.31 (d, °J = 6.2 Hz,
3H, OCH(CHs),), 1.37 (d, *J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 2.30 (dd, 2J = 15.4 Hz, °J = 13.4 Hz, 1H,
CH>), 2.45 (d, °J= 1.9 Hz, 3H, NCCH;), 2.55 (dd, J = 15.4 Hz, °J = 4.5 Hz, 1H, CH,), 3.26-
3.38 (m, 1H, CHCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.88 (s, 3H, OCH3), 4.36 (qq, *J=6.2 Hz,
3J= 6.2 Hz, |H, OCH(CHa),), 6.48 (s, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =20.2 (CHCH;), 22.6 (OCH(CHs),), 22.7 (OCH(CHs),),
27.2 (NCCH3), 34.8 (CH,), 51.8 (CHCH3), 56.0 (OCH3), 61.0 (OCH3), 75.8 (OCH(CH3),),
106.3 (Ar-CH), 117.1 (Ar-C), 135.4 (Ar-C), 139.0 (Ar-C), 153.3 (Ar-C), 155.8 (Ar-C), 162.9
(NCCH3) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =278 [M]™ (14), 277 [M]™ (74), 236 (11), 235 (74), 234 (40), 221
(14), 220 (100), 205 (12), 189 (16), 18 (24).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH24NO3; [M + H]+ 278.1751; gefunden 278.1751.

(R)-7-Hydroxy-6,8-dimethoxy- 1,3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin (100)

(R)-7-Isopropoxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin ~ (94) (304 mg,
1.10 mmol) wurde in CH,ClI, (50 mL) vorgelegt und auf -78 °C gebracht. AnschlieBend gab
man eine 1 M Bortrichlorid-Lésung (6.60 mL, 6.60 mmol) zu. Nach 30 Min wurde das
Kiltebad entfernt und nach weiteren 3 h bei Raumtemperatur wurde die Reaktion auf
Methanol (50 mL) gegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde in CH,Cl, aufgenommen, mit NEt; versetzt bis die Reaktion basisch

reagierte und anschlieBend auf Kieselgel aufrotiert. Durch sdulenchromatographische
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Reinigung an desaktiviertem Kieselgel (PE/EtOAc = 6/4, 1%NEt;) erhielt man 100 als

hellgelbes kristallines Pulver.

MeO Me
Hellgelbes kristallines Pulver. HO =N
OMe Me
100

Ausbeute: 223 mg (948 umol, 86%).

Smp.: 177 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v = 2962 (W), 2928 (w), 2871 (W), 2652 (W), 1599 (m), 1556 (m), 1496 (m), 1454
(m), 1420 (m), 1378 (m), 1348 (m), 1312 (s), 1297 (s), 1270 (m), 1241 (m), 1187 (m), 1165
(s), 1138 (w), 1109 (s), 1097 (s), 1078 (s), 1051 (m), 1034 (m), 1019 (m), 997 (m), 927 (m),
904 (m), 891 (m), 870 (m), 852 (m), 825 (s), 763 (W), 713 (w), 668 (w), 631 (m), 595 (m),
580 (m), 568 (m), 556 (W), 530 (w), 514 (w) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.35 (d, >J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 2.29 (dd, *J=15.4 Hz,
J=13.0Hz, *J=09Hz, 1H, CH,), 246 (d, *J=2.0Hz, 3H, NCCH;), 2.54 (dd,
2J=15.4 Hz, *J=4.5 Hz, 1H, CH>), 3.27-3.40 (m, 1H, CHCH3), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.90 (s,
3H, OCHs;), 6.48 (s, 1H, ArH) ppm.

C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =21.9 (CHCH3), 26.6 (NCCHs), 34.3 (CH»), 51.9 (CHCH3),
56.2 (OCH3), 61.3 (OCH3), 105.6 (Ar-CH), 116.9 (Ar-C), 131.0 (Ar-C), 137.7 (Ar-C), 146.1
(Ar-C), 149.3 (Ar-C), 162.9 (NCCH3) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) =236 [M]" (11), 235 [M] " (78), 234 [M] " (22), 220 [M—CH3]"
(63), 192 (9), 77 (8), 44 (33), 28 (12), 18 (100).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C13H;sNO; [M + H]" 236.1281; gefunden 239.1281.

(R)-7-Trifluormethylsulfonyloxy-6,8-dimethoxy- 1, 3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin (93)

(R)-7-Hydroxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin (100) (258 mg,
1.10 mmol) und Pyridin (174 mg, 178 pL, 2.20 mmol) wurden in CH,Cl, (15 mL) vorgelegt
und auf 0°C gebracht. Darauthin wurde Trifluormethansulfonsdureanhydrid (372 mg,
222 pL, 1.32 mmol) langsam zugetropft und anschlieBend das Eisbad entfernt. Nach 5 Min
bei Raumtemperatur wurde die Reaktion auf Eiswasser (25 mL) gegeben und anschlieBend
mit EtOAc (25 mL) versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und anschlieBend je

einmal mit wassriger Natriumhydrogencarbonat-Losung und gesittigter Natriumchlorid-
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Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber MgSQO4, Abfiltrieren und Entfernung des
Losungsmittels unter vermindertem Druck, wurde das erhaltene Rohprodukt an
desaktiviertem Kieselgel sdulenchromatographisch (PE/EtOAc = 6/4, 1% NEt;) gereinigt.
Man erhielt 93 als gelboranger Feststoff.

MeO Me

Gelboranger Feststoff. 0 =N
OMe Me

Ausbeute: 299 mg (814 pmol, 74%). 93

Smp.: 79 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =2927 (w), 1681 (w), 1601 (m), 1487 (w), 1468 (w), 1454 (w), 1414 (m), 1378
(w), 1352 (w), 1330 (m), 1309 (w), 1290 (w), 1261 (w), 1244 (w), 1226 (m), 1201 (s), 1119
(s), 1045 (w), 985 (w), 942 (m), 898 (s), 865 (W), 847 (m), 801 (m), 764 (w), 685 (W), 657
(W), 624 (m) cm™.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d = 1.40 (d, °J= 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 2.38 (dd, ’J=15.4 Hz,
3J=13.6Hz, 1H, CH,), 2.50 (d, °J=14Hz, 3H, NCCH;), 2.66 (dd, *J=15.4Hz,
3J=4.5Hz, 1H, CH,), 3.36-3.48 (m, 1H, CHCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.94 (s, 3H, OCHs),
6.62 (s, 1H, ArH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, CDCl;): d = 21.9 (CHCH3), 26.3 (NCCH3), 34.7 (CH,), 51.5 (CHCH3),
56.5 (OCHjs), 62.6 (OCH3), 107.3 (Ar-CH), 117.2 (Ar-C), 118.7 (q, “"'J=320.4 Hz, CF3),
131.3 (Ar-C), 141.1 (Ar-C), 151.9 (Ar-C), 153.6 (Ar-C), 161.5 (NCCH3) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =368 [M] " (16), 367 [M] " (86), 235 [M=SO,CF5]" (18), 234 [M—
SO,CF3]" (100), 219 (11), 206 (11), 205 (21), 204 (12), 191 (15), 190 (10), 176 (18), 174
(13), 173 (14), 133 (11), 77 (13), 69 (18).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C14H7F3NOsS [M + H]+ 368.0774; gefunden 368.0774.

(1S,3R)-N-Benzyl-7-isopropoxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-1,2, 3,4-tetrahydroisochinolin
(111)

(R)-7-Isopropoxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-3,4-dihydroisochinolin (94) (2.00 g,
7.21 mmol) wurde in Methanol (80 mL) vorgelegt und bei 0 °C Natriumborhydrid (1.64 g,
43.4 mmol) zugegeben. Nach 90 Min wurde die Reaktion auf Raumtemperatur gebracht und
auf H,O (125mL) wund geséttigte Ammoniumchlorid-Losung (125 mL) gegeben.
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AnschlieBend wurde die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen liber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Aceton (180 mL) aufgenommen und
anschlieBend Césiumcarbonat (5.64 g, 17.3 mmol) sowie Benzylbromid (1.73 g, 1.20 mL,
10.1 mmol) zugegeben. Nach 18 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die Suspension
abfiltriert, das Filtrat unter vermindertem Druck vom Loésungsmittel befreit und der
Riickstand in H,O und CH,Cl, aufgenommen. Nach Extraktion der wéssrigen Phase mit
CH,Cl,, wurde die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Anschlieend
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels

Sdulenchromatographie an desaktiviertem Kieselgel (PE, 1% NEt;) gereinigt. Man erhielt 111

als hellgraues Ol.
MeO Me
Hellgraues Ol. Pro Nen
OMe Me
111

Ausbeute: 2.58 g (6.98 mmol, 97%).

IR (ATR): ¥ = 3060 (W), 3026 (W), 2968 (W), 2928 (w), 2834 (w), 1600 (W), 1488 (m), 1452
(m), 1413 (m), 1369 (m), 1335 (m), 1284 (w), 1267 (w), 1237 (w), 1192 (w), 1107 (s), 1087
(s), 1025 (m), 991 (w), 929 (s), 876 (W), 826 (m), 792 (W), 728 (m), 697 (s), 618 (W), 530 (W)

-1
cm .

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d = 1.22 (d, >J = 6.8 Hz, 3H, 'CHCH3), 1.23 (d, °J = 6.2 Hz, 3H,
SCHCH;), 1.29 (d, °J = 6.1 Hz, 3H, OCH(CHx),), 1.30 (d, °J = 6.1 Hz, 3H, OCH(CH5)»), 2.60
(dd, 2J=15.2 Hz, °*J=9.0 Hz, 1H, CH,), 2.69 (dd, J = 15.2 Hz, °J = 4.6 Hz, 1H, CH,), 2.77-
2.88 (m, 1H, *CHCH3), 3.70 (d, J = 14.4 Hz, 1H, NCH,Ph), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.82 (s, 3H,
OCH3), 3.87 (d, °J = 14.4 Hz, 1H, NCH,Ph), 4.08 (q, >J= 6.8 Hz, 1H, 'CHCH3), 4.34 (qq,
J=6.1Hz, °J=6.1 Hz, IH, OCH(CHz),), 6.43 (s, 1H, ArH), 7.20-7.25 (m, 1H, PhH), 7.28-
7.34 (m, 2H, PhH), 7.38-7.43 (m, 2H, PhH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): d=22.6 ("\CHCHj3), 22.7 (OCH(CHs),), 22.7 (OCH(CHs),),
24.4 ('CHCH3), 36.5 (CH>), 52.5 (‘\CHCHj3), 53.7 (CHCH3), 55.9 (OCH3), 59.4 (NCH,Ph),
60.6 (OCH3), 75.5 (OCH(CH3),), 106.7 (Ar-CH), 126.3 (Ar-C), 126.7 (Ar-CH), 128.2 (Ar-
CH), 128.7 (Ar-CH), 131.0 (Ar-C), 138.1 (Ar-C), 141.2 (Ar-C), 151.0 (Ar-C), 152.3 (Ar-C)

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 355 [M—CHs]" (23), 354 [M—CHs]" (100), 312 (12), 91 (28).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir Co3H3,NO; [M + H]" 370.2377; gefunden 370.2377.
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(1S,3R)-N-Benzyl-7-hydroxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin (112)

(1S,3R)-N-Benzyl-7-isopropoxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin
(111) (398 mg, 1.08 mmol) wurde in CH,Cl, (50 mL) vorgelegt und auf -78 °C gebracht.
AnschlieBend gab man eine 1 M Bortrichlorid-Lésung (6.46 mL, 6.46 mmol) zu und entfernte
das Kiltebad. Nach 2.5 h bei Raumtemperatur wurde Methanol (5 mL) zur Reaktion gegeben
und anschlieBend das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde in CH,Cl, aufgenommen, mit NEt; versetzt bis die Reaktion basisch reagierte und
anschlieBend auf Kieselgel aufrotiert. Durch sdulenchromatographische Reinigung an

desaktiviertem Kieselgel (PE/EtOAc=9.5/0.5, 1% NEt;) erhielt man 112 als rétlichen

Schaum. MeO Me

Rotlicher Schaum.

Ausbeute: 251 mg (767 umol, 71%).

IR (ATR): ¥ =3025 (w), 2967 (m), 2930 (w), 2831 (w), 1611 (w), 1496 (m), 1450 (m), 1344
(w), 1298 (s), 1279 (m), 1231 (m), 1192 (m), 1144 (m), 1120 (s), 1108 (m), 1095 (s), 1081
(s), 1039 (m), 1019 (m), 1001 (m), 930 (m), 906 (w), 871 (m), 826 (m), 800 (m), 768 (w), 733
(s), 697 (s), 617 (m), 567 (w), 551 (m), 523 (w) cm™".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.30 (d, >J = 6.6 Hz, 3H, *CHCH3), 1.33 (d, °J = 6.8 Hz, 3H,
'CHCH3), 2.50-2.64 (m, 2H, CH>), 3.26 (d, J=13.8 Hz, 1H, NCH,Ph), 3.48-3.58 (m, 1H,
3CHCH3), 3.70 (d, %J = 14.4 Hz, 1H, NCH,Ph), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.86 (d, >J = 13.8 Hz, 1H,
NCH,Ph), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.90 (q, >J= 6.8 Hz, 1H, 'CHCH3), 6.41 (s, 1H, ArH), 7.21-
7.27 (m, 1H, PhH), 7.29-7.34 (m, 2H, PhH), 7.36-7.40 (m, 2H, PhH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCli): 6=19.8 (CHCH3), 21.1 ('CHCH;), 31.5 (CH,), 45.9
(*CHCH3;), 49.8 (NCH,Ph), 51.3 (‘CHCH3), 56.1 (OCH3), 60.3 (OCH3), 106.4 (Ar-CH),
125.1 (Ar-C), 125.6 (Ar-C), 126.6 (Ar-CH), 128.2 (Ar-CH), 128.7 (Ar-CH), 136.5 (Ar-C),
141.0 (Ar-C), 144.9 (Ar-C), 146.1 (Ar-C) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) =313 [M—CHs]" (22), 312 [M—CH;]" (100), 91 (38), 86 (58), 58
(15), 30 (17), 29 (11).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir Cy0H,sNO3 [M + H]" 328.1907; gefunden 328.1907.
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(1S,3R)-2-Benzyl-7-trifluormethylsulfonyloxy-6,8-dimethoxy- 1, 3-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin (110)

(1S,3R)-N-Benzyl-7-hydroxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin
(112) (2.12 g, 6.47 mmol) und Pyridin (1.02 g, 1.05 mL, 12.9 mmol) wurden in CH)Cl,
(90 mL) vorgelegt und auf 0°C gebracht. Daraufhin wurde
Trifluormethansulfonsdureanhydrid (3.11 g, 1.85 mL, 11.0 mmol) langsam zugetropft und
anschlieend das Eisbad entfernt. Nach 2 h bei Raumtemperatur wurde die Reaktion auf
Eiswasser (160 mL) gegeben und die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Nach Trocknen
tiber MgSO,, Abfiltrieren und Entfernung des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck

wurde das erhaltene Rohprodukt sidulenchromatographisch an desaktiviertem Kieselgel

(PE/EtOAc = 9/1, 1% NEt3) gereinigt. Man erhielt 110 als hellgelben Feststoff.

Hellgelber Feststoff. MeO Me
TfO Nen
Ausbeute: 1.93 g (4.20 mmol, 65%). 110 OMe Me

Smp.: 56 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =2971 (w), 2930 (w), 2844 (w), 2804 (w), 1608 (w), 1590 (w), 1486 (w), 1464
(W), 1449 (w), 1415 (s), 1384 (w), 1369 (w), 1359 (w), 1340 (w), 1313 (w), 1284 (w), 1248
(W), 1233 (w), 1207 (s), 1142 (s), 1114 (s), 1057 (w), 1021 (w), 990 (w), 951 (W), 934 (w),
903 (m), 893 (s), 839 (m), 817 (m), 778 (w), 752 (m), 735 (m), 707 (m), 694 (m), 666 (W),
647 (w), 618 (m), 603 (m), 594 (m), 567 (m), 537 (m), 511 (m) cm™".

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d = 1.23 (d, >J = 6.9 Hz, 3H, 'CHCH3), 1.25 (d, °J = 6.5 Hz, 3H,
SCHCH;), 2.64 (dd, >J=15.3 Hz, *J=9.1 Hz, 1H, CH,), 2.75 (dd, >J=15.3 Hz, *J = 4.6 Hz,
1H, CH>), 2.78-2.87 (m, 1H, *CHCHs), 3.66 (d, *J=14.6 Hz, 1H, NCH,Ph), 3.76 (s, 3H,
OCHs), 3.85 (d, %J=14.6 Hz, 1H, NCH-Ph), 3.87 (s, 3H, OCHs), 4.07 (q, J=6.9 Hz, 1H,
'CHCHS), 6.56 (s, 1H, ArH), 7.22-7.27 (m, 1H, PhH), 7.29-7.34 (m, 2H, PhH), 7.36-7.41 (m,
2H, PhH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCL): §=22.7 (*CHCHs), 242 (‘CHCH;), 36.5 (CH,), 52.0
('CHCH3), 53.7 CCHCH3), 56.4 (OCH3), 59.4 (NCH,Ph), 61.7 (OCH3), 107.8 (Ar-CH),
118.8 (q, “"J=1320.4 Hz, CF3), 127.0 (Ar-CH), 127.1 (Ar-C), 128.3 (Ar-CH), 128.7 (Ar-CH),
130.7 (Ar-C), 137.2 (Ar-C), 140.7 (Ar-C), 149.6 (Ar-C), 150.4 (Ar-C) ppm.
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MS (EL 70 eV): m/z (%) =445 [M-CH;] " (25), 444 [M-CH;]™" (100), 354 (37), 312 (23),
311 (50), 310 (18), 296 (11), 293 (19), 220 (11), 193 (12), 91 (95).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;;H,5F3NOsS [M + H]+ 460.1400; gefunden 460.1400.

5.2 Synthese der Naphthalin-Bausteine

N,N-Diethyl-3-methylbut-2-ensdureamid (92)

3,3-Dimethylacrylsdure (103) (7.10 g, 70.9 mmol) wurde in CH,Cl, (160 mL) vorgelegt
und auf 0 °C gebracht. Anschlie8end tropfte man innerhalb von 5 Min Oxalylchlorid (18.0 g,
12.2 mL, 142 mmol) zu und gab danach 4-(Dimethylamino)-pyridin (86.6 mg, 709 pmol) zur
Reaktion. Nach 1 h bei 0 °C wurde die Reaktion auf Raumtemperatur gebracht und weitere
1.5 h geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in THF (185 mL) aufgenommen, auf 0 °C gebracht und langsam Diethylamin
(109 g, 15.6mL, 149 mmol) zugegeben. Nach 1h bei Raumtemperatur wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in H,O/CH,Cl,
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde darauthin mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen tiber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand final fraktionierend destilliert. Man erhielt

92 als farblose Fliissigkeit.

Farblose Fliissigkeit.

Ausbeute: 8.81 g (56.8 mmol, 80%).

IR (ATR): v = 2973 (w), 2933 (w), 2843 (w), 1652 (m), 1619 (s), 1455 (m), 1424 (m), 1378
(m), 1362 (m), 1308 (w), 1265 (m), 1220 (m), 1137 (m), 1096 (w), 1070 (m), 951 (w), 875
(w), 815 (m), 783 (W), 684 (W), 624 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 = 1.14 (t,J = 7.1 Hz, 6H, N(CH,CHs),), 1.83 (d,*J= 1.4 Hz,
3H, CCHs), 1.92 (d, *J= 1.3 Hz, 3H, CCH3), 3.33 (q, >J = 7.1 Hz, 2H, N(CH,CHj),), 3.44 (q,
3J=17.1 Hz, 2H, N(CH,CHs),), 5.79-5.80 (qq, *J = 1.4 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, CCH) ppm.

MS (EI 70 eV): m/z (%) = 156/155 [M] ™" (5/19), 140 [M-CHs]" (37), 83 [M-NEt,]" (100), 72
(9), 58 (16), 55 (25), 29 (13).
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Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur’®¥ iiberein.

2,4-Dibromisopropoxybenzol (91)

2,4-Dibromphenol (102) (5.00 g, 19.9 mmol) wurde in Aceton (200 mL) vorgelegt und
anschlieend gemorsertes Kaliumcarbonat (8.23 g, 59.6 mmol) sowie 2-lIodpropan (4.93 g,
2.90 mL, 29.8mmol) zugegeben. Nachdem die Reaktion 18 h unter Riickfluss erhitzt wurde,
filtrierte man ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand
wurde in CH,Cl, aufgenommen, die organische Phase drei Mal mit H,O gewaschen, dann
iiber MgSQ, getrocknet, abfiltriert und vom Losungsmittel befreit. Man erhielt 91 als farblose
Fliissigkeit.

Farblose Fliissigkeit.

Ausbeute: 5.64 g (19.2 mmol, 97%).

IR (ATR): ¥ = 2978 (w), 2932 (w), 1703 (w), 1577 (w), 1468 (s), 1385 (m), 1373 (m), 1334
(w), 1281 (s), 1260 (s), 1244 (s), 1177 (), 1139 (m), 1107 (s), 1081 (m), 1041 (s), 949 (m),
868 (m), 802 (m), 690 (m), 637 (m) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 6=1.37 (d, *J=6.1Hz, 6H, OCH(CHs))), 4.51 (sep,
’J=6.1Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.78 (d, *J=8.8Hz, 1H, ArH), 7.33 (dd, *J=8.8 Hz,
*J=2.5Hz, 1H, ArH), 7.66 (d, *J = 2.5 Hz, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6 =22.1 (OCH(CHs),), 72.7 (OCH(CH3),), 113.1 (Ar-CBr),
114.7 (Ar-CBr), 116.9 (Ar-CH), 131.2 (Ar-CH), 135.7 (Ar-CH), 154.0 (Ar-C) ppm.

MS (EL, 70eV): m/z (%) =295/293/291 [M]* (5/10/5), 253/251/249 [M-CH(CHs),]"
(47/100/51), 63 (18), 43 (15), 41 (10).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir CoH;oBroNaO [M + Na]" 314.8991; gefunden 314.8986.

8-Brom-4-hydroxy-5-isopropoxy-3-methylnaphthalin (90)

Eine 1.6 M Losung aus n-Butyllithium in n-Hexan (14.8 mL, 23.8 mmol) wurde vorgelegt,
auf 0 °C abgekiihlt und N-Isopropylcyclohexylamin (3.35 g, 3.99 mL, 23.8 mmol) zugegeben.
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AnschlieBend wurde das Kiltebad entfernt und die Reaktion fiir 2 h bei Raumtemperatur
geriihrt bevor das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der Riickstand
wurde in THF aufgenommen, auf -78 °C gebracht, 92 (1.06 g, 6.80 mmol) langsam zugetropft
und 1 h geriihrt. Anschlieend wurde 2,4-Dibromisopropoxybenzol (91) (4.00 g, 13.6 mmol)
zugegeben und die Reaktion fiir 18 h bei -78 °C geriihrt. Danach gab man geséttigte NH4Cl-
Losung (20 mL) zur Reaktion, sowie 10%ige HCI bis diese sauer reagierte. Nach weiteren
30 Min wurde THF unter vermindertem Druck entfernt und der wéssrige Riickstand mit
CHCI; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO,4 getrocknet und
abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch (Hexan/Et,O = 8.5/0.5) gereinigt. Man erhielt 90 als farblosen

Feststoff. Br

iPrO OO
HO Me

Farbloser Feststoff.

Ausbeute: 358 mg (1.21 mmol, 18%). 20

Smp.: 118 °C (Hexan/Et;0).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.50 (d, *J = 6.2 Hz, 6H, OCH(CHs),), 2.47 (s, 3H, CH3),
4.82 (sep, >J = 6.2 Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.60 (d, >J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 6.78 (d, *J=1.5 Hz,
1H, ArH), 7.45-7.47 (m, 1H, ArH), 7.56 (d, *J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 9.78 (s, 1H, OH) ppm.

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;4H;sBrNaO, [M + Na]" 317.0148; gefunden 317.0148.

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

Literatur!**! iiberein.

8-Brom-5-isopropoxy-4-methoxy-2-methylnaphthalin (89)

8-Brom-4-hydroxy-5-isopropoxy-3-methylnaphthalin (90) (2.41 g, 8.15 mmol) wurde in
CH,CI, (70 mL) vorgelegt. Darauthin wurde Dimethylsulfat (3.08 g, 2.32 mL, 24.5 mmol),
Benzyltributylammoniumchlorid (3.81 g, 12.2 mmol) und eine Losung aus Natriumhydroxid
(6.52 g, 163 mmol) in H,O (10.5 mL) zugegeben. Nach 48 h bei Raumtemperatur wurde die
Reaktion auf H,O gegeben und die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet

und abfiltriert. Dann wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
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Rohprodukt mittels Sdaulenchromatographie (PE/Et,O = 100:2) gereinigt. Man erhielt 89 als
farblosen Feststoff.

O Br
Farbloser Feststoff. Pro ‘
Me

MeO
Ausbeute: 1.81 g (5.84 mmol, 72%). 89 ’

Smp.: 71 °C (PE/Et,0).

IR (ATR): v =2973 (w), 2923 (w), 1736 (w), 1619 (w), 1588 (m), 1572 (m), 1464 (m), 1366
(s), 1315 (m), 1276 (s), 1239 (m), 1175 (m), 1151 (m), 1134 (m), 1107 (s), 1066 (s), 1012
(m), 963 (m), 916 (m), 832 (s), 808 (s), 781 (W), 744 (m), 660 (m) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =1.38 (d, °J = 6.0 Hz, 6H, OCH(CHs),), 2.50 (s, 3H, CH3),
3.93 (s, 3H, OCH;), 4.51 (sep, >J = 6.0 Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.71 (d, *J = 8.3 Hz, 1H, ArH),
6.72-6.73 (m, 1H, ArH), 7.60-7.61 (m, 1H, ArH), 7.61 (d, >J =8.3 Hz, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6=22.2 (OCH(CH;),), 22.3 (CH3), 56.6 (OCHs), 73.4
(OCH(CHs),), 109.6 (Ar-CH), 112.5 (Ar-CH), 114.0 (Ar-CBr), 119.1 (Ar-C), 119.6 (Ar-CH),
130.5 (Ar-CH), 135.2 (Ar-C), 137.8 (Ar-C), 155.1 (Ar-C), 157.2 (Ar-C) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 310/308 [M]"* (32/32), 269 (13), 268 (98), 267 (15), 266 (100),
253 (39), 225 (22), 223 (22), 128 (20), 115 (14), 18 (64).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH;7;BrNaO, [M + Na]+ 331.0304; gefunden 331.0304.

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[137,138

Literatur liiberein.

S-Isopropoxy-4-methoxy-2-methyl-8-(4,4,5, 5-tetramethyl- 1,3, 2-dioxaborolan-2-yl)-naphthalin
(101)

8-Brom-5-isopropoxy-4-methoxy-2-methylnaphthalin (89) (639 mg, 2.07 mmol) wurde in
DMF (36 mL) vorgelegt und Kaliumacetat (1.21 g, 12.4 mmol) sowie Bis(pinacolato)diboran
(787 mg, 3.10 mmol) zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 20 Min im
Ultraschallbad entgast. Nach Zugabe von Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (239 mg,
207 pmol) wurde fiir weitere 10 Min entgast und dann die Reaktion fiir 23 h auf 110 °C

erhitzt. Nach Filtration iiber Celite wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
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entfernt, der Riickstand in H,O/EtOAc aufgenommen und die wéssrige Phase mit EtOAc
extrahiert. Anschliefend wurde die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und abfiltriert.
Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch Reinigung

mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (PE/Et,O =9/1) erhielt man 101 als farblosen

Feststoff. s a
MeMe

e
Farbloser Feststoff. I \'Me

O B~ “Me
iPro 0
MeO Me

101
Smp.: 69 °C (PE/Et,0). 0 J

Ausbeute: 555 mg (1.56 mmol, 75%).

IR (ATR): vV =2976 (w), 2929 (w), 1740 (w), 1623 (w), 1577 (s), 1507 (w), 1457 (w), 1371
(w), 1346 (m), 1320 (s), 1283 (s), 1273 (s), 1239 (m), 1215 (w), 1185 (w), 1137 (s), 1107 (s),
1068 (m), 1025 (m), 962 (m), 919 (w), 871 (m), 850 (m), 835 (m), 796 (w), 741 (w), 711 (w),
696 (m), 675 (W), 634 (w) 605 (w) cm’.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.40 (s, 12H, CH), 1.40 (d, *J = 6.1 Hz, 6H, OCH(CH}3),),
2.48 (s, 3H, CHs), 3.91 (s, 3H, OCHs), 4.62 (sep, >J= 6.1 Hz, 1H, OCH(CHs),), 6.67 (d,
“J=13Hz, 1H, ArH), 6.82 (d, *J=8.0 Hz, 1H, ArH), 7.92 (d, >J=8.0 Hz, 1H, ArH), 8.12-
8.15 (m, 1H, ArH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6 =22.2 (OCH(CHs),), 22.4 (Ar-CH3), 25.1 (OC(CHs)y), 56.7
(OCH3), 72.2 (OCH(CHj3),), 83.5 (OC(CHs),), 109.2 (Ar-CH), 109.9 (Ar-CH), 117.4 (Ar-C),
120.8 (Ar-CH), 136.5 (Ar-C), 137.1 (Ar-CH), 141.7 (Ar-C), 157.3 (Ar-C), 158.2 (Ar-C) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 357/356/355 [M] ™ (9/40/10), 315 (20), 314 (100), 313 (24), 241
(18), 214 (15).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;;H,0BNaO4 [M + Na]+ 379.2051; gefunden 379.2051.

S-Isopropoxy-4-methoxy-2-methyl-8-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)-naphthalin (116)

8-Brom-5-isopropoxy-4-methoxy-2-methylnaphthalin (89) (528 mg, 1.71 mmol) wurde in
DMF  (30mL) vorgelegt und  Kaliumacetat (1.00 g, 10.2 mmol)  sowie
Bis(neopentylglycolato)diboran (579 mg, 2.56 mmol) zugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktion  fir 20Min im  Ultraschallbad  entgast. = Nach  Zugabe  von
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (197 mg, 171 umol) wurde fiir weitere 10 Min
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entgast und dann die Reaktion fiir 3 h auf 80 °C erhitzt. Nach Filtration {iber Celite wurde das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck entfernt. Der  Riickstand  wurde

sdulenchromatographisch an desaktiviertem Kieselgel (PE/EtOAc=8.5/1.5, 1% NEts)

gereinigt. Man erhielt 116 als hellbraunes Ol. [ Me A
(é/j—-Me
Hellbraunes Ol. O 0
iPrO ‘
Ausbeute: 278 mg (812 umol, 48%). MeO Me
116

IR (ATR): v = 3407 (w), 2962 (W), 2929 (w), 1621 (w), 1603 (w), 1577 (m), 1507 (w), 1474
(w), 1453 (w), 1403 (w), 1370 (m), 1342 (w), 1294 (m), 1268 (s), 1236 (s), 1177 (m), 1148
(m), 1133 (m), 1108 (s), 1061 (m), 1024 (m), 961 (m), 916 (m), 859 (w), 828 (m), 812 (m),

794 (w), 732 (W), 709 (W), 693 (m), 665 (m), 626 (W), 605 (W), 573 (W), 550 (W), 526 (W) cm’
1

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.08 (s, 6H, CH3), 1.39 (d, °J = 6.0 Hz, 6H, OCH(CH>),),
2.47 (s, 3H, CHs), 3.86 (s, 4H, CH,), 3.90 (s, 3H, OCH;), 4.60 (sep, >J=6.0 Hz, 1H,
OCH(CHs),), 6.66 (d, “J=1.3Hz, 1H, ArH), 6.83 (d, *J=7.9Hz, 1H, ArH), 7.88 (d,
3J=17.9 Hz, 1H, ArH), 8.11 (br, 1H, ArH) ppm.

PC-NMR (100 MHz, CDCls): §=22.1 (C(CHs),), 22.2 (OC(CHs),), 22.4 (Ar-CH;), 31.9
(C(CHs),), 56.8 (OCH3), 72.3 (OCH(CHs),), 72.6 (CH,), 109.1 (Ar-CH), 110.5 (Ar-CH),
117.6 (Ar-C), 120.7 (Ar-CH), 135.7 (Ar-CH), 136.1 (Ar-C), 141.4 (Ar-C), 157.2 (Ar-C),
157.4 (Ar-C) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 343/342/341 [M]" (6/33/8), 301 (18), 300 (100), 299 (23), 257
(17), 171 (8), 41 (6).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;0H27BNaO, [M + Na]" 365.1895; gefunden 365.1895.

5.3 Suzuki-Kupplungen

1-Trifluormethylsulfonyloxy-2,6-dimethoxybenzol (105)

2,6-Dimethoxyphenol (96) (1.06 g, 6.88 mmol) wurde in CH,Cl, (95 mL) vorgelegt und
auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurde zunichst Pyridin (1.09 g, 1.11 mL, 13.8 mmol)
zugegeben und danach langsam Trifluormethansulfonsdureanhydrid (3.30g, 1.97 mL,

11.7 mmol) zugetropft. Nach 2 h wurde die Reaktion auf Raumtemperatur gebracht und fiir
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weitere 2 h geriihrt. Im Anschluss wurde die Reaktion auf H,O gegeben und mit CH,Cl,
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und unter
vermindertem  Druck  vom  Ldsungsmittel  befreit. ~ Der  Riickstand  wurde

sidulenchromatographisch (PE/EtOAc = 8/2) gereinigt. Man erhielt 105 als farbloses Ol.
Farbloses OL.

Ausbeute: 1.90 g (6.64 mmol, 96%); Lit.!'** 98%.

IR (ATR): v =3015 (w), 2948 (w), 2846 (w), 1612 (w), 1584 (w), 1485 (m), 1463 (w), 1439
(w), 1415 (m), 1308 (w), 1265 (m), 1246 (w), 1199 (s), 1135 (s), 1110 (s), 1082 (m), 1031
(W), 880 (s), 772 (m), 751 (s), 723 (m), 694 (w), 629 (m), 601 (m), 579 (m), 564 (m), 553 (w),
512 (m) cm’™.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 3.89 (s, 6H, OCHs), 6.63 (d, °J = 8.5 Hz, 2H, ArH), 7.22 (t,
3J=8.5 Hz, IH, ArH) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 288/287/286 [M]" (2/5/24), 154 (14), 154 (14), 153 (92), 153
(100), 125 (26), 110 (20), 95 (24), 39 (13).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir CoHoF3NaOsS [M + Na]+ 309.0015; gefunden 309.0015.

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[175

Literatur' ! iiberein.

1-(2,6-Dimethoxyphenyl)naphthalin (107)

1-Trifluormethylsulfonyloxy-2,6-dimethoxybenzol (105) (31.0 mg, 108 umol) und
1-Naphthylboronsdure (104) (18.6 mg, 108 pmol) wurde in Toluol (7 mL) vorgelegt,
Kaliumphosphat (91.9 mg, 433 umol) sowie ein Ligand (43.3 umol) zugegeben und fiir
15 Min entgast. Anschliefend wurde Pd,(dba); zugegeben und fiir weitere 5 Min entgast,
bevor die Reaktion fiir 24 h auf 100 °C erhitzt wurde. Nachdem die Reaktion auf
Raumtemperatur abgekiihlt war, gab man H,O (20 mL) hinzu und extrahierte daraufhin die
wissrige Phase mit CH,Cl,. Die organische Phase wurde iiber MgSO,4 getrocknet, abfiltriert
und anschlieend vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch

(PE/EtOAc = 9/1) gereinigt und man erhielt 107 als farblosen Feststoff.
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MeO
Farbloser Feststoff. O

Methode A O OMe
107

Ligand: 2-Dicyclohexylphosphino-2',6'-dimethoxybiphenyl (SPhos)
(17.8 mg, 43.3 umol)
Ausbeute: 19.3 mg (73.0 pmol, 68%).

Methode B
Ligand: 2-Dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropylbiphenyl (XPhos) (20.7 mg, 43.3 umol)
Ausbeute: 23.6 mg (89.3 pmol, 82%).

Smp.: 144 °C (PE/EtOAc).

IR (ATR): v =3055 (w), 2960 (w), 2936 (w), 2837 (w), 1584 (m), 1506 (w), 1468 (s), 1428
(m), 1390 (w), 1337 (w), 1301 (w), 1281 (w), 1247 (s), 1171 (w), 1104 (s), 1051 (w), 1029
(m), 1014 (m), 961 (m), 864 (w), 847 (w), 800 (m), 776 (s), 739 (m), 726 (m), 672 (w), 659
(m), 599 (m), 571 (w), 554 (w), 518 (w), 501 (w) cm™",

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =3.64 (s, 6H, OCH3), 6.72 (d, °J = 6.7 Hz, 2H, ArH), 7.31-
7.41 (m, 3H, ArH), 7.41-7.49 (m, 2H, ArH), 7.39 (dd, °J=8.4 Hz, °J=8.4 Hz, 1H, ArH),
7.83-7.89 (m, 2H, ArH) ppm.

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 265/264 [M] " (20/100), 249 (19), 234 (19), 189 (14), 91 (11).
HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C;sH;sNaO, [M + Na]+ 287.1043; gefunden 287.1043.

Die erhaltenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmten mit den Angaben in der

[176

Literatur''”®! iiberein.

(1S,3R)-2-Benzyl-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-7-(1-naphthyl)- 1,2, 3,4-tetrahydroisoquinoline
(113)

(1S,3R)-2-Benzyl-7-trifluormethylsulfonyloxy-6,8-dimethoxy-1,3-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin (110) (13.1 mg, 28.5 pmol) und 1-Naphthylboronsdure (104) (4.90 mg,
28.5 pmol) wurde in Toluol (4 mL) vorgelegt, Kaliumphosphat (24.2 mg, 114 pmol) sowie
ein Ligand (11.4 umol) zugegeben und fiir 15 Min entgast. Anschliefend wurde Pd,(dba);
zugegeben und fiir weitere 5 Min entgast, bevor die Reaktion fiir 24 h auf 100 °C erhitzt

wurde. Nachdem die Reaktion auf Raumtemperatur abgekiihlt war, gab man H,O hinzu und
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extrahierte daraufhin die wéssrige Phase mit CH,Cl,. Die organische Phase wurde iiber
MgSO,4 getrocknet und abfiltriert und anschlieBend vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wurde sdulenchromatographisch an desaktiviertem Kieselgel (PE/EtOAc = 19/1,
1% NEt;3) gereinigt und man erhielt 113 als farblosen Feststoff.

MeQ

Farbloser Feststoff.

Methode A

Ligand: 2-Dicyclohexylphosphino-2',6'-dimethoxybiphenyl
(SPhos) (4.68 mg, 11.4 umol)
Ausbeute: 8.80 mg (20.1 pmol, 71%).

Methode B
Ligand: 2-Dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropylbiphenyl (XPhos) (5.44 mg, 11.4 pumol)
Ausbeute: 3.46 mg (7.90 pmol, 28%).

IR (ATR): v = 2958 (w), 2925 (w), 1717 (w), 1601 (m), 1492 (w), 1452 (w), 1408 (w), 1388
(w), 1367 (w), 1264 (m), 1194 (m), 1146 (m), 1102 (s), 1051 (m), 1024 (m), 930 (w), 828
(w), 801 (m), 777 (s), 726 (s), 697 (), 617 (W), 593 (W), 554 (W), 535 (W), 520 (w) cm’".

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =1.27-1.35 (m, 12H, 2 x 'CHCH3, 2 x *CHCH3), 2.70-2.97
(m, 6H, 2 x CH,, 2 x *CHCHj3), 3.62 (s, 3H, OCHs), 3.63 (s, 3H, OCH;), 3.69-3.81 (m, 2H,
CH,Ph), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.86-2.95 (m, 2H, CH,Ph), 4.05-4.21 (m,
2H, 2 x 'CHCH3), 6.60 (s, 1H, ArH), 6.61 (s, 1H, ArH), 7.20-7.25 (m, 3H, ArH), 7.27-7.33
(m, 6H, ArH), 7.34-7.39 (m, 1H, ArH), 7.39-7.47 (m, 9H, ArH), 7.55-7.61 (m, 1H, ArH),
7.84-7.90 (m, 4H, ArH) ppm.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 424/423/422 [M-CHs] " (5/30/100), 406 (3), 331 (3), 316 (3), 211
(2), 91 (20).

HRMS (ESI, positiv): berechnet fiir C3pH3,NO, [M + H]" 438.2428; gefunden 438.2428.
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