Synthesemethoden

Eine zweistufige Synthese von cytostatisch wirk-
samen Benzo[c]phenanthridin-Derivaten**

Bernd Clement,* Matthias Weide, Ulrich Wolschendorf
und Ilka Kock

Die Substanzklasse der Benzo[c]phenanthridine verfiigt tiber
eine Vielzahl pharmakologischer Eigenschaften. In der Lite-
ratur ist eine groBere Zahl an natiirlich vorkommenden
Alkaloiden erwihnt, die ein Benzo[c|phenanthridin-Grund-
geriist aufweisen und deren Wirkungsspektrum bekannt
ist.'”) Neben Fagaronin (1) als wichtigstem Vertreter dieser
Gruppe von Naturstoffen sind vor allem Nitidin (2), Chel-
erythrin (3) und Sanguinarin (4) als Alkaloide mit umfang-
reichem  pharmakologischem  Potenzial zu nennen
(Schema 1).5! Die synthetische Herstellung dieser Natur-
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Schema 1. Strukturformeln bekannter Benzo[c]phenanthridin-Alkaloide.

stoffe ist von groBem Interesse, weil ihre Isolierung aus
pflanzlichen Materialien nur in sehr geringen Mengen mog-
lich ist. Cushman et al.”! berichten bei der Isolierung von 2
aus einer Reihe von Zanthoxylum- und Fagara-Arten iiber
Ausbeuten in einem Bereich von 0.003 bis maximal 0.07 %. 1
wurde erstmals 1972 aus der Wurzel von Fagara zanthoxyloi-
des isoliert.”

Die erste Totalsynthese von 1 wurde 1974 von Gillespie
et al. beschrieben.”®! Uber diesen Syntheseweg wurde 1 aus-
gehend von 2,3-Dimethoxy-5-nitronaphthalin mit einer Aus-
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beute von 0.7 % erhalten. Weitere Synthesewege fiir 1 wurden
von Ishii et al. ) Treus et al.,” Lunch et al.”! und Smidrkal™”
beschrieben, wobei Smidrkal die Synthesesequenz nach Gil-
lespie et al.® nur geringfiigig variiert.

Bereits Messmer et al.’! konnten in vivo eine ausgeprigte
antileukdmische Wirkung von 1 nachweisen, die nachfolgend
von Stermitz et al.'" und in priiklinischen Studien des Natio-
nal Cancer Institutes!'? bestitigt wurde. Seitdem sind die
pharmakologischen und toxikologischen Wirkungen von 1
und anderer Alkaloide dieser Gruppe in zahlreichen Unter-
suchungen getestet worden. So berichten Sethi™ und Kaki-
uchi et al.' {iber die Inhibierung reverser Transkriptasen, die
als Tumorvirus-spezifische Enzyme fiir die Transkription von
Virus-RNA in die komplementdire DNA zustdndig sind.
Diese DNA-Version des viralen Genoms wird in die DNA
des Wirtes eingebaut und im Verlauf der Zellteilung repli-
ziert. 1 zeigt des Weiteren DNA-Polymerase-inhibierende
Eigenschaften, vermutlich hervorgerufen durch die Interak-
tion mit Adenosin/Thymin-Basenpaaren.*”!

1983 berichteten Pezzuto et al.,'® dass der hauptsichliche
Mechanismus der Interaktion von Fagaronin mit Desoxyri-
bonucleinsdure die DNA-Interkalation ist. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von 1 nicht — wie von Sethi
beschrieben™! — auf Adenin und Thymin enthaltende Poly-
nucleotide begrenzt ist. Weiterhin ist 1 in der Lage, als
Inhibitor der Topoisomerase-I und -II zu fungieren. Dabei
kommt es neben der Hemmung der Topoisomeraseaktivitat
auch zu einer Stabilisierung des DNA-Enzym-Komplexes.!'”!

2 weist ein zu 1 #hnliches Wirkungsspektrum auf.'¥!
Wegen der in priklinischen Studien nachgewiesenen akuten
Toxizitdt wurde von einer Entwicklung von 2 als Arzneistoff
Abstand genommen.!" Da sich 1 und 2 strukturell nur durch
eine Methylendioxy-Funktion unterscheiden, wird diese ur-
sdchlich mit der Toxizitit von 2 in Zusammenhang ge-
bracht.”

Aufgrund des grofen Interesses an der biologischen
Aktivitit der Naturstoffe ist die Synthese von Benzo[c]phen-
anthridin-Derivaten und Alkaloiden dieser Familie ein wich-
tiges Gebiet der Heterocyclenchemie. Die toxikologischen
Probleme, die mit einigen der natiirlich vorkommenden
Alkaloide einhergehen, fithrten zu der Entwicklung neuer
Synthesewege fiir Benzo[c]phenanthridin-Derivate.>??? So
ist eine Vielzahl an Benzo[c|phenanthridin-Derivaten inzwi-
schen synthetisch zuginglich.”*?! Diese Synthesen sind
jedoch sehr umfangreich und verlaufen iiber viele Stufen.
Besonders Verbindungen mit Substituenten in direkter Nach-
barschaft zum endocyclischen Stickstoffatom konnten bisher
nur sehr umstindlich hergestellt werden.””-*]

Bei der Synthese von E-2-[2-(4-Dimethylaminophe-
nyl)vinyl]benzonitril (8; Schema 3) aus 4-Dimethylamino-
benzaldehyd (5) und 2-Methylbenzonitril (6) gemal Lit. [29]
wurde nach Erhohung der Reaktionstemperatur iiberra-
schenderweise 7a als Hauptprodukt isoliert (Schema 2).
Durch Verdopplung der Molaritét an eingesetztem 6 erhohte
sich die Ausbeute an 7a. Die Verbindung liegt als racemisches
Gemisch vor.

Die Synthese von am C-11 phenylsubstituierten
Benzo[c]phenanthridinen wurde bisher noch nicht beschrie-
ben. Devanathan et al.®” berichteten 1968 von dem Versuch
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der Synthese von 4b,10b,11,12-Tetrahydro-11-phenylben-
zo[c]phenanthridin. Die Synthese scheiterte an der Cyclisie-
rung des Acetamido- bzw. Benzamido-Derivates des 2,3-
Diphenyl-1,2,3,4-tetrahydrobenzo-1-naphthylamins ~ durch
Phosphoroxychlorid oder Polyphosphorsdure zum entspre-
chenden Benzo[c]phenanthridin. Die Synthese von 7a aus §
und 6 zeigt einen neuen, iiberraschend einfachen Synthese-
weg zur Herstellung von Benzo[c|phenanthridin-Derivaten
auf. Die direkte Umsetzung von 8 mit 6 unter den beschrie-
benen Reaktionsbedingungen fiihrte ebenfalls zu 7a. Es ist
daher anzunehmen, dass die Bildung von 7a iiber das
intermediér entstandene 8 verlduft (Schema 3).

Der im folgenden beschriebene Reaktionsverlauf wird als
wahrscheinlich angesehen. Im Sinne einer vinylogen Michael-
Reaktion addiert zunichst ein weiteres Aquivalent 6 an die
Doppelbindung von 8. Dabei begiinstigt der negative meso-
mere und induktive Effekt der Nitrilgruppe die nucleophile
Addition. Nach Aufnahme eines Protons konnte 9 entstehen,
in Gegenwart von Kalium-fert-butanolat ist es jedoch sehr
wahrscheinlich, dass das Carbanion 10 vorliegt. Die intramo-
lekulare nucleophile Addition dieses Carbanions an die
Nitrilfunktion im Sinne einer Thorpe-Ziegler-Reaktion
fithrt dann tber das Iminonitril 11 zum tautomeren pheny-
logen Enaminonitril 12. Das Enaminonitril 12 diirfte nach den
Untersuchungen von Baldwin® gegeniiber dem Iminonitril
11 bevorzugt sein. Nitrilfunktionen in Enaminonitrilen sind
durch die Ausbildung von mesomeren Strukturen fiir nucleo-
phile Angriffe aktiviert.”* Dadurch und begiinstigt durch
die sterische Anordnung addiert die Aminfunktion von 12
intramolekular an die Nitrilgruppe unter Bildung von 13.
Anschliefende Tautomerisierung fiihrt schlieBlich zu 7a.

Uber diesen Syntheseweg zur Herstellung von 7a wurden
weitere Benzo[c]phenanthridin-Derivate gewonnen (Tabel-
le 1). Wie der erfolgreiche Einsatz von Benzaldehyd zeigt, ist
eine elektronenspendende Gruppe fiir eine ausreichende
Polarisation der Doppelbindung nicht notwendig. Das Phe-
nylderivat 7b wurde in dhnlichen Ausbeuten wie 7a erhalten.
Der Austausch der Dimethylaminofunktion durch eine Meth-
oxygruppe fiihrte zu hoheren Produktausbeuten (7¢). Das
Dimethoxyderivat 7d wurde vermutlich wegen sterischer
Hinderung in geringeren Ausbeuten erhalten, wihrend das
Dimethoxyderivat 7e in dhnlichen Ausbeuten wie 7¢ erzielt
wurde. Der Einsatz von Formaldehyd als Aldehydkompo-
nente ergab eine niedrigere Ausbeute (7f), die Griinde
hierfiir sind unklar.

Durch Dehydrierung mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-p-benzo-
chinon (DDQ)™! wurden aus den Dihydroverbindungen die
entsprechenden 6-Aminobenzo[c]phenanthridine in Ausbeu-

Schema 2. Synthese von 7a.
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Schema 3. Postulierter Mechanismus der Bildung von 7a.

Tabelle 1: Synthese von 6-Amino-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridinen.

R Produkt Ausbeute [%]
4-Me,NCgH, 7a 40
Ph 7b 37
4-MeOC,H, 7c 53
2,4-(MeO),CeH, 7d 37
3,4-(MeO),CeH, 7e 57
H 7f 1

ten zwischen 14 und 38 % hergestellt (Schema 4). Die Ergeb-
nisse widersprechen friiheren Befunden,* wonach 11,12-
Dihydrobenzo[c]phenanthridin und eine Reihe substituierter
11,12-Dihydrobenzo[c]phenanthridine nur durch Erhitzen
mit 30% Palladium auf Aktivkohle dehydriert wurden.
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Schema 4. Dehydrierung von 7 zu 14.

Erhitzen mit DDQ in verschiedenen Losungsmitteln oder
Erhitzen mit 10 % Palladium auf Aktivkohle fiihrte nicht zu
den gewiinschten Produkten. In Vorversuchen konnten die
Hydrochloride von 7 auch durch Erhitzen mit Schwefel™"
dehydriert werden. Diese Methode zeigte jedoch gegeniiber
der Dehydrierung mit DDQ keine Vorteile, da die Ausbeuten
geringer waren. Versuche zur Dehydrierung mit 10 % Palla-
dium auf Aktivkohle fiihrten, wie frither beschrieben,?* nicht
zum Erfolg.

Da viele der Naturstoffe Reste in den Positionen 2 und 3
und/oder 8 und 9 aufweisen, ist die Frage von Interesse, ob mit
der beschriebenen Methode auch Substituenten in solchen
Positionen direkt eingefiihrt werden konnen. Hierzu sind
substituierte 2-Methylbenzonitrile erforderlich. Wihrend
elektronenziehende Reste unproblematisch sein sollten,
konnten sich elektronenspendende Reste ungiinstig auf die
Deprotonierung der Methylgruppen in ortho-Position und auf
die nucleophile Addition auswirken. Am Beispiel des leicht
zuginglichen 4-Methoxy-2-methylbenzonitrils® und der
Umsetzung mit 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd zu 7g zeigt
sich die groBe Anwendungsbreite dieser Synthese
(Schema 5). Die Ausbeute lag hier mit 71 % sogar tiberra-
schend hoch. Die bei der Dehydrierung zu 14g erhaltene
Ausbeute von 24 % bewegte sich im Rahmen der anderen
Umsetzungen.

HO H,
CN

H,CO

H,CO.

Schema 5. Synthese von 7g und 14g.

Die erhaltenen Verbindungen konnen zu weiteren
Benzo[c]phenanthridin-Derivaten umgewandelt werden, spe-
ziell durch Umwandlung an Position 6. Insbesondere sollte
aus 14 f durch Entfernung der Aminogruppe sehr einfach das
Grundgeriist dieser Verbindungsklasse zuginglich sein.
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Durch Einsatz von 4,5-Dimethoxy-2-methylbenzonitril und
Paraformaldehyd sollte sich eine Vorstufe des Fagaronins in
einfacher Weise gewinnen lassen.

Die Ausbeuten an 7 und 14 sind zwar nicht iiberragend,
die Substanzen konnen aber auf sehr einfachem Weg und
ohne chromatographische Reinigung in grofen Mengen
analysenrein bereitgestellt werden, z.B. fiir pharmakologi-
sche Testreihen. So zeigten die ersten Untersuchungen von
Verbindungen des Typs 14 und auch teilweise von 7 ein sehr
hohes cytotoxisches Potenzial. Als Beispiel sei die Untersu-
chung von 7g und 14 ¢ durch das US-amerikanische National
Cancer Institut (NCI) genannt. Im ,In Vitro Cell Line
Screening® testet das NCI Verbindungen auf ihre Aktivitat
gegen 60 humane Tumorzelllinien neun unterschiedlicher
Krebsarten.®?! Fiir jede getestete Verbindung werden ent-
sprechend der Zahl an Tumorzelllinien 60 Dosis-Wirkungs-
Kurven mit jeweils fiinf unterschiedlichen Testkonzentratio-
nen erhalten, sodass sowohl eine Aussage iiber die Cytoto-
xizitdt als auch iiber die Selektivitdt der Verbindung gegen
eine oder mehrere Krebsarten moglich ist. Zur Charakteri-
sierung der Antitumor-Aktivitét einer getesteten Verbindung
werden fiir jede Zelllinie die dosisabhéngigen Parameter Gl;,
(growth inhibition 50 %), TGI (total growth inhibition) und
LCs, (lethal concentration 50 %) ermittelt. Fiir jeden der drei
aufgefithrten Parameter wird weiterhin der ,,Meangraph
Midpoint* (MG_MID) ermittelt, der als Mittelwert der
logarithmierten Gls;-Werte einem durchschnittlichen An-
sprechverhalten aller 60 Zelllinien auf die Testsubstanz
entspricht. Mit dieser Grofle lésst sich die Aktivitdt einer
Verbindung in dem verwendeten Testsystem charakterisieren
und quantitativ mit der anderer Verbindungen vergleichen.
Aus diesem Wert kann dann durch Entlogarithmieren der
Mittelwert der Gls,-Werte iiber alle Zelllinien berechnet
werden.”7

Nach diesen Studien ist 7g in einer Konzentration von
339 um und 7e in einer Konzentration von 0.18 um in der
Lage, das Zellwachstum der Tumorzellen zu halbieren. Beide
weisen somit eine hohere Aktivitdt auf als Fagaronin 1
(9.48 um). In Tabelle 2 sind zusitzlich die Daten weiterer
cytostatisch wirksamer Verbindungen aufgefiihrt. Mit Aus-
nahme von Paclitaxel zeigen 7e und 7g im ,,In Vitro Cell Line
Screening® des NCI bessere cytostatische Aktivitédt als eta-
blierte Cytostatika wie Cyclophosphamid. Weitere
Benzo[c]phenanthridin-Derivate (hier nicht aufgefiihrt)
zeigen dhnliche cytostatische Aktivitidten, sodass diese Er-
gebnisse die Weiterentwicklung zu potenziellen neuen Krebs-
mitteln initiierten.

Tabelle 2: Cytotoxische Aktivitit von Benzo[c]phenanthridin-Derivaten
und ausgewahlter Cytostatika im ,In Vitro Cell Line Screening* des
NCL.I2

Name MG_MID (Gls) % (]
7g —5.47 3.39

Te —6.74 0.18
Fagaronin —5.02 9.48
Cyclophosphamid —3.68 210
5-Fluoruracil —4.75 17.6
6-Sulfanylpurin —5.13 7.36
Paclitaxel —7.65 0.02

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

643


http://www.angewandte.de

Zuschriften

644

Experimentelles
7a-d: Allgemeines Syntheseprotokoll: Eine Losung von 2.47 g
(22 mmol) Kalium-zert-butanolat in 20 mL 1,3-Dimethyltetrahydro-
2-pyrimidon (DMPU) wurde unter Stickstoff tropfenweise mit einer
Losung von 10 mmol des entsprechenden Aldehyds und 2.34 g
(20 mmol) 2-Methylbenzonitril in 5 mL DMPU versetzt. Nach 5h
Riihren bei 35°C unter Stickstoff wurde der Ansatz auf eine Losung
von 2.2 g (40 mmol) Ammoniumchlorid in 100 mL Eiswasser gegos-
sen und dreimal mit 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die organi-
sche Phase wurde gegebenenfalls iiber Watte filtriert und am
Rotationsverdampfer auf etwa 100 mL eingeengt. Die organische
Phase wurde mit 3N Salzsdure kréftig geschiittelt, der entstandene
Niederschlag abgesaugt, mit Dichlormethan gewaschen und getrock-
net. Nach Umkristallisation wurden die entsprechenden 11-substitu-
ierten 6-Amino-11,12-dihydro-benzo[c]phenanthridiniumchloride er-
halten. Die freien Amine wurden in Diethylether mit verdiinntem
Ammoniak freigesetzt. Zugabe von Petrolether und Entfernen des
Diethylethers im Rotationsverdampfer ergab feste Verbindungen.

7e: Wie oben angegeben, mit folgenden Abweichungen: 9.86 g
(88 mmol) Kalium-tert-butanolat in 90 mL DMPU; 6.65 g (40 mmol)
3,4-Dimethoxybenzaldehyd, 9.36 g (80 mmol) 2-Methylbenzonitril in
40 mL DMPU; ; tropfenweise Zugabe bei 40°C; 4 h Riihren bei 35—
40°C; 8.8¢g (80 mmol) Ammoniumchlorid in 400 mL Eiswasser;
dreimal mit je 150 mL Dichlormethan extrahieren; mit 20 mL 5N
Salzsédure tiber Nacht kriftig rithren.

7f: Wie oben angegeben, mit folgenden Abweichungen: 2.47 g
(22 mmol) Kalium-tert-butanolat in 20 mL DMPU; 0.3 g (10 mmol)
Paraformaldehyd; 2.34 g (20 mmol) 2-Methylbenzonitril in 12 mL
DMPU; tropfenweise Zugabe portionsweise (2 mL) im Abstand von
je 15 Minuten; 6 h Rithren bei 35°C. Die organische Phase wurde bis
zur Entstehung eines kriftigen Niederschlages am Rotationsver-
dampfer eingeengt und iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt;
Unmkristallisation aus Methanol/Dichlormethan.

7g: Eine Losung von 7.41 g (66 mmol) Kalium-zert-butanolat in
70 mL DMPU wurde bei 30 °C unter Stickstoff tropfenweise mit einer
Losung von 8.83 g (60 mmol) 4-Methoxy-2-methylbenzonitril und
5.89¢ (30 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd in 30 mL DMPU
versetzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch 4 h bei 35-
40°C geriihrt und dann in einer Losung von 6.54 g (120 mmol)
Ammoniumchlorid in 300 mL Eiswasser vorsichtig hydrolysiert. Die
wissrige Phase wurde dreimal mit je 150 mL Dichlormethan extra-
hiert und anschlieend die organische Phase nach Trocknung iiber
Natriumsulfat am Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Fillung von
7¢g wurde die organische Phase iiber Nacht mit 10 mL konzentrierter
Salzsdure und 10 mL Wasser kraftig geriihrt. Der Niederschlag wurde
abgesaugt, mit wenig Dichlormethan gewaschen, aus Methanol
umkristallisiert und 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet.

14b-g: Allgemeines Syntheseprotokoll: Eine Losung von 7b-g in
Dioxan wurde mit einer Losung von DDQ in Dioxan versetzt und
unter Riickfluss erhitzt. Das erkaltete Reaktionsgemisch wurde in
gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung hydrolysiert und mit
Diethylether extrahiert. Die Etherphase wurde einmal mit verdiinn-
ter Natriumhydrogencarbonatlosung und dreimal mit Wasser gewa-
schen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und
am Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Féllung des 6-Aminoben-
zo[c]phenanthridiniumperchlorates wurde die organische Phase iiber
Nacht mit 70-proz. Perchlorsdure kriftig geriihrt. Der Niederschlag
wurde abgesaugt und aus Methanol umkristallisiert. 14b: 0.5¢g
(1.6 mmol) 7b in 25 mL Dioxan, 0.63 (2.8 mmol) DDQ in 25 mL
Dioxan, 4 h Riickfluss; 14¢: 1.5 g (4.3 mmol) 7¢ in 100 mL Dioxan,
3.8 g (16.7 mmol) DDQ in 100 mL Dioxan, 8 h Riickfluss; 14d: 0.5 g
(1.3 mmol) 7d in 10 mL Dioxan, 0.54 g (2.3 mmol) DDQ in 35 mL
Dioxan, 4 h Riickfluss; 14e: 2.0 g (5.2 mmol) 7e in 50 mL Dioxan,
44 ¢ (21.0 mmol) DDQ in 100 mL Dioxan, 16 h Riickfluss; 14f:
0.25¢g (1.0 mmol) 7f in 15 mL Dioxan, 0.40 (1.7 mmol) DDQ in
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35 mL Dioxan, 4 h Riickfluss; 14g: 1.62 g (3.4 mmol) 7g in 90 mL
Dioxan, 3.11 g (13.7 mmol) DDQ in 70 mL Dioxan, 9 h Riickfluss.
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