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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kinstliche Nukleasen stellen ein interessantes Werkzeugiddhemische Anwendungen dar, wobei

als Target der Trager der Erbinformationen in den Zellen, die Desoxyribonukleinsaure (DNA), dient.
Mithilfe solcher Nukleasen kdnnen DM#Avoleklle gespalten werden, was a. in der Entwicklung

von neuen Chemotherapeutkvon Bedeutung ist. Sigman und Mitarbeiter entdeckten bereits Ende
der 1970er Jahre die oxidative Spaltung von Nukleinsduren durgll,B@phenanthrolin)kupfer(l)
{[Cu(pheny]'}, der ersten Kupfebasierten kiinstlichen Nuklease. Seitdem beschéftigterh si
zahlreiche Arbeiten mit diesem System, um die Mechanismen der-$pdung aufzuklaren

und/oder die Nukleaseaktivitat zu verbessern.

Keine dieser Arbeiten beinhaltete jedoch den Einfluss von Fluorierungen des Liganden auf die
Bioaktivitat, trotz der vesreiteten Anwendung von Fluerund Trifluormethylsubstituenten zur
Verbesserung der pharmakologischen Eigenschaften von bioaktiven Molekilen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde nun der Effekt der Einfilhrung von fluorhaltigen Substituenten am-@eetist auf die

Nukleaseaktivitat und die DNBindungseigenschaften der jeweiligen Kupferkomplexe untersucht.

Zunachst wurden verschiedene fluorhaltige pHaerivate mithilfe einer modifizierten Skraup
Reaktion dargestellt. Es konnten fiinf Liganden der ZusammensebMiphen (X=F, CEOCE,

SCE; Sk) und 5,6Difluorphen synthetisiert werden, wobei vier der Derivate=(@R, SCE OCE; SE)

zum ersten Mal dargestellt wurden. Die Liganden konnten mit Kupfer(l)nitrat zu Komplexen mit der
Grundstruktur [Cu(Xpheslf* (X=F, k, Ck, SCE SE) umgesetzt werden. Die Komplexe zeigten in
Gegenwart von Ascorbinsaure als Reduktionsmittel eine hohe Nukleaseaktivitat, wenngleich diese fir
die fluorhaltigen Komplexe geringer als fiir den unsubstituierten Komplex [Cugfiea)sfiel.
Zusatzlich wurden DNBindungsstudien mit den Kupfer(Kpmplexen durchgefihrt. Dabei zeigte
sich, dass die DNAffinitat mit steigender Substituentengrof3e abnimmt. Die gleichzeitige Abnahme
von DNAAffinitdt und Nukleaseaktivitdt der Komplexgeist auf einen engen Zusammenhang
zwischen diesen beiden Parametern hin. Die fluorhaltigen Kupfit)plexe fungierten
interessanterweise, im Gegensatz zu [Cu(pfjéh)als selbstaktivierende Nukleasen und zeigten
DNASpaltaktivitat in Abwesenheit woReduktionsmittel. Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen
dem Redoxpotential der Kupferkomplexe und deren EByp&ltung aufgezeigt werden. So wies der
Komplex [Cuphen))** gleichzeitig die hdchste Nukleaseaktivitat und das positivste Redoxpotential

der untersuchten Komplexe auf.

Das zweite zu untersuchende System beschéftigte sich mit den Kugferfiplexen von -Methyl-

1,10-phenanthrolin (Mephen) und dessen Derivaten 8{8)-Mephen (X=fluorhaltiger Substituent).




Zusammenfassung

Die Synthese der Liganden mit untemgdlichen Substituenten (F, £SCE SE) gelang mittels
Doebnervon MillerReaktion, einer Modifikation der Skratdfeaktion. Bis aubsEMephen konnten

fur alle MephenDerivate definierte Komplexe der Zusammensetzung [Cu(XMegfiesyhalten
werden. Diese Kupfer(HKomplexe zeigten in Gegenwart von Ascorbinsaure jeweils eine hohe
Nukleaseaktivitat, wobei auch hier DMinitat und DNASpaltaktivitdt miteinander korrelierten.
Sowohl Nukleaseaktivitéat als auch DN#initat nahmen mit steigender Sutitsientengrofle (H < F <

CR < SCH ab. Ohne Reduktionsmittel konnte hier hingegen keine Spaltung von PiBddid

beobachtet werden.

Wiahrend die Affinitat der Komplexe des [Cu(XMephiéhPystems fiir DNAerglichen mit den

analogen Komplexen des nietmtethylierten Systems [Cu(Xphelff (X=H, F,Ck, SCB groRer oder

zumindest gleich grofist, zeigen die Komplexe der niemethylierten Derivate eine hohere
Nukleaseaktivitat. Beide Komplexsysteme wiesen uberdies eine hohe Zytotoxizitat fer-E&lien
(Brustkrebszelllinie, lg<10>a 0 | dzZFZ 6206SA RSNJ ISyl dzS 2 ANJ] YSOKI )
ist und dessen Aufklarung weitere Untersuchungen erfordert. {3d&ltaktivitdt und Zytotoxizitat

der Komplexe korrelierten nicht direkt miteinander, ein Zusaenhang zwischen beiden
Eigenschaften kann jedoch trotzdem nicht ausgeschlossen werden, da andere Aspekte bisher noch

nicht betrachtet wurden (zB.die Aufnahme und Verteilung der Komplexe in den Zellen).
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Abstract

Artificial nucleases arpowerful took for biochemicaland medicinabpplications. Theyarget one of

the most fundamental biomolecuse the DNA, which is carryinthe genetic information. Its
unigueness in transfeing genetic information makes it fundamental for cancer research, having in
mind that modifications in DNA strands can be responsible foctmwersion of healthy inteancer
cells. Artificial nucleases can initiate apoptosis in cancer cells via cleaving the DiA@f. One of

the first developed andwell understood systems is bis(phenanthroline)copper(l), [Cu(giien)
reported by Sigman and eworkers in the late70's of the last century. In the last three decades
there wasa lot of research to improve and understand this system, but no bae looked into
fluorination of the ligandsystem This is surprisingsincefluorination is a very often usetbol for

enharting bioactivity of pharmaceuticals.

Our focus was on studying the influence of fluorazmntaining groups located on the phenybiaty
(5-Xphen), especially regarding the bioactivity of the coppleen system including affinity towards

DNA, cleavage agtty and cytotoxicity against specific types of cancer cells.

The first topic included the synthesis of phenanthroline derivatives with different flucongaining
substituents. This was achieved with a modified Skraup reaction under milder condidms.
managed to generate five fluorirgontaining derivatives of the form-8phen (X = F, ¢ISCE OCE;

SE) plus the difluorinated 5:8iFphen, out of which four havaot been synthesized before (X =CF
OCE, SCE SE). We could obtain copper(ll) conexes of the structure [Cu(XpheR) for all ligands
except OCjphen. The copper(ll) complexes are excellent DNA cleavers in the presence of ascorbic
acid as reduag agent and show good binding abilities for DNA. Both cleaving and binding ability
decreagd with expanding substituent size (H < F £<CECk< SE) so that we can conclude a strong
relationship between binding ability and cleavage activity. Interestingly the flu@omaining
complexes showed sedictivated nuclease activity without angducing agent in contrast to the
unsubstituted [Cu(pher)’*. Probably this activity exists due to the more positive redox potentials of
fluorinated [Cu(Xpheg)’* complexes and an easier activation of the cerffl) complex via
reduction. Quenching expements suggest an oxidative cleavage mechanism. The reason for
activation of copper(ll) is still unclear, possible considerations are reduction through DNA

componentslike bases (g3. guanine).

The second investigated systeare copper(ll) complexes otethyl-1,10-phenanthroline (Mephen)
and certain fluorinecontaining derivatives. This system is interesting because no piedmdies

with [Cu(Mepheg] " have beenreported beforeand itis a kind ofstructural intermediate of the
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inactive[Cu(2,9dimethylphen)]’** and the highly active [Cu(phgif** system. Moreoverthe methyl

group makes itattractive due to possible functionalizations at this group. The complexes show high
nuclease activity ithe presence of ascorbic acid and highding abilities for DNA. Just like in the
[Cu(phen)]* system binding ability and cleavage activity decrease with increasing substituent size. In

contrast to the former system no hints for salftivated nuclease activity were found.

Both systems[Cu(Xphea),]** and [Cu(XMephe#l)’*, were foundto be highly cytotoxic to MG#-cells

(breast cancecells IGo)XI0>a 0 gAGK fAGGHES KAIKSNI ueRlBdofwksi @ T2 NJ
nuclease activity of theon-methylated speciess higher compared tohe methylated ones. No clear
correlation between nuclease activity and cytotoxicity was found and the mode of action foityoxi

is still unclear. Nevertheless relation between nuclease activity and cyticity cannotbe

excluded due to other aspecfs. g. uptake and distribution othe complexes in cells).
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Physiologie der Metalle

1.1.1. Metalle und deren Funktion im menschlichen Organismus

Metalle sind wichtige Elemente in biologischen SystemeBo zeigt die Elementverteilung im
menschlichen Korper Calcium als funfthaufigstes Elementn@h einem Massenateil von ca.

1.7 %™ Weitere haufigeMetalle sind Kalium (018 %), Natrium (0.4 %) und Magnesium (04®%6)™
Daruber hinaus sind Zellfunktionen auf essentielle Spurenelemente angewiesen. Dabei handelt es

sichu. a.um EisenZink, Kupfer, Mangan, Chrom und Col4it.

Metalle Gbernehmen wichtigeFunktionenim Organismuswie die Ausbildung fester Strukturen
(Skelett, C%), SignaliibertragungerC&*, Mg*", K, N&), die Bildung des Zellpotgials (Nd und K)
und den Sauerstofftransport (F€%.” Auchdie VitamingruppeB,,, die Cobalamine, enthélt ein

Ubergangsmetall (G9.

Metalle stellendartiber hinausinen wichtigerBestandteil

H -
His N P aspo \/H'S
in diversen Enzymen dagosind Eisen und Mangan als \&r\’? ] No NH
AN ~ g
redoxaktive  Zentren in Proteinen an diversen /CU”——N \@;'t_z”
SN .
Redoxvorgangen in Zellen beteiliginter anderem in HN__ N His N\
. , N NH g(
Katalasen (Abbau von bD,) und Superoxiddismutasen M y His
IS

(SOD) die reaktive Sauerstoffspezi¢ROS)abbauen und Abbildung1: Idealisérte Darstellung des

. - . o . : - 0D
damit den oxidativen Stress in Zellen niedrig halt§hEine ~ 2kiiven Zentrums einer Cu/Z80D:

Regulierung des R@®vels wird auch den redoxinaktivém*-lonen zugeschriebenvobei es sich
hierbei um eine indirekte Regulierurtandelt, da die Ursache der Entstehung von ROS blockiert
wird. Zrt*-lonenkonkurrieren mit redoxaktiven Metallen wie Kupfer um Bindungsstellen an Enzymen
und Proteinen und erhalten sdie enzymatische Funktion (Stabilisierung von Thigiktionen)? Sie
verhindern zudemdie Redoxmetalinitiierte Peroxidation von ungesattigten Fettsaurder Lipid
Doppelschichtensowie die Bildung vonSuperoxiden durch Fe/@nzymKomplexe, welche zur
direkten Oxidation von Proteinen filhrerbknen!® Des Weiteren ist Zink an diversen enzymatischen
Prozessen beteiligund in wichtigen Strukturen fir die Transkription, demiingerProteinen,

enthalten?

Kupfer hat auf Grund seiner Eigenschaft aésloxaktives Metall (Cf**: E°=+0.15V) ahnlich wie
Eisen (F&?: E®=+0.77V) wichtige Funktionenin vielen enzymatischen Prozess€hEs ist unter

anderem in Cu/Z#50Ds einer von drei Gruppen von Superoxiddismutasamthalten welchedie

e ——————
1
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Dispropationierung von O,-Radikale zu HO, und G katalysierenund im Gegensatz zu Zink
oxidativen Stresslirekt beseitigen(Abbildung1).®! Kupfer ist zudem inet Atmungskette volviert
und wie EisenBestandteil der Cytochrorn Oxidase, welche die Reduktion von 2u HO
katalysiert'®*? Des Weiteren ist es in Ferroxidassie Caeruloplasmigebunden, welche PeuFé"
oxidieren, wodurch diesevom EiserAlransportglycoprotein Transferrin aufgenommen werden

kann314

Insbesondere flredoxaktive Metalle gilt, dass sie bei hohen Konzentrationen toxisch sind. Eine zu
hohe Akkumulationmh Organismus kann durch eine erhéhte Zufuhr der jeweiligen Metalle ursachlich
sein. Haufiger sind jedoch fehlerhafte Metabolismen, verursacht beispielsweise durch Gendefekte
(z.B. Morbus Wilson und Menke&Syndrom)oder einen Mangel an andererSpurenelementen,
welche direkt am jeweiligen Metabolismus beteiligt sildEin Beispiel hierfiir stelltdas
Zusammenspiel von Kupfer, Eisen und Zink dar, welche in vielen Prozessen gemeinsam involviert

sind %!

1.1.2. Metalle in medizinisch relevanten Pharmaka
Eine Vielzahl an Pharmaka beaitet Metalle mit unterschiedlichen ho  NH,
Funktionen. Dazu gehéren Praparatevie Eisen(ll)sulfat und

ZinklIlgluconat zur Behandlung einer Unterversorgung mit As.__ on
essentiellen MineralieA®*"] As

Nicht zu vergessen ist jedoch die toxische und tkdmzerogene

Wirkung von Schwermetalldf! Ein erhohter Zinkspiegel im

Organismudthrt beispielsweise zeinem Mangel anKupferin Folge Abb”du\?gf:;mﬁﬁ;ﬁﬁ_Trime'

einer verringerten Kupferresption™ Seit langem bekannt ist auch

das hohe toxische Potential von Verbindungen mit Quecksilber, Cadmium, Blei und Arsen. Arsen(lll)
Verbindungen beziehen ihre Toxizitat hierbei aus der Ahnlichkeit zuimk(#), wodurch es
antagonistisch zu diesem wirkt und in Zinkfingerproteinen anstelle des Zinks bindet ohne diese zu
aktivieren. Die Affinitdt zu Schwefelgruppefierklarung fir die Thiophilie kann das H$&Bzept
liefern; weiche BaseS’, weiche Saure As") filhrt auch zum Targeting von Thiolgruppen in
diversen anderen Proteinenlm Umkehrschluss kdnnenied zytotoxischen Eigenschaften von
Organometallverbindungerbei einer selektivenAnreicherung in geschadigten, mutierten oder

Fremdzellen (z.B. Bakterienpgharmakologisches Potential aufweisen.
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Das erste metallorganische Pharmakum der GeschichterggthAnamin, welches im Jahr 190w
Labor von Paul Ehrlich hergestellt wur@bbildung?2).”® Es handelt sich dabei um das welttvei
erste gezielt wirksameAntibiotikum und wurde gegen die Syphilis eingesdEm von Arsphenamin
abgewandeltes Derivatvird noch heute gegereine Form der Schlafkrankheit, eirmkterielle
Infektion hervorgerufendurch Trypanosomengenutzt (Melarsoprol#! Trotz der hohen Toxizitét
sind auch weitere Arsehaltige Verbindungen als Pharmakum auf dem Markt oder in
fortgeschrittenen Studien. So wirdrgn(ll)oxid bei der Behandlunder Promyelozytenleukamie

(APL) verwendét?

Metall-enthaltende Wirkstoffe werden nicht nur zur Behandlung bakterieller und viraler
Erkrankungerangewendet sondern auch bei Krebserkrankungen, welfilvaveltweit fast 15% aller
Todesfalle (Stand 2012) verantwirh sind®! Ein Meilenstein fir die Chemotherapiet idie
KoordinationsverbindungisDiammindichloridoplatin(l]) besser bekannt als Cisplatiwelchesdie

DNA als Target nutZAbbildung3). Es wird unter anderem béirebserkrankungen des urogenitalen
Systems¢ hauptsachlich bei Hodenkrebsolide oder metastatischy erfolgreich verwendef
Cisplatin wird in den Zellen durch Hydrolyse und dem damit verbundenen Ligandenaustausch
(Chloride gegen Agud.iganden) aktiviert, bindet kovalent an Basen der EBYtange(hauptsachlich

an das N7Atom von Guaninund fuhrt durchintra- und InterstrandCrosslinks zu einer Vernetzung
von DNAStranger?® In letzter Konsequenz wird der zelleigene Apoptvchanismus
eingeleitet® Cisplatin ist jedoch mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Des Weiteren treten
Resistenzetei bestimmten Krebsarten auf. Deshalb wurden weitere Analoga zu Cisplatin entwickelt,
die als zweite Generation der Pldfirbaserten Chemotherapeutikan die Medizin eingegangen
sind®? Oxaliplatin und Carboplatin zeigen antikarzinogene Wirkung gegen Cigplsistente
Tumorebei gleichzeitig geringeren Nebenwirkunggkbbildung3).2*#! Mittlerweile wird an einer
dritten Generation geforscht, wobegs sichbeispielsweiseum Patin(IV)Prodrugshandelt die
interzellular zur aktiven IBtin(ll)}Spezies redueit werden kénnen®**Y Diese sollen durch eine

erhdhte Selektivitat die Vertraglichkeit und Wirksamkeit erhéhen.

2 H
2
HsN, Cl H,N. O N 0-°
Pt Pt Pt :i
H;N  Cl HzN O ” 07xg
0O 2
a b [

Abbildung3: Platinbasierte Zytostatika (a) Cisplatin, (b) Carboplatin und (c) Oxaliplatin.
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Die starken Nebenwirkungen von Cisplatin fiihrten (berdies zur Erforschung von platinfreien
Metallkomplexen wie dn Metallocendihalogenide [CpVC}] und [CpTiC}], welche zytostatische
Aktivitat aufweisen [CpTiC}] zeigt beispielsweiséktivitat gegen Lungen Darm und Brustkrebs

und ¢ im Gegensatz zu Cisplatinkeine Hinweise fur Nephrotoxizitat (Schadigung der Nietsm
Myelotoxizitat (Schadigung des Knochenmarkaph Verabreichung in Ratten und Maus&i®
Diese Komplexe unterliegen hierbei einem anderen AktivierungsmechanBmugerlauft die
Hydrolyse verglichen mitCisplatin wesentlich schneller und es wird eine hdhere Affinitat der
resultierenden Spezies gegenlbeden Sauerstoffatoma der Phosphate der DNA

angenommerf>2343!

VerschiedeneKupfell/Il)-Verbindungenstellen eine weitere Klasse von GNérbindungen dar,
welche as vielerlei Hinsibt aul3erst interessant fiir pharmazeutischawendungensind So zeigen
KupferverbindungerunterschiedlicheRedoxpotentialge nach Wahl der Liganden, unterschiedliche
Geometrien abhéngig von der Oxidationsstdfes Metallzentrumgvon lineareriber tetraedrische,
guadratischplanare, sowie trigonabipyramidalebis zuoktaedrische Koordinationsumgebung) und
interessante Koordinationsmuster (Koordination Uber diverse DonoratoRejoxaktivekupferll)-
Komplexe sind beispielsweise in der Lage molekularen Sauerstoff zu aktivieren uadksoe
Sauerstoffspezies (RO&) generierer®® In Gegenwart von biologischen Makromolekiilen wie RNA,
DNA, Proteinen oder Lipidschichten kénnen diese durch das hohe Level an ROS geschadigt werden
wodurch sothe Kupferkomplexe prinzigi zytotoxische Eigenschaftérmben®” Durch die Wahl der
Liganden kann wiederum die Affinitat solcher Kupferkomplexe fiir die entsprechenden Biomolekiile
erhdht werden, wodurch die ROS zu gerichteten Schadenbeigpielsweisaler Spaltung von DNA,
fuhren. Da es sich bei Kupfdm Gegensatz zu Platinm ein endogenes (im Korper natirlich
vorkommendes, essentielles) Metall handelt, bieten Kupferkomplexe mogliche Vorteile gegeniber
Plain-basierten Chemotherapeutikaie eine geringere Zytotoxizitat gegeniibgesunden ZelleR®
Gleichzeitig stellt Kupfer selbsin potentiellesZielfir Pharmakginsbesondere Chelatoren) dasta
Krebszellenzum Teilindividuelle Kupfermetabolismeifz.B.erhdhte Kupfermengen in malignen

Zellen)aufweisen®

1.2. Biologische Relevanz von fluorierten Molektlen
Die Einfuhrungvon fluorhaltigen Substituenten in biologisch relevant®lolekiilen ist ein stetig
steigender Trend in der bioorganischen Chemie und birgt erhebliches Potential fiir entsprechende

Pharmazeutika Agrochemikalien und ganz allgemein funktionelle Chemik&féA So enthielten
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Uber 25% Prozent aller newzugelassenempharmazeutischen Wirkstofféuorhaltige Substituenten

(Stand 2013¥" Dies ist auf einzigartige Eigensdkafder jeweiligen Substituenten zuriickzufiihren.

Fluor ist daselektronegativste aller bekannten Elemente mit einem Wert v8188 auf der
PauliSkald™ Zudem weist der Fluorsubstituemtit 1.47 A den kleinstenvander-WaalsRadius fir
Substituentennach Wasserstofit 1.20A auf!*! Bei der @=Bindung handelt es sich um eine
auRerst stabile Bindung mit einer Dissoziationsenergi€BDE)von CGF in Monofluormetharnvon

452 k¥mol (BDEy Methan: 431 kYmol).1*®!

Diese Charakteristikaziehen eine Vielzahl an weiteren Eigenschaften nach sich. So hat eine
Fluorierung einerunmittelbarenEffekt auf die elektronischen Verhalteeim betreffenden Molekiil.
Durch starke induktive Effekte konnenin aromatischen Verbindungenbeispielsweise
elektronenarmere Systemerschaffen werden, welche die ilizat und Basizét der urspriinglichen
Molekiile entscheidendbeeinflusserkdnnen. Sauren erfahren mitunteine betrachtliche Erhdhung
der Aziditat (z.B. Benzoesauren)nd fluorierte Analoga von Basen sind wesentlich schwachere
Elektronenpaardonorerz.B. fluorierte Pyridinéf®*” Die Fluorierungeines aromatischen Molekiils
fuhrt zudem zu einer groRerehipophilie des Molekilgdie Monofluorierung von gesattigten
Alkylgruppen senkt hingegen die Lipophilieasdie Membranpermeabilitat von Wirkstoffen erhéht
und in einer gesteigerten Bioverfiigbarkeit resultiéft.Eine selektive Fluorierung kanndam zu
einem veranderten Metabolismus des Pharroak fiihren, zum Beispieles selbst oder dessen

Metaboliten gegen Hydrolyseder Oxidation durch Cytochrom P4&@bilisierern*8!

Tabellel: HammettParameter( )* und LipophilieInkremente (* )b fur verschiedene Substituenten imeta/ para-Stellung
(m/ p) von Benzoesauré"***"und vander-WaalsRadii der Substituenten

Substituent “m b b vdW-Radius
H 0 0 0
Me -0.07 -0.17 + 0.56
‘Bu -0.10 -0.20 +1.68
F +0.34 + 0.06 +0.14 1 vdW (Hydroxygruppe)
Ch +0.41 +0.53 +0.88 L vdW (so-Propylgruppe}™
OCkg +0.38 +0.35 +1.04
SCk +0.44 +0.48 +1.44
Sk +0.61 +0.68 +1.23 < vdW (tert-Butylgruppe!**!
SECR +0.68 +2.13
NG, +0.71 +0.78 -0.28
Cl +0.37 +0.23 +0.71

dz0aGAGdSYyGSYy LI NF YSGSNI Y RASYG 1 dzNJ . SAOKNBAOGdzy3I RSNI DSal YGKSAG
Add RSNI[23F NAéKYdza RSa&

Substituenten inm- oder p-Stellung in Benzoes'aure'f,LipophilieL YINBYSyidG - v
Substrats in einem OktanelVasserGemisch und beschreibt die Lipophilie des Substrats.
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Unterschiedliche Strukturmotive kénnen durch fluorierte Gruppen substituiert werden ahee
Form und Struktur des Substrats zu verandern. Wie oben erwahnt kanneWstast durch Fluor
ausgetauscht werdemhne die Sterik sonderlich Zoeeinflussen Ein Nitrosubstituent an einem
Aromaten kann wiederum durch eine i[Hfluorsubstitution imitiert werden, ohne dass sich die
entsprechende elektrostatische Ladungsverteilwerandert®” Die CEGruppe hat in etwa die
GroRRe einer Isopropylgruppe undnn somit diese Strukturmotive ersetzBf Ether kémen durch
die entsprechenden fluorierten Analoga QQFd SC§ausgetauschtwerden. Dieser Austausch
bewirkt neue Eigenschaften der Substrato wird eine erheblichréfZere Lipophilie in Aromaten
durch eine SGFsruppe implementiert(, =1.44). EineéSkE-Gruppe erhéht die Lipophilie (=1.23),
erzeugt ein elektronenarmeres System als die Substitution mit eingrG@ppe mit einem
HammettParameter “, von0.68 {, (Ck)=0.53} und erzeugt daruber hinaus Hydrolyse

unempfindlichere Substra{@abellel).

Das erste kinstlich hergestellite medizinische Mittel mit Fluor ist Fludrocortison Derivat des
Cortisols mit erhdhter entziindungshemmender WirkubBg Fluor nur in sehr wenigen naturlichen
Substanzen vorkommt und dieszumeist eine hohe Toxizitdt aufweisen (z.B. Natriumfluoracetat),
wurde die Fluorsubstitution von Naturstoffen fir eine pharmazeutische Nutzumgchstnicht in
Betracht gezogefi¥ Eine systematische Studie mit halogenierten CortiBenivaten zeigte jedoch
das groRte entziindungshemmende Potential fiir dasrferee Analogor*”! Zuriickzufiihren ist diese
Steigerungauf die geringeréktivitat R S NJ-HwdvoxysteroidDehydrog@nase, das fluorierte Cortisol
zum entsprechenda Cortison zu dehydrieren(Abbildung 4). Cortison bindet nicht an die
Mineralokortikoidrezeptoren, Fludrocortison ur@@brtisol haben hingegen eine @hnlich hohe Affinitat
zu dem Rezeptd?‘” Weitere Entzindungshtemer, die Fluorsubstituenten aufweisen, sind

Triamcinolorsowie Betaund Dexamethason.

BHSD

schnelle
Metabolisierung

OH

BHSD

—_——
langsame
Metabolisierung

Fludrocortison 9-Fluorcortison

Abbildung4: Metabolisierung von Cortises S NRA @I i ShydrakisteroigDelhydrogenase (BHSD)
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Eine andere Klasse von fluoriert@&nabga zunatur- bzw. kdrpereigenen Stoffen sind eine Reihe von
Antimetaboliten. Eines der wichtigsten in der Medizingeschichte igtl&oruracil, welches bei der
Therapievieler Krebsarten als Chemotherapeutikum genutzt wigdbbildung5a und B. Durch seine
dem Uracildahnliche Struktur drchlauft es den gleichen Metabolismus im Kérper und wird in-RNA
Makromolekiile eingebauf® Eine Hemmung der Proteinbiosynthese ist die Folge. Zudem wird die
ThymidylatSynthase inhibié¢r wodurch die Replikation der DNA gehemmt wifd.
Weiterentwicklungen sind’egafur(UFT®und Capecitabir{Xeloda®)saenannteProdrugs, die im
Korper zum aktiven Fluoruracil metabolisiert werdgkbbildung5c und d.5°°® Bei Genrtitabin
(Gemzar®handelt es sich um Cytidibei demdie Desoxyribose fluoriert vorliegund welches unter
anderem die RibonukleotiReduktase hemmAbbildungse).®”!

0]

0 o o HN)LO/\/\/ NH, NH,
F F F
| NH I NH \fLNH \[gm f\l F\(J“*N
N’J*o H/go N’go N/J*o N0 N/l\\o
H
o)_/\ C}jOH o F
OH OH
OH
a b [ d e f

Abbildung5: (a) Metabolit Uracil, (b) Antimetabolit S-luoruracil und die Prodrugs (c) Tegaf() Capecitabin
(e) Genritabin und (f) 5Fluorcytosin(Strukturen ohne Stereozentren abgebildet)

Das Cytosinderivab-Fluorcytosin (Ancotil®) wird als Antimykotikum (gegen Pilzerkrankungen)
genutzt, daDesaminasenon Pilzerdieses zb-Fluauracil metabolisieren, welchasiederumderen

RNASynthesaind DNASynthese hemmgAbbildungsf).***

Den Effekt der Steigerung der biologischen Aktivitat eines Phamsakann man zudem sehr gut an
einer weiteren Klasse von organischen Molekilen erkennen, démphetaminen.
N-Ethylamphetanin wurde bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts als Appetitzigler eingesetzt
(Abbildung6a). Die Weiterentwicklund-enfluraminweist eine Trifluormethylgruppe anPhenylring

auf und wurde bis in die 1990er als Anorektik(fppetitziiglereingesetzi(Abbildungéb).® Durch
Substitution der Trifluormethylgruppe durch eine Trifluormethylthiogruppe wurde ein Phaimak
(Tiflorex) erhalten, welches die doppelte Wirksamkeih Vergleich zumTrifluormethylanalogon

besitzt (Abbildung 6c).*¥ Das S&AnalogonN-Ethyk1-(3-(pentafluorsulfanyl)phenyl)propag-amin
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zeigte bei weiteren Untersuchungenm Vergleich mit Fenfluramireine erhdhte Affinitat fur

bestimmte 5SHT-Rezeptoren (SerotoniRezeptorenfAbbildungéd).®?

SO A, S, A
H H H H

a b c d

5

Abbildung6: Anorektika (a)N-Ethylamphetamin, (b) Fenfluramin und (c) Tiflorexd (d) das SFAnalogon

Wichtige Agrochemikalieng u.a. Fungizide, Pestizide, Herbizide und S o
CF
Insektizideg enthalten eine TrifluormethoxygruppeEs gibt jedoch auchH2N4\ND/ :
bedeutsame Pharmaka mit diesem Substituenten wie Riluzol (ein _
Abbildung7: ALS
BenzothiazeDeriva), das zur Behandlung von amgapher Medikament Riluzol

LaeralsklerosgALSkpingesetzt wirdAbbildung?).1®

1.3. Natirliche und "kunstliche" Nuk leasen

1.3.1. Naturliche Nukleasen

Natlrliche Nukeasen sindin Bioorganismen vorkommende Enzyme, welche mit I&inkauren
wechselwirken und Strangbriiche iren. Dadurch kommt es zum Abbau von R[darch
Ribonukleasenind DNA(durch Desoxyribonukleaser)er Strangbruch wird durch die hydrolytische
Spaltungdes Phosphorsaureesters im Rickgrat der Nukleinsatmemworgerufen.Die Nukleinsaure
Abschnitte kdnnen je nach Bedarf durch Enzyme, sogenannte Ligasen, wieder miteinander verknipft

werden.

Unterschieden werden Nukleasen durch den Ort des hydrolytischen Angriffs. Erfolgt dieser an einem
der Enden des Strangeso handelt es sich bei dem Enzym um einentixiease. Produkte dieser
Spaltung sind ein verkirzter Nukleinsdurestrang und einzelne NukleotldeDinukleotide Liegt

eine interne Spaltung des Stranges vor, so handelt es sich um eine Endonukleasgmkl@atiden

als Reaktionsprodukte. Endonukleasen kdnnen wiederum in zwei Klassen unterteilt wgliden

sequenzspezifische und strukturspezifische Nukleasen (z. BERimukleas&EN1)

Nukleasen erfullen im Organismus sehr vielfaltige Aufgaben. So sedbesspielsweisean der
Transkription beteiligt. Die bei der Trankription produzierpg&-tRNA-mRNA undrRNA beinhalten
die komplette Basensequenz der abgelesenen DNA. Diese bestehitaarss und Exons, wobeis

sich beilntronsum nicht-codierende DIA-Abschnittehandelt, welchedeshalb wahrend des Splicings
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von Endonukleasen herausgeschnitten werden. Die fertigen maRIRAIA und rRNAAbschnitte
bestehen dann nur aus Exgrdie beispielsweise im Fall der mRNA wéahrend der Translation in eine

Aminosauresequenz lbersetzt werden.

Weitere Aufgaben sind beispielsweise der Austausch von fehlerhaften Nukleotiden bei der
Strangsynthesdurch Exonukleasen, die Korrektur eines gabelférmig aufgewdlbten Einzelstranges in
dsDNA durch Flagndonukleasesowie Exonukleasemder der Abbau der Nukleinsdurevahrend

desprogrammierten Zelltod, der Apoptosé®™>"

1.3.2. Kuinstliche Nukleasen

Kinstliche Nukleasen sind kleine Molekile, die wie natlrliche Nukleasen zu einer Spaltung von
Nukleinsduren fihren. Diese sind haufig den reaktiven Zentren von natirlichen Nukleasen
nachempfunden. Unterscheiden kann man zwei Klassen von kuestlldbkleasen, zum einen jene

die durch die hydrolytische Spaltung des Phosphorsaureesters zur Spaltung des Stranges flihren und
somit den DNasen und RNasen in natlrlichen Organismen &hneln. Die zweite Klasse basiert auf
einem radikalischen Spaltmechanismuwgobei der Angrifides Substrateam Zuckermolekil von

DNA oder RNAMolekilen erfolgt. Der radikalischeMechanismusverursacht eine irreversible
Spaltung, womit eingpatereRekombination der Fragmente durBmzyme (Ligasgverhindert wird,

und somit zueinem unwiaerbringlichen Funktionsverlust der Makromolekile und im Falle von
kinstlichen DNasen zum Zelltod fuhrt. Beide Klassen beejergrol3es wissenschaftlichegie
pharmakologisches InteressBo kénben mit speziell konstruierten Nukleas&ene maipuliert und

somit fehlerhafte Gencodes korrigiert werden. Das bietet mogliche Anséatze in der Therapie von
schwerwiegenden ténkheitendurch dasAusldschen von vererbten oder erworbem Gendefekten.
AuBerdem liefern kinstliche NukleaseAnsatze fir neue @motherapeutika, welche eine
apoptotische Wirkung zeigen. Bei eingelektiven Anreicherungolcher Substrate in Krebszellen
kénnten eben jene durch Manipuhtion an der DNA und dem dardoigenden Einleiten des

naturlichen ApoptoséMechanismugzerstdrt wedenohnegesunde Zellen zu beeintrachtigen
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1.4.[Cu(1,10-phenanthrolin )2]*/Sigmans System

1.4.1. Hintergrund und Allgemeines zu Sigmans System
Die erste Kupfebasierte kiinstliche Nuklease wurde von der Arbeitsgruppe um Sigman enttféckt.
In frGheren Untersuchungen wurde eine Inhibierudgr DNAPolymerase kon E coli durch den

zweizahnigeriLiganen 1,10-Phenanthrolin festgestellt. Urspringlich wurd
die Inhibierung der Polymeragkktivitat auf die Chelatisierung von fir di

PolymeraseAktivitat notwendigen &k(l1)-lonen zuriickgefiihrt™®  Die

Gruppe um Sigman zeigte, dass die HemmungdifAnwesenheit von

Abbildung8: Struktur
[Cu(phen)]” (Abbildung 8) in Abhangigkeit von Sauerstoff und Thiole  von [Cu(phen)”.
(Reduktionsmittel) zuriickzufiihren #§t">7® Eine Spaltungvurde zudem
hauptséchlich bei BNA beobachtet. HNA wurde mit einer geringeren Rate geschnitten, fIMNA
und ssDNA konnte hingegen keine Spaltung beobachtet wéfi&h.Eine Spaltung von DNA
Molekilen ist somit abh&éngig von der strukturellen Beschaffenheit (Sekundddsiry der

Makromolekile.

1.4.2. Mechanismus der Nuklease-Aktivitat/Sauerstoffaktivierung

Es gibt zwei mogliche Pfade der DBiAdungfir Cu(phen)- entweder bindet die Kupfer(Hppezies
zuerst an die DNA und wird anschlieRend im gebundenen Zusthaiert oder die Kupfer(H)
Spezies wird zunéchst zur KupfeRpezies reduziert und bindet danach an die DSAwohl
[Cu(phen)]*" als auch [Cu(phes]j binden reversibelan dsDNA, jedoch erfolgt dieeduktiondes
Kupfell-DNAAdduktes sehr langsaff?! Somit ist die Bindung von [Cu(phdfi)an die DNA
ausschlaggebend fir die Initialisierung der ES@altung Foldich ist der erste Schritt die Reduktion

der Kupfer(ll}Spezies durch externe Reduktionsmittel wie Thiole. Die aktivierte Form bindet die DNA
in einem nichtkovalenten Modygntwederin der kleinen Furcheder Interkalation® Verschiedene
Untersuchungen zeigten, dass eine Wechselwirkung durch partielle Interkalation eines phen
Liganden unddie Bindung in der kleinen Furche des anderen Liganden angenommen werden

n®¥2#l Ejne vollstandige Interkalatidst aus sterischen GriindendasKupfe(l)»-Zentrum hat eine

kan
tetraedrische Koordinationsumgebumgnicht méglich’”! Neueste heoretischeBerechnunge{DFF

und molecular dockingstudien)zeigenjedodh, dass der praferierte Modus der DNBindung weder
Uber die grofRe Furche noch tber Interkalatmmischen die Nukleobase#uft, sondern die Bindung

in der kleinen Furche am Wahrscheinlichster®fét.

10
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Die Aktivierung von Sauerstoff zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies wird durch
[Cu(phen)]” initialisiert (Schemal). Der erste Schritt besteht aus einer reversiblen Reduktion®on
durch die Kupfer(fppezies. Das resultierende Superoxig Wird durch ein weiteres Mlekul
[Cu(phen)]” zum Peroxid-Anion ¢ in wassriger Lésung zu® protoniert ¢ reduziert. Hinweise auf
diese Reaktionskaskade liefern digrgebnisse mehrerer Arbeitsgrupp€h®™® So wird die
Nukleaseaktivitat von [Cu(pheil) durch BHO, erhoht. Mit Wasserstoffperoxi ist zudem eine
Spaltung von DNA ohrexternen Sauerstoff méglidi®’® Die Nukleaseaktivitat der aktivierten Cu

phenSpezies kanrudemmit einer externen Superoxi@uelle beobachtet werdef®

[Cu'(phen)]* + 0, —= [Cu'(phen)(Oz)]" === [Cu'(phen)(O,)]"

[Cu'(phen),(0;))F  —=  [Cu'(phen),* + 0Oy

| + .o2H I 2+
[Cu'(phen);] + Oy ——  [Cul(phen)] +  HOp

Schemal: Méglicher Mechanismus zur Aktivierungon O, durch [Cu(pheny".

Die genaue aktive Spezies, die fur die Spaltung verantwortlich ist, ist bisher nicht beRelativ
unwahrscheinlich sind jedoch frei diffundierbare Hydroxylradikale, da entsprechende
Quenchversuche negativ ausfiel€f.Ursachlich hierfir kénnte jedoch auch die relative Nahe des
ROSgenerierenden Substrats zum DIRAickgrat sein. Durch den rfzen Weg von moglichen
Hydroxylradikalen zur Ribose kdnnte eine Quenchwirkung durchHa@ger verhindert werden.
al 3f AOK Aal dndagtiesekhneted Mydroxylradikay welches durch Reaktion der
Kupfer(l}Spezies mit Wasserstoffperoxid entstelencaged speciefCU-OH + OH}und nicht frei
diffundieren kand’” Verschieden@ndereVorschlagdiir Spaltungsnitierende Substrateverden in

der Literaturebenfallsalsplausibelangesehen:

cu'"-OH oder CU-OOH oder cd'=ol""

Mit der Aufklarung des genauen Spaltmechanisnhaben sich viele Arbeitsgruppen beschaftigt.
Postuliert wurde urspriglich eine HAbstraktion am C31Atom der Desoxyribose. Andere Arbeiten
zeigten Hinweise fiir einen Angriff am Q#d C5'Atom 8 Mittlerweile wird angenommen, dass der
Hauptpfad des radikalischen Abbaus der DNA arA@h initiiert wird, aber andere Routen ebenso

stattfinden® Zunachst findet hierbei eine Abstraktion eines Wasserstoffatoms statt, womit ein

11
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Desoxyriboseradikal vorliedtinter Dissoziation der Base wird das-&Hm zum Keton xidiert und

nach einer weitererReaktionskaskade-Bethylenfuranon gebilde(Schema).

RO,;PO RO3PO RO,;PO

o P [Cu(phen),]" 0B [Cu(phen),]" oo
H o, 02
R'O;PO R'0,PO R'O,PO
[Cu(phen),]*
O,
RO,PO
.

\(27;0 [Cu(phen)] \&0

_ 0*72 _

Schema2: Oxidativer Angriff von[Cu(phen)] /O, am C1:Atom der Desoxyribos&”!

1.4.3. Weiterentwicklung von Sigmans System

Es gab bisher viele Ansatzpunkte @ptimierungvon Sigmans System. Eine mdgliche Verbesserung
liegt in der Stabilisierung des Kupferkomplexes, da die zwei -plgamden unterschiedliche
Assoziationskonstanten zumdupfe(ll)-Zentrum auiveisen. Wéahrend der erste phdrigandeine
hohe Assoziationskonstantiéir das Kupfei(ll}Zentrum mit logK; =8.8 aufweist, ist diese fur den
zweiten Liganden mit lok, =6.5 wesentlich niedrigef® Fiur Kupfe(l) wurden &hnlich Werte
erhalten: logk;=10.0 und log K=5.8"" Somit kann es bei egingen Konzentrationen des
Komplexes zu einddissoziation kommen, so dass ein Teil als [Cu(ptiemyjiegt, der in Gegenwart
von Q oder HO, eine geringere Nukleasgktivitat zeigt als [Cu(phefi". Einen Lésungsansatz fiir
diese Problematik bieten die sogenannten @lignLiganden, bei denen zwphenlLiganden tber
einen Linker verknupft werden (Abbildung 9). Der Linker bietet zudem weitere
Modifikationsmoglichkeitenum Selektivitédt, DN&Spaltung und Cytotoxizitdt zu erhdhemie
Kupfer()komplexe dieser Liganden zeigen gegeniiber [Cu(pheane wesentlich hohere

Nukleaseaktivitaf?>°®

12
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\
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Abbildung9: 2-Clipphen (links) und Clip-phen (rechts).
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\

Ein anderer Ansatz ist die VergroRerung deSystems der Liganden, um die Affinitat der
entsprechenden Kupferkomplexe zur DNA zu erhdheganden mit solchen erweiterténSystemen
sind Pyrazino[2,3f][1,10]phenanthrolin  &uch Dipyrido[3,2dY H -flgumoxalin, dpqg) und
Dipyrido[3,2a:2',3-c]phenain (dppz) (Abbildung10). Kupferkomplexe mit diesen Liganden zeig
sowohl héhere DNABindungskonstanten als auch hthere Nukleaseaktivitétegeniber Plasmid

DNA([Cu(phen)(dpgfT, [Cu(dpg)(H.O)* und [Cu(dppzH.O)F).2710!

N N N N
o 7N o 7N o 7N
L = L = L N=
phen dpg dppz

Abbildung10: pheno F & A SNI'S [ A3l yRSSystemiA i SNBSAGSNILSY

Eine weitere Moglichkeit der Verbesserung von Sigmans Nuklease &ymiieese von mehrkernigen
KomplexenEne Verkniipfung von zweirtheiten [Cu(phen)?* iiber ein Terephthlat (terph) erzeugt
den zweikernigen Komplex [{Cu(phgg(terph)](terph), wobei es sich um eine seHadttivierende
Nuklease handelt(Abbildung 11).'°? Diese kann somit scDNA in Abwesenheit von externen

Reduktionsbzw. Oxidationsmittel®ntwinden.
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Abbildung11: Selbstaktivierende Niklease {Cu(phen)}z(terph)]”.
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2. Zielstellung

Fluorierte bioaktive Molekile und Komplexe stellen ein interessantes Gebiet in der
pharmazeutischen Chemie dar, da diese haufig ein verdndertes Wirkspektrum und eine erhdhte
Bioaktivitat zeigenJedoch sind keine Arbeiten bekannt, in denen der Einfluss Sinbstitution mit
fluorhaltigen Substituenten fir [Cu(phel}™*, einer &uRerst effektiven kiinstlichen Nukleaset

dem zweizéhnigen Liganden 1;P@enanthrolin (1), auf deren Bindungsaffinitat bzgl. DNA bzw.

deren Nukleaseaktivitat untersucht wurde.

Der erste Teil der Arbeit bestandomit aus der Synthese von in Position 5 substituierten
1,10Phenanthrolinen.Diese Position an der Beneoiheit des Phengerists sollte eine geringe
Wechselwirkung des Substituenten mit der DNA gewahrleistander Literéaur beschriebene
Derivate sind 5-luor, 5,6Difluor- und 5Trifluormethytl,10phenanthrolin (L2L4), wobei das
trifluormethylierte DerivatL4 nur einer theoretischen Betrachtung und Berechnung unterzogen
wurde %7 zydem sind weitere Derivate mit fluorhaltigen Substituenten bekannt, welche die
Substituenten jedoch am Pyridinringagen ¢.B. 2,9-Bis(trifluormethyl}1,10phenanthrolin oder
mehrere Funktionalisierungen an unterschiedlichen Positionen des Phenanthrolins aufitf&i&gh

Auf Grund der oftmals beobachteten Steigerung der biologischen Aktivitdt organischer Molekile
nach Substitution mit fluorhaltigen Gruppen sollten in Position 5 bzw. 5 ufuhKionalisierte
1,10-PhenanthrolinDerivate dargestellt werdenApbildung12). Um weitere Funktionalisierungen
am Liganden zu ermdglichen, sollten zudem jeweilswithylierten Spezies-Rlethylphen mit den

jeweiligen Fluorsubstituenten dargestellt werden.

) “3 “3
R . N F N R N
TSN FON SN
P P =

R= F, CFa, C4F9‘ OCFa, SCF:,, SF5 R= F, CFB, OCF3= SCF} SF5

Abbildung12: Darzustellende fluorhaltige phefDerivate.

AnschlieRend sollte die Komplexierung mit Kupfeg#zen erfolgen. Dieufklarung der Struktur der
Komplexe undEinblicke inderen elektrochemisches Verhaltesollten hierbei ebenfalls realisiert

werden.
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Zielstellung

Der zweite Teil der Arbeit umfasste die biochemische Evaluation der Komplexe. Dazu zahlte die
Erfassung der WechselwirkungitnDNAMakromolekilen. Verschiedene Methoden sollten hierbei
angewendet werden, wie UWsSpektroskopie (DNAchmelzkurven und W¥isTitrationen),
Fluoreszenspektroskopie (EtBverdrangung) und Zirkulardichroismus. Durch eine Interpretation

aller spektoskopischen Experimente sollte der Bindumgslusaufgeklart werden.

Zur biochemischen Evaluation zahlte ebenso #&dassungder Spaltaktivitat der Komplexe
gegenlber superverdrilltePlasmidDNA (scDNA). Es sollten entsprechende Experimeritiels
AgapnseGelelektrophorese durchgefuhrt werden, die der Auftrennung der einzelnen-EdwAen

nach den entsprechenden Spaltexperimenten didfg. sollte eine Korrelation zwischdar Art des
Substituenten undder Spaltaktivitat der Komplexe hergestellt werden. Dafiir sollten auch die
Ergebnisse der DNBindungsexperimente mit Bindungsstarke und Bindungsmodus herangezogen

werden.

Die Motivation firdie Untersuchungdes Einflsees von fluorierten Substituenten aufg8ians
System lag nicht nur in der Erfassung von dessen Nukbgdgetat. Durch eine erwartete hohere
Membranpermeabilitdt durch fluorhaltige Substituenten sollte auch ditotoxizitat der Komplexe

steigen. In diesem Sinne sollten zusatzZAgtotoxizitédstests an Krebszelllinien durchgeflhrt werden.
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

3. Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

3.1. Synthesestrategien fur fluorierte 1,10 -Phenanthroline

Fluorierungen von organischen Mold&d stellen ein grofRes Gebiet der organischen und
metallorganischen Synthesechemie d@Yahrend industrielle Prozesse fur Fluorierungen zumeist
unter Verwendung von extrem reaktivem elementarem Fllgydder Fuorwasserstoff durchgefihrt
werden, ist die Synthese spezieller organischer Molekile auf sanftere und selektivere
Fluorierungsmethoden angewieseklber Jahrzehnte wurderdaher verschiedene Strategien zur
Darstellung von fluorierten Molekilen und zuBindungsknipfungen entwickelunter anderem
Huorierung mit elektrophilen oder nukleophilen Fluorquellem Folgenden werden verbreitete

Syntheserouten und Mdéglichkeiten zur Darstellung von fluorierten Aromaten vorgestellt.

3.1.1. Direkte Fluorierung und Perfluoralkylierung von Aromaten

Nukleophild=luorierung

Eine der &ltesten bekannten Syntheserouten zur Darstellung einfach fluorierter Aromaten stellt die
BalzSchiemanrReaktion dar. Dabei wird ein Amifionktionalisierter Aromat durch Umsetzung mit
einem Nitrit in das entsprechende Diazoniumsdalzerfiihrt. Durch anschlieBende kontrollierte
Zersetzung kann in Gegenwart einer Fluoridquelle wie einem Tetrafluordmian der fluorierte
Aromat erhalten werda. Andere Syntheserouten der Hekphilen Fluorierungverlaufen Gber
sogenannte HalogeAustalschReaktionen KIALEX So kdnnen Halogenaromaten, welche mit
Chlor, Brom+ oder lodsubstituenten funktionalisiert sind, mit Alkalifluoriden wie KF oder CsF zu den
entsprechenden Fluoraromaten umgesetzt werden. Jedoch hangt die Nukleophilie des Fluorids stark
vom Losemittel ab, so daskesein protischen Ldosemitteln nurimen Bruchteil der Nukleophilie in
aprotischen Losemitteln betragtdie geringere Nukleophilie resultiert aus d#arkenSolvatisierung

der starken Base Fluorid in protischen LosemitteMilerdings ist die Loslichkeit in aprotischen
Ldsemitteln sehr géng, so dass auch hier die Reaktivitat stark herabgesetzt ist. Durch Einsatz von
Kronenethernals Phasentransferkatalysatordtann die Loslichkeit erhoht werden, so dass die
Reaktivitdt um ein Vielfaches angehoben wiflinen weiteren Entwicklungsschrittteit die
Verwendung von "nackten" Fluoriden dar. Hierbei werden wasserfreie Ammoniumfluoride wie
Tetramethyl (TMAF und TetrabutylammoniumfluoridTBAIF verwendet, wobei fir wasserfreies
TBAF jedoch eine aufwendige Synthese notwendig ist, da einfacloe&kn@&n aufgrund einer

HofmannEliminierung (Umwandlung quartarer Amine in Alkenehicht moglich ist**®

e
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

Tetraalkylanmoniumfluoride weisen gegenitber Alkalifluoriden eine hohere Loslichkeit in
aprotischen Losemitteln auf die Loslichkeit kanrmierbei Gber die Reste am Ammoniumkation

gesteuert werderg und besitzen so ein grof3egrghetisches Potential.
Elektrophile Fluorierung

Das einfachste Reagenz fir eine elektrophile Fluorierung ist molekulares Fluor. Ausgined
hoher Reaktivitat und damit einhergehender geringer Selektivitiit Handhabungst es jedoch nur
fir wenige Awendungen geeignet. Durch Verdinnung mit beispielsweis&dineistN,/F, 90/10)
und einem geringen Zustrom zur Reaktionsappardtann jedoch die Reaktivitat von Fluor so
heruntergeregelt werden, dasgezielteUmsetzungen mdoglich sinéEbenso &nn die Verwendung
von Sauren als Losemittel die gerichtete Reaktivitat und Selektivitat verbedSér&ine stabileres
und ungeféhrlicheresSubstrat stellt Xenondifluorid damit dem Trimethylsilylaromaten zu den
entsprechenden Fluoraromaten umgesetzt werden konfEr® Eine weitere Klasse fir die
elektrophile Fluorierung sind digogenanntenN-FVerbindungernwie FTEDABFR, (Selectfluog), ein
Derivat des HeterozyklusDiazabicyclo[2.2.2]octan DABCQ Weitere Verbindungen dieser
Substanzklasse  sind N-Fluoro-benzoldisulfonimid NFOBS oder NFTHh und N-
Fluordi(benzolsulfonimidNFS) (Abbildungl3). DieseVerbindungen zeichnen sich dadurch aus, dass
sie stabil, fest, wenig flliichtig und nicht explosiv siBdlcheelektrophilenN-FVerbindungen finden

zudem Verwendung in Silbamnd Palladiurkatalysierten Fluorierungen aromatischer Molek(ifé

CH,CI 0
: B 3%
[2] (BF,), CE NF ©/<'3‘\'?' ’b‘\©
by 80 F
F o
F-TEDA-BF, NFOBS NFSI

Abbildung13: Elektrophile Fluorierungsreagenzie

Perfluoralkylierung

Trifluormethylierungen und Perfluoralkylierungen kdnnen sowohl durch radikalische Substitutionen
als auch durch nukleophile bzw. elektrophile Substitutionen realisiert werden. Radikalische
Substitutionen sind leicht durchfiihrbar, siezen aber meist keine hohe Selektivitat. Als Substrate
dienen z.B. Perfluoralkylhalogenide oder Perfluoraksonsduranhydride aus denen die

Perfluoralkylradikale generiert werdéft®''® Eine radikalische Trifluormethylierung kann mit dem
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

LangloisReagenkESQNaerreicht werden, mit dem eingrof3e Bandbreite an Aromaten umgesetzt
werden kani™” Ein Trifluormethylierungsreagenz nukleophil®tatur ist beispielsweise das
RuppertPrakashReagenz (Trifluormethyltrimethylsilan (TMS@F bei dem mit Hilfe einer
Fluoridquelle wieKF in Gegenwart von Kigp(l) die Trifluormethylierung von Halogenaromaten
initiiert wird."?" Fiir die elektrophile Trifluormethylierung stehen mehrere Substrate zur Verfiigung
wie Umemotos Reageien und Tognis hypervalente lodverbindungébbildung 14a und By

Mit diesen kdnnen ausgehend von aromatischen Alkoholen zudem Trifluormethylether dargestellt
werden!"®! Eine weitere Méglichkeit der Trifluormethylieruigs die photoredoxinduzierte Reaktion

mit Trifluormethylsulfonylchlorid und einem Photokatalysatoej der eine @4-Funkionalisierung an
einem Aromaten erreicht wird. Mit dieser Reaktion kann ein sehr breites Spektrum an aromatischen
Verbindungen trifluormethyliert werdef?® Andere Varianten sindJbergangsmetakatalysierte
KupplungsreaktionerSo sind Kupfey Silber und Palladiurkkatalysierte Trifluormethylierungeand
Perfluoralkylierungen von Aromatemit verschiedenen Fluorierungsmitteltbekannt!” 24130
Dartber hinausvurden Kupferkatalysierte Perfluoralkylierungeim Form von Ulimamdhnlichen
Kreuzkupplungen beschriecben Mit einem breiten Anwendungsspektrum verwendbare
Perfluoralkylierungs und Trifluormethylierungsreagenzien sind Hartwigs Kupf&g€hbindungen,
welche durch 1,1Phenanthrolin stabilisiert werdef® Eine Variante ohne organischen Liganden ist
die Verwendung von Perfluoralkylziderbndungen in Gegenwart von katalytischen Mengen an
Kupfer(ljiodid**¥ Weitere Methoden sind die Einfilhrung eines Trifluormethgider eines
Difluormethybkubstituenten durch eine HFkatalysierte Reaktion von Arylcarbonsauremder

Arylaldehydermit Schwefeltetrafluorid*3**%*

F,C—1—0O ONNO =
2 X 2 N 2 7N\
CF; OTf

NS
Cu

X=8, Se, Te CF3

Abbildung14: Trifluormethylierungsreagenzien (a)ogni reagent || (b) Umemoto reagents
und (c) HartwigsTriﬂuoromethyIatorTM

Schwefelhaltige Substituenten

Perfluoralkylthioether kdénnen ausgehend von Arylthiolen, Arylthiolaten oder Bisaryldisulfiden
dargestellt werden.Bisaryldisulfide liefern durch rasetzung mit Trifluormethyltrimethylsilan und
einer katalytischen Menge von TBAF die entsprechenden Aryl(trifluormethylthio)&tfleBurch
Reaktion von Arylthiolen mit Tognis Reagenz fiihrt die Trifludngiierung des Thiols zur Bildung des
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

Thioethers®*®! Dariiber hinaus sind viele Reaktionen bekannt, bei denen Arylthioether direkt durch
Reaktionder Aromaten mit ECSCI dargestellt werdéfi”! Eine weitere Mdglichkeit ist die Variante
von Yagupol'skii, bei der Aryloglenide in einer Ullmanéhnlichen Reaktion mit CuSGngesetzt
werden”®! Eine Variante hiervon ist die Umsetzung von Bis(perfluoralkyl)disulfiden mit
Arylhalogeniden in Gegenwart von Kupfé! CuSCFkann auch durch andere Systeme wie
AgSCHKI oder Hg(SGR/KI ersetzt werden, wodurch teils bessere Ausbeuten in der
Trifluormethylthiolierung erzielt werden konneMetallkatalysierte Trifluormethylthiolierungen von
nicht-aktivierten oder elektronenreichen Aromaten kénnen durch Palladkatalysierte Reaktiogn
realisiert werden. Eine giinstigere Alternative hierzu stellen Nickellysierte Reaktionen d&f”

Eine neue Variante ist die Sandmeyleifluormethylthiolierung, bei der in einer EifopfReaktion
Diazoniumsalze zu den entsprechenden Thiocyaniden umgesetzt werden, welche durch Reaktion mit

dem RupperPrakaskReagenz die entsprechenden Ar$Zé&rbindungen liefern

Die erste Darstellung von Pentafluorsulfasybstituierten Aromatengelang durch Reaktion von
Bisaryldislfiden mit Agg**? Diese Reaktion erfordejedoch das labile Silberfll)orid und liefert
nur geringe Ausbeuten. Eine Weiterentwickluigg die Umsetzung der Disulfide mit einery/Nk-
Gemisch, wodurch wesentlich bessere Ausbeuten erziedten und der Einsatz von Silberfliprid

B2 Der Austausch des hochreaktiven Fluorgases durch weniger anspruchsvolle

vermieden vird.
Substrate gelingt durch eine nelethode, bei der Billfide zunachst mit @und einem Alkalifluorid
(CsF oder KF) zu den entsprechendepSSikbstituierten Aromaten umgesetzt werden. Dann erfolgt
der Halogenaustausch, fiir detink(l)fluorid genutzt werden kanh*¥ Bei dieser Variante kann auf
hochreaktive oder instabile Reaktanden wieFAgder B verzichtet werden, wobei zudem hohe

Ausbeuten erzielt werden.

3.1.2. Skraup-Reaktion ausgehend von fluorierten Anilin - und Chinolin -Derivaten

Eine vielversprechende Alternative zur selektiven direkten Einfiihrung von fluorierten Substituenten
in 1,10Phenanthrolin ist der Aufbau des ph&weriists ausgehend von fluorierten Synthonen. Diese
Methode hat den Vorteil, dass die Problematik der selektiven Fluorierung entfallt. Zudem sind
diverse fluorierte Aromatendie als Ausgangsspezies dienen kdmkemmerziell erwerblich. Somit
konnte ein ausgearbeiteter Synthesepfad fur unterschiedliche Synthone durchaus zur Darstellung

diverserfluorierter phenDerivate dienen.

Die ubliche Route zur Darstellung von Phenanthrolinen ist die SiRealdtion, die fii die Synthese

von Chinolin, welches gleichzeitig eine Vorstufe fir Phenanthroline darstellt, entwickelt Witrda.
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe

Als Startmaterial dient hierbei Anilin und deren Derivaids CBaustein zur Ringerweiterung dient
Acrolein, welchesn situ durch Dehydratisierung von Glycemgmhalten wird Schema3a). Acrolein

selbst wiirde zur Polymerisation neigen, weshalb es direkt in der Reaktionslésung generi€ffwird.

Der Reaktionsmechanismuserlauft wahrscheinlichiber einen saurekatalysierten rkieophilen
Angriff am endstandigen-Stom des Acrolein§?® Das geformte Konjugat durchléuft eine Reihe von
Umlagerungen, wodurch der zweite Ring aufgebaut wird. Durch eine Dehydratisierung wird
1,2-Dihydrochinolin gebildet, welches durch ein geeignetes OxidationsmiftelNitrobenzol oder

Arsen(V)oxidu Chinolin dehydriert wirdSchemegb).

(a)

H H
H' > H 3
HO/\I/\OH — HO/\H\OH — HO/\/\OH — HOMO - H20+MO - MO
OH (-!;OHZ -H0 -H,0

(b)
+ ,H +/H
9 S X
QS — QS M R
N N N
H H H

H. +H H
o S o o
H H
m w i dj @)j
N -H;0 N N N
1 |l| ] Pt

H H H

l Oxidation
)
-
N

Schema3: (a) Sure-katalysierte Generierung von Acrolein aus Glycerin, ifojglicher Mechanismus der Skratp
Reaktion.!**®!

Fuhrt man die Skraupeaktion mit 8Aminochinolinen durch, so gelangt man zu den entsprechenden
1,10-Phenanthrolinen.Durch Substituenten am @3austein konnen mit der Doebneon Miller
Reaktion funktionalisierte Chinolinund PhenanthrolirDerivate dargestellt werden. Setzt man

Crotonaldehyd mit Anilin um, so gelangt man beispielsweiseMatylchinolin!**”!
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse

3.2. Ergebnisse

3.2.1. Ligandensynthese

3.2.1.1. Versuche zur Darstellung von 5-Fluor -1,10-phenanthrolin ( Fphen)

Wahrend der Materarbeit wurde versuchfphen(L2) tber eine literaturbekannte Syntheseroute
darzusteller®® Dafiir wurde die Nitrierung von-Bluorchinolin mit Nitrierséure durchgefiihrt, wobei
jedoch kein Sluor8-nitrochinolin isoliert werden konnteSchema %1 Zudem zeigte sich, dass die
Durchfihrung einer SkradReaktion ausgehend von -Bluor2-nitroanilin (1) mit einem grofRen
Uberschuss an Glycerin in Schwefelsdure unter extremen BedingungefQ(18€) ebenfalls nur zu
einer geringen Umsetzung des Edukfiefilhrte und zudem die Isolierung des Produk&slurch

einensehr groRerAnteil an polymerisiertem Acrolein erschwert wurde.

F F
R S
''''''''' -
e o
N N
F . |
Glycerin NO, ~N
H,S0,
2 L2
NH,
NO,

1
Schemad: Fihere Versucheur Darstellung von S-luor-8-nitrochinolin (2) als Vorstufe fur FpheriL2).

Die Durchfiihrung der Ba&chiemanrReaktion mit SAminophen und Tetrafluorborséure flihrte
ebenfalls nicht zur Darstellung véiphen(L2), vielmehr konnte ein azogekuppeltes Blsen)-Derivat
erhalten werden(Schema 5Y¢! Der Austausch des B#nions gegen Hexafluorphosphat brachte
keine verédnderte Reaktivitat undoskonnte nur das Hexafluorphosphatsalz des azogekuppelten

BisphenDerivates erhalten werde(Schema b

NH,

X 1) HBF,, iso-Amylnitrit

[N]
N

x HX
I1) HPFg, iso-Amylnitrit
~N

Schemab: Darstellung von azoverbrickten Bghen)-Derivaten
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Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse

Wie eingangs erwahnist eine weitere Mdglichkeit deFluoriering aromatische Systeme die

nukleophile Substitutionbeispielsweise mit Hilfe einétALE>Reaktion(halogen exchang®&eaktion

an Arylhalogeniden odan abgewandelter Formmit der Denitrofluorierungan Nitroaromaten Daflr

wurde zunéchst 1,2@henanthrolin (L) mit Nitriersdure zu Nitro-1,10phenanthrolin (3)

umgesetzt. Als Fluoridquelle fur die Folgereaktion diemtasserhaltigesTMAF welches durch

Erhitzen bei 150C im Hochvakuum Uber 7 Tage getrocknet wurde (die Morphologie von TMAF

andete sich von kristallin zu farblosem Pulyé8chema 6)Durch die Umsetzung konntgphen(L2)

mit einer Ausbeute von 25 % erhalten werden, wobei dierdinigungmittels reverse phas¢iPLC

auf mit perfluorierten Alkylgruppen funktionalisiertem Silica dgie. DieseVariante der Darstellung

vonL2istjedoch sehr zeitaufwendig und materialintensiv.

TMAF * 4 H,0
150 °C, 7 d,
2*102 mbar

X - X

_J HNO4/H,S0, P TMAF P
N XN — "N

N _N DMSO LN

L1 3 L2

Schemab: Denitrofluorierungvon 3 mit TMAE

Eine alternative Syntheseroute ist spater untefSkraupReaktion zur Darstellungfluorierter

phenDerivate"zusammengefasst

3.2.1.2. Versuche zur Darstellung von 5,6-Difluor -1,10-phenanthrolin (F 2phen)

Frihere Versuche der Darstellung vésphen (L3 via BalzSchiemanrReaktion ausgehend von
5,6-Diamine1,10phenanthrolin (4) schlugen fehf“® Es konnte lediglich das entsprechende
Bisb,6-diazoniumjl,10-phenanthrolinBis(tetrafluorborat) (5) isoliert werden, welches sich durch
eine besondere thermische Stabilitat (keine Zersetznisg?00°C) auszeichnéBchema 7)Vielmehr

konnte das Diazoniumsaadurch Sublimation aufgereinigt werden.
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BFy BF,4
H,N  NH, Ny Np* F F
NaNO,
7 A HBF, / TS J \
—N N=— EtOH —N N= —N N=
T<5°C
4 5 L3

Schemar: Synthese von 5:8is(diazonium1,10-phenanthrolin-Bis(tetrafluorborat) (L3)

Unter "SkraupReaktion zur Darstellung fluorierter pheberivate" ist eine erfolgreiche

Syntheseroutdir L3zusammengefasst

3.2.1.3. Versuche zur Darstellung von 5-Trifluormethyl -1,10-phenanthrolin (CF sphen)

Die meisten Routen zur Generierung von trifluormethylierten Arylspezies benétigen den Einsatz von
Ubergangsmetllen als Katalysator. Ubergangsmetalle wie Ruthenium oder Kupfer kénnen jedoch
von ortho-Phenanthrolin komplexiert werden, wodurch deren katalytische Aktivitat gehemmt oder
die Isolierung der organischen Liganden erschwert wird. So dient dieser Ligsrdanderemzur
Stabilisierung von instabilen Oxidationsstufean Ubergangsmetallemder dem Feintuning der
elektronischen Eigenschaften von eben jenen Katalysatoren wie Hantligsioromethylator™s,

bei dem Kupfer(l) stabilisiert wird, oder deRhotoredoxkatalysator [Ru(pheffi”*?*** Ahnlich
verhalt es sich mit Substitutionsreaktionen an Grignardoder Lithiumverbindungn des
Phenanthrolins Aufgrund seiner chelatisierenden Eigenschaften koordimpieen (L1) OrganometaH
Verbindungen des Magnesiums und Lithiummgd wird in Titrationenvon solchen OrganometaH
Verbindungen genutzt**? Dieses Koordinationsverhalten v@hen erschwert die Darstellung und

Verwendung von Grignafderbindungen des Phenanthrolins.

Obwohl kupferkatalysierte Perfluoralkylierungen von Phenanthrolin literaturbekannt sind, konnte
beispielsweise nach der Umsetzung voiBrom1,10-phenanthrolin mit Perfluoroctyl-iodid in
Gegenwart von Kupfer in einer hnn-ahnlichen asymmetrischen Kupplung kein perfluoralkyliertes

"2 Auch die Umsetzung des bromiertéPhenanthrolinsmit

phenDerivat erhalten werde
Hartwigs Reagenz filhrte nicht zuGenerierung von Ckphen (L4). Fir die direkte
Trifluormethylierung von 1,X®henanthrolin (L) wurden demnach nur Ubergarganetallfreie
Syntheserouten verwendet.Ein alternativer Synthesepfadverlauft Uber eine radikalische

151

Trifluormethylierung unter Verwendung des LanglBsagenz NaSOR in DMSO™ Jedoch konnte

bei einer Umsetzung vanl mit Natriumtrifluormethylsulfinain DMSO kei€kphenisoliert werden.
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Eine andere Mdglichkedler Einfiihrung einer Trifluormethylgruppe &nem Aromaten stelldie
Umsetzung einer Carbonsaure mit Schwefeltetrafluoddr. Zunachst wurde £arboxyl,10-
phenanthrolin 8) ausgehend vonl,10Phenanthrolin (L1) dargestellt. L1 wurde hierzu mit
Natriumhypochlorit zu 5®ihydre5,6-epoxy1,10phenanthrolin (6) oxidiert, welches folgend mit
Natriumcyanid zu &yanophenanthroli7) umgesetzt wurdé** Das Cyani@ konnte dann mit
Natronlauge zur entsprechenden Carbonsau hydrolysiert werden $chema 3***! Die
Carbonsaure8 wurde mit Si in DCMin mehreren Versuchebei unterschiedlichen Temperatem
(-78 bis +40°C) und Reaktionszeiten (eine Minute bis mehrere Stunden) umgesetzt. Trotz einer
beobachteten Farbé&nderung (klar zu gelblich) konnte K&gphen bei der NMRspektroskopischen
Analyse der Reaktionslosung detektiert werden. Ursafiltedie fehlende Umsetzungdnnte die
geringe Loslichkeit der Carbonsaw@den DCMsein. Fluorwasserstoann bei der Fluorierung von
Carbonsauren mit $Bls Katalysatodienen™? Allerdingsist anzunehmen, dasgeringe Mengen HF
cresultierend aus der Hydrolyse von,Skirch einen geringen Anteil an Restfeuchte im DEM
wahrend der Umsetzung generiert wurden und so zumindest ein geringer Ant€ikphen hatte
entstehen missenSomit sollte derzukinftige Fokus fir eine erfolgreiche Umsetzung in der

Erhohung der Loslichkeion 8 liegen.

CN COOH CF,
s e s e
NaOCl NaCN NaOH SF4
| v W W W
_N _N _N DEN _N
L1 6 7 8 L4

SchemaB: Darstellung vor8 und Umsetzung/on 8mit SF.

Auch fir die Synthese vddRphen (L4) ist die SkraugReaktion eine mogliche Alternative und wird

spater in einem eigenen Kapite¢schrieben.

3.2.1.4. Versuche zur Darstellung p erfluoralkylierte r phen-Derivate

Prinzipiell werden Perfluoralkylgruppen ahnlich gehandhabt wie ihr kleinster Vertreter, die
Trifluormethylgruppe. Normalerweise werden diese wies-GFRuppen durch UMatalysierte
Substitutionen inorganische Substrate eingeftihrt, wie dies beispielsweise bei der Verwendung von

PerfluoralkylziniSubstrate der Fall ist'*? Wie bereits zuvofiir Ckphen beschriebenwurde auf
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die UMkatalysierte Substitutiorfiir die Derivatisierung von Phenanthrolingarzichtet, da in ersten
Versuchen wahrend der Masterarbeaitit solchen Substitutionsreaktionekein perfluoralkyliertes
phenDerivat isoliert und nachgewiesen werden konnfgies bedeutet jedoch nicht, dass eine
Perfluoralkylierung; beispielsweise in eer kupferkatalysierten Ullmanréhnlichen asymmetrischen

Kupplungg nicht realisiert werden kann. Vielmehr lag der Fokus aufftéién Syntheserouten.

Eineandere Mdglichkeit ist die Generierung von Perfluoralkylradikalen und deren Verwendung in
radikalisclen  Substitutionen. Solche  Perfluoralkylradikale  kénnen  ausgehend  von

Perfluoralkylsulfinaten oder Perfluoralkyliodiden generiert werden.

In einer EirTopfReaktion konnen die Radikaile situ generiert und mit dem organischen Substrat
direkt umgesetzt werdn. Bereits in der Masterarbeit konnten-Perfluorbutyt (pFBuphen,
5-Perfluorpropyl und 5Perfluoroctytl,10-phenanthrolin nach einer Umsetzung vard mit H,O,,
TFA und dem entsprechenden Perfluoralkyliodid in Aceton detektiert werttenRahmen der
vorliegenden Arbeitkonnte zudem die Regioselektivitater radikalischen Perfluorbutylierung
quantifiziert werden. Das Hauptprodukt ist demnach das in Position 5 substituierte-[paevat
pFBuphen(L5. Mit einem geringenAnteil fallen zudem alle anderen einfach substituierten phen
Derivate 4-, 3- und 2-PerfluorbutylphenL6L8 an (Schema 9) Eine Mehrfachsubstitution wird
hingegen nicht beobachteEineErklarungir die Regioselektivitdtdnnte diegeringe Reaktivitat von

protonierten PyridinSpezies gegeniiber Perfluoralkylradikalen gebéh.

C4Fq CaFe
X 202 TFA C4F9 X
) C4Fel >
| N B —— C4Fg
=N Aceton
15 % 3% 1% 1%
L1 L5 L6 L7 L8

Schemad: Radikalische Perfludoutylierung von 1,16Phenanthrolin

Die Isolieung der einzelnen Regioisomek®nnte leicht durch S&ulezhromatographie realisiert
werden. Je kleiner die relative Nahe des Substiter am Heteroatom war, desto kirzer war die
Elutionszeit Dies koénnte durchden starken elektronenziehenden Effekt des Perfluorbutyl
substituenten erklart werden, der die Basizitat des Stickstoffptien-Derivat verringert. Durch eine

Verringerung der Bazitat wird die Wechselwirkung mit dem Silicagel verringert, was wiederum die
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Elutionszeit des Molekils verkirzt. FUuB kénnte zuséatzlich eine sterische Abschirmung des

basischen Stickstoffs zu einer Verringerung der Wechselwirkung mit der stationaea fehren.

3.2.1.5. Skraup-Reaktion zur Darstellung fluorhaltiger phen  -Derivate

Erste Versuche der Darstellung von Chinalind PhenanthrolirFDerivaten mittels Skraufeaktion

unter Verwendung eines hohen Uberschusses von Glycerin und hohen Reaktionstemperaturen bei
einer langen Reaktionszeit fuhrten zur Bildung einer grof3en Menge eines schwaersss
vermutlich ein Acroleinpolymer aus der unkontrollierten Polymergsativon in situ-gebildetem
Acrolein Dadurch bestanden mechanische Hindernisse bezlglich der Durchmischung der
Reaktionslésung und somit eine geminderte Reaktionsrate. Zudem konnte die resultierende
Suspension nicht vernlnftig aufgearbeitet werden. Eineastthal und temperaturunterstiitzte
Extraktion der Reaktionsprodukte mit organischen Losemitteln schlug fehl. Zudem ist die Stabilitéat
der einzelnen Substituenten unter den harschen Reaktionsbedingungen nicht gegeben. So wurde in
der Literatur die Hydrose der CFGruppe bei der Skraugreaktion mit 8Amino
5-(trifluormethyl)chinolin  beschrieber™  Eine  Moglichkeit der  Verringerung  von
Reaktionstemperatur unezeit durch Verwendung von Acroleinderivaten wurde Y@e und Chang

fur die Synthese von -Bluor8-nitrochinolin angewendet® Dabei wurde statt Glycerin
Acroleindiethylacetal verwendet und al®xidationsnittel wurde Tris(asen(V)oxigtPentahydrat
genutzt.Die Temperatur konnte gegenubder urspriunglicherMethode von 160 auf 120 °C und die

Reaktionszeit von mehreren auf 2 bis 3 Stunden gesenkt werden.

Als Eduke¢ wurden ¢ neben 5Fluor2-nitroanilin (1) ¢ 2-Nitro-4-(trifluormethyl)anilin (10), 2-Nitro-
4-(trifluormethoxy)anilin (11) und 4,5Difluor-2-nitroanilin (9) genutzt um die verschiedene
fluorhaltigen 8-NitrochinolinDerivate 2 und 12 bis 14 darzustellen(Schema 10)Diese dienten als
Precursor fur die Darstelig der PhenanthroliDerivate L2 bis L5 Durch die sanften
Reaktionsbedingungen wurden Gegensatz zuBkraupReaktion mit Glycerin keine Hydrolyse der
Ch-Gruppe beobachtet.Um optimale Ausbeuten zu erzielen, war das exakte Einhalten der
Saurekonzetration und der eingesetztengivalente von Reuktionsmittel und Acroleindiethylacetal
eminent wichtig. So wurden beispielsweise bei zu groRen Mengebxaationsnittel dramatische

Einbuf3en bei der Ausbeute verzeichnet.
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Y 3 As,05 * 5 H,0 Y o
X ADEA X W ) X=HY=F 1 - 2 N
— i) X=Y=F 9 — 12 ADEA =
NH,  H,S0, (~ 70 %ig) N i) X=CF3;, Y=H 10 — 13 ~o oS
NO, NO, iv) X=0CF3,Y=H 11 — 14
1, 9-11 2,12-14

Schemal0: Darstellungder 8Nitrochinolin-Derivate2 und 12 bis 14mittels SkraupReaktion.

Das Sfsubstituierte 2Nitroanilin 16 konnte ausgehend voB-(Pentafluorsulfanyl)nitrobenzall5)
durch Aminierung nach einer Methode von Beier mit Trimethylhydraziniumi¢ohdHI) und der
Base Kaliuntert-butanolatin DMSO erhalten werdéft® Dieses wiederum konnte nach der oben

beschriebenen Prozedur zurd\8trochinolinDerivatl7 umgesetzt werder{Schema 11)

TMHI As;05 * 3 Hy0
FsS 'BuoK S ADEA FsS x W )
P TMHI = —N-NH, |
DMSO NH,  H,SO, (~ 70 %ig) @Q |
NO, NO, NO,
15 16 17

Schemall: Darstellung vor8-Nitro-6-(pentafluorsulfanyl)chinolin(17).

Alle 8Nitrochinolin-Derivate (2, 12-14, 17) konnten in akzeptablenbis gutenAusbeuten fir die
SkraupReaktion (19% bis 42%6)erhalten werden.

3.2.1.6. Darstellung weiterer 8 -Nitrochinolin -Derivate als Percursor fur die phen -
Synthese

Die ersten Versuche der Darstellung von schwefelhaltijenstufen sollten ausgehend von
Bis(5chinolyl)disulfidDerivaten erfolgen(Schemal?2). Die Darstellung von 1-Ris(8nitrochinolin-5-
yhdisulfid (19) sollte durch die Umsetzung von Schwefel miBmM8-nitrochinolin (18) in
Gegenwart von dtrabutylammoniumfluorigd Kupfer(ll)chlorigdo-Phenanthrolin und Céasiumcarbonat
als Baseealisiert werder™” Es konnte ein gelber Feststoff isoliert werden. Eld&IMR Spektrum
wies Signale auf, welehdem Disulfid19 zugeordnet werden konnten. i® Signale im Spektrum
wiesen verglichen mit dem EdulB8 eine andere Verschiebung auf. Das Aufspaltungsmuster der
Peaks wies zudem auf das gewinschte Substitutionsmuster am Chinolingenisi9 hin.

Massenspktrometrie mittelsElektrospraylonisation (ESRonnte nicht zur Identifizierung dienen, da

e
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eine Protonierung des Molekils scheinbar nicht leicht zu realisievan oder das protonierte
Molekul auf Grund seiner hohen Masse nicht detektiert werden konntdittels
ElektronenstofZionisation konnte der Molekllpeakit sehr geringer Intensitatletektiert werden.

Das Zerfallsmuster des Substrats und derer Fragmente konnte anhand des Massenspektrums jedoch
nicht aufgeklart werden. Die Elementaranalyse ergab emehohen SchwefelanteiMvelcher aus der
Umsetzung mit elementarem Schweteld einer ungenigenden Aufarbeitung resultieren konrida

das Reaktionsprodukt jedoch eine sehr geringe Loslichkeit in gangigen Losemitteln akdwwigs,

keine geniigende Aufreigung realisiert werdenDurch diegeringe Loslichkeit des Disulfidl® war

zudemeine weitere Umsetzung nicht erfolgsversprechend

SCF4
X
Br *
CuCl,*2H,0, phen 7 @ N/
\ -
N TBAF, Cs,CO; N NG, (HiCEN_ N(CHs),
N AT TDAE = =
H,0 ON s/ g SFs (HCIN  N(CH),
NO, 100 °C, 27 h 2 R
AN
18 19 7
(i) TDAE, CF3l NO,

(ii) KF, Cls (iii) ZnF,

Schemal2: Synthesestrategie zur Darstellung SGHozw. Sk-substituierter 8-Nitrochinolin-Derivate

Der Precursor fur das S&Enktionalisierte Phenathrolin wurde Uber eine melstufige Synthese
dargestellt. Zunachst wurde-Aminochinolin(21) durch Reduktion von-Blitrochinolin(20) erhalten
Dieses wurde in einer Sandmesy@mlichen Reaktion in Anlehnung an die Methode von $Seo
zum Thioether FTrifluormethylthio)chinolin (23) umgesetzt*?! Dabei wird das Amine
funktionalisierte Chinolin zum Diazoniumtetrafluorborg®?) umgesetzt und diese situ durch
Reaktion mit CUSCN zum Thiocyammfunktioniert, welches wiederum mit dem RuppédPrakash
Reagenzzu 23 reagiert. Diese Reaktion zeichnesich durch luftstabile Edukte, ihre hohe
Regioselektivitat und hohe Ausbeuten aler letzte Schritt ist die Nitrierungon 23, welche durch
die Reaktion mit Kaliumnitrat in,BQ gelang(Schema 13)Auch diese Reaktion verligfit hoher

Regioselektivitatind sehrhohen Ausbeutervon 24.
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NaSCN
, BFy CuSCN
NH, NaNO, N, TMSCF, SCF; SCF3
S HBF, s Cs,CO; o KNO5 x
~ o A B
N EtOH N MeCN N H,S0, N
NO,
21 22 23 24

Schemal3: Darstellung von &Nitro-5-(trifluormethylthio)chinolin (24).

Die Diazotierung von-Bmino-8-nitrochinolin gelang nicht, so dass die Nitrierung des Chinolins nach
obiger Syntheseroute im letzten Schritt eingefihrt werden musste. Das Ausbleiben der Reaktion ist
hierbei Uberraschend, da die Diazotierung von Referetmrndungen wie p-Nitroanilin oder

1-Amino-4-nitronaphtalen bekannt ist>®*

Die Darstellung von perfluorbutylierten Chinolinen gelamirch eine Kupfekatalysierte
Kupplungsreaktion von Perfluorbutyliodidit halogenierten ChinoliDerivaten(Sdhiema 14) Diese
Ullmannéhnliche Kupplungsreaktion hat gegeniber radikalischen Substitutionen den Vorteil der
regioselektiven Funktionalisiergn von ChinolifDerivaten. Zunachst wurde die Reaktivitat
verschiedener Chinolinhalogenide (Bromide und lodide) getestet und der4sSvdin einer weiteren
Funktionalitat in Form einer vorhandenen oder nicht vorhandeNgénogruppe (Derivate18, 25 bis

27) auf die Kupplungsreaktion untersucl@hne Isolierung der perfluorbutylierten Spezi&und 29
wurde die Ausbeute NMRspektroskopisch {FNMR) mit Hilfe eines internen Standards
(Monofluorbenzol) bestimmt, welcher nach Beendigung der Reaktion zReaktionslésung

hinzugegeben wurde.

Die Bromide25 und 18 zeigten Umsetzungen mit hoheren Ausbeuten als die entsprechenden lodide
26 und 27. Zudem verlief die Reaktion mit den Bromiden selektiver. Im Gegensatz dazu wurden fir
die Reaktionen mit den lodidemehrere Reaktionsprodukte detektiert. Eine erhdhte Reaktivitat der

lodide kénnte eine Erklarung fiir die minderselektivere Reaktion sein.
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Cu
X CaFsl C4Fg
DMSO
X ~
P +  CyFanu T P>
N N
X=Br 25 28
X=1 26
, ()X=Br 78% X=1 81%
KNO; i KNO; ;
0| n,s0, | H,S0, i)X=Br 21%,X=1 15%
cu ! iy X =Br 23%, X=1 17%
x C4F9| C4F9
DMSO
= X
+  CoFanel
N” (i) N
NO, NO,
X=Br 18 29
X=1 27

Schemal4: Ullimann-&hnliche Kupplung vom-Perfluorbutyl-1-iodid mit verschiedenen Chinaien.

AnschlieRend wurde die optimale Syntheserogteund ii) zur Darstellungvon 5n-Perfluorbutyt
8-nitrochinolin (29) genutzt. Die Aufreinigungvon 29 erfolgte s&ulenchromatographisch mit

anschlieRender Sublimation.

3.2.1.7. Darstellung der phen -Derivate ausgehend von Chinolin -Precursor en

Die funktionalisierten &Nitrochinoline mussten im nachsten Schritt zu den entsprechenden
8-Aminochinolinen reduziert werden. Eineelversprechend#&/arianteliefern Lee und Chang miter
Umeetzung der Nitrochinoline miZinn(Il)chlorid in Salzsaufé® So konnte die Reduktiodiverser
8-NitrochinolinDerivatemit hohen Ausbeuter{63 bis 92%6)durchgefiihrt werden. Ein Vorteil dieser
Methodeist die einfache Aufarbeitun@Extraktion der basisch eingestellten Reaktionslosunei)der

auf Sdulenchromatographie oder &hnliches verzichtet werden konnte.

Einzig fur &Nitro-5-(perfluorbutyl)chinolin(29) konnte die Reaktion nicht angewendet werdeata

das Nitrochinolir29 eine zu geringe Ldslichkeit in Salzsédure aufwies und sehr geringe Ausbeuten bei
gleichzeitig sehr hohem Bedarf an Losemittel anfiefarf.alternativeVersuche zur Reduktion wurde
verzichtet, da mit der radikalischen Perfluorbutylierung von b@nanthrolin eine zeitund

ressourcesparende Alternative zur Verfigung stand.

Ausgehend von den funktionalisierterA8ninochinolinen konnten mittels einaeweiteren Skraup

Reaktion die fluorierten phefDerivate dargestellt werden Die Reaktion konnte analog der
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Darstellung der &itrochinoline durchgefuhrt werden, wobegine etwas groRere Menge an
Acroleindiethylacetal verwendet wurde urfdr die Isolierung derProdukteleichte Modifikationen
notig waren(Schema 1p So wurde bei der saulenchromatographischen Aufarbeitung ein polarer
Eluent genutzt, dem zusatzlich Isopropylamin beigefligt wurde um das Silicagel zu deaktimieren.
Ausbeute (25 bis 4%) lagen irrinem ahtichen Rahmen wie fiir die Skrataktion zur Darstellung
der Nitrochinoline.Insgesamt konnteffiiinf verschiedene 5¢-phen-Derivate(X = F, GFOCE, SCk

Sk) und das difluoriertephen mit dieser Methode dargestellt werdeis¢hemal5). Diese konnten
durch Sublimationin hoher Reinheiterhalten und durch NM#Spektrokopie ', *F, *GNMR),

Massenspektrometrie (EMS und Elementaranalys€HNs-Analyse) charakterisiert werden.

Y 3 As;05 * 5 H,0 )  X=HY=F 30 — L2
X \ ADEA i) X=H Y=SCF; 35 — LM
_ i) X=Y=F 31 — L3
N H,S0, (~ 70 %ig) iv) X =CFa, Y=H 32 — L4
NH, V) X=OCF,Y=H 33 —= L9
vi) X=SFs Y=H 34 — L10
30-35 L2-L4, L9-L11

Schemal5: Darstellung von fluorhaltigen pheiDerivaten mittels Skraugreaktion ausgehend von fluorhaltigen
8-Aminochinolinen

3.2.1.8. Doebner-von Miller -Reaktion fur die Dar stellung methylier ter Chinolin -Derivate

Fur eine weitere Funktionalisierung der Phenanthroline kann beim Aufbau des Ringgeristes statt
dem C3Baustein ein substituiertes Acroleierivat eingesetzt werderso kann bei der Umsetzung
@2y S A y-Bogition fynktibnalisiertemh -i -ungeséttigtem Aldehyd mit -Rlitroanilin ein in

Position 2 funktionalisiertes-RBliitrochinolin erhalten werden.

Zur Darstellung von fluorhaltigen-Methyl-phen-Derivaten mit einer Methylgruppe in direkter
Nachbarschaft zum Stickstoffatomrurden zunéhbst die 2-Methyl-8-nitro-X-chinoline(X=F, CEk, Sk)

36 bis 38 dargestellt Dies gelng jeweils durch Umsetzung des funktionalisierteii®oanilin
Derivats {, 10 und 16) mit Crotonaldehyd in Schwefelsaure in Gegenwart des Reduktionsmittels
Trigarsen(V)oxigtPentahydrat(Schema @). Die Reaktion konnte analog der Skrargaktion zur

Darstellung von &itrochinolinDerivaten durchgefihrt werden.
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Y Y
X " X .
g 3 As;05 * 5 H,0 = i) X=H,Y=F 1 — 36
" g N i) X=CFs,Y=H 10 —= 37
2 H>S0, (70 %) i) X=SF5,Y=H 16 — 38
NO, NO,
1,10, 16 36-38

Schemal6: Darstellungder funktionalisierten 2Methyl-8-nitrochinoline 36-38 via Doebnervon Miller-Reaktion

3.2.1.9. Reduktion von 2 -Methyl -8-nitrochinolin -Derivaten

Erste Versuche zur Reduktion der oben genannten Spezies wurden in Anlehnung an die Reduktion
von 8NitrochinolinDerivaten mit Zinn(lDdichlorid in Salzsaure durchgefihrt. Bei diesen
Umsetzungen konnten jedoch nur geringe Ausbeuten der Amine erzielt wefiien25%im
Vergleich zu bis zu 92 der nichimethylierten Chinoline)Da es sich hierbevahrscheinliclum eine
Reduktion mit SEMechanismugsingle electron transf¢rhandelt kann der elektronenschiebende
Effekt der Methylgruppeursachlich fur die gringe Effizienz der Reaktion sejrdurch die hohere
Elektronendichte des aromatischen Systems wird eine Elektronenubertragumd=lektronendonor

Zinn(Iauf die Nitrogruppeerschwert.

Eine andere Mdglichkeit ist die Palladitkatalysierte Reduktiomit einem Wasserstoffdonor wie
Hydrazinhydrat(Schema 1, Reaktion A. Ein Problem dieser Methode ist eirenschlieRende
Weiterreaktion des umzusetzenden Substratglie Hydrodefluorierung, die bei bestimmten
Bedingungendirekt nach derReduktion der Nitrainktion ablauft (Schema 7, Reaktion B.
Erkennbar ist die nacheinander ablaufende Reaktion daran, dass keine hydrodefluorierten

8-Nitrochinoline beobachtet wurden.

F NoHsOH F NoHsOH
= Pd/C . Pd/C =
o S o
N EtOH N EtOH N
NO, reflux NH, reflux NH;
36 A 39 B

Schemal7: Postulierter Reaktionsmechanismus fir die Reaktion v8&mit Hydrazinhydrat und Pd/C

Am Beispiel der Riktion von 5Fluor2-methyt8-nitrochinolin  (36) wurden die
Reaktionskdingungen bzgl. Katalysatorladung, Menge der Wasserstoffquelle und der

Reaktiorstemperaturvariiert, um die optimalen Konditionen firr eine solche Reaktion zu bestimmen,
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bei derdie Reaktion nach der Reduktion des fluorierten Nitrochincd®gReaktionA) stoppt und

keineanschlieRendélydrodefluorierungrzon 39 (ReaktionB) ablauft.

Tabelle2: Anséatze und Parameter fur die Optimierung der Reduktion \88(die Konzentration des Eduktes in Losung fur
die Ansatze betrug 5hM bezogen auf das Gesamtvolumen an EtOH)

Reaktion Edukt Pd(als Pd/C) T[°C] N,HsOH Ausbeute Ausbeute
(Fquin® (HDFquinj

1 1 Aq. 0.05 Aq. 78 15 Aqg. 53% 37%

2 1 Aq. 0.05 Aq. 78 5 Aqg. 0% 0%

3 1 Aq. 0.05 Aq. 65 15 Aq. 67 % 15 %

4 1 Aqg. 0.01 Aq. 78 15 Aq. 77 % 5 %

5 1 Ag. 0.01 Aqg. 65 15 Aqg. 83 % 0%

®Fquin:8-Amino-5-fluor-2-methylchinolin(39); bHDFquin: 8Amino-2-methylchinolin.

Reaktion Bkann durch Senkemon Reaktionstemperatur und Katalysatorladung inhibiert werden.
Die Konzentration des Hydraziniumhydroxids spielt dabei fir das Produktverhaltnis keine
entscheidende Rolle, jedoch l|aufReaktion A bei einer zu geringen Konzentration der

Wasserstoffquelle ebdalls nicht aTabelle2).

Die optimalen Reaktionsbedingungen waren demnach Reaktionstemperaturen656@, eine
Katalysatorladung von % undeine Konzentration anHydrazinhydrat von mindesteng50mM
(bezogen auf das Gesamtvolumen an EtOMit diesen Bedingungerkonnten zwei 8-Amino-

2-methylchinolinDerivate(39, 40) dargestellt werden (Schema)L

Y Y
X X
= e NHon Hc(i0%) = ) X=H,Y=F 36 —> 39
z 2% z i) X=CF;, Y=H 37 40
N < 68 °C, EtOH N if) 3 -
NO, NH,
36, 37 39, 40

Schemal8: Reduktionder 2-Methyl-8-nitro chinoline 3 und 37 mit Pd/C und Hydraziniumhydrax.

Be der Umsetzung von-Rlethyl-8-nitro-6-(pentafluorsulfanyl)chinolin(38) wurden zwei Produkte
erhalten Neben dem Aminochinolidl konnte ein weiteres Produkt, das Hydroxylami, isoliert

werden (Schemal9). Es handelt sich dabei um eine Zwischenstufe der Reduktion38 zum
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Amin4l. Das Hydroxylamid2 konnte jedoch mittelseiner weiteren Reduktion mit Pd/C und

Hydraziniumhydroxl nahezu quantitativ in das entsprechende Aminiberfiihrt werden.

Pd/C (10 %)

FsS N N,H.OH FsS N FsS S
—~ P * -
N <68°C,8h N N
NO, EtOH NH, NHOH
38 41 42
Pd/C (10 %)
FsS N N,H5OH FsS X
~ -
N <68°C, 24 h, N
NHOH EtOH NH,
42 M

Schemal9: Reduktion von38 mit Pd/C und NH;OH.

3.2.1.10. Skraup-Reaktion mit 8-Amino -2-methylchinolin -Derivaten und Doebner -von

Miller -Reaktion mit 8 -Aminochinolin -Derivaten

Die Wahl der Reaktionen zum Aufbau des plBarists knn je nach gewiinschtem
Substitutionsmuster  variiert  werden.  Beispielsweise  k&nnen-Me&26-X-phenDerivate
(X=fluorhaltiger Substituent)sowohl ausgehend von -Rlitro-4-X-anilin als auch von -Rlitro-5-X%-

anilin dargestellt werden. Das Gleiche gilt filhMB-5-X-phenDerivate. Nutzt man zweimal die
Doebnervon MillerReaktion so gelangt man zu ZjBunktionaliserten phenDerivaten (5-F
neocuproin) So kdnnen beipielsweise Neocupr@erivate dargestellt werderin Schema 2@ind

die dargestellten Verbindungen und die Syntheseroditen & 2 ¢ 2 K RAZNOKISFNKNI S

allgemein mdgliche-£),zusammengefasst.
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X C X B
W0 W iy
N7 NH,
NO, NO,

2,24 1

X X &
LW m i) Q
N7 NH,
NO, NO,

(i) Crotonaldehyd, Arsen(V)oxid
F (i) Pd/C, NxH50H
(iii) Acroleindiethylacetal, Arsen(V)oxid
§ = . . = (iv) SnCl,, HCI
(i) . (i ()

—

4

X X
0, L G, G,
NH, N7

NO, NO,

10, 16 37,38

(Gi)_ i)

NO, NO,

1 36 L12

A: X =CF;, SF;
B:X=F
C:X=F, SCF;
1 36 L17 D:X=F

E:X=R

NO, NO, | =N

R = fluorhaltiger Rest, mdglicher Reaktionspfad

Shema20: Durchgefihrte und mogliche Synthesepfade zur Darstellung von
2-Me-X-phen-Derivaten (X=H, F, C§ SCE, Sk) und 5F2,9-Me,phen.

Es wurden insgesanfifinf verschiedendluorhaltige 2-Me-X-phen-Derivate (& F, Ck SCE, SE) (L12
bis L16 durch die Kombination von Skraidfeaktion und Doebnevon MillerReaktion dargestellt
und durch NMRSpektroskopie 'H, 'R, *GNMR, Massenspektrometrie (MBSI) und
Elementaranalyse (CHM®alyse) charakterisienverden Zudem konte das Neocuproiberivat

5-F2,9-Me,phen(L17) dargestellt und NMRpektroskopisch charakterisiert werdéabbildunglb).

F
= =
| N ‘ 7
=N =N
L12 L13 L14 L15 L16 L17
5FMephen 6FMephen CFz;Mephen SCF3;Mephen SFsMephen Fneo

Abbildung15: Ubersicht der synthetisierten fluorhaltigen-Mephen-Derivate.
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3.2.1.11. Darstellung von unsubstituiertem 2 -Methyl -1,10-phenanthrolin  (Mephen)

Mephen (L18) kann sowohl durch SkratfReaktion ausgehend von-8mino-2-methylchinolin als
auch durch Doebnervon MillerReaktion ausgehend von-Aminochinolin mit Crotonaldehyd
dargestellt werden. Bessere Ausbeuten konnen jedoch durch die direkte Methylierung von
1,10Phenanthrolin(LY) mit Methyllithium und anschlieRender Oxidation mit Braunstein (MnO
erzielt werden. Daflr wurde-Phenanthrolin mit Méhyllithium in trockenem Toluol umgesetzt und
anschlieRend in wéassrigem Medium mit Braunstein vers&?tDie Aufreinigung erfolgte durch
Umkristallisierung des Rohproduktes aus eineriHexan/DCMGemisch. Beim Gebrauch eines

geringen Uberschusssdes Methylierungsubstrats wurde keine Mehrfachsubstitution beobachtet.

3.2.1.12. Weitere Funktionalisie rung von 5FMephen

Fur die weitere Funktionalisierung von fluorierten pHearivaten mit bspw. Peptiden, unter
anderem fur das aktive Targeting von Biomolekilen, ist die Umwandlung der Methylgruppe in
geeignetere funktionale Gruppefiir Kupplungsreaktionemotig. Am Beispiel voBFMephen(L12
wurden Transformationen der Methylgruppe getes{&chema2l). Durch Reaktion mit Selendioxid
konnte die Methylgruppe selektivxaliert werden, so dasder entsprechende Aldehy&CHOphen
(L19 erhalten wird*® Eine weitere Transformation wurde durch die Reduktion des Aldehg@s

zum Alkohol FOHphen(L20 durch Umsetzung mit Natriumborhydrid erreidtt! L20kénnte mittels
Veresterung an as Carbonséurende von Peptiden gekoppelt werdersolcheAlkohole kénnten
zudem in die entsprechenden halogenierten Spezigberfiihrt werden die Verwendung in

Kreuzkupplungen finden

8802

B —— e ——

N Dioxan/H,0 (4 %)

\

~N OH - N Br
L12 L19 L20

Schema?l: Funktionalisierung voriL12
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3.2.1.13. Konzentrationsabhangiger NMR-Shift fur 1,10 -Phenanthroline

Vergleiche von'H-NMRSpektren der gleichen fluorierten pheéSpezies mit verschiedenen
Konzentrationen zeigten eine unterschiedliche Verschiebung furPd@onen gleicher Position
(Referenzierung auf das LOosemittelsignal von ¢DOiese konzentrationsabhangige Versblieg
konnte auchschonfiir Chinoline beobachtet werdetf? Diese resultiertervermutlich aus einer
intermolekularen Wechselwirkung der Chinoline untereinandiéier konntenselbst"cross over fir
Signale identischer Protonen aufgezeigt werden, so dass-dfidRkroskopische Experimente fir die
Charaktersierung solcher Substanzen unter Berlcksichtigung der Konzentratogenommen
werden sollten. Aus diesem Grund wurden fiwei Substrate konzentrationsabhéngige-NMR
spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt, um solche Variationen itveesthiebungn der
Protonensignale von 1,1Bhenanthrolinen qualitativ abzubilden. Als Susbtrate wurEphenund
6FMephenausgewahlt, zum einen auf Grund der quantitiv hohen verfiigharen Menge der Liganden
als auch als Beispiel fur eine methylierte undeenichtmethylierte Spezieer untersuchte Bereich

der Substratkonzentration lag zwischen 0.0625 und 1.0000 mM.

Fur alle Substanzen konnte in dem untersuchten Bereich kein "cross over" von &aquivalenten
Protonensignalen detektiert werden. Jedoch wurdeignffikante Verschiebungen alleBignale
beobachtet.Mit steigender Konzentration der Substrate erfuhren die Protonensignalené@hét ins
Hochfeld um 0.25 ppm bis zu 0.35 ppm Fjothen Die Methylgruppe irsFMephenhat keinen grofl3en
Einfluss auflas Aumald des Signalshiftsvelche fir den gleichen Konzentrationsbereizkvischen

0.22 und 0.31 ppm liegt.
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Fphen

_— CDCI3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.8 9.7 9.6 95 94 93 9.2 9.1 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 7.0 69 6.8 6.7 6.6 6.5 6.2
1 (ppm)

6FMephen

CH,

CDCI3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0 89 8.8 8.7 8.6 85 8.4 83 82 81 80 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 72 7.1 7.0 6.9 6.8 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4
1 (ppm)

Abbildung16: lH-NI\/IR—Spektren fur 5Fphen (oben) und 6FMephé&mten) in CDGlbei unterschiedlicher
Ligandenkonzentration (blau: 0.0625 mM; grin: 0.250M, braun: 1.00 mM)
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3.2.2. Komplexsynthese

3.2.2.1. Versuche zur Komplexierung von 8 -Amino -X-chinolin -Derivaten (X = F, CR)

Ahnlich wie daso-Phenanthrolingeriist besitzen 8-Aminochinoline einen fiir Chelatliganden
geeigneten Aufbau mit zwei benachbarten Elektronenpaardonangin Zudemhandelt es sich um
planare Ligandenwelche sich zur Interaktion mit DNA mittels Interkalation oder Furchenbindung
eignenund somit auch potentielle Nukleaserdarstellen Hierzusollten Kupferkomplexe der Form
[CU(BNH-Xquink}(NOG)J(NG;) (X = F, Ck) dargestellt werden. Bisher sind lediglich wenige
Publikationen iber Komplexe des Typs [GNKB-quin)]®* bekannt, wobei fluorhaltige

8-Aminochinolinenoch gar nichbetrachtetwurden %3164

Bei der Umsetzung der-@minochinoline mit verschiedenen Kupfer@alzen inunterschiedichen
Ldsemitteln (Wasser/Methanol, Methanol, Acetonitril) konnte jeweils eine sofort einsetzende
Farbanderung der Lésung von blagdb zu einem sehr dunklen Farbton beobachtet werden. Durch
Versetzen der Reaktionslosung mit-Hexan bzw. Diethylether konnte re&h Filtration der
Reaktionsldsung ein grauer (X = F) bzw. dunkler Feststoff erhalten werden. Massenspektrometrische
Untersuchungen(ESY) gaben keine Hinweise auf Komplexe mit der Struktur JEULEs konnte
lediglich der Molekulpeak [L+HTir die umgesetzten Liganden identifiziert werden. Eine Vermutung

ist die Ausbildung eines stark vernetzen Netzwerks, denkbar ist eine Kettenstruktur oder
dreidimensionale Arrangements von Liganden und Kupfer(ll)ionen. Solche Netzwerke wirden die
geringeL6slichkeit in gangigen Losemitteln erklarEme andere Mdéglichkeit kdnnte eine thermische

Instabilitatder Komplexe seif®!

Die Umsetzung wurde auch unter Einwirkungen von aléesienen Basen durchgefihrhit denen
eine Deprotonieang der Aminofunktion forciertKaliumtert-butanolat und Natriumhydroxidund
die Lewislasizitatder Liganden erhoht werden solltédierbei wurden jedoch keine abweichenden

Beobachtungen gegentiber d&gmsetzung ohne Base gemacht.

3.2.2.2. [Cu(5-Fphen) 3] (CIlO4) 2 und [Cu(5,6-F2phen) 2] (ClO4)2 (Cu(Fphen)s und Cu(Fzphen) 3)

In einem ersten Versuch sollten diapfe(ll}Komplexe der Zusammensetzung [§¥L(L = phen
Derivat, X=beliebiges Anionglurch die Umsetzung von Kupfer(ll)perchlorat mit den Ligaresren

und Fphenin Methanolerhalten werden Nach derUmsetzungkonnte jeweils ein griineFeststoff
isoliert werdenund Untersuchungen mittelESIMS lieRen auf die Bildung einer GphenSpezis
schlieBen. Allerdings konnten die jeweiligen Elementaranalysen nicht mit den berechneten Werten

einer [Cub](ClQ),-Spezies(L=Fphen Fphen) in Ubereinstimmung gebrachwerden. In friiheren

e
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Arbeiten wurden ir KupferphenKomplexe mit PerchloratAnionen typische oktaedrische
Strukuren der Zusammensetzung [GJ{CIQ), beschrieber'®® Hierbei wirddas Metallzentrumim
Komplexkation von sechs Donoratomen der phéiganden koordiniert Fir solch eine

Zusammensetzung der Komplexe stimmte auch die Elementaranalyse Ufexbéaile3).

Tabelle3: Elementaranalysen fur [CYl(CIQy), (exp. und ber.)

Komplex N (%, ber.) C (%, ber.) H (%, ber.)
[Cu(Fpheny(CIQ),  9.797 (9.81) 50.50 (50.45) 2.592 (2.47)
[Cu(Rphen)](CIQ)*H,0 9.118 (9.05) 46.56 (46.54) 2.156 (2.17)

Interessant ferbei ist, dass die Umsetzung im Verhéltnis Ligand:Kupfer 2:1 erfolgte und dies
trotzdem zur Bildung des oben beschriebenen Komplexes fiihrte. Versuche mit &leararen
Verhaltnis von Ligand zu Kupfersalz bis zu einer aquimolaren Umsetzung flihrten ebenfalls zur
Darstdlung von [CW](CIQ), (L =Fphen Fphen) (Cu(Fphery und Cu(kphen)). Ein Grund hierfir
konnte die geringe Neigung zur Koordination von PeratAnionen sein die als schwach
koordinierende Anioan gelten und somit eine Absattigung der Koordinationssphare von Kupfer(ll)

mit phenLiganden initiieren

Molekdlstruktur im Festkérperon Cugphen)s

Durch langsamesVerdunsten einer methanolischen Lésung des Kompléxeg,phen); konnten
grune Einkristalle erhalterwerden, deren Molekilstruktur mittels Ré&ntgenbeugungntersucht
wurde. Cu@phen); kristallisiertin der triklinen Raumgruppe C2/c mit einem halben Moleisl
asymmetrische Einheit undier Molekilen in der Einheitszell®ie Festkorperstruktuweist eine
zweizédhlige Drehachse auf, welche durch das Kupferatom undphenMolekil verlauft. Das
zentrale Kupfeil)}lon ist oktaedrisch vorsechsStickstoffatomen dreieFphenLiganden umgeben,
wobei die Bindungslange von Kupfer zu den jeweiligen Donoratomen igudaratischenEbene
anndherndden gleichenBetrag aufweist (Abbildung17). Die Bindungslangefiir CuNgpene liegen
zwischen 2.8 und 2.05A. Die Struktur wist eine JahrTellerVerzerrung auf, wobei die Bindung zu
den axialen Stickstoffatometinger ist (CuNaiai 2.31A). Die okbedrische Anordnung um das
Metallzentrum st verzerrt. So wisen diecisstandigen Stickstoffatome fur die WinkeL fCuNgs
Werte zwischen/6.7 bis 96.8 und dietrans-standigenfur die Winkel NansCuNyans Werte von 169.2
bis 172.0¢ auf und veichenleicht von den optimalen Werten fir Oktaeder (90 und 2B@ab.

41



Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse
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Abbildung17: ORTEHRProjektionen derasymmetischen Einheit {(hks) von CiFphen); und desMolekilkations (echts)
von CyF,phen); (aus Grinden der Ubersichtlichkeit rechtdine Wasserstoffatomeund Gegenionenthermische
Ellipsoide mit 5% Aufenthaltswahrscheinlichkejt

Die Molekile steherim Festkorperdurch intermolekulare™ -~ -Wechselwirkungen in Verbindung.
Dabei sind die Konkae jeweils unter den GEbenen ausgebildet, wobei die Centroide dieser Ebenen
eine Distanz von 3.8& und einen Shift von 1.61 A aufweisekhnliche ™ -~ -Wechselwirkungen
werdenin allen hier vorgestellten Festkorperstrukturen beobachtgter nicht nahebetrachtet Die

Ce6Ringe sind in der vorliegenden Struktur in entgegengesetzte Richtungen ori¢Atiitdungl8).

Abbildung18: OLE?(—DarsteIIungvon zwei Molekikationen [CL(Fthen)3]2+im Festkorper mit quadratischer Grundflache
RS& I dzZF3SaLd yy i SyKontakt(therSistié EEpsaidy it 586 Aufenthaltswahrscheinlichkeit)
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Tabelle4: Ausgewahlte Bindungslangen unevinkel in der asymmetrischen Efeit von CFphen)s.

Bindungslange (A) Bindungswinkel (°)
Cu-N1 2.0470(19) N1-Cu-N2 171.87(7)
Cu- N2 2.027(2) N1-Cu-N3 95.72(7)
Cu-N3 2.316(2) N2- Cu- N3 91.69(8)

3.2.2.3. [Cu(Fphen) 2(NO3)](NO3) und [Cu(F2phen) 2(NO3)](NO3)

Durch de Substitution des schwach koordinierenderPerchloratAnions durch ein starker
koordinierendes wie Nitrat sollte die Bildung von [GOINQ)](NQ)-Komplexen mit zwei
koordinierenden phefDerivaten bewerkstelligt werden. Durch Umsetzung der Ligarkg#renund
Fphenin refluxierendem Methanol mit Kupfer(ll)nitrdtrinydratund anschliel3engim Abkuhlen der
Reaktionsldsundgionnte jeweils eirkristalliner blauer Feststoff erhalten werderklementaranalyse
und ESMS bestétigten die Bildung von [GRNQ)](NG,)-Sezies (L=Fphen Fphen) (Schema2?2).

. — o+
Y
X ~
Cu(CIOy), x 6H,0
(ClOy )2

1.X=F,Y=H N
2.X=Y=F

Cu(NO3), x 3H,0

(NO3)

Schema22: Abhangigkeit der KompleXusammensetzung vom verwendetefupfer(ll)-Salz
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Molekulstruktur im Festkdrperon [Culphen),(NG)(NG) (CuRphen),)

Zur  abschlieBenden  Strukturaufklarungund  -sicherung im  Festkoérper konnten
Rontgenbeugungsexperimentan Einkristallen von [Cefphen),(ONG,)](NG;) in verschiedenen
Losemitteln beitragen. Zunachst wurden Einkristalle blaue lange Nadeldurch Refluxieren des
Feststoffs in Methanol und anschlieRender Etherdiffusion erhal{@uFphen),(a)}. Da die
biologische Evaluation der Komplexe in wassrigem Medium erfolgtdevulie Prozedur der
Einkristallzichtung ein weiteres Mahit einem MethanolWasserGemisch durchgeflhrtum

Einblicke in die Festkorperstruktur bei Anwesenheit von Wasser zu erf@liténphen),(b)}.

Tabelle5: AusgewahlteBindungsléangerund -winkel in CuFphen),(a/b).

Bindungslange (A)

CuFphen),(a) CuRphen)(b)

Cu-N1 1.992716) Cu-N1 1.9959(17)

Cu-N2 2.000416) Cu-N2 2.0347(17)

Cu- N3 2.021516) Cu- N3 2.0058(17)

Cu- N4 2.2116(16 Cu-N4 2.2213(17)

Cu-01 2.018814) Cu-01 2.6286(15)

Cu-02 2.6269(14) Cu-0O7 2.0111(15)
Bindungswinkel (°)

CuFphen),(a) CuFRphen)(b)
N1-Cu-N2 82.94(7) N1-Cu-N2 82.29(7)
N1-Cu-N3 170.10(7) N1-Cu-N3 173.33(7)
N1- Cu- N4 110.57(6) N1- Cu- N4 107.36(7)
N1-Cu- 02 86.06(6) N1-Cu-O1 82.41(6)
N1-Cu-O1 90.76(6) N1-Cu-O7 89.06(6)
N2- Cu- N3 97.54(7) N2- Cu- N3 96.08(7)
N2- Cu- N4 102.46(6) N2- Cu- N4 103.26(6)
N2- Cu- 02 111.25(6) N2- Cu-O1 82.25(6)
N2- Cu- 01 164.50(6) N2- Cu- 07 162.20(6)
N3- Cu- N4 79.05(6) N3- Cu- N4 79.30(7)
N3- Cu- 02 84.56(6) N3- Cu- 01 90.97(6)
N3-Cu- 01 86.27(6) N3-Cu- 07 90.73(6)
N4-Cu- 02 144.11(5) N4-Cu- 01 169.21(6)
N4- Cu- 01 93.01(6) N4- Cu- 07 94.15(6)
02-Cu-01 53.97(5) O1- Cu- 07 81.21(6)
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In beiden Stnkturen ist das Kupfe(ll}Zentrum oktaedrischumgeben wobei jeweils vier
Stickstoffatome der phehiganden ¢ drei &quatoriale und eine axiale Position des
Koordinationspolyederg und zwei Sauerstoffatoman dasMetallzentrumbinden. In den meisten
[Cu(phen)]**-Spezies liegthingegen eine trigonalbipyramidale Struktur vor®®*? |Im Fall von
CuURphen)y(a) wird ein Nitrato-Ligand tber zwei Sauerstoffe dediniert. Somit handelt es sich
formal um®/ 40,0-Cb h -8,KN-5,6-Fphen),](NO;) x MeOH. Die oktaedrische Struktur um das
Metallzentrum ist stark verzertfAbbildung19). So ist der Winkel QCuh H *Birfdung mit GNO-
Ligand) mit ca. 54° extrem klein, da dditrato-Ligand nur eine geringe Flexibilitat aufweiBie
Koordination eines weitererNitrato-Liganden oder eines LOsemittelmolekils konnte womdglich
aufgrund sterischer Anspriiche der Ligandghindert werden(siehe vergleichend hierzibbildung
20: Molekdlstruktur von CuFphen),(b)). Bei der Struktur kann eine JafellerVerzerrung
beobachtet werden welche typisch fur Kupferdomplexe ist Die Bindungslangen fir die
Kordination deKupfelll}Zentrums zu deim der axialen Ebene liegend&vonoratomen N1, N2, 3
und QL sind annahernd aquivalent mit 1.99 bis 22A und im gleichen Rahmenwie in der
oktaedrischen Struktur voBuFphen); (siehe 3.2.2.2.)Die Bindung CluN4 ist mit ca. 2.21A etwas

verlangert. Die lagste Bindung zum Metallzentruwird fiir CuO2 mit 2.63A beobachtet.

Die oktaedrische Umgebung des Kupferzentrums in tglekilgruktur von CuRphen),(b) ist
weniger starkals in CUFRphen),(a) verzerrt. Durch den geringen sterischen Anspruch Adesa
Liganden kann die sechste Position im Oktaeder von jenem Liganden besetzt weateAqua
Ligand besetzt die Koordinationsstelle in der quadratischen Ebaare Nitrato-Ligand bindet im
Gegensatzu Koordination inCyRphen),(a) monodentat und besetzt eine axiale Position des
Koordinationspolyeders um das Kupferzentrudomitist der Winkel OACuO7 mit 812° wesentlich
groRRer als fUICUFphen),(a) und naher an den 90° fi{ideale symmetrischg Oktaederstrukturen.
Bei den Bindungslangemvurden keine signikanten Unterschiede festgestelltSo sind die
Bindungslangen zwischen den Donoratomen der Liganden und Kepfe(ll}Zentrum in der
aquatorialen Ebenenit 2.00 bis 2.04 An der gleicherGréRenordnungvie in CFphen),(a). Auch
die Bindungen zu den axialen Liganden sielin CUphen),(a) verlangert wobei die Bindung Cul
O1 mit ca. 2.63 A wesentlich langer ist als die BindungNZuthit ca. 2.2 (Tabelle5). Der Aqua-
Ligand in der aquatorialen Ebene verknupft Uber Wasserstoffbriicken zudem den Nigataen
mit dem NitratAnion, welches selbst Uber Wasserstoffbricken ein wes#eiassermolekul

koordiniert (Abbildung20).
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Abbildung19: ORTERProjektion der asymmetrischen Einheit von [CyiRen),(ONO,)]NO; x MeOH{Cu(kBphen),(a)} (aus
Griinden der Ubersichtlichkeit ohne Wasserstoffatomigermische Ellipsoide mit 506 Aufenthaltswahrscheinlichkejt

F3

Abbildung20: ORTEFProjektion der asymmetrischen Einheit von [CyRen),(H,OXONG,)INO; x H,O {Cu(kRphen),(b)}
(aus Griinden der Ubersichtlichkeit ohne Wasserstoffatontieermische Ellipsoide mit 586
Aufenthaltswahrscheinlichkeit

Molekdulstrukturvon [Cu(Fphes)NG)](NGy)

Fur CuFphen, konnte keine ausreichende Gutker Einkristalleerzielt werden, so dass die Qualitat
der Molekulstruktur sehr niedrig ist und insbesondere die Fehlordaomgcht vollstandig geldst
werden konnta. Da hier jedoch ein neues Bindungsmotiv sichtbarde, wird die Struktur hier in

groben Ekpunkten erlauterbhne naher auf Bindungslangen uwdnkel einzugehen
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In CuFpher), sind asymmetrische phehiganden vorhanden, wodurch insgesamt eine geringere
Symmetrie im Festkorper als @uRphen), erwartet wird. Zudenkdnnenaufgrund der Asymmtde

auch andere Packungseffekte auftreten. Aus diesen Griinden war die Festkorperstruktur dieses
Komplexes von InteressEinkristalle wurden durch Etherdiffusion einer methanolischen Lésong

CuUFphen), als blaue Plattchen erhalten.

Im Gegensatz zden oktaedrischen Umgebungen des Zentralteilchen8igphen)s, CUFphen),(a)

und CuFRphen),(b) ist das Zentralatom inCyFphen, verzerrt trigonal bipyramidal von funf
Donoratomen umgeben, jeweils zwei Stickstoffatome der beiden Phenanthrigiamden undein
Sauerstoffatomeines NitrateLiganden(Abbildung21). Zudem gibt es einen weiteren Kontakt zu
einem zweiten Sauerstoffatom des Nitratégganden(CutO2,.: ca. 2.7 A, Summe der van der
WaalsRadii: 2.928).'"% Somit kann auch von einer Zwischenform zwischenzerrt oktaedrisch und
verzerrt trigonalbipyramidal gesprochen werdemauch wenn verzerrt trigonddipyramidal aufgrund
des grof3en Abstandes des zentralen Kupferatoms zum Sauerstoffatom O2 die bessere Beschreibung
der Koordinationsumgebung liefeDie trigonale Ebene wird durch O1, N1 und N3 aufgespannt, N2
und N4besetzendie axialenPositionen.Der Winkel N3CuO1 ist mit knapp 90° sehr klein und die
Winkel NXCuN3 und NiCuO1 mit jeweils Uber 130° stark aufgeweitdda es sich um einen
asymmetrisben Liganden handeltdessenOrientierung zum Zentralatom relativ frei wahlbar ist
(keine Einschrankung durch sterische Aspekte des Fluorsubstituenten), giltreserschiedene
Mdglichkeiten der Anordnung der Liganden zum Kupferatom. Dies fiihrt zu legtdordnung dse
Fluoratoms F& durch Spiegelung des Liganden kann der Fluorsubstituent ancheaachbarten

Kohlenstoffatom(formal Position &les PhenanthrolirLigandenin Abbildung21)lokalisiert werden
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Abbildung21: ORTERProjektion der aymmetrischen Einheit von [CujRen),(ONO,)]NO; x HO (aus Grinden der
Ubersichtlichkeit ohneéWasserstoffaome; thermische Ellipsoide mit 586 Aufenthaltswahrscheinlichkejt

3.2.2.4.[Cu(Xphen) 2(NOs)](NO3) (X = CR, SCE, S, n-CsFo)

Die Synthese erfolgte zunachst analog der Komplexierunggdtienund Fphen mit den Liganden
Chphen, SCgkphen, Skphen und pFBuphen und der Kupfer(l)quelle Cu(Nex3HO in
refluxierendem Methanol. Werdings stellte sich die Isolierung der Komplexe als groRRere
Schwierigkeit dar. Im Gegensatz @u(Fphen, konnte durch einfaches Abkihlen kein Feststoff
isoliert werden. Auch das Einengen der Komplexlésonigihrte nicht zu einem Ausféen der
Komplexe Ein Einengen bis zur Trockne resultierte in der Isolierung einesS@Ikonnten jedoch

keine sauberen Komplexe erhalten werden.

Eine weitere Mdglichkeit zum Ausfallen besteht darin, die Komplexldsung mit apolaren, organischen
Ldsemitteln zu mischen und die Ldslichkeit der Komplexe in der Losung zu verringern. Jedoch
brachte auch die Etherdiffusion oder das Versetzen der methanolischen LosungHexan keinen

Erfolg.
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Alle Komplexe konnten jedoch durch folgende Methode isoliert werden:

1. ca. 0.2is0.5mM Komplexlésungin MeOH oder EtOHit 2 bis 3 Tropfen Wasser versetzen
2. die resultierende L6sung mit mindestens der dreifachen Menge THF versetzen

3. diese Losung be25 °C fiur 5 Tage lagern

Nach einer solchen Behandlung konnte jeweils eindteftisoliert werden.Fur eine Maximierung
der Ausbeutemussteder Feststoffkalt filtriert und schnell mit sehr viel Hexan oder Diethylether
gewaschen werden, so dass das komplette Methaadgeschwemmt wurde. Reste von MeOH

hingegen fiihrten zu einer kéing des Feststoffs, resultierend in der Generierung eines Ols.

Einige der Komplexe konnten dann individuell weiter aufgearbeitet wer@efECEphen), wurde in
Ethanol und CySkphen), in iso-Propanol aufgenommen, jeweils mit wenigen Tropfen Wasser
versetzt und anschlieRend durch Etherdiffusion geféllt. So konnten kristallirntetdfés erhalten

werden, deren genaue Komposition durch Elementaranalysen bestimmt wurde.

Wasser wurde jeweils in geringem Anteil hinzugegehen einen weiteren kleinen Lagden zur
Koordination bereit zu stellen urdie Anordnung der Molekiile und die Kristallisation zu verbessern
(beispielsweise durciWasserstoffbriickerewischen Wassermolekilen und deNitrato-Liganden

oder dem Nitratanion, siehe Molekdulstruktur v&@uFphen),(b)).

3.2.2.5. [Cu(2-Me-X-phen) 2(NOs)](NOs) (X = H, F, CE, SCE)

Kupfer(lBKomplexe der rathylierten Liganden konnten durch Zugabe einer methanolischen Lésung
des Liganden zu einer methanolischen Ldésung von Kupfer(Iliirtdrat und anschieRendem
Refluxieren fiir 30min dargestelltwerden.AnschlieBend wurden die Komplexe durch Ausféllen in der

Kalte (25°C, 4&) erhalten.
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Rontgetbeugungsexperimente an Einkristallean [CuMephen),(ONG](NG),
[CubFMephen,(ONQ)](NG;) und[Cu(HO)EFMephen,](NGy),

Einkristalle von CuMephen), wurden durch langsames Abkuhlen einer hei3 geséttigten
methanolischen Komplexlésung als grine hexagonale Plattchen erhalerkristalle von
[CUS5FMephen,(ONQ)](NG;y) wurden durch Etherdiffusion in einkonzentrierte methanolische
Ldsung (versetzt mit einigen Tropfen Wasser) des Kompley@&sMepher), erhalten. Einkristalle
von [Cu(HO)EFMephen,](NGs), wurden wie fur [C(6FMephen,(ONQ)](NG;) durch Etherdiffusion

mit einer konzentriertermethanolischwassrigen Losung des Komplexes erhalten.

M
a

NWAN
F1

Abbildung22: ORTEMarstellung des Molekiilkations vofCu(Mephen)(ONG](NO;) (links) und des Molekilkation
von [CY5FMephen,(ONQ)](NO;) (rechts) (aus Griinden der Ulsichtlichkeit ohne Darstellung der
Wasserstoffatome; thermische Ellipsoide mit 38 Aufenthaltswahrscheinlichkeit).

50



Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse

H1

O;,\/b \ \ \

NN

Abbildung23: Asymmetrische Einheit (miVasserstoffadomen und Wasserstoffbriickenbindung)nd Molekdlstruktur u
Gunsten der Ubersichtlichkeibhne Wasserstoffaome und Gegenionen) von [CugB)(6FMephen)](NO,), (thermische
Ellipsoide mit 50% Aufenthaltswahrscheinlichkeit)

Die Fluoierung und die Position der Fluorieruagn MephenLiganderhaben keine Auswirkung auf

die Koordinationsumgebung des Kupferzentrums. In allen drei Derivaten wird die Umgebung durch
eine trigonalbipyramidale Anordnung beschrieben. Die trigonale Ebene wird jeweils durch je ein N
Atom der beiden pheikiganden und @i Sauerstoffatom eines weiteren LigandeXitiato- oder
Agqualigand) aufgespanntDie axialen Positionen werdenweils von dem Stickstoffatom der
Mephen-Liganden welches sich in direkter Nachbarschaft zur Methylgruppe befindeesetzt. Die
Molekulstruktur im Festkdrper ist somit mit dem Bindungsmotiv [DuFphen,(NG)](NG;)

vergleichbar.

Die groRte Aufweitungler trigonalen Grundflache wird b&uMephen), ¢ der Winkel N3Cu+O1
weicht mit ca. 146° um 26° von der |dealencabeobachtet. Diese Aufweitung ist fir die fluorierten
Varianten mit jeweils unter 15° wesentlich geringer, womit eine Fluorierung des Liganden die

Verzerrung verringert. Dieaxialen Liganden stehen in allen Derivaten nahezu orthogonal zu

trigonalen Grundfiche (809K >KL00°) und sind zueinander annahernd linear’D¥X >180°).Die
Bindungslange zwischen Kupferzentrum und axialen Bindungspartnern ist fur alle Derivate mit 2.02
bis 2.03A &quivalent. Die Bindungslangen in der trigonalen Ebene zwisceenzZentralatom und
dessen Bindungspartnern variiert leichhd sindetwas kirzerfir die CuO-Bindung (ca. 1.99 bis

2.04A) verglichen mit deCuN1-Bindung (ca. 2.09 b 15A4).
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Tabelle6: Ausgewahlte Bindungslangen undinkel in CiKMephen (X=5F, 6F) und GMephen),.

Bindungslénge (A)

[CuMephen),(ONG](NG) [CubFMephen(ONQ)](NG;)  [Cu(HO)EFMepher),](NG;).
Cu-N1 2.1500(16) Cu- N1 2.103(2) Cu-N1 2.0899(12)
Cu- N2 2.0186(16) Cu- N2 2.020(2) Cu- N2 2.0207(12)
Cu-N3 2.0256(16) Cu-N3 2.042(2) Cu- N’ 2.089§12)
Cu- N4 2.0281(16) Cu- N4 2.030(2) Cu-N2' 2.0207(12)
Cu-01 2.0087(14) Cu-01 2.0430(17) Cu-01 1.9903(17)

Bindungswinkel (°)

[CuMephen),(ONQ](NO) [CuGFMephen,(ONQ)I(NG)  [Cu(HO)EFMephen,](NGs),
N1-Cu- N2 80.51(6) N1- Cu- N2 81.10(9) N1-Cu- N2 81.50(5)
N1-Cu- N3 106.77(6) N1-Cu- N3 117.70(8) N1-Cu-N1' 110.56(7)
N1- Cu- N4 100.36(6) N1- Cu- N4 100.27(9) N1- Cu-N2' 94.47(5)
N1-Cu-O1 106.81(6) N1-Cu-O1 108.30(8) N1-Cu-O1 124.72(3)
N2- Cu- N3 95.94(6) N2- Cu- N3 98.46(8) N2- Cu- N1' 94.47(5)
N2- Cu- N4 178.29(6) N2- Cu- N4 178.22(8) N2- Cu- N2' 172.96(7)
N2- Cu- O1 86.33(6) N2- Cu- O1 86.82(8) N2- Cu- O1 93.52(3)
N3- Cu- N4 82.41(6) N3- Cu- N4 81.94(8) N1'- Cu- N2' 81.50(5)
N3- Cu- O1 146.26(6) N3- Cu- O1 133.98(8) N1'- Cu- O1 124.72(3)
N4- Cu- O1 94.80(6) N4- Cu- O1 91.65(7) N2'- Cu- O1 93.52(3)

3.2.2.6. Versuche zur Darstellung von mixed-ligand -Komplexe

Die Aktivitat der KupfePhenanthrolinKomplexe ist abhéngig vom sterischen Anspruch der Liganden
(Auswirkung auf die Affinitéat zum Zielmolekil (dsDN#Y dem Redoxpotential des Kupferzentrums
(wichtig fur die Aktivierung von A Dabei kommt es auf feine Nuancen in der Wahl der
Substituenten an. Somit war ein Ziel die Darstellung von Komplexen der Zusammensetzung
[Cu(phen)lT mit L als fluorhaltigenphen-Derivat. Damit sollte ein Feintuningsl Redoxpotentials

des Komplexes ermdglicht und der sterische Anspruch der Ligamdiglichst geringgehalten
werden. Dafur wurden verschiedene Synthesestrategien angewendet. Im ersten Fall wurden die
Liganden und Kupfernitrat in &quimolaren Mengen umgeseDie zweite Variante bestand darin
[Cu(phen)(Ng),] als Precursor, synthetisiert durch Umsetzung von Kupfernitrat mit einer
aguimolaren Menge von 1,1Bhenanthrolin in Methanol, einzusetzen und dies@mplex danmit

dem jeweiligen funktionalisierten idanden umzusetzen. Dabei wurden die Ldsemittel,

Reaktionstemperatur undzeit variiert. Erhalten wurde jeweils ein Gemisch aus einer Vielzahl von

e
52




Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse

Komplexen, die eine unterschiedliche Zusammensetzung aufwieBamnauf wurde aus den
Resultaten vonESIMasseaspektren und Elementaranalysen geschlossem Grundfur dieses
Produktgemischkdnnte im geringen Unterschied in der Bindungsaffinitat der einzelnen Liganden
zum Kupfer(Ill)Zentrumliegen Dies wirde dann zu einem freien Austausch der Liganden in Lésung
fuhren. Ungeachtetdessenwurden Rontgenstrukturanalysen von geeigneten Einkristallen aus den
Reaktionslésungen durchgefiihrt. Zumeist handelte estsi@tbei um [Cu(pher)*-Speziesnit zwei

unsubstituierten Phenanthroliiganden

Die Molekubktruktur eines mixedligandKomplexesm Festkdrpetkonnte dariiber hinaus bestimmt

werden. [Cu(phen)§FMephen(ONQ)](NG;) weist eine trigonbbipyramidale Koordinationssphare

fur das Zentralatom auf, wobei ein phéfigandund ein6FMephentber die Stickstoffatome und ein
Nitrato-Ligand Uber Sauerstoff koordiniert igtbbildung24). Das NitratGegenion liegt fehlgeordnet

vor. Die Bindungslangen zum Zentralatom weisen keine groRerrddifien auf, obgleich die axialen

Bindungen etwas kiirzéf..9 und 2.00 Akind als die Bindungein der trigonalen Ebene (2.03.0

und 210 A). Diese asymmetrische Chelatisierung des Metallzentrums wurde von Deeth und Gerloch
beschrieben, die dies auf die-Honfiguration von Kupfer(ll) und dem nur einfacksétzten

d2-Orbital zuriickfiihre®™ Ahnliche Strukturenwurden schon fiir andere hier beschriebene

Y2YLX SES 06S20F OK(iSiod ! dzOK KiVBehbdselwirkangen zvisthen ddzNJ | dza ¢
LX FyFNBY Y2YLI NIAYSY(Sy & -KorfandledglichiziviSched gleahigeni = R & &
Liganden ausgebildesind, sprich zwischen Phenanthrolin und Phenanthrolin und zwischen

6FMephenund 6FMephen(Abbildung25).
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Abbildung24: ORTEDbbildung ces Molekilkations vonCuphen)(6Mephen)(ONQ)](NG;) x HO @us Grinden der
Ubersichtichkeit ohne Wasserstoffatomgthermische Ellipsoide mit 586 Aufenthaltswahrscheinlichkejit
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Tabelle7: Ausgewdhlite Bindungsléangen undinkel in [Cuphen)(6Mephen)(ONQ)](NG;) x HO.

Bindungslange (A)/ Bindungswinkel (°)

Cu-N1 2.054(2) N1-Cu-O1 137.08(8)
Cu- N2 1.986(2) N2- Cu- N3 98.50(9)
Cu-N3 2.087(2) N2- Cu- N4 177.76(9)
Cu- N4 2.003(2) N2- Cu- 01 88.63(8)
Cu- 01 2.0955(19) N3- Cu- N4 81.86(9)

N1- Cu- N2 82.00(8) N3- Cu- 01 102.66(8)

N1-Cu- N3 120.10(8) N4- Cu- 01 89.14(8)

N1 - Cu- N4 99.75(9)

Abbildung25: OLE%Darstellung der intermolekularen -~ -Wechselwirkungen im Festkorper von
[Cuphen)(6Mephen)(ONQ)](NO;) x HO (aus Griinden der Ubersichtlichke&bbildung ohne Wasserstoffatome
thermische Ellipsoide mit 580 Aufenthaltswahrscheinlichkejit

54



Darstellung und Charakterisierung der Liganden und Komplexe/Ergebnisse

3.2.2.7. Ubersicht tiber alle dargestellten Komplexe

Es konntensechsfluorhaltige Kupfefi)komplexe des Typs [Qd{,(ONQ)](NGs) (L1=Xphen mit

X=F R, Ck, SCE, Sk, pFBy und vier fluorhaltigekupfer(l)komplexe des Typs [Cugt@NQ)](NO)
(L2=XMephen mit X=F, Ck, SCE) dargestellt, isoliert und charakterisiert werdeAudem wurden
jeweils die unsubstituierten(nichtfluorierten) Analoga dargestellt.Dartber hinaus konnten
Komplexe der Zusammensetzung [CW(B)Q), (L3=Xphenmit X=F, i) erhalten werden.n den
folgenden Tabelle sind allecharakterisierten Komplexe aufgelistetzum einen die Komplexe, die

fur DNABiIndungs und Spaltstudien genutzt wurden und zum anderen die restlichen Komplexe. Der
mixedligandKomplex ist hier nicht agéfihrt, da hier lediglich eine Festkdrperstruktur erhalten

wurde, die zur Charakterisierung genutzt wurde.

Tabelle8: Dargestellte Komplexdidealisierte Darstellung ohne nachgewiesek®ordinationsumgebuny die fur
biologischeUntersuchungen genutzt wurden

Name Struktur Name Struktur
Cuphen), ANPNG CuMephen), o~ OO N
N\?/N = N\?/N Pz
y /CU\N (NO3) . /Cu\N (NO3)
. | | = - | | =
CUFphen, [ 1 Cu5FMepher), [ oNo
~G
. /Cu\
CUFphen), [ Cu6FMephen, | [ oo
F. N\C -
N/ u\."N
L - |
CUCFRphen), L PN s CUCRMephen), | [  =eo e~
FsC N\E/N = FsC N\E/N >
Cu 3 Cu 4
‘/ \N‘ o, (NO3) IN/ \NI o (NO3)
CUSCEkphen), | | AN N 1 CUSCEMephen), | | AN N
FsCS N\C;u/N = ~ow F4CS N\CT:LI/N = 0w
I‘\I/ \Nl SCF; ’ IN/ \N‘ SCF; ’
CL(SEphen)z [ ZNPNG S ]
FsS N\';/N &
%/C“\N .. (NOs)
s ‘ l =
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Tabelle9: Dargestellte Komplexdidealisierte Darstellung ohn@achgewiesen&oordinationsumgebunyy die nicht fur
biologische Untersuchungen genutzt wurden (Grund fur die unterbliebene Untersuchung der Bioaktsighe

Anmerkung)
Name Struktur Anmerkung
CyFphens B ] 1 Ligand/KupfeiVerhaltnis = 3/1
. 1 DNABindungsstudien und DNA
(ClOa), Spaltversuche nur mit Komplexen der
Zusammensetzung Ligand/Kupfer = 2
L _ 1 Geringe Wasserloslichkeit
CUFRphen); B N 1 Ligand/KupfeiVerhaltnis = 3/1
1 DNABindungsstudienind DNA
: — Spaltversuche nur mit Komplexen der
Zusammensetzung Ligand/Kupfer = 2
1 Geringe Wasserloslichkeit
CupFBuphen, | | 1 Geringe Wasserloslichkeit auch bei
e (NO3) Beimengung von MeCN zur
| - Loslichkeitserhdhung
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3.2.3. Elektrochemische Untersuchung der Kupferkomplexe

Da die Generierung von ROS wie zu Beginn beschrieben einem Redoxprozess in Formi’&ines Cu
Zyklus zugrunde liegt, ist dBestimmungder Redoyotentiale der einzelnen Komplexe, sowie der
Reversibilitat des Redoxprozesses von grundlegeBeeieutung fir die Evaluation der Bioaktivitat

der hier dargestellten KupferdBomplexe.

Die hier gezeigten Cyclovoltammogramif#dbildung26) zeigenfiir alle Kompl&e quasireversible
Redoxvorgangenit auffallig hdheren Stromspitzen f@uCkphen), und CuSCgphen), wahrend der
Reoxidation des Komplexes zur Kupfepgzies, die auf eine Adsorption des Komplexes an der
Elektrode hinweisen. Die Cyclovoltammogramnmeeigen zudem eineVerschiebung des
Redoxpotentialsvom unsubsitutiertenCuphen), (-0.32V) lber das einfach fluoriet€yFphen),
(-0.23V) zum zweifach fluorierterCuRphen), (-0.11V) zu héherenRedoxpotentialen von uber
200mV. Interessanterweise scheint die Erhdhung des Redoxpotentials durch die Fluorsubstitution
additiv zu sein, so dass das Potential des Komplexes um cen\M@@o Fluorsubstition des Liganden
positiver ist. Eine Mehrfachfluorierungfiihrt somit zu einer erhthte Stabilisierung deKupfeKl)-
gegenuber deKupfe(ll)}SpeziesAllgemein kann man argumentieren, dass durch die Fluorierung die
Elektronendichte im phethigandenund die Basizitéat der Stickstoffatonsénkt und somit auch die
Elektronendichte am Kupfermgum sinkt. De geringe Elektronendichte fiihrt ederum zur
Stabilisierung de©Oxidationsstufetl von Kupferund allgemein zu einer leichteren Reduktion der

entsprechenden Kupfer(i§pezies.
=Cu(phen) «~==Cu(Cgphen), :
=—Cu(Fphen) tM nn ——=Cu(SCjphen),
1 WA N Cu(Rphen),! Cu(Skphen),
0,6 03 1E15 -03 -06 -09 0,6 03 115 -03 -06 -09
Potential [V]vs. Fc/Ft Potential [V]vs. Fc/Ft

Abbildung26: Cyclovoltanmogramme der Komplexe Cu(XpherfX = H, F,.F-Ck, SCE Sk) in einer KCHL6sung bei
Raumtemperatur mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 100/%s* gegen Ferrocen (& rerrocen= 0V) referenziert.

Die groRReren Substituenten £FSCEFund SE fuhren entsprechend ihrer induktiven Effek{stark
elektronenziehende Liganden, positive Hamrrefirameter, &he Tabelle 1) ebenfalls zu einer

Erhdhung der Redoxpotentiale der entsprechenden Kupferkomplexe. Die Werte liegen zwischen den

e
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Redoxpotentialen vorCuFphen, und CyFphen),. Uberraschend ist hierbei, dakein Substituent

eine solch starke Erhéhung des Redoxpotentials nach sich zieht wie die zweifache Fluorierung des
Liganden irkphen. Interessant wére, ob auch die Einflhrung eines zweiten Substituenten wie der
LR-Gruppe in LhHphen zu einer additiven Erhbhung des Redoxpotentials des jeweiligen
Kupferkomplexedihren wirde. So kdnnte das Gleichgewicht zwischen Kupfeu(ity Kupfer(h

Komplex noch weiter Richtung Kupfei®dmplex verschoben werden.

Tabelle10: Redoxpotentialg, ausgewahlter Kupferkomplexenit Liganden Xphen (XFF,, Ck, SCE; SE).

Komplex B2 (V)
Cu(phen) -0.32
Cu(Fphen) -0.23
Cu(kphen), -0.11
Cu(Cgphen), -0.21
Cu(SCphen), -0.16
Cu(SEphen), -0.14

Die Komplexe mit methyliertem Ligande@uMephen),, Cu5FMepher),, CU6FMepher),,
CUCRMephen), und CUSCEMephen), wurden ebenfalls auf ihr Redoxpotential untersucbtas
Redoxpotential lag fur alle methylierten Derivate bei hdheren Weegbnfur die nichimethylierten
Analoga was mit dem sterischen Anspruch der Methylgruppen in direkter Nachbarschaft zum
Donoratom der Liganden erklart werden kann. Kupfek#jbindungen haben eine oktaedrische
Koordinationsumgebung (bzw. quadratisglanar oder trigonatbipyramida), wahrend Kupfer(d)
Verbindungen eine tetraedischeo#rdinationsumgebung aufweisemie Methylgruppendes eine
phenLigandentberlappen mit den Wasserstoffatometies anderen pheiiganden (Positionn
direkter Nachbarschaftder Donoratom@, wodurch es zu einer sterischen Hinderung von
Methylgruppe und Wasserstoffatom kommAbbildung 27, beispielhaft an einer quadratiseh
planaren Strukty, &hnliches gilt fur trigonabipyramidale und oktaedrische Strukturerg§olch eine
Annaherung wird in einer tetraedischen Umgebung umgangen. Dies ist auch der Grund fur die
Stabilisierung der Oxidationsstufed  des Kupferzentrumsim KupferNeocuproinKamplex
[Cu(neocuproin)”. Bei den nichinethylierten Derivaten wie [Cu(phedd’ ist die sterische
Hinderungwesentlich geringer und die Oxidationstuf# wird praferiert. Dementsprechend sind die
Redoxpotentiale der Kupferkomplexeit einer Substitution der phehiganden in Position 2 bzw. 2

und 9 hdher als dider unsubstituiertenAnaloga.
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N/

N/

Abbildung27: Serische Hinderung in [Cu(pheg])”—Derivaten(exemplarische planare Anordnung der phénganden
links: unsubstituierte Liganden, rechts: methylierte Liganden

Innerhalb der Gruppe dekupferkomplexemit methylierten Ligandekannein ahnlicherTrend wie
in der Gruppe der KomplexeuXphen, (X=H, F, Ck, SCE) beobachtetwerden, wenn auch die
Erhéhung des Redoxpotentials mit fluorierten Substituenten (gréRer&ffekt) nicht so stark
ausgepragt istelektronisch betrachtet heben sich die Effekte der Methyid FluorSubstituenten

auf). Auch hier handelt es sich um eimguasireversiblen Redoxprozess.

__/
1100>A 4
& = Cu(Mephen)
=== Cu(6FMephen)
'Cu(CEMephen), 1

= CU(SCjMephen),

0,6 0,3 1E15 -0,3 -0,6 -0,9
Potential [V] vs. Fc/Ft

Abbildung28: Cyclovoltanmogramme der Komplexe Cu(XMepherfX = H, 6F, GFSCE) in einer KaliumchlorieLésung
bei Raumtemperatur mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 10+t gegen Ferrocen (& rerrocen= 0V) referenziert.

Tabellell: RedoxpotentialeE;, ausgewahlter Kupferkomplexe mit methylierten LigandetMephen (X=F, CEk SCE).

Komplex B2
Cu(Mephen) -0.05
Cu(5FMephen) +0.01
Cu(6FMephen) -0.04
CuCRMephen), +0.01
Cu(SCMephen), +0.01
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4. Biologische Aktivitat der Kupferkomplexe

4.1. Methoden und Allgemeines

4.1.1. Charakterisierung der Bindung an CT -DNA

Fur die Analyse der Wechselwirkung zwischen Metallkomplexen und gréReren Biomolekilen stehen
diverse Methoden zur Verfigung. Im Folgenden werddie Grundlagen solcher Methoden
vorgestellf mit denen die Wechselwirkung mit @NA untersucht und charakteigst werden kann.
Hierbei konnen sowohl Erkenntnisse zur Anderung der Sekundarstruktur der Di¢RIBDskopie)

als auch zum Bindungsmodus (z.B. Inteti@a DNASchmelzpunkBestimmung und

EthidiumbromidVerdrangung) gewonnen werden.

4.1.1.1. Zirkula rer Dichroismus

Chirale Molekile, beispielsweise Enantiomere oderikaé# Makromolekile wie DNAaxiale
Chiralitat) konnen durch Zirkulardichroismus unterschieden werden. Ausgenutzt wird hierbei, dass
ein spezifisches Enantiomer ein unterschiedliches Absorptionsverhalten fur linksnd
rechtszirkulierendes Licht (And Ag) zeigt Fir achirale Molekile oder Racematét gingegen A -

Ar=n !=0. Der Zirkulardichroismus ist wie folgt nach dem LamiBsrérschem Gesetz definiert:

nl=0xsx)*d*c=pv¥d*c

YA G 8 aderf Bxtinktich$koeffizienten, dls Shichtdicke der Kiivette und ¢, déonzentration

der Ldsung in der Klivette.

Chirale Biomoleklle wie edNAoder Proteineeignen sichbesonders fir Bindungsstudien mittels
Zirkulardichroismus. GDNA liegt meistens in eindyestimmten Konfiguration, der B-orm, vor.
Dabei handelt es sialm eine rechtshandige Doppelhetixt einem Durchmesser von ca3.Z A und
einer Lange vorta. 35.4A pro Windung Die Basenpaare stehen bei dieser Form orthogonal zur
Helixachsé'? Diese Form der DNA weist ein spezifisches-S@éktrum auf, wobei zwei
charakteristische Banden unt@tieden werden. Eine negative Bande bei ungefalirrzd, welche

die Helizitat widerspiegelt, und eine positive Bande bei @@.ntn, welche aus der Basenstapelung

resultiert 1

61



Biologische Aktivitat der Kupferkomplexe/Methoden und Allgemeines

Wird auf Grund von verilerten Bedingungen (z.BVassergehalt SalzkonzentratignBindung an
kleine Molekulé¢ die Konfiguration der DNA geandert, so verandert sich auch daSpekirum
signifikant.In DNAFilmschichterkann beieiner geringen Luftfeucht® #5 % relative Luftfewwhte)

die DNA ineine A-Form tubergehen welche beispielsweise bei RNRANADuplexen und RNANA
Hybriden beobachtetvird.*"2*"*1"®lSje weist eine kompaktere Struktur als-BNA auf, wobei der
Durchmesser der Doppelhelix mis.3 A fast 2A groRerund die Lange mi25.3A mehr alsl0 A pro
windung kiirzer ist’? Die Basenpaare sirfaier nicht mehr orthogonal zur Helixachse angeordnet.
Das CEspektrum zwischen@® und 320nm weistdeutlicheUnterschiede gegeniiber dem Spektrum
der BForm auf so ist die positive Bandait einer grof3eren Elliptizitézu kurzeren Wellenlangen
verschoben Blaushift, ca. 280nm --> ca. 265nm), die negative Bandéei 24 nm annahernd
gequencht und eine weitere negative Bande bei niedrigerer Wellenlange vorharidan
210nm)"*1® Dije dritte Form i der nach gangen Meinungen biologisch aktiven
DNADoppelhelixFormenc ist ZDNA welche beispielsweise bei sehr hohen Salzkonzentrationen
vorliegt? """ Diese ist im Gegensatz zur und BForm linkshandig mit einey wie in der BForm
beobachteten orthogonalen Anordnung der Basenpaare beziiglich Hefixachsé’? Das CPB
Spektrum der DNA weist gravierende Unterschiede zu den Spektren der anderen Formen auf.
Vielmehr liegt hier eine Inversion der Banden gmegativer CottorEffekt)mit einer positiven Bande

bei ungefahr 27%m und einer negativen Bande bei htherer Wellenléange (cang93'"®!

Betrachtet man den Farbstoff Neutralrot (NRbbildung29), der im ‘

NRUTest (neutral red uptake) zur Untersuchung der Zellviabilitat” \C[ :@*\
Verwendung findet, bei der Interaktion mit ©NA, sokann man

solche Konformationsanderungen der DNA beobacHtéhim leicht Abbildung29: Neutralrot
sauren Medium bei pH=6 mit einem Verhaltnis GDNA/NR=R=10 PEATE)

zeigt sichm CDSpektrum eineminimale Steigerundes Betrags der Elliptizitat fir die negative und
die positive Bande, was flr eine Beibehaltung der absoluten BXAformation spricht. Als
Bindungmodus kommen hierfir Furchenbindung und Interkalation in Frage. Erhoht man die
Konzentration von Neutralrobis R=0.4 bei konstantem pHWVert, so nimmt die Intensitat der
negativen als auch deipositiven Bandeab und eine neue positive und negative Bande BéB
respektive 28'hm formen sich. Das Binden von positiv geladenen Neutrdli@ekilen (pH=6) an
die CTDNA scheintsomit einen Konformationswechsel von der redféisdigen BForm zur
linkshandigen F£orm zur Folge zu haben. Bei neutralem-WHErt (pH=7.2) hingegen ist eine
Konformationsédnderung von derBrm in die €&-orm¢ eine weitere nichiphysiologische Form der

DNAg zu beobachten, welche sich durch eine diteHelizitat (starkere Windung, grol3ere Intensitat
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der negativen Bande) und eine schwachere Wechselwirkung zwischen den gestapelten Basen

(Interkalation der NPMolekile, Abnahme der Intensitat der positiven Bankiefjnzeichnet.

Konformationséanderungen a@ FDNA werden auch durch €thenanthrolinSysteme hervorgerufen.
Wahrend KupfelllxKomplexe mit den methylierten PhenanthrolDerivaten 5-Methylphen und
4-Methylphen nur kleine Anderungen des Spektrums hervorrufen (zuséatzliche positive Bande bei
265nm, Bindung der Komplexe an der asymmetrischen Oberflache der Doppelhelix), tritt bei dem
Kupfer(IBKomplex mit 5,@Dimethylphen eine Konfmationsanderung von der-Bn die Z-Form der

DNA auf, gekennzeichnet durch die Inversion desSgéktrumg:™!

4.1.1.2. DNA-Schmelztemperatur

Doppelstrangige DNAdsDNA)besitzt eine, abhéangig von der Beschaffenheit des Makromolekiils
spezifische Schmeliemperatur™” Hierbei spielen unter anderem die Sequenz und die Lange der
Primérstrukur eine wichtige Roll&%'%3 Bei derDNASchmeliemperatur handelt es sich nicht um
einen Schmelzpunkim klassischenphysikalischenSinn. Vielmehr versteht man hierunter die
Denaturierung des Molekils, also die Spaltung des Doppelstranges in ddegefstEange.Die
Schmelztemperatugibt dann dieTemperaturan, bei der 5@ der DNA denaturiert vorlie§’
Ausgenutzt wird hierbei die unterschiedliche Absorption von ultraviolettem hicht Doppel und
EinzelstranddNA (Hyperchromie bei Denaturierung). Zur Auswertung wird digsoiption in
Temperaturabhangigkeit bei 260 nm gemesseata bei dieser Wellenlangdie Differenz der

Absorption am grof3terst.

Wenn kleine Molekile midsDNA wechselwirken, kdnnen sie diese entweder stabilisieren oder
destabilisierer® Eine Destabilisierung filhzu einerErniedrigungder Schmelzpunktesvie es zum

185188 K upfer(Iljlonen fihren ebenso

Beispielbei Wechselwirkung mirolinoder Betainder Fal ist!
zu einer Abnahme des Schmelzpunktes von dsisAliese an den Basen der DNA binden und somit
die Ausbildung von stabilisierenden Wasserstoffbriicken zwischen den Baggndern™®"*#® Dje
Doppelhelix kann jedochuchdurch Kationerstabilisiert werden, wnn diese eine héhere Affinitat

fur das Phosphat des DNRUckgrats aufweisen. So erhdhen beispielsweise grol3ere Konzentrationen
von K- oder Mgf*—lonen die Schmelztemperatur von dsDNAa hierdurch die elektrostatische
AbstoBung der negativen Ladungen irhoBphatriickgrat der DNA verringert wird®**” Nicht
kovalent bindende Molekiille (Interkalatoren und Furchenbinderkdnnen ebenso zu einer

Stabilisierung der Doppelhelix und somit zu einer Erhdhung der Schmelztemperatur ftHrea.
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sind jedoch auch Beispiele bekannt, in denen kleine Molekile die DNA partiell destabilisieren, wenn

sieeinehohe Affinitatfiir andere DNAStrukturen wie Hairpins oder EinzelstraDdlA zeigeff?2%!

4.1.1.3. Ethidiumbromid -Verdrangung

Ethidiumbromid(EtBr)ist ein organisches Molekil, welches ein planares
PrenanthridinGertst aufweis{Abbildung30). Esist in der Lagewischen
die Nikleobasen der DNA zu interkalieren und wird daher unter anderem F y
zum Anfarben von Agarosegelen verwendet (siehe auch Agargé'?'e b o

Gelelektrophoresel)>*%

Abbildung30: Struktur von
EtBr(rot: Phenanthridin
Diese Eigenschaft kann genutzt werdemm die Bindung von Gerist).

Metallkomplexen an DNA zu charakterisieren. Besitzen die zu untersuchenden Metallkomplexe
planare oder teilweise planare Liganden und sind in der Lage zwisahéhldeobasen der DNA zu
interkalieren, so konkurrieren diese mit dem HEilmnimbromid um die freien Stellen in der DNA.
Ethidiumbromid zeigt hierbei im gebundenen Zustand (Interkalation in die DNA) eine erhdhte
Emission im  Fluoreszenzspektrumgegeniber dem ungebundenen Zustand (freies
Ethidiumbromid)**® Im freien Zustand wd die Fluoreszenz von Ethidiumbrontiéhgegendurch

Wassermolekile gequencht.

Besteht nun eine Konkurrenz zwischen Metallkomplex und Ethidiumbroba&diiglich der
Interkalation in die DNAso geht bei Zugabe des KomplegasTeil des EtBrom gebundenern den

freien Zustand Uber und dieddireszenz wird gequencht. Die beobachtete Hypochromie steht dabei
in einem linearen Verhaltnis zur verdrangten Menge an BiBDurch diesen Zusammenhang kann

die Sarke der Bindung des Metallkomplexes an DNA quantifiziert werden. Umso starker die Bindung

des Komplexes atie DNA ist, desto groR3er ist die zu beobachtende Hypochromie.

Als mathematische Grundlage dient hierbei die StéaimerGleichung, die fur die &dreszenz
Loschung angewendet werden kann. Mit ihr kann wie folgt die StetimerKonstante bestimmt

werden:

o/l -1 = kv* [Q]

lo ist die Fluoreszenz des vollstdndig gebundenen EtBr und | die Fluoreszenz des teilweise
gebunderen EtBr. [Q] ist die Konzdration des Fluoreszer@uenchersg im vorliegenden Fall die
Konzentration des Metallkomplexgsund ksydie SternVolmerKonstante, welche somit ein Maf3 fiir

die Starke der Bindung des Metallkomplexes an die DNA ist.

e
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Mithilfe von ksy kann die Bindungskonstante<,,, (apparent binding constaptbestimmt werden.
Hierflr dient als Mal3 die Konzentration des Quenchers, die eine Fluoreszenzléschung von 50%

hervorruft, also:
lo/l = 2 ™ [Qlsow= 1/Ksv
[EtBr] * Kesr= [Q] * Kipp
Kewrist die Bindungskonstante von EtBr an DNA und bekatfht.

Kapp kann nun fur die Quantifizierung der Bindungsstades Komplexes an die DNA herangezogen
werden. GroRere Werte zeigeiiblicherweise eine grolRere Fahigkeit zur Interkalation der
betreffenden Substanzen zwischen KMobasenan. Jedoch gibt es Beispiele in der Literatur, bei
denen die Verdrangung des Ethidiumbromids durch andere Mechanismen begriindet wird. Als
Beispiel hierfiidient [Cu(5,6dimethylphen)]**, welches nicht durch Interkalation an die DNA bindet,
jedoch zurvollstandigen Verdrangung von Ethidiumbromid fifAf. Hervorgerufen wird dies durch

eine Konformationsdnderung der DNA von deriB die ZForm (weitere Erlauterungen siehe
Zirkulardichroismus) und de damit einhergehenden Hemmung der Interkalation von
Ethidiumbromid.Trotz dessen ist es auch in diesem E@lIMal fir die Affinitdt desdfnplexes zm

DNADoppelstrang

4.1.2. Charakterisierung der Spaltung von Plasmid -DNA

4.1.2.1. Agarose-Gelelektropho rese

Bei der Agarosé&elelektrophorese handelt es sich um eine Standardmethatie es ermaoglicht
verschiedene Formen von RNA ubD#lAnach ihrer Form und Grof3e zu trennen. Dadurch kdnnen
Aussagen uber di®uantitat der einzelnenin einer Probe nach eém Spaltexperiment vorliegenden

Formengetroffen werden.

Im vorliegenden Fall wd PlasmidDNA (pBR322) verwendet, die urspringlich in einer
supesspiralisierten Form supercoiledDNA, Form 1) vorliegt. Diese kann durch Einwirken von
bestimmten Molekilen (Metikomplexe, DNAScheren) durch Bindungsbruch im DR#ckgrat
entwunden werden. Ein einfacher Bindungsbruch fihrt zur Bildung der offenkettigen Form von DNA
(open circulay Form 2). Wird das DNRUckgratin relativer Nahe zueinander zweimal geschnitten,
bildet sich die lineare Form der DNA (Form 3). Durch mehrere Bindungsbriiche kann die DNA auch in

fragmentierter Form vorliegen.
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Nach einem Spaltexperiment werden dreoben in ein Agaros€el eingebracht. Dieses besteht aus
einem vernetzten Polymer, welches Poren unterschiedlicher Gaifd@eist Legt man eine aul3ere
Spannung an, so wandern die DR&rmen¢ aufgrund des negativ geladenen Phosphatriickgrats und
der daraws resultierenden elektrostatischen Wechselwirkurg ihrer Gestalt entsprechend
unterschiedlich schnell durch das &&} DiesupercoileeForm weist hierbei die kompaktes@estalt

auf und wandert am schnellstesturch das Gelgefolgt wn der linearen FornDie grof3te Retention

weistdie opencircularFormauf.

Die Visualisienug der DNA erfolgt mit Hilfe der Fluoreszenz thidiumbromid welches zuvor in
das Gel eingebracht wirdBindet der klassische Interkalatd&tBr an ONA, so steigt dessen
FluoreszenEmission um ein Vielfaches. DiProportionalitdit zwischen DNAMenge und
Emissionsintensitat kann genutzt werden und Uber plgoaphischeAufnahmen zur Quantifizierung
der DNAFormen genutzt werdef®! Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass Ethidiumbromid
schlechter an DN in der supercoileeForm bindet, weshalb bei den Berechnungen ein

Korrekturfaktorvon 1.22mit einbezogen wird®

4.1.3. Bestimmung der Zytotoxizitat

4.1.3.1. MTT-Assay

Der MTTTest wird genutzt, um die Uberlebensrate von Zeltervisualisieren und zu evaluierBH!

Er basier dabei auf derin lebenden Zellen st#indenden Metabolisierung des gelben,
wasserlgslichen  -84,5Dimethylthiazol2-yl)-2,5diphenyltetrazoliumbromieSalzes (MTT) zu
wasserunloslicha, lilafarbenem FormazanDie Anzahl lebender Zellen kann pbotometrisch
bestimmt werden Neben einer NADHIVADPFabhangigen Reduktion sind hierbei eine Reihe

weiterer Reduktionsmechanismén den Zellennvolviert 2%

Y <

s _N mitochondriale STON-N

by \>___© Reduktase N H \)@
Ny N=N
C Br @

MTT Formazan

Schema23: Reduktion wn MTT in lebenden Zellen.
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4.2. Evaluation der DNA -Bindung

4.2.1. Kupfer (1) -Komplexe des Typs [Cu(Xphen) 2]2* (X =H, F,F,, CR, SCE, Sk)

4.2.1.1. DNA-Schmelzkurven

Fur die Standardexperimente betrug das VerhéltnisD&/A zu Komplex 10:1 und es wurden zwei
verschiedene Puffersysteme verwendein einen Einfluss des PuffeasiszuschlieRem Tris kann
aufgrund der hohen Bindusgonstante zu Kupfer(ll) mit dem zweiten pHeganden um die
Bindungsstelleam Kupfer konkurriereff®® Eine Auswahl aSubstraten in MORBuffer (pH=7.4,
10mM) wiesg verglichen mit deselben Substraten in TrldClPuffer (pH=7.4, 10mM) ¢ geringee
Schmelztemperaturen auf, wobei die absoluten Werte fur die Schmelzpunkterhéhung im gleichen
Rahmen lagen. Daraufhin wurden die Experimente fur alle Substrate iRl #uffer durchgefiihrt
(Abbildung31).

Tabellel2: Schmelzpunkte und Schmelzpunktdifferenz fir DiamplexAddukte.

Substrat T nTm
CtDNA 730+x01°C -
DNACUYphen), 85.7+01°C 127+02°C

DNACUFphen, 807+ 01°C 77+02°C
DNACUFphen), 781+ 02°C 51+03°C
DNACUCRphen), 757+ 01°C 27+02°C
DNACUSCEphen), 743+ 03 °C 13+04°C
DNACUSkphen), 748 +02 °C 18+03°C

Alle hier untersuchten Kupferkomplexe zeigten eigghohung und damit Stabilisierung der
Doppelhelix(Tabelle12). Somit kann zundchst auch ausgeschlossen werdass freie Kupfer(H)
lonen vorliegen, da diesau einer SchmelzpunkErniedrigung fiihren wiirdef®”! Eskonntenjedoch

sehr untersbiedliche Grade der Stabilisierung festgestellt werden. Die grofte Schmelztemperatur
wurde fur CIDNA nach Inkubation miCuphen), (n ¢ =+12.7 °C)gefolgt von CuFphen,

(n £ =+7.7°C) gemessen. Ein weiterer Fluorsubstituentin Position 6 am Liganden des
Kupferkomplexes fiihrteu einer geringeren Erhéhung der Schmelztemperatur der DNA und somit zu
einer geringeren Stabilisierung der Doppelhelix verglichenGuiEpher),. Eine Moglichkeit fir die
geringereSchmelztemperatukdnnte eine geringere Affinitat des Kupferkomplexes fiir dsDNA sein.
Eine Erklarung fur die geringere Affinitdt konnteiederum der sterische Anspruch der

Fluorsubstitutenten sein, welche einen groRerBaumanspruch als Wasserstoffatome aufweisen
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(1.47A vs. 1.2RR) ¢ geringere Affinitasten wurden auch fir -GH-phen und 5NO-phen
beobachtet***"® Diese These wird durch die Beobachtugestiitzt, dassgroRere Substituenten zu
einer wesentlich geringeren Stabilisierung der EDWppelhelix fuhren alsCuFpher), und
CuURphen),. GemalR des sterischen Anspruchs der Substituenten in den Komplexen wurde eine DNA

Schmelzpunkterhthung in folgender Abfolge aafggt:

Tn-ErhéhungCuphen), > CuFphen, > CUFkphen), > CUCkphen), > CUSEphen), > CUSCEkphen),

1 :
< —— CTDNA
IS 05 —— DNA +Cu(phen)
g ’ DNA +Cufphen),
g — DNA +CuEphen),
0 +== T T T T T T T —  DNA muCEphen)Z
60 65 70 75 80 8 90 95 DNA +Cu(SCphen),
Temperatur PC] DNA +Cu(SEphen),

Abbildung31: Schmelkurvenvon DNACUphen),-Addukten [250uM CTFDNA, 25uM Kupfer(ll}Komplex,
10mM TrisHCHPuffer (pH = 7.4)]

Dieser Annahme folgend ist die Wechselwirkung €afCkEphen),, CUSEphen), und CUSCEphen),

mit CTDNA sehr gering (+ 1.3 bis 2.7 °C). Jedoch lassen die Ergebnisse keinen absoluten Schluss tber
die Starke der Wechselwirkung zu, da auch starke Wechselwirkungen wleiteine Effekte zu einer
geringeren Stabilisierung der Doppelhelix von-BINA fulmen konnen. So kann selbst eine
Destabilisierung der Doppelhelix durch kleine Molekile hervorgerufen werden, indem diese mit
ssDNA wechselwirken und so die Denaturierung von dsDNA induzZieses Szenario ist jedoch fur

die vorliegenden Komplexe unwabteinlich, da keine signifikanten strukturellen Unterschiede
zwischen den Komplexen bestehen. Die fluorierten Derivate sollten somit bzgl. dem Bindungsmodus
ein ahnliches Verhalten zeigen wie die unsubstituierte SpeZiefhen),, welche Uber
Furchenbindug an die DNA bindet (siehe 1.42. Mechanismus der Ndease
Aktivitat/Sauerstoffaktivierung Folglich ist eine geringere Bindungsaffinitat auf Grund der

steigenden SostituentengréfRe wahrscheinlich.
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4.2.1.2. Ethidiumbromid -Verdrangung

Zunéachst wurde das Fluoreszespgektrum einer mit TrisiCl (10nM, pH=7.4) gepufferten EtBr
Losung §uM) aufgenommen. Es wurde CIDNA (20puM) hinzugegeben und abermals die
Fluoreszenmemessen.AnschlieRend wurden die zu untersuchenden Komplexe hinzutitriert und
jeweils ein neues FluoreszeBpektrum aufgenommerfAbbildung32). Aus der Hypochromie des
Maximums konnten die StersVolmerKonstante kK, die Bindungskonstante .} und die
Kanzentration[Qlses, bei der 50% der Fluoreszenz gequencakerden, fir jeden Komplex bestimmt

werden. Folgend sind diese WerteTiabellel3 aufgelistet.

Tabelle13: Bindungskonstanten und Sterlolmer-Konstanten fiir die Bindung von Qphen),-Derivaten an CCDNA

Komplex Kov(M™) [Qlso% (M) Kapp (M)
Cuphen), 2.57x 10 38.9 1.28x10°
CuFphen, 1.73x 10' 57.7 8.66x 10°
CuFphen), 6.68 x 18 150 3.34x 18

CUCHRphen), 7.59 x 10 132 3.79x 10
CUSCEphen), 1.03x 10 97.3 5.14 x 16
CySkphen), 8.89x 16 112 4.45 x 10

Das grofdteVermogen EtBr aus der DNBRoppelhelix zu verdrangerbesitzt das underivatisierte
Cuphen),. Nach Substitution eines Wasserstoffatoms durch ein Fluoratbetragt die
Bindungskonstante J, fir den entsprechenden KompléxuyFpher), wenigerals 70% des Wertes
fir den unsubstituierten KomplexVeit geringere Bindungskonstanten weisen die Komplexe mit
groReren Substituenten auf, wobei, K fir die schwefelhaltigen Komplex€U(SCEphen), und
CuSkphen), minimal groRer ist als fur die schwéfeien CuFphen), und CuUCkphen),.
Uberraschend ist die geringe Bindungsstarke fiur das difluorierte DeGiM@phen),, welches bei
den DNASchmelzexperimenten noch eine der grof3ten Stabilisierungen fur die[gpelhelix
hervorrief. Es zeigt sich folgende Tendenz die Starke d&r-\Erdrangung fur die einzelnen

Kupfer(lIBKomplexe:
Cuphen), > CifFphen, > CYSCEphen), > C{Skphen), > C{Ckphen), > CiFphen),.

Betrachtet man den Einflusser groReren Substituenten (¢FSCE Sk sowie das difluorierte
Derivat) auf die Starke der Ethidiumbromi@rdrangung durch die jeweiligen Komplese scheint
diesemit der ¢ durch die Substituenten induzierten Lipophilie zu korrelieren (siehe TabelleDig.
Unterschiede der Bindungsstarder Komplexe kdnnte auch aus den unterschiedlichen Bedingungen
der Experimente resultieren. Wéahrend bei den B8izhmelzexperimente ein thermodynamisches

Gleichgewicht hergestellt wird, ist beim E#Rssay die Adduktbildung eher kinetisch kontrolliert.
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Abbildung32: Fluoreszenz von EtBZFDNAAddukten nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
unterschiedlicher Kupferkomplexe @dphen, (X=H, F, &, Ck, SCE, SE).
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4.2.1.3. Zirkulardichroismus

Kupfer(lBKomgdexe asymmetrischer pheDerivate (z.B.CuFpher, und CUSCkphen),) zeigen
einenausgepragterZirkulardichroismus zwisché®0und 300nm. Die Ursache hierfir ist unklada
laut Molekdulstrukturanalyse am Festkorper damantiomerengemiscdes Komplexes1 Form eines
Racemates vorliegsiehe Anhang, Raumgruppe@;f, P2/n und C2c). Um die Wechselwirkungen
mit CFDNA zu studieren, wurden deshaHintergrundnessungen mit den Komplexen und der
Pufferldsung durchgefiihrum den Zirkulardichroismus der Kompldreden spateren Experimenten
mit CTDNA zumaskieren. Fur vergleichbare Bedingungen bei den Messungen wurden auch die
Kupferkomplexe der symmetrischen PhenanthrolineEphen), und Cuphen),), die keinen
eigenen Kkulardichroismusaufweisen, in dieHintergrundnessungen integriertBeispielhaft ist
folgend derZrkulardichroismusder KomplexeCUFpher), und CUSCEgphen), abgebildet Abbildung
33).

e CU(Fphen)

=== Cu(SCjphen),

250 300 350

* (mdeg)
N
o

<(nm)

Abbildung33: Zrkulardichroismus der chiralen Komplexe pher), und CYSCgphen), (10>M) in TrisHCHPuffer
(A0mM, pH=7.4).

Die verschiedenen Substituenten fihren zu sehr unterschiedlich ausgepréagten Wechselwirkungen
der Komplexemit CFDNA, so dassuf unterschiedlicheKonformatiorsdnderungender CTDNA
geschlossen werden kanBie Komplexe kdnnen in zwei Klassen eingetegitden. Cuphen), und
CuUFphen, rufen sehr dhnliche Veranderungen idirkulardichroismus der DNA herv@fAbbildung

34). Ein bedeutenderEffekt ist die starke Hyperchromie fiir das positive Signal bei canr@80
welches in Zusammenhang mit der Basenstapelung steht. Diese betragt fir beide Derivate

annahernd 1MMilligrad fur die Elliptizitat(Erhhung umF 200%) Zudem weist das Signal ein
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Rotverschiebung vona. 2.5nm auf. Fur beide Derivate ist zudem eine Schulter bei canB0@u
beobachtenFir die negative Bandegprasentativ fir die Helizitat, ist nur eine geringe Abweichung
vom Normspektrum der CDNA auszumachen. Hier kommt eseiner minimalen Hypochromie und

r Rotverschiebung des Minimums von cain8 Beide Komplexe scheinen somit einen ganz

ahnlichesBindungsmodus zu-ONA aufzuweisen.

= == CTFDNA
Cu(phen)
Cu(Fpherny

it C{phen), und CyFphen, (10 uM),
.4, 10mM) ohne DNAKorrigiert.

Abbildung34: Zrkulardichroismus fur CDNAAddukte (CIDNA: 50 pM)
Spektren wurden gegen deBirkulardichroismusier Komplexe und Tri$iCl (p

Diese zeigen eine schwachdypochromie flr die positive Bande bei 28D (CuRphen))
CUSkphen), und CUSCEphen),) oder zeigen gar keinen Effekt auf das Sid@a{Ckphen),). Die
Helizitat wird nur durch einender Komplexe signifikant beeinflusst (Minimum bei ca. @df.
CUSkphen), hat einen minimalen hyperchromen Shift zur Folge. Zusammen mit dem hypochromen
Shift durchCuSkphen), fir die positive Bande bei ca. 286h kdnnte dies als Entwindung der
Doppelhelix¢ oder allgemein der Ubergang in eine ungeordnetere Struktinterpretiert werden
(Aufthebung der Basenstapelung und der Helizit&gir CUSCEkphen), kdénnte man eine
Konformationsdnderung vermuten, bei der dig=Brm der DNA idie kompaktereGForm Uberfuhrt

wird. Beim typischen GSpektrum einer DNA in-Borm wird das positive Signbki ca. 28Gm
gequencht und die negative Bande fiir die Helizitit bleibt unverardtéf’” Bei dieser
Konformation sind die Basen nichiehr parallel zueinander angeordnet, sondern gegeneinander

verwinkelt.
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