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Abkiirzungsverzeichnis

AF
COX
CDDP
ct-FCS
DES
DMEM
DMF
DMSO
E2

ER
ERE
FCS
HSP
LBD
OHT
PBS
QSAR
SERM
SHR
SM
TAM

Aktivierungsfunktion

Cyclooxygenase

cis-Platin

charcoal-treated FCS

Diethylstilbestrol

Dulbeccos Modified Eagle Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Estradiol

Estrogenrezeptor

estrogen response element

fetales Kalberserum (fetal calf serum)
Hitzeschock-Protein (heat shock protein)
Ligandenbindende Domane (ligand binding domain)
4-Hydroxytamoxifen

Phosphate Buffered Saline

quantitative structure activitiy relationship
selective Estrogen Receptor Modulator
steroid Hormone Receptor

second messenger

Tamoxifen



Glossar

Begriff
HT29 Kolonkarzinomzelllinie
IC5, Konzentration, die 50 % aller Zellen inhibieren kann
MCF7 Estrogenabhangige Mammakarzinomzelllinie der Michigan
Cancer Foundation
MCF7-2a Estrogenabhangige Mammacarzinomzellline, stabil transfiziert
mMit ERwic-1ue
MDA Estrogenunabhangige Mammakarzinomzelllinie
Onkogene Wachstums fordernde Gen-Sequenzen
Tumorsupressorgene Wachstums hemmende Gensequenzen
Zellzyklus Zyklischer Ablauf von Ereignissen in einer eukaryotischen Zelle von
einer Zellteilung zur nachsten Zellteilung
Neoplasien Neubildungen von Geweben
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Kapitel 1 Einleitung

Kapitel 1.1 Krebs und Brustkrebs

Mann und Frau gehn durch die Krebsbaracke

[...]
Komm, sieh auf diese Narbe an der Brust.
Fuhist du den Rosenkranz von weichen Knoten?

Fhl ruhig hin. Das Fleisch ist weich und schmerzt nicht.

(]
Gottfried Benn [1]

Gottfried Benn, zugleich Dichter und Arzt, wusste, wovon er schrieb. Nachdem seine Mutter an Brustkrebs
gestorben war, trat er 1912 eine Stelle als Assistenzarzt in Berlin an. Hier arbeitete er in der Pathologie und
konnte die Auswirkungen von Tumorerkrankungen auf Menschen unmittelbar mit verfolgen. Diese

Erfahrungen schlugen sich in seinem Gedichtband ,Morgue® nieder.

Der Begriff , Tumor® war zuerst wertfrei und bezeichnet auch heute noch eine ortlich begrenzte Zunahme des
Gewebevolumens [2]. Das kann zum Beispiel durch die Einlagerung von Flissigkeit passieren oder durch
eine lokale Fehlsteuerung des Wachstums kérpereigener Zellen. Letzteres wird als Neoplasie bezeichnet.
Diese Fehlbildungen kénnen sowohl benigne als auch maligne sein. Maligne Tumore oder Neoplasien
unterscheiden sich von benignen Tumoren durch drei Merkmale: Invasivitat, Metastasierung und Destruktion

des umliegenden Gewebes.

Heutzutage nimmt man an, dass Tumorwachstum - im Sinne von Neoplasie - ein multifaktorielles
Geschehen unter Mitwirkung verschiedener Gene ist [3]. Die daflir verantwortlichen Onkogene,
Tumorsupressorgene und Reperaturgene kommen in allen Zellen vor. In Wechselwirkung miteinander
regulieren sie naturlicherweise den Lebenszyklus der Zellen. In entarteten Zellen ist dieses fein abgestimmte
Gleichgewicht aus Wachstum, Wachstumshemmung und Reparatur geschadigter DNA-Abschnitte nicht

mehr gegeben.



Mittlerweile sind Tumorerkrankungen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in
den industrialisierten Landern. Man geht davon aus, dass in Deutschland jahrlich bis zu 500 000 Menschen

an Krebs, also an einem Tumor, erkranken [3]

Mitteilungen des Robert-Koch-Institutes zufolge [3] ist Brustkrebs die haufigste Tumorerkrankung bei Frauen.
Fast ein Drittel aller Krebserkrankungen bei Frauen lassen sich auf diese Unterart zurlckfiihren. Deshalb ist
es von immenser Bedeutung, selektive und wirksame dagegen Arzneistoffe zu entwickeln. Dabei sind die

Besonderheiten dieser Krebsart zu beachten.

Brustkrebs lasst sich in zwei Hauptgruppen einteilen: Hormonunabhangiger und hormonabhangiger
Brustkrebs. Letzterer macht etwa zwei Drittel dieser Neoplasien aus. Hierbei wird das Wachstum der
Tumorzellen von Estrogenen geférdert. Man geht sogar davon aus, dass Hormone wie Estradiol Uber seine
Wechselwirkung mit kernstandigen Rezeptoren durch erhdhte Replikationsraten die Wahrscheinlichkeit
genomischer Mutationen und damit das Krebsrisiko erhéhen. Neuere Untersuchungen gehen auch von
nichtgenomischen Wirkungen des Estradiols aus [4]. Hier diskutiert man die Toxizitdt von Estrogen-
Oxidationsprodukten und von Wirkungen, die iber membranstandige Estrogenrezeptoren vermittelt werden.

Aus diesem Grund ist das Verstandnis der Estrogenrezeptoren von Bedeutung.

Kapitel 1.2 Die Estrogenrezeptoren

Diese Familie nukledrer Rezeptorproteine (der Klasse NR3I, d.h. Subfamilie 3, Gruppe 1) besteht aus einer
Mischung von konservierten und flexiblen Domanen. Letztere erlauben eine Einteilung der Rezeptoren in die
Estrogenrezeptor-Subtypen ERa und ERp [5]. Diese Rezeptorsubtypen sind nicht nur in unterschiedlichen
Geweben fiur verschiedene Aufgaben verantwortlich, sondern werden auch durch andere Gene auf

getrennten Chromosomen exprimiert. Beide ER — Subtypen besitzen folgende Doménen:

®cine ligandenbindende Doméne (LBD), verantwortlich fiir die Bindung des physiologischen Liganden

Estradiol (E2)

®cine DNA-bindende Domane (DBD), die Uber Zinkfinger mit den dafiir vorgesehenen DNA-

Abschnitten, den sogenannten Estrogen Response Elements (ERE) reagiert.
®cine Aktivierungsfunktion (AF1), lokalisiert am N-Terminus des Proteins

®cine andere Aktivierungsfunktion (AF2), lokalisiert am C-Terminus,

Dabei sind beide AF fir die Rekrutierung von sogenannten Koregulatoren verantwortlich. Diese

Koregulatoren kénnen den Estrogenrezeptor in seiner Wirkung entweder unterstitzen oder behindern, so



dass man eine Unterteilung nach Koaktivatoren und Korepressoren treffen kann. Durch gezieltes

Ansprechen der Koaktivatoren und/oder Korepressoren kann eine selektive Wirkung erzielt werden.
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Abbildung 1.1: Aufbau von ERa und ERB [5]

Abbildung 1.1 vergleicht die ERa und ERp. Die grote Homologie weisen die beiden Rezeptoren innerhalb

der DNA-bindenden Doméane (DBD) auf, die ligandenbindende Doméane zeigt nur eine Homologie von 59 %.

Auch wenn seit einiger Zeit die Existenz eines membranstandigen Estrogenrezeptors diskutiert wird, kommt
der Hauptteil der Estrogenrezeptoren zytosolisch vor [6]. Dabei liegt der Rezeptor an ein schitzendes
Hitzeschockprotein (HSP90) gebunden vor. Fir die Signaltransduktion muss das HSP 90 abdiffundieren.
Danach kann die Wirkung ligandenabhangig oder ligandenunabhangig vermittelt werden (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Moglichkeiten zur Signaltransduktion liber den Estrogenrezeptor [7]



Der natirliche Ligand mit der hdchsten Rezeptoraffinitat ist Estradiol (E2). Da die Bindungstasche des ER
relativ groBvolumig und damit auch anderen Liganden zuganglich ist, ist hier ein guter Ansatz fir die
Rezeptormodulation gegeben. Nach Bindung eines Liganden an den Estrogenrezeptor verandert sich
dessen Konformation und das HSP90 diffundiert ab. Dadurch wird die Dimerisierungsstelle (eine weitere
Bindungsstelle) frei, die mit einem anderen Rezeptor-Ligand-Komplex interagiert. Es ergibt sich also ein
Dimer, das sowohl als Homodimer als auch als Heterodimer (Dimer aus verschiedenen Rezeptorsubtypen)

bestehen kann. Dieses Dimer kann seine Effekte auf verschiedenen Wegen vermitteln [7].

Das jeweilige Dimer wandert in den Kern und bindet dort mit bestimmten Abschnitten der DNA, den EREs.

Diese Art der Estrogenwirkung bezeichnet man als ,klassisch® (Abbildung 1.2).

Andererseits kann dieses Rezeptordimer auch an andere Transkriptionsfaktoren binden und damit Teile der
DNA erreichen, die nicht als ERE fungieren (Abbildung 1.2).

Zusatzlich ist der Estrogenrezeptor-Ligand-Komplex in der Lage, second messenger (SM) zu aktiveren und

damit nicht-genomische Effekte auszulésen (Abbildung 1.2) .

Auerdem kénnen Wachstumsfaktoren den ER Uber aktivierte Kinasen phosphorylieren. Ein naturlicher
Ligand ist hierbei nicht beteiligt, aber auch hier erfolgt dann Dimerisierung, Translokation und Transkription
(Abbildung 1.2).

Diese vier Arten der Signaltransduktion [7] ermoglichen eine grofde Bandbreite an Signalen und somit erklart

sich die Vielfalt genomischer und nicht-genomischer Wirkungen von estrogen wirksamen Substanzen.



Kapitel 1.3 Die Liganden des Estrogenrezeptors

Die LBD des ER wird zwar als flexibel und relativ gro® beschrieben [8], dennoch sind einige strukturelle
Voraussetzungen fur die Bindung eines Liganden zu beachten. Diese ergeben sich aus dem Aufbau der
LBD. Die LBD wird aus 12 helikalen Einheiten aufgebaut.

Dabei formen die Helices H3, H6, H8, H11 und H12 sowie die Schleifenregion zwischen den Helices H7 und
H8 die ligandenbindende Doméane [8,9] Daraus resultiert eine charakteristische raumliche Struktur, die die
Ligandenerkennung Uber eine spezifische Kombination von Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben
Wechselwirkungen reguliert. Fir die erforderlichen Wasserstoffbriickenbindungen sind sowohl die
Aminosauren Glutaminsaure (Glu353), Asparaginsaure (Arg394) und ein strukturell konserviertes Wasser als
auch ein einzelner Histidinrest (His534) verantwortlich. Dazwischen wird die LBD von hydrophoben
Aminosauren ausgekleidet. Die LBD wird dabei von 12 Aminosaureketten gebildet, die durch (-
Faltblattstrukturen voneinander getrennt sind. Diese Aminosaureseitenketten und deren Position
entscheiden Uber die Rekrutierung von Koaktivatoren und Korepressoren [10] und somit Gber die Wirkungen
des Rezeptordimers. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die Helix 12 (in der Abbildung 1.3 purpur

eingefarbt). Die veranderte Position der Helix 12 kontrolliert die Funktion der AF1.

Abbildung 1.3: Die LBD des Estrogenrezeptors alpha [11]
a: Position der Helix 12 nach Bindung eines Agonisten (DES)
b: Position der Helix12 nach Bindung eines partiellen Antagonisten (OHT)

Die veranderte Lage der Helix12 (purpur) ist deutlich zu erkennen



Aufgrund dieser strukturellen Besonderheiten sind an agonistische Liganden des Estrogenrezeptors
folgende Bedingungen geknlpft: Wirksame Liganden besitzen wie der physiologische Ligand Estradiol (E2)
eine Phenolgruppe, die mittels eines hydrophoben Linkers einen Abstand zu einer zweiten

Phenol/Hydroxylgruppe von optimalerweise 12A (siehe Abbildung 1.4 Mitte) aufweist.

HO OH
Phenol lipophiler Kern
(—/% —_—
Cl Cl

N\/N
k
~
12A
Estradiol (E2) 4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazol
Strukturelle Voraussetzungen fir MS 38
.Klassisches Estrogen“ vom Typ |  ein estrogen wirksames Molekil Estrogen vom Typ Il [1]
Abbildung 1.4: strukturelle Voraussetzungen fiir estrogen wirksame Substanzen

Klassische Estrogene haben nicht nur einen hydrophoben, sondern auch einen planaren Linker. Man
bezeichnet sie als Typ | — Estrogene (siehe Abbildung 1.4 links). Zu dieser Verbindungsklasse gehort nicht

nur der naturliche Ligand E2, sondern auch Verbindungen wie Diethylstilbestrol und Hexestrol.

Neuere  Untersuchungen [12, 13] haben gezeigt, dass auch gewinkelte  Molekile
estrogenrezeptormodulierende Wirkung aufweisen kénnen. Diese Verbindungen charakterisieren sich nicht
nur durch einen gewinkelten Molekiilbau auf, sondern auch dadurch, dass der Abstand zwischen den OH —
Gruppen nur ungefahr 6 A betragt. Die Konformation der pharmakophoren Diarylethaneinheit ist fixiert, eine
Drehung nicht mehr moglich. Die Bindung erfolgt somit Uber synklinal stdndige Aromaten. Deshalb
bezeichnet man sie als Typ lI-Estrogene (siehe Abbildung 1.4 rechts). Innerhalb dieses Arbeitskreis konnten

4,5-Diaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole als Typ ll-Estrogene bestimmt werden [12, 13,14].

Selektive Estrogenrezeptormodulatoren sind entweder gekennzeichnet durch eine unterschiedliche Affinitat
zu den Estrogenrezeptorsubtypen oder den Estrogenrezeptoren in verschiedenen Geweben (vergleiche die
Eigenschaften von Raloxifen und Tamoxifen) oder kénnen im Gegensatz zu reinen Estrogenen eine

veranderte Konformation des ER bewirken [9, 15].



Die Helix 12 verschiebt sich unter Einwirkung eines SERMs und 6ffnet eine weitere Bindungstasche mit der
Méglichkeit zur Bindung an die Aminosaure Asparaginsaure (Asp351) [15]. So erzielt z.B. der SERM
Raloxifen seine Wirksamkeit. Aufgrund der Verschiebung von H12 durch eine basische Seitenkette wird die
Rekrutierung von Kofaktoren und/oder Korepressoren durch eine Konformationsanderung der AF1

verandert.

Daraus resultieren eine variable Transkription und die spezifische Wirkung dieses Arzneistoffs. Fir eine
selektiv den Estrogenrezeptor modulierende Wirkung ist deshalb eine basische Seitenkette erforderlich.
Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage fir die in der vorliegenden Arbeit synthetisierten 2,4,5-Triaryl-4,5-

dihydro-1H-imidazole mit zwei phenolischen Gruppen und einer basischen Seitenkette.

Kapitel 2 Selektive Estrogenrezeptormodulatoren in der
Therapie des Mammakarzinoms und Problemstellung

Kapitel 2.1 Die Rolle von Selektiven Estrogenrezeptormodulatoren in
der Therapie des Mammakarzinoms

Die generelle Therapie von Tumoren beruht auf drei Prinzipien: Bestrahlung, Operation und Behandlung mit
Chemotherapeutika [16]. Primares Ziel ist die vollstandige Entfernung des entarteten Gewebes. Mit Hilfe von
Biopsiematerial wird beim Mammakarzinom zuerst der Hormonstatus bestimmt, denn hormonabhangige
Neoplasien kénnen durch diese im Wachstum geférdert werden. Hierbei wird bestimmt, ob der Tumor
Rezeptoren fir diese Hormone besitzt. Lasst sich zum Beispiel der Estrogenrezeptor in einem Tumor

nachweisen, bezeichnet man diesen als ,rezeptorpositiv‘ (ER+).

Bei estrogenrezeptorpositiven Mammakarzinomen ist eine Therapie mit selektiven Rezeptormodulatoren
(SERMSs) sinnvoll. Die Tatsache, dass bestimmte Substanzen aufgrund unterschiedlicher Rekrutierung von
Kofaktoren in bestimmten Geweben agonistisch und in anderen Geweben antagonistisch wirken kénnen,
erbffnete neue Mdglichkeiten in der Therapie. So kann das Wachstum von entartetem, estrogenabhangigen
Gewebe vermindert werden. SERMs dienen somit zur Minimierung der TumorgréRRe (fur eine anschlieende
Operation), zum Schutz vor einer schnelleren Proliferation von eventuellen Metastasen nach der Operation

des Primartumors und zur Prophylaxe einer Wiederkehr des Tumors. [11,16]



Eine der ersten Substanzen, die fir diese Zwecke eingesetzt wurden, war Diethylstilbestrol (DES). DES
(siehe Abbildung 2.1) wurde ab 1941 zur Behandlung der Vaginalentziindung, postmenopausaler
Beschwerden und zur Verhinderung der BrustvergréRerung nach einer Schwangerschaft eingesetzt. Letztere
Indikation flhrte auch zur Anwendung von DES in der Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms.
Ab 1960 galt DES 20 Jahre lang als Mittel der Wahl gegen diese Krebsart [17].

H

-
O

Abbildung 2.1: Diethyistilbestrol

Aufgrund der agonistischen Aktivitdt von DES ist aber das Risiko fir Vaginalkrebs und Brustkrebs sogar in
den noch folgenden Generationen erhéht [17]. Deshalb wurde nach selektiven Estrogenrezeptormodulatoren
gesucht. Dies fiihrte zur Entwicklung von Tamoxifen (TAM) [18] (Abbildung 2.2).

Abbildung 2.2 Tamoxifen

Urspriinglich sollte TAM als ,Pille danach® entwickelt werden, aber seine Wirkung gegen Brustkrebs wurde
schnell klar. Obwohl TAM eine durch seine geringeren Nebenwirkungen deutliche Verbesserung gegenuber
DES darstellt, weist es immer noch eine leichte agonistische Wirkung auf, die das Risiko eines
Endometriumkarzinoms erhoht. Mittlerweile findet Tamoxifen ein breites Anwendungsspektrum in der
Therapie von Brustkrebs, der Pravention der Wiederkehr von Brustkrebs und der Behandlung von Infertilitat
[19].



TAM ist ein Prodrug. Im Korper wird es mit Hilfe der Isoenzyme CYP2D6 und CYP3A4 zu der Wirkform 4-
Hydroxytamoxifen (OHT) umgesetzt. Diese basische Seitenkette interagiert mit der schon erwahnten
Asparaginsaure (Asp351, vergleiche Abbildung 1.3) und ist somit fahig, die Lage der Helix 12 [18,19] zu

beeinflussen.

Wie bereits erwahnt, weist TAM nicht nur antagonistische, sondern auch agonistische Wirkungen auf. Diese
agonistischen Wirkungen erhdéhen das Risiko eines Endometriumkarzinoms und den Triglyceridspiegel im
Blut, was in Einzelféllen schon zu sogenannten ,Fettlebern® gefiihrt hat. Zusatzlich kdnnen sich gegen
Tamoxifen Resistenzen entwickeln, die durch die Downregulation der Estrogenrezeptoren, einem
veranderten Verhaltnis der ERa/B und einer gesteigerten Aromataseaktivitat hervorgerufen werden kénnen
[18].

Aufgrund der Haufigkeit von Brustkrebs und der damit verbundenen Resistenzentwicklung gegentber
Tamoxifen ist deshalb die Entwicklung von  weiteren selektiven, nebenwirkungsarmen
Estrogenrezeptormodulatoren als Tumortherapeutika von immenser Bedeutung. In vorhergehenden
Arbeiten konnten 4,5-Diaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole als Liganden des Estrogenrezeptors und selektive

Estrogenrezeptormodulatoren [12, 13, 14] bestatigt werden.



Kapitel 2.2 Die Entwicklung von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen
aus bekannten SERMs

DES war einer der ersten Estrogenrezeptorliganden ohne Steroidstruktur. Weitergehende Entwicklungen

gingen deshalb haufig von dieser Grundstruktur aus. Aus dem DES wurde das Hexestrol abgeleitet [20].

HO
“““ QQH

Abbildung 2.3 Hexestrol

Von diesem Molekil ausgehend wurden die 1,2-Diarylethandiamine synthetisiert. Diese erwiesen sich als
wirksam am Estrogenrezeptor, allerdings mit einer schwacheren relativen Bindungsaffinitdt als die
Mutterverbindung Hexestrol. Die estrogene Wirkung dieser Verbindungen war an eine hohe Lipophilie durch
eingefilhrte Halogene an den Aromaten gebunden, sowie an die N-Alkylierung oder die N,N'-Dialkylierung
[21].

R

\

NH

HO
QOH
HN
\

R

Abbildung 2.4 Grundstruktur der estrogen wirksamen N,N'-Dialkyl-1,2
bis(hydroxyphenyl)ethandiamine

Da bekannt war, dass bei 75% aller Mammakarzinome eine erhdhte Expression von Estrogenrezeptoren
vorliegt [3], sollte die Affinitdt der Diamine zum Estrogenrezeptor ausgenutzt und mit einer zytostatischen
Wirkkomponente belegt werden. Eine wichtige Leitstruktur fir eine zytostatische Wirkkomponente ist das cis-
Platin. (Abbildung 2.5) In den daraus entwickelten Platinkomplexen ist die zytotoxische PtCl2-Einheit mit

einem ER-affinen Neutralliganden vereint.
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Abbildung 2.5 Cis — Platin (CDDP) [22]

Die Komplexierung von 1,2 -Diarylethandiaminen mit Platinsalzen ergab zum Beispiel den Chlor-[1-(2-chloro-
4-hydroxyphenyl)-2-phenylenethandiamineplatin(ll) - Komplex aus Abbildung 2.6. Obwohl sich durch die
Komplexierung der 1,2-Diarylethandiamine mit Platin die relative Bindungsaffinitdt zum Estrogenrezeptor

verringerte, nahm die Genaktivierung zu.

HO OH
ci ci
|-|2N\Pt NH,
c”  cl
Abbildung: 2.6 Aus einem 1,2-Diaryl-1,2-ethandiamin abgeleiteter Platin(ll)komplex [59]

Als die cis-Platinpartialstruktur formal gegen eine Methingruppe [14] ausgetauscht wurde, ergaben sich 4,5-
Dihydro-1H-imidazole, die eine vergleichbare Raumstruktur aufwiesen und trotz geringer Affinitat zum
Estrogenrezeptor eine estrogenvermittelte Genaktivierung auslésen konnten. Diese Strukturen konnten als

Estrogene vom Typ |l (siehe oben) bestatigt werden.
HO OH
cl cl
// \/

Abbildung 2.7: (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-bis(2-chloro-4-hydroxyphenyl)-N-ethyl-4,5-dihydroimidazol

11



Die Einfihrung einer basischen Seitenkette ergab hingegen leicht antiestrogen wirksame 4,5-Diaryl-4,5-
dihydroimidazole. Diese erwiesen sich als selektiv antagonistisch an ERa und stellen somit selektive

Estrogenrezeptormodulatoren dar.

o o/ \

W 5

Cl Cl

HN\/N

Abbildung 2.8 (4R,5S)/(4S,5R)-4-(2-Chlor-4-(2-dimethylaminoethoxy)phenyl)-5-(2-chloro-4-
hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol [14]
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Kapitel 2.3 Problemstellung

Diese Antiestrogenitat sollte durch Einflihrung eines dritten Aromaten moduliert und verstarkt werden (siehe
Abbildung 2.9).

In der LBD des ERa tritt eine der OH-Gruppen des 4,5-Di(4-hydroxyphenyl)-4,5-
dihydroimidazolgrundgeristes analog zu Typ-l Estrogenen in H-Brickenbindung zu den Aminosduren
Arg394, Glu353 und einem Wassermolekil. Die zweite Hydroxygruppe kann mit Asp351 oder Thr 347
interagieren. Durch einen zusatzlichen Aromaten am C2 des Grundgeristes kénnte eine Interaktion mit

His524 mdglich sein. Dadurch soll die Bindungsaffinitat erhdht und die Genaktivierung gesteigert werden.

Ein Aromat in C2 des 4,5-Dihydroimidazolringes verandert die rdumliche Struktur eines potentiellen
Liganden. Auf diesem Wege konnte eine optimierte Positionierung in der LBD erfolgen und essentielle

Kontakte von basischen Seitenketten vermittelt werden.

Insbesondere sollten SERMs synthetisiert werden, die eine hohe Selektivitat zu ERa, der hauptsachlich im

Brustgewebe vorkommt, aufweisen.

HO o*\;N/R

Abbildung 2.9: 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole als potentielle SERMs
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Kapitel 3 Synthese und Uberblick liber synthetisierte
Verbindungen

Kapitel 3.1 Synthesen von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen

In der vorliegenden Arbeit wurden (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole und ihre N-alky-
lierten Analoga synthetisiert. Zentrale Synthesebausteine dieser Verbindungen sind die entsprechend substi-
tuierten Aldehyde, die mit verschiedenen Stickstoffverbindungen umgesetzt werden. Dabei ergeben sich fir

die 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole zwei wichtige Syntheserouten
1.Uber Diazapentadiene als Zwischenstufen

2.Uber 1,2-Diarylethandiamine als Zwischenstufen

Kapitel 3.1.1 Synthese von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen iiber 2,4-
Diazapentadiene:

Uber diesen Syntheseweg werden symmetrisch substituierte 2,4,5-Triaryl—4,5—dihydro—1H—imidazole herge-

stellt.

Schon 1837 wurde festgestellt, dass Benzaldehyd in wassriger ammoniakalischer Lésung zu einem Trimer
reagiert, das spater als Diimin oder Diazapentadien identifiziert wurde [24,25]. Einfache mono— oder disubsti-
tuierte aromatische Aldehyde lassen sich problemlos umsetzen. Hierbei reicht einfaches Riihren bei Raum-
temperatur in gesattigter, wassriger oder ethanolischer Ammoniakdsung aus. Bei dieser Reaktion ist die Art

der Substitution von Bedeutung. Substituenten (in Position 3 oder 4 des Aromaten) mit einem +M-Effekt

(-OCHg oder -Cl) reagieren nahezu quantitativ. In Position 2 substituierte Aldehyde sind fur diese Art der Re-

aktion sterisch gehindert und ergeben daher geringere Ausbeuten als die vergleichbaren in Position 4 substi-
tuierten Aldehyde.
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CHO y
N
R2 Rz / \ R >Si/ \Si<
NH; oder HMDS N ‘ ‘
Hexamethyldisilazan
R, (HMDS)
R4
R4
Abbildung 3.1: Bildung von 2,4-Diazapentadienen aus aromatischen Aldehyden [25,26,27]

R = OCHs, R.= F oder CI

Die abgebildeten 2,4-Diazapentadiene lassen sich nicht nur mit wassriger oder ethanolischer Ammoniakl6-
sung synthetisieren, sondern auch mit Hexamethyldisilazan (HMDS, siehe Abbildung 3.1 rechts). Hierbei
wird der Aldehyd zusammen mit HMDS (das gleichzeitig auch als Lésemittel fungiert) und basischem Al,O;

Uber 6h bei 120° C gehalten. Diese Methode eignet sich insbesondere fur sterisch gehinderte Aldehyde.

Durch Umsetzung der 2,4-Diazapentadien-Vorstufen mit einer Base lassen sich symmetrisch substitutierte
(4R,58)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole synthetisieren. Die dabei ablaufende Reaktion wird
als perizyklisch und disrotatorisch beschrieben [26]. Der Begriff ,pericyclisch* beschreibt, dass zwischen den
Enden eines konjugierten Systems ein Ring gedffnet oder geschlossen wird. Bindungsbruch und Bindungs-
bildung finden hierbei gleichzeitig statt. Eine starke Base deprotoniert zuerst das Diazapentadien. Im An-
schluss daran findet ein disrotatorischer Ringschluss liber ein Carbanion statt. Die Substituenten an den C-
Termini des Diens rotieren beim Ringschluss in entgegengesetzte Richtungen. Das abstrahierte Proton wird
nach dem Ringschluss wieder an das Molekil angelagert, somit verlduft die Reaktion unter Basenkatalyse.
(Abbildung 3.3)

15



Auch die Tatsache, dass die Reaktion temperaturabhangig ist (fuir die (R/S)/(S/R)-Konfiguration waren Tem-
peraturen unter 0°C entscheidend), weist auf eine disrotatorische Reaktion hin, denn durch das intermediar
gebildete Carbanion befinden sich 4n+2 Elektronen in dem System, was nach den Woodward-Hoffman-Re-
geln [28] bei einer thermischen Reaktionskontrolle zu einer suprafacialen Positionierung der Substituenten
fuhrt.

R1 R1 R1 R1 R1 R1
R2 Z Rz R - z R R, : : R,

/ \ +tButo" =

N N u N ‘N + tButOH HN /N

- tButOH - tButO”
R, R, R,
R, R Rq
Abbildung 3.2: Zyklisierung des 1,3,5-Triaryl-2,4-diazapentadiens mit Hilfe einer Base zum

2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazol [29]

Das intermediar gebildete Carbanion (Abbildung 3.3 Mitte, Literatur: [25,26]) zeichnet sich durch eine intensi-
ve blaue bis violette Farbe aus und dient zur Reaktionkontrolle. Ist die intensive Farbe des Carbanions zu
dem hellen Gelb des Produktes (Losung in THF, vergleiche Abbildung 3.2 rechts, Literatur: [29]) verblasst, ist

die Reaktion beendet und kann abgestoppt werden.

So ist es moglich, besonders zeitsparend zu arbeiten. Durch Verwendung einer starken, raumlich gehinder-
ten Base (tButOK) in absolutem Tetrahydrofuran (THF), gelang es in der vorliegenden Arbeit, das gewiinsch-
te (4R,5S)/(4S,5R)-Produkt isomerenrein (Kriterium: 'H-NMR-Spektroskopie) zu isolieren. Die Stereochemie
des Produktes ist dabei von folgenden Faktoren abhangig: Dem Ldsemittel, der verwendeten Base und der

Temperatur.

Bei einer Reaktionstemperatur von > 0° C resultierten Diasteromerengemische. Deshalb musste immer mit

einem Eis-Kochsalzgemisch (3 Teile Eis und 1 Teil Kochsalz) gekihlt werden.
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Des weiteren konnte die Selektivitat in der vorliegenden Arbeit auch bei Verwendung des Losemittels THF
und der Base tButOK aufrecht erhalten werden. Bei der Verwendung von anderen Losemitteln (Petrolether,
Diethylether) und anderen Basen (NaH; EtONa) konnte die angestrebte Stereoselektivitat nicht erreicht wer-

den. Das zeigte sich an uneinheitlichen '"H-NMR-Spektren an der Position der benzylischen Protonen.

Bei Substituenten mit einem —I-Effekt (CN, Verbindung 5, siehe Kapitel 3.2) reicht die Carbonylaktivitat nicht
aus , um mit NH; die Diazapentadien-Vorstufe zu bilden. Daher muss man drastischere Methoden wie zum
Beispiel die Reaktion mit Hexamethyldisilazan bei 120° C anwenden [27]. Allerdings verlauft diese Reaktion
mit diesem Substituenten direkt vom Aldehyd zum (4R,5S),(4S,5R)-Dihydro-2,4,5-triaryl-4,5-dihydroimidazol
(Abbildung 3.3).

NC CN
CHO O O
ﬁ» HN. N
CN
CN
Abbildung 3.3: Die direkte Zyklisierung von 4-Cyanobenzaldehyd mit Hilfe von HMDS zum

2,4,5-Tris(4-cyanophenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol (5) [32]

Die Aufreinigung der so synthetisierten symmetrischen (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imida-
zole geschieht folgendermalien:

Zuerst wird die Reaktionslésung in einen mindestens dreifachen Uberschuss an Wasser gegeben. Dabei
wird die Reaktion abgestoppt; zum anderen vermischen sich das relativ hydrophile THF und die Base mit
dem Wasser. Die Triaryl4,5-dihydroimidazole sind sehr viel schlechter wasserldslich und fallen aus. Am An-
fang sind diese Verbindungen noch 6lig — amorph, kristallisieren aber relativ schnell aus und lassen sich
dann abfiltrieren. Fur die Isolierung ist die Menge an Wasser entscheidend, da sich THF und Base vollstan-

dig darin I6sen und somit vom Produkt abtrennen sollen.
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Zur Aufreinigung werden die 4,5-Dihydroimidazole aus einem Gemisch von Ethylacetat und Hexan umkristal-
lisiert. Dabei wird das 4,5-dihydroimidazol zuerst in einem Teil Ethylacetat gelést und dann Hexan in steigen-
den Anteilen unter Schwenken zugegeben, bis das (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazol
ausfallt und abfiltriert werden kann. Das Verhaltnis von Ethylacetat und Hexan wird notiert. Das Produkt wird
noch einmal mit einer geringen Menge an kaltem Hexan gewaschen und anschlieRend getrocknet. Sollte es
noch notwendig sein, schliesst sich daran eine sdulenchromatographische Aufreinigung mit Hilfe von Kiesel-

gel und dem zuvor notierten Ethylacetat/Hexan-L&semittelgemisch an.

Bei den hydrophileren Verbindungen wie zum Beispiel dem (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-amidophenyl)-4,5-
dihydro-1H-imidazol 9 ist die Aufarbeitung durch Ausfallung aus einer wassrigen Lésung nicht méglich. Trotz-
dem ist es notwendig, diese Verbindungen von der Base und weiteren hydrophilen Verbindungen durch Zu-
gabe von Wasser zu trennen. Hier wird die Reaktionslésung zwar auch in die dreifache Menge Wasser ge-
geben, die resultierende Lésung aber dreimal mit Dichlormethan ausgeschuttelt. Nach dem Trocknen der Di-
chlormethanlésung mit Natriumsulfat wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riick-
stand mit Hilfe der Chromatographie aufgetrennt. Hier bietet sich besonders die zirkulare Chromatographie
(,Chromatotron®) oder die Saulenchromatographie mit Aluminiumoxid als stationarer Phase an. Als Fliemit-
tel wurden hier Dichlormethan/Methanol-Gemische gewahlt. Das Verhaltnis der geeigneten

Dichlormethan/Methanol -Gemische wird zuerst durch Wirtschaftsgeographie ermittelt.

Kapitel 3.1.2 (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole tiber 1,2-
Diarylethandiamine:

Uber Diazapentadiene lassen sich nur symmetrisch substituierte (4R5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazole herstellen. Zwar wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, mehrere Aldehyde in einem
Gemisch zur Reaktion kommen zu lassen und dieses Gemisch dann aufzuarbeiten, aber es stellte sich
heraus, dass in dieser Reaktion ein Aldehyd bevorzugt reagiert und auch nur ein Produkt in signifikanten
Mengen entsteht. Dies kénnte auf die unterschiedlichen Carbonylaktivitdten der Aldehyde und auf sterische

Hinderungen zuriickzufiihren sein. Daher wurde dieser Ansatz als ungeeignet verworfen.

1,2-Diarylethandiamine sind ein wichtiger Synthesebaustein flir die Synthese von unsymmetrischen 2,4,5-
Triaryl -4,5-dihydro-1H-imidazolen.
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Die dafurr bendétigten (1S,2R)/(1R,2S)-1,2-Diarylethandiamine kénnen durch eine Synthese nach Végtle [30]
hergestellt werden, in dem man zuerst Benzil und Salicylaldehyd mit wassriger, gesattigter Ammoniaklésung
zu N,N’-Dibenzoyl-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethandiamin umsetzt (Abbildung 3.4).

O O H O O O
OH " NHj [aq]
+ 2 _— O\ /O
H HN NH H
(@] %O

Abbildung 3.4: Reaktion von Benzil mit Salicylaldehyd in wassriger, ammoniakalischer
Losung [30]

Das resultierende aufgereinigte N,N’-Dibenzoyl-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan-1,2-diamin wird im nachsten
Schritt mit Hilfe von Acetanhydrid O-acetyliert und an N-umacetyliert. Acetanhydrid dient hierbei als Reagenz
und als Solvens (Abbildung 3.5)

A

Abbildung 3.5: Acetylierung des N,N’-Dibenzoyl-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethandiamins

Das acetylierte Diamin (Abbildung 3.5) kann mit Hilfe von konzentrierter Bromwasserstoffsaure zu (1S,2R)-

1,2-Bis(2'-hydroxyphenyl)ethandiamin umgesetzt werden (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Spaltung zum (1S,2R)-1,2-Bis(2-hydroxyphenyl)ethandiamin mit Hilfe von HBr (47%).q

Dieses Produkt wird nun mit den entsprechend methoxylierten Benzaldehyden im Rahmen einer Diaza-
Cope-Umlagerung umgesetzt (Abbildung 3.7).

H3;CO OCH3

o} H
+ 2
HO OH
H,N NH, N\ N
OCHs HO i/ OH

Abbildung 3.7: Bildung der N,N’-Disalicyliden-1,2-bis(4-methoxyphenyl)ethandiamine
Die gewunschten (1R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diarylethandiamine werden durch Spaltung mit 6N HoSOy4 erhalten.

Um eine quantitative Umsetzung zu erreichen, wird der frei werdende Salicylaldehyd dem System mittels
Wasserdampfdestillation entzogen (Abbildung 3.8).

20



H,CO OCH; H,CO OCH,

; g 6N H,SO,

N N H,N NH,
HO \ i/ OH
Abbildung 3.8: Die Spaltung der N,N’-Disalicyliden-1,2-bis(4-methoxyphenyl)ethandiamine zu

1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethandiaminen

Die dabei entstandenen Hydrosulfate werden mit 2N NaOH in die freien Basen umgesetzt und kdnnen an-
schlieRend zu 4,5-Dihydro-1H-imidazolen zyklisiert werden.

Der Ringschluss kann mit verschiedenen Aldehyden und Aldehydderivaten (Abbildung 3.9) erfolgen.

OR D o
)<%)R2 )Niz cl i
R4 OR; R; OR, R H
Orthoester Iminoether Aldehyd
Abbildung 3.9: Verschiedene Aldehydderivate zur Zyklisierung von Diaminen zu 4,5-Di-

hydro-1H-imidazolen

4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazole lassen sich mit Orthoestern und den vorstehend beschriebenen Diaminen
herstellen [12,14]. Fur die sterisch anspruchsvolleren 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole kénnen Imi-
noether [31] verwendet werden. Iminoether kénnen durch die sogenannte Pinner — Reaktion (das Produkt —
Iminoetherhydrochlorid — wird auch als Pinner — Salz bezeichnet) aus Nitrilen, einem Alkohol und HCl4 her-
gestellt werden [31]. Die Herstellung von Iminoethern aus Aldehyden kennzeichnet sich durch mehrere Ar-
beitsschritte und verminderte Ausbeuten, daher wurde nach einer einfacheren Komponente fiir die Herstel-

lung der Triaryl4,5-dihydroimidazole gesucht. Als einfachere Komponente wurde ein Aldehyd ausgewahit.

21



Neuere Literaturangaben [32,33,34] beschreiben, dass sich 4,5-Dihydro-1H-imidazolderivate durch die ge-
meinsame Oxidation von Diaminen und Aldehyden mit Hilfe des Oxidationssystems Kl/I./K.CO; [34] herstel-
len lassen. In der urspringlichen Veroéffentlichung wurde von Ethandiamin ausgegangen und Wasser als L6-
semittel verwendet. In der vorliegenden Arbeit konnte aus dem 1,2-Bis(4methoxyphenyl)ethandiamin und in
Position 2' substituierten Aldehyden erfolgreich 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1Himidazole hergestellt werden. Da
sich aber das 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethandiamin nicht in Wasser 16st, wurde fir diese Reaktion als Lése-
mittel Methanol verwendet. So konnten 4,5-Dihydroimidazole hergestellt werden, die einen im Vergleich zu
den Aromaten des 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethandiamin unterschiedlich substituierten Aromaten in Position

2 des 4,5-Dihydroimidazolrings tragen.

R4 Ry

Rz
KIll,/K,CO4
+ T e HN p N

H,N NH, Rs

R

R3
Abbildung 3.10: Zyklisierung eines 1,2-Diarylethandiamins und eines Aldehyds mit Hilfe des
Oxidationssystems Kl/l./K.CO; zu 1,3,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen[34]

Kapitel 3.1.3 Weiterfiihrende Synthesen

Die 2,4,5-Tris(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazole sind Ausgangspunkt fiir weitere Derivatisierun-
gen:
O N-Alkylierungen (Alkylgruppen, Propargylsubstituent

®Spaltung der Ethergruppen
®\/eretherung der resultierenden Phenolgruppen mit Seitenketten mit basischen Funktionen
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Kapitel 3.1.3.1 N — Alkylierungen von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen

Eine weitere wichtige Variation von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazolen ist die Substitution der Stickstoffe
N1 oder N1 und N3 mit je einem Alkylrest. Da die Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole als schwache Sauren rea-
gieren konnen [12], lassen sie sich in aprotischen Medien durch Zusatz starker Basen deprotonieren. Die
Deprotonierung ist beglnstigt, weil das gebildete 4,5-Dihydroimidazolid seine negative Ladung Uber beide
Stickstoffe delokalisieren kann [12, Abbildung 3.11].

H,CO OCH;

OCH,

Abbildung 3.11: Deprotoniertes 2,4,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol

Flgt man anschlielRend ein Alkylhalogenid hinzu, so wird das Molekil an den Stickstoffen substituiert. Da die

Reaktion nach einem Sy\2-Mechanismus verlauft, sind primare Alkylhalogenide gegenlber sekundaren oder

tertidaren Alkylhalogeniden begunstigt. In der vorliegenden Arbeit gelang es durch den Einsatz ausgewahlter
Basen, sowohl Mono- als auch Dialkylierungen selektiv durchzufihren. Mit Hilfe der N-Alkylierung erzielt
man lipophilere Molekile ohne basisches N1 und kann gleichzeitig die Auswirkungen funktioneller Gruppen
auf (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole untersuchen [35]

Der Einsatz von n-Butyllithium als Base ermdglichte die Synthese der monoalkylierten Form. n-Butyllithium
ist eine metallorganische Verbindung, deren charakteristische Eigenschaften von der deutlichen
Elektronegativitatsdifferenz zwischen Kohlenstoff (2,55) und Lithium (0,98) herrthren. Diese Differenz
bewirkt, dass der Kohlenstoff im Molekul eine negative Partialladung besitzt und deshalb in der Lage ist, als
starke Base zu wirken. Hierbei war es von besonderer Bedeutung, die Reaktion wasserfrei und unter

Schutzbegasung (Argon) in absolutem THF durchzufihren.
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H1CO OCH; HsCO OCH;

< R-1, N -Butyllithium ——
HN. N THF 5., Argon o NN

OCH; OCH;

Abbildung 3.12: Monoalkylierung von 2,4,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol (6)

Die dialkylierte Form ergab sich bei Verwendung von K;COs als Base und dem Kronenether 18-Krone-6.
Letztere Verbindungsklasse zeigt gute Ldslichkeiten in polaren und unpolaren Medien und ist gleichzeitig in
der Lage, bestimmte lonen zu komplexieren. Dabei weist sie eine charakteristische Affinitat fir ein spezielles
Kation auf. 18-Krone-6 schlie3t bevorzugt Kaliumionen ein, weshalb bei der Zugabe von Kaliumcarbonat zu
einer LOsung von 18-Krone-6 in Acetonitril ein sogenanntes ,nacktes“ Carbonation (ein lon ohne Hydrathdil-
le) entsteht. Dieses nackte Carbonation fungiert in diesem aprotischen System als starke Base und ist
dementsprechend in der Lage, das 4,5-Dihydro-1H-imidazol zu deprotonieren. Bei dieser Reaktion entsteht

die permanent positiv geladene dialkylierte Verbindung, die mit lodid zusammen ein Salz bildet.

H3CO OCHj HsCO OCH,

> < R-1, 18 - Krone - 6, K,CO3 7 <
> & I
HN p N R/N /N\\R

AcCN

OCH, OCH;,

Abbildung 3.13: Dialkylierung von 2,4,5 -Tris-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol (8)
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Kapitel 3.1.3.2 Etherspaltung von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(methoxyphenyl)-4,5-

dihydroimidazolen

Hydrophile Gruppen in para-Position der Arylsubstituenten lassen sich durch Etherspaltung der Methoxy-
gruppen mit Hilfe von Bortribromid [12] erzielen. Diese starke Lewis-Saure ist besonders gut zur schonenden
Spaltung von Alkylarylethern geeignet, wie sie hier vorliegen. Dabei resultieren Phenolgruppen, die wieder-
um Ausgangspunkt fur die Einfiihrung weiterer funktioneller Gruppen sind. Mit Hilfe von BBr; gelang es auch,
Methoxygruppen unsymmetrischer 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole mit basischen Seitenketten zu ent-
schiitzen, ohne dass die ebenfalls als Ether vorliegende basische Seitenkette zerstort wird (Verbindung 37,

siehe Kapitel 3.2 ). Dies scheint an der langeren O-Alkylkette zu liegen.

H3CO, OCH3; HO OH

o e

BBr;
- e

R/NE/EN R/NE /EN
OH

OCH,
Abbildung 3.14: Spaltung der Methoxygruppen des Aromaten mit Hilfe von BBr;
Methode nach [12]

Kapitel 3.1.3.3 Einfiihrung basischer Seitenketten in phenolische 2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazole

Rz
N
A\

Ry

HO OH HO, OI
O Q R, O Q
|
I/\/N\R

2
N

N > N N
R NS Ry NS

OH OH

Abbildung 3.15: Einfiihrung basischer Seitenketten in 2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-

imidazole
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Fir die Einfihrung basischer Seitenketten (siehe Abbildung 3.15) wird die Reaktivitat von Phenolgruppen im
Rahmen einer Williamson-Ether-Synthese genutzt. Dabei kann man durch gezielte Auswahl der Basen (ent-

weder Natriumethanolat oder tButOK) und Alkylhalogenide eine grof3e Auswahl an Verbindungen erzielen.

Fir diese Reaktionen ist es notwendig, in absolutem Ethanol unter Schutzbegasung zu arbeiten. Zwar ist
diese Reaktion unselektiv und man erzielt ein Gemisch aus mindestens 6 Isomeren in verschiedenen Men-

genanteilen, aber durch sorgfaltige Trennung kann man gleichzeitig verschiedene Isomere isolieren.

Dabei werden zuerst aus dem ethanolischen Reaktionsgemisch mit Hilfe von etherischer HCI die Edukte
ausgefallt und das resultierende Isomerengemisch anschlieRend sorgfaltig getrocknet. Danach wird das Ge-
misch mit Hilfe des Chromatotrons und einem Dichlormethan/Methanolgradienten getrennt. Man beginnt mit
reinem Dichlormethan. Ab 9 Teilen Dichlormethan und 1 Teil Methanol wird dem Gradienten ein kleiner Anteil
Triethylamin (0,01 Teil) zugesetzt und bis zum reinen Methanol mit 0,01 Teil Triethylamin fortgesetzt. Die
Fraktionskontrolle erfolgt per Fluoreszenzléschung bei 254 nm und Diinnschichtchromatographie. So erhalt

man ein breites Spektrum an Verbindungen und kann die Bedeutung des Substitutionsortes besser klaren.

Eine Ubersicht der synthetisierten Verbindungen findet sich in Kapitel 3.2
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Kapitel 3.2

Substanziibersicht.

Monosubstituierte Verbindungen:

Verbindung Stereochemie Position am Aromaten R=
1 (4R,5S8)/(4S,5R) -alle- H
2 " 4 F
3 " 4 Cl
4 " 4 CHs
5 " 4 CN
6 " 4 OCHj;
7 " 4 SCH;
8 " 4 OH
9 " 4 CONH;
10 " 3 Cl
1 " 3 OCHj;
12 " 2 F
13 " 2 Cl
14 " 2 OCHjs
15 " 2 OH
Tabelle 1: An den Aromaten einfach substituierte 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole
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Mehrfach substituierte Verbindungen:

=
» L,
N
R
Verbindung Stereochemie R, = R = Position von R; =
16 (4R,58)/(4S,5R) OCH; F (2,4,5) 2'
17 " OCHgs Cl (2,4,5) 2'
18 " OH F (2,4,5) 2'
19 " OH Cl (2,4,5) 2'
20 " OCHgs; OCHs(2,4,5) 3
21 " OCHgs H (4,5) 2'
F(2)
22 " OH H (4,5) 2'
F(2)
Tabelle 2: An den Aromaten mehrfach substituierte 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-1H-imidazole

(die Zahlen in den Klammern bezeichnen die Position des Aromaten am 4,5-Dihydro-
imidazol)
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N-Alkylierte Verbindungen:

Ry R3

R1/N /N:;\Rz
Ry

Verbindung Stereochemie Ri = R: = R; =
23 (4R,5S)/(4S,5R) C:Hs OCHjs
24 " CsH; OCHjs
25 " CsHs OCHj;
26 " C2Hs OH
27 " CsH; - OH
28 " CsHs OH
29 " CH;s CH; OCHj;
30 " CoHs CoHs OCHj;
31 " CsHy CsH OCHjs
32 " CH;s CH; OCHj;
33 " C2Hs C2Hs OH
34 " CsH; CsH; OH

Tabelle 3: N-alkylierte und N,N'-Dialkylierte (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole
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Verbindungen mit basischen Seitenketten

Verbindung Stereochemie R/ R: Rs R4 Rs

35 (4R,58)/(4S,5R) OH N OH H -

36 OH i OH H
" o/\/N

37 ) OCHs OCHGs N H -

38 ) OH OH N H ---

39 OH OH @ H ---
" O/\/N

40 OH @ @ H ---
" O/\/N o/\/N

41 OH @ OH C2Hs ---
" O/\/N

42 OH @ OH C2oHs C2Hs
" O/\/N
" O/\/N O/\/N O/\/N

Tabelle 4: (4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole mit basischen Seitenketten
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Kapitel 4 Analytischer Teil

Kapitel 4.1 Untersuchungen zur Identitat

Die Identitat der Verbindungen wurde mittels NMR- und Infrarotspektroskopie sowie Massenspektrometrie

bestatigt.
4.1.1 '"H-NMR-Spektroskopie

Die Identitat organischer Verbindungen kann am besten durch 'H-NMR-Spektroskopie aufgeklart werden. Im
Folgenden werden exemplarisch einige charakteristische Spektren der jeweiligen Verbindungsklassen dar-

gestellt und diskutiert.

1,3.5-Triaryl-2.4-diazapenta-1.4-diene
Abbildung 4.1 (oben) zeigt das 'H-NMR Spektrum des 1,3,5-Tris(4-methoxyphenyl)-2,4-diazapenta-1,4-diens

V6. Aufgrund der symmetrischen Struktur des Diazapentadiens sind die Aromaten in Position 1 und 5 che-
misch und magnetisch aquivalent und erzeugen identische Signalgruppen. Diese sind aufgrund der direkten
Bindung an die Doppelbindung im Vergleich zum C3-standigen Aromaten zu tieferem Feld verschoben. Dies

trifft besonders auf die ortho-Protonen zu.

Bedingt durch den additiven Effekt von Aromaten und Doppelbindung sind die Methinprotonen in Position 1
und 5 des Diazapentadiens an Position & = 8,6 versetzt. Auch das Methinproton an C3 ist diamagnetisch
verschoben (6= 6.90). Dafur ist die unmittelbare Nahe der Doppelbindungen, zweier stark elektronegativer
Stickstoffe und der Aromat verantwortlich. Im Vergleich zu den Protonen an C1/C5 fehlt aber hier der direkte

Anisotropieffekt der Doppelbindung.

Die Methoxygruppen befinden sich, wie erwartet, bei etwa &= 3.8, wobei die Methoxygruppe des Aromaten
an C3 des Diazapentadiens bei tieferem Feld liegt, als die Methoxygruppen der Aromaten in Position 1 und
5.

Symmetrische, am Stickstoff nicht substituierte 4.5-Dihydro-1H-imidazole

Durch den Ringschluss von V6 zum Tris(4—methoxyphenyl)-4,5—dihydro-1H-imidazol 6 (Abbildung 4.1, unte-
res Spektrum) andert sich die Zahl der Protonen nicht, jedoch ergeben sich im Spektrum durch die damit

verbundenen veranderten elektronischen Parameter charakteristische Verschiebungen.

Deutlich ist im Spektrum von 6 das NH-Signal bei 4 = 7,6 zu erkennen.
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Abbildung 4.1: Spektren des 1,3,5-Tris(4-methoxyphenyl)-2,4-diazapenta-1,4-dien V6 in dmso-ds
(oben) und des (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5—-Tris(4—methoxyphenyl)-4,5-dihydroimdazols 6 in dmso-ds
(unten). Die Zahlen entsprechen den in Tabelle 4.2 aufgefihrten Protonen (siehe dort)
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Durch Vergleich mit dem Spektrum des 4,5-Bis(4-methoxyphenyl)dihydroimidazols (einer bereits bekannten
Struktur [1,4,19]) kann eine Zuordnung der Signale der Verbindung 6 erfolgen. Die chemisch aquivalenten
Aromaten in 4,5-Position erzeugen ein AA'BB"-Spektrum bei &= 6,71 und 6,95, der C2-standige Aromat bei o
= 7,09 und 8,03 ppm. Damit erfahren die in V6 am Imin gebundenen Aromaten bei Ringschluss eine deutli-
che Hochfeldverschiebung, wahrend die weiteren Aromatensignale nahezu unverandert bleiben. Ebenfalls
chemisch und magnetisch aquivalent sind die benzylischen Protonen, die ein Singulett bei 6= 5,20 erzeugen,

was mit den Untersuchungen von Lozsinskaya [29] und Wiglenda [31] Ubereinstimmt.

Thomas Wiglenda [31] hat Verbindung 6 mit Hilfe eines Iminoetherhydrochlorids und des isomerenreinen
(1S,2R)/(1R,2S)-1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethan-1,2-diamins hergestellt. Verbindung 6 weist fiir die benzyli-
schen Protonen die gleiche chemische Verschiebung wie die entsprechende Verbindung von Thomas
Wiglenda [53] auf. Daher kann die (4R,5S)/(4S,5R) — Konfiguration fiir die in der vorliegenden Arbeit synthe-

tisierten Verbindungen als bestatigt erachtet werden.

Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick iber die Veranderung der Verschiebung. Die Nummern 1-8 in Tabelle 4.2 ge-

ben in Abbildung 4.1 die Position der einzelnen Protonen an.

Hag: Hog:

Ha2)CO Haa Hoa OCHaz)

Has

Hia Hiar

—— e Hox

OCHs1)
OCHg)

Signal Nr. Vorstufe zu Verbindung 6: V6 Verbindung 6
1 Haaa  7.39 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz) Hiaa 8,03 (d, 2H, ®J=8,7 Hz)
2 Hues 16.92 (d, 2H, °J = 8.6 Hz) Huss |7,09 (d, 2H, 3J=8,7Hz)
3 Hopa |7.78 (d, 4H, 3J = 8.3 Hz) Heae 16,95 (d, 4H, 3J=8,9Hz)
4 Hees |7.01(d, 4H, 3J = 8.4 Hz) Heese 6,71 (d, 4H, 3J=9,0Hz)
5 Hs 8.52 (s, 2H) Hs 5,31 (s, br, 2H)
6 H. 5.85 (s, 1H) Ha 7,58 (s,br,1H)
7 OCHgsp | 3.93 (s, 3H) OCHs | 3,87 (s, 3H)
8 OCHgs, | 3.80 (s, 6H) OCHs | 3,65 (s, 6H)

Tabelle 4.2:  Veradnderung der chemischen Verschiebung bei Umsetzung von V6 zu 6

(Die Zahlen links in der Tabelle korrelieren mit den Signalen in den Spektren von Abb. 4.1)
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Einfluss der N-Monoalkylierung auf das Spektrum

Wird Verbindung 6 am Stickstoff in Position 1 alkyliert, sind die Aromaten in Position 4 und 5 nicht mehr che-
misch gleich und ergeben unterschiedliche Signale. Demzufolge sind, wie das Beispiel 23 (N-Ethylierung)
zeigt, im Bereich von 6,5 bis 8 ppm sechs Aromatensignale zu erkennen (Abb. 4.3). Die Signale unter 7 ppm
kénnen den 4,5-stdndigen Aromaten, die Signale Uber 7 ppm dem C2-stdndigen Aromaten zugeordnet wer-

den.

Aufgrund der Nahe zu einem Stereozentrum sind die Methylenprotonen der Ethylgruppe diastereotop aufge-

spalten und ergeben 2 verschiedene Signale bei = 2,7 und 3,3. Das Triplett der CH; -Gruppe findet sich bei

1,5 ppm.
C MeO OMe
Ar 180 L 1000
ACH |

—s0 B
C ~ NN |
Co
= QCH3

||\|||‘|||||||||||||||||||| [

750 700 650 600 SAD

pprm (t1) | o

ArH AICH -
-CHZ-
U il L 0

ppm (t1)

Abbildung 4.3: Spektrum des (4R,5S)/(4S,5R)-N-ethyl-2,4,5-tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imi-
dazols (23) in DMSO-d;

Die chemisch und magnetisch nicht dquivalenten benzylischen Protonen spalten in zwei Dubletts. Die Kopp-
lungskonstante betragt ®J= 10,8 Hz und ist mit Kopplungskonstanten &hnlich substituierter 4,5-Diaryl-4,5-
dihydroimidazole [12] vergleichbar. Mit Hilfe von MestreJ ® kann unter Zugrundelegung der Karplus-
beziehung ein Torsionswinkel von ungefahr 29° berechnet werden, was ndherungsweise auch fir die Aroma-
ten gilt. Es muss aber erwahnt werden, dass es sich um einen gemittelten Wert handelt, da der Dihydroimi-
dazolring kein starres Molekul darstellt und einer gewissen Dynamik unterliegt, die die Position der Aromaten

beeinflusst.
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Einfluss der N.N'-Dialkylierung auf das Spektrum:
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Abbildung 4.4 a): Verbindung 30 in dmso-ds, gemessen bei 40 °C
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Abbildung 4.4 b): Verbindung 30 in dmso-ds, gemessen bei 50 °C
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Abbildung 4.4 c): Verbindung 30 in dmso-ds, gemessen bei 70 °C

Eine N,N’-Dialkylierung vereinfacht das Spektrum wieder (Verbindung 30; Abbildung 4.4). Die Aromaten an
C4 und C5 des 4,5-Dihydro-1H-imidazols haben wieder eine identische chemische Umgebung und ergeben
deshalb wieder ein gemeinsames Signal. Die chemische Aquivalenz gilt ebenfalls fiir deren Methoxygruppe
und die benzylischen Protonen.

Die Doppelbindung des Heterozyklus ist Uber die N-C-N Bindungen delokalisiert, sodass die Stickstoffe des
4,5-dihydro-1H-imidazols als partiell sp? — hybridisiert betrachtet werden kénnen. Somit wird das 4,5-Dihy-
dro-1H-imidazolgrundgerist teilweise zu einer planaren Einheit. Trotzdem sind die Protonen der Ethylgruppe

diastereotop und spalten in Multipletts auf (siehe Abbildung 4.4 rechts oben).

Die permanente positive Ladung flhrt zu einer deutlichen Entschirmung der benzylischen Protonen und teil-
weise auch der Protonen der Aromaten. Die N,N' —Dialkylierung fiihrt aber nicht nur zu einer Anderung der
elektronischen Gegebenheiten, sondern beeinflusst auch die Dynamik des C2-Aromaten. Im Spektrum ist
eine deutliche Verbreiterung der Signale, insbesondere der ortho-Protonen zu beobachten. Dies deutet auf

eine eingeschrankte Rotation des Aromaten hin.

Deshalb wurden von Verbindung 30 Spektren bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen. Bei 40° C
(Abbildung 4.4 a) zeigt sich der Peak bei & = 7,9 noch als breites Singulett, das zwei Protonen entspricht.
Erst bei 70°C (Abbildung 4.4 c) kann ein deutliches AA’'BB’-System erkannt werden, das fir eine nahezu un-

gehinderte Rotation spricht.
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Einfluss der Etherspaltung auf das Spektrum:

HO. OH

A-CH -

ArH — 3000
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Abbildung 4.5: (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)—4,5-dihydro—1H-imidazol (8) in dmso-ds

Die Etherspaltung hat nur geringen Einfluss auf die Lage der Signale im Spektrum (Vergl. 4.1 mit 4. 7) . Die

Signale der OH-Gruppen des 2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazols 8 finden sich bei tiefem
Feld (3= 10,8 und 11,0).

Die benzylischen Protonen erzeugen im Vergleich zu Verbindung 6 ein Signal bei tieferem Feld. Diese Ef-
fekte resultieren aus der Protonierung des Heterozyklus in Fall von 8 (die Protonierung ist erkennbar am Si-

gnal der Amidingruppe bei 9,6 ppm mit einem Integral, das der Zahl von zwei Protonen entspricht).

Wird 8 in die freie Base libergefiihrt, sind die benzylischen Protonen bei & = 5,69 [53] lokalisiert, was gegen-

Uber 6 einer Verschiebung von 0.44 ppm entspricht.
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Einfluss der Alkylierung des Sauerstoffes in Position 4 des Aromaten an Position 5 des Dihydroimidazols:
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Abbildung 4.6: Spektrum des (4R,5S)/(4S,5R)-2,4-Bis(4-hydroxyphenyl)-5-(4-pyrrolidinylethoxy-
phenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazols 35

Das Pyrrolidinylethoxyphenyl-Derivat 35 stellt ein unsymmetrisches Molekil dar, wie aus dem 'H-Spektrum
zu entnehmen ist. Damit ist auch die Alkylierung eines der beiden 4,5-standigen Aromaten bestatigt (siehe
Abbildung 4.6 und 4.7).

Die basische Seitenkette erzeugt Signale bei 6 =2,88 und 4,06. Die Aromaten an C2 und C4 sind nahezu un-

beeinflusst, wahrend der Pyrrolidinylethoxyphenylring Signale bei 6 = 1,85 und 2,68 erzeugt.

Die benzylischen Protonen spalten in ein AB-System (6= 5,56 und 5,60, siehe aufgespreitetes Spektrum in
Abbildung 4.6 oben) mit einer Kopplungskonstanten von 11,03 Hz auf, die etwas hoher liegt als bei der ein-
fach N-alkylierten Verbindungen (26; *J = 10,8 Hz). Im Vergleich zu 26 ist die chemische Umgebung der Me-
thinprotonen deutlich geringer ausgepragt (Ad = 5,72 und Ad = 5 bei Verbindung 26).
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Einfluss der O'-Alkylierung des Aromaten in Position 2 des 4.5-Dihydro-1H-imidazolringes:
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Abbildung 4.7: (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-hydroxyphenyl)-2-(4-pyrrolidinylethoxyphenyl)-4,5-dihydro-
1H-imidazol 37

Wird die basische Seitenkette an die OH-Gruppe des C2-stéandigen Aromaten von 8 substituiert, bleibt der
symmetrische Charakter des Molekils erhalten. Die Protonen der Aromaten in C4/C5 ergeben wieder identi-
sche Signalgruppen und die benzylischen Protonen spalten nicht auf. Gegenuber dem nicht alkylierten 4,5-
Dihydro-1H-imidazol 8 sind die Signale nicht signifikant verschoben. Nur die Protonen des C2-Aromaten er-

fahren eine leichten Tieffeldshift von ~ 0,3 ppm im Vergleich zu 8.
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4.1.2 Massenspektroskopie

Die Massenspektroskopie basiert auf dem charakteristischen Verhalten von geladenen Teilchen in einem
elektrischen Feld. Die jeweiligen Substanzen werden ionisiert und nach ihrer Masse im elektrischen Feld
getrennt. Das Zerfallsmuster der Molekiile ist charakteristisch und bietet daher die Moglichkeit der

Strukturaufklarung.

Abbildung 4.8 zeigt das Massenspektrum von Verbindung 6. Anhand dieses Beispiels kdnnen die

Fragmentationen von 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen beschrieben werden.

Kennzeichnend fiir viele 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole sind die drei Fragmente, die bei Verbindung 6
den Massen 280, 253 und 238 g/mol entsprechen. Diese Fragmente bilden deshalb die Grundlage der

Identifizierung aller Triaryl-4,5-dihydroimidazole. Die entsprechendne Reaktionen sind bekannt [35].

Alle Spektren der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von ElektronenstoRionisation aufgenommen. Unter
diesen Bedingungen scheint auch eine Oxidation zum 2,4,5-Triarylimidazol aufzutreten. Bei nicht N-
alkylierten Verbindungen ist diese Oxidation nur in geringem Ausmasse zu erkennen (Molekulfragment mit
der Masse 386 g/mol und 2,81 % rel. Intensitat, siehe Abbildung 4.8). Je héher der Grad der N-Alkylierung,
desto besser ist das 2,4,5-Triarylimidazol im Spektrum zu erkennen. Aus diesem bildet sich das 4,5-
Diarylimidazol (M, = 280,1 g/mol, rel. Int. = 1,1%, Abbildung 4.8). Auch dieses Fragment ist mit steigender N-

Alkylierung besser zu erkennen.
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Kapitel 4.2 Untersuchungen zur Stabilitat

Es ist bekannt, dass 4,5-Dihydro-1H-imidazole sowohl im Sauren als auch im basischen hydrolysieren kon-
nen, da sie zyklische Amidine darstellen [12, 14, 36]. Deshalb wurde eine Verbindung exemplarisch be-

stimmten Abbaubedingungen unterworfen.

Aus der Literatur ist folgendes bekannt:

R R R R
0 OH [H,0/H*] [OH]
Y . < HOMT o n _ R 0
| . Y
R

Abbildung 4.10 Hydrolyse von 4,5-Dihydroimidazolen [36]

R——NH N

Die alkalische Hydrolyse eines Dihydroimidazols erfolgt, nachdem ein Hydroxidion nukleophil am C2 des
4,5-Dihydroimidazolringes angreift. Es entsteht zunachst ein Zwischenprodukt mit Halbacetalstruktur, das im
darauf folgenden Schritt zum Amid gedffnet wird. Dabei kann die Amidpartialstruktur durch N1 oder N3 gebil-
det werden.

Bei der sauren Hydrolyse fungiert ein Wassermolekil als Nukleophil. Diese Hydrolyse kann laut Literatur
[12,36] nur in stark saurem Milieu bei erhdhter Temperatur beobachtet werden und setzt sich tGber das Amid

als Zwischenstufe bis zur Carbonsaure und dem Diamin fort.

Die Einfiihrung eines Aromaten in Position 2 des 4,5-Dihydroimidazolringes sollte den Grundkérper durch
seine -I/+M — Effekte stabilisieren. Um dies zu Uberprifen, wurde das 4,5-Dihydro-1H-imidazol 3 in der aus-
gewahlten Konzentration (10 mmol/L) in 0,1 N HCI oder 0,1 N NaOH und PBS suspendiert und fiir 24, 48
und 72 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Dieses 4,5-Dihydroimidazol wurde fiir die Stabilitatspriifung ausgewabhlt, weil es sich in der Zytotoxizitatspri-
fung als wirksam erwies. Es sollte also gepruft werden, ob das 4,5-Dihydroimidazol diese Wirkungen verur-

sacht und nicht etwa sein Hydrolyseprodukt.
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Zu den entsprechenden Zeitpunkten (24,38 und 72 h) wurde die Lésung Uber Diinnschichtchromatographie
untersucht. Zeigte sich ein zweiter Substanzfleck, so wurde der Ansatz einrotiert und das resultierende Ge-
misch per Saulenchromatographie getrennt. Dabei sollten die verschiedenen Hydrolyseprodukte analysiert

werden und ihr prozentualer Anteil bestimmt werden.

Fir das untersuchte 2.4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazol (3) ergab sich:

Nach 24 Stunden war in keinem der Anséatze eine Zersetzung zu sehen. Nach 48 Stunden verfarbte sich die
0,1 N NaOH-Ldsung leicht. Nach dinnschichtchromatographischer Auswertung war kein zweiter Substanz-
fleck zu sehen. Nach 72 h jedoch war die Losung braunlich verfarbt und es zeigte sich im Diinnschichtchro-
matogramm ein zweiter Substanzfleck. Die Trennung des Gemisches per Saulenchromatographie ergab,
dass immer noch zu 78 % das ursprlingliche 4,5-Dihydroimidazol vorhanden war. Als Abbauprodukt lie3 sich
als Triarylimidazol identifzieren. Die Auswertung erfolgte iber NMR — Spektroskopie. Das garantiert eine

Nachweisgrenze von 5 -10% und wurde fiir diese Arbeit als ausreichend betrachtet.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Triaryl-4,5-dihydroimidazole stabil genug sind,
um als Arzneistoffe eingesetzt zu werden. Die Einfihrung eines dritten Aromaten erwies sich also, wie be-

reits vermutet, als stabilitatsfordernd.

Der bevorzugte Abbau war also nicht eine hydrolytische Offnung des Heterozyklus, sondern eine Oxidation
zum Imidazol. Es kann also angenommen werden, dass die 4,5-Dihydroimidazole auch unter physiologi-

schen Bedingungen Hydrolyse-unempfindlich sind und als Wirkform zu betrachten sind.
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5 Pharmakologische Testergebnisse

5.1 Allgemeines - Testungen von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-

dihydroimidazolen

5.1.1 Agonismus und Antagonismus am Estrogenrezeptor

5.1.1.1 Agonismus

MCF7-2a Zellen (Beschreibung siehe 5.1.3) werden unter Standardbedingungen kultiviert und mit Lésungen
der zu untersuchenden Substanzen im Konzentrationsbereich von 10° bis 10° M inkubiert. Eine Losung von
Estradiol (im Konzentrationsbereich von 107 bis 10" M) dient dabei als Positivkontrolle. Fir die
Negativkontrolle wird das entsprechende Loésemittel verwendet. Binden die Substanzen an den ER, kommt
es zur Dimerisierung des ER,. Dieses Rezeptordimer bindet an das ERE des Reporterplasmids, wodurch
es zur Luciferaseexpression kommt. Am Ende des Versuchs (nach 48h) wird die Luciferase-Aktivitat (in RLU
= relative light units) bestimmt. Durch Korrelation mit der Zellmasse (bestimmt im Kristallviolett-Assay) kann
schliellich die relative Aktivierung des Estrogenrezeptors (unter Berlcksichtigung von Positiv- und
Negativkontrolle) berechnet werden. Die fiir die untersuchten Verbindungen erhaltenen Graphen befinden

sich -soweit bei der Diskussion der einzelnen Verbindungen nicht gezeigt- im Anhang II.

5.1.1.2 Antagonismus

Die Untersuchung auf Antagonismus verlduft analog der Beschreibung unter 5.1.1.1, jedoch unter
gleichzeitiger Inkubation eines potentiellen Antagonisten (in Konzentrationen von 10° bis 10° M) mit
Estradiol in einer Konzentration von 10° M. Antagonistisch wirksame Substanzen hemmen die E2-vermittelte

Luciferase-Expression, was in einer Abnahme der RLU dokumentiert werden kann.
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5.1.2 Zytotoxizitat

Zur Beurteilung der zytotoxischen Wirkung einer Verbindung wird ein Testsystem verwendet, das sich in drei

Versuche unterteilen lasst:

®Die Zweipunktbestimmung, in der ein Screening zur Vorauswahl durchgefiihrt wird. Verwendet werden
Konzentrationen von 1*10° M und 2*10° M.

®Der zeitabhangige Zytotoxizitatstest, bei dem die Substanzeffekte Uber eine lIangeren Zeitraum (bis zu
144 Stunden) quantifiziert werden. Dieser Test erlaubt Aussagen zum Wirkungseintritt und der

Entwicklung moglicher Resistenzen gegentiiber den Verbindungen im Laufe der Inkubation.

®Bestimmung des ICs-Wertes, der einen Vergleich der Zytotoxizitat verschiedener Substanzen erlaubt.

5.1.2.1 Zweipunktbestimmung

Die Zellen werden 48 Stunden inkubiert. Anschlieflend erfolgt der Wechsel zu substanzhaltigem Medium
( 1*10° M und 2*10° M) und es wird weitere 96 Stunden inkubiert. Das Medium wird abgesaugt, die Zellen
gewaschen, das Chromatin mit Kristallviolett angefarbt und mit Glutardialdehyd fixiert. Nach Losen des
gebundenen Farbstoffes in Ethanol wird dieser photometrisch quantifiziert. Die Messwerte korrelieren mit der

Zellmasse und geben somit Auskunft Uber den Einfluss der Substanzen auf das Zellwachstum.
Durch Korrelation mit der Negativkontrolle (Lésungsmittel, hier dmso) kann die relative prozentuale
Wachstumshemmung (T/Ccorr[%]) berechnet werden:

T/Ceor [%] = [(T-Co)/(C-Co)] x 100

Die Hemmung des Zellwachstums wird folgendermalfen beurteilt:

1.T/Coorr> 80 % keine proliferative Wirkung
2.T/Ceorr < 80 % antiproliferative Wirkung
3.T/Ceor 20-0% zytostatische Wirkung
4.T/Ceor < 0% zytozide Wirkung

Zur Berechnung der zytoziden Wirkung wird die Zellmasse der Testverbindung (T) nicht auf die Kontrolle (C)
sondern nur auf die initiale Zellmasse C, bezogen:
T/Ceorr [%] = [(T-Co)/Co] x 100

Lag der T/C.or Wert bei einer Konzentration von 10 uM unter 50%, wurde von dieser Verbindung die zeitab-

hangige Zytotoxizitat bestimmt. Verwendet werden die hormonabhangige MCF7 Zelllinie, die hormonunab-
hangige MDA-MB 231 Zelllinie und die Kolonkarzinomzelllinie HT29 (siehe 5.1.3)
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5.1.2.2 Zeitabhédngige Bestimmung der Zytotoxizitét

Die Zellen werden -wie unter 5.1.2.1 beschrieben- kultiviert und dann mit der Substanz Uber (einen im
Vergleich zur Zweipunktbestimmung) grof3eren Konzentrationsbereich (meist 0,63 pM bis 10 yM, in seltenen
Fallen 1,25 bis 20 uM) weiter inkubiert. Nach jeweils 48, 72, 96, 120, 144 h wird das Zellwachstum
abgestoppt und das Chromatin mit Kristallviolett angefarbt. Aus der Korrelation T/C.rr [%] gegen Zeit (h)

ergeben sich dann aussagekraftige Zeit-Wirkungskurven.

Verwendet werden fir diesen Versuch ausschlieRlich MCF-7 Zellen. Die genaue Versuchsvorschrift findet

sich in Kapitel 6; die Schaubilder, soweit bei der Diskussion der Verbindungen nicht gezeigt, in Anlage II.

5.1.2.3 Bestimmung der ICs,-Werte

Die Zellen werden wie unter 5.1.2.2 kultiviert und nach 48h mit 5 oder 6 verschiedenen Konzentrationen an
Substanz fur 96h weiter inkubiert. Die Quantifizierung der Zellzahl erfolgt wie bereits beschrieben. Als
Losungsmittel dient dmso, als Positivkontrolle wird routinemafRig CDDP verwendet. Wie in der

zeitabhangigen Bestimmung der Zytotoxizitat wird der ICs-Wert an MCF7-Zelllinien bestimmt.

Die Auswahl des Konzentrationsbereiches und der Anzahl der Konzentrationen erfolgt nach den Ergebnissen
des zeitabhangigen Zytotoxizitatstests (5.1.2.2). Sind die dort verwendeten Konzentrationen bereits optimal

gewahlt, erfolgt daraus die Berechnung der ICs-Werte.

Die genaue Versuchsvorschrift findet sich in Kapitel 6; die Schaubilder, soweit bei der Diskussion der

Verbindungen nicht gezeigt, in Anlage II.

5.1.2.4 Verdnderungen der Zellmorphologie

Bei in dieser Arbeit vorgestellten hoch zytotoxischen Verbindungen ist sehr oft zu beobachten, dass bereits
nach 48h das Maximum der Wirkung erreicht ist. In diesen Fallen kann versucht werden, das Messintervall

zu verklrzen, jedoch ist die Aussagekraft deswegen nicht unbedingt erhoht.

Sinnvoller ist deshalb eine visuelle Beurteilung der Zellmorphologie. Dazu werden MCF7 - Zellen ausgesat,
charakteristische Zellgruppen markiert und in Zeitabstdnden von 0, 12, 16, 24 und 48 h nach der

Substanzzugabe photographisch dokumentiert.
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5.1.3 Verwendete Zelllinien

5.1.3.1 hormonabhédngige Mammakarzinomzellen (MCF?7)

Die MCF7-Zelllinie stammt aus dem malignen Pleuraerguss einer 69 Jahre alten Patientin mit
metastasierendem Mammakarzinom und wurde in den 1970er Jahren isoliert [37]. Zuvor war die Patientin
mit Strahlentherapie und Hormontherapie vorbehandelt worden. Diese Zelllinie zeichnet sich durch einen
relativ hohen Differenzierungsgrad aus. Dieser Zelltypus weist einen hohen Gehalt an ERa (70 - 90 fmol / mg

Protein) auf und gilt somit als hormonabhangig [1].

5.1.3.2 hormonunabhédngige Mammakarzinomzellen (MDA-MB 231)

Die MDA-MB 231 Zellen stammen ebenfalls von einer Patientin mit metastasierendem Mammakarzinom aus
den 1970er Jahren. Auch diese Patientin wurde mit Strahlentherapie vorbehandelt. Charakteristisch ist das
Fehlen von Estrogen- und Progesteronrezeptoren, so dass diese Zelllinie als hormonunabhangig angesehen
wird [38]. Die Generationszeit der MDA-MB 231 Zelllinie liegt unter der der MCF7 - Zelllinie.

5.1.3.3 Kolonkarzinomzellen (HT29)

Diese Zelllinie entstammt einem humanem Kolonkarzinom und somit einer der haufigsten Krebsarten. Der
Ursprung dieses Zelltypus ist unbekannt, stammt aber wahrscheinlich ebenfalls aus den 1970er Jahren, da
Charakteristiken dieser Zelllinie erstmals 1975 [39] beschrieben wurden. Diese Zellen sind undifferenziert

und wachsen schnell.

5.1.3.4 Reporterplasmid-transfizierte MCF7 Zellen (MCF7-2a)

MCF7-2a Zellen wurden aus den bekannten MCF7 Zellen erhalten, indem man diese ERO-haltigen Zellen
mit einem Reporterplasmid, dem EREluc stabil transfizierte. Das Plasmid codiert fiir Luciferase und enthalt
als Enhancersequenz das ERE der DNA [40].

Die Methode zeichnet sich im Vergleich zu Kompetitionsassays mit radioaktiv markierten Substanzen durch
eine hohere Selektivitdt und eine ungefahrlichere Handhabung aus. In der vorliegenden Arbeit wurde die
hormonabhangig gebildete Luciferase mittels Luciferin des amerikanischen Leuchtkafers Photinus pyralis

[41] quantifiziert.
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Zun&chst reagiert das Substrat Luciferin mit Mg? und ATP zu Luciferyl-Adenylat. Das Luciferyl-Adenylat wird
daraufhin durch molekularen Sauerstoff oxidiert; dabei entstehen als Zwischenprodukte ein zyklisches
Peroxid (das Peroxyluciferin) mit Dioxetanonpartialstruktur und ein Molekil AMP. Das Dioxetanon wird im
Folgenden durch eine intramolekulare Umstrukturierung decarboxyliert; daraus resultiert eine Enol- oder
Ketoform des Oxiluciferin, die sich in einem elektronisch angeregten Zustand befindet. Der Ubergang des
angeregten Oxiluciferin zum energetischen Grundzustand ist mit Lichtemission der Wellenlange 560-562 nm

verbunden [41]:

Luciferase + Luciferin + ATP + Mg* — Luciferase * Luciferyl-AMP + PPi

Luciferase * Luciferyl-AMP + O2 — Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO2 + hv

Damit kann mit MCF7-2a Zellen eine Bindung an ERa nachgewiesen werden. Die Starke der Lichtemission
bei einer bestimmten Konzentration gibt direkt Auskunft Uber die estrogene Potenz der jeweiligen
Verbindung, die mit der estrogenen Wirkung an juvenilen Mausen korreliert. Als Positiv-Vergleich dient
Estradiol [1, 51].

5.2 Diskussion der Testergebnisse:

5.2.1 Agonismus und Antagonismus am Estrogenrezeptor

5.2.1.1 Allgemeines

Estrogene sind Hormone, die eine breite Vielfalt von Wirkungen im Korper entfalten. Eine ihrer
Hauptwirkungen ist die Proliferation von geschlechtsspezifischen Geweben [7]. Das Wachstum von

Neoplasien dieser Gewebe kann deshalb durch Estrogene geférdert werden.

Die Auswahl der getesteten Substanzen erfolgte aufgrund theoretischer Voriberlegungen zu Struktur-
Wirkungsbeziehungen in Bezug auf die Grundbedingungen zur estrogenen Wirkung (siehe Kapitel 1).
Gleichzeitig sollte auch die Art des Substitutionsmusters der Aromaten und von N-Alkylketten an

(4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen auf die Rezeptoraktivierung untersucht werden.
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Es gelten folgende allgemein anerkannte Bedingungen: Ein lipophiler Kern bildet das Grundgerist, um zwei

essentielle OH-Gruppen in einem passenden Abstand voneinander zu halten.

So genannte klassische (Typ I-) Estrogene bendtigen einen O-O-Abstand von 12 A. Der lipophile Kern des
Molekils sollte dabei relativ planar sein. In den vergangenen Jahren wurden jedoch Molekile gefunden, die
dieser klassischen Definition nicht unterliegen. So begann man, estrogen wirksame Molekule in Typ | — und

Typ lI- Estrogene zu unterteilen (Vergleiche Kapitel 1).

Typ llI- Estrogene sind gewinkelte Molekile und besitzen aulRerdem einen geringeren Abstand zwischen den
Hydroxygruppen. Dazu gehdren 4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazole [12,14,35] die in vorhergehenden Arbeiten
bereits eingehend untersucht wurden. Die in dieser Arbeit synthetisierten 2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-
dihydroimidazole kénnen aufgrund der méglichen Orientierung der OH-Gruppen (Abb. 5.1) sowohl den Typ |-

als auch den Typ II-Estrogenen zugeordnet werden.

Verbindung 26 wurde dreidimensional dargestellt, mittels MM2 energieminimiert und der Abstand zwischen

den einzelnen Hydroxygruppen berechnet (Abbildung 5.1).

Einerseits kann man einen O-O-Abstand berechnen, der zwischen 11,92 und 12,06 A liegt, also einem
klassischen Typ-l Estrogen entspricht. Zum anderen ist das Molekul stark gewinkelt und der Abstand
zwischen den OH — Gruppen der Aromaten in Position 4 und 5 am Dihydroimidazol-Grundgerist betragt, laut

Berechnungen, 6,13 A, also Kriterien fiir ein Estrogen vom Typ 1.

6,13A
HO <€—— > OH
12,06 A 11,92 A
\/N /N
OH
Abbildung 5.1: Absténde zwischen den Hydroxy-Gruppen (Verbindung 26)

Somit konnte erwartet werden, dass die (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazole entweder analog zu
Typ-I oder Typ-ll Estrogenen in der LBD interagieren. Neben dem O-O-Abstand sind -wie Studien am
(4R/58)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol [12,14,35] zeigten- N-Alkylgruppen oder

lipophile Substituenten in den Aromaten fiir eine Wirkungsverstarkung wichtig.
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5.2.1.2: Einfluss der Substituenten in den Aromaten
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Abbildung 5.2: Estrogenitit von halogenierten (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-

4,5-dihydroimidazolen

In vorherigen Arbeiten [12,14] hatte sich gezeigt, dass eine ortho-Halogenierung der Aromaten vorteilhaft fur

die Estrogenitat ist.

Das (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol 8 ist nahezu hormonell inaktiv. Ein F-
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Substituent im C2-Arylring (Verbindung 21) erhoht die Genaktivierung nur geringfligig (1*10° M: 17,5%
Aktivierung). Dieser Effekt wird bei zusatzlicher 2-F-Substitution in den 4,5-standigen Aromaten (18) schon in
einer Konzentration von 10° M (25,1+4,1% Aktivierung) erzielt. In hheren Konzentrationen bewirkt 18 starke
negative Aktivierung, die auf eine reduzierte Zellzahl und damit auf Zytotoxizitdt der Verbindung
zurtckzuflhren ist (Zeitabhangiger Zytotoxizitatstest siehe Anhang | und Kapitel 5.3). Wird Fluor gegen Chlor
im C2-Aromaten ausgetauscht (Verbindung 21 — Verbindung 22), ergibt sich keine signifikante Erhéhung

der estrogenen Wirkung.

5.2.1.3 Einfluss der N-Alkylierung

HO OH S e
- L
i
R1/N /N\Rz % , :éj
g / 2
g / £ 1
g / 2 1
= It = ]/i\\iig,,q’l § 0 —t 1; + *‘H
B B B8 8 61 6 5 4 05 12 1 20 €5 £ (7 66 15 14
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Verbindung 8 Verbindung 26 Verbindung 33
R1 =H R1 = C2H5 R1 = C2H5
Ry = -—-- Ry = ---- R, = C2H5

Aktivierung bei 10°M : 12,8+3,2%  Aktivierung bei 10°M: 26,8+2,9% keine Aktivierung bei 10°M

Abbildung 5.3: Einfluss der N-Alkylierung auf die Estrogenitat von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris-(4-
hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazolen

Nachdem die Halogenierung der Aromaten nicht den gewiinschten Erfolg brachte, wurde versucht, durch N-
Alkylierung die ER-Interaktion zu erhéhen. Tatsachlich konnte fur die N-Ethyl Verbindung 26 in der hdchsten

Konzentration von 10 M eine Aktivierung von 26,8% festgestellt werden.

Wird an Position N1 und N3 alkyliert (Verbindung 33) geht die estrogene Wirkung vollstandig verloren. Es

muss jedoch erwahnt werden, dass 33 im Gegensatz zu 8 und 26 ein permanentes Kation darstellt.
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HO OH

R‘/N /N\RZ -9 / )
£ £
OH V 1E13 1B12 1E111B10 1E9 1E8 1B7 1E6 1E5 1E4 1é13 1é12 1é11 1é10 1é9 1‘58 1E“7 1é6 1é5 1F;4
oonc (mall) ot (mdl)
Verbindung 26 Verbindung 27 Verbindung 28
Ri = CzHs Ri= CsH; Ri= CsHs
Ry = --- Ry = --- Ry = ---
Aktivierung bei 10° M: Aktivierung bei 10° M. Aktivierung bei 10° M.
26,8% +2,9% 68% + 0,9% 35%+1,7%
ECs = 1,5"10°M
Abbildung 5.4: Einfluss der Kettenlange auf die Estrogenitat

Die Verlangerung der Alkylkette an Position N1 um eine Methylen-Gruppe (26 — 27) hat eine deutliche
Steigerung der estrogenen Aktivitat zur Folge. Die Aktivierung steigt von 27% auf 68%. Fur Verbindung 27
errechnet sich ein ECs,-Wert von 1,5* 10 M.

Fihrt man in die Propylkette eine Dreifachbindung ein (27 — 28), sollte sich der hydrophobe Charakter des
Molekils erhéhen und die Wechselwirkung in der Bindungstasche verstarkt werden. Es zeigte sich aber,
dass 28 deutlich schlechter wirksam ist. Dies kann auf die eingeschrankte Flexibilitdt der Propargylgruppe
(im Vergleich zur Propylgruppe) und damit auf eine schlechtere Einpassung in die Bindungstasche

zurtickzufuhren sein.

Vergleicht man Verbindung 26 mit dem analogen (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1-
ethylimidazol MR 85 [4,19] (Abbild, so Iasst sich erkennen, dass fir die Wirkungssteigerung in hohen
Konzentrationen (10° mol/L) der C2-Arylring verantwortlich sein muss (vergleiche Abbildung 5.5). MR 85

zeigt in allen getesteten Konzentrationen keine estrogene Aktivitat.

Es sollte erwahnt werden, dass die hier diskutierten Effekte zwar reproduzierbar sind, es sich aber nur um

sehr schwache Genaktivierungen handelt.
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HO OH O Q
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NS
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MR 85 Verbindung 26
Estrogene Aktivierung bei 10° M Estrogene Aktivierung bei 10° M
-4% 2%

/\/N N

7

Verbindung 27
Estrogene Aktivierung bei 10° M

31%

Abbildung 5.5: Vergleich von Diaryl-4,5-dihydroimidazol MR85 mit 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen

5.2.1.4 Einfluss von basischen Seitenketten auf phenolische (4R/5S),(4S/5R)-2,4,5-

Triaryl-4,5-dihydroimidazole

-3
HO, R,
10 /H
1
= 5
5
HN N ks
o 5
8
B
5
§ 0l A ,,f/—:—/!,i,ir,tii;._ D::i

BAUBEMARAL B e e
113 fE42 BT B0 1E9 B8 1ET 1E6 IES
conc. (mollL)

R1=R2=OH

@,

o/\/N

R2=OH

Verbindung 8 Verbindung 36

Leichte estrogene Aktivierung keine estrogene Aktivierung

bei 10°M: 12,8+3,2%
keine antiestrogene Wirkung

Abbildung 5.6:

53

100 /H

g
2
k]
&
g
5
=] [ 3 .
St VA :f::{,/!,:%{m, .
B e B
143 112 1641 1E40 1E9 1E8 1ET 1ES 1ES fE4
oonc. (molL)
R:=OH
o
R, = NQ
o /\/

Verbindung 39

leichte estrogene Aktivierung bei
10° M : 24,5+0,2%
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Einfluss der Position einer basischen Seitenkette auf die Estrogenitét



In einem weiteren Schritt wurde in die Verbindungen eine basische Seitenkette eingefiihrt.

Bindet

(4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazols (Verbindung 36), geht die geringfligige

Aktivierung von Verbindung 8 verloren.

Wird hingegen die basische Seitenkette in den Aromaten an Position 2 des 4,5-Dihydroimidazols eingefiihrt

man einen N-Ethylmorpholino-Rest an den Sauerstoff des C5-stdndigen Aromaten des

(Verbindung 39), so ergibt sich eine vergleichbare estrogene Aktivierung wie bei Verbindung 8.

Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die 4-Hydroxygruppe in den 4,5-standigen
Aromaten des 4,5-Dihydroimidazols essentiell flr die estrogene Aktivitdt ist. Demzufolge kdénnen die
(4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole als Typ Il Estrogene klassifiziert werden. Fir eine genaue

Aussage sind aber weitere Untersuchungen unerlasslich.

HO Ry

OH

Verbindung 8

Verbindung 35

R1 =R2 =0OH

Aktivierung bei 10°M: 12,8+3,2%

R =

0]

/\/Q
Rz = OH

keine Aktivierung bei 10 M

keine antiestrogene Wirkung
nachweisbar

keine antiestrogene Wirkung
nachweisbar

Verbindung 36

OO

O/\/N

R =

R.=OH

keine Aktivierung bei 10°M

keine antiestrogene Wirkung
nachweisbar

Abbildung 5.7: Einfluss von

Antiestrogenitat

Die Orientierung der Typ IlI- Estrogene in der LBD erfolgt ahnlich der SERM Tamoxifen und Raloxifen [24].

Die basische Seitenkette misste deshalb fiir eine antagonistische Wirkung am C5-stdndigen Aromaten von
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8 lokalisiert sein. Dann ist eine essentielle Wechselwirkung mit der Aminosaure Asparaginsaure 352 in ER,
moglich. Aus diesem Grund wurde neben einem Morpholin (36, 39) auch Pyrrol (35, 38) als basische
Komponente eingesetzt. Eine Pyrrolidinylethylfunktion findet sich z.B. bei den selektiven

Estrogenrezeptormodulatoren Ormeloxifen und Lasofoxifen.

Wie aus Abb. 5.19 ersichtlich wird, vermitteln die beiden Reste weder estrogene noch antiestrogene
Wirkungen. Die Schaubilder finden sich in Anhang Il. Deshalb wurde versucht, analog zu der Reihe 8, 26
und 33 (siehe Abbildung 5.3) durch zusatzliche N-Alkyl-Reste die Wirkung, d.h. die Interaktionen in der LBD
von ERa zu optimieren (vergleiche Abbildung 5.8). Leider fiihrt auch diese strukturelle Modifikation nicht zum
Ziel. Sowohl die N-Ethyl (41) als auch die N,N’-Diethyl-Verbindung (42) zeigten weder eine Aktivierung der

Luciferaseexpression in MCF-7-2a Zellen, noch konnte der Effekt von E2 antagonisiert werden.

N o
Verbi Verbi 41 Verbi 42
. OI N/ erbindung 36 erbindung erbindung
O Q Ry=H Ri = CzHs Ri = CzHs
Rz = --- Rz = --- Rz = CoHs
/N N-__
Ry 7 Ry
keine estrogene keine estrogene keine estrogene
Aktivierung Aktivierung Aktivierung
keine antiestrogene keine antiestrogene keine antiestrogene
OH Aktivierung Aktivierung Aktivierung
Abbildung 5.8: N-Alkylierte 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole mit basischen Seitenketten

Eine Halogenierung der Aromaten der (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole
fuhrt nicht zu einer signifikanten Steigerung der estrogenen Aktivitdt gegenlber der nicht halogenierten
Verbindung 8. Jedoch gelingt dies durch Alkylsubstitution des Stickstoffes N1. Durch basische Seitenketten
konnten keine antagonistischen Effekte bewirkt werden. Generell sind die hormonellen Effekte an MCF-7-2a

Zellen als gering einzustufen.

Wie bei den 4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazolen [14,35] ist der Einfluss des Substituenten an N1 (Verbindungen
26 - 28) groRer als die Bedeutung des Substituenten an C2 fiir die Estrogenitat (vergleiche Aktivierung von
Verbindung 8 gegenuber Verbindung 18 und 19). Anhand der Verbindungen 18 und 19 konnte allerdings
auch gezeigt werden, dass mit der Halogensubstitution zwar die hormonelle Wirkung, aber auch die

Zytotoxizitat stark ansteigt.
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5.2.2 Proliferationshemmende Eigenschaften von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-

Triaryl-4,5-dihydroimidazolen

In diesen Untersuchungen sollte der

Zusammenhang zwischen Zytotoxizitdt und Struktur

der

(4R,58)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole ermittelt werden. Dabei war von Interesse, inwieweit die

Aromaten und deren Substitutionsmuster die zytotoxische Wirkung beeinflussen.

Als Leitstruktur und Ausgangspunkt dieser Struktur-Wirkungs-Studien diente das (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-

Triaryl-4,5-dihydroimidazol 1, das in einer ersten Untersuchung auf proliferationshemmende Eigenschaften

Uberprift wurde.

L N s
NN

T/Ccorr [%]
3
|
ll

T
MDA-MB23
Verbindung 1

a) Antiproliferative Wirkung von 10 *10-6 M /L und 20 *10
M von 1 an MCF7, MDA-MB-231 und HT29-Zellen

100 ¥

o
3S

T/C corr [%]

1 16
log c[umol/L]

c) Konzentrations--Wirkungskurve an MCF7-Zellen zur
Bestimmung des ICs, - Wertes von 1 (ICso= 11,2£0,4 *10°®
M)

129
825
-5
10
<2

TIC corr %]

b) Abhangigkeit der Zytotoxizitat

von der Zeit

Verbindung 1 zeigte bei der Zweipunktbestimmung
Abb. 52 (a) an der MCF7-Zelllinie
Konzentrationen 10 *10-6 M /I und 20 *10-6 M /L
antiproliferative Wirkungen (T/Ccor < 50%). MDA-
MB231- und HT-29 Zellen reagierten auf Verbindung
Deshalb wurde der

in den

1 deutlich unempfindlicher.
zeitabhangige Zytotoxizitatstest fur 1 ausschlieRlich
an der MCF-7 Zelllinie im Konzentrationsbereich von
1,25 bis 20 *10°® M durchgefiihrt (b). Im
Konzentrationsbereich bis 10 *10® M werden nur
schwache antiproliferative Effekte beobachtet (T/Cor
= 50%), wahrend mit 20 *10-6 M /L eine deutliche
zytostatische Wirkung erzielt wurde, die nach 72 h
ihr Maximum erreichte. Der ICs-Wert (c) wurde
dann mit 11,2+0,4 *10° M ermittelt.

Abbildung 5.9: Proliferationshemmende Eigenschaften von 1
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Im zweiten Schritt wurde die Bedeutung der Aromaten am Dihydroimidazol erfasst. Dabei wurde das
(4R,58)/(4S,5R)-4,5-dihydro-2,4,5-tris(4-methoxyphenyl)-1H-imidazol 6 verwendet, da das 4,5-Dihydro-2-(4-
methoxyphenyl)-1H-imidazol 6a (ohne Aromaten an C4 und C5 des Imidazolgrundgeristes) und das
(4R,5S5)/(4S,5R)-4,5-dihydro-4,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1H-imidazol 6b (ohne Aromaten an C2) bereits zur

Verfugung standen.

H4CO, OCH;

-
(]
.

HyCO OCH;
'y one,
HN\/N
OCH3
OCHs

6 6a 6b
(4R,58)/(4S,5R)-4,5-dihydro- 4,5-Dihydro-2-(4-methoxyphen- (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-dihydro-4,5-
2,4,5-tris(4-methoxyphenyl)-1H-  yl)-1H-imidazol" bis(4-methoxyphenyl)-1H-
imidazol imidazol?
Zweipunktbestimmung: Zweipunktbestimmung: Zweipunktbestimmung:
T/Coore [%] bei 10 *10° M =53 1,4 nicht toxisch nicht toxisch
(MCFT7) (MCF7) (MCF7)
nach 96 h nach 96 h nach 96 h
ICs0=9,0+0,6 *10° M ICs0 > 20 *10° M ICs0 >20*10° M
Abbildung 5.10: Bedeutung des C2-Arylringes

"Verbindung 6a ist kommerziell erhaltlich.

2 Diese Verbindung wurde mir freundlicherweise von Dr. M. Schlenk zur Verfligung gestellt.

Es zeigt sich deutlich, dass fiir die zytotoxische Wirkung sowohl die 4,5-standigen Aromaten, als auch der
Aromat an C2 essentiell sind. In der Zweipunktbestimmung wurde durch die Verbindungen 6a und 6b keine
Beeinflussung des Wachstums von MCF-7 Zellen beobachtet . Der ICs, liegt Giber 20 *10° M und wurde nicht
weiter quantifiziert (Abb. 5.10).
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Bedeutung des Substitutionsmusters am Aromaten
Nachdem die Bedeutung der drei aromatischen Ringe erkannt wurde, sollte durch Variation der Position der

Methoxy-Gruppen der Einfluss auf die antiproliferative Wirkung an MCF-7, MDA-MB 231 und HT29 Zellen

quantifiziert werden.
HN /N HN /N <
. HN /N

Verbindung 13 Verbindung 10 Verbindung 3
ICso = 3,0(x 0,7)*10° M (nach 48h) 1Cs, = 2,7(x 0,5)*10° M (nach 48h) ICs = 0,85(+0,2)*10° M(nach 48h)

TIC corr (%]

7 < 3
yZ
OCH;§
OCH;,

Verbindung 14 Verbindung 11 Verbindung 6
ICso = 8,6 £0,4 *10° M (nach 48h) 1Cs = 8,0 £ 0,3 *10° M(nach 48h) ICs, =9,0 £ 0,6 *10° M(nach 48h)

TIC corr (%]

Abbildung 5.11: Auswirkung der Substituenten und Substitutionsmuster auf die Proliferations-

hemmung (Zweipunktbestimmung)
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Wie aus Abb. 5.11 ersichtlich wird, hat die Position der Methoxygruppe nur geringen Einfluss auf die
Wirkung. Wiederum waren MCF-7 Zellen etwas sensitiver als die beiden anderen Zelllinien. Die 1Cs,-Werte
der Verbindungen 6, 11 und 14 an dieser Zelllinie liegen im Bereich von 8-9 *10° M.

Ersetzt man die Methoxygruppen durch Chlor, erhéht sich die Wirkung auf die Zellen. Die Derivate 3, 10 und
13 wirken in den Konzentrationen 10 und 20 *10® M zytozide.

Interessanterweise zeigen die ICs, Werte (bestimmt an der MCF-7 Zellen) eine deutliche Praferenz fir die
para-Position: ICs, (13, ortho-Chlor) = 3,0 *10° M; ICs (10, meta-Chlor)= 2,7*10° M; ICs, (3, para-Chlor)=
0,85 *10° M.

Deshalb wurde im Folgenden der Einfluss von para-Substituenten eingehender untersucht. Gewahlt wurden

sowohl lipophile als auch hydrophile Substituenten.
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Einfluss der Substituenten in den Aromaten

Lipophile Substituenten in Position 4 der Aromaten

MCFT MDA-VB231 HT29

Verbindung 3

Verbindung 3

R=CI

clogP = 8,20
ICs0=0,85+0,2*10° M
nach 48 h

Verbindung 6

R = OCH;

cLogP = 5,82
ICs0=9,0+0,6*10°M
nach 48 h

Verbindung 1

R=H

cLogP = 6,06

ICs0 = 11,2+ 0,4 *10° M
nach 72 h

MCF7 MDA-MB231 HT:

Verbindung 4

R =CHs

cLogP = 7,55
ICs0=3,9+0,4*10° M
nach 48 h

Verbindung 7

R = SCH;

cLogP =7,74

ICs =2,2+0,5*10° M
nach 48 h

Verbindung 2
R=F

cLogP = 6,49
ICs0=6,8% 0,3*10° M
nach 48 h

- me .

MCF7 MDA-VB231 HT29

Verbindung 5
R=CN

cLogP = 4,36

ICso =4,9£ 0,3 *10° M

nach 72 h

Abbildung 5.12: Bedeutung von lipophilen Substituenten fiir die zytostatischen Eigenschaften von
(4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen
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Wie aus Abbildung 5.12 ersichtlich wird, erhdht jeder lipophile Substituent im Vergleich zur Leitstruktur 1 die
Wirkung. Mit Ausnahme von 7, die etwas starkere Effekte an der MDA-MB 231 Zelllinie aufweist, wird das
Wachstum von MCF7-Zellen am starksten gehemmt. Die ICs-Werte (Abbildung 5.5) sinken in der Reihe 1 >

6 <7 <2<5<4<3. Dies korreliert in etwa mit der Lipophilie der Verbindungen.

Um die Lipophilie besser beurteilen zu kénnen, wurde der logP berechnet und als cLogP wiedergegeben.
Die cLogP — Werte der in der Verbindungen wurden per ChemDrawUltra berechnet. Die daflir verwendeten
Algorithmen finden sich unter http://www.biobyte.com/bb/prod/40manual.pdf. Es wurden die logP-Werte der
freien Basen berechnet.

Verbindung 1 hat einen cLogP — Wert von 6,06. Fuhrt man in para-Position der Aromaten Fluor ein (2), steigt
der cLogP von 6,06 auf 6,49. Noch starker zeigt sich der Effekt beim Austausch des Fluoratoms durch Chlor
(3). Der cLogP-Wert betragt 8,20.

Verbindung 3 ist mit einem ICs, von 0,85 *10° M die potenteste Verbindung der vorliegenden Arbeit. Sie war
so stark proliferationshemmend, dass schon bei 0,63 *10° M in der zeitabhingigen Konzentrations-
Wirkungskurve eine Beeinflussung des Zellwachstums zu erkennen war (Abbildung 5.13 a). Der I1Cs, wurde
nach 48 h im Konzentrationsbereich von 0,32 *10° M bis 10 *10% M bestimmt (Abbildung 5.13 b)

Eine genauere Analyse der Korrelation der berechneten cLogP-Werte mit der Zytotoxizitat findet sich in
Kapitel 5.4.

Zusatzlich wurde in einem weiteren Versuch die Veranderung der Zellmorphologie unter dem Einfluss von 3
festgehalten (Abbildung 5.14). Hier zeigte sich, dass erste Veranderungen nach 12 h einsetzen. Bereits nach
24 h sind erste, abgestorbene Zellen zu erkennen. Dabei wirken die Zellen stark deformiert. Deshalb stellte
sich die Frage, ob der Zelltod durch Apoptose oder Nekrose [42] ausgeldst wird. Unter Nekrose versteht man
den Tod der Zelle durch chemische oder physikalische Noxen, wohingegen Apoptose der physiologische
Zelltod ist, der durch charakteristische Signalketten ausgelést werden kann. Die Veranderungen der
Zellmorphologie erlauben keine eindeutige Zuordnung. Allerdings zeigen sich nach 24 h die Zellen als stark
geschrumpfte, aber klar umrissene Einheiten, was auf die Bildung apoptotischer Kérperchen hindeuten

konnte.
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Veranderungen der Zellmorphologie unter dem Einfluss lipophil substituierter (4R,5S)/(4S,5R)-
2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole:

4063
o125
425
cl cl s
%
=¥ ' : 2
NN 5
Cl
a) zeitlicher Verlauf der b) Bestimmung des ICso
Proliferationshemmung
Abbildung 5.13: Eigenschaften von Verbindung 3

Zellen vor Exposition 12 h nach Exposition

16 h nach Exposition 24 h nach Exposition

Abbildung 5.14: Veranderung der Zellmorphologie nach Exposition von Verbindung 3
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Einfluss von hydrophilen Substituenten in Position 4 der Aromaten der (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-
Triaryl-4,5-dihydroimidazole

R R
HN /N F ‘§
e o A
R
Verbindung 6 Verbindung 5
R = OCH; R=CN
cLogP = 6,06 cLogP = 4,36
ICs0 =9 *10° M (nach 48h) ICs0 = 4,9+ 0,3*10°% M (nach 144 h)

TICcorr [%

Verbindung 8 Verbindung 9
R=OH R = CONH:
cLogP = 3,15 cLogP =1,59
ICso:>20*10° M kein 1Cso bestimmbar
Abbildung 5.15: Einfluss hydrophiler Substituenten auf die Proliferationshemmung

Werden die Methylether von Verbindung 6 gespalten, sinkt die Lipophilie. Die phenolische Verbindung 8
weist einen cLogP-Wert von 3,15 auf und zeigt an keiner Zelllinie signifikante Wachstumshemmung. Nur die
MCF-7 Zellen werden in ihren Wachstum in einer Konzentration leicht gehemmt (T/Ccor= bei 20 *10-6 M /L).
Noch drastischer ist der Wirkungsverlust bei Hydrolyse der 4-Cyanogruppen zu Carbonsadureamiden (5 —
9). Der cLogP sinkt auf 1,59 und die Verbindung 9 ist komplett inaktiv.

Aus diesem Grund wurde dann versucht, die Wirkung durch Kombination von hydrophilen 4-Hydroxygruppen
und Halogenen in 2-Position zu optimieren. Solche Substitutionsmuster waren bereits in 4,5-
Diaryldihydroimidazolen [12,14, 35] sehr effektiv. In Abb. 5.8 sind die Effekte der Strukturmodifikation

zusammengefasst.
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Einfluss von Halogensubstituenten auf (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole

T/Coorr

a) allgemeine Struktur b) Ri=R;=H

Verbindung 6
ICs0=9,0+0,6 *10° M

TIC corr (%]

MCF7 MDA-VB231 HT29

Verbindung 16

d) Ri=H e) Ri=R;=F

Rz =F R3 = OCH3

R3 = OCH3

Verbindung 21 Verbindung 16

ICs =8,5+0,7 *10° M ICso=5,4%£0,3 *10° M /L
Abbildung 5.16: Zytotoxische Eigenschaften von

dihydroimidazolen mit Halogensubstituenten

c)

f)

TICcorr [%]

R1=R2=F
R3=H

Verbindung 12
ICso=6,3+0,4*10° M

TiCcorr %]

R1 = Rz =Cl
R3 = OCH3

Verbindung 17
ICso = 0,8 £0,2 *10° M

(4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-

Vereint man die Substitutionsmuster von Verbindung 6 (4-OCH;) und 12 (2-Fluor) so zeigt sich, dass die
Wirkung von den 4,5-stdndigen Aromaten dominiert wird. Ein einzelner Fluorsubstituent im C2-Arylring des
2,4,5-Tris(4-methoxyphenyl)dihydroimidazol andert die Wirkung im Vergleich zu 6 nicht (Zeitabhangiger
Verlauf der Zytotoxizitdt und Konzentrations-Wirkungskurve: siehe Anhang 1). Sind alle drei Aromaten in
ortho-Position fluoriert (16) steigt der Effekt stark an (ICs=5,4 *10-6 M /L) und resultiert in einer steileren

Konzentrations-Wirkungskurve Konzentrationen von 20 *10-6 M /L wirken zytozide. Die Wirkung auf alle drei

Zelllinien verstarkt sich. Ersetzt man dann die Fluorsubstituenten durch Chlor (Verbindung 17 Abbildung

5.8.f) wird die Zytotoxizitat noch einmal gesteigert. In der Zweipunktbestimmung zeigten sich bei 10 *10-6 M

/L und 20 *10-6 M /L zytozide Eigenschaften an jeder Zelllinie. Im zeitabhangigen Test erwies sich 17 auch in
der geringsten Konzentration von 1*10-6 M /L als proliferationshemmend. Vergleicht man die Effekte von 13

(2-Cl) und 6 (4-OCHs) mit 17 so kann man von ,synergistischen* Substituenteneffekten sprechen.
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Analysiert man den zeitabhangigen Zytotoxizitatstest genauer, fallt auf, dass mit den drei hdchsten
Konzentrationen sehr ahnliche Kurven erhalten werden. Der Grund hierfiur liegt wahrscheinlich in der
geringen Ld&slichkeit der Substanz im Kulturmedium (DMEM). Die entsprechenden Graphen finden sich in
Anhang Il. Deshalb war es auch von Interesse, die Wirkung von entsprechenden OH-substituierten

Verbindungen mit Halogenen zu optimieren.

Im Gegensatz zu 6 zeigt sein 4-OH Analogon 8 nur an der MCF-7 Zelllinie geringe Effekte (T/C = ???) in der
Konzentration von 20*10-6 M /L. Ein F-Substituent im C2-Phenolring (22) reduziert auch diese Wirkung auf
Null.

Im Gegensatz zur Methoxyverbindung wird die antiproliferative Wirkung durch ortho-Fluorsubstituenten in
den 4,5-standigen Phenolringen nicht gesteigert. 18 zeigt das gleiche Wirkungsprofil wie 8. Diese
Ergebnisse wurden durch den zeitabhangigen Zytotoxizitatstest bestatigt (siehe 5.9 d). Allerdings scheinen
geringere Konzentrationen von 18 das Wachstum nicht zu hemmen, sondern eher leicht zu férdern. Dies

steht im Einklang mit den Untersuchungen auf estrogene Potenz (siehe Unterkapitel 5.2)

Interessanterweise trifft die geringe Zytotoxizitat auch auf die analoge Chlorverbindung 19 zu. Der starke

Wirkungsanstieg wie bei 17 beobachtet blieb aus.

HO OH
Ry Ry = 2
HN /N
R, Verbindung 8
a) Verbindung 8 b) Verbindung 22
R1=R2=H R1=HR2=F
o ICs0>20 *10° M kein ICso bestimmbar

T T
0 60 120

c) Verbindung 18 _ L e)Verbindung 19
Ri=R,=F d) zeitabhangige Testung der Ri=R,=Cl
ICs> 20 *10° M Zytotoxizitat von Verbindung 18 ICso ~ 20*10° M

Abbildung 5.17: Zytotoxische Eigenschaften halogenierter (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-
hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole
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Einfluss der N-Alkylierung

Nachdem es nicht moéglich war, in allen Fallen die zytotoxische Wirkung durch Halogene zu optimieren,

wurde versucht, durch N-Alkylierung den hydrophoben Charakter der Molekiile zu erhéhen.

Einfluss der N-Alkylierung auf (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole

H4CO. OCH;

L . L I B EE

TICcorr (%]
TICcorr [%]

N %
_— - MCF7 MDA-MB231 HT29
Ry / R, Verbindung 23

Verbindung 25

Verbindung 23 Verbindung 30
OCH;
Ry =C:Hs, Rz = (-) R: =R, = C;Hs
ICs50=2,1%+0,3*10-6 M ICs0=1,8+0,3*10-6 M (48 h)
Maximum nach 96h Maximum nach 144 h
0,63
41,29
25
5
N [+10 100

/
S

TICoorr %]
TIC oorr %]
TIC oorr [%]

N, g
e 002 WOAVBEN (0020m) 12 vz T

o U : Zeit (h) b Zet

Verbindung 25 zeitlicher Verlauf bei Verbindung zeitlicher Verlauf bei Verbindung
23 30

R = CH,C=CH, R; =(-)
ICs0=1,90,2*10-6 M /L (72h)
Maximum nach 72h
Abbildung 5.18: Einfluss der N — Alkylierung auf die proliferationshemmenden Eigenschaften

von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen
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Verbindung 23 ist das N-Ethyl Derivat von 6. Mit dieser Strukturmodifikation konnte ein deutlicher
Wirkungsgewinn an allen getesteten Zellen erzielt werden. Der an der MCF-7 Zelllinie ermittelte ICso sinkt
von 9,0 auf 2,1*10°% M. Im zeitabhangigen Wirkungsverlauf kann eine relativ flache Konzentrations-
Wirkungskurve abgeleitet werden. Das Wirkmaximum wird in niedrigen Konzentrationen nach 96h, in hohen

Konzentrationen bereits nach 48h beobachtet.

Ersetzt man den Ethylrest durch einen Propargylrest (25) kann die Wirkung an der MCF-7 Zelllinie noch
einmal (allerdings nicht signifikant) gesteigert werden, wahrend die MDA-MB 231 und die HAT-29 Zellen
etwas schlechter auf das Derivat 25 reagieren. Ein interessantes Phanomen wird nach N,N’-Dialkylierung
beobachtet. Der ICs-Wert sinkt bei einem deutlich unterschiedlichen Verlauf der Zeit-Wirkungskurven auf 1,8
*10-6 M /L. Die proliferationshemmenden Effekte setzen langsam ein und erreichen ihr Maximum erst am
Ende des Versuchs nach 144h. Dies ist sicherlich in der Tatsache begriindet, dass 30 als permanentes
Kation in anderer Weise oder zumindest in anderer Kinetik in die Zellen aufgenommen wird. Diese

Ergebnisse sollten in weiterfihrenden Untersuchungen genauer erforscht werden.
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Der Einfluss der N-Alkylierung auf (4R,5S)/(4S,5R)-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole

RN A
Verbindung 8 Verbindung 26 Verbindung 33
Ri=H R = C;Hs Ri=C:zHs
Rz = - R2 = - Rz = Csz
ICs0 > 20 *10-6 M keine Hemmung des keine Hemmung des

Zellwachstums erkennbar Zellwachstums erkennbar

5.19: Eigenschaften von N-alkylierten (4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Tris-(4hydroxyphenyl)-4,5-
dihydroimidazolen

Uberraschender Weise konnte auch mit dieser strukturellen Modifikation die zytotoxische Potenz der
Hydroxy-substituierten Verbindung 8 nicht erhdht werden. Im Gegenteil, die Wirkung an allen drei getesteten
Zelllinie unterschied sich nicht von der Kontrolle. Ein antiproliferativer Effekt ist somit nicht gegeben. Dies gilt
sowohl fir die Mono- (26) als auch die Diethyl-Verbindung (33). Wie bei Verbindung 18 wurde bei
Verbindung 26 eine leichte wachstumsférdernde Wirkung bei MCF-7 Zellen beobachtet, was auf die

Interaktionen mit dem Estrogenrezeptor (vergleiche Kapitel 5.2) zuriickzufiihren ist.
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Einfluss von O-gebundenen basischen Seitenketten

Ry Ry
HN /N
Ry

Ri=R3=0H R=R,=0H R1=Rs= o

Ri=R>=Rs= /\/O R,= 'Ao Rs= on 0/\/"@
o o/\/“vl -
N R.=OH
Verbindung43 Verbindung 36 Verbindung 39 Verbindung 40
Zweipunktbestimmung: Zweipunktbestimmung: Zweipunktbestimmung:  Zweipunktbestimmung:
-5

1Cs0 < 10° M nicht toxisch nicht toxisch nicht toxisch

02
e 4-25
-5 \
10 i \
: ¢ \
5 ;
::u: log ¢ [umoliL]
0 60 120
z()
a) Zweipunktbestimmung von 43 b) zeitabhangiger Verlauf der c) Dosis-Wirkungskurve von 43

Hemmeffekte in allen 3 Zelllinien Proliferationshemmung von 43 an MCF7- ICs =7,9+0,9 *10° M (nach 144h)

Zellen

Abbildung 5.20 : Einfluss von basischen Seitenketten auf die Zytotoxizitat
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Nachdem fiir hydroxysubstituierte Verbindungen eine hormonelle Komponente gefunden wurde, wurde
geplant, durch Einfihren basischer Seitenketten antiestrogene Eigenschaften zu vermitteln. Entsprechend
sollte das Wachstum hormonabhéangiger Zellen reduziert werden. Interessanterweise zeigt nur die
Verbindung mit drei basischen Seitenketten (43) Zytotoxizitat. Die Verbindungen 36, 39 und 42 sind inaktiv.
43 reduziert aber auch das Wachstum der hormonunabhangigen MDA-MB-231 Zellen, weshalb auf einen
ER-unabhéngigen Wirkmechanismus geschlossen werden kann.Die Proliferationshemmung setzt ab einer
Konzentration von 10° M ein und verstarkt sich Gber den gesamten Messzeitraum. Die Dosis-Wirkungskurve
ist steil mit einem ICs, von 7,9 *10° M. Ein derartiges Profil wird von anderen (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-
4,5-dihydroimidazolen nicht erhalten.

5.3 Mégliche Wirkmechanismen fiir (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazole

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen sind Weiterentwicklungen von 4,5-Diaryl-4,5-
dihydroimidazolen [12,14,35], die den Typ-ll Estrogenen zuzuordnen sind. Im Gegensatz zu den
herkdmmlichen Typ-lI Estrogenen wie E2 oder DES binden diese zwar in der gleichen Bindungstasche,
jedoch interagieren sie zum Teil mit anderen Aminosauren. Als essentielle Substitutionsmuster in den
Aromaten wurde eine Kombination aus 4-Hydroxygruppen und ortho-Halogenen identifiziert. N-Alkylierung

erhdht die Bindung durch zusétzliche hydrophobe Interaktionen.

Untersuchungen wurden vor allem am ERa (MCF7-2a) durchgefuhrt. In der LBD des ERa tritt eine der OH-
Gruppen analog zu Typ-l Estrogenen in H-Brickenbindung zu Arg394, Glu353 und einem Wassermolekdil.
Die zweite Hydroxygruppe interagiert mit Asp351 oder Thr 347. Die Uberlegung fiir einen zusétzlichen
Aromaten an C2 resultiert aus einem moglichen zusatzlichen Kontakt zu His524 wie er fur E2 nachgewiesen

wurde. Damit sollte die Bindungsaffinitat erhoht und die Genaktivierung gesteigert werden.

Zusatzlich kénnte dadurch eine optimierte Positionierung in der LBD erfolgen und essentielle Kontakte von
basischen Seitenketten vermittelt werden. In einer frilheren Studie konnte gezeigt werden, dass basische
Seitenketten an Typ-ll Estrogenen nicht zwangslaufig antagonistische Wirkungen vermitteln, obwohl eine
Positionierung analog der Seitenketten von Tamoxifen oder Raloxifen in einem Nebenbindungstasche sehr
wahrscheinlich ist. Tatsachlich wurde in manchen Fallen sogar eine erhéhte agonistische Potenz beobachtet.
Dies wurde mit einer flr antagonistische Effekte unzuléngliche Positionierung in der Bindungstasche und

damit unzureichenden Abschirmung der Ladung an Asp351 begriindet.
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Die in Kapitel 5.2.1 beschriebenen Untersuchungen zeigen aber, dass sich diese Annahmen nicht durch
einen C2-standigen Aromaten realisieren lassen. Es konnten nur eine sehr geringe Aktivierung im Luciferase
Assay mit MCF-7-2a Zellen beobachtet werden. Der Kontakt zu His524, der méglich ware, flhrt somit nicht
zu einer Wirkoptimierung. Insbesondere die fehlende Wirkung von 22 war sehr ernichternd. Auch die

Erhéhung der Hydrophobizitdt durch N-Alkylierung, fihrt zu keinem weiteren Anstieg der Estrogenitat.

Fir die fehlende hormonelle Wirkung von C2-substituierten 4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazolen kommen

mehrere Griinde in Betracht.

Zum einen haben die entsprechenden Verbindungen durch den dritten Aromaten ein erheblich grofReres
Volumen. So kdnnte es sein, dass die Molekile nicht mehr in die LBD des Rezeptors aufgenommen werden.
Zum anderen legen die asymmetrischen C4- und C5-Zentren die Position des Pharmakophors fest. Bei R/S
Konfiguration stehen die Aromaten in einer "eklipsed" Position zueinander. Dadurch wird zwar eine Typ-I
Bindung madglich, jedoch scheint ein C2-Arylring diese Interaktionen eher zu behindern als zu verstarken. Im
Vergleich zum 4,5-Bis(2-chlor-4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol geht die Wirkung nahezu vollstandig

verloren.

Auch im Fall der Derivate mit basischen Seitenketten erfolgte keine Wirkoptimierung. Weder erhdhte
agonistische noch antagonistische Effekte konnten beobachtet werden. Dies dokumentiert das

Zusammenspiel der Substituenten am heterozyklischen Core-Molekil auch in Relation zur ihrer Position.

Es muss jedoch erwahnt werden, dass diese Untersuchungen nur am ERa durchgefuhrt wurden. Wirkungen
am ERR sind nicht auszuschlieRen. Des Weiteren kdnnte sich ein Wechsel der (R/S)/(S/R)- zur RR/SS-

Konfiguration positiv auswirken.

Unabhangig von einer Interaktion mit dem ER wurden bei einigen 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen
zytotoxische Wirkungen beobachtet. Dies gilt flir hydrophile als auch hydrophobe Verbindungen. Basische
Seitenketten liegen unter Zellversuchsbedingungen protoniert vor. Je mehr dieser Ammoniumgruppen

vorhanden sind, umso héher ist der antiproliferative Effekt.

Vollig unerwartet war dann auch die Erkenntnis, dass sich durch hydrophobe Substituenten in den Aromaten

aktive Zytostatika ergeben.

Nachdem eine ER-vermittelnde Wirkung ausgeschlossen werden kann, muss in Fortsetzung dieser Arbeit
das eigentliche Target identifiziert werden. Im Folgenden werden einige mogliche Wirkmechanismen

diskutiert. Die Auswahl erfolgte unter strukturellen Gesichtspunkten.
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Aufgrund vergleichender Uberlegungen kommen folgende Targets in Betracht:
1.Die Zellmembran
2.Die Cyclooxygenasen (COX1/COX2)
3.Das humane double minute protein HDM2 bzw. MDM2

4.Der Purinorezeptor P2X7

5.3.1 Die Zellmembran

Die Zellmembran ist aus verschiedenen Proteinen und Lipiden aufgebaut. Diese bilden eine selektiv
permeable Membran (siehe Abbildung 5.21). Die amphiphilen Molekiile sind entweder Phospholipide,
Steroide oder Glykolipide. Dabei zeigen die hydrophilen Molekdlteile nach aufen und die lipophilen
Molekilteile haken ineinander. So entsteht eine die Zelle schitzende Membran, die den Zugang von

Substanzen durch verschiedene Mechanismen regulieren kann.

Abbildung 5.21: schematischer Aufbau der Zellmembran [43]

Bedingungen zur Wechselwirkung mit der Zellmembran

Als Faustregel gilt, dass elektrisch neutrale Molekile mit geringerer Molmasse die Zellmembran besser
durchdringen kdénnen [23]. Demgegeniber verbleiben amphiphile Moleklle mit héherer Molmasse leichter in
der Membran. (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole sind durch die protonierbare Dihydro-
imidazolgrundstruktur und die Aromaten amphiphil und zeigen auRerdem strukturelle Ahnlichkeit zu
bestimmten kationischen Tensiden, die in der Kunststoff verarbeitenden Industrie verwendet werden. Von
kationischen Tensiden sind membranschadigende, zytotoxische Wirkungen bekannt [44]. Diese beruhen
darauf, dass der Aufbau und die Stabilitdt der Zellmembran so stark beeintrachtigt werden, dass eine

physiologisch normale Funktion der Zelle nicht mehr gegeben ist.

72



100

TIC corr %]

OCH;
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Abbildung 5.22: Vergleich zwischen dem (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydro-N,N'-bisethyl-

imidazoliumkation (30) und einem in der Kunststoffindustrie verwendeten 4,5-Dihydroimidazol [24]

Abbildung 5.22 zeigt einen Vergleich zwischen einem in der vorliegenden Arbeit synthetisierten
(4R,5S8)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazol (30) und einem in der Kunststoffindustrie verwendeten 4,5-
Dihydroimidazol [45]. Beiden Strukturen ist das permanent geladene Imidazoliniumkation als zentrale Einheit
gemeinsam. Wahrend das Tensid Ublicherweise einen Sulfonsaurerest als Gegenion tragt, liegt Verbindung
30 als imidazoliniumiodid vor. Ein weiterer Unterschied liegt in der Art der Dialkylierung, die bei Verbindung
30 symmetrisch und bei dem Tensid asymmetrisch ist. Bei Verbindung 30 besteht eine positive Beziehung
zwischen der Konzentration, der Einwirkungsdauer und der in-vitro-Zytotoxizitdt. Mit zunehmender

Konzentration und Zeit verstarkt sich die Schadwirkung, wie an Abbildung 5.22 a zu erkennen ist.

Anhand von Verbindung 43 (vergleiche Abbildung 5.19, Kapitel 5.2) wird deutlich, dass auch die Kopplung
von basischen Seitenketten an Phenolgruppen von Verbindung 8 auch zytotoxische Effekte hervorrufen
kann. Obwohl die basischen Seitenketten unter physiologischen Verbindungen protoniert vorliegen, zeigen
sich erste antiproliferative Effekte erst ab drei basischen Seitenketten. Die Verbindungen 36, 39 und 40

weisen keine Hemmung des Zellwachstums auf.

Auch flr hydrophobe Wirkstoffe ist die Zellmembran ein geeignetes Target. Darauf weisen die hohen cLogP-
Werte der einzelnen Verbindungen (berechnet fir die freie Base) hin. Damit ein Pharmakon die Zellmembran
passieren und in die Zelle aufgenommen werden kann, sollte die Verbindung einen cLogP unter 5 besitzen
[23]. Die meisten proliferationshemmenden (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole (siehe Kapitel
5.2) besitzen einen cLogP von uber 5, kdnnten mit der Lipidschicht wechselwirken und zellschadigende
Effekte hervorrufen. Anhand von Abb. 5.23 Iasst sich zudem zeigen, dass die proliferationshemmende

Wirkung mit der Lipophilie gut korreliert.
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Abbildung 5.23:

Abhangigkeit von cLogP und ICs (Graphisch dargestellt iiber Origin ®)

Verbindung cLogP ICso Abweichung
1 6,06 11,2 0,4
2 6,45 6,8 0,3
3 8,20 0,85 0,2
4 7,56 3,9 0,4
6 5,82 9,0 0,6
7 7,74 2,7 0,5
16 6,66 54 0,3
17 8,37 0,8 0,2
21 6,10 8,5 0,7

Tabelle 5.24: 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole: Zusammenhang zwischen cLogP und ICs,-Wert

In Abb. 5.23a substituierten
(4R,58)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole und deren ICs,-Werten dargestellt. Der Korrelationsfaktor
R? errechnet sich zu 0.875. Eine Analyse der Daten zeigt dann, dass vor allem Verbindung 1 schlecht zu

korrelieren ist. Wird 1 (Abbildung 5.23 b) nicht berlcksichtigt, steigt der R%-Wert auf 0.949.

ist der Zusammenhang zwischen den clLogP-Werten der lipophil

Ferner ist zu erkennen, dass die Verbindungen umso zytotoxischer sind, je lipophiler sie zu sein scheinen.
Zudem scheint die Substitution des Aromaten in Position 4 die Zytotoxizitat gegentiber der unsubstituierten

Verbindung 1 zu férdern.

Lipophile Substanzen kdnnen in die ebenfalls lipophilen Zellmembran eingelagert werden und diese
stabilisieren oder destabilisieren. Um zu entscheiden, ob dies fur 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole zutrifft,
kénnte die Zellaufnahme einer zweiten Substanz bestimmt werden. Dabei werden Zellen mit beiden
Substanzen inkubiert. Wird die Membran durch 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole stabilisiert oder

destabilisiert, erniedrigt bzw. erhéht sich die Zellaufnahme der 2. Verbindung.
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Um die 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole selbst detektieren zu kénnen, missen diese markiert werden. Dies
kann einerseits durch einen Fluoreszenzmarker erfolgen. Jedoch werden in der Regel damit die
pharmakologischen Eigenschaften verandert. Andererseits kann aber auch das Molekil an Metalle
koordiniert werden, die dann mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) quantifiziert werden kénnen. Zu
denken ware an eine Komplexierung von Verbindung 28 an einen Dicobalthexacarbonyl-Cluster. In einer
vorangehenden Arbeit [12] konnte gezeigt werden, dass dies bei analogen 4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazolen

nicht nur zu einer Wirkungssteigerung, sondern auch zu einer gut detektierbaren Substanz fiihrt.

5.3.2 Die Cyclooxygenasen (COX1/COX2)

Als weiteres Target kommt die Cyclooxygenase in Frage, die hauptsachlich in zwei Isoformen vorkommt:
COX1 und COX2. Wahrend die COX1 konstitutiv ist, wird die COX2 erst durch bestimmte Stimuli exprimiert.

Sehr wirksame Hemmstoffe dieser Enzyme bestehen aus einem heterozyklischen Zentrum und wenigstens
zwei aromatischen Resten (siehe z.B. Abb. 5.28 [46]). Dass lber eine COX-Hemmung antiproliferative
Wirkungen entfaltet werden kdnnen, ist auf den ersten Blick nicht offensichtlich, da die Cyclooxygenasen die
Zyklisierung von Arachidonsaure zu Prostaglandinderivaten katalysieren. Prostaglandine spielen eine

wichtige Rolle bei der Vermittlung von Schmerz und Entziindung.

Die COX ist ein membranstandiges, glykosyliertes Homodimer-Protein. Seine katalytische Domane wird als
.Haarnadel“ beschrieben [47]. Eine relativ enge Roéhre kontrolliert dabei den Zugang eines Molekills zur
eigentlichen Ligandenbindungsstelle, die sich im Inneren des Molekuls befindet und im Gegensatz zur Réhre
kugelig verbreitert ist. Die beiden Isoenzyme COX1 und COX2 sind sich im Aufbau sehr ahnlich, aber das
aktive Zentrum der COX2 wird als etwas groRer als die der COX1 beschrieben, so dass hier ein Ansatzpunkt

fur eine Selektivitat gegeben sein kdnnte [47].
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Zusammenhang mit Krebs:

Facilitation of tumour
expansion

Destrogen dependent
growth

4

COX-2

:l: COX-2 inhibitor

Fm————————

Sub-clinical malignancy

Abbildung 5.25: Zusammenhang zwischen COX2, Aromatase und Brustkrebs [48]

Sowohl bei Darmkrebs als auch bei Brustkrebs hat man erhéhte COX-2 Spiegel vorgefunden [48]. Abbildung
5.27 verdeutlicht, dass durch die COX2 mehr von dem Prostaglandinderivat PGE, gebildet wird. Dadurch
wird nicht nur die Angiogenese des Tumors geférdert, sondern auch die Bildung des Enzyms Aromatase, das
fur die vermehrte Bildung von Estrogenen verantwortlich ist. Da % aller Brustkrebstumore estrogenabhéangig
sind, kdnnte ein COX2-Inhibitor helfen, die Bildung von E2 zu minimieren und die Angiogenese eines Tumors

zu unterdriicken.

Zusatzlich wird in der neueren Literatur beschrieben, dass eine Wirkstoff-COX-Interaktion auch direkte
Auswirkungen auf das humane double-minute protein HDM2 (siehe unten) hat. So wurde beschrieben, dass
die Hemmung von COX2 mit einer erniedrigten Phosphorylierung von Ser166 und damit einer verlangerten

Halbwertszeit von p53 verbunden ist [49].
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Strukturelle Ahnlichkeit:

Cl Cl
O O N
N —
HN / N
CF,
Cl
Verbindung 3 Imidazol 17.12 [46]
Abbildung 5.26: Vergleich von Verbindung (3) mit Imidazol 17.12

In Abbildung 5.26 sind Verbindung 3 und eine in der Literatur beschriebene Struktur mit inhibitorischen
Eigenschaften fir die COX abgebildet [46]. Beiden Verbindungen gemeinsam ist der 4,5-Diarylimidazol-
Grundkorper. Der Aromat in Position 4 des Heterozyklus tragt jeweils einen lipophilen para-Substituenten
(Chlor — Methyl). Im 4-Arylring des COX-Hemmers befindet sich im Gegensatz zu 3 noch eine
Methylsulphonylgruppe, in Position 2 entweder eine Trifluormethyl- oder ein 4-Chlorphenylring. Es muss aber
erwahnt werden, dass sich die Grofe der Reste doch deutlich unterscheidet. AuRerdem sind die in dieser
Arbeit vorliegenden 4,5-Dihydroimidazole aufgrund ihrer Stereochemie (4R,5S)/(4S,5R) gewinkelt, wahrend
der COX-Hemmer planar ist. Trotzdem Iasst die Ahnlichkeiten dieser Verbindungen auf eine Beeinflussung
der COX-Aktivitat durch 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole schlief3en.

Zusammenfassung und Ausblick:

Um diese Wirkungen abschatzen zu kénnen, sollte mit ausgewahlten Substanzen ein Test auf Cyclo-
oxygenasehemmung durchgefihrt werden. Zusatzlich kénnte man in weiterfihrenden Arbeiten die
entsprechenden planaren d,I-Verbindungen herstellen, was die strukturelle Analogie zu COX-Hemmern

weiter erhoht.
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5.3.3 Das humane oder murine double minute protein (HDM2/MDM2)

Das Zellwachstum wird durch verschiedene Gene und deren Produkte reguliert. Dabei unterscheidet man
zwischen Onkogenen und Tumorsupressorgenen. Jede Zelle unterliegt dabei einem bestimmten Zellzyklus,

der an charakteristischen Punkten, den Kontrollpunkten, angehalten werden kann.

Die Kontrollfunktion wird durch Cycline und cyclinabhangige Kinasen ausgelibt. Das wichtigste Kontroll-
protein ist p53, dessen Name sich auf seine Molmasse von 53 kD bezieht und den Zellzyklus stoppt.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Funktion von p53 in 50% aller Tumore nicht gegeben ist [49],
weswegen es seine Kontrollfunktion nicht mehr erflllen kann. Wird p53 in den Zellen zu stark angehauft, so

wird nach Hinzukommen weiterer Faktoren die Apoptose ausgeldst [50].

Stopp des Zellzyklus| ﬂ Apoptose
in G2/M

DNA-Reparatur Tod und Eliminietung

von Zellen
Neustart des Zyklus

N genetische

und zellulire

Gesundheit

Abbildung 5.27: Zusammenspiel von HDM2 und Protein p53 [nach 27]

p53 wird dabei durch das humane double minute protein 2 (HDM2) kontrolliert. In einer gesunden Zelle
inaktiviert das HDM2 p53, indem es einen Komplex mit dem Protein bildet [51]. Dabei bindet HDM2 an die N-

terminale Transaktivierungsdomane von p53.

HDM2 ist nicht nur ein Inhibitor des Tumorsupressorproteins p53, sondern auch eine Ubiquitin-Ligase. Diese

Enzymklasse markiert Proteine, die zum Abbau durch das Proteasom bestimmt sind.
So erfullt HDM2 zwei Funktionen: Zum einen wird die Aktivierung von p53 verhindert und gleichzeitig wird

der Abbau von p53 begiinstigt. Aus diesem Grund wird die Halbwertszeit von gesundem p53 (wild-type, wt-

p53) mit wenigen Minuten angegeben[49].
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Die MCF7-Zelllinie ist eine wt-p53 lberexprimierende Zelllinie [51], wohingegen die Zelllinien MDA-MB231
und HT29 ein mutiertes und damit unempfindlicheres p53 exprimieren [52, 53]. MCF7-Zellen reagierten in
den Zweipunktbestimmungen auf 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole leicht bevorzugt.

Wird die Zelle geschadigt, wird nicht nur p53 aus dem Komplex mit HDM2 freigesetzt, sondern auch sein
Abbau verhindert, indem HDM2 sich selbst zum Abbau markiert. So kann aufgrund der héheren p53-Level in
der Zelle ein Zellzyklusarrest stattfinden. Die Zelle wird daraufhin entweder ,repariert® oder, wenn eine
Reparatur nicht méglich ist, dem Zelltod durch Apoptose zugefihrt. Der Kontrollmechanismus beruht auf
einer Patrouille des p53-Tetramers und der DNA-Polymerase | entlang des DNA-Stranges [42]. Erweist sich
die Zelle als irreparabel, aktiviert p53 eine apoptotische Enzymkaskade, in der insbesondere das bax-Protein
eine herausragende Rolle spielt [42]. Ein alternatives Modell der p53-vermittelten Apoptose bezieht sich auf

die Ausbildung reaktiver Sauerstoffspezies und den oxidativen Abbau mitochondrialer Komponenten.

Strukturelle Ahnlichkeit

Cl Cl

SRV
5 T

N
Verbindung 3: Nutlin 3
cLogP = 8,19 cLogP = 8,08
Mg = 400 g/mol Mg = 608 g/mol[54]
Abbildung 5.28: Strukturelle Ahnlichkeit zwischen Nutlinen (HDM2 — Antagonisten) und in

dieser Arbeit synthetisierten 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen

In letzter Zeit wurden verstarkt kleine Molekile beschrieben, die in der Lage sind, Uber HDM2 vermittelt
Apoptose auszuldsen [54,55]. Eine dieser Molekilklassen enthalt eine Dihydroimidazol-Partialstruktur. Diese
Strukturen werden Nutline genannt, weil sie in Nutley (USA) zum ersten Mal hergestellt wurden [54]. Sie
wurden in den Laboren von Roche [55] entwickelt und sind seit einiger Zeit bekannte Inhibitoren von HDM2.
Den Nutlinen und den in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen ist das 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazol-
Grundgerust mit (4R,5S)/(4S,5R)-Konfiguration gemeinsam.
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Die in der vorliegenden Arbeit wirksamsten Substanzen sind wie die Nutline in Position 4 der Aromaten
substituiert. Die wirksamsten Nutline besitzen — wie die Verbindung 3 — Halogenatome in Position 4 der
Aromaten an C4 und C5 des 4,5-Dihydroimidazols. Der C2-standige Aromat hat in 2,4-Position phenolische
Gruppen, die mit einer Isopropyl- bzw. einer Methylgruppe verethert sind. Samtliche Nutline tragen an
wenigstens einem N-Atom Substituenten. Dies ist wiederum im Einklang mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass die N-Alkylierung von (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-
4,5-dihydroimidazolen die Zytotoxizitat deutlich erhoht.

Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund dieser starken Ahnlichkeit der in der vorliegenden Arbeit synthetisierten 2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazole mit Nutlinen und der Tatsache, dass diese Verbindungen Veranderungen in der
Zellmorphologie hervorrufen, die auf Apoptose hindeuten (siehe Kapitel 5.2, Abbildung 5.13), kann man
vermuten, dass es sich ebenfalls um Inhibitoren von HDM2 und damit des Tumorsupressors p53 handelt.
Allerdings waren auch nekrotische Effekte kein Gegenargument fir eine Interaktion von Triaryl-4,5-
dihydroimidazolen mit HDM2 [42].

Es sollten sich daher unbedingt genauere Untersuchungen anschliel3en, die den Mechanismus des Zelltodes
genauer definieren. Ein erster Schritt ware die Feststellung, ob der Zelltod durch Apoptose oder Nekrose
ausgelost wird. Beides kann aus Abb. 5.14 abgeleitet werden: Einerseits konnte das Anschwellen der Zellen
und ihr anschlieBendes Schrumpfen auf Nekrose hindeuten, andererseits zeigen sich erste Effekte erst nach

16 h, was eher auf eine Apoptose hinweist.

Da, wie weiter oben beschrieben, die p53-vermittelte Apoptose entweder lber das bax-Protein oder Uber die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ausgeldst wird, ist eine Untersuchung beider Wege sinnvoll. In Bezug
auf die reaktiven Sauerstoffspezies sollte es mdglich sein, das Membranpotential der Mitochondrien zu
bestimmen. Aus dessen Veranderung nach Exponierung der Zelle mit den in dieser Arbeit synthetisierten

2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen kann eine Bestatigung des Wirkmechanismus erfolgen
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5.3.4 Der Purinorezeptor P2X;

Der P.X7;-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal und gehért zu der Gruppe der P,X-Purino-
rezeptoren. Im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren der P.X-Familie ist dieser in der Lage, seine Signale
nicht nur Uber einen lonenkanal, sondern auch Uber die Ausbildung einer zytolytischen Pore und von
Membranblasen zu vermitteln. Damit spielt der P.X;—Rezeptor eine wichtige Rolle in der Apoptoseregulier-
ung der Zelle und bei Krankheiten mit inflammatorischer Komponente. Somit stellen Strukturen, die eine
Uber den P.X;-Rezeptor vermittelte Apoptose auslésen kdnnen, ein mdgliches Therapiekonzept zur

Behandlung von Krebs dar [56].

Strukturelle Ahnlichkeit:
Cl Cl
HN /N m \/E N
Cl

Verbindung 3 (4R,58)/(4S,5R)-4,5-Dihydroimidazol mit Wirkung
auf P2X7 [56]
Abbildung 5.29: Strukturelle Ahnlichkeiten von Verbindung 3 mit einem Agonisten von P2X7

Abbildung 5.29 zeigt die Strukturdhnlichkeiten von Verbindung 3 mit einem bereits beschriebenen P.X;-
Agonisten. Beide Molekiile enthalten als Kernmolekiil das (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-Diaryl-4,5-dihydroimidazol.
SAR-Studien zeigten, dass hoch zytotoxische Wirkungen durch lipophile Substituenten vermittelt werden.
Der Substituent an C2 ist beim P;X;-Agonisten durch eine Ethankette vom Heterozyklus getrennt. Diese
raumliche Trennung scheint flr die Rezeptorinteraktion Voraussetzung zu sein. Deshalb ist es eher
unwahrscheinlich, dass der P.X;-Rezeptor das Target der hier prasentierten 2,4,5-Triaryl-4,5-

dihydroimidazole ist.

Die in der vorliegende Arbeit synthetisierten (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole zeigen
strukturelle Ahnlichkeit zu Agonisten des P.X;-Rezeptors. Diese Agonisten sind in der Lage, durch
Porenbildung in der Zellmembran Apoptose auszulésen. Da in MCF-7 Zellen nach 20-stlindiger Behandlung
mit 3 (10° M) Veranderung der Zellmorphologie sichtbar wurden, die denen einer Apoptoseinduktion dhneln,
sollte eine Interaktion mit dem Rezeptor nicht generell ausgeschlossen werden. Die Zellen haben ihre
natirliche Form verloren und sehen unter dem Lichtmikroskop aus, als seien sie durchldssig geworden und

mit Poren versehen (Abbildung 5.30: helle Punkte der Zelle, Durchlichtmikroskop).
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Abbildung 5.30: MCF?7 - Zellen 20 h nach Exposition von 10° M von Verbindung 3

5.4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole synthetisiert und auf
Estrogenitat, Antiestrogenitat und Zytotoxizitat getestet. Durch 4-OH Gruppen in Kombination mit 2-F oder 2-
Cl Substituenten in den Aromaten sollten Verbindungen geschaffen werden, die durch Interaktion mit dem
Estrogenrezeptor Genaktivierung bewirken. AnschlieRend war geplant, durch basische Seitenketten an einer

der phenolischen OH-Gruppen das Wirkprofil eines Antagonisten zu erhalten.

(4R,58)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazol 8 ist nahezu unwirksam. Eine leichte, aber
signifikante Verstarkung der estrogenen Wirkung kann bei Halogensubstitution in den Aromaten beobachtet

werden. Parallel dazu steigt auch die Zytotoxizitat.

Auch eine N1-Alkylierung erhoht die Estrogenitat leicht. Starke Wirkungssteigerungen wie sie bei 4,5-Diaryl-

4,5-dihydroimidazolen beobachtet wurden blieben aber aus.

Die Einfiihrung von basischen Seitenketten in den Aromaten in Position 5 des (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-
4,5-dihydroimidazols 8 fiihrt zu einem Verlust der estrogenen Aktivitat. Die estrogene Wirkung bleibt
erhalten, wenn die basische Seitenkette in den Aromaten in Position 2 des 4,5-Dihydroimidazols eingefiihrt
wird. Das kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass auch (4R,5S)/(4S,5R)-Triaryl-4,5-dihydroimidazole Estrogene
vom Typ Il sind. N-alkylierte (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole mit basischen Seitenketten
zeigen sowohl in der monoalkylierten als auch in der bisalkylierten Form weder estrogene, antiestrogene

noch zytotoxische Wirkungen.
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Da sich anhand der halogenierten 2,4,5-Tris(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole gezeigt hatte, dass mit
der Erhohung der Lipophilie die Zytotoxizitat steigt, wurden unterschiedlich substituierte (4R,5S)/(4S,5R)-
2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole synthetisiert. Anhand dieser Verbindungen wurden die Beziehungen

zwischen Struktur und zytotoxischer Aktivitat untersucht. Verbindung 1 wurde als Leitstruktur definiert.

In einer Voruntersuchung ergab sich, dass der C2-Phenylring von hoher Bedeutung fir die Zytotoxizitat ist.
Aus Verbindung 1 wurden Derivate synthetisiert, die jeweils in den Positionen 2', 3' und 4 substituiert waren.
Dabei stellte sich heraus, dass in Position 4 der Aromaten halogenierte (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazole gegenuber anderen Positionen am Aromaten und anderen Substituenten am potentesten

waren.

Daraufhin wurden die Substituenten in Position 4 der Aromaten modifiziert und es konnte gezeigt werden,
dass die Zytotoxizitat von der Lipophilie der Verbindungen korreliert. Die Wirkung tritt dabei meist innerhalb
von 48 Stunden ein. Untersuchungen der Zellmorphologie nach Exposition mit (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-

4,5-dihydroimidazolen deuten auf Apoptose hin, lassen aber noch keine eindeutige Aussage zu.

Die Zytotoxizitat von (4R,5S)/(4S,5R)-Triaryl-4,5-dihydroimidazolen erhéht sich durch N-Alkylierung. In der
vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied im 1Cs-Wert von N-Monoalkylierung und N,N’-Dialkylierung
festgestellt werden. Die unterschiedlichen zeitabhangigen Zytotoxizitats-Konzentrationsverldufe deuten aber

auf einen unterschiedlichen Wirkmechanismus von hin.

Hydrophile (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole zeigen mit Ausnahme der Verbindungen 5
und 43 keine Proliferationshemmung. Die Zytotoxizitats-Zeitverlaufe ahneln denen der bisalkylierten Ver-
bindungen (steile Konzentrations-Wirkungskurve und ein langsames Absinken des ICs Uber die gesamte
Messdauer hinweg). Die Zytotoxizitat von lipophilen Verbindungen setzt hingegen schnell ein und flhrt zu
charakteristischen Veranderungen in der Zellmorphologie, die photographisch dokumentiert wurden. Diese
Veranderungen in der Zellmorphologie, die innerhalb von 24 Stunden zum Absterben der Zellen fihren,
kénnen verschiedene Ursachen haben. Aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten der synthetisierten
Verbindungen zu bekannten Verbindungen, z.B. Inhibitoren des humanen/murinen double minute Proteins

(HDM2/MDM2) sollten weitere Untersuchungen tber den Zelltod in die Wege geleitet werden.
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Kapitel 6:

Kapitel 6.1:

Methoden

Materialien

Gerate und Verbrauchsmaterial

Die Edukte der hergestellten Produkte wurden bezogen von den Firmen:

® Acros
e Alfa Aesar

® Lancaster

e Merck

e Sigma Aldrich

Die Identitat und Reinheit der hergestellten Substanzen wurde mit folgenden Geraten / Materialien herge-

stellt oder Uberprift:

Chromatotron

Methode Materialien Firma
Saulenchromatographie Kieselgel 60, neutrales Al,Os; Merck
Dunnschichtchromatographie Kieselgel 60 Fs4 Merck
Chromatotron Kieselgel 60 PF2s: mit Gipszusatz | Merck

Harrison Research

NMR-Spektroskopie Advance DPX 400 Bruker

Massenspektroskopie MS 25 RV (80 eV) Kratos
CH7A-Varian MAT (70 eV) Varian

IR-Spektroskopie ATl Mattson Serie Genesis Mattson

Elementaranalyse

Elementaranalysator 240 B

Perkin Elmer

Schmelzpunktbestimmung

Melting Point B 545

Buichi
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NMR- Spektroskopie:

Die verwendete Messfrequenz betrug 400 MHz. Das fir die Messung verwendete Losemittel wird gesondert
bei den Substanzdaten aufgefuhrt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben, wobei Tetrame-

thylsilan (TMS) als interner Standard diente. Es gelten folgende Abklirzungen: s = Singulett, d = Duplett, dd
= Duplett vom Duplett, t = Triplett, m = Multiplett. J gibt den Betrag der Kopplungskonstante tber n Bindun-

gen an.

Massenspektrometrie:

Es wird jeweils die Verdampfungstemperatur und die relative Signalintensitat angegeben.

Infrarotspektroskopie:

Die Frequenzangaben erfolgen in cm'1. Es gilt: w = schwach, m = mittel, s = stark, br = breit, sh = scharf

Die synthetisierten Verbindungen wurden mittels folgender Materialien pharmakologisch getestet:

Gerate Analysenwaage BP211D Sartorius
Autoklav 1540 ELV Tutthauer
CO, Begasungsbrutschrank Heraeus
Einkanal- und Mehrkanalpipetten Eppendorf
Inversmikroskop Axiovert 25 Zeiss
Mikroplattenreader FlashScan S12 Analytik Jena
pH-Meter 410 A Orion
Pipettierhilfe Pipettboy Hirschmann
Schittler LS 10 Gerhardt
Sterile Werkbank LaminAir™ HB1448 Heraeus
Thermomixer Comfort Eppendorf
Vakuumpumpe KNF
Vortexer Heidolph
Verbrauchsmaterial | 96-Well-Platten (steril) Nunc
Einmalkanulen Braun
Einmalspritzen Braun
Pasteurpipetten Brandt
Pipettenspitzen Eppendorf
ReaktionsgefalRe 1,5mL TPP
ReaktionsgefalRe 2,0 mL Eppendorf
Serumpipetten 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL TPP
Zellkulturflaschen 75 cm? Falcon
Chemikalien und|17f - Estradiol Sigma
Losungen DMEM Nalgene
DMF Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
FCS Bio Wittaker
Glutardialdehyd, wassrige Losung 25% Merck
Kristallviolett, 0,02% in H2Opidest) Merck
Trypsinreagenz (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS) ICN
Puffersysteme PBS (Phosphate buffered saline) Herstellungsvorschrift

des AK Gust

85




Kapitel 6.2: Chemische Methoden

Synthesen fiir 2,4-Diazapentadiene

Methode A:

Der Aldehyd wird in einem Uberschuss geséttigter, wassriger Ammoniaklésung emulgiert oder suspendiert.
Man lasst die Mischung mindestens 24 Stunden rihren. Das 2,4-Diazapentadien wird sich als Feststoff ab-
scheiden. Der Feststoff wird abfiltriert und getrocknet. Die Aufreinigung erfolgt durch Umkristallisation aus
Ethanol.

Methode B:

Ammoniumchlorid wird in ethanolischer NaOH gelost, so dass eine gesattigte Losung entsteht. Der
entsprechende Aldehyd wird darin geldst, woraufhin noch ein wenig Ammoniumchlorid und NaOH
zugegeben werden. Mindestens 24 Stunden rihren lassen. Abfiltrieren und testen, in welcher Phase sich
das DAP befindet. Isolieren und in wenig Ethanol umkristallisieren. Im Falle empfindlicher Substituenten
kann eine Mischung aus Ammoniumchlorid und Ammoniumacetat verwendet werden, um eine Pufferwirkung

zu erzielen.

Synthesen fiir 2,4,5-Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazole:

Methode C:

Das sorgfaltig getrocknete 2,4-Diazapentadien wird in absolutem THF (5-10 mL pro mmol) gelést und auf 0°
C gekiihlt. Man gibt 1,5 Aquivalente tButOK dazu. Dabei beobachtet man eine intensive Farbung (blau oder
violett). Nach Abklingen der Farbung zu einem satten Gelb giel3t man die Lésung auf die drei bis vierfache

Menge demineralisiertes Wasser und I&sst das Gemisch riuhren. Entweder fallt das 4,5-dihydro-1H-imidazol

als Feststoff aus und ist somit filtrierbar, oder es muss durch Ausschutteln mit CHZCI2 und anschlieffendem

Trocknen mit Natriumsulfat gewonnen werden. Die Aufreinigung erfolgt durch Umkristallisation aus

Ethylacetat / Hexan — Gemischen.

Methode D:

Der entsprechende Aldehyd wird mit basischem Al,O; (20 mg pro mmol) und 1,5 Aquivalenten

Hexamethyldisilazan (HMDS) vermischt und in einem Olbad 6 h bei 120 ° erhitzt. Man lasst die Mischung

abkuhlen und 16st sie dann in CHZCI2 auf. Das AI203 wird daraufhin abfiltriert und das Filtrat einrotiert. Die

Aufreinigung erfolgt durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol — Gemischen.
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Methode E:

Der Aldehyd (es eignen sich nur in ortho disubstituierte Aldehyde hierfiir) wird mit Ammoniumacetat und basi-

schem Aluminiumoxid 6 h bei 120 °C erhitzt. Dann weiter wie bei Methode B.

Methode F:

Bis(methoxyphenyl)ethylendiamin und 1,1 Aquivalente Aldehyd werden in Methanol gelést. Zu der Lésung
werden 2 Aquivalente Kaliumcarbonat gegeben. Man lasst diese Suspension 15 Minuten riihren und gibt
dann 1,1 Aquivalente methanolische lodidsung, die 0,25 mol% lodid enthélt, dazu. Der Ansatz wird eine

Stunde unter Riickfluss gekocht. Danach gieRt man den Ansatz auf die 3-4fache Menge Wasser. Uberschiis-

siges lod wird unter Zugabe von 10 % (m/m) Na,S,0, zerstort und der Ansatz mit Methylenchlorid ausge-

schittelt. Nach dem Trocknen mit Natriumthiosulfat wird einrotiert. Die Aufreinigung erfolgt Gber Saulenchro-

matographie an Kieselgel mit Dichlormethan / Methanol — Gemischen

N-Alkylierung von 2,4,5-Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazolen:

Methode G:

Das sorgfaltig getrocknete Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazol wird in THF . aufgelost (20 mL pro mmol) und mit

S

Hilfe eines Eis/NaCl-Gemisches unter 0°C abgekiihlt. Unter Schutzbegasung mit Argon werden 3 Aquivalen-

te n-Butyllithium hinzugefiigt. Nach einer Viertelstunde werden 6 Aquivalente eines in THF geldsten Alkyl-

abs.
halogenids Uber eine halbe Stunde zugetropft. Die Kihlung wird dabei aufrecht erhalten. Man lasst die Mi-
schung auf Raumtemperatur kommen und dispergiert noch weitere 9 h.. Nach vorsichtiger Hydrolyse des n-
Butyllithiums mit MeOH rotiert man ein. Das 4,5-dihydro-1H-imidazol wird aus einem Methanol/Petrolether

-Gemisch umkristallisiert.

Methode H:

Das Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazol wird in Acetonitril gelést (5 — 10 mL pro mmol). Pro mmol gibt man 50 mg
Kronenether (18-Krone-6) und 2,5 Aquivalente Kaliumcarbonat hinzu. Nach 15 Minuten gibt man das Alkyl-
halogenid Uber eine Spritze zu und kocht dann 4 h unter Rickfluss. Die abgekihlte Lésung wird filtriert und

einrotiert. Das 4,5-dihydro-1H-imidazol wird aus einem Ethanol/Diethylether - Gemisch umkristallisiert.
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Entschiitzung von 2,4,5-Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazolen:

Methode J:

Das sorgfaltig getrocknete 2,4,5-Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazol wird in absolutem CH,Cl,(10 mL pro mmol)

gelést und auf 0°C abgekiihlt. Uber einen Tropftrichter werden 4-5 Aquivalente BBr5, gelost in CH,CI

2 absolut

(5 mL pro mmol) zugetropft. Danach entfernt man die Eiskiihlung und lasst das Gemisch 3 — 4 h riihren (Bla-
senzahlerkontrolle). Danach kiihlt man wieder auf 0°C und hydrolysiert das iberschiissige Bortribromid mit
Methanol. Dabei wird vorsichtig Methanol zugetropft, bis das entschitzte 4,5-dihydro-1H-imidazol sich am
Boden zusammenballt. Der Uberstand wird abgegossen. Das 4,5-dihydro-1H-imidazol wird aus
MeOH/CH,CI,, umkristallisiert.

Einfiihrung basischer Seitenketten in 2,4,5-Triaryl4,5-dihydro-1H-imidazole

Methode K

Das sorgfaltig getrocknete 4,5-dihydro-1H-imidazol wird in absolutem Methanol (10 mL pro mmol) gel6st.
Unter Argon — Schutzbegasung gibt man 3 Aquivalente tButOK und 6 Aquivalente des entsprechenden Al-
kylhalogenids, geldst in absolutem Methanol, dazu. Danach 3-4 Stunden unter Ruckfluss kochen. Abfiltrie-
ren und bis zur Hélfte einrotieren. Dann das 4,5-dihydro-1H-imidazol durch die Zugabe von etherischer HCI
ausfallen. Abfiltrieren und den Ruckstand trocknen. Die Aufarbeitung erfolgt durch Chromatotron und einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten.
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Kapitel 6.3 Pharmakologische Methoden

Kultivierung der Zellen:

Die Zellen werden in sterilen Gewebekulturflaschen mit 25 cm? Wachstumsflache in wasserdampfgesattigter,

5% CO,-haltiger Atmosphare bei 37 °C gezichtet. Als Nahrmedium gilt hierbei fur alle Zellen Dulbeccos Mo-
dified Eagle Medium (DMEM) mit Phenolrot als Indikator fir die Gesundheit der Zellen.

Die Passage der Zellen erfolgt kurz vor der Konfluenz. Daflr sind die Zellen in regelmafRigen Abstanden un-
ter dem Lichtmikroskop zu kontrollieren. Zum Passagieren wird das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 1 mL Trypsin versetzt. Dieses wird sofort wieder abgesaugt und die Zellen 2 Minuten bei
37 °C inkubiert. Danach lassen sich die Zellen durch Klopfen von der Zellkulturflasche 16sen und werden in 5
mL Medium aufgenommen.

Diese Zellsuspension wird zum Aussden der Platten verwendet oder verdiinnt weiterkultiviert. In Abhangig-
keit von der Zelllinie ist nach 4-7 Tagen die Konfluenz erneut erreicht.

Zum Aussaen der Zellen wird die Zellanzahl pro mL bestimmt. Dazu werden die Zellen in einer Neugebauer
Zahlkammer ausgezahlt und somit die bendtigte Menge an Zellsuspension errechnet. Diese wird mit der ent-

sprechenden Menge an Medium verdiinnt und mit einer Mehrkanalpipette auf die einzelnen wells verteilt.

Dabei ergab sich folgendes Muster:

Zelltyp Konfluent nach Zellanzahl pro well Verdiinnungsfaktor:
MCF7 7 Tagen 750 1:10
MCF7-2a 7 Tagen 1000 1:10
MDA 7 Tagen 450 1:10
HT29 4 Tagen 450 1:10
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Zweipunktbestimmung

Hierbei wurden 96 — Loch — Platten verwendet. Es wurde eine charakteristische Anzahl Zellen pro Loch aus-
gesat. Hierbei galt:

Die Substanzzugabe erfolgt 72 h nach der Aussaat. Es wird immer CDDP als Referenz, sowie DMF und

DMSO als Lésemittelkontrolle mit inkubiert. Dabei wird nach folgendem Schema vorgegangen:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DMF |10 DMSO |10 Substanz 4 10
CDDP 0,31 DMSO |20 Substanz 4 20
CDDP |0,63 Substanz 1

CDDP (1,25 Substanz 1
CDDP (2,5 Substanz 2
CDDP |5 Substanz 2
CDDP (10 Substanz 3 Substanz 7
CDDP |20 Substanz 3 Substanz 7

I Mmoo W >

Pipettierschema 6.1: Die Zahlen geben die zugegebene Menge in ymol an.

Nach 96 h Inkubation erfolgt das Abstoppen des Versuches. Dabei wird das Uberstehende Medium abge-
saugt und 100,0 pL einer wassrigen Glutaraldehydlésung in jedes Well pipettiert. Diese Losung fixiert die
noch Ubriggebliebenen Zellen auf dem Plattenboden.

Danach werden die so fixierten Zellen mit Kristallviolettidsung gefarbt. Die Uberschissige Farbeldésung wird
mit Wasser ausgewaschen, wobei nur die gefarbten Zellen zurickbleiben. Der Farbstoff wird durch eine
70%ge Ethanollésung aus diesen wieder herausgeldst und die Absorption der nunmehr ethanolisch-wafiri-

gen Kristallviolettlosung bei 540 nm gemessen. Aus den gegebenen Daten wird der TC_  — Wert fiir die bei-

den Konzentrationen errechnet.
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Bestimmung der zeitabhdngigen Zytotoxizitat:

Erwies sich eine Substanz in der Zweipunktbestimmung als toxisch (Hemmung von mehr als 50% der Zellen
unter 20 uymol / L), wurden weitergehende Untersuchungen veranlasst. Ziel dieser Untersuchungen war es,
sowohl den Zeitpunkt der maximalen Toxizitat als auch den genauen Wert der halbmaximalen Hemmkonzen-

tration zu bestimmen.

Hierzu wurden 6 Platten (96 Locher pro Platte) ausgesat und im Brutschrank inkubiert. Die Zellanzahl pro
well entspricht der Zellanzahl pro well bei der 2-Punkt-Bestimmung. Nach 96 h erfolgte die Substanz-Zuga-

be. Als Referenz wurde CDDP verwendet. Hierbei galt folgendes Pipettierschema:

1 2 3 4 5 7 8
A
B
Cc
D DMF |CDDP |CDDP |CDDP |CDDP DMSO |S1
E 10 0,63 125 |25 5 10 0,63
F
G
H

Pippetierschema 6.2: die angegebenen Zahlen geben die Menge in pmol an

Die so ausgesaten Platten wurden in regelmaRigen Abstanden (48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h) abgestoppt.
Die Farbung und Auswertung der Platten erfolgte analog zu den Platten der Zweipunktbestimmung. Der Tag
mit dem ,geringsten® ICs; — Wert wurde als Zeitpunkt der maximalen Toxizitat bestimmt. Zudem wurde so

der genaue Wert der halbmaximalen Hemmkonzentration berechnet.

Die relative prozentuale Wachstumshemmung (T/Ci.rr) wird in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt. Sie wird
nach folgender Gleichung berechnet:

(1) _(T=Co), 409

(Ckorr) (CX—CO)

T* = Mittelwert der Absorptionen der Kristallviolettiésung der behandelten Kulturen
C*= Mittelwert der Absorptionen der Kristallviolettldsung der Kontrollen (reines Lésemittel)
Co = Mittelwert der Absorptionen der Kristallviolettlésung der Kulturen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe

Zytozide Verbindungen zeigen einen geringeren Mittelwert der Absorption von T als der Ausgangswert Co.
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Bestimmung des ICs :

Anhand der vorhergehenden Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration wurde der Zeitpunkt der
maximalen Zytotoxizitat (z.B. nach 48 h) bestimmt. Die Berechnung des ICs, erfolgte daraufhin an diesem
Zeitpunkt. Die zeitabhéngige Bestimmung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurde ebenfalls dazu

benutzt, um die passenden Konzentrationen fir den 1Cs, auszuwahlen (z.B. von 0,32 pmol/L bis 10 pmol/L).

Daraufhin wurde eine weitere Bestimmung zum ausgewahlten Zeitpunkt (z.B. 48 h) im ausgewahlten Kon-
zentrationsbereich (0,32 bis 10 pymol/L) durchgeflihrt. Die Kultivierung der Zellen, die Zugabe der Substan-
zen und das Abstoppen des Versuches werden genau wie bei der Zweipunktbestimmung oder der Bestim-
mung der zeitabhangigen Konzentrations-Wirkungskurve durchgefihrt. Je nach individuell ausgewahltem
Konzentrationsbereich erfolgt die Messung in 5 oder 6 Konzentrationen. Die T/Ccorr -Werte [%] werden auf

diese Weise drei mal bestimmt, ausgewertet und der Mittelwert zur Bestimmung des ICso benutzt.

DMF
DMF | CDDP | CDDP | CDDP | CDDP
DMF | 0,63 1,25 2,5 5

DMSO |FlAE] 1,25

@ Mmoo w >

DMF DMSO|

DMSO

DMSO| St s3 | s3 s3

DMSO | 0,63 063 125 25
H |DMsO

Pipettierschema: Bestimmung des ICs in 5 Konzentrationen fiir drei Substanzen mit gleichem Zeit-
punkt der maximalen Hemmung (z.B. 48 h),(Konzentrationen in pmol/L)

1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 11 | 12

A DMF 0,1% DMSO 0,1% DMSO 0,1%

B CDDP | 0,32

c CDDP | 0,63

D CDDP| 1,25

E CDDP| 25

F

G

Pipettierschema: Bestimmung des ICs, in 6 Konzentrationen fiir 2 Substanzen mit gleichem Zeitpunkt

der halbomaximalen Hemmung (Konzentrationen in pmol/L)
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Dieser Test wird wie die vorhergehenden Testungen mit Hilfe des Kristallviolettassays ausgewertet. Die
T/Ceor-Werte [%] werden gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen. Danach erfolgt tGber Origin
® ein sigmoidaler Fit (verwendeter Parameter: Dose-Resp-fit). Anhand dieser extrapolierten Kurve kann Uber

einen Algorithmus des Programmes der I1Cs, berechnet werden.

Estrogenitat

Die Testung auf Estrogenitat findet an MCF7-2a- - Zellen statt. Diese sind stabil mit dem ERE,,. wt Reporter-
gen transfiziert. Sie werden in DMEM ohne Phenolrotzusatz mit 5% FCS kultiviert und in 96 Lochplatten aus-
gesat. Wahrend der Testphase wird DMEM mit 5% ct FCS verwendet. Hierbei wurde FCS mit Aktivkohle be-
handelt (ct = charcoal treated), damit die natlrlicherweise im FCS vorkommenden Estrogene den Test nicht
stéren kdnnen. Da eine Kultivierung mit ctFCS dauerhaft nicht mdglich ist, werden die Zellen 3 Tage vor

Testbeginn auf ct — FCS - haltiges Medium umgestellit.

Dazu werden die auf weissen Zellplatten ausgesaten Zellen nach Absaugen des Mediums mit PBS gewa-
schen, trypsiniert und in ct — FCS - haltigem DMEM aufgenommen. Danach bestimmt man die Zellanzahl
und stellt die erhaltene Zellsuspension auf 0,5 * 10* Zellen / mL ein. Je 0,1 mL der so hergestellten Zellsus-
pension werden in die 60 inneren Wells der Platte pipettiert, die auReren Wells werden mit der gleichen Men-
ge sterilen PBS gefilllt. Das hat zum Ziel, eventuelle Aufkonzentierungseffekte durch verdampfendes Medi-

um am auleren Rand der Platte zu minimieren.

Pro Platte kdnnen drei Substanzen inklusive der Positivkontrolle Estradiol getestet werden. Es wird nach fol-

gendem Pipettierschema vorgegangen:

1 5 6 7 11 12

A Estradiol 107 M Substanz 1 10 Substanz 2 10° LM 0,1%
B Estradiol 10° M Substanz 1 10 Substanz 2 10°° LM 0,1%
Cc Estradiol 10° M Substanz 1 107 Substanz 2 107 LM 0,1%
D Estradiol 10"°M Substanz 1 10 Substanz 2 10°® LM 0,1%
E Estradiol 10" M Substanz 1 10? Substanz 2 10 LM 0,1%
F Estradiol 102 M Substanz 1 10" Substanz 2 10" LM 0,1%
G Estradiol 10" M Substanz 1 10™ Substanz 2 10™ LM 0,1%
" C ]

Pipettierschema 6.3 (Konzentrationen in mol/L)
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50 Stunden nach der Substanzzugabe beobachtet man ein Maximum an Luciferaseexpression. Fur eine wei-
tere Quantifizierung versetzt man die Platte nach Absaugen des Mediums mit 50 uL eines cell lysis buffers
und schuttelt 30 Minuten bei 37°C. Danach werden im Luminometer automoatisch 50 pL des Substrates inji-

ziert und Uber die Dauer von 10 Sekunden die Lichtentwicklung gemessen.

Bei der Auswertung wird die relative prozentuale Aktivierung angegeben, wobei die Aktivierung der 10 ° M
Estradiollésung gleich 100 % gesetzt wird. Als weiterer Bezugspunkt dient die Losemittelkontrolle, fur die 0%
Aktivierung angenommen wird. Als Darstellung wird ein Punkt — Linien — Diagramm gewabhlt, das die relative

prozentuale Aktivierung der Testsubstanz in Abhangigkeit von der Konzentration darstelit.

Kapitel 7: Substanzdaten

Kapitel 7.1: Vorstufen der 2,4,5-Triaryl-4,5-Dihydro-1H-imidazole

Die Vorstufen der 2,4,5-Triaryl-4,5-Dihydroimidazole wurden uUber NMR —  Spektroskopie,
Massenspektroskopie und ihren Schmelzpunkt charakterisiert. Die Nummerierung der Vorstufen bezieht sich

auf die Nummer der Endsubstanz. So ist zum Beispiel V1 die Diazapentadienvorstufe von Verbindung 1

Verbindung Eigenschaften
V1 1,3,5-Triphenyl-2,4-diazapentadien
Synthese Aus Benzaldehyd tber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation. Ausbeute: 79 %
Eigenschaften Weisse, kristalline Substanz, leicht hygroskopisch. M, = 298 g/ mol, Schmelzpunkt: 105 °C
HNMR In dmso-de: 5,84 (2H,s, CH-Ar) 7,07-7,26 (5H, ArH) 7,42-7,69 (10,m,ArH) 8,40

(s,2H,N=CH)

V2 1,3,5-Tris(4'-fluorophenyl)-2,4-diazapentadien
Synthese Aus 4'-Fluorbenzaldehyd Gber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation aus Ethanol

Ausbeute 57.3 %

Eigenschaften Weisse, kristalline Substanz. M, = 352 g/mol, Schmelzpunkt: 76-79°C

HNMR In dmso-ds. 8.64 (s, 2H,C=NH), 7.94 - 7.90 (m, 4H, ArH), 7.55 — 7.51 (m, 2H, ArH), 7.31
(m, 4H, ArH), 7.20 (m, 2H, ArH), 6.02 (s, 1H, Ar-CH)

Fluorierte Verbindungen zeigen Multipletts in den aromatischen Bereichen, weil das F'®
-Isotop ebenfalls NMR-aktiv ist und Kopplungen zu den Protonen erlaubt. Diese kénnen im
Spektrum wahrgenommen werden
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Verbindung

V3
Synthese

Eigenschaften
HNMR

V4

Synthese

Eigenschaften
HNMR

V6

Synthese

Eigenschaften

HNMR

v7

Synthese

Eigenschaften
HNMR

V10

Synthese
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1,3,5-Tris(4'chlorophenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 4'-Chlorbenzaldehyd Gber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation aus Ethanol
Ausbeute 73,4%, M. = 400 g/mol

Weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 134-136°C

8.74 (s, 2H,C=NH), 7.94 (6, 4H, J=8,72, ArH), 7.61 (d, 2H, J=8,63 ArH), 7.31 (d, 4H,J=8,74
ArH), 7.20 (d, 2H, J=8,59 ArH), 6.11 (s, 1H, Ar-CH)

1,3,5-Tris(4'methylphenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 4'-Methylbenzaldehyd Uber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation aus
Ethanol Ausbeute 89,4%, M, = 340 g/mol

Weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 143 °C-145°C

In MeOH 8.54 (s, 2H,C=NH), 8.04 (6, 4H, J=8,79, ArH), 7.71 (d, 2H, J=8,62 ArH), 7.27 (d,
4H,J=8,81 ArH), 7.09 (d, 2H, J=8,61 ArH), 5,91 (s, 1H, Ar-CH), 2,93 (s, 3H, CHs), 2,79
(s,6H, CHs)

1,3,5-Tris(4'methoxyphenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 4'Methoxybenzaldehyd Uber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation aus
Ethanol Ausbeute 93,6 % M, = 388 g/mol

Weisse, kristalline Substanz. Aufreinigung durch Umkistallisation aus Ethanol,
Schmelzpunkt: 123-125 °C. Hygroskopisch. Sollte vor der Umsetzung zum 2,4,5-
Triarylimidazol sorgféltig getrocknet werden (Olpumpe)

In dmso-ds 8.52 (s, 2H, N=CH), 7.78 (d, 4H, J = 8.3, ArH), 7.39 (d, 2H, J = 8.6, ArH),7.01
(d, 4H, J = 8.4, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 5.85 (s, 1H, CH), 3.80 (s, 6H, OCH;),3.73
(s, 3H, OCHS;)

1,3,5-Tris(4'methylthiophenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 4'-Methylthiobenzaldehyd iber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation aus
Ethanol/Hexan Ausbeute: 47,9 % M,= 436 g/mol

Weisse Substanz nach Umkristallisation.Hygroskopisch. Erweichungsbereich 112-117 °C

In dmso-ds 8.52 (s, 2H, N=CH), 7.78 (d, 4H, J= 8.39, ArH), 7.39 (d, 2H, J= 8.60, ArH),7.01
(d, 4H, J=8.75, ArH), 6.92 (d, 2H, J= 8.63, ArH), 5.85 (s, 1H, CH), 2.80 (s, 6H, SCH3), 2.73
(s, 3H, SCH3)

1,3,5-Tris(3'fluorophenyl)-2,4-diazapentadien
Aus 3'-Fluorbenzaldehyd Uber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation. Vorsicht:

Subtanz verhalt sich recht 6lig. Ausbeute: 41,3%
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V12
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V13
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Eigenschaften

Olig — viskose Substanz. Nach Umkristallisation aus Ethanol/Hexan und Trocknen an der
Olpumpe glasartig-spréde. Erweichungsbereich: 107-113°C

In dmso-ds = 5,68 (s, 1H, ArCH), 6,86 (m, 1H, ArH), 6,89-7,00 (m,4H,ArH) 7,10-7,15 (m,
2H,ArH), 7,42 (m, 2H, ArH), 8,34 (s, 2H, C=NH)

1,3,5-Tris(3'methoxyphenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 3'-Methoxybenzaldehyd Uber Methode A. Aufreinigung durch Umkristallisation.
Substanz 6lt aus dem Ethanol/Hexangemisch aus.

Viskose, zah-wollweisse Substanz. Kein Schmelzpunkt bestimmbar. M, = 388 g/mol

In dmso-ds = 3,68 (s, 6H, OCHj3) 3,76 (s,3H, OCHs) 5,73 (s, 1H, ArCH), 6,56 (s, 1H, ArH),
6,99-7,06 (m,4H,ArH) 7,18-7,25 (m, 2H,ArH), 7,33 (s, 2H, ArH), 8,14 (s, 2H, C=NH)

Weil kein Schmelzpunkt bestimmbar war, wurde zuséatzlich ein MS dieser Vorstufe
bestimmt

El, (60°C): 388 [M]+e, 374, 239, 224, 210, 120

1,3,5-Tris(2-fluorophenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 2'-Fluorbenzaldehyd tber Methode A. Aufarbeitung durch Saulenchromatographie an
Kieselgel. Gradientenelution mit CH.Cl, /MeOH-Gemischen, beginnend bei 98/2
(CH2Clx/MeOH)

Farblose, amorph-viskose Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar M, = 352 g/mol

In dmso-ds = 5,54 (s, 1H, ArCH), 6,76(m, 1H, ArH), 7,01-7,09 (m,4H, ArH) 7,21-7,28 (m,
2H,ArH), 7,44 (m, 2H, ArH), 8,23 (s, 2H, C=NH)

Weil kein Schmelzpunkt bestimmbar war, wurde zusatzlich ein Massenspektrum erstellt:
(El, 20°C):352 [M*], 230,136, 122, 95

1,3,5-Tris(2-chlorophenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 2'-Fluorbenzaldehyd Uber Methode A. Aufarbeitung durch Saulenchromatographie an
Kieselgel. Gradientenelution mit CH.Cl, /MeOH-Gemischen, beginnend bei 98/2
(CH.Cl,/MeOH)

Farblose, amorph-viskose Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar M, = 400 g/mol

In dmso-ds = 5,73 (s, 1H, ArCH), 6,56 (s, 1H, ArH), 6,99-7,06 (m,4H,ArH) 7,18-7,25 (m,
2H,ArH), 7,33 (s, 2H, ArH), 8,14 (s, 2H, C=NH)

Weil kein Schmelzpunkt bestimmbar war, wurde zusatzlich ein Massenspektrum erstellt.
(El, 60°C): 400 [M"],
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1,3,5-Tris(2-methoxyphenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 2'-Methoxybenzaldehyd Gber Methode A. Aufarbeitung durch Saulenchromatographie
an Kieselgel. Gradientenelution mit CH.Cl, /MeOH-Gemischen, beginnend bei 98/2
(CH.Cl,/MeOH)

Farblose, amorph-viskose Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar M, = 388 g/mol

In dmso-ds =3,65 (s,6H, OCHs), 3,88(s,3H, OCHs), 5,34 (s, 1H, ArCH), 6,56 (m, 1H, ArH),
6,76-6,97 (m,4H,ArH) 7,08-7,11 (m, 2H,ArH), 7,19 (m, 2H, ArH), 8,04 (s, 2H, C=NH)

Da kein Schmelzpunkt bestimmbar war, wurde zusatzlich ein Massenspektrum erstellt.

El, (60°C): 388 [M]+-, 374, 239, 224, 210, 120, 107

1,3,5-Tris(3,4-dimethoxyphenyl)-2,4-diazapentadien

Aus 3,4-Dimethoxybenzaldehyd.iber Methode A. Aufarbeitung durch Umkristallisation aus
Ethanol, Ausbeute: 65,7 %

Weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 134-137°C

In dmso-ds =3,61 (s,6H, OCHz), 3,75 (s,6H, OCHs;) 3,88(s,3H, OCHs) 3,92 (s, 3H, OCHs),
5,14 (s, 1H, ArCH), 6,56 (d, 2H, ArH), 6,87 (d,2H, ArH) 7,14 (d, 1H,ArH), 7,19 (s, 2H,
ArH),7,26-7,32 (d,d,1H,1H, ArH), 7,44 (s,1H,ArH) 8,04 (s, 2H, C=NH)

meso-1,2-Diamino-N,N’-dibenzoyl-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan

Vorstufe zum 1,2-Bis(4'-methoxyphenyl)-ethylen-1,2-diamin fiir Verbindung 37

1 mol Benzil werden in 2 mol Salicylaldehyd geldst und in wassriger Ammoniaklésung
emulgiert. Alternativ kénnen beide Edukte in Ethanol gelést werden und Ammoniak
gasférmig in das Reaktionsgemisch eingeleitet werden. Die Reaktion wird fiir eine halbe
Stunde auf 80 °C gebracht und dann 6h gerthrt (bei der Einleitung von Ammoniak) oder
abgekihlt und immer wieder umgeschittelt. Der ausgefallene Feststoff wird abgesaugt und
mit wenig eiskaltem Ethanol gewaschen

Gelber, kristalliner Feststoff. M, =471 g/mol, Ausbeute: 79,3%, Schmelzpunkt:280 °C unter
Zersetzung, Smp und NMR-Spektrum stimmen mit [Schlenk] tUberein.

In dmso-ds = 5.87 (s, 2H, ArCH); 6.65 - 6.80 (m, 4H, ArH); 6.95- 7.05 (m, 2H, ArH); 7.35 -
7.70 (m, 12H, ArH); 8.54 (s, 2H, CONH, austauschbar);9.93 (s, 2H, ArOH, austauschbar).

meso-0,0°,N,N -Tetraacetyl-1,2-diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan

Vorstufe zum 1,2-Bis(4'-methoxyphenyl)-ethylen-1,2-diamin fiir Verbindung 37

Verbindung V37.1 (0,8 mol) wird in 800 mol Acetanhydrid (absolut) suspendiert und
mindestens 24 h unter Ruckfluss erhitzt. Die hellgelbe Suspension muss dabei eine
dunkelbraune LOosung ergeben. Liegt diese dunkelbraune Losung nicht vor, muss so lange

unter Ruckfluss erhitzt werden, bis die beschriebene Lésung vorliegt. Danach wird die
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Lésung abgekuhlt, der nach dem Abklhlen ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit wenig
eiskaltem Acetanhydrid gewaschen, bis ein weisses Produkt resultiert. Dieses wird
sorgfaltig an der Olpumpe getrocknet.

Weisser Feststoff, Ausbeute: 51,0%, Schmelzpunkt: 219 °C Smp und NMR-Spektrum
stimmen mit [Schlenk] Uberein.

In CDCI3 1.75 (s, 6H, CH3CON); 2.41 (s, 6H, CH3COOAr); 5.58 (s,2H, ArCH); 6.40 (s, 2H,
NH, austauschbar); 7.0 - 7.40 (m, 8H, ArH).

meso-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan

Vorstufe zum 1,2-Bis(4'-methoxyphenyl)-ethylen-1,2-diamin fir Verbindung 37

Verbindung 37.2 (0,4 mol) wird in 400 mL 47% Bromwassserstoffsdure flir 4h unter
Rickfluss zum Sieden erhitzt. Das resultierende Dihydrobromid wird abfiltriert und mit
wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Der Ruckstand wird in 100-150 mL heissem Wasser
(70-80°C) aufgelost. Die Losung wird abfiltriert, der Rickstand verworfen. Die Losung wird
mit Hilfe von 20% NaOH.q auf einen pH-Wert von 7-8 eingestellt. Das Diamin fallt dabei als
weisse Phenolbase aus. Es wird abfiltriert und an der Olpumpe getrocknet.

Weisse, feinkristalline Substanz. Ausbeute: 75,3%, M, = 244 g/mol Schmelzpunkt:182°C
Smp und NMR-Spektrum stimmen mit [Schlenk] Gberein.

In dmso-d6 3.35 (s, br, 4H, NH2, austauschbar); 4.19 (s, 2H, ArCH); 5.30 (s, br, 2H, ArOH,
austauschbar); 6.66 (m, 2H, ArH); 6.72 (m, 2H, ArH); 6.97(m, 2H, ArH); 7.05 (m, 2H, ArH).

meso-3,4-Diaryl-1,6-bis(2-hydroxyphenyl)- 2,5-diazahexa-1,5-diene

Vorstufe zum 1,2-Bis(4'-methoxyphenyl)-ethylen-1,2-diamin fir Verbindung 37

0,29 mol Verbindung V37.3 werden zusammen mit 0,6 mol 4-Methoxybenzaldehyd in 600
mL trockenem Acetonitril suspendiert. Man erhitzt 4h unter Rickfluss. Nach dem Abkuhlen
wird das Acetonitril auf die Halfte eingeengt und tber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt.
Der entstandene gelbe Feststoff wird abfiltriert und mit eiskaltem Acetonitril gewaschen.
Das Produkt wird getrocknet.

Gelbes, feines Pulver, M; = 480 g/mol, Schmelzpunkt: 189 °C, Smp und NMR-Spektrum
stimmen mit [Schlenk] Gberein., Ausbeute: 53,8 %

In CDCI3 3.75 (s, 6H, OCH3); 4.68 (s, 2H, ArCHN); 6.70 - 7.40 (m,16H, ArH, Ar'H); 8.11 (s,
2H, ArCH=N); 13.19 (s, 2H, ArOH).

meso-1,2-Diamino-1,2-diarylethan

Vorstufe fur Verbindung 37

0,15 mol Verbindung 37.4 werden in 300 mL 0,1N H.SO. erhitzt. Der dabei frei werdende
Salicylaldehyd wird mittels Wasserdampfdestillation aus dem Gemisch entfernt. Wird kein

Salicylaldehyd mehr frei, wird die noch heisse Lésung filtriert. Nach dem Abkuhlen wird mit
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Hilfe von 20% NaOH., alkalisch gemacht (pH ~8-9) und mit Hilfe von CH.CI,
ausgeschiittelt. Die mit Na,SO, getrocknete organische Phase wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand sorgfaltig getrocknet. Das Produkt wird
aus Ethanol umkristallisiert.

Weisse, kristalline Substanz. M, = 272 g/mol, Schmelzpunkt: 145 °C, Smp und NMR
-Spektrum stimmen mit [Schlenk] Gberein.

1.50 (s, 4H, NH2, austauschbar); 3.72 (s, 6H,0CH3); 3.80 (s, 2H, ArCH); 6.82 (AA'BB’, 3J
= 8.6 Hz, 4H, ArH-3, ArH-5); 7.13(AA'BB’, 3J = 8.7 Hz, 4H, ArH-2, ArH-

4-Pyrrolidinylethoxyphenylbenzaldehyd

Vorstufe fur die Synthese von Verbindung 37

4-Hydroxybenzaldehyd (0,1 mol) wird mit 0,12 mol K;C,03 in 250 mL Ethanol suspendiert.
Dazu gibt man 0,11 mol Chlorethylpyrrolidin. Die Suspension wird so lange erhitzt, bis kein
4-Hydroxybenzaldehyd zu erkennen ist (DC). Dann wird die Suspension abgekihlt,
abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt per Saulenchromatographie an
Kieselgel. Als Fliessmittel dient ein Ether/Petrolethergradient.

Braunlich, o6lig-viskose Substanz. M. = 219 g/mol Kein Schmelzpunkt bestimmbar. Aus
diesem Grund wurde zusatzlich ein Massenspektrum vermessen.

1,59 (m, 4H, Pyrrolidinyl), 2,34 (m, 4H, Pyrrolidinyl), 2,77 (t, 2H, CH>), 4,12 (t, 2H, CH,),
7,00 (d, 2H, ArH), 7,78 (d, 2H, ArH), 9,68 (s, 1H, CHO)

219 [M*], 135, 114, 84 [a-Spaltung]

Kapitel 7.2: 2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole
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(4R,5S) (4S.5R)(4S.5R)-4,5-dihydro-2.4,5-triphenyl-1H-imidazol

Aus Benzaldehyd uber V1 und Methode C. Ausbeute: 75,8 % , Aufarbeitung urch
Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan — Gemischen

Gesamtausbeute: 85,9% Cy/HisN2, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt:129°C,
Molmasse: 298 g / mol

LSM: dmso-ds. 5.60 (2H,s, ArCH) 7.03 (10H, m, Ar,H) 7.57 (3H, m, Ar,H) 7.86 (1H, s, NH)
8.09 (2H, m, Ar,H)

Aufnahmemedium: KBr. 3161, 2060, 3028, 1988, 1807, 1771, 1614, 1600, 1501, 1454

El (75°C) 298 [M*], 221, 194, 193, 166, 104, 77, 57

berechnet: C : 84, 53% H: 6.08% N: 9,39% gefunden:C: 84,44% H: 6.14% N: 9,30%
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Aus 4' — Fluorbenzaldehyd aus V2 und Methode C. Gesamtausbeute: 79,8 %, Aufarbeitung
durch Umkristallisation aus CH2Cl, / MeOH — Gemischen

C21His N2 F3, weisse kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 125°C, Molmasse 352 g/mol

5.33 (1H, d, ArCH) 5.57 (1H, d, ArCH) 6.98 (8H, m, Ar,H) 7.36 (2H, m, Ar,H) 7.88 (1H, s,
NH) 8.11 (2H, m, Ar,H)

3158 (w, br), 1893 (w, s), 1606,1508,1226,1156

352 [M*], 257, 229, 202, 201, 135, 122, 108, 107, 95

berechnet: C 71,58% H 4,29% N 7,95% gefunden: C: 71,61% H: 4,38% N: 7,78 %

4R,5S) (4S,5R)(4S,5R)-2,4,5-tris(4-chlorophenyl)-4.5-dihydro-1H-imidazol

Aus 4' — Chlorbenzaldehyd aus V3 und Methode C. Gesamtausbeute: 83,2 %, Aufarbeitung
durch Umkristallisation

C21H1sN2Cls; Molmasse: 400 g/ mol, weisse kristalline Substanz, Schmelzpunkt:108 °C

in dmso-de 5.37 (1H, d, ArCH) 5.61 (1H, d, ArCH) 7.22 (8H, d+d, Ar,H) 7.62 (2H, d, Ar,H)
7.96 (1H, s, NH, austauschbar) 8.07 (2H, d, Ar,H)

3158 (w, br), 1889 (w, s), 1609, 1512, 1219, 1147, 897

400 [M*], 398, 289, 287, 248, 152, 111

berechnet: C: 62,79% H: 3,72% N: 6,97 % gefunden: C: 62,84% H: 3,78% N: 7,06 %

4R,5S) (4S,5R)(4S.5R)-4,5-dihydro-2,4,5-tris-p-tolyl-1H-imidazol

Aus p-Toluylaldehyd aus V4 und Methode C. Gesamtausbeute: 93, 7 %, Aufarbeitung
durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan

C24H2:N,,, Molmasse 340 g/mol, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 132 °C

n dmso - ds 2.16 (6H, s, -CH,4 (1)), 2.40 (3H, s, CH4 (2)), 5.23 (2H, m, Ar-CH), 5.49 (2H, m,
Ar-CH), 6.92 (8H, m, Ar,-H), 7.32 (2H, m Ar,-H), 7.65 (1H, s, NH) , 7.96 (2H, d, Ar,-H)
3413 (br, s), 2920 (m, s), 1902 (br, w), 1614, 1514, 1457

340 [M*], 221, 206, 104

Berechnet: C:85,67% H:7,11% N:8,23% gefunden: C:85,56% H:7,24% N:8,02%

(4R, 5S) (4S,5R)-4,5-dihydro -2.4.5 -tris -p — cyanophenyl — 1H- imidazol

Aus p -Cyanobenzaldehyd uber Methode D. Ausbeute: 43,1 %, Aufarbeitung durch
Chromatographie mit CH,Cl,/MeOH — Gemischen

C,4 Hy5 N5 , Molmasse 373 g / mol, hellgelbe, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 136°C

in dmso — ds 5.56 (1H, d, Ar-CH), 5.82 (1H, d, Ar-CH), 7.22 (4H, d Ar,-H,), 7.59 (4H, d,
Ar,-Hg), 8.05 (2H, d, Ar,-H,), 8.24 (Ar,-Hg)

3368 (m, br), 2229 (s, s), 1605(s, s), 1457 (m, s), 850 (m, s)
373 [M™], 243, 130, 75, 27
berechnet: C:72,82% H: 5,24% N: 8,09% gefunden:C:72,78% H: 5,41% N: 8,21%
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Aus p-Methoxybenzaldehyd aus V6 und Methode C. Ausbeute: 91,3%, Aufarbeitung durch
Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan

C24H2:N203, , 388 g / mol, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 86°C

in dmso-ds 3,65 (s, 6H, OCH, ), 3,87 (s, 3H, OCH,), 5,31 (s, br, 2H, Ar-CH), 6,71 (d, 4H,
J=8,97Hz, ArH,), 6,95 (d, 4H, J=8,94Hz, ArHB), 7,09 (d,2H, J=8,67, Ar,H,), 7,58 (s,1H,
NH), 8,03 (d, 2H, J=8,72 Hz, Ar,Hg)

in Kbr: 3401 (m, br), 2341 (w), 1505(m), 1457 (m, s), 1209(m,s), 1149, 850 (m, s)

388 [M], 344, 253,238,135,77,51

Berechnet: C: 74,21% H: 6,23% N: 7,21% gefunden C:70,95% H:6,42% N:6,93% (*1H,0)

(4R,5S) (4S.5R)(4S.5R)-4,5-dihydro-2.4,5-tris(4-(methylthio)phenyl)-1H-imidazole

Aus Methylthiobenzaldehyd aus V7 und Methode C. Ausbeute: 67, 9 %, Aufarbeitung durch
Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan

C2H24 N2 S5, M =436 g/ mol hellgelbe, kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 78.5°C
n CDCl;:2.39 (6H, s, SCH, (1)) 2.58 (3H, s, SCH4 (1)) 5.52 (2H, s, br, ArCH) 6.92 (4H, d,
Ar,H) 7.00 (4H, d, Ar,H) 7.37 (2H, d, Ar,H) 7.92 (2H, d, Ar,H)

in Kbr: 3423 (m, br), 2256 (w), 1534(m), 1427 (m, s), 1212 (m,s), 1125, 852(m, s)
436 [M*], 285, 270, 238, 151
berechnet:C: 66,01 H: 5,54 N: 6,42 gefunden: C: 63,34 H: 5,68 N: 6,21 (*1H.0)

(4R,5S).(4S,5R)-4,5-dihydro-2.4,5-tris(4-hydroxyphenyl)-1H-imidazole

Aus Substanz (6) und Methode J. Gesamtausbeute: 43, 8%. Aufarbeitung durch
Umkristallisation aus Methanol/Dichlormethan.

C21H1sN2O3 *HBr, Mr = 426 g/mol, farblose Kristalle, Schmelzpunkt: 275 °C
5.76 (2H, s, Ar-CH) 6.61 (4H,d,Ar1-HA), 7.10 (4H, d, Ar1-HB), 7.36 (2H, d, Ar2-HB), 8.09
(2H, d, ArZ-HB), 9.54 (1H, s, br, OH), 9,66 (2H, s, br, OH) 10,75 (2H, s, NH)

in Kbr: 3435 (s, br), 2814 (w), 1576 (m), 1489 (m, s), 1209 (m,s), 1185, 998, 852(m, s)
346 [M*], 344, 252, 225, 94

Berechnet C: 72,82% H 5,24% N 8,09% gefunden C: 59,34% H: 4,22% N: 6,24% (*HO,
*HBr)

Ausgehend von Produkt (5): alkalische Verseifung nach Organikum, 19. Auflage, Seite 472
C2:H21NsO3, M, = 427, orange viskos-zahe Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar

3.86 (4H, s, br, CONH; (2), 4,48(2H, s, br, CONH (1)), 5.66 (2H, s, br, Ar-CH) 6.56
(4H,d,Ar,-H,), 7.08 (4H, d, Ar,-Hg), 7.29 (2H, d, Ar,-Hg), 8.11 (2H, d, Ar,-Hp)

in Kbr: 3435 (s, br), 2814 (w), 1576 (m), 1489 (m, s), 1209 (m,s), 1185, 998, 852(m, s)
427, 307, 280, 147, 120

Berechnet C: 67,44 H 4,95 N: 16,38 gefunden: C: 64, 78% H: 5,25% N: 15,67% (*1H:0)
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Aus 3' — Chlorbenzaldehyd (iber Methode A und Methode C. Gesamtausbeute: 83,2 %,
Aufarbeitung durch Umkristallisation

C21H1sN2Cls; Molmasse: 400 g/ mol, weisse kristalline Substanz, Schmelzpunkt:167 °C

in dmso-ds 5.37 (1H, d, ArCH) 5.61 (1H, d, ArCH) 7.22 (8H, m, Ar,H) 7.62 (2H, d, Ar,H)
7.96 (1H, s, NH, austauschbar) 8.07 (2H, d, Ar,H)

In KBr 3149 (w, br), 1799 (w, s), 1639, 1512, 1219, 1147, 897

400 [M7], 398, 289, 287, 248, 152, 111

berechnet: C: 62,79% H: 3,72% N: 6,97 %  gefundenen: C: 62,84% H: 3,69% N: 6,94 %

Aus m-Methoxybenzaldehyd uber Methode A und Methode C. Ausbeute: 91,3%.
Aufarbeitung durch Umkristallisation

C24H24N205 , 388 g / mol, gelblich — amorphe Substanz, Schmelzpunkt nicht bestimmbar

in dmso-de 3,65 (s, 6H, OCH; ), 3,87 (s, 3H, OCH,), 5,31 (s, 2H, Ar-CH), 6,71 (d, 4H,
ArH,), 6,95 (d, 4H, ArHB), 7,09 (d,2H, Ar,H,), 7,58 (s,1H, NH), 8,03 (d, 2H, Ar,Hg

in Kbr: 3389(m, br), 2201 (w), 1497 (m), 1457 (m, s), 1212 (m,s), 1128, 847 (m, s)

388 [M"], 344, 253, 238, 135, 77, 51

Berechnet: C: 74,21% H: 6,23% N: 7,21% gefunden C:70,93% H:6,47% N:6,89% (*1H.0)

4R,5S8), (4S,5R)-2,4,5-tris(2-fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazole

Aus 2-Fluorbenzaldehyd Uber Methode A und Methode C. Gesamtausbeute: 73,4 %
Aufarbeitung durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan.

C21His N2 F3, Molmasse: 352 g/ mol, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 125 °C
dmso-ds 5.56 (1H, d, ArCH) 5.82 (1H, d, ArCH) 6.88 (2H, m, Ar,H) 7.06 (2H, m, Ar,H) 7.14
(2H, m, Ar,H) 7.37 (1H, m, Ar,H) 7.62 (1H, m, Ar,H) 7.66 (1H, s, NH) 8.00 (1H, m, Ar,H)
3146, 2918, 1623, 1603, 1488, 1458, 1231, 819, 752

352 [M*], 229, 202, 201, 108

berechnet: C 71,58% H 4,29% N 7,95% gefunden C 71,47 % H 4,45% N 7,83%

(4R,5S).(4S.5R)-2,4,5-tris(2-chlorophenyl)-4.5-dihydro-1H-imidazole

Aus 2-Chlorbenzaldehyd uber Methode A und Methode C. Gesamtausbeute: 64,9 %,
Aufreinigung durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan. Uber Nacht stehen lassen.

C21Hs N2 Cls, Molmasse: 400 g/mol, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 161°C
dmso-ds 5.75 (1H,d,ArCH) 5.98 (1H, d, ArCH) 7.06 (2H, m, Ar,H) 7.17 (2H, Ar,H) 7.31 (2H,
m, Ar,H) 7.63 (1H, m, Ar,H) 7.79 (1H,m, Ar,H) 7.83 (1H, m, Ar,-H)

in Kbr: 3167 (br,m), 3064 (s, m), 1922 (s, w), 1615, 1589, 1472, 1442, 1035, 745

400 [M*], 262, 139, 124, 89

berechnet: C 62,79% H 3,76% N 6,97% gefunden: C 62,67 % H 3,95% N 6, 74%
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aus 2-Methoxybenzaldehyd uber Methode A und Methode C. Gesamtausbeute 74,3%,
Aufarbeitung durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan (6lt Gber Nacht aus)

Molmasse: 388 g/mol. Weisse, amorph-élige Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar.
dmso-ds 3.65 (6 H, s, Ar,-OCH,) 3.91 (3H, s, Ar,.—OCH,) 5.67 (2H, s, Ar-CH) 6.64 (2 H, m,
Ar,H_) 6.94 (2H, m, Ar,H,)7.10(2H, m, Ar,H_) 7.19 (1H, m, Ar,H ), 7.52 (1H, m, Ar,H,)
8.04 (1 H, m,Ar,H,_), 9,54 (2H, s, br, ArOH), 9,69 (1H, s, br, ArOH), 10,54 (2H, s, br, NH)
3434 (w, br), 1628(m,sh), 1599(m,sh), 1487(m,sh), 1464(m,sh), 1247(s,sh), 1044, 1026
388 [M*], 281, 253, 135, 107, 77

Berechnet: C: 74,21% H: 6,23% N: 7,21% gefunden C:70,91% H:6,49% N:6,79% (*1H:0)

Aus Verbindung 13 Uber Methode J. Gesamtausbeute: 32,9%, Aufreinigung durch
Umkristallisation aus Methanol/CHCl,

Mr = 426 g/mol (als Hydrobromid), Aussehen: beige kristalline Substanz C,1H1sN,O3;*HBr,
Schmelzpunkt: 177 °C

dmso-ds 5.67 (2H, s, Ar-CH) 6.64 (2 H, m, Ar,H_) 6.94 (2H, m, Ar,H,)7.10(2H, m, Ar,H,)
7.19 (1H, m, Ar,H,), 7.52 (1H, m, Ar,H,) 8.04 (1 H, m, Ar,H,)

in Kbr: 3428 (s, br), 2805 (w), 1554 (m), 1471 (m, s), 1213 (m,s), 1174, 994, 863(m, s)
346 [M], 344, 252, 225, 94

Berechnet: C 72,82%, H 5,24%, N 8,09%gefunden C: 59,34% H: 4,22% N: 6,24% (*H.0,
*HBr)

Aus Fluormethoxybenzaldehyd tiber Methode A und Methode C. Gesamtausbeute: 45,7 %
Aufreinigung durch Chromatotron

Molmasse: 442 g/mol. Gelblich-amorphe Substanz, C,4H2:F3N.O3 Schmelzpunkt: 147 °C

in dmso-ds 7,92 (m, 1H, ArH), 7,36 (m, 1H, ArH), 6,94 (m, 4H, ArH), 6,50 (m, 3H, ArH), 5,49
(s, 2H, ArCH), 3,85 (s, 3H, OCHs), 3,63 (6H, s, OCHs)

in Kbr: 3428 (s, br), 2805 (w), 1554 (m), 1471 (m, s), 1213 (m,s), 1174, 994, 863(m, s)
442, 289, 276, 153, 138

Berechnet: C, 65.15%; H: 4.78 % N 6.33%;
gefunden: C: 65.78%; H: 5.02 % N 6.60%

(4R,5S).(4S,5R)-2.4,5-tris(2-chloro-4-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazole

Aus 2-Chlor-4-Methoxybenzaldehyd uber Methode B und Methode C. Gesamtausbeute:
25,7 %, Aufreinigung durch Chromatotron und CH,CI, — Gemischen.

Molmasse: 492 g/mol. Gelblich-amorphe Substanz, C2:H21ClsN.O3s, Schmelzpunkt:156°C

in dmso-ds 3.64 (3H, s, OCH; )3.68 (3H, s, OCH; ) 3.88 (3H, s, OCH; )5.76 (1H, d, ArCH)
5.93 (1H, d, ArCH) 6.57 (1H, m, ArH) 6.62 (1H, m, ArH) 6.76 (2H, m, ArH) 7.00 (1H, m,
ArH) 7.06 (1H, m, ArH), 7.11 (1H, m, ArH), 7.24 (1H, m, ArH), 7.68 (1H, m, ArH)
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in Kbr: 3172 (s, br), 2909 (w), 1551 (m), 1489 (m, s), 1283 (m,s), 1163, 964, 853 (m,s)
492, 321, 308, 189, 169, 141

berechnet:C:58,61%H:4,30% N:5,70%
gefunden:C:54,91% H:3,98% N:5,39%(*CH;0H)

(4R,5S),(4S.5R)-2.4.5-tris(2-fluoro-4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazole

Aus Verbindung 16 uber Methode J. Gesamtausbeute: 12,4%, Aufarbeitung durch
Umkristallsation

Molmasse: 400 g/mol. Rot-braune, amorphe Substanz, C,1HsF3N.O3; Smp.: 181 °C

in dmso-ds  5.84 (1H, d, ArCH) 5.99 (1H, d, ArCH) 6.67 (1H, m, ArH) 6.78 (1H, m, ArH)
6.84 (2H, m, ArH) 7.10 (1H, m, ArH) 7.17 (1H, m, ArH), 7.26 (1H, m, ArH), 7.40 (1H, m,
ArH), 7.98 (1H, m, ArH), 9,41 (1H, s, ArOH),9,48 (1H, s, ArOH) 9,83 (1H, s, ArOH), 10,28
(2H, s, br, NH)

in Kbr: 3428 (s, br), 2805 (w), 1554 (m), 1471 (m, s), 1213 (m,s), 1174, 994, 863(m, s)
400, 289, 261, 248, 152, 139, 111
Ber.: C: 63,00% H: 3,78% N: 7,00% gef.: C:50,49% H: 3,71% N: 5,55 % (* H.O, *HBr)

(4R,5S).(4S.5R)-2,4.5-tris(2-chloro-4-hydroxyphenyl)-4.5-dihydro-1H-imidazole
Aus 17 Uber Methode J. Gesamtausbeute: 13,4%, Umkristallisation in MeOH / CH.Cl,
Molmasse: 448 g/mol. Rot-braune, amorphe; C,1H1s CIsN.O3 Smp. 187 -189 °C

in dmso-ds 5.81 (1H, d, ArCH) 5.96 (1H, d, ArCH) 6.67 (1H, m, ArH) 6.73 (1H, m, ArH) 6.84
(2H, m, ArH) 7.09 (1H, m, ArH) 7.13 (1H, m, ArH), 7.24 (1H, m, ArH), 7.56 (1H, m, ArH),
7.89 (1H, m, ArH), 9, 52 (1H, s, br, ArOH); 9,67 (1H, s, ArOH) 9,87 (1H, s, br, ArOH), 10,56
(2H, s, NH)

in Kbr: 3496 (s, br), 3105 (w), 1558 (m), 1467 (m, s), 1208 (m,s), 1178, 984, 833(m, s)
452, 448 [M*, Cl — Isotope], 321, 294, 280, 154, 168, 128
Ber.: C: 56,09% H 3,36% N: 6,23% gef.: C: 44,45% H: 2,74% N:5,07% (*CH;OH. *HBr)

Aus 3,4-Dimethoxybenzaldehyd Uber Methode A und Methode C. Ausbeute: 91,3%,
Aufarbeitung durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan

C24H24N,03, , 478 g / mol, weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 165 °C

in dmso-ds 3,82 (3H, s, OCHs) 3,88 (3H, s, OCH;) 3,97 (12H, s, OCHs), 5,91 ( 2H,s, ArCH),
6,94(2H, m, ArH), 7,02 (2H, m, ArH), 7,09 (2H, m, ArH) 7,12 (1, m, ArH) 7,37 (1H, m, ArH)
7,48 (1H, m, ArH)

In KBr: 3104(m, br), 3067 (w), 2901(w), 1675, 1568, 897, 854
478, 341, 314, 300, 178, 164, 137
Berechnet:C. 67,77% H 6, 32% N 5,85% gefunden: C. 67,90% H 6, 27% N 5,62%
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4R,5S).(4S,5R)-2-

1H-imidazol

Aus (17) Uber Methode F Gesamtausbeute : 43,2%, Aufarbeitung durch Chromatographie
mit SiO, / CH,Cl,/ MeOH

Molmasse: 406,17 g / mol. grinliche,schaumig-amorphe Substanz, CaH23FN,O;
Schmelzpunkt: 131°C

in dmso-ds 3.64 (6H, s, OCH;) 3.93 (3H, s, OCHs) 5.76 (2H, s, ArCH) 6.74 (4H, d, ArH) 6.99
(4H, d, ArH) 7.12 (1H, dd, ArH) 7.23 (1H, dd, ArH) 8.00 (1H, m ArH) 11.02 (2H, br,
NH=C=NH)

3431 (w, br), 2223 (sh, m), 1623 (w, br), 1513, 1251, 1027, 844
406, 404, 271, 184, 153, 133
Berechnet: C: 70,92% H: 5,70%, N: 6,89% gefunden: C: 71,03 % H: 5,61% N: 6,73%

4R,5S).(4S,5R)-2-

1H-imidazole

Aus (21) Uber Methode J Gesamtausbeute : 25,9 %, Aufarbeitung durch Umkristallisation
aus CH,Cl, — Gemischen.

Molmasse:364 g / mol. Braunlich schaumig-amorphe Substanz, Cy/H7FN,O;
Schmelzpunkt: 177°C

in dmso-ds 5.92 (2H, s, ArCH) 6.86 (4H, d, ArH) 7.15 (4H,d, ArH) 7.32 (1H, dd, ArH)
7.46 (1H, dd, ArH) 8.08(1H, m ArH) 9,86 (2H, s, br, ArOH) 10,21 (1H, s, br, ArOH)
11.02 (2H, br, NH=C=NH)

3531 (m, br), 3099, 2223 (sh, m), 1602 (w, br), 1499, 1283, 1052, 856
364, 271, 253, 244, 120, 111, 93

Berechnet:C: 69,23% H 4,70% N 7,69%
gefunden: C: 54,59% H: 3,77% N: 6,15% (*H.O, * HBr)

4R,5S) (4S,5R)(4S.5R)-1-ethyl-4,5-dihydro-2.4,5-tris(4-methoxyphenyl)-1H-imidazole

Aus (6) Uber Methode G. Ausbeute: 67,8% , Aufarbeitung durch Saulenchromatographie
(CH.Cl,/MeOH = 98/2)

C26H28N203 Molmasse: 416 g / mol. gelbliche amorph-viskose Substanz, kein
Schmelzpunkt bestimmbar

in dmso-d6 0.87 (3H, t, 2J=7,1, CHs) 2.83 (1H, m, -CH. -) 3.28 (1H, m, -CH; -) 3.61 (3H, s,
OCHs) 3.63 (3H, s, OCH;) 3.84 (3H, s, OCHs) 5.12 (1H, d, »J = 10,8, ArCH) 5.42 (1H, d, »J
= 10,8, ArCH) 6.61 (2H, d, »J=8,6 ArH) 6.68 (2H, d, »J=8,3 ArH) 6.87 (2H, d, »J=8,2 ArH)
6.94 (2H, d, ,J=8,5 ArH)7.09 (2H, d, »J=8,4 ArH) 7.66 (2H, d, ,J=8,6 ArH)

3433 (w, br), 2836 (w), 1611 (s, sh), 1514 (s, sh), 1255, 1177, 1028
416, 414, 309, 254, 203, 162, 107
berechnet: C 74,97% H 6,78% N 6, 73% gefunden:C 74,81% H 6,96% N 6,56%



Verbindung

24
Synthese
Eigenschaften

HNMR:

MS
CHN

25

Synthese
Eigenschaften
HNMR:

MS
CHN

26

Synthese
Eigenschaften
HNMR:

MS
CHN

106

Eigenschaften

Aus (6) Uber Methode G. Gesamtausbeute 48,9%

Molmasse: 430 g / mol. gelbliche, amorph-viskose Substanz, kein Schmelzpunkt
bestimmbar, C27H30N.O3

Dmso-ds 0.75 (3H, t, CH3 ),1.52 (2H, m, -CHz-), 3.01 (1H, m, N-CH), 3.53 (1H, m, N-CH),
5.76 (2H, d, ArCH), 6.58 (4H, m, ArH), 6.87 (4H, m, ArH), 7.08 (2H, m, ArH), 7.76 (2H, m,
ArH)

3426 (s, br), 2961 (w, sh), 2048 (w, sh), 1611, 1511, 1247, 1175, 1030, 836
430, 428, 387, 323, 253, 177, 107, 43

Berechnet: C 75,32% H 7,01% N 6,51%
gefunden: C 75,64% H 6,85 % N 6,38%

Aus (17) Uber Methode J Gesamtausbeute 13,41 % Aufarbeitung: Chromatotron

Molmasse: 426g/mol. Braunlich-amorphe Substanz, kein Smp bestimmbar C2;H26N.Os

3.50 (d, J = 19.00 Hz, 1H N-CH,. ), 3.61 (s, 3H, OCHs ) 3.64 (s, 3H, OCH;), 3.85 (s, 3H,
OCHs), 4.22 (d, J = 18.98 Hz, 1H, N-CH, ), 5.10 (d, J = 10.56 Hz, 1H,ArCH), 5.42 (d, J =
10.56 Hz, 1H, ArCH), 6.60 (d, J = 8.72 Hz, 2H,ArH), 6.67 (d, J = 8.74 Hz, 2H,ArH), 6.77 (d,
J = 8.65 Hz, 2H, ArH), 6.96 (d, J = 8.62 Hz, 2H, ArH), 7.12-7.08 (m, 2H, ArH), 7.66 (m,
2H,ArH)

3423 (s, br), 2957 (w, sh), 2051 (w, sh), 1613, 1510, 1247, 1171, 1023, 836
426 [M*], 424, 319, 240, 186, 107
Gefunden:C:76,03% H: 6,14% N:6,57% berechnet: C 75,67% H: 6,03% N: 6,35%

4R,5S5).(4S,5R)-1-ethyl-4,5-dihydro-2.4,5-tris(4-hydroxyphenyl)-1H-imidazole

Aus (23) Uber Methode J Gesamtausbeute 10,1 %
C23H24sN203, Molmasse: 374 g / mol. Braunliche Substanz, Schmelzpunkt 197°C

in dmso-ds 9.36 (s, 1TH,ArOH), 9.44 (s, 1H, NH), 10.67 (s, 1H,ArOH), 10.71 (s, 1H,ArOH)
7.77 (d, J = 8.66, 2H,ArH), 7.07 (d, J = 8.66, 2H,ArH), 6.55 (m, 4H, ArH), 6.91 (m, 4H, ArH),
5.72 (d, J = 10,82 Hz, 1H, ArCH) 5,44 (d, J=10,82 Hz, 1H, ArCH) , 3.65 (m, J = 7.32 Hz,
1H, - CH, ), 3.05 (m,J=7,30, 1H, - CH, ), 1.07 (t, J = 7.31, 3H,-CH; )

3467 (s, br), 3012 (w, sh), 2061 (w, sh), 1608, 1504, 1236, 1132, 1031, 876
374, 372, 280, 255, 119 94, 29

Gefunden: C: 73,78% H: 5,92% N: 7,48%
berechnet: C: 57,21% H: 5,25% N: 6,03% (*HBr, *H.O)
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Aus (24) Gber Methode J, Gesamtausbeute 7,31 %

C2:H2N.O3 Molmasse: 388 g/mol. Beige-kristalline Substanz, Schmelzpunkt: 214°C

HNMR in dmso-ds 0.73 (t, J = 7.36, 7.36 Hz, 3H), 1.49 (m, 7.50 Hz, 2H), 2.99 (m, 1H), 3.51
(m, 1H) 5.70 (d+d, J = 10.81 Hz, 2H), 6.54 (m, 4H,ArH), 6.85 (m, 4H, ArH), 7.06 (d, J =
8.68 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.66 Hz, 2H) 9.34 (s, 1H ArOH), 9.43 (s, br, 1H, NH,
austauschbar), 10.77-10.61 (s, br, 2H, ArOH)

KBr: 3411 (s, br), 2054 ( br,w), 1891 (br,w), 1611(s,sh), 1516 (s, sh) 1263, 1174, 1022, 837
388, 295, 226, 212, 176, 164, 94

Berechnet: C: 74,21% H:6,23% N: 7,21%
gefunden: C: 59, 41% H:5,63% N:5,68% (*HBr, *H;0)

Aus (25) Uber Methode J, Gesamtausbeute 3,8 % Aufarbeitung durch Chromatotron und
CHCl, ;,MeOH -Gradientenelution, beginnend mit (95:5)

C24H23N,0O3, Molmasse 384 g/mol, braune, klebrige Substanz, kein Schmelzpunkt
bestimmbar .

in dmso-d6 3.59 (d, J = 19.00 Hz, 1H, CH.), 4.34 (d, J = 18.98 Hz, 1H, CHy), 5.63 (d, J =
10.56 Hz, 1H, ArCH), 5.82 (d, J = 10.56 Hz, 1H, ArCH), 6.60 (d, J = 8.72 Hz, 2H, ArH), 6.67
(d, J =8.74 2H, ArH), 6.77 (d, 2H, ArH ), 6.96 (m, 4H, ArH),7.08-7.12 (m, 4H, ArH), 7.66 (d,
J =7.01 Hz, 1H), 9,87 (s, 1H austauschbar, ArOH), 10,54 (s , 1H, austauschbar NH),
10,97 (s+s, 2H, austauschbar, ArOH)

KBr: 3423 (s, br), 2063 ( br,w), 1609(s,sh), 1527 (s, sh) 1251, 1169, 1017, 845
384, 291, 264, 225, 159, 120, 93

Berechnet: C: 59,51 H: 4,99 N: 5,78 (*HBr, *H,0)
gefunden: C: 59,28 H: 5,11 N: 5,67

1H-imidazoliumiodid

Aus (6) uber Methode H; Gesamtausbeute 54.2 %, Aufreinigung durch Umkristallisation
aus Ether / Petrolethergemischen

C-26H26l N2O3s Molmasse: 544 g mol. Weisse, kristalline Substanz, Schmelzpunkt 192°C

in dmso-ds 2.83(6H, s, CHs) 3.67(6H, s, OCHs), 3.93(3H, s, OCHs) 5.73(2H, s, ArCH)
6.78(4H, d, ArH) , 7.08 (4H, d, ArH) 7.34(2H, d, ArH) 7.94(2H, d, ArH)

KBr. 3433,7 (br, m), 1611, 1514, 1255, 1178
417, 415, 402, 309, 268, 253, 142, 127, 107

Berechnet: C: 57,36% H: 5,37% N: 5,14%
gefunden: C: 56, 97% H: 5,38% N: 5,02%
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4R,5S),.(4S,5R)-1,3-bisethyl-4.5-dihydro-2,4,5-tris(4-methoxyphenyl)-1H-4,5-dihydro-
1H-imidazoliumiodid

Aus (6) Uber Methode H; Gesamtausbeute 76,3 %, Aufarbeitung durch Umkristallisation
aus Ether / Petrolether - Gemischen

Molmasse: 572 g/mol. Gelblich — kristalline Substanz, C.sH33IN.O3; Schmelzpunkt 193°C:

in dmso-ds 1.04 (6H, t, CH:) 2.98 (2H, m, -CH,-) 3.30 (2H, m, -CH,-) 3.69 (6H, s, OCH )
3.92 (3H, s, OCH;) 5.89 (2H, s, ArCH) 6.80 (4H,d, ArH) 7.12 (4H, d, ArH) 7.36 (2H, d, ArH)
8.12 (2H, d, br, ArH)

KBr. 3428 (br, m), 1618, 1510, 1241, 1178, 1021, 834
445, 443, 415, 337, 283, 253, 162,107

berechnet: C: 58,74% H: 5,81% N: 4,89 %
gefunden C: 58,23% H: 5,66% N: 4,69 %

dihydro-1H-imidazoliumiodid

Aus (6) uber Methode H; Gesamtausbeute 67,8 %, Aufarbeitung durch Umkristallisation
aus Ether / Petrolether - Gemischen

Molmasse: 600 g/ mol. Weisse, amorphe Substanz, CsoHs7IN.O; Schmelzpunkt

in dmso-ds 8.10 (2H,d, br, ArH) , 7.36 (2H,d, ArH), 7.12 (4H, d, ArH), 6.80 (4H, d, ArH), 5.91
(2H, s, ArCH), 3.93 (3H,s, OCH), 3.70 (6H, s, OCH), 3.20 (2H, m, N-CH.-), 2.95 (2H, m,
N-CH_), 1.50 (4H, m, -CH.-), 0.74 (6H, t, -CHx)

In KBr 3430 (br, m), 1609, 1517, 1251, 1158
473, 430, 428, 388, 253,177, 134, 127

berechnet: C 60,00 H: 6,21 N: 4,66
gefunden C 59,31 H 6,38 N: 4,55

(4R,5S).(4S,5R)-1,3-bismethyl-4,5-dihydro-2.4,5-tris(4-hydroxyphenyl)-1H-4,5-dihydro-
1H-imidazoliumiodid

Aus (29) Uber Methode H; Gesamtausbeute 27,1%, Aufarbeitung durch Umkristallisation
aus CH,CI, - MeOH Gemischen

Molmasse: 502 g/mol. braunliche, amorphe Substanz, Schmelzpunkt 187 °C

in dmso-ds 2.84 ( 6H, s, -CH3), 5.63 (2H, s, ArCH), 6.59 (4H, d, J = 8,57 H, ArH), 6.90 (4H,
d, J = 8,56 Hz, ArH), 7.12 ( (2H, d, J = 8,71 Hz, ArH), 7.78 ( 2H, d, J= 8, 73Hz, ArH), 9.46
(2H, s, ArOH), 10.62 (1H, s, ArOH)

in Kbr 3294 (s, br), 1612, 1515, 144, 1217, 1173, 1076, 843, 755
375, 373, 280, 266, 239, 212, 163, 134, 94

Berechnet C: 54,99% H:4,61% N: 5,58%
gefunden: C: 55,12% H:4,70% N:5,51%




Verbindung
33
Synthese

Eigenschaften
HNMR:

MS
CHN

34
Synthese

Eigenschaften
HNMR:

MS
CHN

35

Synthese

Eigenschaften

HNMR:

MS
CHN

109

Eigenschaften

imidazoliumiodid

Aus (30) Uber Methode J Gesamtausbeute 31, 2 %, , Aufarbeitung durch Umkristallisation
aus CH:Cl, - Gemischen

Molmasse: 403 g/mol, beige -braunliche, kristalline Substanz. Schmelzpunkt 201°C

in dmso-ds 1.03 (6H, t, -CHs), 2.99 (2H, m, N-CHz-) , 3.30 (2H, m, N-CH,-), 5.77 (2H.s,
ArCH), 6.61 (4H, d, ArH), 6.93 (4H, d, ArH), 7.13 (2H, ArH), 7.82 (2H, d, ArH), 9.60 (2H, s,
ArOH), 10.73 (1H, s, ArOH)

in Kbr 3294 (s, br), 1612, 1515, 144, 1217, 1173, 1076, 843, 755
403, 401, 374, 310, 254, 149, 93, 29

Berechnet C:56,61% H: 5,13% N: 5,28%
gefunden: C: 56,29% H: 5,33% N: 5,10%

1H-midazoliumiodid

Aus (31) uber Methode J Gesamtausbeute. 13,04 %. Aufarbeitung durch Umkristallistion
aus CH,/Cl,-MeOH Gemischen

Molmasse: 431 g/ mol. Wollweisse, amorphe Substanz, Schmelzpunkt 197°C

in dmso-ds 0.75(6H, t, CHs)1.49 (4H, m, -CH,-) 2.95(2H, m, CHz-) 3.20 (2H, m, CH.-)
5.79(2H, s, ArCH) 6.60 (4H, d, ArH)6.93 (4H, d, ArH) 7.14(2H, d, ArH), 7.92 (2H, d,
ArH)9.91(2H, s, ArOH), 10.68 (1H, s, ArOH)

in KBr 3394 (s, br), 1508, 1444, 1209, 1162, 1106, 839, 757
431, 429, 388, 345, 268, 163, 94, 43

Berechnet C: 58,07% H:5,60% N: 5,02%
gefunden: C: 57,86% H: 5,78% N: 4,76%

(4R.5S).(4S.5R)-2.4-Bis(4’-Hydroxyphenyl)-5-(4’-Pyrrolidinylethoxyphenyl)-4,5-
dihydro-1H-imidazol
Aus (8) Uber Methode K. Gesamtausbeute: 2,35 % , Aufarbeitung durch Chromatotron und

Gradientenelution aus CH2CI2 / MeOH Gemischen, unter Zusatz von Spuren von
Triethylamin.

Molmasse: 441.58 g/mol. Farblose, amorphe Substanz
Summenformel: C,; H2oN3O3 , Erweichungsbereich 167- 172°C

in MeOD: 1.85 (4H, t, -CH,-), 2.68 ( 4H, t, N-CH,-) 2.88 (2H, t, CH,), 4.06 (2H, t, CH,),

5.61, (2H, d, ArCH, °J = 11,03Hz) , 6.55 (2H, d, ArH), 6.78 (4H, d, ArH), 6.82, (2H, d, ArH),
6.96 (2H, d, ArH), 7.80 (2H, d, ArH)

In KBr: 3408, 3068, 2956, 1611, 1511, 1252, 1178, 1029, 841, 798
443 [M], 441, 350, 322, 309, 134, 121, 94, 84

Berechnet C: 73,11 % H 6,59 % N 9,47 %
gefunden: C: 72,89 % H 6,81 % N 9,18 %
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4R,5S).(4S,5R)-4,5-Bis(4’-Hydroxyphenyl

dihydro-1H-imidazol
Aus Verbindung 8 uber Methode K. Gesamtausbeute 1,10 %

Molmasse 459,2 g/ mol Aussehen: gelblich — amorphe Substanz, glasartig
C27H290Ns O4 Schmelzpunkt: 264-267 °C (Erweichungsbereich)

In dmso — de 1.38 (4H, t, -N-CH,-), 2.55 (4H, t, -N-CH-), 2.74 (2H, t, -CH,-), 2.86 (2H, t,
-CHy-), 3.74 (8H, t+t, -N-CH,-) 4.02 (2H, t, -CH,-) 4.24 (2H, t, -CH,-) 5.44 (d, 2H, 10,79,
ArCH), 6.51 (d, 2H, 8,91Hz, ArH) 6.68 (d, 2H, 8,66Hz, ArH) 6.80 (d, 2H, 8,52Hz, ArH)
6.91(d, 2H, 8,63Hz, ArH), 7.11 (d, 2H, 8,85Hz, ArH) 7.99 (d, 2H, 8,82 Hz, ArH)

In KBr: 3408, 3068, 2956, 1611, 1511, 1252, 1178, 1029, 841, 798
459, 457, 365, 338, 120, 100, 94

Berechnet C 70.57%; H 6.36%; N 9.14%
gefunden C 70.81%; H 6.54%; N 9.22%

dihydro-1H- |m|dazol

Aus dem Diamin V37.5 (siehe Abschnitt ,Vorstufen der Triarylimidazoline) und V37.6 ber
Methode F. Ausbeute 13,8%

Molmasse 471 g/mol  CxHssNsOs,  Aussehen:  beige-braunlicher ~ Schaum.
Erweichungsbereich: 154 -157 °C

1,63 (t, 4H, -CH.-), 2,49 (t, 4H, N-CH,-), 2,77(t,2H,CH; -N), 3,4 (s,6H, OCHs), 4,32(0-CH5.),
578 (s,2H, ArCH), 6,70(d,4H,J=8,63,ArH), 6,95 (d,4H, J=859,ArH), 7,27(d,
2H,J=8,85,ArH), 8,08(d, 2H, J=8,81, ArH)

In KBr 3399, 3061, 2959, 1618, 1514, 1242, 1178, 1029, 812, 799
471, 336, 281, 190, 107, 84 (100 %, a-Spaltung)

Berechnet: C: 73,86% H: 7,05% N: 8,91%
gefunden: C: 74.09% H: 7,12% N: 8,84 %

dihydro-1H- |m|dazo

Aus 38 durch Entschutzung nach Methode J. Ausbeute: 8,98 %

Molmasse = 441,6 g/mol, C,HNs Os, Glasartige, farblose Substanz, kein Schmelzpunkt
bestimmbar

in MeOD: 1.79 (4H, m, -CH,-), 2.65 ( 4H, m, N-CH,-) 2.87 (2H, t, CH,), 4.13 (2H, t, CH,),

5.87, (2H, s, ArCH) , 6.74 (4H, d, ArH), 6.95, (4H, d, ArH), 7,31 (2H, d, ArH), 8,09 (2H, d,
ArH)

In KBr: 3412, 3054, 3001, 1617, 1516, 1249, 1181, 1032, 839, 798
443 [M], 441, 322, 309, 253, 191, 134, 121, 84

Berechnet C: 73,11% H: 6,59% N: 9,47%
gefunden C: 73,28% H: 6,81% N: 9,53%
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dihydro-1H- |m|dazol

Aus 4'-Morpholinylethoxybenzaldehyd und 1,2 Bis-(4-methoxyphenyl)diamin tGber Methode
F und anschlieRender Entschiitzung nach Methode J. Ausbeute: 5,37 %
Aufarbeitung Gber Chromatotron

Molmasse 459,2 g/ mol Aussehen: gelblich — amorphe Substanz, glasartig
Ca7H26N3 O4 Schmelzpunkt: 294-299 °C (Erweichungsbereich)

In MeOH 1,87 (t, 4H, N-CH) 2,37 (t, 2H, CH. -N), 3,67(t, 4H, N-CH) , 4,04(t, 2H, CH.-N)
5.44 (s, 2H, ArCH), 6.33 (d, 4H, 8,91Hz, ArH) 6.72 (d, 4H, 8,83Hz, ArH) 6.97(d, 2H,
8,59Hz, ArH), 8.01 (d, 2H, 8,62 Hz, ArH)

In KBr: 3408, 3068, 2956, 1611, 1511, 1252, 1178, 1029, 841, 798
459, 457, 366, 338, 253, 207, 121, 100

Berechnet C 70.57%; H 6.36%; N 9.14%
gefunden C 70.61%; H 6.78%; N 9.84%

dihydro-1H- |m|dazol

Aus (8) Uber Methode K, Gesamtausbeute: 1,26%. Aufarbeitung ber Chromatotron und
MeOH/CHCI, — Gradienten.

Glasartige, farblose Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar
C33H40N405, Mr = 572,3 g/mOl

In dmso — ds 1.38 (4H, t, -N-CH,-), 2.55 (4H, t, -N-CH,-), 2.74 (2H, t, -CH,-), 2.86 (2H, t,
-CHy-), 3.74 (8H, t+t, -N-CH,-) 4.02 (2H, t, -CH,-) 4.24 (2H, t, -CH,-) 5.44 (d, 2H, 10,79,
ArCH), 6.51 (d, 2H, 8,91Hz, ArH) 6.68 (d, 2H, 8,66Hz, ArH)6.80 (d, 2H, 8,52Hz, ArH)
6.91(d, 2H, 8,63Hz, ArH), 7.11 (d, 2H, 8,85Hz, ArH) 7.99 (d, 2H, 8,82 Hz, ArH)

KBr. 3431 (br, m), 3041, 1612, 1511, 1245, 1177, 1021, 834
572 [M], 570, 451, 366, 207, 122, 100

Berechnet: C 69.21%; H 7.04%; N 9.78%
gefunden: C 68.94%; H 7.22%; N 9.82%

dihydro-1-ethyl- |m|dazol

Aus Verbindung (39) Uber Methode J. Aufarbeitung durch Chromatotron und
Gradientenelution aus MeOH / CH,Cl, — Gemischen. Ausbeute: 0,87 %

C2Has N3 O4, M, = 487,2 g/mol, glasartige, gelblich amorphe Substanz, kein Schmelzpunkt
bestimmbar

In dmso — de 1.38 (4H, t, -N-CH,-), 2.55 (4H, t, -N-CH,-), 2.74 (2H, t, -CH,-), 2.86 (2H, t,
-CHy-), 3.74 (8H, t+t, -N-CH,-) 4.02 (2H, t, -CH,-) 4.24 (2H, t, -CH,-) 5.44 (d, 2H, 10,79,
ArCH), 6.51 (d, 2H, 8,91Hz, ArH) 6.68 (d, 2H, 8,66Hz, ArH)6.80 (d, 2H, 8,52Hz, ArH)
6.91(d, 2H, 8,63Hz, ArH), 7.1 (d, 2H, 8,85Hz, ArH) 7.99 (d, 2H, 8,82 Hz, ArH)

KBr. 3431 (br, m), 3041, 1612, 1511, 1245, 1177, 1021, 834
487 [M7], 485, 394, 338, 281, 206, 149, 100, 94, 29

Berechnet: C 71.44%; H 6.82%; N 8.62%
gefunden: C 71.09%; H 6.79%; N 8.68%
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Eigenschaften

dihydro-1,3-diethyl-imidazolinium-iodid

Aus Verbindung (33) und Methode J. Aufarbeitung durch Chromatotron und
Gradientenelution. Ausbeute: 1,64 %

C31H38IN304, Glasartige, farblose Substanz, kein Schmelzpunkt bestimmbar

In dmso — ds 1.38 (4H, t, -N-CH,-), 2.55 (4H, t, -N-CHy-), 2.74 (2H, t, -CH,-), 2.86 (2H, t,
-CHy-), 3.74 (8H, t+t, -N-CH,-) 4.02 (2H, t, -CH,-) 4.24 (2H, t, -CH,-) 5.44 (d, 2H, 10,79,
ArCH), 6.51 (d, 2H, 8,91Hz, ArH) 6.68 (d, 2H, 8,66Hz, ArH)6.80 (d, 2H, 8,52Hz, ArH)
6.91(d, 2H, 8,63Hz, ArH), 7.11 (d, 2H, 8,85Hz, ArH) 7.99 (d, 2H, 8,82 Hz, ArH)

KBr. 3431 (br, m), 3041, 1612, 1511, 1245, 1177, 1021, 834
516 [M"], 514, 423, 395, 338, 149, 100, 94

Berechnet: C 57.86% H 5.95% N 6.53%
gefunden: C 57.53% H 6,11% N 6.47%

4R,5S).(4S,5R)-2.4,5-Tris-(4’-morpholinylethoxyphenyl)-4.5-dihydro-1H-imidazol

Aus Verbindung 8 uber Methode K. Gesamtausbeute: 1,24 %. Aufarbeitung Uber
Chromatotron und Gradientenelution mit CH.Cl, / MeOH - Gemischen.

Cs1HssNs Os Molmasse: 685 g/Mol Farblose, amorph-viskose Substanz. Kein Schmelzpunkt
bestimmbar. Verkohlungspunkt bei 223 — 227 °C

dmso-ds 2.57 (8H, t), 2.65 (4H, t), 2.76 (4H, t), 2.89 (2H, 1), 3.71 (8H, 1), 3.74 (4H.t), 4.09
(4H, 1), 4.35 (2H, t), 5.80 (2H, s), 6.79 (4H, d), 7.01 (4H, d), 7.31 (2H, d), 8.08 (2H, d)

KBr. 3406 (br, m), 3038 (w), 1608, 1509, 1243, 1101, 1018, 827
685, 683, 479, 451, 234, 207, 100

Berechnet: C 68.30%; H 7.50%; N 10.21%
gefunden C 67.93%; H 7.79%; N 10.32%
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Abstract:

This thesis deals with the synthesis of (4R,5S)/(4S/5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles and their testing

for estrogenity, antiestrogenity and zytotoxicity.

The aim was to create compounds able to interact with the estrogenreceptor by combining 4-OH groups with
Cl substituents in the aromatic rings. Subsequently, the active profile of an antagonist should have been

obtained by basic side chains clinging to one of the phenolic groups.

(4R,58)/(4S,5R)-2,4,5-Tris(hydroxyphenyl)-4,5-dihydroimidazole 8 is virtually inactive. A significant
improvement of estrogenic effects can be obtained by substitution with halogens in the aromatic rings.

Cytotoxic properties are enhanced concomitantly .

Alkylation of N1, too, aggravates the estrogenic effects. Strong Reinforcements -as observed with 4,5-Diaryl-

4,5-dihydroimidazole- failed to appear.

The introduction of basic side chains in the phenolic substituent of C5 of the imidazoline leads to a loss of
estrogenic activity. The ladder can be maintained if the basic side chain is introduced in the aromatic
substituent in position C2 of the 4,5-Dihydroimidazol. This could be a hint that (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-
4,5-dihydroimidazole are type ll-estrogens. N-alkylated (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles
with basic side chains showed neither estrogenic, antiestrogenic nor cytotoxic effects, whether they were

monoalkylated or bisalkylated.

Due to the fact that halogenated (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles increase their
cytotoxicitiy parallel to their lipophilic properties, a variation of (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-
dihydroimidazoles were synthesized. The relation between structure and cytotoxic activity was determined

on basis of these compounds. Compound 1 was defined as lead structure.

A preliminary investigation showed the C2 phenylring to be of high importance for cytotoxicity. Based on
Compound 1 (4R,5S5)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazole substituted in Position 2,3 and/or 4 of the
aromatic rings were derived. Doing so in position 4 of the aromatic rings halogenated (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-

Triaryl-4,5-dihydroimidazoles turned out to be in favour compared to other positions or substituents.

Thereupon the modification of the substituents in position 4 of the aromats showed that cytotoxicitiy

correlated with the lipophilic properties of the compounds. The effects occurs largely within 48 hours.
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Examination of cell morphology after exposition of (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles

suggests that the reason might be apoptosis, but allows no clear assertion .

The cytotoxicity of (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles is increased bei N-Alkylation. A
different 1Cso of monoalkylation or bisalkylation could not be showed in this thesis, but different cytotoxicity-

concentration-courses may be a sign of different acting mechanisms.

Hydrophilic (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles showed -with exception of compound 5 and
43- no signs of inhibiting proliferation. The cytotoxicity-concentration-courses of 5 and 43 are similar to
bisalkylated compounds. (Fast dropping concentration-activity-courses and slow dropping of ICs, over

measurement duration).

The cytotoxicity of lipophilic (4R,5S)/(4S,5R)-2,4,5-Triaryl-4,5-dihydroimidazoles initiates fast and leads to
characteristic alterations within cell morphology, which can be documented photographically. These
alterations lead to cell death within 24 hours. They may have different reasons, as discussed within this
thesis. Because of structural analogies of the synthesized compounds to already known compounds -e.g.
inhibitors of murine/ humane double minute protein (MDM2/HDM2) further investigations should be aimed

for.
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Anlage I: Estrogenitat von 2,4,5-Triarylimidazolinen
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Anlage I: Zytotoxizitat

1. Zeitabhangige Zytotoxizitat
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2. Bestimmung des I1Cs
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log [umol/L] g ' log ¢ [umol/L] log ¢ [umol/L]
Verbindung 7 Verbindung 10 Verbindung 11
ICs = 2,7 (20,5)umol ICso = 2,7(x 0,5) ymol ICs = 8,0 (x 0,3) umol
nach 48 h nach 48h nach 48h

TIC corr (%]
7/

——g

log clumol/L]

Verbindung 12
6,3 (x 0,4) umol/L
nach 48 h
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TIC corr [%]

N

N
)

Conc. [moliL]

Verbindung 13
ICs =3,0 (x0,7) umol
nach 48h

TIC corr (%]

log cfumoliL]

Verbindung 17
ICs0= 0,8(10,2)pmoI/L

nach 48 h

TIC corr [%]

ER

log clumol/L]

Verbindung 25
1,7(20,2)umol/L
nach 72 h
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¥
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orr (%]

TIC c

log ¢ [umollL]

Verbindung 14
ICs0 = 8,6 (20,4) pmol
nach 48 h

orr (%]

] T\\

TIC c

log cfumoliL]

Verbindung 21
ICs0= 8,5(i0,7)pm0I/L
nach 48 h

T

\

TIC corr [%)

\\,

log ¢ [umol/L]

Verbindung 30
1,8(x0,3)umol/L
nach 144 h

r{l\i S

TIC corr %]

log ¢ [umol/L]

Verbindung 16
ICs0 = 5,4 (£ 0,3)umol/L
nach 48 h

TIC corr (%]

\

AN

10
log clumoliL]

Verbindung 23
ICs = 2,1 (£0,3)umol/L
nach 72 h

TIC corr [%]

T \\
\
\

log ¢ [umol/L]

Verbindung 43
ICs0 = 7,9(20,9) pmol/L
nach 144 h
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