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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Estrogene und ihre Rezeptoren

Estrogene spielen eine fundamentale Rolle in vielen verschiedenen physiologi-
schen Ablaufen des menschlichen Kérpers. Sie besitzen eine Schlisselfunktion
bei der Regulierung von Wachstum und Differenzierung in verschiedenen Zell-
geweben. Insbesondere wirken Estrogene auf die weiblichen und mannlichen
Fortpflanzungsorgane, die Brustdrisen, das Skelett und das kardiovasculare
System. Andererseits haben sie auch wesentlichen Einfluss auf die Entstehung

von Krankheiten, wie z.B. Krebs.

Die Wirkungen von steroidalen und nichtsteroidalen Hormonen werden Uber spe-
zifische Rezeptoren vermittelt. Seit den 60er Jahren ist bekannt, dass
17B-Estradiol (E2) seine Wirkung Uber einen intrazellularen Estrogenrezeptor,
spater als Estrogenrezeptora (ERa) bezeichnet, entfaltet (Jensen and
DeSombre 1973). Die Kristallstruktur der ligandenbindenden Domane dieses
Rezeptors wurde 1997 beschrieben (Brzozowski, Pike et al. 1997). 1996 wurde
mit ERB ein zweiter intrazellularer Rezeptor gefunden (Kuiper, Carlsson et al.
1997). ERa und ERB gehdren zu den nukledren Hormonrezeptoren, die als Tran-
skriptionsfaktoren fungieren. Sie vermitteln genomische Wirkungen innerhalb von

Stunden bis Tagen.

1.1.1.1  Transkriptionsaktivierung

In Abwesenheit eines Liganden liegen die Estrogenrezeptoren (ERs) an Hitze-
schockproteine (z.B. HSP90) gebunden vor (Joab, Radanyi et al. 1984), (Renoir,
Buchou et al. 1986), (Sanchez, Meshinchi et al. 1987). Kommt es zur Bindung
eines Liganden, dissoziert der Komplex aus Rezeptor und HSP90. Zusatzlich
werden Phosphorylierungsprozesse ausgeldst (Le Goff, Montano et al. 1994),
(Denton, Koszewski et al. 1992). Durch eine nun mogliche Konformationsénde-
rung kénnen die ERs dimerisieren. Es werden sowohl Homo- (ERa/ERa oder
ERB/ERB) als auch Heterodimere (ERA/ERB) gebildet (Cowley, Hoare et al.
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1997), (Pettersson, Grandien et al. 1997). Diese Dimere binden an sogenannte
“estrogen responsive elements® (EREs) der DNA und flihren so zur Transkripti-
onsaktivierung, s. Abb. 1. Unterstitzt wird dieser Prozess durch Koregulatoren
und Transkriptionsfaktoren, wobei letztere an die sog. TATA-Box (25-30 Basen-
paare vom Startpunkt entfernt) binden und damit den Prainitiationskomplex bil-
den (Lee and Hahn 1995). Dieser Komplex sorgt nun flr das Ablesen der DNA

mittels RNA-Polymerase Il.

Growth Peptides and
@ Estrogen Factors Neurotransmitters

e Secor'ld Messengers
and
P

rotein Kinase Cascades]

Abb. 1: Modell der Transkriptionsaktivierung (Katzenellenbogen, Montano et al. 1997),
(Tsai and O'Malley 1994), E: Estrogen, R: Rezeptor, ERE: “estrogen responsive ele-
ment“, GF: “growth factor, TBP: TATA-bindendes Protein, TAFs: TBP-assoziierte Fakto-
ren, pol Il: Polymerase Il

1.1.1.2 G-Protein-gekoppelter Rezeptor: GPR30

In den 90er Jahren wurde entdeckt, dass Steroide ihre Wirkung auch auf einem
wesentlich schnelleren, nichtgenomischen Weg, austiben kdnnen. Es wurde ein
weiterer Estrogenrezeptor identifiziert, der im Vergleich zu den klassischen ERs
eine vollkommen andere Struktur aufweist: der GPR30. Er gehdrt in die Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), die durch eine siebenfach
transmembrane Helix charakterisiert sind und hauptsachlich an der Zelloberfla-
che exprimiert werden. Bei der Signaliibertragung an GPCRs kommt es zu einer

Konformationsédnderung der Guaninnukleotide. Dies hat eine Aktivierung von
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Effektorproteinen wie Kinasen, Phospholipasen und Adenylatcyclasen zur Folge.
Die Aktivierung des GPR30 I6st Signale aus, die second messenger (intrazellula-
re Botenstoffe) stimulieren und die Freisetzung von EGF-verwandten Substanzen
fordern, die ihrerseits den EGF-Rezeptor aktivieren (Filardo, Quinn et al. 2000),
(Filardo 2002), (Ho and Liao 2002).

Tamoxifen | ICI 182 780 1 |
IC1 182 780 | G-1t

Estrogen 1 /\ ;
Estrogen 1 Tamoxifen 1 Ee e w

HB-EGF

MMP HB-EGF HB-EGF
EGFR
Cytoplasm /

\

\ GPR30
|
\\ / ‘;
MAPK y
\ PI3K

Endoplasmic
reticulum

receptor 2
TN

Nucleus

TRENDS in Pharmacological Sciences

Abb. 2: Ubersicht der Estrogen vermittelten Signaliibertragung an GPR30 (Prossnitz,
Sklar et al. 2008); MMP: Matrix-Metallproteinasen, HB-EGF: heparin-bound Epidermal
growth factor, EGFR: Epidermal growth factor Rezeptor, MAPK: mitogen-aktivierte Pro-
teinkinase, PI3K: Phosphoinositol-3-kinase; 1: agonistische Aktivitat, |: antagonistische
Aktivitat. Die aufgefiihrten Liganden Tamoxifen, ICl 182 780 und G1 werden in den Kapi-
teln 1.1.1.2.5 und 1.1.1.2.6 beschrieben.

Durch Bindung eines Liganden an den GPR30 werden unter anderem an der
Zelloberflache befindliche Matrix-Metallproteinasen (MMP) aktiviert, die eine Re-
aktionskaskade unter Freisetzung von HB-EGFs (heparin-bound epidermal
growth factors) auslésen, s.Abb. 2. Binden letztere an den EGFR
(EGF-Rezeptor) kommt es zur Aktivierung von MAPK (mitogen-aktivierte Protein-
kinase), PI3K (Phosphoinositol-3-kinase) und zur Freisetzung von Calcium
(Filardo, Quinn et al. 2000), (Revankar, Cimino et al. 2005).
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1.1.1.2.1 Verteilung des GPR30 im Korper

Der GPR30 ist im menschlichen Korper weit verbreitet. Er wurde nicht nur in ge-
sunden Geweben, wie z.B. Gehirn, Lunge, Leber, Herz, Pankreas, Placenta,
Blutgefallen und Knochen gefunden, sondern auch in Endometrium-, Ovarial-
und Brustkrebs (Owman, Blay et al. 1996), (O'Dowd, Nguyen et al. 1998), (Haas,
Meyer et al. 2007), (Heino, Chagin et al. 2008), (Carmeci, Thompson et al. 1997),
(Smith, Leslie et al. 2007).

1.1.1.2.2 Lokalisation des GPR30 in der Zelle

Die Lokalisation des GPR30 in der Zelle wird noch kontrovers diskutiert. For-
schungsergebnisse von Funakoshi und Filardo belegen, dass GPR30 in der
Plasmamembran von menschlichen Brustkrebszellen exprimiert wird (Funakoshi,
Yanai et al. 2006), (Filardo, Quinn et al. 2007). In der Arbeitsgruppe um Funa-
koshi wurde ein spezifischer Antikorper verwendet, der die Membranstandigkeit
des GPR30 belegt. Filardo et al. konnten mit Hilfe von E2, welches an bovines
Serumalbumin (BSA) gebunden war und somit membranimpermeabel ist, zeigen,
dass GPR30 membranstandig ist. Vergleichbare Ergebnisse erzielte D. Malek in
ihrer Dissertation (2006), die an der FU-Berlin in den Arbeitskreisen von Prof.
Gust und Prof. Kleuser durchgefuhrt wurde. Sie konnte durch Experimente mit
membranimpermeablen BSA-E2 und Pertussistoxin (PTX) beweisen, dass E2
seine inhibitorische Wirkung auf die TGF-B-Signalkaskade uber den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor GPR30 auslést und damit eine schnelle Estrogenantwort
an der Zellmembran initilert (Malek 2006). Im Gegensatz dazu stellen Prossnitz
et al. die vollstandige Membranimpermeabilitdt von BSA-E2 in Frage, da mangels
Stabilitdt dieses Komplexes auch nicht kovalent gebundenes E2 vorliegt, das an
intrazelluldare Rezeptoren zu binden vermag (Prossnitz, Sklar et al. 2008). Sie
konnten hingegen mittels neutraler und geladener E2-Derivate zeigen, dass die
Aktivierung von GPR30 mit der Zellmembranpermeabilitat dieser Liganden korre-
liert (Revankar, Mitchell et al. 2007). Auch mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
17a-substituierten Estrogenderivaten konnte gezeigt werden, dass sich funktions-
fahiger GPR30 intrazelluldr am endoplasmatischen Retikulum befindet
(Revankar, Cimino et al. 2005).
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1.1.1.2.3 Physiologische Funktion des GPR30

Die Kenntnisse uber die physiologischen Funktionen des GPR30 sind noch sehr
unvollstandig. Der GPR30 ist, wie schon erwahnt, im Kdrper weit verbreitet. Er
wurde sowohl im peripheren, als auch im zentralen Nervensystem lokalisiert,
sowie in Zellen des Immunsystems, in den Fortpflanzungsorganen, im Gastroin-

testinaltrakt und im kardiovaskularen System (Olde and Leeb-Lundberg 2009).

In den letzten Jahren wurde die Rolle des GPR30 in vivo an den verschiedenen
Organsystemen, insbesondere bei Nagetieren, vielfaltig untersucht. Die Experi-
mente lieferten z.T. unterschiedliche Ergebnisse, die sich teilweise widerspre-

chen.

Im Hinblick auf das Nervensystem konnten Xu et al. zeigen, dass eine Stimulie-
rung des GPR30 die Aktivitdt des Serotonin-Rezeptors dampft, was zu einer
verminderten Oxytocin Antwort fihrt. Die Autoren vermuten daher eine Beteili-
gung des GPR30 bei bestimmten Befindlichkeitsstérungen, wie Depressionen
oder Angstzustanden (Xu, Qin et al. 2009). In einer anderen Studie konnten Kuhn
et al. zeigen, dass GPR30 eine Rolle bei der Estrogen-vermittelten peripheren

Induktion der mechanischen Hyperalgesie spielt (Kuhn, Dina et al. 2008).

Eine wichtige Rolle spielt GPR30 im kardiovaskularen System. Seine Aktivierung
fuhrt zu einer akuten Vasodilatation und somit zu einer Blutdrucksenkung (Haas,
Bhattacharya et al. 2009). Darlber hinaus beobachteten die Autoren, dass das
Fehlen des GPR30 zu einer abdominalen Adipositas fuhrt, was wiederum seinen
Einfluss auf den Metabolismus bestatigt. Windahl et al. hingegen vermuten, dass
GPR30 nicht direkt in den Fettmetabolismus involviert ist. Sie konnten mit Hilfe
eines Mausestammes, dem GPR30 fehlt, zeigen, dass kein signifikanter Unter-
schied zwischen diesen Mausen und dem Wildtyp im Hinblick auf das Kdrperfett
besteht (Windahl, Andersson et al. 2009).

Martensson et al. beschreiben, dass der Mangel an GPR30 zu einer verminder-
ten Glucosetoleranz und zu einer verringerten Insulinfreisetzung fuhrt. Sie konn-
ten damit zeigen, dass GPR30 einen bedeutenden Einfluss auf verschiedene

metabolische Vorgange hat (Martensson, Salehi et al. 2009).
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Im Fortpflanzungsapparat hingegen spielt er nur eine untergeordnete Rolle. Hier

ist vor allem der ERa von grol3er Bedeutung (Prossnitz and Barton 2009).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich um ein komplexes Zusammen-
spiel der beiden Rezeptorsysteme handelt und noch intensive Forschung erfor-
derlich ist, um die physiologische Funktion des GPR30 vollstandig aufzuklaren.
Insbesondere ist hierfur die Entwicklung von selektiven GPR30 Agonisten bzw.

Antagonisten von Bedeutung.

1.1.1.2.4 Rolle des GPR30 bei der Tumorentstehung

GPR30 wird, wie schon erwahnt, in verschiedenen Tumorzellen exprimiert. Er
wurde u.a. in MCF-7- und SKBr3-Brustkrebszellen (Carmeci, Thompson et al.
1997; Thomas, Pang et al. 2005), den HeclA- und Hec50-
Endometriumkarzinomzellen (Revankar, Cimino et al. 2005; Vivacqua, Bonofiglio
et al. 2006) und BG-1 Ovarialkarzinomzellen (Albanito, Madeo et al. 2007) ge-
funden. Eine Uberexpression von GPR30 wurde von einigen Forschergruppen
mit Proliferation, Tumorgréfle von >2 cm und dem Auftreten von Metastasen in
Zusammenhang gebracht (Filardo, Graeber et al. 2006). Kanda et al. berichten
Uber eine GPR30 vermittelte Apoptosehemmung aufgrund einer Bcl-2 Exprimie-
rung und dber eine Stimulierung des Zellwachstums, geférdert durch eine ver-
mehrte Bildung von Cyclin D (Kanda and Watanabe 2003; Kanda and Watanabe
2004). Weiterhin konnten sie zeigen, dass GPR30 die vermehrte Bildung des

Protoonkogens c-fos vermittelt (Kanda and Watanabe 2003).

Interessant ist, dass GPR30 in verschiedenen Tumorzellen unterschiedliche Ef-
fekte auslést. Wahrend er das Wachstum der ERa positiven MCF-7 Brustkrebs-
zellen hemmt (Ariazi, Brailoiu et al. 2010), fordert er das der ER-negativen
SKBr3-Zellen, sowie der Schilddrisen-, Endometrium- und Ovarialkarzinomzellen
(Pandey, Lappano et al. 2009), (Vivacqua, Bonofiglio et al. 2006), (Albanito,
Madeo et al. 2007).

Auch die Migration von Krebszellen wird offenbar von GPR30 beeinflusst. Bologa
et al. konnten zeigen, dass die Migration von MCF-7- und auch von SKBr3-Zellen
GPR30-vermittelt gehemmt wird (Bologa, Revankar et al. 2006). D. Malek zeigte
ebenfalls in ihrer Arbeit, dass die TGF-B-induzierte Migration von MCF-7-Zellen
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Uber GPR30-vermittelte Signalwege gehemmt wird (Malek 2006). Pandey et al.
hingegen belegen, dass die GPR30-vermittelte Migration in SKBr3-Zellen durch
die Bildung von CTGF (connective tissue growth factor) induziert wird (Pandey,
Lappano et al. 2009). Sie beschreiben GPR30 als einen Marker fir agressives

Tumorverhalten und fiir eine geringe Uberlebensrate von Tumorpatienten.

Zusammenfassend zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass GPR30 verschiedene
zellulare Funktionen, wie Wachstum, Proliferation und Apoptose beeinflusst, hier

aber noch viele offene Fragen zu klaren sind.

1.1.1.2.5 Bekannte Verbindungen als Liganden des GPR30
Steroide

Waéhrend der natirliche Ligand E2 (Abb. 3) eine ausgepragte Affinitat zum
GPR30 aufweist, konnte weder bei seinem Stereoisomer 17a-Estradiol, noch bei
anderen physiologischen Estrogenen, wie Estron und Estriol eine Bindung an
diesen Rezeptor nachgewiesen werden. Auch andere Steroide, wie Progesteron,
Testosteron und Kortisol zeigten in Experimenten so gut wie keine Bindung
(Thomas, Pang et al. 2005).

Synthetische nichtsteroidale ER-Liganden

In der Tumortherapie sind SERMs (Selektive Estrogen Rezeptor Modulatoren)
weit verbreitet im klinischen Einsatz. Sie wirken gewebeabhangig als
ERa/B-Antagonisten oder partielle ERa/p-Agonisten und werden insbesondere
zur Behandlung des estrogenabhangigen Brustkrebses verwendet. Unter den
SERMs stellt Tamoxifen eine Leitstruktur dar (Abb. 3). Es weist, ahnlich dem
reinen ERa Antiestrogen ICI 182 780, nicht nur eine Affinitdt zu den nukledren
ERs, sondern auch zum GPR30 auf. Beide wirken hier als Agonisten. Hingegen
zeigt das synthetische Stilbenderivat Diethylstilbestrol (DES) keine Bindung an
GPR30 (Thomas, Pang et al. 2005).
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Phyto- und Xenoestrogene

Neben einigen Phytoestrogenen, wie Genistein (Abb. 3), zeigen auch verschie-
dene Xenoestrogene, wie Bisphenol A (BPA) und Nonylphenol, agonistische Ak-
tivitat an GPR30 (Thomas and Dong 2006). Fur Genistein wurde sein GPR30
Agonismus durch eine Aktivierung von MAPKs bestatigt. Die Xenoestrogene ver-
drangen kompetitiv [°’H]-E2 vom GPR30 und zeigen in Adenylatcyclase-Assays
agonistisches Verhalten.

Steroide

17B-Estradiol Estron

OH
‘
HO

Diethylstilbestrol

Synthetische Estrogene

Tamoxifen
Phytoestrogene Xenoestrogene O on
?‘/
Genistein Bisphenol A

Abb. 3: Ubersicht einiger estrogenwirksamen Verbindungen

Um die biologische Rolle des GPR30 weiter aufklaren zu kénnen, war es von
besonderem Interesse, eine Verbindung zu finden, die selektiv an GPR30 bindet.
Mit der Entdeckung des ersten nichtsteroidalen GPR30 spezifischen Agonisten
G1 durch die Forschergruppe um Bologa im Jahr 2006, wurde die Grundlage flr
weitere Forschung auf diesem Gebiet gelegt.
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1.1.1.2.6 Die ersten selektiven nichtsteroidalen GPR30 Liganden: G1 und
G15

Der G1 (Abb. 4) wurde durch ein kombiniertes virtuelles und biomolekulares
Screening selektiert. Bei dem virtuellen Auswahlverfahren wurde mittels einer
Kombination aus 2D- und 3D-Strukturanndherungsmethoden eine Reihe Sub-
stanzen ausgewahlt. Fir das biomolekulare Screening dienten Kompetitionsex-
perimente mit fluoreszenzmarkiertem E2 (E2-Alexa 633) an transient transfizier-
ten COS7-Zellen (Bologa, Revankar et al. 2006).

i O
O
N
< "
0 Br

Abb. 4: G1, der erste selektive GPR30 Agonist

G1 zeigt nicht nur eine hohe Affinitdt, sondern auch eine hohe Selektivitat fur
GPR30 im Vergleich zu ERa und ERP (Bologa, Revankar et al. 2006).

In mit GPR30 transfizierten COS7-Zellen konnten Bologa et al. zeigen, dass
durch die Stimulierung mit G1 eine intrazelluldre Calciummobilisation initiiert wird,
zwar etwas langsamer als durch E2, letztendlich aber mit dem gleichen Ergebnis.
In den Kontrollzellen, die keinen GPR30 exprimieren, l16ste G1 keine Antwort aus.
Die normale Aktivierung von ERa, ERB und GPR30 durch E2 fuhrt zur Stimulie-
rung der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), was eine Akkumulation von
Phophatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) zur Folge hat. Im Gegensatz zu E2
initiert G1 nur in mit GPR30 transfizierten COS7-Zellen einen PIP3 Anstieg
(Bologa, Revankar et al. 2006).

Die Selektivitat von G1 gegentuber GPR30 wurde in weiteren unabhangigen Ex-

perimenten bestatigt.

Drei Jahre nach der Entdeckung von G1 wurde 2009 der erste selektive GPR30
Antagonist G15 (Abb. 5) entwickelt. Er ging wie auch der G1 aus einer Kombina-

tion aus virtuellem und biomolekularem Screening hervor. G15 bindet ebenfalls
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mit groRer Selektivitdt an GPR30, hemmt aber im Gegensatz zu G1 die intrazel-
luldre Calciummobilisation und blockiert auch die PI3K Aktivierung (Dennis, Burai
et al. 2009). G15 unterscheidet sich von G1 nur durch das Fehlen der Ethanon-

gruppe.
O
N
CII™
0 Br

Abb. 5: G15, der erste selektive GPR30 Antagonist

Die beiden Verbindungen zeichnen sich durch ein Tetrahydrocyclopenta-
chinolingrundgerist aus, das in einer Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektro-

nenbedarf synthetisiert werden kann.

Da bei dieser Synthese Cylopentadien nicht als Dien, sondern als Dienophil fun-
giert, das mit einem Azadien unter Einbeziehung einer aromatischen Doppelbin-
dung cyclisiert und dariber hinaus Fragen zur Regiospezifitdt und zu endo-exo
Isomerisierungen zu beantworten sind, wird an dieser Stelle eine kurze Ubersicht
Uber den heutigen, hier relevanten Kenntnisstand zur Diels-Alder-Reaktion gege-

ben.

1.1.2 Die Diels-Alder-Reaktion

Die Entdeckung dieser einstufigen Cycloaddition, bei der aus meist einfachen
Edukten ein neuer sechsgliedriger Ring aufgebaut werden kann, ist fir die orga-
nische Synthese von fundamentaler Bedeutung. Die 1928 von Otto Diels und
Kurt Alder entdeckte Addition, heute unter dem Namen Diels-Alder-Reaktion be-

kannt, wurde 1950 mit einem Nobelpreis gewirdigt.

Der weit verbreite Einsatz dieser Reaktion in der organischen Synthese lasst sich
durch die meist einfache Durchflihrung, die auerordentlich grof3e Variations-
maoglichkeit hinsichtlich der einzelnen Komponenten und die meist hohe Regio-

und Stereoselektivitat erklaren (Sauer 1984).



Einleitung 11

Bei dieser [4+2]-Cycloaddition entstehen zwei neue o-Bindungen unter gleichzei-
tiger Aufgabe von zwei -Bindungen (Sauer 1966). Es resultiert ein Energiege-

winn, sodass sogar gespannte Ringsysteme entstehen kénnen.

Die Addition lauft in den meisten Fallen konzertiert, in einer ,Einschritt“-Reaktion
ab, d.h. die neuen o-Bindungen werden simultan gebildet. Auch diskutiert wurde
ein ,Zweischritt“-Mechanismus, bei dem die zwei o-Bindungen nacheinander
gebildet werden, sodass als Zwischenprodukt ein Zwitterion oder ein Biradikal

entsteht.

Die neuen Bindungen entstehen durch Uberlappung von Grenzorbitalen mit glei-
chem Vorzeichen, wobei das HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) des
einen mit dem LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) des anderen Eduk-
tes wechselwirkt. Es reagiert immer jenes HOMO-LUMO-Paar, das die geringste
Energiedifferenz aufweist. Je nach energetischer Lage der Grenzorbitale Iasst

sich die Diels-Alder-Reaktion in verschiedene Typen unterteilen:
Typ I: Diels-Alder-Reaktion mit normalem Elektronenbedarf

Hierbei kommt es zur Wechselwirkung zwischen dem HOMO des
Diens und dem LUMO des Dienophils. Folglich reagieren ein elektro-
nenreiches Dien und ein elektronenarmes Dienophil bevorzugt mitei-

nander.
Typ Il Diels-Alder-Reaktion mit neutralem Elektronenbedarf

In diesem Fall &hneln bzw. gleichen sich die Orbitalenergien der bei-
den Reaktanden, die HOMO-LUMO-Abstande sind gleich. Die neutra-
len Reaktionen bendtigen meist drastische Bedingungen, wie hohe

Temperaturen und hohen Druck.
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Typ I Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf
Bei Diels-Alder-Reaktionen mit inversem Elektronenbedarf reagiert
ein elektronenarmes Dien mit einem elektronenreichen Dienophil. Der
HOMOpienophi-LUMOpien-Abstand ist in diesem Fall der kleinere und
bestimmt den Reaktionsverlauf (Abb. 6).
E Typ | Typ Il Typ Il
(normaler Elektronenbedarf) (neutraler Elektronenbedarf) (inverser Elektronenbedarf)
A
LUMO LUMO
\
\ LUMO LUMO /
' LUMO Lumo
\ )
HOMO / /Ny HOMO
\ HOMO HOMO /
\ !
'\ HOMO HOMO/
Dien Dienophil Dien Dienophil Dien Dienophil

Abb. 6: Ubersicht der drei Typen der Diels-Alder-Reaktion (Sauer 1984)

1.1.2.1 Einfluss von Substituenten

Unterschiedliche Substituenten kdnnen die Reaktionsgeschwindigkeit stark be-
einflussen. Wahrend Elektronendonatoren die Orbitalenergien erhdhen, setzen
Elektronenakzeptoren ebendiese herab. Eine Umsetzung mit normalem Elektro-
nenbedarf wird durch Elektronendonatoren am Dien und Elektronenakzeptoren
am Dienophil beschleunigt. Bei einer Reaktion mit inversem Elektronenbedarf

hingegen verhalt es sich genau umgekehrt.

1.1.2.2 Regioselektivitat

Wie schon erwahnt, verlauft die Diels-Alder-Reaktion meist regiospezifisch. Die
Regioselektivitat hangt von der GroRe der Orbitalkoeffizienten der beteiligten
Grenzorbitale ab. Wobei die Wechselwirkung jeweils zwischen den beiden gro-

Ren und zwischen den beiden kleinen Orbitallappen beginstigt ist. Auch hierbei
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haben Substituenten einen Einfluss. In Abb. 7 ist als Beispiel die Umsetzung
eines Donor-substituierten Diens (x) mit einem Akzeptor-substituierten Ethen (y)
dargestellt. Diese Reaktion verlduft bevorzugt zum ortho-Addukt (z) und wird
durch Katalysatoren noch beglnstigt, s. auch Kapitel 1.1.2.4.

OCHj OCHj,

OCH;
(' rCOZCH3 CO,CH;,
+ _—
CO,CH;,

OCH, OCH,
i _CO,CHj,
CO,CH,
HOMO LUMO HOMO LUMO

Abb. 7: Regioselektivitat wird gesteuert durch die Molekulorbitalkoeffizienten

1.1.2.3 Stereoselektivitat

1.1.2.3.1 cis-Prinzip

Nach dem cis-Prinzip bleibt die sterische Anordnung der Substituenten des Dien-

ophils und des Diens im entstehenden Addukt erhalten.

1.1.2.3.2 Aldersche endo-Regel

Nach der endo-Regel entsteht bei der Diels-Alder-Reaktion bevorzugt das endo-
Produkt, obwohl das exo-Produkt das thermodynamisch stabilere darstellt. Na-
hern sich die beiden Reaktanden, kommt es zu einem ,Sandwich“-ahnlichen
Ubergangszustand. Das Dienophil wird so an das Dien addiert, dass maximale
Orbitalwechselwirkungen erreicht werden. Das betrifft nicht nur die T-Systeme,
die direkt an der Reaktion beteiligt sind, sondern auch die der Substituenten.
Zum Beispiel reagieren Maleinsaureanhydrid und Cyclopentadien fast aus-
schliellich zum endo-Addukt (65), wahrend das thermodynamisch stabilere exo-
Produkt nur zu unter 1,5 % gebildet wird (Abb. 8), (Sauer 1967).
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H

endo

y <15% /
s
\ o 0
[
H o
o

exo

|

Abb. 8: ,Sandwich* Ubergangszustand mit Maximum an Orbitalwechselwirkungen (oben)

Temperaturabhangig kann es zu einer endo-exo-Isomerisierung durch eine sog.
Retro-Diels-Alder-Reaktion kommen. Bei hoherer Temperatur fihrt eine Rick-

spaltung zur anschlieRenden Bildung der thermodynamisch stabileren exo-Form.

1.1.2.4 Losungsmittel und Katalysatoreneffekte

Auch Ldsungsmittel und Lewissaurekatalysatoren haben Einfluss auf die Regio-
und Stereoselektivitat. Der Einsatz von Lewissauren fuhrt zur Steigerung der Re-

aktionsgeschwindigkeit und zur Erhéhung der endo-Selektivitat (Sauer 1967).
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1.2 Problemstellung

Die Entwicklung des ersten nichtsteroidalen GPR30 Agonisten lieferte die Motiva-
tion fur weiterfihrende Forschungen auf dem Gebiet von estrogenwirksamen
Verbindungen, deren Rezeptoren und ihrer Rolle bei der Entstehung von Tumo-

rerkrankungen und deren Behandlung.

Im Arbeitskreis von Prof. Gust wurden bereits umfangreiche Arbeiten auf dem
Gebiet der Tumorforschung geleistet, unter anderem die Entwicklung von selek-
tiven Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs). Zahlreiche synthetisierte Verbin-
dungen wurden auf ihre pharmakologische Wirkung und ihre Bindungsaffinitat zu
den klassischen Estrogenrezeptoren untersucht. Hierzu wurden spezielle Test-
systeme etabliert, wie z.B. ein Luciferase-Assay, mit dem agonistische bzw. an-
tagonistische Wirkungen der neuen Strukturen an ERa bzw. ERf in vitro unter-

sucht werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten ausgehend von G1 analoge Struktu-
ren synthetisiert werden, die ebenfalls moéglichst selektiv den GPR30 und/oder

die nukledren Rezeptoren aktivieren.

G1 lasst sich, wie oben erwahnt, in einer Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf herstellen. In diesem Fall reagiert das bei Diels-Alder-
Reaktionen haufig verwendete Cyclopentadien nicht als Dien, sondern als elek-
tronenreiches Dienophil. Als elektronenarmes Dien fungiert hier die protonierte
Schiffsche Base unter Einbeziehung einer Doppelbindung des aromatischen Rin-
ges (Abb. 9).
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o CHO 0 \
1T NG
+ _— >
CH,CN
[¢] Br 3 0 Br 1a

H,N

Abb. 9: Synthese von G1

Als Edukte dienen 6-Brompiperonal, 4-Aminoacetophenon und Cyclopentadien.

Betrachtet man ebendiese Komponenten, dann sind folgende Modifikationen

mdglich:

Variation der Variation der Variation der
Aldehydkomponente Aminkomponente Ringkomponente

Abb. 10: Modifikationsmoglichkeiten des G1

Fur die Synthese der gewlinschten Verbindungen sollten diverse aromatische
Aldehyde, unterschiedliche primare aromatische Amine und verschiedene cycli-
sche Dienophile zum Einsatz kommen. Neben der Strukturklarung der syntheti-
sierten Verbindungen, sollte auch die Untersuchung der Zytotoxizitat und deren
Beeinflussung durch Substituenten im Vordergrund stehen. Hierfur stehen im

Arbeitskreis von Prof. Gust verschiedene Krebszelllinien, wie die hormonabhan-
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gige MCF7- und die hormonunabhé&ngige MDA-MB-231-

Mammakarzinomzelllinien und die Osteosarkomzelllinie U20S zur Verfugung.

AnschlieBend sollten die neu gewonnenen Substanzen auf ihre Affinitat zum
GPR30, sowie zu den nukledren Rezeptoren untersucht werden. Fur die Testung
an den nukledren Rezeptoren steht, wie oben erwahnt, ein Luciferase-Assay zur
Verfigung. Hierbei handelt es sich um einen zellbasierten Transaktivierungsas-
say, der an transient mit ERa oder ERf transfizierten U20S Zellen durchgefuhrt

wird. Fur die Untersuchungen am GPR30 steht ein Testsystem in Planung.

Die Entwicklung von neuen Liganden, die agonistisch oder antogonistisch am
GPR30 angreifen, soll dazu beitragen, die Rolle des GPR30 in vivo besser zu
verstehen und seinen Einfluss bei der Tumorentstehung und -progression weiter
aufzuklaren, um maoglicherweise neue Therapieansatze fir verschiedenen Tumo-

rerkrankungen zu finden.
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2 Synthetischer Teil

2.1 Ubersicht iiber die synthetisierten Verbindungen

In Analogie zu 1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (G1) wurden im Rahmen dieser Arbeit ver-
schiedene, damit verwandte Verbindungstypen synthetisiert. Im Folgenden wer-

den die synthetisierten Substanzen vorgestellt.
211 Variation der einzelnen Molekiilbausteine

2.1.1.1 Variation der Aldehydkomponente

G1(1)

Aldehyd Verbindung Konfiguration

o cHo 2 endo:exo
<o 4:1

<oj©ic“° 3 endo
o cl

cHO 4 endo

oj©/c“° 5 exo
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Aldehyd Verbindung Konfiguration
cHo 6 endo
Cl
CeHO 7 endo
Cl
NO,
cHo 8 endo

Q

NC

Tab. 1: Verbindungen 2-8, erhalten durch Variation der Aldehydkomponente
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2.1.1.2 Variation der Dienophil- und der Aldehydkomponente

Als Dienophil wurde bei den Verbindungen 9-12 statt Cyclopentadien Dihydropy-

ran verwendet.

9
Aldehyd Dienophil Verbindung Konfiguration
N © 9 exo
A,
N © 10 exo
A,
crHo ° 11 endo
1O
/Q/C“O @ 12 exo

Tab. 2: Verbindungen 9-12, erhalten durch Variation der Aldehyd- und der Dienophil-

komponente
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2.1.1.3 Variation der Aminkomponente

6.

O

N

0 Br

1(G1)

Amin

Verbindung Konfiguration

HoN

endo

H,N

; 80
o)
N\

é ‘ endo

/@)OH\ 15 endo
HN

/@AW 16 endo

/@/\ 17 endo
HoN
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Amin Aldehyd Verbindung Konfiguration
/@/\ <oj©/‘3”° 18 endo
HN 0
Amin Verbindung Konfiguration
//[::::I//\\CN 19 endo
HoN
7 20 endo
//

HoN

21 endo:exo

o 22 endo

23 endo

HoN
H N
H

endo

(0]
OH
r
OH
N :
//[::::] 24 endo
" (G15)
(o]
HZN/5
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Amin Verbindung Konfiguration

endo

endo

endo

endo

29

\\7¢9° \T/& endo
[¢]
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endo

endo

Tab. 3: Verbindungen 13-32, erhalten durch Variation der Aminkomponente
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21.2 Verbindungen in Anlehnung an Estron

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des G1 mit Estron, wurden Verbindungen

in Anlehnung an Estron und auch Estradiol (s.u.) synthetisiert.

(0]

33-40
R, R; Verbindung Konfiguration
OCHs; H 33 endo
OH H 34 endo:exo
1:1
OCHs; 2-F 35 endo
OCHs; 2-F, 6-F 36 endo
OCHj3; 2-Cl 37 endo
OCHj3; 2-Cl, 6-ClI 38 exo
OH 2-F 39 exo
OH 2-Cl 40 exo

Tab. 4: Verbindungen in Anlehnung an Estron



Synthetischer Teil 27

213 Verbindungen in Anlehnung an Estradiol

Fir die Ahnlichkeit mit Estradiol sind hier vor allem die endstéandigen Hydroxyg-

O

ruppen verantwortlich.

/

X
=
Ry

Rz

41-50
R, R, Verbindung Konfiguration
OCH3; H 41 €exo
OH H 42 endo:exo
4:1
OCHs; 2-F 43 endo
OCHj 2-F, 6-F 44 endo
OCHs; 2-Cl 45 endo
OCHs; 2-Cl, 6-Cl 46 exo
OH 2-F 47 endo
OH 2-F, 6-F 48 endo:exo
3:1

OH 2-Cl 49 endo
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R4

R:

Verbindung

Konfiguration

OH

2-Cl, 6-Cl

50

exo

Tab. 5: Verbindungen in Anlehnung an Estradiol

2.1.3.1 Variation der funktionellen Gruppen

Ry

J

Iz

51-54
R R, Verbindung Konfiguration
SCH; OCHg3; 51 endo
NO, OCHg3; 52 endo
NH, OCHs3; 53 endo
NH; OH 54 endo

Tab. 6: Verbindungen 51-54, erhalten durch Variation der funktionellen Gruppen
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214 Dimere Verbindung

Abb. 11: Dimer, Verbindung 55

55



30 Synthetischer Teil

2.2 Synthese der Tetrahydrochinolingrundstruktur

221 Synthese mit Trifluoressigsaure als Katalysator

Das Tetrahydrochinolingrundgertst erhalt man in einer Dreikomponenten-aza-
Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf nach einer Vorschrift von
Baudelle (Baudelle, Melnyk et al. 1998). Hierfir werden zu einer L6sung des ein-
zusetzenden Amins in Acetonitril einige Tropfen Trifluoressigsdure gegeben.
Nach Zugabe des gewinschten Aldehyds entsteht als Zwischenprodukt die ent-
sprechende Schiffsche Base, die nicht isoliert wurde. AnschlieRend kommt es
durch Zugabe frisch destillierten Cyclopentadiens zur Cycloaddition, bei der das
Cyclopentadien als ,elektronenreiches” Dienophil und die protonierte Schiffsche

Base als elektronenarmes Dien reagieren.

o
o CHO o N
Y IR0
+
CH,CN

0 Br H,N ¢ °© Br 1a

TFA

CH;CN

Abb. 12: Syntheseweg des G1

Anstelle des Cyclopentadien eignet sich fur diese Cycloaddition auch das
3,4-Dihydro-2H-pyran als Dienophil. So wurden die Verbindungen 9-12 erhalten
(Tab. 2).
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222 Synthese mit Scandiumtrifluormethansulfonat als

Katalysator

Da die Verbindungen 21, 33 und 34 nach der obigen Synthesevorschrift mittels
TFA als Katalysator nur in sehr geringen Ausbeuten isoliert werden konnten,
wurden sie nach einer Variante von Kobayashi unter Katalyse mit Scandiumtriflu-
ormethansulfonat erfolgreich synthetisiert (Kobayashi, Hachiya et al. 1993). Dazu
werden der entsprechende Aldehyd und das gewlinschte Amin mit einem Uber-
schuss an frisch destilliertem Cyclopentadien in absolutem Acetonitril geldst und
durch Zugabe von Sc(OTf); als Katalysator zur Reaktion gebracht. Nach an-
schlieBender Aufarbeitung, wie im Experimentellen Teil beschrieben, wurden die

gewtlnschten Produkte rein erhalten.

223 Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid

Der sekundare Alkohol (15) konnte direkt durch Reduktion des G1 (1) mit LiAlH,4
gewonnen werden. Die Reduktion wurde nach einer Vorschrift aus dem Organi-
kum, 19. Auflage, S.510-512, durchgefuhrt (Becker H. G. O., Berger W. et al.
1993). Dabei war die eingesetzte Menge an LiAlH, von besonderer Bedeutung.
Mit steigender Konzentration an LiAlH,4 fihrte die Reduktion der Ketogruppe tber
den sekundaren Alkohol bis zur Ethylgruppe. Bei sehr hoher Konzentration kam
es sogar zur Abspaltung des Bromids. Die Verbindungen 15, 17 und 18 wurden

erhalten.
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OH

Abb. 13: Reduktion von G1 (1) mit steigenden Mengen LiAIH,4

Da die Reduktion der Sdure 21 mit LiAlHs zum primaren Alkohol 16 nicht erfolg-
reich war, wurde der Ester 20 wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben synthetisiert. Die

anschlieRende Reduktion mit LiAIH4 fihrte zum gewlinschten Produkt 16.

Abb. 14: Reduktion des Esters 20 mit LiAlH,4

224 Reduktion von Nitrogruppen am aromatischen Ring mittels
Zinnchlorid

Die Reduktion der aromatischen Nitrogruppe in Verbindung 52 wurde mit SnCl,

in absolutem Ethanol durchgeflhrt (Bellamy and Ou 1984). Erhalten wurde das
Amin 53.
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o
é ~
SnCl,

—2
O abs. EtOH Q
N N
H H
O,N HoN

2 52 2 53

Abb. 15: Reduktion mit SnCl,

225 Acetylierung an Stickstoff und Sauerstoff

Die Verbindung 32 konnte durch Acetylierung der Verbindung 26, die nach Vor-
schrift 2.2.1 synthetisiert wurde, erhalten werden (Abb. 16). Die zu acetylierende
Substanz wurde nach einer Vorschrift aus dem Organikum, 19. Auflage, S.422,
mit absolutem Acetanhydrid und wenigen Tropfen konzentrierter Schwefelsdure
umgesetzt (Becker H. G. O., Berger W. et al. 1993). Nach weiterer Aufarbeitung,

wie im Experimentellen Teil beschrieben, wurde die Verbindung 32 gewonnen.

HO. o

(o] [¢]
. H,SO0,
[e] [e]
e ° {10
[e]

@]

Br

26 3

N
o
Br
2

Abb. 16: Acetylierung mit Acetanhydrid

2.3 Synthese der von Estron und Estradiol abgeleiteten

Verbindungen

Fur die Synthese der von Estron und Estradiol abgeleiteten Verbindungen 33-50
nach der Vorschrift 2.2.1 wurden die 2-Halo-4-methoxybenzaldehyde und die
2,6-Dihalo-4-methoxybenzaldehyde bendtigt. Diese konnten ausgehend von den
entsprechenden Haloanisolen, wie im Folgenden beschrieben, synthetisiert wer-

den.
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2.3.1 Synthese der chlorsubstituierten 4-Methoxybenzaldehyde

Die chlorsubstituierten 4-Methoxybenzaldehyde konnten aus den entsprechen-
den Anisolen durch Formylierung mittels Dichlormethylmethylether und TiCl, er-
halten werden (Bai 2006). Die beiden entstandenen Stellungsisomere 56 und 56a
konnten mit Hilfe der Sdulenchromatographie voneinander getrennt werden.

CHO

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
DCME / TiCl,

CH,CL,/0°C

56 56a

Abb. 17: Formylierung mit DCME und TiCl,

Die monochlorsubstituierten Methoxybenzaldehyde hingegen konnten weder
durch Umkristallisation noch mit Hilfe der Sdulenchromatographie aus dem ent-
standenen Isomerenpaar getrennt isoliert werden. Sie wurden als Gemisch in die
nachfolgende Synthese eingesetzt und konnten nach der Umsetzung zu den ent-
sprechenden Tetrahydrochinolinen voneinander getrennt und strukturell identifi-

ziert werden. (s. Kapitel 3.4.1)

2.3.2 Synthese des 2,6-Difluor-4-methoxybenzaldehyds

Der 2,6-Difluor-4-methoxybenzaldehyd konnte direkt aus dem 3,5-Difluoranisol
synthetisiert werden (Gust 1987). Die Formylierung erfolgt unter Verwendung von
sec. Butyllithium und N-Formylpiperidin in absolutem THF bei -70 °C.

H o

F F L F. F
+ /\/ + _—
-50 °C/-70 °C
o /l\ o
\ o H \

57

Abb. 18: Formylierung mit sec. BuLi und N-Formylpiperidin
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Nach dieser Methode entsteht selektiv der 2,6-Difluor-4-methoxybenzaldehyd, da
die beiden Fluorsubstituenten in die gemeinsame ortho-Position dirigieren. Zuerst
findet die Metallierung mit der Li-organischen Verbindung, hier sec. BulLi, statt.
Hierbei wird infolge des —I-Effekts der Fluorsubstituenten der ortho-stdndige
Wasserstoff durch Lithium ausgetauscht. Anschlieend kommt es durch

N-Formylpiperidin zur Formylierung.

233 Etherspaltung mit Bortribromid

Die Etherspaltung wurde nach einer Methode von Benton mit Bortribromid durch-
gefuhrt (Benton and Dillon 1942). Dabei greift die Lewissdure Bortribromid an
dem Ethersauerstoff unter Bildung des Borsauretriphenylesters und Methylbro-
mid an. Aus sterischen Grinden ist es mdglich, dass auch weniger als drei Phe-
nolderivate mit einem Bortribromidmolekil reagieren. Durch Zugabe von Metha-
nol kommt es zur Methanolyse, wobei das entsprechende Phenol und der
Borsauretrimethylester entstehen. Letzterer ist flichtig und kann abgedampft

werden.

Abb. 19: Etherspaltung mit Bortribromid

Da die Etherspaltung mit Bortribromid jedoch nicht bei allen Verbindungen erfolg-
reich war, d.h. kein gewlnschtes Produkt isoliert werden konnte, wurde nach
einer schonenderen Methode gesucht. Geeignet schien die Etherspaltung mit
AICI; und Ethanthiol.

234 Etherspaltung mit AICI; und Ethanthiol

Die Abspaltung der Methylgruppen erfolgte unter Verwendung von AICIl; und

Ethanthiol (Dettmann 2006). AICI; als Lewissadure fuhrt hierbei zur Polarisierung
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der O-Alkylbindung und erleichtert so den Angriff des stark nucleophilen
Ethanthiols an der O-Methylgruppe.

AICl,, EtSH, CH,Cl,
sk htloasd
1. 30 min 0 °C
2. 30 min RT

Abb. 20: Etherspaltung mit AICI; und Ethanthiol am Beispiel der Verbindung 43

() .

\ N
‘ H
~
W X
Rz
Ry R; R; Verbindung
OH H COCH3 34
OH 2-F COCH3 39
OH 2-Cl COCH3 40
OH H OH 42
OH 2-F OH 47
OH 2-F, 6-F OH 48
OH 2-Cl OH 49
OH 2-Cl, 6-Cl OH 50

Tab. 7: Ubersicht der phenolischen Verbindungen nach der Etherspaltung
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3 Strukturuntersuchungen

3.1 Strukturanalyse der Tetrahydrocyclopentachinolin-

Derivate am Beispiel von G1

Fur die Strukturuntersuchung der synthetisierten Verbindungen dienten vor allem
spektroskopische Methoden, wobei die bedeutendste die 'H-NMR-Spektroskopie
mit den zweidimensionalen Techniken COSY und NOE darstellt. Im Folgenden
werden anhand des 'H-NMR-Spektrums von 1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1), G1, die inte-

ressanten Signale der Tetrahydro-cyclopenta-chinolingrundstruktur erldutert.

DMSO

H,0

L M ﬂ : LU mu

T T L T T T T e T T T T T T S| T T
7.0 8.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

pPm (t1)

Abb. 21: 1H-NMR-Spektrum des 1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1)
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Charakteristisch fur das Tetrahydrocyclopentachinolingrundgerist sind die Signa-
le der Doppelbindung im annelierten Cyclopentenring, die zwischen 5 und 6 ppm
liegen, siehe Abb. 22 links.

H-1 H-2 H-3a H-3, H-3,

Illll\‘IIIIlI\\\[III\‘\I\ T l T T T ‘ T T T ‘ T T T

6.00 5.90 5.80 5.70 5.60 3.00 2.50 2.00
ppm (t1) ppm (t1)

Abb. 22: links: Signale der Doppelbindung (H-1 und H-2), rechts: Signale der Protonen
H-3 und H-3a

Die beiden Protonen der CH,-Gruppe im Cyclopentenring (H-3) liefern zwei un-
terschiedliche Signalaufspaltungen (Abb. 22 rechts). Dennoch zeigt eine Kopp-
lungskonstante von Uber 15 Hz im Signal bei 1,7 ppm die geminale Kopplung der

beiden Protonen miteinander.

Im Gegensatz zu der Zuordnung von Burai (Burai, Ramesh et al. 2010), liefert
das Proton H-3a das Signal bei 3 ppm. Mit Hilfe eines H,H-COSY Spektrums
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Signal um das des genannten
Protons handelt, da dieses nicht nur mit den beiden Protonen der benachbarten

CH,-Gruppe koppelt, sondern auch mit H-4 und H-9b.
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Abb. 23: H,H-COSY von 1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1)

In  Abb. 23 gut zu erkennen ist die Kopplung des Protons H-3a (Signal bei
3 ppm) mit den beiden Protonen der benachbarten CH,-Gruppe (Signale bei
1,7 ppm und 2,4 ppm) und den Protonen H-4 und H-9b (Signale bei 4,8 ppm und
4,1 ppm).

Nach der oben beschriebenen allgemeinen Synthese wurden in den meisten Fal-
len die endo-Formen erhalten. Ausnahmen werden in den Kapiteln 3.2 und 3.4.2
beschrieben. Die fur die endo-Form charakteristische syn-Orientierung der Pro-
tonen H-3a und H-4 folgt aus der Kopplungskonstante von 3 Hz flr das H-4 Sig-
nal bei 4,8 ppm, s. Abb. 24.

H-4 H-9b

L

\\‘\\\\‘\Illllllllll\\‘\\\\‘\\\\‘\\Illlllll

480 470 460 450 440 430 420 4.10
ppm (t1)

Abb. 24: Dubletts zur Charakterisierung der endo-Form.
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Typisch flr den Brompiperonalrest ist das Signal der beiden Protonen der
CH,-Gruppe im Benzodioxolrest. Jedes Proton liefert hier ein Dublett mit einer
Kopplungskonstante von 0,8 Hz.

IIII|]III|IIII|IIII|III]|I]II|II]
6120 6.110 6100 6090 6.080 6.070
ppm (t1)

Abb. 25: Dubletts der CH,-Gruppe des Benzodioxolrestes

Interessant ist, dass dieses Aufspaltungsmuster nur in Zusammenhang mit einem
Halogensubstituenten am Piperonylrest auftritt. Bei der Verbindung 18 beispiels-
weise, ohne Halogen am Piperonylrest, liefern die beiden Protonen des Dioxolan-
ringes ein Singulett (Abb. 26).

o0
- T

6100  6.090 6.080 6070  6.060 ppm(me.ozo 6010 6.000 5990  5.980
ppm (t1)

Abb. 26: Signale der CH,-Gruppe im Benzodioxolanring links: 17, rechts: 18



Strukturuntersuchungen 41

3.2 Strukturanalyse der Hexahydropyranochinolin-

Derivate

Im Falle der Hexahydropyranochinolin-Derivate sind vorwiegend die exo-Formen
isoliert worden. Eine Ausnahme bildet 4-(9-Acetyl-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-
pyrano[3,2-c]chinolin-5-yl)benzonitril. Von dieser Verbindung konnte neben der
exo-Form (12) auch ein kleiner Anteil der endo-Form (11) isoliert werden. Die
Diels-Alder-Cycloaddition ergibt in der Regel die thermodynamisch instabilere
endo-Form. Der elektronenreiche Dihydropyranring fuhrt unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen im polaren Milieu Uberwiegend zum exo-Produkt. Das
Entstehen des thermodynamisch stabileren Produkts lasst vermuten, dass in
diesem Fall anstatt der synchron verlaufenden Diels-Alder-Reaktion ein stufen-
weiser Cyclisierungsprozess ablauft. Ahnliches wurde bei der Verwendung von
Furan als Dienophil von Burai et al. berichtet (Burai, Ramesh et al. 2010). Die

Autoren konnten ein Abfangprodukt der Zwischenstufe isolieren.

3.21 Konfigurationszuordnung der Diastereomere

Das 4-(9-Acetyl-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-pyrano[3,2-c]chinolin-5-yl)benzo-
nitril stellt die einzige Verbindung dar, bei der beide Diastereomere (11 und 12)

voneinander getrennt und rein isoliert werden konnten.

Abb. 27: Diastereomere Strukturen 11 und 12
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Die fur die Unterscheidung der beiden Diastereomere interessanten Signale im
NMR liefern die Protonen H-5° und H-10b‘, deren Signale zwischen 4,3 und
5,3 ppm liegen (Abb. 28).

J=52Hz

J=24Hz

H\\‘\H\‘HH‘HH‘HH‘HH‘
8

5.00 4.50
ppm (1)

J=10,1Hz J=25Hz

\
o
=]

o

&
=]

\ \
5.00 4.50
ppm (1)

Abb. 28: 'H- NMR-Spektrenausschnitte, oben: Verbindung 11 , unten: Verbindung 12

Zur Unterscheidung dieser beiden Isomere wurden Nuclear Overhauser Effect
(NOE)-Differenzspektren aufgenommen. Bei dieser Methode wird durch eine
definierte zusatzliche Einstrahlung die Resonanz eines Protons gesattigt. Infolge
eines Sattigungstransfers kommt es zur Signalverstarkung von rdumlich benach-

barten Protonen.

Zu klaren war zunachst welches Signal jeweils dem Proton H-5' und welches
dem Proton H-10b‘ zugeordnet werden kann, um anschlieRend mittels der Kopp-
lungskontanten sagen zu kdnnen, wie die Protonen zueinander stehen. Dazu
wurde im Falle der Verbindung 11 bei 4,88 und 5,24 ppm (Abb. 29 und Abb. 30)
eingestrahlt, fur die Verbindung 12 bei 4,37 und 4,72 ppm (Abb. 31 und Abb.
32).
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Einstrahlung bei 4,88 ppm 4/“/
‘ ‘ T T
6.0 5.0

7.0 4.0 3.0

ppm (1)

[ TR

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

ppm (1)

Abb. 29: oben: NOE-Differenzspektrum von 11 durch Einstrahlung bei 4,88 ppm, unten:
'H-NMR-Spektrum von 11 in DMSO-d6

Bei Verbindung 11 ist ein Sattigungstransfer des untersuchten Protons (Signal
bei 4,88 ppm) zu dem Proton NH (Signal bei 7 ppm) und den Protonen H-3 und
H-5 im Cyanophenylrest (Signal bei 7,6 ppm) klar ersichtlich. Damit kann das
Signal bei 4,88 ppm dem Proton H-5° zugeordnet werden. Auch sichtbar ist eine
Signalverstarkung bei den Protonen H-4a‘ und H-10b‘ (Signale bei 2,1 und
5,2 ppm), die aber nicht der eindeutigen Zuordnung dienen, da beide Protonen,
H-5° und H-10b‘, mit dem Proton H-4a‘ und auch beide miteinander Uber den
Raum wechselwirken. Auch das NOE-Differenzspektrum mit der Einstrahlung bei

5,24 ppm lieferte keine sichere Zuordnung, siehe Abb. 30.
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088’

691L°¢C

Einstrahlung bei 5,24 ppm F)
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\ \ \ T \ \
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[ [ \ \ \ \
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Abb. 30: oben: NOE-Differenzspektrum von 11 durch Einstrahlung bei 5,24 ppm, unten:
'H-NMR-Spektrum von 11 in DMSO-d6

Strahlt man namlich bei 5,24 ppm ein, ist nur eine Signalverstarkung bei den Pro-
tonen H-4a‘ und H-5° sichtbar.

Betrachtet man nun die Spektren der Verbindung 12, so sieht man, dass das
Proton, welches das Signal bei 4,37 ppm liefert, mit den Protonen H-2’, H-4a’ und
H-10’ Uber den Raum wechselwirkt (Signale bei 3,6 ppm, 2,0 ppm und 7,7 ppm),
(Abb. 31).
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Einstrahlung bei 4,37 ppm

8Y9'c
Zvere
100C

\ \ \ \ \ \ \
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (1)

Abb. 31: oben: NOE-Differenzspektrum von 12 durch Einstrahlung bei 4,37 ppm, unten:
'H-NMR-Spektrum von 12 in DMSO-d6

Durch die Einstrahlung bei 4,72 ppm findet eine Signalverstarkung bei 1,9 ppm,
7,2 ppm und 7,6 ppm statt. Diese drei Signale sind den Protonen H-4a’, NH, H-3

und H-5 zuzuordnen (Abb. 32). Damit ist eindeutig belegt, dass das Proton H-5
das Signal bei 4,72 ppm liefert und das Proton H-10b’ das Signal bei 4,37 ppm.
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Einstrahlung bei 4,72 ppm
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Abb. 32: oben: NOE-Differenzspektrum von 12 durch Einstrahlung bei 4,72 ppm, unten:
'H-NMR-Spektrum von 12 in DMSO-d6

Die Betrachtung der Kopplungskonstanten bestatigt, dass es sich bei der Verbin-

dung 12 um die exo-Form handelt.

Kopplungskonstanten = Kopplungskonstanten

Verbindung 11 Verbindung 12
J (H-4a’/H-5’) 2,4 Hz 10,1 Hz
J (H-4a’/H-10b’) 52 Hz 25Hz

Tab. 8: Kopplungskonstanten der beiden Diastereomere 11 und 12

Die Kopplungskonstante von 10,1 Hz zeigt die anti-Orientierung der Protonen
H-4a’ und H-5 zueinander. Bei der endo-Form (11) betragt die Kopplungs-

konstante dieser Protonen 2,4 Hz.

Unabhangig davon wurden zur Bestatigung der NMR-Ergebnisse von beiden
Diastereomeren Kristallstrukturaufnahmen gemacht. Es konnten flur die Réntgen-

strukturanalyse geeignete Kristalle gezlchtet werden. Kristalle der Verbindung 11
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wurden durch langsames Einengen aus Acetonitril und Kristalle der Verbindung
12 aus Aceton gewonnen. Die Kristallaufnahmen belegen die syn-Orientierung
der Protonen H-4a‘ und H-5' in Verbindung 11 und die anti-Orientierung in Ver-
bindung 12 (Abb. 33 und Abb. 34).

Abb. 33: Rontgenkristallstruktur der Verbindung 11, endo-Form

Abb. 34: Rontgenkristallstruktur der Verbindung 12, exo-Form
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3.3 Strukturanalyse mittels Hochtemperatur-NMR

Die Verbindungen 26-31 zeigen im Bereich des Signals der -CH,OR-Gruppe inte-

ressante Aufspaltungsmuster, die hier naher beschrieben werden sollen.

Abb. 35: Ubersicht der Verbindungen 26-31

Im Falle der Verbindungen 26, 28 und 30 (Abb. 35 oben) zeigt diese CH,-Gruppe
ein AB-System. Die OH-Gruppe in Verbindung 26 fuhrt zu einer zusatzlichen
Aufspaltung, die durch D,O-Austausch entfallt. Hingegen zeigt die CH,-Gruppe in
Verbindungen 27 nur ein einfaches Dublett (d) und die der Verbindung 29 ein
Singulett (s), s. Abb. 36. Eine Ausnahme ist Verbindung 31. Hier liegt im Ver-
gleich zu 29 Uberraschenderweise ein AB-System vor. Dieses Verhalten wird

weiter unten diskutiert.
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4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 5.80 5.70 5.60 5.50 5.40 5.30
ppm (t1) ppm (t1)

-1 8

N I

4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 5.80 5.70 5.60 5.50 5.40 5.30
ppm (1) ppm (1)

Abb. 36: 'H-NMR-Ausschnitte der Verbindungen links oben: 26, links unten: 27, rechts
oben: 28 und rechts unten: 29

Das Aufspaltungsmuster der CH,-Gruppe in den Verbindungen 26, 28 und 30
I&sst auf eine Rotationseinschrankung durch den Cyclopentenring schlieffen. Um
diese Vermutung zu belegen, wurden 'H-Hochtemperatur-NMR-Messungen
durchgefihrt. Durch Erwarmung lasst sich normalerweise eine Rotationsein-
schrankung aufheben. Die Protonen sollten dann nicht mehr miteinander koppeln
und ein Signal bei gleicher chemischer Verschiebung liefern, d.h. fir 26 ein Dub-
lett und flr 28 und 30 ein Singulett. Bis zu Temperaturen von 90 °C in DMSO
konnte keine Aufhebung der geminalen Kopplung beobachtet werden. Also bleibt
auch bei diesen Temperaturen eine magnetische Nichtaquivalenz dieser Proto-

nen bestehen, sie sind diastereotop.

Besonders auffallig in diesem Zusammenhang war das Spektrum der Verbindung
31. Im Unterschied zu Verbindung 29, bei der die CH.-Gruppe ein Singulett lie-
fert, zeigt sie bei 31 ein AB-System. Auch hier wurde durch '"H-Hochtemperatur-
NMR-Messungen versucht eine Rotationseinschrankung nachzuweisen (Abb.
37).
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Abb. 37: 1H-Hochtemperatur-NMR der Verbindung 31 in DMSO von oben nach unten:
Raumtemperatur, 40 °C, 50 °C und 60 °C

Schon ab einer Temperatur von 50 °C geht das Dublett in ein Singulett Gber. In
diesem Fall weist das Dublett auf eine Rotationseinschrankung hin, die bei héhe-
rer Temperatur aufgehoben wird. Ursache flr die Rotationseinschrankung ist
vermutlich eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonylsauerstoff

des Esters und der NH-Gruppe im Tetrahydrochinolinring.

Abb. 38: Mdgliche Wasserstoffbriickenbindung in 31
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Dieses Phanomen ist bei dem Trifluoressigester 29 nicht zu beobachten. Der
induktive Effekt der CF;-Gruppe vermindert in diesem Fall die Polarisierung der

Carbonylgruppe als Akzeptor fir die Wasserstoffbriickenbindung.

3.4 Dem Estron und Estradiol angepasste

Verbindungen

Interessant schien die Uberlegung, die Struktur des G1 soweit abzuwandeln,
dass eventuell eine Affinitdt zu den Estrogenrezeptoren ERa und/oder ERpB er-
reicht werden kann. Dazu wurde der Abstand zwischen Ethanon- und phenoli-
scher OH-Gruppe der Verbindung 34 mit dem Abstand der endstandigen Sauer-
stofffunktionen im Estron verglichen. In gleicher Weise wurde der O-O-Abstand in
Verbindung 42 mit dem in E2 verglichen (Tab. 9).

| (J

42
Estron Verbindung Estradiol Verbindung
34-exo 42-exo
Absténde [A] 10,9 12,7 10,9 11,8

Tab. 9: Ubersicht der O-O-Abstande in den Verbindungen 34 und 42 verglichen mit Est-

ron und Estradiol

Die Abstande zwischen Keton und Hydroxygruppe unterscheiden sich bei Estron
und Verbindung 34-exo um 1,8 Angstrém. Der O-O-Abstand in Estradiol und
Verbindung 42-exo variiert nur um 0,9 Angstrém. Die entsprechenden endo-
Formen haben einen um 0,1 Angstrém gréReren Abstand der terminalen funktio-
nellen Gruppen. Der insgesamt relativ geringe Unterschied der Molekillangen
l&sst vermuten, dass zumindest Verbindung 42 wie Estradiol in der ER-

Bindungstasche Platz finden kénnte, da bekanntermallen die Proteinstrukturen



52 Strukturuntersuchungen

eine gewisse Flexibilitat besitzen. Die formbasierte Uberlagerung von Verbindung
34 und Estron mit dem Programm ROCS (rapid overlay of chemical structures)
lasst eine deutliche Ahnlichkeit der beiden Strukturen in ihrer raumlichen Form
erkennen. Beide Diastereomere der Verbindung 34 lassen sich gut auf die Struk-
tur von Estron legen (Abb. 39). Allerdings ragt der Cyclopentenring sowohl bei
der endo- als auch der exo-Form seitlich unter Verbreiterung des Moleklls her-

aus.

Abb. 39: Uberlagerung der diastereomeren Strukturen von 34 (grau) und Estron
(schwarz)

Die Verbindung 42 wurde mit der Struktur von Estradiol Uberlagert. Auch hier

sind deutliche Ahnlichkeiten in der Raumerfiillung zu erkennen.

Abb. 40: Uberlagerung der diastereomeren Strukturen von 42 (grau) mit 17B-Estradiol
(schwarz)

Nach den Ergebnissen der formbasierten Uberlagerung von Verbindung 42 und
Estradiol lag es nahe zu prufen, ob Verbindung 42 tatsachlich in die ERa-
Rezeptortasche passt. Hierflir wurde eine pharmakophorbasierte Uberlagerung

von E2 und Verbindung 42-exo in dem Komplex 3HM1 aus der Proteindatenbank
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durchgefuhrt (Rajan, Kim et al. to be published). Die Verbindung 42-exo wurde
flexibel in das rezeptorbasierte Pharmakophor von E2 gelegt und anschlieRend
mit dem MMFF-94-Kraftfeld im Protein minimiert (Wolber, Dornhofer et al. 2006).

e

Abb. 41: Pharmakophorbasierte Uberlagerung von E2 und Verbindung 42-exo in dem
Komplex 3HM1 mit Ligand-Scout 3.02 (Wolber and Langer 2004)

Ein interessantes Ergebnis ist, dass auch der aus der Ebene herausragende
Cyclopentenring in der Rezeptorbindungstasche Platz findet (Abb. 41). Die pola-
ren Hydroxygruppen der Verbindung 42 kénnen wie die des E2 Wasserstoffbri-
ckenbindungen mit den Aminosauren His 524, Glu 353 und Arg 394 in der Bin-
dungstasche von ERa ausbilden. Das lipophile Grundgerist kann, ahnlich dem
des E2, mit verschiedenen Aminosauren, wie in Abb. 42 ersichtlich, hydrophobe

Wechselwirkungen eingehen.
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SLU3538 ARG394B
GLU3 5‘>3B ARG394B | .
" HD
LEU391B
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Abb. 42: Darstellung der moglichen hydrophoben Wechselwirkungen von E2 (links) und
Verbindung 42 (rechts) mit Aminosauren der ERa-Bindungstasche

3.41 Strukturklarung von 1-(4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-
3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon

Wie im Kapitel 2.3.1 des Synthetischen Teil erwahnt, konnte der als Vorstufe
gewtlnschte 2-Chlor-4-methoxybenzaldehyd nicht von seinem Strukturisomer
4-Chlor-2-methoxybenzaldehyd getrennt werden und wurde daher als Gemisch in
die weitere Synthese eingesetzt. Nach erfolgter Umsetzung war eine Trennung
und Isolierung der erhaltenen Isomere 37 und 37a erfolgreich. Mit Hilfe von NOE-

Differenzspektren lie3en sich die Strukturen zuordnen.

(0]

Abb. 43: Strukturisomere 37 und 37a
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Eingestrahlt wurde in beiden Fallen im Bereich des Signals der Methoxygruppe

bei 3,8 ppm.

L
\
-

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50
ppm (t1)

oL

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
ppm (1)

Abb. 44: NOE-Spektrum der 2-Chlor-4-methoxyverbindung (37)

Im Falle der 2-Chlor-4-methoxyverbindung (37) sind Raumkopplungen mit zwei
Aromatenprotonen erkennbar (Abb. 44), wahrend bei der 4-Chlor-
2-methoxyverbindung (37a) nur die Kopplung zu einem Aromatenproton sichtbar
ist (Abb. 45).
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Einstrahlung bei 3,85 ppm

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
ppm (t1)
T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
ppm (1)

Abb. 45: NOE-Spektrum der 4-Chlor-2-methoxyverbindung (37a)

Fur die Verbindung 45 (s. Tab. 5) wurden ebenfalls NOE-Spektren aufgenom-
men, die hier nicht aufgefiihrt werden. Sie wurden analog ausgewertet und nur

die 2-Chlor-4-methoxyverbindung wurde in die Etherspaltung eingebracht.
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3.4.2 Endo- und exo-Formen

Wie schon im Kapitel 3.1 erwahnt, entstanden bei den meisten Synthesen, mit
einigen wenigen Ausnahmen, hauptsdchlich die endo-Formen. Im Folgenden
werden die Ausnahmen vorgestellt, bei denen entweder vornehmlich die exo-

Form isoliert wurde oder endo- und exo-Form als Gemisch vorliegen.

“ 46

Abb. 46: Verbindungen, die in der exo-Form vorliegen, abgebildet ist jeweils das
(3aS,4S,9bR)-Enantiomer

Von den Verbindungen 5, 41, 38 und 46 wurden bei der Synthese nach Vorschrift
2.2.1 nur die exo-Formen isoliert. Sucht man eine Erklarung dafir, warum bei
dieser Diels-Alder-Reaktion die Endo-Regel nicht eingehalten wurde, kdnnte man
bei den Verbindungen 38 und 46 anfihren, dass die zwei ortho-
Chlorsubstituenten die Annaherung des Cyclopentadiens im Ubergangszustand
sterisch beeintrachtigen. Zu dieser Erklarung passt, dass die weniger Platz bean-
spruchenden Fluorsubstituenten in den analogen Difluorverbindungen (36, 44)
zum reinen endo-Addukt fihren. Bei der Etherspaltung von 46-exo zu 50-exo

bleibt die Exokonfiguration erhalten.
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3.4.21 Endo-exo-lsomerisierung bei Etherspaltung

Interessanterweise erfolgte eine Konfigurationsumkehr von der endo- zur exo-
Form bei der Etherspaltung mit Ethanthiol und AlCI3, die zu den Verbindungen 39

und 40 fuhrte. Ihre Vorstufen lagen in reiner endo-Form vor.

@i\\w
HO F

Abb. 47: Exoformen entstanden aus Endoformen bei Etherspaltung, abgebildet ist jeweils
das (3aS,4S,9bR)-Enantiomer

39

Um zu Uberprifen, ob das AICI; allein diese Isomerisierung ausldst, wurde eine
Reaktion unter den gleichen, milden Bedingungen der Etherspaltung, jedoch oh-
ne Ethanthiol durchgeflhrt. Nach der Aufarbeitung lieBen sich endo- und
exo-Form in etwa gleicher Menge im NMR-Spektrum nachweisen. Eine Retro-
Diels-Alder Reaktion erscheint unter diesen milden Bedingungen als sehr un-
wahrscheinlich. Sie wirde eine C-C-Bindungséffnung zwischen dem aromati-

schen Ring und dem anellierten Cyclopentenring erfordern.

Eine alternative Erklarung fir die Epimerisierung ware, dass diese durch den
Angriff des AICI; am basischen Stickstoff des Tetrahydrochinolinringes ausgeldst

wird. Dieser Vorgang ist chemisch aber schwer zu erklaren.
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3.4.2.2 Endo-exo-Gemische

Abb. 48: Ubersicht der Verbindungen, die als endo-exo-Gemisch vorliegen

Die Verbindungen 21 und 34 wurden nach der Vorschrift 2.2.2 unter Scandium-
triflatkatalyse als Gemisch aus endo- und exo-Form isoliert. Die Verbindungen 2
und 42 liegen nach der Synthese mit Trifluoressigsdure als Katalysator (2.2.1)
ebenfalls als Gemisch vor. Zur Gewinnung der Verbindung 48 wurde die reine
endo-Form der entsprechenden Dimethoxyverbindung in die Etherspaltung mit
Ethanthiol eingebracht. Wiederum erfolgte unter den Bedingungen dieser Ether-

spaltung eine, in diesem Falle teilweise, endo-exo-Isomerisierung.

Abb. 49 zeigt einen Ausschnitt des "H-NMR-Spektrums der Verbindung 34. Hier

liegen beide Formen in einem Verhaltnis von ungefahr 1:1 vor.
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Abb. 49: Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrums von Verbindung 34

Rot eingekreist sind die Signale der endo-Form und in gelben Rechtecken die der
exo-Form. Interessant ist die unterschiedliche Lage des Signals fiur das Proton
H-4. Bei der endo-Form ist dieses Protonensignal deutlich tieffeldverschoben (bei
4,66 ppm), was mit einer geringeren Elektronendichte in der Umgebung des Pro-
tons in Zusammenhang gebracht werden kann. Bei der exo-Form befindet sich
um das entsprechende Proton eine hdhere Elektronendichte, fir die wohl der
Cyclopentenring verantwortlich ist. Daher kommt das Signal hier durch die star-

kere Abschirmung bei einer deutlich niedrigeren Frequenz (bei 3,72 ppm)

Interessant zu beobachten ist auch der Einfluss von Halogensubstituenten am
aromatischen Ring auf die Lage des Signals flr das Proton H-4. In Abb. 50 sind
vier "H-NMR-Spektrenausschnitte von den Verbindungen 41, 39, 40 sowie 38,

von denen ausschliellich die exo-Form isoliert wurde, dargestellt.
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4.50 4.00
ppm (1)

Abb. 50: 1H-NMR-Spektrenausschnitte der Verbindungen 41, 39, 40, 38 (von oben nach
unten), gemessen in CDCl;

Jeweils rot umrandet ist das Signal des Protons H-4. Die o-Fluorsubstitution in
Verbindung 39 fuhrt erwartungsgemal zu einer Tieffeldverschiebung des Signals
fur das Proton H-4, verglichen mit der halogenfreien Verbindung 41 (obere zwei
Spektren). Uberraschenderweise fiihrt die Einflihrung eines o-Chlorsubstituenten
(40, Spektrum drei) zu einer starkeren Tieffeldverschiebung. Zu erwarten ware,
infolge des starkeren induktiven Effekts des Fluors, die umgekehrte Reihenfolge.
Zwei o-Chlorsubstituenten verursachen eine signifikante weitere Tieffeldver-
schiebung fir das Dublett von H-4 (38, unteres Spektrum). Vermutlich wirken die
Chloratome zusatzlich zu ihrer schwacheren induktiven Wirkung Uber die vier

o-Bindungen starker negativ induktiv Gber den Raum.
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4 Pharmakologische Untersuchungen

4.1 Zytotoxizitatsuntersuchungen

Fur die Untersuchung der zytotoxischen Eigenschaften der synthetisierten Ver-
bindungen diente ein in vitro Zelltestsystem. Untersucht wurde der Einfluss der
Substanzen auf drei Tumorzelllinien, hormonabhangige MCF-7 Zellen, hormon-
unabhangige MDA-MB-231 Zellen und die Osteosarkomzelllinie U20S.

411 Verwendete Zelllinien
MCF-7

Hierbei handelt es sich um eine humane, hormonabhdngige Mammakarzinom-
zelllinie, die 1970 aus einem Pleuraerguss einer 69 jahrigen weillen Frau aus
dem Kaukasus gewonnen wurde. Die Patientin war vorher drei Jahre mit Radio-
und Hormontherapie behandelt worden (Soule, Vazguez et al. 1973). Die Zelllinie
weist Rezeptoren flr Estrogene, Androgene und Progesteron auf (Horwitz,
Costlow et al. 1975).

MDA-MB-231

Die MDA-MB-231 Zelllinie ist eine humane, hormonunabhangige Mammakarzi-
nomzelllinie (Engel and Young 1978). Sie wurde 1973 aus einem malignen
Pleuraerguss einer 51 jahrigen Brustkrebspatientin isoliert, die zuvor mit

Chemotherapeutika behandelt worden war (Cailleau, Young et al. 1974).
U20S

Bei den U20S Zellen, urspringlich als 2T Zellen bezeichnet, handelt es sich um
eine humane Knochenkrebszelllinie. Sie wurde 1964 aus einem maRig differen-
zierten Osteosarkom der Tibia einer 15 jahrigen Patientin isoliert und als Zelllinie
etabliert (Ponten and Saksela 1967).

4.1.2 Das verwendete Testsystem

Die Testung erfolgt mittels eines kolorimetrischen Verfahrens, das erstmals 1986
beschrieben wurde (Gillies, Didier et al. 1986). Nach dieser etwas modifizierten

Methode werden 750 Zellen pro Well in 96-Loch-Platten ausgesat. Anschliel3end
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I&sst man die Zellen 72 Stunden bei 37 °C in wasserdampfgesattigter Atmospha-
re, die 5 % CO, enthalt, im Brutschrank anwachsen. Nach der Substanzzugabe
werden die Platten fir weitere 96 Stunden im Brutschrank inkubiert. Das Medium
wird anschliellend abgesaugt und die noch lebenden Zellen mit einer 1 %igen
Glutardialdehydlésung am Boden der Wells fixiert. Die Zellen werden danach mit
PBS uberschichtet, sodass ein Austrocknen verhindert wird. Die Platten werden
bis zum Anfarben im Kihlschrank aufbewahrt. Fur die Farbung wird eine
0,02 %ige Kristallviolett-Losung verwendet. Der Farbstoff bindet vorwiegend an
DNA-assozierte Nukleoproteine. Sein Uberschuss wird anschlieRend mit Wasser
ausgewaschen. Der verbleibende Anteil wird mit 70 %igem Ethanol extrahiert
und bei 590 nm photometrisch vermessen. Die gemessene Absorption korreliert
mit der Zellmenge. Aus den erhaltenen Absorbtionswerten wird dann, wie im Ex-
perimentellen Teil (Kapitel.9.2.6) beschrieben, die relative prozentuale Wachs-
tumshemmung T/C.. bzw. t berechnet. Dabei werden die Negativkontrolle und
die Zellmenge zum Zeitpunkt der Substanzzugabe bericksichtigt. Als Negativ-
kontrolle dient jeweils das entsprechende Lésungsmittel und als Positivvergleich

Cisplatin.

Der T/Ceonr=50 % wird als ICso-Wert bezeichnet. Die ICs, gibt diejenige Sub-

stanzkonzentration an, bei der eine 50% ige Wachstumshemmung vorliegt.
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41.3 Testergebnisse

Zur Beurteilung des Einflusses der Strukturvariation auf die Zytotoxizitat wird die
Verbindung 1 (G1) als Referenz verwendet. Fir 1 wurden mit dem oben be-

schriebenen Testsystem folgende ICso-Werte ermittelt:
MCF-7: 0,40 £ 0,03 umol/l
MDA-MB-231: 0,45 + 0,05 umol/l
U20S: 0,36 £ 0,01 ymol/l

Zur allgemeinen Einschatzung der zytotoxischen Eigenschaften wird Cisplatin,

ein haufig verwendetes Zytostatikum, mit folgenden ICsp-Werten herangezogen:
MCF-7: 2,6 £ 0,6 pmol/l
MDA-MB-231: 4,6 £ 1,8 ymol/l

U20S: 2,9+ 0,8 ymol/l

4.1.3.1 Einfluss der Aldehydkomponente

Zunachst wurde der Einfluss der Aldehydkomponente als Baustein des modifi-
zierten G1 auf die zytotoxischen Eigenschaften untersucht. Die getesteten
ICso-Werte der Verbindungen 2-8 sind in Tab. 10 aufgeflhrt.

O

1(G1)

Nr. IC50 in pumol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i

MCF-7 MDA-MB-231 U20S

<oj©}{ 2 52+0,7 11,527 6,1+0,9
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Nr. IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i
MCF-7 MDA-MB-231 U20S
<j©if 3 0,44 + 0,01 0,58 £ 0,05 0,49 + 0,01
P Y 4 41+0,6 6,9+0,8 55+11
\O
o e 5 10,0+ 1,1 16,8 £+ 2,5 13,6 + 3,7
\O
Q% 6 75+1,3 48+1,3 6,9+1,8
/(;ﬁf 7 2,3 0,08 1,6 £0,1 2,5+0,1
10,1+ 3 > 20 > 20

or

Tab. 10: ICso-Werte der Verbindungen 2-8 in ymol/l an den Zelllinien MCF-7,
MDA-MB-231 und U20S

Als Folge der Strukturvariation sind hier verschiedene Einflisse auf die zytotoxi-
schen Eigenschaften zu erkennen. Ersetzt man das Brom in 1 durch Chlor (3)
verandert das die Zytotoxizitat nicht. Hingegen fuhrt die Ringdffnung des Dioxo-
lans, wie in 4, zu einer Abnahme der Zytotoxizitat auf etwa ein zehntel. Zu einer
weiteren Verringerung kommt es durch Eliminierung des Broms (5). Hier liegen
die ICso-Werte nur noch bei 10,0 £ 1,1 ymol/l far MCF-7, 16,8 £ 2,5 ymol/l fir
MDA-MB-231 und 13,6 + 3,7 ymol/l fir U20S. In Abb. 51 sind exemplarisch die
Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1, 3, 4 und 5§ an MCF-7 Zellen

dargestellt.
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Abb. 51: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1, 3, 4 und 5 an MCF-7 Zel-
len

Verbindung 6 zeigt im Gegensatz zu 1 eine schwachere Hemmung der Zell-
proliferation mit ICso-Werten von 5-8 umol/l an den unterschiedlichen Zelllinien.
Die Einfuhrung einer Nitrogruppe in Position 3 (7) fuhrt dagegen wieder zu einer
Zunahme der Zytotoxizitat mit ICso-Werten von 1,6-2,5 umol/l, s. Abb. 52.
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Abb. 52: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1, 6, 7 und 8 an MCF-7 Zel-
len

Interessant sind die zytotoxischen Eigenschaften der Verbindung 8 mit
p-Cyanophenylsubstitution. Hier ist eine gewisse Selektivitat hinsichtlich der Zyto-
toxizitat gegenuber MCF-7 Zellen zu erkennen. Wahrend an den MCF-7 Zellen

eine Hemmung der Zellproliferation mit einem 1Cs,-Wert von 10,1 + 3 pmol/l auf-
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tritt, zeigt sie an MDA-MB-231- und U20S-Zellen keine Hemmung mehr

(>20 pmolll), (Tab. 10).

4.1.3.2 Einfluss der Dienophil- und der Aldehydkomponente

Als Dienophil wurde bei den Verbindungen 9-12 statt Cyclopentadien Dihydropy-

ran verwendet.

Nr. IC50 in pumol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i
MCF-7 MDA-MB-231 U20S
<ﬁ 9 0,36 £ 0,02 0,480 0,47 £ 0,02
<j©if 10 0,80 £ 0,09 1,2+0,2 0,86 £ 0,2
/@}{ 11 12,9+0,9 > 20 > 20
96+1,3 > 20 > 20

Or "

Tab. 11: ICso-Werte der Verbindungen 9-12 in ymol/l an den Zelllinien MCF-7, MDA-MB-

231 und U20S

Der Ringaustausch fuhrt im Allgemeinen zu keiner nennenswerten Verdnderung

der Zytotoxizitat. Nur bei Verbindung 10 verringert sich im Vergleich zu der ent-



Pharmakologische Untersuchungen 69

sprechenden Cyclopentenverbindung 3 (Tab. 10) die Zytotoxizitdt um etwa die
Halfte. Die diastereomeren Verbindungen 11 und 12 zeigen wie Verbindung 8
(Tab. 10) eine Selektivitdt der zytotoxischen Eigenschaften gegenuber MCF-7
Zellen. Sie wirken weder an MDA-MB-231- noch an U20S-Zellen zytotoxisch
(Tab. 11). In Abb. 53 sind die Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen
9-12 im Vergleich zu 1 an MCF-7 Zellen wiedergegeben.
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Abb. 53: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1 und 9-12 an MCF-7 Zellen
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4.1.3.3 Einfluss der Aminkomponente

Im Folgenden wurde der Einfluss der Aminkomponente als variabler Baustein auf
die zytotoxischen Eigenschaften untersucht. Die ICso-Werte der Verbindungen

13-32 kbnnen der Tab. 12 enthommen werden.

6.

N

Br

1(G1)
Nr. ICs in ICs in ICs in
umol/l pmol/l umol/l
MCF-7 MDA-MB- U20S

231

0,61+0,05 0,84+0,03 0,55+0,07

51+1 6,8 +0,1 57+0,3

T

i@)m\ 15 3,2+0,03 3,7+0,2 26+04

RN

?)OAOH 16 1,9+0,01 2,3+0,02 1,3+0,2
X
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Nr. ICs in ICs in ICs in
umol/l pmol/l umol/l
MCF-7 MDA-MB- U20s
231
10,1+ 2 15+£3 9,7+0,6
17
S Verb. 17 ohne 2,0+ 0,09 1,0 £ 0,01 2,0+0,1
]@A Brom
18
2 ) 19 1,4+0,1 0,4+0,2 1,3+0,2
o 20 0,570 0,57+0,09 0,48 0,01
\©*0/
X
i 21 16,6 +1,4 > 20 > 20
;F@)‘\OH
2
= N 22 1,7 £ 0,06 2,3+0,07 2+0,2
}e]@/w 23 2,3+0,2 3,5+0,7 3,2+0,5
X
;sf@ 24 5,2+0,04 6,6 +£0,2 49+0,8
2
° 2,2+0,2 3,6+0,2 2,5+0,02
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Nr. ICs in ICs in ICs in
umol/l pmol/l umol/l
MCF-7 MDA-MB- U20S
231
26+0,2 40+0,3 2,8+£0,3
2,0+£0,3 2,7+0,1 1,8 £ 0,04
26+0,2 3,1+£05 2,0+£0,01
1,5%£0,2 2,0£0,05 1,104
3,0£0,3 2,8+0,3 2,3+0,05
3,1+£05 3,8£04 29+0,3
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Nr. ICs in ICs in ICs in
umol/l pmol/l umol/l
MCF-7 MDA-MB- U20S
231
Acetylierung YO 2,8+0,3 3,6+0,2 3,1+£0,5

von 26
O
L

32

Tab. 12: ICso-Werte der Verbindungen 13-32 in umol/l an den Zelllinien MCF-7, MDA-
MB-231 und U20S

Der Ringschluss zum cyclischen Keton (13) fuhrt zu keiner wesentlichen Abnah-
me der Zytotoxizitat, verglichen mit dem Ethanon 1. Das Strukturisomer 14 je-
doch zeigt eine beachtlich geringere Hemmung der Zellproliferation mit
ICso-Werten von 5-7 umol/l (Tab. 12). Betrachtet man allgemein den Einfluss der
Strukturmodifikation im Bereich der Aminkomponente auf die Hemmung der Zell-
proliferation, so scheint die Ethanongruppe, sowie ihre Stellung in Verbindung 1
fur die ausgepragte Zytotoxizitat von Bedeutung zu sein. Auch der Ester 20 mit
seinem doppeltgebundenen Sauerstoff weist eine zu 1 vergleichbare Zytotoxizitat
auf. Hingegen kommt es bei der Saure 21 zu einer beachtlichen Abnahme bis hin
zum Verlust der Zytotoxizitat. Man kdnnte vermuten, dass infolge der Deprotonie-
rung und Delokalisierung im Carboxylatanion der doppeltgebundene Sauerstoff

nicht in ausreichendem MalRe zur Verfiigung steht.
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Abb. 54: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1, 13, 14, 20 und 21 an
MCE-7 Zellen

Im Folgenden sollen die Verbindungen 15-19 naher betrachtet werden. Hier
kommt es zu einer Abnahme der Zytotoxizitat in der Reihenfolge 19, 16, 15 und
17. Wahrend Verbindung 19 mit dem Cyanomethylrest und der primare Alkohol
16 vergleichbare ICso-Werte von 1-2 ymol/l aufweisen, zeigt der sekundare Alko-
hol 15 eine geringere Zytotoxizitat. Bei Verbindung 17 mit der terminalen Ethyl-
gruppe kommt es zu einer ausgepragten Abnahme der Zytotoxizitat mit
ICso-Werten von 10-15 umol/l (Tab. 12). Interessant ist, dass Verbindung 18, die
sich von 17 nur durch das Fehlen des Broms unterscheidet, eine wesentlich star-
kere Zytotoxizitat als 17 aufweist (ICso-Werte zwischen 1 und 2 ymol/l), s. Abb.
55.
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Abb. 55: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 15-19 an MCF-7 Zellen
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Bei den Verbindungen 22-24 nimmt die Hemmung der Zellproliferation von der
Methoxy- (22) Uber die Hydroxyverbindung (23) bis zur Verbindung 24, dem se-
lektiven GPR30 Antagonisten G15, mit freier p-Position, ab (Tab. 12).

Verandert man die Stellung der Ethanongruppe in Verbindung 1 von Position 8
auf 9 (25), verringert sich die Zytotoxizitat, wie oben bereits erwahnt. Die
ICso-Werte steigen von 0,4-0,5 ymol/l auf 2-4 ymol/l an. Ob statt der Ethanongru-
ppe ein primarer Alkohol (26/27), ein Trifuoressigester- (28/29) oder ein Essig-
saureesterrest (30/31) an Position 9 sitzt, hat keinen weiteren Einfluss auf die
Zytotoxizitat. Das gleiche gilt, wenn der entsprechende Rest an Position 7 hangt
(Tab. 12).
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41.3.4 Zytotoxizitat der Verbindungen in Anlehnung an Estron

(0]

33-40
R, R, Nr. IC50 in pumol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i
MCF-7 MDA-MB-231 U20S

OCHs; H 33 7,0+£1,3 10,3+£0,5 10,8 £ 3,1

OH H 34 47+0,8 6,8+0,2 5,8+0,6
OCHs; 2-F 35 8,9+0,6 15,2+1,3 15,1+2,8
OCHs; 2-F, 6-F 36 10,2+ 2,1 15,6 +1,8 13,4 +1,7
OCHs; 2-Cl 37 8,7+ 0,04 11,6 +£0,3 97+14
OCH; 2-CI, 6-CI 38 8,4+0,6 10,5+ 1,5 9,5+0,5

OH 2-F 39 94+0,5 7,8 0,04 7,2+0,6

OH 2-Cl 40 8,4+1 11,5+1,3 11,7 £ 3,5

Tab. 13: ICso-Werte der Verbindungen 33-40 in umol/l an den Zelllinien MCF-7, MDA-
MB-231 und U20S

Ersetzt man den Brompiperonylrest in Verbindung 1 durch einen p-Methoxy- oder

p-Hydroxyphenylrest, so verringert sich die Zytotoxizitat auf etwa ein zehntel bis

ein zwanzigstel (34, 33). Abb. 56 zeigt die Konzentrations-Wirkungskurven der

Verbindungen 33 und 34 im Vergleich zu 1 exemplarisch fur MCF-7 Zellen.
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Abb. 56: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 1, 33 und 34 an MCF-7 Zel-
len

Durch die Einfuhrung von Fluor- oder Chlorsubstituenten kommt es zu einer ge-
ringfigigen Abnahme der zytotoxischen Eigenschaften im Vergleich zu den ent-
sprechenden halogenfreien Methoxy- oder Hydroxyverbindungen (Tab. 13). Kei-
nen Unterschied macht es, ob ein oder zwei Halogensubstituenten eingefihrt
werden. Die ICso-Werte liegen zwischen 8 und 16 ymol/l. Im Falle der Chlorver-
bindungen zeigt sich zwischen Hydroxy- und Methoxyverbindung kein Unter-
schied in der Zytotoxizitat. Hingegen weisen sonst die Hydroxyverbindungen eine
geringflgig starkere Zytotoxizitat auf als ihre Methoxyvorlaufer. 34 ist toxischer

als 33 und 39 ist toxischer als 35 (Tab. 13).
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41.3.5 Zytotoxizitat der Verbindungen in Anlehnung an Estradiol

Iz

Ry

41-50
R, R, Nr. IC50 in pumol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i
MCF-7 MDA-MB-231 U20S

OCHj3; H 41 14,1+2,5 13,7+1,3 11 +1

OH H 42 > 20 > 20 13 +£0,08
OCHj3; 2-F 43 14,5+04 > 20 > 20
OCHj3; 2-F, 6-F 44 > 20 > 20 > 20
OCHs; 2-Cl 45 95+04 > 20 > 20
OCH; 2-CI, 6-CI 46 99+44 > 20 19,3+£3,3

OH 2-F 47 17,5+ 2,1 > 20 > 20

OH 2-F, 6-F 48 122 +1,1 18,2+0,4 13,3+ 1,6

OH 2-Cl 49 9,7+0,5 17,3+ 0,6 129+1,5

OH 2-Cl, 6-ClI 50 7,1+11 45+0,3 8,6 0,6

Tab. 14: ICso-Werte der Verbindungen 41-50 in umol/l an den Zelllinien MCF-7, MDA-
MB-231 und U20S
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Die Verbindungen 41-50 zeigen im Vergleich zur Leitstruktur G1 (1) eine stark
verminderte Hemmung der Zellproliferation und z.T. auch gar keine. Interessant
ist, dass die Einfuhrung von Halogensubstituenten im Falle der Methoxyverbin-
dungen zu einer selektiven Zytotoxizitat gegentber den MCF-7 Zellen fuhrt. Eine
Ausnahme ist die Difluorverbindung 44, die an keiner der Zelllinien zytotoxische
Effekte aufweist. Ihre Hydroxyverbindung 48 hingegen zeigt an allen drei Zellli-
nien Zytotoxizitat. Die 1Cso-Werte liegen zwischen 12 und 18 pmol/l (Tab. 14).

Bei den Monofluorverbindungen zeigt die Hydroxverbindung 47 eine im Vergleich
zu der Methoxyverbindung (43) geringere Zytotoxizitat an MCF-7 Zellen mit ei-
nem ICso-Wert von 17,5 pmol/l.

Bei den chlorsubstituierten Methoxyverbindungen (45 und 46) wird beim Uber-
gang zu den Hydroxyderivaten (49 und 50) die Selektivitat aufgehoben. 49 und
50 zeigen an allen drei Zelllinien zytotoxische Eigenschaften, wobei die Dich-
lorhydroxyverbindung (50) die starkeren aufweist. Hier liegen die 1Cs-Werte zwi-
schen 5 und 9 pmol/l (Tab. 14).
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4.1.3.6 Einfluss der Amin- und Aldehydkomponente

Im Hinblick auf die Verbindungen, die in Anlehnung an Estradiol synthetisiert
wurden, sollte jetzt auch der Einfluss anderer Heteroatome in den terminalen
funktionellen Gruppen untersucht werden. Verbindung 51 besitzt statt der beiden
endstandigen Methoxygruppen (41) eine Methoxygruppe und einen Thiomethyl-
rest. Bei Verbindung 54 ist im Vergleich zu 42 eine phenolische OH-Gruppe
durch eine NH,-Gruppe ersetzt. Die direkten Vorstufen 52 und 53 wurden eben-

falls auf ihr zytotoxisches Verhalten untersucht. Die ICso-Werte sind der Tab. 15

() .

zu entnehmen.

Iz

Ry

51-54
R, R, Nr. IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i IC50 in pymol/i
MCF-7 MDA-MB-231 U20S
SCH; OCH; 51 8,8+1,8 2,6 £0,3 47 +0,6
NO, OCH; 52 > 20 > 20 > 20
NH, OCH; 53 > 20 16,1 +1,6 172+1,2
NH- OH 54 9,3+0,6 > 20 > 20

Tab. 15: ICso-Werte der Verbindungen 51-54 in umol/l an den Zelllinien MCF-7, MDA-
MB-231 und U20S

Verbindung 51 mit dem Thiomethylrest zeigt im Vergleich zu 41 (Methoxyrest),
s. Tab. 14, eine starkere Zytotoxizitat mit ICso-Werten zwischen 3 und 9 umol/l fir
die verschiedenen Zelllinien. Dennoch ist die Hemmung der Zellproliferation im

Vergleich zu G1 (1) stark vermindert.
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Betrachtet man die Verbindungen 52-54, so ist es interessant, dass Verbindung
54 eine selektive Zytotoxizitat an MCF-7 aufweist, wahrend die beiden Vorstufen
52 und 53 an allen Zelllinien wenig bis gar keine zytotoxischen Effekte besitzen,

s. Abb. 57.
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Abb. 57: Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindungen 52, 53 und 54 an MCF-7
Zellen

41.3.7 Zytotoxizitat der dimeren Verbindung

Die dimere Verbindung 55 (Abb. 11) zeigt an keiner der getesteten Zelllinien zy-
totoxische Eigenschaften. Dieses Verhalten kdnnte aber auch auf die schlechte

Ldslichkeit dieser Verbindung zuriickzufihren sein.
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4.2 Estrogenitatsuntersuchungen

4.2.1 Das verwendete Testsystem

Der Luciferase-Assay zur Bestimmung der Estrogenitat und Antiestrogenitat er-
folgte nach einer im Arbeitskreis um Prof. Gust etablierten, modifizierten Methode
(Schafer, Wellner et al. 2011). Bei dem Luciferase-Assay handelt es sich um ei-
nen in vitro Transaktivierungsassay auf zellularer Basis. Solche zellbasierten
Tests kommen den in vivo Bedingungen naher als Kompetitionsexperimente am
isolierten Rezeptor, da auch endokrine Eigenschaften erfasst werden kdnnen.
FUr den Transaktivierungsassay werden U20S Zellen, die endogen keine ER
enthalten, transient mit einem Rezeptor- und einem Reporterplasmid transfiziert.
Das Rezeptorplasmid enthalt jeweils das Gen flr einen ER-Subtyp und das Re-
portergen, isoliert aus dem nordamerikanischen Leuchtkafer (Photinus pyralis),
kodiert fir das Enzym Luciferase. Bindet eine Substanz an den ER, so kommt es
zur Dimerisierung und Bindung der Ligand/ER-Dimere an “estrogen responsive
elements” (EREs), was zu deren Aktivierung fuhrt. Daraus wiederum resultiert die
Bildung von Luciferase, deren Aktivitat mit einem entsprechenden Substrat (Luci-
ferin) quantifiziert wird. Die gebildete Enzymmenge korreliert mit der estrogenen

Potenz der Untersuchungssubstanz (Biberger and von Angerer 1998).

Das Substrat Luciferin wird durch die gebildete Luciferase unter Emission von
Fluoreszenzlicht zu Oxyluciferin gespalten, s. Abb. 58 (de Wet, Wood et al.
1987).

Mg2*
Luciferase + Luciferin + ATP <«—> Luciferase * Luciferyl-AMP + PP,

Luciferase « Luciferyl-AMP + O, — Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hy

Abb. 58: Chemolumineszenz-Reaktion katalysiert durch Luciferase nach de Wet (de Wet,
Wood et al. 1987)

Unmittelbar nach Zugabe des Luciferins setzt die Lumineszenz ein und klingt
innerhalb von wenigen Minuten wieder ab (de Wet, Wood et al. 1987). Der Wel-

lenldngenbereich des emittierten Lichts erstreckt sich von 490 bis 630 nm. Die
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Messung erfolgt mit einem Luminometer Gber einen Zeitraum von 10 s bei einem

Wellenlangenbereich von 390 bis 520 nm in RLU (relative light units).

4.2.2 Testergebnisse

Mit Hilfe des Transaktivierungsassays werden Konzentrations-Wirkungs-Kurven
ermittelt, aus denen der Estrogenitatswert ECs, als Wendepunkt einer sigmoiden
Kurve abgelesen werden kann. ECs ist die Konzentration, bei der ein halbmaxi-
maler Effekt erzielt wird. FlUr die Testung auf agonistische Eigenschaften werden
die Zellen, nach erfolgter Transfektion, mit verschiedenen Konzentrationen
(10°-10® M bzw. 10°-10™"" M) der Substanz inkubiert und anschlieRend die sub-
stanzbedingte Luciferaseexpression bestimmt. Zur Untersuchung der antiestro-
genen Eigenschaften werden die Zellen, ebenfalls nach erfolgter Transfektion,
mit verschiedenen Konzentrationen (s.o.) der Verbindung und einer konstanten
Konzentration an E2 inkubiert. Hier wird die substanzbedingte reduzierte Luci-

feraseexpression bestimmt.

Als Negativkontrolle werden die Zellen mit Medium, das 0,1 % Ldsungsmittel
(DMSO) enthalt, inkubiert. Als Positivkontrolle wird E2 in den Konzentrationen
10%-10"" M eingesetzt. Bei der ermittelten sigmoiden Kurve des E2 wird der
Wert des Plateaus als 100 % Aktivierung gesetzt. Die intrinsische Aktivitat (IA)

der getesteten Verbindungen wird in Bezug auf diesen E2-Wert ermittelt.
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Abb. 59: Beispiel einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve von E2
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Der ECs-Wert kann, wie bereits erwahnt, als Wendepunkt der Kurve berechnet
werden. Er liegt fur E2 im Falle der Aktivierung von ERa bei 0,004 nmol/l und fir
ERP bei 0,01 nmol/l.

Bei den getesteten Verbindungen konnte in den meisten Fallen kein Plateau er-
reicht und somit keine sigmoidale Kurve zur Berechnung des Wendpunkts erhal-
ten werden. Der ECso-Wert wurde in diesen Fallen, wenn mdglich, als Konzentra-
tion abgelesen, bei der die intrinsische Aktivitdt 50 % betragt. Die intrinsische

Aktivitat ist im Folgenden bei einer Konzentration von 10 mol/l angegeben.

4.2.21 Verbindungen in Anlehnung an Estron

(0]

R, R, Verbin- ERa ERB

dung ECso [NnM] 1A [%] ECs [NM] 1A [%]

OCHgs H 33 - - - -
OH H 34 2700 83+ 10 1200 106 £5
OH 2-F 39 - 710 - 703
OH 2-Cl 40 800 88+ 10 - -

Tab. 16: IA der Verbindungen 33, 34, 39 und 40

Wahrend Verbindung 33 keine Estrogenitat aufweist, zeigt 34 mit freier phenoli-
scher OH-Gruppe an ERa und ERp eine Transaktivierung (Tab. 16). Durch Ein-
fuhrung eines Fluorsubstituenten (39) wird die estrogene Wirkung herabgesetzt,

die intrinsische Aktivitat liegt nur noch bei etwa 70 %. Verbindung 40 zeigt eine
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selektive Estrogenitat an ERa mit einer intrinsischen Aktivitat von 88 % und einer
ECso von 800 nM.

4.2.2.2 Verbindungen in Anlehnung an Estradiol

/

R, R, Verbin- ERa ERB

dung ECso [NnM] 1A [%] ECs [NM] 1A [%]

OCH, H 41 - - - -
OH H 42 13 90+05 49 8684
OH 2-F 47 1200 108+14 110 84+ 11
OH 2-F, 6-F 48 150 83 %7 922 9711
OH 2-Cl 49 - 45+5 180  72%7
OH  2-Cl, 6-Cl 50 101 62+ 11 35 58 + 9

Tab. 17: ECso-Werte und IA der Verbindungen 41, 42, 47, 48, 49 und 50

Auch bei den Verbindungen in Anlehnung an Estradiol zeigt die Vorstufe 41 keine
estrogene Wirkung. Hingegen weist Verbindung 42 mit den freien phenolischen
OH-Gruppen, mit einer intrinsischen Aktivitdt von etwa 90 %, Estrogenitat auf.
Die ECs liegt fur ERa bei 13 nmol/l und fiur ERB bei 49 nmol/l. Es besteht hier
also ein Vorzug fir ERa (Abb. 60 und Abb. 61).
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Abb. 60: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von E2 und 42 an ERa
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Abb. 61: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von E2 und 42 an ERf

Die EinfUihrung von einem bzw. zwei Fluorsubstituenten (47 bzw. 48) flhrt zu
keiner wesentlichen Veranderung der intrinsischen Aktivitat. Die Transaktivierung
liegt zwischen 80 und 100 % (Tab. 17). Dennoch ist ersichtlich, dass es zu einer
starken Abnahme der estrogenen Potenz kommt, die ECso liegt mit Werten bei
1200 nmol/l (Monofluorverbindung) und 150 nmol/l (Difluorverbindung) fur ERa
deutlich héher. Auch die Einfihrung von Chlorsubstituenten (49 und 50) fuhrt zu
einer Abnahme der estrogenen Potenz an ERa mit intrinsischen Aktivitaten zwi-
schen 45 und 60 %. Die Dichlorverbindung (50) zeigt aber an ERB eine minimal
hdhere Estrogenitat als 42 mit einer ECso von 35 nmol/l. Die intrinsische Aktivitat

bei 10 mol/l liegt hier nur bei 58 %, wahrend die bei einer Konzentration von
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10 mol/l iiber 90 % betragt. Hierfiir ist vermutlich die starke Zytotoxizitat verant-

wortlich.

4.2.2.3 Verbindungen mit Variation der Aldehyd- und

() .

Aminkomponente

Iz

R

R, R, Verbin- ERa ERB

dung ECso [nM] 1A [%] ECs [NM] 1A [%]

NO, OCHgs 52 - - - -
NH, OCHgs 53 - 68 + 3,5 - 43 +3,8
NH, OH 54 2200 95+1,2 1800 106 +9,8

Tab. 18: IA der Verbindungen 52, 53 und 54

Die Vorstufe 52 mit einer Nitro- und einer Methoxygruppe als terminale Gruppen
weist keine estrogenen Eigenschaften auf. Verbindung 53 mit dem primaren
aromatischen Amin zeigt eine relativ geringe Estrogenitat mit einer Transaktivie-
rung von 68 £ 3,5 % an ERa. Verbindung 54 mit OH und NH; als polare terminale
Gruppen hingegen zeigt ausgepragte estrogene Eigenschaften mit einer intrinsi-
schen Aktivitat von 95 £ 1,2 % an ERa und 106 £ 9,8 % an ERP. Die ECso-Werte
liegen bei 1800 nM fir ERB und bei 2200 nM fir ERa.
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4.2.2.4 Verbindungen mit selektiver Zytotoxizitat an MCF-7 Zellen

NC

12

Wenige Verbindungen zeigten bei den zytotoxischen Untersuchungen Selektivitat
gegenuber MCF-7 Zellen. Zu diesen gehéren die Verbindungen 8 und 12. Auf-
grund dieses Verhaltens sollten sie beispielhaft auf ihre estrogenen Eigenschaf-
ten untersucht werden, um zu kléren, ob die Zytotoxizitat mit der Estrogenitat im
Zusammenhang steht. Keine der beiden Verbindungen zeigte estrogene Wir-
kung. In diesem Fall kann die Zytotoxizitat nicht mit einer Interaktion der Verbin-

dungen mit den intrazellularen Estrogenrezeptoren erklart werden.

4.2.2.5 Antiestrogenitat

Keine der auf Estrogenitat und Antiestrogenitat untersuchten Verbindungen zeig-

te antiestrogenes Verhalten.
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5 Fluoreszenzuntersuchungen

Mit dem Hintergrund, die Zellaufnahme der synthetisierten Verbindungen eventu-
ell mittels Fluoreszenz nachzuweisen, wurden von einigen Substanzen Fluores-
zenzspektren aufgenommen. Dazu wurden von den entsprechenden Verbindun-
gen Verdiinnungsreihen in Methanol hergestellt (10“-10° mol/l) und diese
anschlieBend fluorimetrisch vermessen. Zunachst wurden 3D-Spektren aufge-
nommen um die Anregungswellenldangen der Emissionsmaxima zu bestimmen.
Abb. 62 zeigt exemplarisch das 3D-Spektrum der Verbindung 1 (G1). Bei einer
Anregungswellenldange von 334 nm ist ein Emissionsmaximum bei 410 nm zu

erkennen.

500

EX
(nm)

300 EM{nm) 600

Abb. 62: 3D-Fluoreszenzspektrum der Verbindung 1 in Methanol bei einer Konzentration
von 10 uM, EX: Exzitationswellenldnge in nm, EM: Emissionswellenldange in nm

Fir die Aufnahme des 2D-Fluoreszenzspektrums wurde in diesem Fall bei

334 nm eingestrahlt.
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Abb. 63: Emissionsspektrum der Verbindungen 1 (10 yM), 8 (10 uM) und 12 (10 yM) in
Methanol

Die Exzitations- und Emissionswellenlangen sind der Tab. 19 zu entnehmen.

Verbindung Konzentration Exzitation Emission relative
[MM] [nm] [nm] Intensitat
1 10 334 410 1379
8 10 334 407 1193
12 10 337 393 809

Tab. 19: Exzitations- und Emissionsmaxima der Verbindungen 1, 8 und 12 in Methanol

Die Emissionen der Verbindungen liegen zwischen 393 und 410 nm. Fir die Un-
tersuchung der Zellaufnahme ware es wichtig, dass die Emissionsmaxima deut-
lich im langer welligen Bereich (>400 nm) liegen, damit eine bessere Abgrenzung
gegen die Hintergrundfluoreszenz erreicht wird. Die Emission der Zellen und Pro-
teine mit Tyrosin- und Tryptophanresten liegt zwar unter 400 nm (Tyrosin:
Aem = 303 nm, Tryptophan: Agm = 348 nm), jedoch kann es durch Bandenverbrei-

terung zu Uberlagerungen kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine weiteren Untersuchungen hinsichtlich der
Zellaufnahme vorgenommen, da die Lage der Emissionsmaxima um 400 nm

problematisch ist. AuRerdem stellt die ausgepragte Zytotoxizitat der synthetisier-
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ten Verbindungen ein Hindernis dar, da wahrend der Untersuchung die Zahl der

lebenden Zellen zu stark abnimmt.
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6 Diskussion und Ausblick

Mit der Entdeckung des ersten GPR30 spezifischen Agonisten G1 wurde ein

neuer Meilenstein in der Geschichte der Tumorforschung gesetzt.

Weitere Verbindungen zu entwickeln, die ebenfalls selektiv als Agonist oder An-
tagonist an den GPR30 binden, ist von groliem Interesse fir die zuklnftige For-
schung auf dem Gebiet von Tumorentstehung und —progression, sowie der Diag-

nose und Therapie auch anderer hormonell bedingter Erkrankungen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 54 Verbindungen synthetisiert, die
sich strukturell von dem ersten selektiven GPR30 Agonisten G1 ableiten. Das
Grundgertst des G1 ist ein Tetrahydrocyclopentachinolin. Die Strukturvarianten
wurden, analog zu G1, in einer Dreikomponenten-Aza-Diels-Alder Reaktion mit
inversem Elektronenbedarf synthetisiert. Bei dieser Synthese entsteht entspre-
chend der Alderschen-endo-Regel (s. Einleitung unter 1.1.2.3.2) hauptsachlich

das entsprechende thermodynamisch instabilere endo-Addukt.

6.1 Endo-exo Selektivitat

Interessant war, dass in einigen Fallen ein Gemisch aus etwa gleichen Teilen der
endo- und exo-Form entstand und teilweise sogar ausschliel3lich die reine exo-
Form isoliert wurde. Es konnte in diesen Féllen zundchst kein Zusammenhang
zwischen der angewendeten Synthesemethode und der Entstehung der exo-
Form gefunden werden. Es stellte sich die Frage, ob die Entstehung der exo-

Form moglicherweise strukturellen Ursprungs ist.

Bei dem Einsatz von Dihydropyran als Dienophil entstand Uberwiegend die exo-
Verbindung. Die Bildung des thermodynamisch stabileren Produkts I&sst vermu-
ten, dass in diesem Fall anstatt der konzertiert verlaufenden Diels-Alder-Reaktion
ein stufenweiser Cyclisierungsprozess ablauft. Ahnliches wurde bei der Verwen-
dung von Furan als Dienophil von Burai et al. berichtet (Burai, Ramesh et al.

2010). Die Autoren konnten ein Abfangprodukt der Zwischenstufe isolieren.

In einem Fall konnten endo und exo Diastereomer (11 und 12) getrennt kristallin
erhalten werden und durch Réntgenstrukturanalyse und NOE Differenzspektro-

skopie strukturell eindeutig zugeordnet werden.
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Im Falle der Verbindungen 5 und 41 (Abb. 64), bei denen ausschlieRlich die exo-
Formen isoliert werden konnten, sind am 4-Phenylring keine orthostandigen Sub-
stituenten mit —i-Effekt vorhanden. Die Ubrigen vier Verbindungen der Abb. 64
enthalten am 4-Phenylring orthostéandig entweder Brom, Chlor, Fluor oder Difluor
als Substituenten. Sie alle bilden unter den gleichen Reaktionsbedingungen nur

die endo-Produkte.

EXO-FORMEN ENDO-FORMEN

Abb. 64: Exo-Formen: jeweils das (3aS,4S,9bR)-Enantiomer abgebildet, endo-Formen:
jeweils das (3aS,4R,9bR)-Enantiomer abgebildet

Als Erklarung fur die so eindeutig zu den endo- bzw. exo-Produkten verlaufenden
Reaktionen kann man den wohl geringen Energieunterschied der Ubergangszu-
stdnde zwischen dem kinetisch und dem thermodynamisch kontrollierten Reakti-
onsverlauf annehmen. Dies zeigt den deutlichen Einfluss schon eines einzelnen

Substituenten auf die energetische Lage des Ubergangszustandes.

Eine Uberraschung boten in diesem Zusammenhang die Verbindungen 38, 46
und 50 (Abb. 65). Sie tragen am 4-Phenylring zwei orthostandige Chlorsubsti-
tuenten. Bei der Synthese dieser Verbindungen wurden ausschlieldlich die exo-

Isomere isoliert. Eine mogliche Erklarung fur dieses Phdnomen kdnnte in diesem
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Fall die sterische Behinderung des endo-Ubergangszustandes infolge der beiden

relativ groRen Chlorsubstituenten sein.

Abb. 65: Exo-Formen der Verbindungen 38, 46 und 50: jeweils das
(3aS,4S,9bR)-Enantiomer abgebildet

Ein weiteres interessantes Ergebnis ist die endo-exo-Isomerisierung unter milden
Bedingungen, die bei der Etherspaltung mit Ethanthiol und AICl; bei den Verbin-
dungen 35 und 37 eintrat (Abb. 66). Hier stellte sich die Frage, ob das AlCl;allein
diese Epimerisierung auslésen kann, mdglicherweise durch den Angriff des AlCI;
am basischen Stickstoff. Eine Testreaktion ohne Ethanthiol, nur mit AICI; fihrte
ebenfalls zu einer Epimerisierung, was die Beteiligung von AICI; belegt. Der ge-
naue Mechanismus, der hier zur endo-exo-Isomerisierung fuhrt, bleibt jedoch
noch ungeklart. Eine Retro-Diels-Alder Reaktion erscheint in diesem Fall eher
unwahrscheinlich, da hierfir die Offnung der Sigmabindung zwischen dem anel-

lierten Cyclopentenring und dem Aromaten nétig ware.

AICl,, EtSH, CH,C,

1. 30 min0 °C
2. 30 min RT

Abb. 66: Epimerisierung bei der Etherspaltung mit Ethanthiol und AICl3, jeweils nur ein
Enantiomer abgebildet
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6.2 Regioselektivitat des Angriffs von Cyclopentadien

an das Azadien

Zu klaren war noch die Frage, warum das Cyclopentadien ausschlieRlich in eine
Richtung orientiert die Cycloaddition eingeht. Die CH>-Gruppe weist in allen Fal-
len zur Seite des 4-Phenylsubstituenten. Betrachtet man Gréf3e und Vorzeichen
der in Wechselwirkung tretenden Atomorbitale, so liefert die Abschatzung der
Orbitalkoeffizienten eine Erklarung fur die Regioselektivitat. Im vorliegenden Fall
liegt ein Azadien vor, dessen Position 2 als Akzeptor fungiert, was am Nachbar-
C-atom zu einer VergrofRerung des Orbitalkoeffizienten fiihrt und insgesamt die
Energie des LUMO erniedrigt (Fleming 1988). Das hier als Dienophil reagierende
Cyclopentadien weist an Position 1 gegenlber Position 2 den gréfieren Koeffi-
zienten auf, sodass die Wechselwirkung mit Position 1 des Azadiens begunstigt
ist. Das HOMO der reagierenden Doppelbindung ist durch die konjugative Wech-
selwirkung mit der zweiten Doppelbindung energetisch erhéht. Somit ist in die-
sem Falle die Reaktion zwischen dem LUMO des Diens und dem HOMO des
Dienophils der energetisch glinstigste Weg. Wie in der folgenden Abbildung ver-
anschaulicht, reagieren die Atomorbitale mit annahernd gleichgroRen Koeffizien-

ten und gleichen Vorzeichen miteinander (s. auch Einleitung 1.1.2.2).

oot

Abb. 67: Orbitalwechselwirkung der Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf

~
~

z +

T
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6.3 Zytotoxizitat

Die neuen Verbindungen, wie auch der G1, wurden auf ihr zytotoxisches Verhal-
ten an verschiedenen Zelllinien untersucht. Sie wurden dazu sowohl an hormon-
abhangigen als auch hormonunabhangigen Brustkrebszellen, sowie an Osteo-
sarkomzellen getestet. Es stellte sich heraus, dass der G1 ausgepragte
zytotoxische Eigenschaften, mit 1Cs-Werten um 0,4-0,5 pmol/l an den unter-
schiedlichen Zelllinien, aufweist. Diese auffallend starke Zytotoxizitat erweist sich
als problematisch fur weitere Untersuchungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
auf zellularer Ebene. Daher sollte nun versucht werden, die Zytotoxizitat durch

maoglichst geringe Strukturveranderungen des Molekils zu verringern.

Der G1 wird aus drei Molekllbausteinen, dem 6-Brompiperonal, dem
4-Aminoacetophenon und Cyclopentadien, aufgebaut. Diese drei Komponenten
wurden durch andere Aldehyde, Amine oder Dienophile ersetzt. Als weiteres Di-
enophil wurde das Dihydropyran verwendet. Dessen Einbau fuhrte zu keiner
nennenswerten Abnahme der Zytotoxizitat im Vergleich zu den entsprechenden
Cyclopentenverbindungen. Betrachtet man hingegen die Aldehydkomponente, so
ist ersichtlich, dass schon geringe Veranderungen, wie das Offnen des Dioxolan-
ringes (4) oder auch das Fehlen des Bromsubstituenten (2) zu einer Abnahme
der Zytotoxizitat gegentber G1 fuhrt (Abb. 68). Bei der Variation der Aminkom-
ponente kommt es zu einer Zytotoxizitdtsabnahme durch Verschiebung der
Ethanongruppe von Position 8 auf 9. Der ebenfalls untersuchte Antagonist G15
(24), bei dem die Ethanongruppe fehlt, weist eine noch geringere Zytotoxizitat

auf.
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" G1(1)
IC5, 0,4-0,5 uM o p

G15 (24)
ICs, 5-7 UM

IC5o 4-7 uM

Abb. 68: Variation der einzelnen Komponenten und ihre Auswirkung auf die Zytotoxizitat

Dies zeigt, dass die Ethanongruppe und auch ihre Position fur die Zytotoxizitat
von besonderer Bedeutung sind. Unterstutzt wird dies dadurch, dass das cycli-
sche Keton (13) und auch der Ester (20) eine mit G1 vergleichbare Zytotoxizitat
aufweisen. Schon die Reduktion zum sekundaren Alkohol (15) hingegen vermin-
dert die Zytotoxizitat (Abb. 69). Auch der primare Alkohol (16) weist geringere
zytotoxische Eigenschaften als G1 auf. Bei Verbindung 17 mit der Ethylgruppe
liegt die ICso nur noch bei 10-15 pM. Interessant ist, dass die Saure 21 so gut wie
keine Zytotoxizitat aufweist. Dass die Deprotonierung und Ladungsdelokalisation

im Carboxylatanion daflir verantwortlich ist, 1asst sich nur vermuten.
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o G1(1)

/ 11650 0.4-0,5 M \ )
¢

Br 21
ICs, >16 UM IC5, 3-4 UM

Br 13
ICs, 0,6-0,8 uM ICs 1-2 uM

"17
IC5o 10-15 M

Abb. 69: Veranderung der Ethanongruppe und ihre Auswirkung auf die Zytotoxizitat

6.4 Verbindungen in Anlehnung an Estron und
Estradiol

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des G1 zu Estron, wurden Verbindungen

sowohl in Anlehnung an Estron als auch an E2 synthetisiert.

Durch Einsatz von p-Hydroxybenzaldehyd anstelle des 6-Brompiperonals konnte
Verbindung 34 erhalten werden. Die Ahnlichkeit dieser Verbindung zu Estron
besteht einerseits in dem p-Hydroxyphenylrest, der an den aromatischen Ring A
des Estrons mit der phenolischen OH-Gruppe erinnert, sowie einem lipophilen
Grundkdrper, der hydrophobe Wechselwirkungen in der Rezeptortasche einge-
hen kann, wie in Kapitel 3.4 beschrieben. Als weitere funktionelle Gruppe findet
man in 34 ebenso wie in Estron eine Ketofunktion (Abb. 70). Wahrend es sich im

Estron um ein cyclisches Keton handelt, steht in 34 die Ethanongruppe an einem
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aromatischen Ring. Die O-O Abstande in den beiden Verbindungen unterschei-
den sich um 1,8 A.

(e
H
42

Abb. 70: Strukturen von Estron und Verbindung 34 sowie von E2 und Verbindung 42

HO’

FUir die Verbindung 42 wurde anstelle des 6-Brompiperonal ebenfalls
p-Hydroxybenzaldehyd und statt 4-Aminoacetophenon p-Aminophenol einge-
setzt. 42 enthalt wie E2 zwei Hydroxygruppen und einen lipophilen Grundkdrper.

Die O-O Abstande unterscheiden sich in diesem Fall nur um 0,9 A.

6.4.1 Untersuchungen der Zytotoxizitat und Estrogenitat

Die Verbindungen 34 und 42 wurden sowohl auf ihre Zytotoxizitat als auch auf
ihre estrogene Potenz getestet. Zusatzlich wurde der Einfluss von Fluor- und
Chlorsubstituenten untersucht. 34 zeigt im Vergleich zu G1 eine viel geringere
Zytotoxizitat mit ICso-Werten zwischen 5-7 pymol/l. Durch Einflhrung eines Fluor-
bzw. eines Chlorsubstituenten wird die antiproliferative Wirkung weiter herabge-
setzt (Abb. 71). Die Estrogenitat nimmt ebenfalls durch die Einfuhrung von Halo-
gensubstituenten ab. Wahrend 34 noch eine intrinsische Aktivitat von etwa 80 %
an ERa und etwa 100 % an ERp zeigt, weist 39 an beiden Rezeptoren nur noch
eine von etwa 70 % auf. Durch die Einfihrung eines Chlorsubstituenten geht die

ERB Aktivierung vollstandig verloren. Es liegt hier eine selektive ERa Affinitat vor.
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HO Cl 40
IC5o 5-7 M IC5, 7-9 UM IC5, 8-12 M
ERa: IA[%] 83 £ 10 ERa: IA[%] 71 £ 0 ERa: IA[%] 88 + 10
ERB: IA[%] 106 £ 5 ERB: IA[%] 70 % 3 ERB: IA[%] -

Abb. 71: Verbindungen in Anlehnung an Estron mit ICsp-Werten und intrinsischer Aktivitat
an ERa und ERf

Bei den Verbindungen in Anlehnung an Estradiol hat die Einfihrung von Flu-
orsubstituenten kaum Einfluss auf die Zytotoxizitat. Chlorsubstituenten hingegen
erhdhen die Zytotoxizitat. Die Estrogenitat ist bei den Chlorverbindungen geringer

als die der fluor- und unsubstituierten Verbindungen (Abb. 72).

IC5, 18- >20 uM ICs 10-17 UM
é ERa: IA[%] 108 £ 14 ERa: IA[%] 45 % 5
O oH ERB: 1A[%] 84 11 ERB: IA[%] 72 7

42

ICs, 13- >20 UM
ERa: I1A[%] 90 £ 0,5
ERB: IA[%] 86 8,4

HO' Cl 50
IC5, 12-18 uM IC5, 5-9 uM
ERa: IA[%)] 83 * 7 ERa: IA[%] 62 * 11
ERB: IA[%] 97 * 11 ERB: IA[%] 58 + 9

Abb. 72: Verbindungen in Anlehnung an Estradiol mit ICso-Werten und intrinsischer Akti-
vitat an ERa und ERf
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6.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit bleiben einige Fragen auf der chemischen wie auch
auf der pharmakologischen Seite noch ungeklart, was Anregung zu weiterer For-
schung auf diesem Gebiet gibt. Zum einen kénnte man versuchen die endo-exo
Selektivitdt der Synthese mittels Temperaturverschiebung in die gewlnschte
Richtung zu drangen, sodass sie nicht kinetisch kontrolliert, sondern thermody-
namisch kontrolliert ablauft. Im Hinblick auf die Zytotoxizitat, ware es interessant
zu untersuchen, welches zytotoxische Verhalten die synthetisierten Verbindun-
gen auf gesunde menschliche Zellen, ,Nichtkrebszellen* ausiben. Zeigt der G1

auch an gesunden Zellen diese ausgepragte Zytotoxizitat?

Ziel dieser Arbeit war, neue GPR30 Agonisten bzw. Antagonisten zu entwickeln,
sie auf ihr zytotoxisches Verhalten gegeniber verschiedenen Krebszellen und
auf ihre Affinitdt zum GPR30 zu untersuchen. Aufgrund der Tatsache, dass mo-
mentan noch kein etabliertes Testsystem zur Verfligung steht, bleibt die Aufgabe,

die Bindung der synthetisierten Substanzen an den GPR30 zu untersuchen.
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7 Zusammenfassung

Die Entdeckung des ersten selektiven GPR30 Agonisten G1 lieferte die Anre-
gung fur weitere Forschung auf dem Gebiet der Estrogene und ihrer Rezeptoren.
Mit der Entwicklung neuer Verbindungen, die ebenfalls selektiv an den GPR30
binden, diesen aktivieren oder auch blockieren, wird die Grundlage geschaffen,
die Rolle dieses Rezeptors in vivo besser zu verstehen, sowie seinen Einfluss auf

das Tumorgeschehen weiter aufzuklaren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen zahireiche neue Verbindun-
gen zu synthetisieren, die sich strukturell vom G1 ableiten. Dessen Grundgerust,
ein Tetrahydrocyclopentachinolin, lasst sich in einer Dreikomponenten-Diels-
Alder Reaktion mit inversem Elektronenbedarf herstellen. Der G1 wird aus fol-
genden drei Molekllbausteinen synthetisiert: 6-Brompiperonal,
4-Aminoacetophenon und Cyclopentadien als Dienophil. Die durch Variation die-
ser drei Komponenten erhaltenen neuen Verbindungen wurden spektroskopisch
und klassisch analytisch strukturell identifiziert. Anschlielend erfolgte die Unter-
suchung ihres zytotoxischen Verhaltens im Vergleich zu G1. Getestet wurde an
hormonabhangigen MCF-7- und hormonunabhangigen MDA-MB-231 Zellen, so-
wie an der Osteosarkomzelllinie U20S. Es stellte sich heraus, dass der G1 an
allen drei Zelllinien ausgepragte zytotoxische Eigenschaften aufweist. Untersu-
chungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung auf zelluldrer Ebene kénnten daher
Probleme bereiten. Aufgrund dessen wurde versucht, durch méglichst geringe
Strukturveranderungen des Moleklls, die Zytotoxizitat zu mindern. Gelungen ist
dies u.a. durch Offnung des Dioxolanringes, sowie durch Entfernung des
Bromsubstituenten im G1, als auch durch Entfernung der Ethanongruppe, was
zum ersten schon bekannten selektiven GPR30 Antagonisten G15 flhrt. In die-
sen Fallen ist die Zytotoxizitat schon auf ein zehntel bis ein zwanzigstel verrin-

gert.

Die Strukturahnlichkeit des G1 zu Estron fiihrte zu der Uberlegung Verbindungen
sowohl in Anlehnung an Estron als auch an Estradiol zu synthetisieren. Die auf
dieser Grundlage synthetisierten neuen Substanzen wurden anschliefend auf

ihre Zytotoxizitdt und zusétzlich auf ihre estrogene Potenz an ERa und ERpB un-
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tersucht. Hierfir wurde ein im Arbeitskreis um Prof. Gust bereits etablierter
Transaktivierungsassay verwendet. Die Estrogenitat wird hierbei in Form einer
Luciferaseaktivierung bestimmt. Die estron- und estradioldhnlichen Verbindungen
zeigten im Vergleich zu G1 sehr viel geringere zytotoxische Eigenschaften und
zusatzlich eine Affinitat zu den intrazellularen Rezeptoren ERa und ERB mit intri-
sischen Aktivitaten zwischen 58 und 108 % verglichen mit Estradiol (IA = 100 %).
In den meisten Fallen fUhrte eine Halogensubstitution zu einer Abnahme der est-

rogenen Potenz.

Da momentan noch kein GPR30 Testsystem zur Verfligung steht, konnten die
neuen Verbindungen noch nicht auf ihre Affinitdt zum GPR30 untersucht werden.

Dies bietet einen Ansatzpunkt fur weiterfUhrende Forschung auf diesem Gebiet.
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8 Summary

The discovery of the first GPR30 agonist G1 motivates for further research on
estrogens and their receptors. New compounds which selectively bind to GPR30
either as agonists or antagonists would help to characterize the in vivo function of

this receptor and clarify his contribution on tumor formation and progression.

Within this work several new compounds, structurally related to G1, were synthe-
sized. Its scaffold, a cyclopentatetrahydrochinoline, is obtained in a three compo-
nent Diels-Alder-reaction with inverse electron demand. To get G1,
6-bromopiperonal was reacted with 4-aminoacetophenon and cyclopentadien as
dienophil. Variation of these components led to numerous new compounds which
were spectroscopically characterized especially by NMR spectroscopy with its
two-dimensional technics NOE and COSY. Their cytotoxic effects were investi-
gated on hormone-dependent MCF-7 cells, hormone-independent MDA-MB-231
cells and the sarcoma cell line U20S. Interestingly, G1 showed high growth inhib-
itory properties in all three cell lines, which we tried to reduce by structural modi-
fications. Thus opening of the dioxolanring, removing of the bromine substituent
or removing the ethanon group led to compounds with 10 to 20 fold less antipro-

liferative potency which allow the determination with GPR 30 in cellular systems.

The structural relation of G1 to estron induced us to design compounds with simi-
larity to steroidal estrogens. These novel compounds were tested for cytotoxic
effects as well as estrogenic potency on ERa and ERf in an established lucifer-
ase transactivation assay. All these compounds, structurally related to estron and
estradiol, showed less cytotoxicity than G1 and affinity for the intracellular estro-
gen receptors ERa and ERB. The intrinsic activities ranged between 58 and
108 % compared to estradiol. In most cases a halogen substitution led to a de-

creased estrogenicity.

To complete this structure activity study it is necessary to study the interaction of
G1 analogues to GPR 30. These investigations are in progress and will give more

insight into the mode of action.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Synthetischer und analytischer Teil

9.1.1 Allgemeine Angaben

Chemikalien und verwendete Gerate

Chemikalien und Losungsmittel:

Die fur die Synthesen und Analytik verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel
wurden von den Firmen Acros Organics, Sigma Aldrich und Alfa Aesar bezogen.
Diinnschichtchromatographie:

Fir die Dunnschichtchromatographie wurden Kieselgel-60-Fzs4 Folien von der
Firma Merck und ein UV-Betrachter von Benda, Wiesloch verwendet.
Saulenchromatographie:

Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel mit einer Korngrélze von
0,063-0,100 mm und fur die Flashchromatographie mit einer KorngréRe von

0,040-0,063 mm von den Firmen Merck und Grace Davison GmbH eingesetzt.
Rotationschromatographie:

Es wurde Kieselgel 60 von der Firma Merck und ein Chromatotron 7924 T (Harri-
son Research) verwendet.

Schmelzpunkte:

Die Schmelzpunkte wurden mit einer Bichi Schmelzpunktapparatur B-545 be-
stimmt. Sie sind unkorrigiert.

Kernresonanzspektroskopie:

Die Aufnahme der 'H-NMR-Spektren erfolgte mit einem Avance/DPX 400 der
Bruker Analytische Messtechnik GmbH bei 400 MHz. Die chemischen Verschie-
bungen (®) sind relativ zu dem internen Standard Tetramethylsilan in ppm ange-

geben. Das jeweils verwendete Losungsmittel ist angegeben. Es gelten folgende
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Abklrzungen: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett,
g = Quartett, dg = Dublett vom Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett, br = breite

Bandenform, J = Betrag der Kopplungskonstante.

Massenspektroskopie:

Die Elektronenstollionisations-Massenspektren (EI-MS) wurden mit einem
CH-7A-Varian MAT bei 70 eV aufgenommen. Die jeweiligen Verdampfungstem-

peraturen, sowie die relativen Signallagen und -intensitaten sind angegeben.

Elementaranalyse:

Die Elementaranalysen wurden mit einem Vario EL (Elementar Hanau) durchge-
fuhrt.

9.1.2 Synthesevorschriften und analytische Daten
9.1.2.1 Variation der Aldehydkomponente

9.1.2.1.1 Allgemeine Vorschrift zur Synthese der

Tetrahydrocyclopentachinolinderivate

5 mmol des entsprechenden Amins werden in 5 ml Acetonitril geldst und mit
5 mmol Trifluoressigsaure versetzt. Nach 5 mindtigem Ruhren bei Raumtempera-
tur werden 5 mmol des gewtnschten Aldehyds, geldst in 5 ml Acetonitril, zuge-
geben und weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend werden
5 mmol frisch destilliertes Cyclopentadien zugefigt. Das Gemisch wird
2-4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und die Reaktion mittels DC Uber-
wacht. Nach Beendigung der Reaktion wird das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der Saulenchromatographie und
Umkristallisation gereinigt. Das verwendete Flielimittelgemisch ist jeweils ange-

geben.

9.1.2.1.2 Allgemeine Vorschrift zur Synthese mit

Scandium(lll)trifluormethansulfonat (Scandiumtriflat)

5 mmol des entsprechenden Aldehyds werden mit 5 mmol des einzusetzenden

Amins und 25 mmol frisch destilliertes Cyclopentadien in 10 ml absolutem Aceto-
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nitril gelést. AnschlieRend werden 0,5 mmol Scandiumtriflat, gelést in 5 ml abso-
lutem Acetonitril, hinzugeflgt. Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt und mittels DC Uberwacht. Nach vollstandiger Umsetzung der
Edukte wird am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingedampft und das Pro-
dukt erst sdulenchromatographisch isoliert und anschliefend durch Umkristallisa-

tion gereinigt.

1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1)

Aus 20 mmol (2,7 g) 4-Aminoacetophenon, 19,4 mmol (4,45 g)
6-Bromopiperonal, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 36,6 mmol (3 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Acetonitril

Ausbeute: 9,9 mmol (4,1 9), 51 %

beigefarbene Kristalle

Schmp: 174 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (br dd, J = 8.6, 159 Hz, 1 H,
CH,CH=CH (1 H)), 2.39-2.44 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.43 (s, 3 H, COCHj),
2.99-3.09 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.06 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArtCHCH=CH), 4.8 (d,
J=3.0 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.62 (m, 1 H, CH=CH), 5.95-6.01 (m, 1 H, CH=CH),
6.09 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.11 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.48 (s, 1H, NH),
6.75 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.12 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.27 (s, 1 H, Ar'-7°H), 7.55
(dd, J = 1.8, 8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.63 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HsBrNO; (412,28 g/mol)
berechnet: C: 61,18 % H: 4,40 % N: 3,40 %

gefunden: C:61,21 %H: 4,41 % N:3,41 %
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1-(4-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c] chino-

lin-8-yl)ethanon

Ausbeute: 0,6 mmol (206 mg), 12 %
Endo-Exogemisch: 80 % endo und 20 % exo
rosafarbene Kristalle

Schmb: 90-93 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.83-1.92 (br dd, J = 8.5, 16.2 Hz, 1 H,
CH,CH=CH (1 H)), 2.51 (s, 3 H, COCH3;), 2.51-2.57 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)),
2.92-3.0 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.14 (d, J = - Hz, unter dem Ethylacetatquartett,
1 H, ArCHCH=CH), 4.64 (d, J = 3.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.65-5.69 (m, 1 H,
CH=CH), 5.89-5.96 (m, 1 H, CH=CH), 5.98 (s, 2 H, OCH;0), 6.59 (d, J = 8.4 Hz,
1 H, Ar-6H), 6.82 (d, J = 8.0 Hz 1 H, Ar'-7'H), 6.87 (dd, J=1.6, 8.0 Hz 1 H, Ar'-
6‘H), 6.91 (d, J=1.6 Hz, 1 H, Ar'-4’'H), 7.61 (dd, J = 1.9, 8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.7
(d, J=1.8 Hz, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1H9yNO3; (333,38 g/mol)

berechnet: C: 75,66 %H:574% N:4,20 %

+1/4 Ethylacetat: C: 74,35 % H: 5,96 % N: 3,94 %

gefunden: C: 74,36 % H:595% N:4,02%

1-(4-(6-Chlorbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (3)

Aus 5 mmol (0,675 g) 4-Aminoacetophenon, 5 mmol (0,925 g) 6-Chlorpiperonal,
5,3 mmol (0,4 ml) Trifluoressigsaure und 4,9 mmol (0,4 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Acetonitril
Ausbeute: 1,6 mmol (0,58 g), 31 %

beigefarbene Kristalle
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Schmp: 166 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.68 (dd, J = 8.6, 15 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.35-2.4 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.43 (s, 3 H, COCH5), 2.97-3.08 (m,
1 H, CH,CHCH), 4.07 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.85 (d, J=3 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.61 (m, 1 H, CH=CH), 5.98 (m;, 1 H, CH=CH), 6.09 (brs, 1 H,
OCH,O (1 H)), 6.11 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.44 (s, 1 H, NH), 6.75 (d,
J=8.5Hz, 1 H, Ar-6H), 7.13 (s, 2 H, Ar'-4’H, Ar'-7'H), 7.54 (dd, J = 1.8, 8.5 Hz,
1 H, Ar-7H), 7.63 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HsCINO; (367,83 g/mol)
berechnet: C: 68,57 % H: 4,93 % N: 3,81 %

gefunden: C: 68,53 % H:4,96 % N: 3,83 %

1-(4-(2-Brom-4,5-dimethoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (4)

Aus 5 mmol (0,679 g) 4-Aminoacetophenon, 5 mmol (1,23 Q)
6-Bromveratraldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 12,2 mmol (1 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 2 mmol (0,87 g), 41%

altrosafarbene Kristalle

Schmp: 179 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.66 (br dd, J = 8.6, 15.5 Hz, 1H,
CH,CH=CH(1 H)), 2.43 (s, 3 H, COCH;), 2.44-2.48 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)),
3.01-3.1 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.79 (s, 3 H, OCHj3), 3.81 (s, 3 H, OCHg3), 4.08 (d,
J=8.4 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.79 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.62 (m, 1 H,
CH=CH), 5.98 (m;, 1 H, CH=CH), 6.51 (s, 1H, NH), 6.77 (d, J=8.5Hz, 1 H,
Ar-6H), 7.12 (s, 1 H, Ar'-4‘H), 7.19 (s, 1 H, Ar'-7°'H), 7.55 (dd, J= 1.9, 8.5 Hz, 1 H,
Ar-7H), 7.64 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.
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Elementaranalyse: C,,H-,BrNO; (428,32 g/mol)
berechnet: C: 61,69 % H: 5,18 % N: 3,27 %

gefunden: C:61,59 % H: 5,27 % N: 3,33 %

1-(4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-
8-yl)ethanon (5)

Aus 10,17 mmol (1,36 g) 4-Aminoacetophenon, 10,36 mmol (1,72 Q)
3,4-Dimethoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol

(1 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Isopropanol/n-Hexan 1+9
Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 0,1 mmol (35 mg), 1 %

beigefarbene Kristalle

Schmp: 180 °C

"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 2.13 (d, J = 16.9 Hz,1 H, CH,CH=CH (1 H)),
247 (me, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.54 (s, 3 H, COCH5;), 2.63-2.69 (m, 1H,
CH,CHCH), 3.72 (d, J =10.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 3.91 (br s, 6 H, 2 mal OCH5),
4.03 (m;, 1 H, ArCHCH=CH), 5.71-5.74 (m, 1 H, CH=CH), 5.94-5.96 (m, 1 H,
CH=CH), 6.55 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.86 (d, J = 8.1 Hz 1 H, Ar-5'H), 6.92
(dd, J=1.6,10.1 Hz 1 H, Ar'-6'H), 6.94 (s, 1 H, Ar'-2‘'H), 7.66 (dd, J = 1.7, 8.4 Hz
1H, Ar-7H), 7.9 (br s, 1 H, Ar-OH) ppm.

Elementaranalyse: C,,H23NO; (349,42 g/mol)
berechnet: C: 75,62 % H: 6,63 % N: 4,01 %

gefunden: C: 75,63 % H:6,71 % N:4,20 %
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1-(4-(4-Chlorphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-
yl)ethanon (6)

Aus 5,2 mmol (0,698 g) 4-Aminoacetophenon, 6,7 mmol (0,941 Q)
4-Chlorbenzaldehyd, 5,3 mmol (0,4 ml) Trifluoressigsaure und 4,9 mmol (0,4 ml)
Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 2+8
Ausbeute: 1,4 mmol (0,446 g), 28 %

goldfarbene Kristallnadeln

Schmp: 183°C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.7 (dd, J = 8.6, 15.4 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.36-2.43 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.49 (s, 3 H, COCH}), 2.93-3.06 (m,
1 H, CH,CHCH), 4.14 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ACCHCH=CH), 4.74 (d, J = 3.1 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.65 (m, 1 H, CH=CH), 6.04 (m., 1 H, CH=CH), 6.62 (s, 1 H, NH), 6.84
(d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.52, 7.54 (AA/BB’, J = 8.8 Hz, 4 H, Ar-H), 7.6 (dd,
J=1.7,8.5Hz, 1 H, Ar-7H), 7.69 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,,HsCINO (323,82 g/mol)
berechnet: C: 74,18 % H: 5,60 % N: 4,33 %

gefunden: C: 74,18 % H: 5,62 % N:4,35%

1-(4-(4-Chlor-3-nitrophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-
8-yl)ethanon (7)

Aus 51 mmol (0,693 g) 4-Aminoacetophenon, 5,1 mmol (1,03 Q)
4-Chlor-3-nitrobenzaldehyd, 6,6 mmol (0,5 ml) Trifluoressigsdure und 6,1 mmol
(0,5 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Isopropanol
Ausbeute: 1,8 mmol (0,668 g), 35 %

dunkelbraune Kristalle
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Schmp: 175 °C

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.82 (dd, J = 8.3, 15.8 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.49-2.55 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.53 (s, 3 H, COCH3), 2.95-3.07 (m,
1 H, CH,CHCH), 4.15 (d, J = 7.4 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.16 (s, 1 H, NH), 4.79
(brs, 1 H, ArtCHNH), 5.67 (m;, 1 H, CH=CH), 5.95 (m, 1 H, CH=CH), 6.67 (d, J
= 8.3 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.57-7.60 (m, 2 H, Ar'-5'H, Ar-6‘H), 7.65 (d, J = 8.3 Hz, 1
H, Ar-7H), 7.72 (s, 1 H, Ar-9H), 7.97 (s, 1 H, Ar'-2‘H) ppm.

Elementaranalyse: C,H7CIN,O; (368,81 g/mol)

berechnet: C: 65,13 % H: 4,65 % N: 7,60 %

gefunden: C:65,13 % H: 4,67 % N: 7,60 %

4-(8-Acetyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4-yl)benzonitril
(8)
Aus 5 mmol (0,677 g) 4-Aminoacetophenon, 4,9 mmol (0,641Q)

4-Cyanobenzaldehyd, 5,9 mmol (0,45 ml) Trifluoressigsaure und 4,9 mmol
(0,4 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Acetonitril

Ausbeute: 0,9 mmol (0,294 mg), 19 %
dunkelbraunes Pulver
Schmp: 193 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.59 (br dd, J = 8.6, 15.3 Hz, 1 H,
CH,CH=CH (1 H)), 2.30 (m., 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.43 (s, 3 H, COCH3;),
2.94-3.02 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.09 (d, J=8.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.76 (d,
J=3.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.57 (m, 1 H, CH=CH), 5.98 (m., 1 H, CH=CH), 6.64
(brs, 1 H, NH), 6.78 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6‘H), 7.55 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 1 H,
Ar-7'H), 7.64 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, Ar-9'H), 7.66, 7.87 (AA’,BB’, J= 8.3 Hz, 4 H,
Ar-H) ppm.
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Elementaranalyse: C,1HsN,O (314,38 g/mol)

berechnet: C: 80,23 % H: 5,77 % N:8,91 %

gefunden: C: 80,31 % H:5,79 % N: 8,99 %
9.1.2.2 Variation der Ring- und Aldehydkomponente

9.1.2.2.1 Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Hexahydropyrano-

chinolinderivate

5 mmol 4-Aminoacetophenon werden in 5 ml Acetonitril gelést und mit 5 mmol
Trifluoressigsaure versetzt. Nach 5 minitigem Ruhren bei Raumtemperatur wer-
den 5 mmol des entsprechenden Aldehyds, gel6st in 5 ml Acetonitril, zugegeben
und weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend werden
5 mmol 3,4-Dihydro-2H-pyran zugefiigt. Das Gemisch wird 2-4 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt und die Reaktion mittels DC Uberwacht. Nach Beendi-
gung der Reaktion wird das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und
das Rohprodukt mit Hilfe der Saulenchromatographie und Umkristallisation ge-

reinigt. Das verwendete FlieBmittelgemisch ist jeweils angegeben.

1-(5-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-
pyrano[3,2-c]chinolin-9-yl)ethanon (9)

Aus 5,1 mmol (0,690 g) 4-Aminoacetophenon, 5 mmol (1,155 g)
6-Bromopiperonal, 6,6 mmol (0,5 ml) Trifluoressigsdure und 4,4 mmol (0,4 ml)
3,4-Dihydro-2H-pyran nach Vorschrift 9.1.2.2.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Ausbeute: 1,34 mmol (0,577 g), 31 %

gelbe Kristalle

Schmb: 178-182 °C

'H-NMR (DMS0-d6, 400 MHz): & = 1.35 (dd, J = 2.5, 13.6 Hz, 1 H, CH,CH,CH,0
(1 H)), 1.4-1.44 (m, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)), 1.67-1.82 (m, 1 H, CH,CH,CH.O
(1 H)), 1.83-1.94 (m, 1 H, CH,CH.CH,O (1 H)), 2.11-2.21 (m, 1 H, CH,CHCH),
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2.47 (s, 3H, COCHj), 3.69 (dt, J = 1.8, 10.9 Hz, 1 H, CH,CH,CH.0O (1 H)),
3.95 (d, J=10.8 Hz, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)), 445 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-
CHOCH,), 4.99 (d, J=10.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 6.13 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)),
6.15 (br s, 1 H, OCH.O (1 H)), 6.66 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.07 (s, 1 H, NH),
7.11 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.3 (s, 1 H, Ar-7'H), 7.69 (dd, J = 1.9, 8.6 Hz, 1 H, Ar-8H),
7.78 (d, J = 1.6 Hz, 1 H, Ar-10H) ppm.

Elementaranalyse: C,1H,0BrNO, (430,29 g/mol)
berechnet: C: 58,62 % H: 4,69 % N: 3,26 %

gefunden: C: 58,69 % H: 4,69 % N: 3,29 %

1-(5-(6-Chlorbenzol[d][1,3]dioxol-5-yl)-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-
pyrano[3,2-c]chinolin-9-yl)ethanon (10)

Aus 5 mmol (0,678 g) 4-Aminoacetophenon, 5 mmol (0,927 g) 6-Chlorpiperonal,
6,1 mmol (0,46 ml) Trifluoressigsaure und 4,3 mmol (0,39 ml) 3,4-Dihydro-2H-
pyran nach Vorschrift 9.1.2.2.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Umkristallisation: Acetonitril

Ausbeute: 0,2 mmol (0,060 g), 4 %

orangegelbe Kristalle

Schmb: 170-174 °C

"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.30 (dd, J = 3.0, 13.3 Hz, 1 H, CH,CH,CH.0
(1 H), 1.33-1.37 (m, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)), 1.63-1.73 (m, 1 H, CH,CH,CH.O
(1 H)), 1.73-1.85 (m, 1 H, CH,CH.CH,O (1 H)), 2.03-2.13 (m,, 1 H, CH,CHCH),
2.41 (s, 3 H, COCH,), 3.62 (dt, J=1.9, 10.9 Hz, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)),
3.89 (d, J= 10.5 Hz, 1 H, CH,CH,CH.O (1 H)), 4.39 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-
CHOCH,), 4.98 (d, J = 10.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 6.08 (br s, 1 H, OCH.O (1 H)),
6.09 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.6 (d, J=8.6 Hz, 1 H, Ar-TH), 7.02 (s, 1 H, NH),
7.05 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.12 (s, 1 H, Ar-7'H), 7.63 (dd, J = 1.9, 8.6 Hz, 1 H, Ar-8H),
7.72(d, J= 1.7 Hz, 1 H, Ar-10H) ppm.
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Elementaranalyse: C,1H2,CINO, (385,84 g/mol)
berechnet: C: 65,37 % H: 5,22 % N: 3,63 %

gefunden: C: 65,39 % H:5,23 % N: 3,63 %

Endo-4-(9-Acetyl-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-pyrano[3,2-c]chinolin-5-
yl)benzonitril (11)

Aus 11 mmol (1,48 9) 4-Aminoacetophenon, 10,7 mmol (1,4 9)
4-Cyanobenzaldehyd, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 16,7 mmol
(1,5 ml) 3,4-Dihydro-2H-pyran nach Vorschrift 9.1.2.2.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 1+1
Ausbeute: 0,9 mmol (0,3 g), 8 %

zitronengelbes Pulver

Schmp: 250 °C

"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): 5 = 0.98 (br d, J = 10.9 Hz, 1 H, CH,CH,CH.O
(1 H)), 1.16-1.26 (m, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)), 1.32-1.43 (m, 2 H, CH,CH,CH.0),
2.1-2.19 (m, 1 H, CH,CHCH), 2.43 (s, 3 H, COCH;), 3.53 (brd, J=11.1 Hz, 1 H,
CH,CH,CH,O (1 H)), 3.27 (dt, J = 4.2, 11.1 Hz, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)), 4.88
(d, J = 2.4 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.24 (d, J = 5.2 Hz, 1 H, ArCHOCH,), 6.75 (d,
J=85Hz, 1H, Ar-7°*H), 7.02 (s, 1 H, NH), 7.62, 7.88 (AA'BB", J=8.2 Hz, 4 H,
Ar-H), 7.66 (dd, J = 1.9, 8.5 Hz, 1 H, Ar-8‘H), 7.81 (sb, 1 H, Ar-10°H) ppm.

MS (El, 180 °C): m/z (%) = 332 [M™] (56), 273 (49), 43 (100)
Elementaranalyse: C,1HxoN,O; (332,40 g/mol)
berechnet: C: 75,88 % H: 6,06 % N: 8,43 %

gefunden: C: 75,85 %H: 6,10 % N: 8,63 %
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Exo-4-(9-Acetyl-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-pyrano[3,2-c]chinolin-5-
yl)benzonitril (12)

Aus 11 mmol (1,48 9) 4-Aminoacetophenon, 10,7 mmol (1,4 9)
4-Cyanobenzaldehyd, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 16,7 mmol
(1,5 ml) 3,4-Dihydro-2H-pyran nach Vorschrift 9.1.2.2.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 1+1
Ausbeute: 1,6 mmol (0,520), 15 %

zitronengelbes Pulver

Schmp: 240 °C

'H-NMR (DMSO0-d6, 400 MHz): & = 1.20 (dd, J = 2.6, 11.0 Hz, 1 H, CH,CH,CH,0
(1 H)), 1.33 (m, 1 H, CH,CH,CH,0O (1 H)), 1.67 (m, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)),
1.74-1.89 (m, 1 H, CH,CH,CH,0O (1 H)), 1.95-2.03 (m¢, 1 H, CH,CHCH), 2.41 (s,
3 H, COCHs;), 3.64 (dt, J=2.1, 10.9 Hz, 1 H, CH,CH,CH,O (1 H)) 3.89 (db,
J=11.2 Hz, 1 H, CH,CH,CH;O (1 H)), 4.37 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, ArCHOCH,),
472 (d, J=10.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 6.64 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-7‘H), 7.21 (s,
1H, NH), 7.65, 7.88 (AABB’, J = 7.9 Hz, 5H, Ar-8'H, Ar-H, Ar-H), 7.72 (d,
J=1.7 Hz, 1 H, Ar-10‘H) ppm.

MS (El, 180 °C): m/z (%) = 332 [M™] (47), 273 (100), 43 (63)

Elementaranalyse: C,1HxoN,O; (332,40 g/mol)

berechnet: C: 75,88 % H: 6,06 % N: 8,43 %

gefunden: C: 75,76 % H: 6,23 % N: 8,41 %

9.1.2.3 Variation der Aminkomponente

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-4,5,7,8,9,11b-hexahydro-3H-
benzo[g]cyclopenta[c]chinolin-10(3aH)-on (13)

Aus 10,9 mmol (1,759g) 6-Amino-1,2,3,4-tetrahydronaphthalenon, 10 mmol
(2,3 g) 6-Bromopiperonal, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 24,4 mmol

(2 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 6+4
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Umkristallisation: Isopropanol
Ausbeute: 0,6 mmol (0,270 g), 6 %
beigefarbene Kristalle

Schmp: 206°C

'H-NMR (DMS0-d6, 400 MHz): & = 1.65 (dd, J = 8.7, 15.0 Hz, 1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 1.94 (quin, 2 H, CH,CHCH), 2.31-2.41 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)),
243 (t, J = 64 Hz, 2 H, COCH,CH,CHy), 2.81 (t, J = 5.8 Hz, 2 H,
COCH,CH,CHy), 2.94-3.04 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.00 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-
CHCH=CH), 4.79 (d, J=3.1Hz, 1 H, ArCHNH), 560 (m, 1 H, CH=CH),
5.90-5.94 (m, 1 H, CH=CH), 6.09 (d, J = 0.7 Hz, 1 H, OCH,0 (1 H)), 6.11 (d,
J=0.7 Hz, 1 H, OCH;O (1 H)), 6.47 (s, 1 H, NH), 6.53 (s, 1 H, Ar-6H), 7.1 (s, 1
H, Ar-4‘H), 7.26 (s, 1 H, Ar'-7°'H), 7.53 (s, 1 H, Ar-11H) ppm.

Elementaranalyse: C,3H,0BrNO; (438,31 g/mol)
berechnet: C: 63,02 % H: 4,60 % N: 3,20 %

gefunden: C: 63,09 % H:4,86 % N: 3,42 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yI)-4,5,9,10,11,11c-hexahydro-3H-
benzo[flcyclopenta[c]chinolin-8(3aH)-on (14)

Aus 10,9 mmol (1,759g) 6-Amino-1,2,3,4-tetrahydronaphthalenon, 10 mmol
(2,3 g) 6-Bromopiperonal, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 24,4 mmol

(2 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 6+4
Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 1,9 mmol (0,814 g), 19 %

gelbes Pulver

Schmp: 180°C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.72 (dd, J = 9.0, 16.2 Hz, 1 H, CH,CH=CH
(1H)), 1.82-1.96 (m, 1H, COCH,CH,CH, (1 H)), 2.04-212 (m, 1 H,
COCH,CH,CH, (1 H)), 2.41-2.48 (m, 2 H, COCH,CH,CH,), 2.52-2.6 (m, 1 H,
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CH,CH=CH (1 H)), 2.71-2.83 (m, 1 H, COCH,CH,CH, (1 H)), 3.0-3.08 (m, 1 H,
COCH,CH,CH; (1 H)), 3.16-3.26 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.24 (d, J = 8.9 Hz, 1 H,
ArCHCH=CH), 4.67(d, J = 3.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.63 (m, 1 H, CH=CH),
5.87-5.92 (m, 1 H, CH=CH), 6.09 (d, J = 0.7 Hz, 1 H, OCH;0O (1 H)), 6.11 (d,
J=0.7 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.35(d, J=1.4 Hz, 1 H, NH), 6.70 (d, J = 8.5 Hz,
1 H, Ar-6H), 7.12 (s, 1 H, Ar'-4‘H), 7.26 (s, 1 H, Ar'-7'H), 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 1 H,
Ar-7H) ppm.

Elementaranalyse: C,3H2,0BrNO; (438,31 g/mol)
berechnet: C: 63,02 % H: 4,60 % N: 3,20 %

gefunden: C: 63,06 % H:4,43 % N:3,22 %

9.1.2.3.1 Allgemeine Vorschrift zur Reduktion mit LiAlH,

Die entsprechende Menge Lithiumaluminiumhydrid mit 10%igem Uberschuss
(0,25 mol pro 1 mol Keton bzw. 0,5 mol pro 1 mol Ester) wird mit 10 ml absolu-
tem Tetrahydrofuran versetzt. Unter stdndigem Rihren werden 4 mmol der zu
reduzierenden Verbindung, geldst in 10 ml absolutem Tetrahydrofuran, vorsichtig
zugetropft, so dass die Reaktion unter Kontrolle gehalten werden kann. An-
schlielend wird fur 1 h erhitzt. Nach Abklhlen des Kolbens versetzt man trop-
fenweise mit Eiswasser, solange bis keine Wasserstoffentwicklung mehr stattfin-
det. Durch Zugabe von 10%iger H,SO, wird der entstandene
Aluminiumhydroxidniederschlag wieder aufgeldst. Die wassrige Phase wird drei-
mal mit THF ausgeschuttelt. Die vereinten organischen Phasen werden mit ge-
sattigter Kochsalzlésung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und das Lo&-
sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das entstandene Rohprodukt wird

mit Hilfe der Saulenchromatographie und Umkristallisation gereinigt.
1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]
chinolin-8-yl)ethanol (15)

Aus 3,7 mmol (1,53 9) 1-(4-(6-Brombenzol[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1) und 1,3 mmol (50 mg) Lithi-

umaluminiumhydrid nach Vorschrift 9.1.2.3.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
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Ausbeute: 1,77 mmol (0,733 g), 48 %
gelbe Kristalle
Schmp: 160 °C

'"H-NMR (CDsCN, 400 MHz): & = 1.34 (dd, J = 0.9, 6.4 Hz, 3 H, CH;CHOH),
1.67-1.75 (m, 1H, CH,CH=CH (1H)), 2.46-2.56 (m, 1 H, CH,CH=CH (1H)), 2.94
(dd, 4 =1.0, 3.8 Hz, 1 H, OH) 3.1-3.2 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.06 (d, J = 7.2 Hz,
1H, ArCHCH=CH), 4.22 (s, 1 H, NH), 461-469 (m, J = 3.8, 6.3 Hz, 1 H,
CH3CHOH), 4.77 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.60-5.65 (m, 1 H, CH=CH),
5.86-5.90 (m, 1 H, CH=CH), 5.99 (d, J=1.0 Hz, 1 H, OCH;O (1 H)), 6.01 (d,
J=1.0Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.62 (d, J=8.2 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.94 (td, J = 2.1,
8.2 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.03 (br s, 1 H, Ar-9H), 7.10 (s, 1 H, Ar'-4‘H), 7.19 (s, 1 H,
Ar‘-7‘H) ppm.

MS (El, 150 °C): m/z (%) = 413 [M™"] (58), 395 (86), 334 (13)

Elementaranalyse: C,1H,0BrNO; (414,29 g/mol)

berechnet: C: 60,88 % H: 4,87 % N: 3,38 %

gefunden: C:61,09 % H:4,97 % N: 3,43 %

(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopentajc]
chinolin-8-yl)methanol (16)

Aus 3,5mmol (1,5g) Methyl-4-(6-brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-carboxylat (20) und 4,7 mmol (180 mg)
Lithiumaluminiumhydrid nach Vorschrift 9.1.2.3.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,17 mmol (68 mg), 5 %

weilRes Pulver

Schmp: Verfarbung ab 175 °C, bei 240 °C schwarz

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.61-1.70 (br dd, J = 8.7, 14.9 Hz, 1H,
CH,CH=CH (1 H)), 2.41-2.48 (m, 1 H CH,CH=CH (1 H)), 2.97-3.05 (m, 1 H,
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CH,CHCH), 3.99 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.31 (d, J=5.6 Hz, 2 H,
CH,OH), 4.64 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, ArCHNH), 4.86 (t, J = 5.6 Hz, 1 H, CH,OH),
5.52 (s, 1H, NH), 5.59 (m, 1 H, CH=CH), 5.84-5.88 (m, 1 H, CH=CH), 6.08 (d,
J=0.9 Hz, 1 H, OCHO (1 H)), 6.10 (d, J = 0.9 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.65 (d,
J=8.1Hz, 1 H, Ar-6H), 6.85 (dd, J = 1.8, 8.1 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.94 (d, J = 1.3 Hz,
1H, Ar-9H), 7.15 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.24 (s, 1 H, Ar-7‘H) ppm.

Elementaranalyse: C,HsBrNO3; (400,27 g/mol)
berechnet: C: 60,01 % H: 4,53 % N: 3,50 %

gefunden: C: 60,31 % H:4,76 % N: 3,42 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-8-ethyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]quinolin (17)

Aus 10,4 mmol (1,3 ml) 4-Ethylanilin, 9,6 mmol (2,2 g) 6-Bromopiperonal,
13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Umkristallisation: 1. Isopropanol, 2. Ether
Ausbeute: 5 mmol (2 g), 52 %

weilde Kristalle

Schmp: 152°C

'H-NMR (DMS0-d6, 400 MHz): & = 1.12 (t, J = 7.6 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.65 (br dd,
J=8.9, 15.7 Hz, 1H, CH,CH=CH (1 H)), 2.44 (q, J = 7.6 Hz, 2 H, CH,CHy),
2.41-2.47 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.96-3.06 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.97 (d,
J=8.9Hz, 1 H, ACCHCH=CH), 4.62 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.38 (s, 1 H,
NH), 5.58 (m, 1 H, CH=CH), 5.84-5.89 (m, 1 H, CH=CH), 6.07 (d, J = 0.9 Hz, 1 H,
OCH,0 (1 H)), 6.09 (d, J = 0.9 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.62 (d, J= 8.1 Hz, 1 H,
Ar-6H), 6.74 (dd, J = 1.8, 8.1 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.83 (d, J= 1.2 Hz, 1 H, Ar-9H),
7.15 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.23 (s, 1 H, Ar'-7*H) ppm.
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Elementaranalyse: C,1H20BrNO; (398,29 g/mol)
berechnet: C: 63,33 % H: 5,06 % N: 3,52 %
+7%2H0: C:61,93%H:520% N:3,44%

gefunden: C:61,65 % H:5,12% N:3,54 %

4-Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-8-ethyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin (18)

Aus 4,7 mmol (1,93 g) 1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (1) und 26 mmol (1 g) Lithi-

umaluminiumhydrid nach Vorschrift 9.1.2.3.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 2+8
Umkristallisation: Petrolether

Ausbeute: 0,3 mmol (0,082 g), 6 %

hellgelbe Kristalle

Schmp: 124°C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.11 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.66 (br dd,
J = 8.9, 15.8 Hz, 1H, CH,CH=CH (1 H)), 2.43 (g, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,CHs),
2.43(m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)) — Unter dem Quartett, 2.80-2.91 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.96 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArtCHCH=CH), 4.41 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, Ar-
CHNH), 5.34 (s, 1H, NH), 5.57 (m, 1 H, CH=CH), 5.84 (m., 1 H, CH=CH), 6.00 (s,
2 H, OCH,0), 6.64 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.72 (br d, J = 8.1 Hz, 1 H, Ar-7H),
6.81 (brs, 1 H, Ar-9H), .91 (m, 2 H, Ar-6’H, Ar-7'H), 7.00 (s, 1 H, Ar-4‘H) ppm.

MS (El, 200 °C): m/z (%) = 319 [M*™] (100), 198 (12), 121 (10)
Elementaranalyse: C,1H>1NO; (319,40 g/mol)
berechnet: C: 78,97 % H: 6,63 % N: 4,39 %

gefunden: C:78,99 % H:6,63% N:4,39 %



124 Experimenteller Teil

2-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin-8-yl)acetonitril (19)

Aus 51 mmol (0,667g) 4-Aminobenzylcyanid, 5,16 mmol (1,18 g)
6-Bromopiperonal, 6,1 mmol (0,46 ml) Trifluoressigsaure und 5 mmol (0,41 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Umkristallisation: Acetonitril

Ausbeute: 3,5 mmol (1,44 g), 70 %
sandfarbenes Pulver

Schmp: 206 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.66 (br dd, J = 8.3, 15 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.41-2.46 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.97-3.08 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.80
(s, 2 H, CH,CN), 4.01 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, AcCHCH=CH), 4.66 (d, J = 2.7 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.61 (m, 1 H, CH=CH), 5.69 (s, 1 H, NH), 5.86 (m., 1 H, CH=CH), 6.08
(brs, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.10 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.71 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
Ar-6H), 6.87 (dd, J = 1.3, 8.2 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.97 (br s, 1 H, Ar-9H), 7.14 (s,
1H, Ar-4'H), 7.25 (s, 1 H, Ar-7‘H) ppm.

Elementaranalyse: C,1H7BrN,O, (409,28 g/mol)
berechnet: C: 61,63 % H:4,19% N:6,84 %

gefunden: C:61,69 % H:4,20% N:6,87 %

Methyl-4-(6-brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin-8-carboxylat (20)

Aus 11,1mmol (1,67 g) 4-Aminomethylbenzoat, 11,3 mmol (2,6 g)
6-Bromopiperonal, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml) Cyc-

lopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 2+8
Ausbeute: 9,9 mmol (4,25 g), 89 %

orangefarbene Kristalle

Schmp: 105 °C
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'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (br dd, J = 8.6, 16 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.38-2.45 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.98-3.08 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.76
(s, 3 H, COOCH;), 4.06 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, ArtCHCH=CH), 4.79 (d, J = 3.2 Hz,
1H, ArCHNH), 5.62 (m, 1 H, CH=CH), 5.94 (m,, 1H, CH=CH), 6.09 (d,
J=0.8Hz, 1 H, OCH,0 (1 H)), 6.11 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.44 (s,
1H, NH), 6.75 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.13 (s, 1 H, Ar-4‘H), 7.27 (s, 1 H,
Ar-7°'H), 7.52 (dd, J = 2.0, 8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.61 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HsBrNO, (428,28 g/mol)
berechnet: C: 58,89 % H: 4,24 % N: 3,27 %

gefunden: C: 58,82 % H: 4,40 % N: 3,26 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-carbonsaure (21)
Aus 53 mmol (0,7349g) 4-Aminobenzoesdure, 5,1 mmol (1,178 g)

6-Bromopiperonal, 0,48 mmol (0,236 mg) Scandiumtriflat und 6,1 mmol (0,5 ml)
Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.2.

Saulenchromatographie: Kieselgel, Fliemittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Ausbeute: 0,4 mmol (0,16 g), 8 %

Endo-Exogemisch: 80 % endo und 20 % exo

weille Pulver

Schmp: Zersetzung 250 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (br dd, J = 8.2, 16.3 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.39-2.45 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.97-3.07 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.05
(d, J = 9.2 Hz, 1 H, AcCHCH=CH), 4.78 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.62 (m,
1 H, CH=CH), 5.93 (m, 1 H, CH=CH), 6.09 (d, J= 0.8 Hz, 1 H, OCH,0 (1 H)),
6.11 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.35 (s, 1H, NH), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 1 H,
Ar-6H), 7.13 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.27 (s, 1 H, Ar-7'H), 7.5 (dd, J = 2.0, 8.6 Hz, 1 H,
Ar-7H), 7.59 (d, J = 1.1 Hz, 1 H, Ar-9H), 12.2 (br s, 1 H, -COOH) ppm.
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Elementaranalyse: C,HcBrNO, (414,25 g/mol)
berechnet: C: 57,99 % H: 3,89 % N: 3,38 %

gefunden: C: 57,70 % H: 3,84 % N: 3,64 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin (22)

Aus 5,8 mmol (0,71 g) p-Anisidin, 5,4 mmol (1,24 g) 6-Bromopiperonal, 5,3 mmol
(0,4 ml) Trifluoressigsaure und 4,9 mmol (0,4 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift
9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 2+8
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 1,3 mmol (0,527 g), 27 %

beigefarbene Kristalle

Schmb: 185-189 °C

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.81 (br dd, J = 8.9, 15.8 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1H)), 2.56-2.63 (m, 1 H, CH,CH=CH (1H)), 3.13-3.21 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.67
(s, 3 H, OCHS3), 4.09 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.82 (d, J = 2.8 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.68 (m, 1 H, CH=CH), 5.85 (m, 1 H, CH=CH), 5.99 (d, J=1.1 Hz,
1 H, OCH,O (1 H)), 6.00 (d, J = 1.1 Hz, 1 H, OCH,0O (1 H)), 6.57-6.63 (m, 2 H,
Ar-6H, Ar-7H), 6.65 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.03 (s, 1 H, Ar'-4‘'H), 7.2 (s, 1 H,
Ar‘-7‘H) ppm.

Elementaranalyse: C,,HsBrNO; (400,27 g/mol)
berechnet: C: 60,01 % H: 4,53 % N: 3,50 %

gefunden: C:60,17 % H: 4,76 % N: 3,78 %
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4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-ol (23)

Aus 10,5mmol (1,14 g) 4-Aminophenol, 11,7 mmol (2,67 g) 6-Bromopiperonal,
15,8 mmol (1,2 ml) Trifluoressigsaure und 14,6 mmol (1,2 ml) Cyclopentadien
nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 2+8
Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 1,4 mmol (0,543 g), 13 %

hellgelbe Kristalle

Schmp: 213 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.64 (br dd, J = 8.9, 15.7 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.42-2.45 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.94-3.04 (m, 1 H, CH,CHCH),
3.92 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCCHCH=CH), 4.54 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.07
(s, 1 H, NH), 559 (m, 1 H, CH=CH), 5.8 (m, 1 H, CH=CH), 6.07 (br s, 1 H,
OCH,0 (1 H)), 6.09 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.37 (dd, J = 2.5, 8.5 Hz, 1 H,
Ar-7H), 6.44 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.54 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.15 (s,
1H, Ar-4'H), 7.23 (s, 1 H, Ar-7'H), 8.5 (s, 1 H, OH) ppm.

Elementaranalyse: C9HcBrNO; (386,24 g/mol)
berechnet: C: 59,08 % H: 4,18 % N: 3,63 %

gefunden: C: 59,21 % H:4,44 % N: 3,80 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]
chinolin (24)

Aus 11 mmol (1 ml) Anilin, 10,1 mmol (2,32 g) 6-Bromopiperonal, 13 mmol (1 ml)
Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2ml) Cyclopentadien nach Vor-
schrift 9.1.2.1.1.

Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 7,4 mmol (2,7 9), 73 %
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sandfarbenes Pulver

Schmp: 170 °C

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.66 (br dd, J = 8.3, 15 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1H)), 2.44-2.48 (m, 1 H, CH,CH=CH (1H)), 2.98-3.08 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.01
(d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.66 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.58 (s,
1H, NH), 5.59 (m, 1 H, CH=CH), 5.87 (m, 1 H, CH=CH), 6.08 (d, J= 0.8 Hz, 1 H,
OCH;0O (1 H)), 6.11 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.62 (dt, J=1.1, 7.3 Hz,
1H, Ar-7H), 6.7 (dd, J = 1.0, 8.0 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.89 (dt, J=1.3, 8.3 Hz, 1 H,
Ar-8H), 6.99 (br d, J = 7.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.15 (s, 1 H, Ar'-4'H), 7.26 (s, 1 H,
Ar‘-7‘H) ppm.

Elementaranalyse: C19HcBrNO, (370,24 g/mol)

berechnet: C: 61,64 % H: 4,36 % N: 3,78 %

+H,0: C:60,17 % H: 4,52 % N: 3,69 %

gefunden: C: 59,86 % H: 4,52 % N: 3,85 %

1-(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)ethanon (25)

Aus 5,4 mmol (0,728 g) 3-Aminoacetophenon, 5,6 mmol (1,28 g)
6-Bromopiperonal, 5,3 mmol (0,4 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Ausbeute: 0,67 mmol (0,273 g), 12 %

hellgelbe Kristalle

Schmp: 204 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (br dd, J = 8.9, 15.9 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.5 (m, 1 H, unter DMSO-d6, CH,CH=CH (1 H)), 2.53 (s, 3 H, COCHj),
3.03-3.14 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.61 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, ArCHNH), 4.68 (d,
J=8.4Hz, 1 H, AcCHCH=CH), 5.51 (m, 1 H, CH=CH), 5.57 (m, 1 H, CH=CH),
5.81 (s, 1 H, NH), 6.08 (br s, 1 H, OCH.O (1 H)), 6.10 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)),



Experimenteller Teil 129

6.92 (d, J = 76 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.04 (t, J=7.6Hz, 1 H, Ar-7H), 7.10 (d,
J=7.6Hz,1H,Ar-8H), 7.12 (s, 1 H, Ar'-4'H), 7.26 (s, 1 H, Ar'-7’H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HsBrNO; (412,28 g/mol)
berechnet: C: 61,18 % H: 4,40 % N: 3,40 %

gefunden: C: 61,27 % H:4,48 % N: 3,40 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)methanol (26)
Aus 20 mmol (2,46 g) 3-Aminobenzylalkohol, 20 mmol (4,57 g)

6-Bromopiperonal, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 36,6 mmol (3 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Ausbeute: 5,2 mmol (2,07 g), 26 %

gelbe Kristalle

Schmb: 100-110 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.70 (br dd, J = 9.1, 15.9 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.54-2.6 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.13-3.25 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.25
(d, J = 8.9 Hz, 1 H, ArCCHCH=CH), 4.45 (dd, J = 5.8, 13.3 Hz, 1 H, CH,OH (1 H)),
4.49 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, ArCHNH), 4.63 (dd, J = 5.8, 13.3 Hz, 1 H, CH,OH (1 H)),
5.01 (t, J = 5.4 Hz, 1 H, OH), 5.42 (s, 1 H, NH), 5.59 (m, 1 H, CH=CH), 5.80 (m,
1 H, CH=CH), 6.08 (br s, 1 H, OCHO (1 H)), 6.10 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.66
(d, J=7.8 Hz, 1 H, Ar-H), 6.77 (d, J = 7.4 Hz, 1 H, Ar-H), 6.90 (t, J = 7.6 Hz, 1 H,
Ar-7H), 7.13 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.25 (s, 1 H, Ar-7'H) ppm.

Elementaranalyse: C,,HsBrNO; (400,27 g/mol)
berechnet: C: 60,01 % H: 4,53 % N: 3,50 %

gefunden: C: 60,04 % H:4,53 % N: 3,45 %
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4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-7-yl)methanol (27)

Aus 20 mmol (2,46 g) 3-Aminobenzylalkohol, 20 mmol (4,57 g)
6-Bromopiperonal, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 36,6 mmol (3 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Ausbeute: 2,9 mmol (1,18 g), 15 %

gelbe Kristalle

Schmb: 112-116 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.64 (br dd, J = 8.6, 15.4 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.41-2.47 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.93-3.06 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.98
(d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCCHCH=CH), 4.32 (d, J = 5.5 Hz, 2 H, CH,OH), 4.66 (d,
J=2.4Hz, 1 H, AcCHNH), 5.96 (t, J = 5.6 Hz, 1 H, OH), 5.56 (s, 1 H, NH), 5.57
(m, 1 H, CH=CH), 5.86 (m., 1 H, CH=CH), 6.08 (brs, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.10
(brs, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.57 (d, J = 7.7 Hz, 1 H, Ar-8H), 6.68 (s, 1 H, Ar-6H),
6.93 (d, J= 7.7 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.14 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.24 (s, 1 H, Ar'-7*H) ppm.

Elementaranalyse: C,,HsBrNO3; (400,27 g/mol)
berechnet: C: 60,01 % H: 4,53 % N: 3,50 %

gefunden: C: 60,09 % H:4,71 % N: 3,49 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)methyl-2,2 2-trifluoracetat (28)

Aus 19,5 mmol (2,4 9) 3-Aminobenzylalkohol, 18,8 mmol (4,3 9)
6-Bromopiperonal, 26 mmol (2 ml) Trifluoressigsdure und 42,7 mmol (3,5 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 0,46 mmol (0,182 g), 2 % Nebenprodukt



Experimenteller Teil 131

weilde Kristalle
Schmp: 147 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.74 (br dd, J = 8.8, 15.9 Hz, 1H, CH,CH=CH
1 H)), 2.53-2.62 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.18-3.27 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.31
dd, J = 1.6, 9.7 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.52 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.43
d, J = 12.4 Hz, 1 H, CH,OCOCF3), 5.57 (d, J = 12.4 Hz, 1 H, CH,OCOCF3), 5.63
m, 1 H, CH=CH), 5.66 (s, 1 H, NH), 5.70-5.74 (m, 1H, CH=CH), 6.09 (d,
J=0.8Hz, 1 H, OCHO (1 H)), 6.10 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.73 (dd,
J =09, 7.7 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.82 (dd, J = 0.9, 7.9 Hz, 1H, Ar-8H), 6.99 (,
J=7.8Hz, 1H,Ar-7H), 7.13 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.25 (s, 1 H, Ar-7‘H) ppm.

(
(
(
(

MS (El, 150 °C): m/z (%) = 495 [M™] (100), 416 (29), 213 (45)
Elementaranalyse: C,,H7BrF3NO,4 (496,27 g/mol)
berechnet: C: 53,24 % H: 3,45 % N: 2,82 %

gefunden: C: 53,51 % H: 3,47 % N:2,85%

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-7-yl)methyl-2,2,2-trifluoracetat (29)

Aus 19,5 mmol (2,4 9) 3-Aminobenzylalkohol, 18,8 mmol (4,3 9)
6-Bromopiperonal, 26 mmol (2 ml) Trifluoressigsdure und 42,7 mmol (3,5 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7, die

folgenden Saulen: Ether/Petrolether 3+7

Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 0,19 mmol (0,076 g), 1 % (Stellungsisomerengemisch), Nebenprodukt
gelbe Kristalle

Schmp: 59 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.66 (br dd, J = 8.7, 15.1 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.4-2.48 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.98-3.08 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.02
(d, J = 8.4 Hz, 1 H, AcCHCH=CH), 4.69 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.27 (s,
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2 H, CH,OCOCF3;), 5.60 (m, 1 H, CH=CH), 5.78 (s, 1 H, NH), 5.85-5.89 (m, 1 H,
CH=CH), 6.08 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.10 (d, J = 0.8 Hz, 1 H,
OCH0O (1 H)), 6.68 (dd, d = 1.5, 7.8 Hz, 1 H, Ar-8H), 6.77 (d, J = 1.5 Hz, 1 H,
Ar-6H), 7.04 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.14 (s, 1 H, Ar-4'H), 7.24 (s, 1 H,
Ar‘-7‘H) ppm.

Zu einem Flnftel ist noch das andere Stellungsisomer enthalten, Gemisch aber
CHN-rein.

Elementaranalyse: C,,H7BrF3NO,4 (496,27 g/mol)

berechnet: C: 53,24 % H: 3,45 % N: 2,82 %

gefunden: C: 53,36 % H: 3,48 % N: 2,96 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)methylacetat (30)
Aus 20 mmol (2,46 g) 3-Aminobenzylalkohol, 20 mmol (4,57 g)

6-Bromopiperonal, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 36,6 mmol (3 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel,  FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7,

zweite Saule: FlieRmittel: Ether/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,03 mmol (14 mg), 0,2 % Nebenprodukt
weille Kristalle

Schmp: 145 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): 5 = 1.73 (dd, J = 9.0, 16 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1H)), 2.09 (s, 3 H, OCOCH?3), 2.52-2.6 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.16-3.26 (m,
1 H, CH,CHCH), 4.31 (dd, J = 1.2, 9.2 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.52 (d,
J=2.8Hz, 1 H, ArCHNH), 5.43 (d, J = 12.3 Hz, 1 H, CH,0COCH,), 5.57 (d,
J=12.3 Hz, 1 H, CH,0COCH;), 5.63 (m, 1 H, CH=CH), 5.67 (s, 1 H, NH), 5.72
(m, 1 H, CH=CH), 6.09 (br s, 1 H, OCH,0O (1 H)), 6.10 (br s, 1 H, OCH,0 (1 H)),
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6.73 (d, J = 7.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.82 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, Ar-8H), 6.99 (t,
J=7.7Hz,1H, Ar-7TH), 7.13 (s, 1 H, Ar'-4'H), 7.26 (s, 1 H, Ar'-7*H) ppm.

Elementaranalyse: C,,H,0BrNO, (442,30 g/mol)
berechnet: C: 59,74 % H: 4,56 % N: 3,17 %

gefunden: C: 59,62 % H:4,71 % N: 3,36 %

4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-7-yl)methylacetat (31)
Aus 20 mmol (2,46 g) 3-Aminobenzylalkohol, 20 mmol (4,57 g)

6-Bromopiperonal, 19,7 mmol (1,5 ml) Trifluoressigsaure und 36,6 mmol (3 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7,

zweite Saule: Ether/Petrolether 3+7

Ausbeute: 0,14 mmol (61 mg), 0,7 % Nebenprodukt

goldene Kristalle

Schmp: 87 °C

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.65 (br dd, J = 8.8, 15.5 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.04 (s, 3 H, OCOCH3;), 2.40-2.45 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.96-3.07
(m, 1 H, CH,CHCH), 3.99 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.67 (d, J = 2.7 Hz,
1 H, ArCHNH), 4.89 (d, J = 12.4 Hz, CH,OCOCH; (1 H)), 4.93 (d, J=12.4 Hz,
CH,OCOCH; (1 H)), 5.59 (m, 1 H, CH=CH), 5.67 (s, 1 H, NH), 5.86 (m¢, 1 H,
CH=CH), 6.08 (br s, 1 H, OCH,O (1 H)), 6.11 (br s, 1 H, OCH,0 (1 H)), 6.6 (br d,
J=7.7Hz, 1 H, Ar-8H), 6.69 (s, 1 H, Ar-6H), 6.98 (d, J=7.7 Hz , 1 H, Ar-9H),
7.13 (s, 1 H, Ar*-4‘H), 7.25 (s, 1 H, Ar'-7‘H) ppm.

MS (El, 150 °C): m/z (%) = 441 [M™] (72), 398 (6), 43 (100)
Elementaranalyse: C,,H,0BrNO, (442,30 g/mol)
berechnet: C: 59,74 % H: 4,56 % N: 3,17 %

gefunden: C: 59,77 % H:4,69 % N: 3,17 %
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9.1.2.3.2 Allgemeine Vorschrift zur Acetylierung

3 mmol der zu acetylierenden Verbindung werden in 20 ml absolutem Acetan-
hydrid gelést und mit 10 Tropfen H,SO4 konz. aktiviert. Der Ansatz wird flr 2 h
auf 100 °C erwarmt und nach dem Abkuhlen auf Eis gegossen. Die wassrige
Phase wird dreimal mit Ether ausgeschuttelt, die vereinten organischen Phasen
mit Na,CO;-Lésung entsduert und mit Wasser gewaschen. AnschlieRend wird
Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer ent-

fernt.
(5-Acetyl-4-(6-brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)methylacetat (32)

Aus 5 mmol (2g) 4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-9-yl)methanol (AL22-1ll) und 20 ml absolutem Acetanhydrid
nach Vorschrift 9.1.2.3.2.

Saulenchromatographie: Kieselgel, Fliemittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Umkristallisation: Ethylacetat/Petrolether

Ausbeute: 1,1 mmol (0,52 g), 22 %

weille Kristalle

Schmb: 162-165 °C

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 2.15 (s, 3 H, COCHj), 2.16 (s, 3 H, COCHj),
256 (d, J = 17.2 Hz, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.74 (ddd, J = 2.3, 8.1, 17.2 Hz,
1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.28-3.38 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.32 (dd, J = 2.4, 5.7 Hz,
1 H, ArCHCH=CH), 5.18 (d, J = 12.7 Hz, 1 H, CH,0COCH; (1 H)), 5.34 (d,
J=12.7 Hz, 1H, CH,OCOCH; (1 H)), 5.56 (m, 1 H, CH=CH), 5.65 (m, 1 H,
CH=CH), 5.73 (d, J= 5.5 Hz, 1 H, ArCHN), 5.86 (d, J = 1.1 Hz, 1 H, OCH.0
(1 H)), 5.90 (d, J= 1.1 Hz, 1 H, OCH.O (1 H)), 6.39 (s, 1 H, Ar-4'H), 6.97 (s, 1 H,
Ar-7°H), 7.26-7.32 (m, 3 H, Ar-H) ppm.

Elementaranalyse: C,4H2,BrNO5 (484,34 g/mol)
berechnet: C: 59,52 % H: 4,58 % N: 2,89 %

gefunden: C: 59,52 % H: 4,64 % N:2,90 %



Experimenteller Teil 135

9.1.2.4 Von Estron abgeleitete Strukturen

9.1.2.4.1 Allgemeine Vorschrift zur Synthese der chlorsubstituierten

Benzaldehydvorstufen

53 mmol des entsprechenden chlorsubstituierten Anisols werden in 100 ml abso-
lutem Dichlormethan geldst und mittels Eisbad auf 0 °C abgekihlt. Unter Rihren
werden vorsichtig erst 180 mmol TiCl, und dann 110 mmol Dichlormethylmethyl-
ether zugetropft. Der Ansatz wird 30 Minuten bei 0 °C gerthrt und anschliel’end
durch Zugabe von Eis abgestoppt. Die wassrige Phase wird mit Dichlormethan
ausgeschuttelt, die vereinten organischen Phasen Uber Na,SO, getrocknet und
das Lésungsmittel abrotiert. Das erhaltene Rohprodukt wird saulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt. Als FlieBmittel dient Ether/Petrolether 2+8.
2-Chlor-4-methoxybenzaldehyd

Aus 26,5 mmol (3,3 ml) 3-Chloranisol, 90 mmol (10 ml) TiCl4 und 55 mmol (5 ml)
DCME nach Vorschrift 9.1.2.4.1.

CgH;CIO, (170 g/mol)

Ausbeute: 18,6 mmol (3,18 g), 70 %

(lIsomerengemisch: zu 1/10 4-Chlor-2-methoxybenzaldehyd enthalten)
farblose Kristalle

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 3.89 (s, 3 H, -OCHs), 7.10 (ddd,
J=0.7,2.5,8.7Hz, 1 H, 5-H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, 3-H), 7.84 (d, J = 8.7 Hz,
1H, 6-H), 10.2 (d, J = 0.7 Hz, 1 H, -CHO) ppm

2,6-Dichlor-4-methoxybenzaldehyd

Aus 32,2 mmol (5,7g) 3,5-Dichloranisol, 99,9 mmol (10,8 ml) TiCl, und
30,6 mmol (5,4 ml) DCME nach Vorschrift 9.1.2.4.1.

CsHsCl1>0, (205 g/mol)
Ausbeute: 13,6 mmol (2,8 g), 44 %

farblose Kristalle
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"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): 5 = 3.90 (s, 3 H, -OCHs), 7.20 (s, 2 H, 3-H, 5-H),
10.3 (s, 1 H, -CHO) ppm

9.1.2.4.2 Allgemeine Vorschrift zur Synthese der fluorsubstituierten

Benzaldehydvorstufen

Zu 25 mmol des entsprechenden fluorsubstituierten Anisols werden 60 ml abso-
lutes THF gegeben und mittels Kryostat auf -70 °C abgekulhlt. Der Ansatz wird
nach vorsichtiger Zugabe von 25 mmol sec. BuLi fur 3 Stunden gerlhrt, sodass
die Temperatur nicht (ber -50 °C steigt. Anschlielend werden 25 mmol
N-Formylpiperidin zugegeben und weiter eine Stunde gerihrt. Der Ansatz wird
langsam auf Raumtemperatur gebracht mit 2N HCI angesauert, die organische
Phase abgetrennt, getrocknet und einrotiert. Das Produkt wird in Form farbloser

Kristalle erhalten.
2,6-Difluor-4-methoxybenzaldehyd

Aus 25 mmol (2,9 mol) 3,5-Difluoranisol, 25 mmol (17,9 ml) sec. BuLi in Cyclohe-
xan und 25 mmol (2,8 ml) N-Formylpiperidin nach Vorschrift 9.1.2.4.2.

CsHsF202 (172 g/mol)
Ausbeute: 11,6 mmol (2 g), 47 %
farblose Kristalle

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 3.88 (s, 3 H, -OCH3), 6.50 (d, J = 10.7 Hz, 2 H,
3-H, 5-H), 10.2 (s, 1 H, -CHO) ppm

1-(4-(4-Methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-
yl)ethanon (33)

Aus 5,6 mmol (0,761 g) 4-Aminoacetophenon, 5 mmol (0,61 ml)
4-Methoxybenzaldehyd, 0,48 mmol (0,237 mg) Scandiumtriflat und 24,4 mmol
(2 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.2.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,7 mmol (0,233 g), 15 %
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beigefarbene Kristalle
Schmp: 131 °C

"H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 1.85 (dd, J = 8.5, 15.2 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.54-2.61 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.95-3.02 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.83
(s, 3H, COCH;),4.12 (d, J =8.8 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.68 (d, J = 3.1 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.67 (m, 1 H, CH=CH), 5.92 (m., 1 H, CH=CH), 6.59 (d, J=8.4 Hz,
1 H, Ar-6H), 6.92, 7.33 (AA'BB‘, J = 8.6 Hz, 4 H, Ar'-H), 7.62 (dd, J = 1.8, 8.4 Hz,
1H, Ar-7H), 7.71 (br s, 1 H, Ar-9H), ppm.

Elementaranalyse: C,1H>1NO; (319,40 g/mol)

berechnet: C: 78,97 % H: 6,63 % N: 4,39 %

gefunden: C: 78,85 %H: 6,78 % N:4,48 %

1-(4-(4-Hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-
yl)ethanon (34)

Aus 5,5 mmol (0,743 g)  4-Aminoacetophenon, 6 mmol (0,739 ml)
4-Hydroxybenzaldehyd, 0,53 mmol (0,254 mg) Scandiumtriflat und 12,2 mmol
(1 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.2.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Isopropanol/n-Hexan 2+8, zwei-
te Saule: Ethylacetat/Petrolether 4+6

Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,1 mmol (34 mg), 2 %
Endo-Exogemisch: 56 % endo und 44 % exo
beigefarbene Kristalle

Schmb: 200-206°C

Endoform:

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 1.85 (br dd, J = 8.4, 16.1 Hz, 1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.45-2.60 (m, 2 H, CH,CH=CH (1 H) (Endo + Exo)), 2.51 (s, 3 H, COCHj),
2.94-3.01 (m, 1 H, CH,CHCH), 4.11 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.66 (d,
J=3.1Hz, 1 H, ArCCHNH), 5.67 (m, 1 H, CH=CH), 5.89-5.97 (m, 1 H, CH=CH),
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6.59 (d, J=8.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, AA'BB'-System, Ar-3'H,
Ar-5°'H), 7.25-7.29 (m, 4 H, AA'BB‘-System, Ar'-2'H, Ar'-6’'H (Endo + Exo)), 7.62
(dd, J=1.9,8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.71 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Exoform:

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 2.09 (br d, J = 17 Hz, 1 H, CH,CH=CH (1 H)),
2.45-2.60 (m, 2 H, CH,CH=CH (1 H)(Endo + Exo0)), 2.54 (s, 3 H, COCH3),
2.61-2.67 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.72 (d, J = 10.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 3.98-4.05 (m,
1 H, ArCHCH=CH), 5.70-5.73 (m, 1 H, CH=CH), 5.89-5.97 (m, 1 H, CH=CH),
6.53 (d, J=8.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, AA’'BB'-System, Ar'-3'H,
Ar-5'H), 7.25-7.29 (m, 4 H, AA'BB‘-System, Ar-2‘H, Ar'-6’'H (Endo + Exo0)),
7.65 (dd, J=1.8,8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.91 (br s, 1 H, Ar-9H) ppm.

ESI: [M+Na]" 328

Elementaranalyse: C,,H9NO, (305,37 g/mol)

berechnet: C: 78,66 % H: 6,27 % N: 4,59 %

+ %2 C3H;OH: C:76,99 %H:6,91% N:4,18 %

gefunden: C:77,10 % H: 6,64 % N: 4,50 %

1-(4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (35)

Aus 10,4 mmol (1,41 9) 4-Aminoacetophenon, 10,1 mmol (1,55g) 2-Fluor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Ausbeute: 7,1 mmol (2,4 g), 71 %

rosafarbene Kristalle

Schmp: 111 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.71 (br dd, J = 8.7, 15.4 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.33-2.39 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.43 (s, 3 H, COCHj), 2.89-3.01 (m,
1 H, CH,CHCH), 3.78 (s, 3 H, OCH}), 4.08 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, ArCHCH=CH),
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4.83 (d, J=2.9Hz, 1 H, ArCHNH), 5.6 (m, 1 H, CH=CH), 5.97 (m., 1 H, CH=CH),
6.45 (s, 1H, NH), 6.77 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.85 (s, 1 H, Ar'-3‘'H), 6.87-6.88
(m, 1 H, Ar'-5'H),7.47 (t, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar'-6'H), 7.54 (dd, J = 1.8, 8.5 Hz, 1 H,
Ar-7H), 7.63 (s, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,H,FNO, (337,39 g/mol)
berechnet: C: 74,76 % H: 5,97 % N: 4,15 %

gefunden: C: 74,66 % H: 6,07 % N:4,18 %

1-(4-(2,6-Difluor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (36)

Aus 5,3 mmol (0,72 g) 4-Aminoacetophenon, 4,9 mmol (0,84 g) 2,6-Difluor-
4-methoxybenzaldehyd, 6,6 mmol (0,5 ml) Trifluoressigsdure und 12,2 mmol

(1 ml) Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 3+7
Ausbeute: 2 mmol (0,69 g), 41 %

beigefarbene Kristalle

Schmp: 141 °C

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 2.1 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)), 2.5 (s, 3 H,
COCHj), 2.76-2.82 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.03-3.10 (m, 1 H, CH,CHCH),
3.8 (s, 3 H, OCHj), 4.31 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, ArtCHCH=CH), 5.06 (d, J = 3.0 Hz,
1H, ArCHNH), 5.69 (m, 1 H, CH=CH), 5.86-5.9 (m, 1 H, CH=CH), 6.48 (d,
J=10.7 Hz, 2 H, Ar-H), 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.61 (dd, J = 2.0,
8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.7 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HoF2NO, (355,38 g/mol)
berechnet: C: 70,97 % H: 5,39 % N: 3,94 %

gefunden: C:70,86 % H:5,66 % N: 3,82 %
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1-(4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (37)

Aus 8,6 mmol (1,16g) 4-Aminoacetophenon, 7,1 mmol (1,2g) 2-Chlor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, Fliemittel: Ether/Petrolether 4+6, zweite
Saule: Ether/Petrolether 1+1

Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 1,2 mmol (0,424 g), 17 %

zitronengelbe Kristalle

Schmp: 151 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.75-1.82 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.47-2.56 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.52 (s, 3 H, COCH3;), 3.18-3.25 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.82 (s, 3 H, OCH3), 4.14 (br d, J = 8.7 Hz,1 H, ArCHCH=CH), 5.06
(d, J=3.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.65-5.69 (m, 1 H, CH=CH), 5.91-5.95 (m, 1 H,
CH=CH), 6.61 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ar'-6‘H), 6.87 (dd, J = 2.6, 8.7 Hz, 1 H,
Ar-5‘'H), 6.96 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, Ar-3'H), 7.50 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.63
(ddd, J=0.5,2.1,8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.72 (dd, J = 0.9, 2.0 Hz, 1 H, Ar-9H) ppm.
Elementaranalyse: C,1H2,CINO, (353,84 g/mol)

berechnet: C: 71,28 % H: 5,70 % N: 3,96 %

gefunden: C:71,25%H: 5,91 % N:3,98 %

1-(4-(4-Chlor-2-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (37a)

Aus 8,6 mmol (1,16g) 4-Aminoacetophenon, 7,1 mmol (1,2g) 2-Chlor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, Flielmittel: Ether/Petrolether 4+6, zweite
Saule: Ether/Petrolether 1+1
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Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,8 mmol (0,293 g), 12 %

gelbe Kristalle

Schmp: 197 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.73-1.82 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.43-2.50 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.51 (s, 3 H, COCH3;), 3.12-3.19 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.85 (s, 3 H, OCH3), 4.12 (br d, J = 8.9 Hz,1 H, ArCHCH=CH), 5.01
(d, J = 3.2 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.63-5.67 (m, 1 H, CH=CH), 5.88-5.93 (m, 1 H,
CH=CH), 6.60 (d, J =8.4 Hz, 1 H, Ar'-6‘'H), 6.88 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, Ar'-3'H), 6.99
(dd, J=1.9, 8.2 Hz, 1 H, Ar'-5'H), 7.42 (dd, J = 0.4, 8.2 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.61
(ddd, J=>1,2.0,8.2Hz, 1H, Ar-7H), 7.72 (dd, J = 0.9, 2.0 Hz, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1H2,CINO, (353,84 g/mol)
berechnet: C: 71,28 % H: 5,70 % N: 3,96 %

gefunden: C: 71,35 % H:5,85% N:4,05%

1-(4-(2,6-Dichlor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (38)

Aus 10,1 mmol (1,36 g) 4-Aminoacetophenon, 9,3 mmol (1,9 g) 2,6-Dichlor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether/Petrolether

Ausbeute: 2,5 mmol (0,962 g), 27 %

dunkelgelbe Kristalle

Schmp: 177 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.98 (br d, J = 16.2 Hz, 1H, CH.CH=CH (1 H)),
2.45-2.52 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.53 (s, 3 H, -COCH}), 3.34-3.40 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.82 (s, 3 H, OCHj), 4.01-4.07 (me, 1 H, AcCHCH=CH), 4.75 (d,
J=10.8 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.73-5.78 (m, 1 H, CH=CH), 5.92-5.96 (m, 1 H,
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CH=CH), 6.53 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.92 (s, 2 H, Ar-3'H, Ar-5'H), 7.66 (dd,
J=2.1,85Hz, 1H,Ar-7H), 7.9 (dd, J = 0.8, 2.0 Hz, 1 H, Ar-9H) ppm.

Elementaranalyse: C,1HgCI,NO, (388,29 g/mol)
berechnet: C: 64,96 % H: 4,93 % N: 3,61 %

gefunden: C:64,90 % H: 5,04 % N:3,72 %

9.1.2.4.3 Vorschrift zur Etherspaltung mit AICl; und Ethanthiol

1,5 mmol der zu spaltenden Verbindung werden in 20 ml absolutem Dichlorme-
than gelést und mit 1,6 g AICl; versetzt. AnschlieRend werden 3 ml Ethanthiol
hinzugefiigt. Der Ansatz wird eine halbe Stunde auf Eis und weitere 30 Minuten
bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Wasser been-
det. AnschlieBend wird dreimal mit Dichlormethan ausgeschuttelt und das L&-

sungsmittel am Rotationsverdampfer abgetrennt.
1-(4-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (39)

Aus 1,7 mmol, (0,557 g) 1-(4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-
3H-cyclopental[c]chinolin-8-yl)ethanon (35) nach Vorschrift 9.1.2.4.3.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Etylacetat/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,5 mmol (0,16 g), 29 %

braunes Pulver

Schmp: 215 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.93 (br d, J = 16.3 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.4-2.44 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)) (unter dem Singulett), 2.44 (s, 3 H,
COCHs), 2.56-2.62 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.92 (d, J = 9.9 Hz, 2 H, ArCHNH, Ar-
CHCH=CH), 5.69-5.74 (m, 1 H, CH=CH), 5.97 (m, 1 H, CH=CH), 6.58 (dd,
J=2.4,12.3 Hz, 1 H, Ar-5'H), 6.66-6.69 (m, 3 H, NH, Ar-3'H, Ar-6H), 7.29 (,
J=86 Hz, 1 H, Ar-6'H), 7.56 (dd, J = 1.9, 8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.79 (d,
J=1.8Hz, 1H, Ar-9H), 9,92 (s, 1 H, OH) ppm.
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Elementaranalyse: C,,HsFNO, (323,36 g/mol)
berechnet: C: 74,29 % H: 5,61 % N: 4,33 %

gefunden: C: 74,09 % H:5,86 % N:4,39 %

1-(4-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (40)

Aus 0,85 mmol, (0,3 g) 1-(4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethanon (37) und 1 g AICI; nach Vorschrift 9.1.2.4.3.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1,

zweite Saule: Ethylacetat/Petrolether 4+6
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 0,04 mmol (15 mg), 5 %

dunkelgrines Pulver

Schmp: Zersetzung ab176 °C, 224 °C alles geschmolzen

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.95 (br d, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.38-2.42 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.44 (s, 3 H, COCHj), 2.52-2.62 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.90 (m., 1 H, ArtCHCH=CH), 4.14 (d, J = 9.6 Hz, 1 H, ArCHNH),
5.74 (m., 1 H, CH=CH), 5.97 (m, 1 H, CH=CH), 6.67 (s, 1 H, NH), 6.68 (d,
J=84Hz, 1 H, Ar-6'H), 6.82 (dd, J = 2.4, 8.4 Hz, 1 H, Ar-5H), 6.84 (d,
J=24Hz, 1 H, Ar-3H), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, Ar-6H), 7.56 (dd, J = 1.9,
8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 7.79 (br s, 1 H, Ar-9H), 9.91 (s, 1 H, OH) ppm.

Elementaranalyse: C,H15sCINO, (339,82 g/mol)
berechnet: C: 70,69 % H: 5,34 % N: 4,12 %

gefunden: C: 70,87 % H: 5,51 % N:4,03 %
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9.1.2.5 Von Estradiol abgeleitete Strukturen
8-Methoxy-4-(4-methoxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (41)

Aus 10,3 mmol (1,27 g) p-Anisidin, 10 mmol (1,2 ml) 4-Methoxybenzaldehyd,
15,8 mmol (1,2 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 1+9,

zweite Saule: Ether/Petrolether 3+7
Ausbeute: 0,2 mmol (56 mg), 2%
grungelbe Kristalle

Schmp: 121°C

'"H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 2.08 (d, J = 16.8 Hz, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.39-25 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.66-2.78 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.63 (d,
J=10.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 3.78 (s, 3 H, OCH3), 3.83 (s, 3 H, OCH5), 3.9-4.0
(m, 1 H, ArCHNH), 5.69 (m;, 1 H, CH=CH), 5.93 (m;, 1 H, CH=CH), 6.53 (d,
J=8.6 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.63 (dd, J= 2.6, 8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.84 (d, J= 2.4 Hz,
1 H, Ar-9H), 6.9, 7.33 (AA'BB’, J=8.5 Hz, 4 H, Ar-H) ppm.

Elementaranalyse: C,H>1NO, (307,39 g/mol)

berechnet: C: 78,15 % H: 6,89 % N: 4,56 %

gefunden: C: 78,27 % H: 7,06 % N:4,35%

4-(4-Hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-ol (42)

Aus 21 mmol (2,3 g) 4-Aminophenol, 19,9 mmol (2,43 g) 4-Hydroxybenzaldehyd,
26,3 mmol (2 ml) Trifluoressigsaure und 30,5 mmol (2,5 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 4+6,

zweite Saule: Ether/Petrolether 6+4

Umkristallisation: Ether
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Ausbeute: 0,5 mmol (0,15 g), 3 %
Endo-Exogemisch: 77 % endo und 23 % exo
gelber Feststoff

Schmp: 93 °C

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.64 (br dd, J = 9.1, 16.2 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.4-2.46 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.75-2.85 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.91
(d, J = 8.7 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.29 (d, J = 2.4 Hz 1 H, ArCHNH), 4.92 (s,
1 H, NH), 5.57 (m, 1 H, CH=CH), 5.74-5.79 (m, 1 H, CH=CH), 6.33 (dd, J = 2.7,
8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.41 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 8.55 (d, J= 8.5 Hz, 1 H,
Ar-6H), 6.73, 7.22 (AA'BB, J = 8.5 Hz, 4 H, Ar-H), 8.42 (s, 1 H, OH), 9.23 (s,
1 H, OH) ppm.

Elementaranalyse: CgsH7NO, (279,33 g/mol)
berechnet: C: 77,40 % H: 6,13 % N: 5,01 %

gefunden: C:77,42 % H: 5,95 % N:5,22 %

4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (43)

Aus 10 mmol (1,2 9) p-Anisidin, 10,4 mmol (1,6 9) 2-Fluor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 3+7
Ausbeute: 2 mmol (0,643 g), 20 %

gelbbraune Kristalle

Schmp: 112 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.68 (br dd, J = 8.6, 15.8 Hz, 1H, CH,CH=CH
1H)), 2.4-2.46 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.86-2.97 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.65
s, 3 H, OCHs), 3.77 (s, 3 H, OCHj), 3.99 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.6
d, J=2.3 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.18 (s, 1H, NH), 5.58 (m, 1 H, CH=CH), 5.83-5.87

(
(
(
(m, 1 H, CH=CH), 6.53 (dd, J = 2.7, 8.6 Hz, 1 H, Ar-7H) 6.62 (d, J = 2.7 Hz, 1 H,
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Ar-9H), 6.67 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.82 (m, 2 H, Ar'-3’'H, Ar'-5'H) 7.5 (t,
J=8.5Hz,1H, Ar-6‘H) ppm.

Elementaranalyse: C,H,0FNO, (325,38 g/mol)
berechnet: C: 73,83 % H: 6,20 % N:4,30 %

gefunden: C:73,73 % H:6,42 % N:4,29 %

4-(2,6-Difluor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (44)

Aus 10,6 mmol (1,3 9) p-Anisidin, 8,7 mmol (1,59) 2,6-Difluor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 3+7
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 2,8 mmol (0,955 g), 32 %

weille Kristalle

Schmp: 157 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.97 (br dd, J = 8.9, 15.4 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.70-2.77 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.80-2.89 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.64
(s, 3 H, OCHj), 3.78 (s, 3 H, OCH;), 4.00 (d, J = 9.2 Hz, 1 H, ArCHCH=CH), 4.69
(d, J = 2.6 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.36 (s, 1H, NH), 5.62 (m, 1 H, CH=CH), 5.83 (m.,
1 H, CH=CH), 6.52 (dd, J = 2.7, 8.6 Hz, 1 H, Ar-7H) 6.58 (d, J= 8.7 Hz, 1 H,
Ar-6H), 6.61 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.73 (d, J = 11.2 Hz, 2 H, Ar'-H) ppm.

Elementaranalyse: C,H19F> NO, (343,37 g/mol)
berechnet: C: 69,96 % H: 5,58 % N: 4,08 %

gefunden: C:70,12 % H:5,58 % N: 3,92 %
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4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (45)

Aus 8 mmol (0,98 g) p-Anisidin, 7 mmol (1,2 g) 2-Chlor-4-methoxybenzaldehyd,
13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 2+8
Ausbeute: 1,6 mmol (0,555 g), 23 %

goldene Kristalle

Schmp: 154 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.72-1.82 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.54-2.64 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.15-3.23 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.76 (s,
3 H, OCHs), 3.81 (s, 3 H, OCHs), 4.10 (d, J = 8.6 Hz,1 H, ArCHCH=CH), 4.88 (d,
J = 2.6 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.67 (m, 1 H, CH=CH), 5.81-5.86(m, 1 H, CH=CH),
6.57-6.63 (m, 2 H, Ar-6H, Ar-7H) 6.66 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, Ar-OH), 6.85 (dd,
J=26, 8.7 Hz, 1 H, Ar-5'H), 6.94 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, Ar-3'H), 7.57 (d,
J=8.7 Hz, 1 H, Ar-6’H) ppm.

Elementaranalyse: C,,H20CINO, (341,83 g/mol)
berechnet: C: 70,27 % H: 5,90 % N: 4,10 %

gefunden: C: 70,01 % H:6,05% N:4,02%

4-(4-Chlor-2-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]chinolin (45a)

Aus 8 mmol (0,98 g) p-Anisidin, 7 mmol (1,2 g) 2-Chlor-4-methoxybenzaldehyd,
13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 2+8
Ausbeute: 0,8 mmol (0,267 g), 11 % Nebenprodukt

C20H20CINO, (341,83 g/mol)
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gelbe Kristalle
Schmp: nb

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.72-1.81 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.50-2.59 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.09-3.17 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.75 (s, 3
H, OCHj), 3.83 (s, 3 H, OCHj), 4.07 (br d, J = 8.7 Hz,1 H, ArCCHCH=CH), 4.83 (d,
J = 3.0 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.65 (m, 1 H, CH=CH), 5.79-5.83 (m, 1 H, CH=CH),
6.56-6.61 (m, 2 H, Ar-6H, Ar-TH), 6.65 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.86 (d,
J=20Hz, 1 H, Ar-3'H), 6.97 (dd, J=2.0,82Hz, 1 H, Ar-5H), 7.49 (d,
J=8.2Hz, 1 H, Ar-6'H) ppm.

Elementaranalyse: nicht CHN rein

4-(2,6-Dichlor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (46)

Aus 11,3mmol (1,39g) p-Anisidin, 9,6 mmol (1,96g) 2,6-Dichlor-
4-methoxybenzaldehyd, 13 mmol (1 ml) Trifluoressigsaure und 24,4 mmol (2 ml)

Cyclopentadien nach Vorschrift 9.1.2.1.1.
Umkristallisation: Ether

Ausbeute: 6,4 mmol (2,4 g), 67 %
hellgelbes Pulver

Schmp: 145 °C

"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.99 (br d, J = 16.7 Hz, 1H, CH.CH=CH (1 H)),
2.50-2.6 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.6-3.69 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.81 (s, 3 H,
OCHs), 3.82 (s, 3 H, OCH3), 4.1 (m¢, 1 H, AcCHCH=CH), 4.83 (d, J = 11.8 Hz,
1H, ArCHNH), 5.77-5.83 (m, 1 H, CH=CH), 5.88-5.93 (m, 1 H, CH=CH),
6.76 (dd, J= 2.5, 8.7 Hz, 1 H, Ar-7H) 6.9 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, Ar-OH), 6.93 (s, 2 H,
Ar-3'H, Ar'-5'H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, Ar-6H) ppm.

Elementaranalyse: C,H9CI,NO, (376,28 g/mol)
berechnet: C: 63,84 % H: 5,09 % N: 3,72 %

gefunden: C: 64,06 % H:5,06 % N: 3,87 %



Experimenteller Teil 149

4-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-
8-ol (47)

Aus 1,3 mmol (0,427 g) 4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin (43) nach Vorschrift 9.1.2.4.3.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1
Ausbeute: 0,6 mmol (0,193 g), 50 %

braune Kristalle

Schmp: 173 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (br dd, J = 9.1, 15.8 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.39-2.49 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.81-2.91 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.92
(d, J = 8.4 Hz, 1 H, AcCHCH=CH), 4.52 (d, J = 2.6 Hz, 1 H, ArCHNH), 4.92 (s,
1H, NH), 5.57 (m, 1 H, CH=CH), 5.74-5.78 (m, 1 H, CH=CH), 6.35 (dd, J = 2.5,
8.2 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.42 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.52-6.56 (m, 2 H, Ar-3'H,
Ar-6H),6.63 (dd, J = 2.3, 8.4 Hz, 1 H, Ar-5'H), 7.35 (t, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar'-6'H),
8.46 (s, 1 H, OH), 9.74 (d, J = 0.8 Hz, 1 H, OH) ppm.

Elementaranalyse: CgHsFNO, (297,32 g/mol)
berechnet: C: 72,71 % H: 5,42 % N:4,71 %
+1/2 H,O: C: 70,58 % H: 5,59 % N: 4,57 %

gefunden: C:70,47 % H: 5,94 % N: 4,56 %

4-(2,6-Difluor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-ol (48)

Aus 1,4 mmol (0,472 g) 4-(2,6-Difluor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin (44) nach Vorschrift 9.1.2.4.3.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1
Ausbeute: 1,2 mmol (0,369 g), 84 %
Endo-Exogemisch: 75 % endo und 25 % exo

gringraue Kristalle
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Schmp: 200 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.91-2.00 (m, 1H, CH,CH=CH (1 H)),
2.69-2.82 (m, 2 H, CH,CH=CH (1 H), CH,CHCH), 3.93 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar-
CHCH=CH), 4.61 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.09 (s, 1H, NH), 5.62 (m, 1 H,
CH=CH), 5.72-5.76 (m, 1 H, CH=CH), 6.34 (dd, J = 2.7, 8.4 Hz, 1 H, Ar-7H),
6.42-6.48 (m, 4 H, Ar-3'H, Ar'-5'H, Ar-6H, Ar-9H), 8.63 (s, 1 H, OH), 10.25 (s,
1 H, OH) ppm.

Zu einem Dirittel ist die Exoform enthalten
Elementaranalyse: CsHsF2NO, (315,31 g/mol)
berechnet: C: 68,56 % H: 4,80 % N: 4,44 %

gefunden: C: 68,62 % H:4,96 % N:4,48 %

4-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-
8-ol (49)

Aus 1,7 mmol (0,570g) 4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin (45) nach Vorschrift 9.1.2.4.3.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1
Ausbeute: 0,9 mmol (0,292 g), 55 %

beigefarbene Kristalle

Schmp: 202 °C

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.56-1.64 (br dd, J = 8.7, 15.3 Hz, 1H,
CH,CH=CH (1 H)), 2.40-2.49 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.90-3.01 (m, 1 H,
CH,CHCH), 3.92 (d, J = 8.7 Hz,1 H, ArCHCH=CH), 4.58 (d, J=2.4 Hz, 1 H, Ar-
CHNH), 4.94 (s, 1 H, NH), 5.58 (m, 1 H, CH=CH), 5.75-5.79 (m, 1 H, CH=CH),
6.35 (dd, J = 2.7, 8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.43 (d, J=2.6 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.54 (d,
J= 85 Hz, 1 H, Ar-6H), 6.78 (dd, J = 2.5, 8.5 Hz, 1 H, Ar-5'H), 6.82 (d,
J=25Hz,1H, Ar'-3'H), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, Ar'-6'H), 8.45 (s, 1 H, OH), 9.75
(s, 1 H, OH) ppm.
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Elementaranalyse: C1gsHsCINO, (313,78 g/mol)
berechnet: C: 68,9 % H:5,14 % N: 4,46 %

gefunden: C: 68,77 % H: 5,22 % N: 4,24 %

4-(2,6-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-ol (50)

Aus 1,4 mmol (0,540 g) 4-(2,6-Dichlor-4-methoxyphenyl)-8-methoxy-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin (46) nach Vorschrift 9.1.2.4.3.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1
Ausbeute: 0,34 mmol (0,119 g), 24 %

gruner Feststoff

Schmb: 130-134 °C

'"H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.81 (br d, J = 15.8 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.36-2.43 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 3.28-3.36 (m, 1 H, CH,CHCH (unter
dem Wasserpeak)), 3.81 (m¢, 1 H, ArCHCH=CH), 4.33 (d, J = 11.5 Hz, 1 H, Ar-
CHNH), 5.18 (s, 1 H, NH), 5.66-5.7 (m, 1 H, CH=CH), 5.84-598 (m, 1 H,
CH=CH), 6.38 (dd, J = 2.6, 8.5 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.45 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, Ar-6H),
6.60 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 6.86 (s, 2 H, Ar-3’'H, Ar-5'H), 8.41 (s, 1H, OH),
10.32 (s, 1 H, OH) ppm.

Elementaranalyse: C1gHsCI,NO, (348,22 g/mol)
berechnet: C: 62,09 % H: 4,34 % N: 4,02 %
+H,0: C:59,03%H:4,68% N:3,82%

gefunden: C: 59,16 % H:4,98 % N: 3,67 %
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8-Methoxy-4-(4-methylthio)phenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]quinolin (51)

Aus 10,8 mmol (1,33 g) p-Anisidin, 10 mmol (1,3 ml) p-Methylthiobenzaldehyd,
15,8 mmol (1,2 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieRmittel: Ethylacetat/Petrolether 1+9
Umkristallisation: Isopropanol

Ausbeute: 0,3 mmol (0,19g), 3 %

weille Kristalle

Schmp: 129 °C

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 2.83 (dd, J = 8.8, 16.1 Hz, 1H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.5 (s, 3 H, SCH3), 2.58-2.65 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.93-3.00 (m,
1 H, CH,CHCH), 3.76 (s, 3 H, OCH3), 4.08 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArCHCH=CH),
453 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, ArCHNH), 5.6 (m, 1 H, CH=CH), 5.8 (m, 1 H, CH=CH),
6.57-6.62 (m, 2 H, Ar-6H, Ar-TH), 6.65 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.26, 7.36
(AA'BB', J = 8.0 Hz, 4 H, AA'BB’ (mit CDCl3-Peak), Ar'-H) ppm.

Elementaranalyse: C,H>1NOS (323,45 g/mol)
berechnet: C: 74,27 % H: 6,54 % N: 4,33 %

gefunden: C:74,32 % H:6,77 % N:4,41 %

8-Methoxy-4-(4-nitrophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin
(52)

Aus 11 mmol (1,359g) p-Anisidin, 11,1 mmol (1,67 g) p-Nitrobenzaldehyd,
15,8 mmol (1,2 ml) Trifluoressigsaure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Umkristallisation: Isopropanol
Ausbeute: 9,8 mmol (3,15 g), 89 %

braunes Pulver
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Schmp: 214 °C

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.59 (dd, J = 8.8, 15.7 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.35-2.41 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.91-3.03 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.67
(s, 3 H, OCHs), 4.05 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, AACHCH=CH), 4.61 (br s, 1 H, ArCHNH),
5.49 (br s, 1 H, NH), 5.58 (m, 1 H, CH=CH), 5.9 (m., 1 H, CH=CH), 6.57 (dd,
J=2.4,8.6Hz, 1H,Ar-7TH), 6.66 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, Ar-OH), 6.71 (d, J = 8.6 Hz,
1H, Ar-6H), 7.75, 8.26 (AA'BB', J = 8.6 Hz, 4 H, Ar-H) ppm.

Elementaranalyse: C19HsN,O3 (322,36 g/mol)
berechnet: C: 70,79 % H: 5,63 % N: 8,69 %

gefunden: C:70,88 % H:5,86 % N:8,76 %

9.1.2.5.1 Vorschrift zur Reduktion von Nitrogruppen mit SnCl;

3 mmol der zu reduzierenden Verbindung und 3 g SnCl, werden mit 10 ml abso-
lutem Ethanol versetzt und 1 Stunde auf 70 °C erhitzt. AnschlieRend wird das
Reaktionsgemisch auf Eis gegossen und durch Zugabe von NaHCO; auf pH 8-9
gebracht. Die wassrige Phase wird dreimal mit Ethylacetat ausgeschuttelt und die
vereinten organischen Phasen Uber Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatogra-

phisch gereinigt.
4-(8-Methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4-yl)anilin (53)
Aus 3,3 mmol (1,062 g) 8-Methoxy-4-(4-nitrophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin (52) und 2,98 g SnCl, nach Vorschrift 9.1.2.5.1.
Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Ether/Petrolether 1+1
Ausbeute: 1,4 mmol (0,4 g), 42 %

gelbe Kristalle

Schmp: 125 °C

"H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 1.87 (dd, J = 8.6, 16.2 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.61-2.67 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.90-2.97 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.75

(s, 3 H, OCHs), 4.06 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, AACHCH=CH), 4.46 (d, J = 2.4 Hz, 1 H,
ArCHNH), 5.63-5.72 (m, 1 H, CH=CH), 5.82 (m,, 1 H, CH=CH), 6.56 (d,
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J=8.6Hz, 1H, Ar-6'H), 6.60 (dd, J = 2.0, 8.7 Hz, 1 H, Ar-7'H), 6.65 (brs, 1 H,
Ar-9°H), 6.69, 8.26 (AA'BB', J = 8.0 Hz, 4 H, Ar-H) ppm.

MS (El, 125 °C): m/z (%) = 292 [M™] (100), 277 (5), 187 (28)
Elementaranalyse: C19H20N.O (292,37 g/mol)
berechnet: C: 78,05 % H: 6,90 % N: 9,58 %

gefunden: C:78,20 % H:7,02% N:9,75 %

9.1.2.5.2 Allgemeine Vorschrift zur Etherspaltung mit Bortribromid

1 mmol der zu entschitzenden Verbindung wird in 20 ml absolutem Dichlorme-
than geldést und auf 0 °C abgekihlt. AnschlieRend werden vorsichtig 2,5 mmol
BBr; (Schlenk 2006), (Schwegler 2009) dazugetropft. Der Ansatz wird Gber Nacht
(0 °C — RT) gerthrt. Danach kihlt man wieder auf 0 °C ab und methanolisiert
das Uberschissige BBr;. Dazu tropft man vorsichtig Methanol und lasst den An-
satz abreagieren. Anschlielend wird das Ldsungsmittel abgedampft und das
Rohprodukt saulenchromatographisch aufgereinigt. Als FlieBmittelgemisch dient

Dichlormethan/Methanol 9+1.
4-(4-Aminophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-ol (54)

Aus 1 mmol (0,3 g) 4-(8-Methoxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-
4-yhanilin (63) und 2,5 mmol (0,24 ml) BBr; nach Vorschrift 9.1.2.5.2.

Saulenchromatographie: Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1
Umkristallisation: Dichlormethan/Methanol

Ausbeute: 0,12 mmol (34 mg), 12 %, (68 % als HBr)

braune Kristalle

Schmp: 112 °C

Schmb: 245-248 °C (vorliegend als Salz)

'H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & = 1.67 (dd, J = 8.6, 15.8 Hz,1 H, CH,CH=CH
(1 H)), 2.4-2.48 (m, 1 H, CH,CH=CH (1 H)), 2.74-2.81 (m, 1 H, CH,CHCH), 3.89
(d, J = 8.1 Hz, 1 H, ArtCHCH=CH), 4.22 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, ArCHNH), 4.81 (s,
1H, NH), 4.90 (s, 2 H, NH,), 5.57 (m, 1 H, CH=CH), 5.73-5.78 (m, 1 H, CH=CH),
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6.33 (dd, J=2.5,8.4 Hz, 1 H, Ar-7H), 6.04 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, Ar-9H), 7.54, 7.06
(AA’BB', J = 8.4 Hz, 5 H, Ar-6H, Ar-H) ppm.

MS (EI, 200 °C): m/z (%) = 278 [M™] (100), 186 (10)
Elementaranalyse: CsHsN.O (278,35 g/mol)
berechnet: C: 77,67 % H: 6,52 % N: 10,06 %

gefunden: C: 77,89 % H: 6,69 % N:10,33 %

9.1.2.6 Dimere Verbindung
1,2-bis(4-(6-Brombenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopenta[c]chinolin-8-yl)ethan (55)

Aus 4,9 mmol (1,03 g) 4,4-Ethyldianilin, 9,8 mmol (2,24 g) 6-Bromopiperonal,
13 mmol (1 ml) Trifluoressigsdure und 12,2 mmol (1 ml) Cyclopentadien nach
Vorschrift 9.1.2.1.1.

Umkristallisation: Isopropanol
Ausbeute: 2,7 mmol (2,1 g), 55 %
braunes Pulver

Schmp: Zersetzung 247-250 °C

"H-NMR (CDCl3z, 400 MHz): & = 1.81 (br dd, J = 8.8, 15.5 Hz, 2 H, CH,CH=CH
(1H)), 2.57-2.64 (m, 2H, CH,CH=CH (1H)), 2.73-2.79 (m, 4 H, CH,-CH,),
3.12-3.23 (m, 2 H, CH,CHCH), 4.09 (t, J = 7.8 Hz, 2 H, ArCHCH=CH), 4.88 (s, 2
H, ArCHNH), 5.68 (m, 2 H, CH=CH), 5.86 (m, 2 H, CH=CH), 6.00 (d, J = 4.1 Hz,
4 H, OCH,0), 6.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Ar-6H), 6.85 (s, 2 H, Ar-9H), 6.90 (d,
J=224Hz, 2 H, Ar-7TH), 7.03 (s, 2 H, Ar'-4‘H), 7.19 (s, 2 H, Ar-7‘H) ppm.

MS (El, 250 °C): m/z (%) = 767 [M™] (6), 382 (100)

Elementaranalyse: C4H33Br.N,O4 (766,52 g/mol)

berechnet: C: 62,68 % H: 4,47 % N: 3,65 %

gefunden: C: 62,71 % H:4,45% N: 3,66 %
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9.2 Biochemischer und pharmakologischer Teil

9.21 Verwendete Gerate
Analysenwaage BP211D

Autoklav Systec 2540 EL

Brutschrank HERAcell 240 CO; Incubator
Ein- und Mehrkanalpipetten
8-Kanalabsauger

Magnetrihrer IKAMAG RCT
Mikroplattenreader FLASHScan S12
Mikroskop Axiovert 25C

Mikroskop Axiovert 40CFL

Multilabel Counter mit Injektor 1420 Viktor?
Multipette® plus

Neubauerzahlkammer

Pipettierhilfe PIPETBOY acu
Schuttelmaschine Gerhardt LS10

Sterilwerkbank HERAsafe

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK106

Vakuumpumpe KNF Neuberger Laboport
Vortexer Genie2
Wasserbad Haake fisons

Zentrifuge Megafuge® 1.0 R

Sartorius

Systec GmbH
Heraeus

Eppendorf

Integra Bioscience
IKA Labortechnik
Analytik Jena

Zeiss

Zeiss

Wallac / Perkin Elmer
Eppendorf
Marienfeld

Integra Bioscience
Gerhardt

Heraeus

Bandelin

KNF Neuberger GmbH
IKA Labortechnik
Haake

Heraeus
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9.2.2 Verbrauchsmaterialien
Einmalkanilen

Einmalspritzen

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalde 1,5 ml und 2,0 ml

Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (steril)

Spitzen fur Multipette® plus
Spritzenfilter 0,22 pm
UV-Lampe UVC30
96-Well-Mikrotiterplatten (steril)
Zellkulturflaschen 25 cm?

Zentrifugenréhrchen, 15 ml, 50 ml

9.2.3 Reagenzien und Léosungen
Akasolv

Cell Culture Lysis Reagent

Dextran 60 (MG: 60000-90000)

DMEM mit/ohne Phenolrot, 4,5 % Glucose
DMSO/DMF p.a.

Ecoscint H

Ethanol 96%

17B-Estradiol

[*H]-Estradiol

FCS

Glutardialdehyd (25 %ige wassrige Losung)

Braun
Braun
Roth
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf
Roth
Thermo Scientific
Nunc
Sarstedt

Sarstedt

Akadia-Chemie
Promega

Sigma

PAA Laboratories
Roth

National Diagnostics
Merck

Fluka

Perkin Elmer
Biochrom AG

Merck
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Kristallviolett Roth
Luciferaseassay-Reagenz (Bright-Glo™) Promega

Norit A Aktivkohle Serva

PBS: KH,PO4, NaCl, Na,HPO4x 2 H,O, KCI Roth/Merck/Sigma
TransIT LT1 Transfection Reagent Mirus

Trypsin Sigma

ct-FCS:

5 % Norit A, 0,05 % Dextran 60 in Tris-Puffer 200 ml (pH 7,5), abzentrifugieren,
Pellet mit 500 ml FCS 3 Stunden bei 4 °C rihren und abfiltrieren, genauere An-

weisung siehe Ricarda Hoffmann (Hoffmann 2007).
Glutardialdehydlésung 1 %:

12,5 ml PBS und 0,5 ml Glutardialdehyd 25 %
Kristallviolettlésung:

0,02 % Kristallviolett in Aqua dest.

PBS:

0,2 g KH,PO4, 8,0 g NaCl, 1,44 g Na;HPO,4 x 2 H,0, 0,2 g KCI
Tris-Puffer:

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 3 mM NaNj3
Trypsinlésung:

0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS
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9.24 Biologisches Material
MCF-7:
humane, hormonabhé&ngige Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231:
humane, hormonunabhédngige Mammakarzinomzelllinie
U20sS:
humane Osteosarkomzelllinie
Plasmide: p(ERE),luc’
pSG5-ERa

pSG5-ERB
9.2.5 Allgemeine Kultivierungsbedingungen

9.2.5.1 Zellkulturmedium

Alle verwendeten Zelllinien wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eadle Medi-
um) mit einem Zusatz von 5 % FCS, in gesattigter Wasserdampfatmosphéare bei
37 °C und 5 % CO,-Gehalt kultiviert.

9.2.5.2 Passagieren und Mediumwechsel

Alle Arbeiten mit den Zellen bis zum Abstoppen eines Zelltests werden in einer
Sterilwerkbank durchgefthrt. MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen werden einmal in
der Woche passagiert. Drei bis vier Tage nach der Passage wird ein Medium-
wechsel vorgenommen. U20S Zellen werden zweimal pro Woche passagiert. Fur
das Passagieren wird das alte Medium aus den 25 cm? Zellkulturflaschen abge-
saugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit einer 0,05 %igen Trypsinldsung
benetzt. AnschlielRend werden die Zellen fur zwei Minuten im Brutschrank inku-
biert. Jetzt lassen sich die Zellen mit 5 ml frischem Medium leicht von der Zellkul-
turflaschenwand spllen und werden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Von den MCF-7 und MDA-MB-231 Zellsuspensionen werden je 0,5 ml

in eine neue Zellkulturflasche mit 5 ml frischem Medium Gberfihrt. Von der U20S
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Zellsuspension 0,3 ml. Fir den Mediumwechsel wird das alte Medium abgesaugt

und durch 5 ml Frisches ersetzt.

9.2.5.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mittels einer Neubauer-Zahlkammer. Sie
besitzt acht Quadrate mit einem jeweiligen Fullvolumen von 0,1 ul. Nach Be-
feuchtung der Rander wird ein Deckglaschen vorsichtig bis zur Ausbildung der
Newton’'schen Ringe auf die Zahlkammer gedriickt. AnschlieRend wird die gut
durchmischte Zellsuspension zwischen Deckgldschen und Zahlkammer gegeben.
Unter dem Mikroskop werden die Zellen in den einzelnen Quadraten gezahlt und

gemittelt. Multipliziert man den Mittelwert mit 10* erhalt man die Zellzahl pro ml.
9.2.6 Zytotoxizitatsuntersuchungen

9.2.6.1 Aussaat der Zellen

Zur Bestimmung des ICso-Wertes nach 96 h werden die Zellen in 96-Well-
Mikrotiterplatten ausgesat. Dazu werden die Zellen wie beim Passagieren be-
handelt und nach Vereinzelung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
Tote Zellen kénnen mit Trypanblau angefarbt und dann nicht mitgezahlt werden.
Es werden pro Vertiefung 750 MCF-7- oder MDA-MB-231- Zellen in 100 yL Me-
dium ausgesat. Fir die ICso-Bestimmung an der U20S Zelllinie werden 400 Zel-
len in 100 pl pro Well bendtigt. Eine entsprechende Menge an Zellsuspension
wird mit Medium so verdinnt, dass die gewlinschte Anzahl an Zellen pro 100 pl
Medium enthalten ist. Anschlieliend werden je 100 ul dieser Zellsuspension mit
einer Mehrkanalpipette in die Vertiefungen der 96-Lochplatten pipettiert. Die Plat-
ten werden fur drei Tage in einem Brutschrank inkubiert, damit die Zellen an-

wachsen konnen.

9.2.6.2 Substanzzugabe

Fur die ICso-Bestimmung werden von den Substanzen Verdinnungsreihen mit
den Konzentrationen 20 mM, 10 mM, 5 mM, 2,5 mM und 1,25 mM in DMSO oder
DMF hergestellt. Liegt der ICso-Wert unterhalb dieser Konzentrationen, werden

die Verdlinnungsreihen so angepasst, dass moglichst zwei Konzentrationen
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oberhalb und zwei Konzentrationen unterhalb des ICso-Wertes liegen. Von den
Verdinnungen werden je 5 yl mit 2,5 ml Medium in einem tip-tub gemischt und
100 pl dieser Lésung nach unten stehendem Pipettierschema auf die 96-Well-
Mikrotiterplatte gegeben. Als Vergleichssubstanz wird Cisplatin in den Konzentra-
tionen 10 mM, 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM und 0,63 mM in DMF eingesetzt.

DMF Cisplatin DMSO Substanz 1

0,63| 1,25 2,5 5 10 1,25 2,5 5 10 20
DMSO Substanz 2 DMSO Substanz 3

1,25 2,5 5 10 20 1,25 2,5 5 10 20

Tab. 20: Die Konzentrationen sind in yumol/l angegeben.

Als Negativkontrolle werden in den Reihen eins und sieben 100 pyl Medium mit
0,2 % des entsprechenden Ldsungsmittels pro Vertiefung pipettiert. Nach der
Substanzzugabe wird eine Platte zur Bestimmung der initialen Zelldichte wie un-

ten beschrieben abgestoppt.

9.2.6.3 Abstoppen des Zelltests

Fur die ICso-Bestimmung wird der Zelltest 96 h nach der Substanzzugabe abge-
stoppt. Das Medium wird abgesaugt und es werden in jede Vertiefung 100 ul
Abstopplésung (1 %ige Glutardialdehydlésung in PBS) pipettiert. Nach einer hal-
ben Stunde wird die Lésung abgeklopft und durch 180 pyl PBS pro Well ersetzt.
AnschlieBend kdénnen die Platten bis zum Farben im Kuhlschrank aufbewahrt

werden.

9.2.6.4 Farben und Auswertung des Zelltests

Zum Féarben des Zelltests wird das PBS entfernt und 100 pl einer 0,02 %igen
Kristallviolettldsung in jede Vertiefung pipettiert. Nach einer halben Stunde wer-
den die Platten fir 30 Minuten mit Wasser gewaschen. AnschlieRend werden die
Platten gut ausgeklopft und in jede Vertiefung 180 ul 70 %iger Ethanol pipettiert.

Nach 3 h auf der Schittelmaschine kdnnen die Platten photometrisch bei 590 nm
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vermessen werden. Die erhaltenen Werte werden auf die Ldsungsmittelkontrolle

und auf die Ausgangszellmasse bezogen:

T-C,
T/CCO}’}”[O ]= 0 .100
()
Abb. 73:  T/Ceop:
T: Mittelwert der Extinktionen der jeweiligen Substanzverdiinnungen
C: Mittelwert der Extinktionen der Losungsmittelblindwerte

Co:  Mittelwert der Extinktionen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe (t0)

9.2.6.5 Bestimmung der IC5-Werte

Die T/Ccn-Werte werden nach oben beschriebener Gleichung berechnet und
gegen den dekadischen Logarithmus der Substanzkonzentrationen aufgetragen.
In Origin Pro 7.5G wird mit Hilfe der Boltzmann-Funktion der sigmoide Kurven-
verlauf ermittelt. Als ICso-Wert kann diejenige Substanzkonzentration aus der

erhaltenen Kurve errechnet werden, bei der der T/C.o-Wert 50 % annimmt.

9.2.7 Luciferase-Assay zur Bestimmung der Estrogenitat und

Antiestrogenitat

9.2.7.1 Kultivierung und Aussaat der Zellen

Die U20S Zellen werden wie bei den Allgemeinen Kultivierungsbedingungen
unter 9.2.5 beschrieben kultiviert. Vier Tage vor der Aussaat eines Tests wird auf
phenolrotfreies Medium mit 5 % ct-FCS und 1 % Natriumpyruvat passagiert. Es

werden 10000 Zellen pro Well in weilze 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesat.

9.2.7.2 Transfektion

Die Transfektion erfolgt 24 Stunden nach der Aussaat. Die im Folgenden ange-
gebenen Mengen gelten fir eine Platte. Fir die Transfektion werden 54,06 pl
PBS mit 10,812 pl Transfektionsreagenz TransIT gemischt. Als zweite Mischung
werden 31,8 ul PBS, 5,3 ul Reporterplasmid p(ERE)y-luc’ und entweder 1,06 pl
pSG5-ERa oder 1,06 ul pSG5pB vereint. Das zweite Gemisch wird dann zu der
Lésung aus PBS und TranslIT gegeben und 20 Minuten unter der LAF-Box inku-
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biert. Anschlieffend werden 6,254 ml Medium vorsichtig dazugegeben und 60 ul

dieser Mischung in jedes Well auf die Zellen pipettiert.

9.2.7.3 Substanzzugabe

5-6 Stunden nach der Transfektion erfolgt die Substanzzugabe. Dazu wird das
alte Medium abgesaugt und durch Neues und die entsprechenden Substanzver-

dinnungen ersetzt.
Herstellen der Verdiinnungsplatten

Fir die Substanzzugabe werden zunachst Substanzverdinnungen auf einer
96-Well-Platte hergestellt (Abb. 74). Dazu werden in jedes Well 90 pl PBS pipet-
tiert. Anschlielend kommen in die ersten drei Wells der Reihe A je 10 ul der Est-
radiolstammlésung (10° M) und in die ibrigen neun Wells je 10 pl der jeweiligen

Substanzstammlésung (102 M). Jeweils drei Spalten enthalten die gleiche Sub-

stanz.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A E2 10° M| Substanz1 [10° M| Substanz2 [10° M| Substanz3 [10° M
B 107 M 10* M 10* M 10* M
c 10% M 10° M 10° M 10° M
D 10° M 10° M 10° M 10° M
E 10" M 107 M 107 M 107 M
F 10" M 10° M 10% M 10° M
G 10" M 10° M 10° M 10° M
H 10" M 10" M 10" M 10" M

Abb. 74: Pipettierschema der Verdiinnungsplatte fiir den Luciferase-Assay

Mit Hilfe einer 12-Kanal-Pipette werden die Lésungen der Reihe A gut durch-
mischt. 10 ul der Wells in Reihe A werden in die Reihe B Ubertragen. Nach er-
neutem Mischen wird in gleicher Weise bis zur Reihe H verfahren. In jeder Reihe
erfolgt also eine Verdiinnung von 1:10. Die Pipettenspitzen werden zwischen den

einzelnen Reihen gewechselt.
Ubertragen der Verdiinnungsplatte auf die Testplatte

Testung auf Estrogenitat

Fur die Testung auf Estrogenitdt wird das alte Medium abgesaugt und durch

90 ul Neues pro Vertiefung ersetzt. In Reihe A werden 10 pl einer 1:100 verdlinn-
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ten DMSO-Ldsung hinzupipettiert. Ab Reihe B werden die Losungen der Verdin-
nungsplatte Ubertragen. Dazu werden aus der Reihe B der Verdlinnungsplatte
10 pl je Well in die Reihe B der Testplatte Gberflhrt. In gleicher Weise wird bis
zur Reihe H verfahren. Bei der Ubertragung erfolgt wieder eine Verdiinnung von
1:10, sodass auf der Testplatte folgende Konzentrationen, wie in Abb. 75 ersicht-
lich, vorliegen. Estradiol liegt in den Konzentrationen 10 bis 10 mol/l und die
Testsubstanzen in 10”° bis 10" mol/l vor. Es kdnnen pro Platte vier Verbindun-

gen in je 7 Konzentrationen getestet werden.

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

B E2 10® M| Substanz1 |10° M| Substanz2 [10° M| Substanz3 [10° M
c 10° M 10° M 10° M 10° M
D 10" M 107 M 107 M 107 M
E 10" M 10° M 10% M 10° M
F 10" M 10° M 10° M 10° M
G 10" M 10" M 10" M 10" M
H 10™ M 10" M 10" M 10" M

Abb. 75: Pipettierschema der Testplatte fiir den Luciferase-Assay

Testung auf Antiestrogenitat

Bei der Testung auf Antiestrogenitat wird in gleicher Weise wie bei der Testung
auf Estrogenitat verfahren, nur dass das frische Medium zusatzlich eine bestimm-
te Menge an Estradiol enthalt. Fur die Testung an ERa wird eine Konzentration
von 3*10™"" M und bei ERB von 3*107° M benétigt.
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9.2.7.4 Abstoppen des Zelltests

21 h nach erfolgter Substanzzugabe wird das Medium abgesaugt und die Zellen
mittels Cell Culture Lysis Reagent lysiert. Dazu werden 30 ul von diesem Rea-
genz in jedes Well pipettiert und die Platten dann 20 Minuten geschuttelt. Nach
Zugabe des Luciferaseassay-Reagenz (30 ul je Well) wird die Lumineszenz (in

relative light units: RLU) fur 10 s an einem Luminometer gemessen.

9.2.7.5 Auswertung

Die Estrogenitat wird in Prozent angegeben, bezogen auf die Positivkontrolle

3*10"° M Estradiol. Das Plateau der sigmoidalen Kurve wird als 100 % gesetzt.
9.3 Fluoreszenzspektroskopie

9.3.1 Gerat

Fluorimeter F4500 (Hitachi)

9.3.2 Aufnahme der Fluoreszenzspektren

Fur die Aufnahme der Spektren werden ausgehend von einer 102 M Stammlé-
sung in Methanol, Verdiinnungen in den Konzentrationen 10* M, 10° M, 5*10° M
und 10° M hergestellt. Die Messungen werden mit einer Scangeschwindigkeit
von 240 nm/min far 2D-Spektren und 1200 nm/min fur 3D-Spektren durchgeflhrt.

Der Exzitations- und Emissionsspalt betragt je 5 nm.
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11 Anhang

111 Poster

1. Synthesis and analytical evaluation of selectively acting GPR30 ago-

nists/antagonists, SFB 765 Symposium in Rheinsberg 7.-9. Septem-
ber 2009

2. Synthese und Testung von selektiven GPR30 Agonisten und Antago-

nisten, Tag der Pharmazie ,Der wissenschaftliche Nachwuchs stellt
sich vor®, FU-Berlin 2. Juli 2010

3. Synthesis of Five Classes of Different Spacer-Linked Bivalent Estro-
gen Analogues, SFB 765 Workshop 2010
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