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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Brustkrebs

Brustkrebs ist mit einem Anteil von 27,8 % der Erkrankungen die haufigste Tumorart bei Frauen.
Es sterben in Deutschland jedes Jahr etwa 17.000 Frauen daran, obwohl die Mortalitat seit Mitte
der 90er Jahre leicht sinkt'. Jedes Jahr tritt Brustkrebs in Deutschland bei 57.000 Frauen neu auf.
Das Risiko, am Mammacarcinom zu erkranken, steigt unter anderem mit hdherem Lebensalter,
Ubergewicht und friilher Menarche; es ist aber auch erhéht, wenn bereits eine Verwandte an
Brustkrebs erkrankt ist>*. Mittlerweile wird Brustkrebs allerdings auch bei jlingeren Frauen immer
haufiger entdeckt, wobei dies nicht an einer tatsachlichen Erhdhung der Inzidenz liegen muss,
sondern auch durch den breiten Einsatz von Mammographiescreenings bedingt sein kann®®,
Allgemein kann das Mammacarcinom durch Bestrahlung, Chemotherapie und Operation therapiert
werden. Bei Estrogenabhangigkeit des Tumorwachstums kann mit selektiven Estrogenrezeptor-
modulatoren (SERMs, siehe unten), Antiestrogenen oder Aromataseinhibitoren gegen ihn
vorgegangen werden. Letztere unterdriicken die Synthese des naturlichen Estrogens 173-Estradiol
(E2).

Etwa zwei Drittel der Brusttumoren sind Estrogenrezeptor (ER) positiv’. Diese Tumorzellen werden
durch Estrogene in ihrer Proliferation angeregt. Von diesen ER-positiven Tumoren sprechen jedoch
nur 55 % auf eine endokrine Therapie an (siehe unten)®, wobei dieser Wert sich auf 70 % erhoht,
wenn der Tumor ER und Progesteronrezeptor (PR) positiv ist®. Daher ist eine Verbesserung der

endokrinen Therapie nach wie vor Gegenstand der Forschung.
2.2 Die Estrogenrezeptoren - Aufbau und Genaktivierung

Die ER sind ligandeninduzierbare, zur Superfamilie der nuclearen Hormonrezeptoren gehérende
Transkriptionsfaktoren'. Die Aktivierung oder Inhibierung dieser Rezeptoren beeinflusst
Wachstum, Differenzierung und die physiologische Funktion vieler Gewebe, darunter natirlich die
Fortpflanzungsorgane" aber auch Knochen?, Leber' und das kardiovaskulare System™ °.

Ein Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und Estrogenen wurde schon friih vermutet,
jedoch erst 1962 schrieb Jensen die gewebeselektiven Wirkungen des E2 der Interaktion
desselben mit einem spezifischen Rezeptor zu'® (Strukturformel von E2 siehe Abbildung 2.2, dort
ist auch die Bezeichnung des Ringsystems und die Nummerierung der Hydroxygruppen
angegeben). Dieser Rezeptor wurde in den 1980er Jahren durch Green sequenziert und bekam
spater den Namen ERa'’, denn 10 Jahre danach gelang es Kuiper in Rattenprostata einen
weiteren ER nachzuweisen und zu sequenzieren, welchen man dann zur Unterscheidung ERf

nannte'® . Von den ER existieren jeweils mehrere Splicingvarianten unterschiedlicher
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Aminosaurenanzahl. ERp ist allerdings keine solche, denn das Gen, welches flir ihn codiert, liegt
auf Chromosom 14%, wahrend sich das fir ERa auf Chromosom 6 befindet?'. Der ERB wurde
urspriinglich in Ratten entdeckt. Dieser Ratten-ERB hat eine Lange von 485 Aminosauren™. Im
Menschen fand man zuerst einen ERB mit 477 Aminos&uren'®, spater entdeckte man die in Bezug
auf die Transaktivierung 2-3fach aktivere Form?* mit 530 Aminosauren®, welche auch die haufigste

Splicevariante darstellt.

1 A/B 180 (C 263 D 302 E 553 F 595
hERa| [ ] ]
1 149 214 248 500 530
hERB| 28 [ 96 [17] 58 | 18 FCOOH
Transkriptionsaktivierung —z=7~ AED

nukledre Translokation = = seessmr sssssssssssssssssns
Dimerisierung —_—
DNA-Bindung i
HSP90-Bindung ~ sweew
Coaktivatorbindung — —_— —
Corepressorbindung —_—

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Doméanen A-F; Prozentsatz der Homologie zwischen ERa
und ERB (nach??°) ist im ERB-Schema gekennzeichnet. Uber dem jeweiligen Rezeptorschema ist die
Nummerierung der Aminosauren angegeben.

Normalerweise besitzen nucledre Rezeptoren sechs Regionen (A-F, Abbildung 2.1)%. Die Region
A/B ist nicht sehr stark konserviert. In ihr befindet sich die ligandenunabhangige
Aktivierungsfunktion 1 (AF-1). Bei ERP ist die AF-1 nur sehr schwach funktionsfahig®. Aus
Abbildung 2.1 ist ersichtlich, dass die beiden am starksten konservierten Regionen die Regionen C
und E sind. Die Region C enthalt die DNA-Bindungsdomane (DBD)# und ist fiir die Dimerisierung
des Rezeptors verantwortlich®. Weiter downstream befindet sich die Region D (,hinge region“). Sie
ist wenig charakterisiert und erlaubt dem Rezeptor, sich an dieser Stelle zu knicken. Wird sie
verandert, beeintrachtigt dies die Funktion des Rezeptors nicht?®. Die Aufgaben von Region E sind
komplex. Sie ist zustandig fur Dimerisierung, nucleare Lokalisation, Transaktivierung und enthalt
die Ligandenbindungsdoméne?(LBD). Sind keine Liganden gebunden, liegt der Rezeptor unter
anderem an ein Hitze-Schock-Protein (HSP 90) assoziiert vor®. Dieses bindet ebenfalls in Region
E. In dieser Region liegt eine zweite Aktivierungsfunktion (AF-2), sie ist hormonabhangig. Fur die
viele Vorgange sind beide synergistisch funtkionierenden Aktivierungsfunktionen noétig. Region F

beeinflusst die Antagonist/Agonist-Aktivitat von Antiestrogenen®® .
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Wachstums-
faktoren

Estrogen

>

Second I['le’ésenger und
Proteinkinasekaskaden

Oo¥
gLo

Estradiol

Zellmembran

Abbildung 2.2: Links: Strukturformel des natiirlichen Liganden Estradiol (E2). Rechts: Modell der Transkrip-
tionsaktivierung, vereinfacht nach Katzenellenbogen® *'.ERE: estrogen response element, HSP:
Hitzeschockprotein; ER: Estrogenrezeptor; DNA: deoxyribonucleic acid; TATA: TATA-Box; Pol II: RNA
Polymerase II. Die DNA wird zur Ablesung C-férmig gebogen.

Wird ein Ligand gebunden, werden die verschiedenen Hitzeschockproteine (70 und 90)
abgespalten. Hierdurch verandert der Rezeptor seine Form und dimerisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass sich sowohl Homodimere aus ERa/ ERP als auch Heterodimere aus je einem ERa
und einem ERP bilden, welche ebenfalls in der Lage sind, Transkription auszulésen, wobei
Homodimere aus ERB die geringste Aktivitat aufweisen® %, Der ER halt sich auch ohne Ligand
hauptséchlich im Zellkern auf®*. Nach Andocken des Liganden bindet der Ligand-Rezeptor-
Komplex an die DNA, an sogenannte estrogen response elements (ERE, Abbildung 2.2). ERE
haben die palindromische Struktur 5-GGTCAnnnTGACC-3', wobei n eine beliebige DNA-Base
darstellt**. 25 bis 30 Basenpaare vor dem ERE befindet sich die TATA-Box (TATA wegen des
Thymin und Adenin-Motivs), hier binden verschiedene Transkriptionsfaktoren (TF)*. An diesen
Komplex und am ER an Region D und E binden die sogenannten Coregulatoren (Erlauterung
siehe unten). Dieser Prainitiationskomplex sorgt nun fir die Ablesung der DNA mittels RNA-
Polymerase Il. Dies ist der ,klassische® Weg der Signaltransduktion.

Daneben kann der ER allerdings auch zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren,
beispielsweise dem specificity protein 1 (sp-1), sogenanntes tethering betreiben. Dabei bindet der
ER selbst nicht direkt an die DNA, sondern an ein jeweils weiteres Protein. Dadurch kann z.B. die
Ablesung von Genen fir transforming growth factor a (TGFa) induziert werden®. Beim tethering

konnen sich E2- und SERM-gebundene ER unterschiedlich verhalten®.
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Abbildung 2.3: Links: Bindung von E2 in der LBD eines ERa-Monomers, Helix 12 (H12) hellgrau dargestellt.
Rechts: Andere Positionierung von H12 bei Bindung von RAL. Nach: Brzozowski et al*.

Welche Gene abgelesen werden, ist von diversen Faktoren abhangig: Verschiedene Liganden
kénnen zu unterschiedlichen Konformationen des Rezeptors fihren (Abbildung 2.3). Bindet der
naturliche Agonist E2, kommt es zu einem Verschliellen der Bindungstasche durch Helix 12
(H12)®. Bei Bindung der SERMs Raloxifen (RAL) oder Tamoxifen (TAM) (siehe weiter unten) kann
H12 die Bindungstasche nicht verschlieRen, sondern wird verschoben (Abbildung 2.3). Dadurch
kann sich die AF-2 nicht ausbilden, so dass keine Interaktion mehr zwischen ihr und bestimmten
Coregulatoren stattfinden kann. Da Coaktivatoren so schlechter rekrutiert werden kénnen, haben
die Verbindungen hauptsachlich antiestrogene, aber teilweise auch estrogene Eigenschaften.
AulRerdem gibt es noch reine Antagonisten, wie z.B. Fulvestrant (ICl 182 780), welche die Struktur
des ER sehr stark veréandern, woraufhin er einem schnellen Abbau unterliegt®*®. Daher nennt man
diese Antagonisten auch SERDs (selektive ER down-Regulatoren). E2 fihrt zwar ebenfalls zu
einer down-Regulation von ER-Protein*, diese tritt jedoch erst nach langerer Exposition auf.

Im Gegensatz zum einfachen Modell der Signalauslésung: Ligand + Rezeptor — Effekt handelt es
sich bei den ER um Rezeptoren mit ,dreiteiliger Rezeptorpharmakologie. Zusatzlich zu Rezeptor
(ERa oder B, Splicingvariante) und Ligand ((partieller) Agonist, Antagonist, SERM) sind noch
verschiedene Coaktivatoren und Corepressoren nétig, mit welchen die je nach Gewebe
unterschiedlichen Wirkungen ausgelost werden*'. Durch ihre An- oder Abwesenheit in der
entsprechenden Zelle kdnnen sie die Zellantwort auf den Liganden stark beeinflussen. Wichtige
Coregulatoren sind beispielsweise SRC-1 (steroid receptor coactivator 1) oder N-CoR (nuclear
receptor corepressor)*?. Bei vielen Coaktivatoren, z.B. auch bei SRC-1, handelt es sich um
Histonacetylasen. Die DNA ist sehr kompakt um Histone gewunden. Durch Acetylierung der
Histone wird dieser feste Zusammenhalt abgeschwacht und die DNA lasst sich leichter ablesen.
Auf diesem Weg fiihren die Coaktivatoren zu einer Verstarkung der DNA-Ablesung®. Die meisten

Coregulatoren binden am ER an die AF-2*.
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Bindet ein Agonist an ERa, werden beispielsweise Uber Exprimierung von TGFa das Wachstum
und Zellteilung angeregt*. Ebenfalls beeinflusst der ER die Exprimierung des PR* #’. Diese
Kommunikation und Beeinflussung verschiedener Signalwege untereinander wird als crosstalk
bezeichnet.

Die beiden ER-Subtypen weisen eine unterschiedliche Verteilung in den jeweiligen Geweben
auf*® *° (Abbildung 2.4). Da sie jeweils die Exprimierung voneinander modulieren, spricht man von
einer ,ying-yang-Beziehung“ der Rezeptoren®. Des Weiteren beeinflusst der natirliche Ligand E2
die Proteinsynthese verschiedenartig in unterschiedlichen Geweben®!, was zum Teil auf die
Coregulatorrekrutierung zuriickzufihren ist. In gesundem Brustgewebe ist die Exprimierung von
ERB normalerweise hoher als jene von ERa*. Interessanterweise ist dieses Gleichgewicht bei
vielen Brusttumoren gestért: Die Exprimierung von ERa wird hochreguliert und/oder die von ERf
herunterreguliert oder es kommt sogar zu einem vélligen Verlust von ERB*. Werden ER negative-
Brustkrebszellen mit ERB transfiziert, zeigen sie eine deutlich schwachere Proliferation®. Es wird
vermutet, dass ER eine kontrollierende Wirkung auf den proliferationsvermitteinden ERa ausubt.
Es soll nur erwahnt werden, dass es auch eine membranstandige Form des ER gibt, bei der
diskutiert wird, ob sie Ursache fiir die beobachteten nichtgenomischen Effekte ist, welche innerhalb
von Minuten auftreten konnen® %,

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Mechanismen, durch welche Liganden des ER
wirken, ungeheuer komplex sind, und dass das heutige Modell wahrscheinlich der Realitadt noch
immer nicht gerecht wird.

ZNS: ERaq, ERB

Brust: ERa, ERB ,_‘hu.( Kardiovaskulires

[ __k"_\.,_ System: ERa, ERf

Gastrointestinaltrakt:
ERB

\ =~ Urogenitaltrakt:
8 K‘ ¢ ¢/ ERa ERB

Knochen: ERa, ER ( ( ]
." I f
{

VA
A A

Abbildung 2.4: Verteilung der ER-Subtypen im menschlichen Gewebe nach Gustafsson*

2.3 Selektive Estrogenrezeptormodulatoren

In den friihen 70er Jahren wurde der nicht steroidale SERM Tamoxifen (TAM, Abbildung 2.5) in die

Therapie des Mammacarcinoms eingefiihrt®” 8, Dieser wird noch immer sehr haufig angewandt
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und reduziert nach einer Ubersicht (iber die vorhandenen Studien die jahrliche durch Brustkrebs
verursachte Todesrate um 31 %>. Bei TAM handelt es sich um ein Triphenylethylen mit basischer
Seitenkette, welches die Estrogenwirkung im Brustgewebe kompetitiv inhibiert®®. 1977 fand Jordan
heraus, dass nicht so sehr TAM selbst, sondern vor allem sein Metabolit 4-Hydroxytamoxifen (4-
OHT, etwa 50mal starkere Transaktivierung als TAM®', Abbildung 2.5) die Effekte hervorruft®.
Allerdings verhalt sich TAM im Endometriumgewebe wie ein Agonist und erhoht so die Inzidenz
von Endometriumkarzinomen®. Zudem entwickeln viele Patienten eine Resistenz®.

Es wurde vermutet, dass die N-Methylgruppen an der basischen Seitenkette zu Formaldehyd
abgebaut werden, was zu Tumoren flihren kénnte. Daher wurden statt Methylgruppen Pyrrolidin-
oder andere Ringe verwendet®.

Aulerdem hatte sich in Tierversuchen mit Ratten eine Leberkrebserhdhung durch DNA-
Adduktbildung unter anderem mit dem Metaboliten a-Hydroxytamoxifen gezeigt® ®. Die Bildung
dieses Metaboliten sollte verhindert werden, indem man die Ethylkette des TAM mit dem
nebenstehenden Aromaten zu einem Ring schloss (Abbildung 2.5). Jedoch stellte sich diese
Vermutung als nicht zutreffend heraus. Zum einen entstehen in Ratten dennoch DNA-Addukte®®,

zum anderen entstehen diese im Menschen gar nicht®.
\N CN

N
M, o Oy

——»
S e

R HO HO
R{=H: TAM
R4 = OH: 4-OHT
R4 =H, R, = OH: ¢ -OH-TAM Lasofoxifen RAL

Abbildung 2.5: Liganden des ER: TAM: Tamoxifen, das erste SERM, 4-OHT: 4-Hydroxytamoxifen, der
aktive Metabolit des TAM, a-OH-TAM: a-Hydroxytamoxifen: Metabolit, welcher in Ratten DNA-Addukte bildet,
daneben das in der Z-Form fixierte Lasofoxifen (Beispiel); RAL: das SERM Raloxifen

Die TAM-Derivate sind ebenfalls am ER wirksam. Um ihre Eigenschaften zu modifizieren,
veranderte man sowohl ,offenkettige” als auch Derivate mit geschlossenem Cyclus, in welchen
zusatzlich Heteroatome eingeflihrt wurden, weiter.

1984 wurde ein SERM mit einem Heterocyclus (Benzothiophen) als zentraler Struktur
synthetisiert’® "". Diese Substanz, spater Raloxifen (RAL, Abbildung 2.5) genannt, fand zunachst in
der Therapie der Osteoporose Verwendung’ ™ und ist neben TAM das zweite wichtige SERM. Seit

2007 kann es auch zur Brustkrebspravention bei Frauen mit hohem Brustkrebsrisiko oder
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Osteoporose eingesetzt werden™ . Raloxifen hat weniger uterotrophe Effekte als TAM™. RAL und
TAM liegen anders in der Bindungstasche des ER als E2. Alle drei Liganden bilden
Wasserstoffbriicken zwischen einer OH-Gruppe mit Glutaminsaure (Glu) 353, Arginin (Arg) 394
und einem strukturell konservierten Wassermolekil aus (Nummerierung der Aminosduren nach
ERa). Die zweite OH-Gruppe von RAL oder E2 interagiert jeweils mit Histamin (His) 524.
Zusatzlich reicht die basische Seitenkette von RAL oder TAM in einen Seitenkanal der
Bindungstasche und bildet Wasserstoffbriicken mit Asparaginsaure (Asp) 351 aus® (Abbildung 2.6,
dargestellt ist RAL im Vergleich zu E2). Fur die Interaktion mit beiden polaren Aminosauren muss
der O-O Abstand (wie bei E2 zwischen der 3- und 173-OH-Gruppe, siehe Abbildung 2.2) etwa
10,9-12,5 Angstrém (A) betragen™. Interessanterweise wird RAL durch Ersatz der Asp 351 durch

Tyrosin zu einem partiellen Agonisten des ER’.

His 524

g = \_, g
“.._9 ) ' ,.,. ~ iJ \_/ ?“’ (
-m i Raloxifen f“’ (
Asp 351 :“.\1 &-r. (

b 6(‘

347 Leu 346)
cu 34 = o 367
Len 384
‘. u 391
Glu 353 ;' Arg 394
Glu 353 Arg 394 ®

Wasser

Wasser —~

Phe 404

Abbildung 2.6: Schematlsche Darstellung von E2 und RAL in der Ligandenbindungsdoméane von ERa nach
Brzozowski*. Sowohl E2 als auch RAL bilden Wasserstoffbriicken zwischen ihrer Hydroxyfunktion und
Glutaminsaure (Glu) 353, Arginin (Arg) 394 und einem strukturell konservierten Wassermolekiil aus. Die
zweite OH-Gruppe interagiert jeweils mit Histamin (His) 524. Bei RAL reicht die basische Seitenkette in
einen Seitenkanal der Bindungstasche und bildet Wasserstoffbriicken mit Asparaginsaure (Asp) 351 aus.

SERMs haben einige Vorteile: lhre Nebenwirkungen sind, im Gegensatz zu klassischer
Chemotherapie, relativ gering: neben der bereits erwahnten Resistenzentwicklung und dem
vermehrten Auftreten von Endometriumcarcinomen (bei TAM) handelt es sich hauptsachlich um
,hot flashes®, aber auch erhéhte Thromboseneigung und erhdhte Inzidenz von Schlaganfallen. Sie
kénnen in der Pravention von Brustkrebs eingesetzt werden, verringern auch Osteoporose und
damit verbundene Knochenbriiche.

SERMs verstarken die Produktion von wachstumshemmenden Faktoren wie z.B. transforming
growth factor B (TGF-B). Sie unterdriicken die Wachstumsstimulation von epidermal growth factor
(EGF)™ und induzieren Apoptose. AuBerdem stehen die vom SERM besetzten Rezeptoren nicht
fur Estrogene zur Verfigung. Das Binden von Estrogenen jedoch fuhrt zum Ablesen von
Wachstumsfaktorgenen, zur Stimulation der DNA-Synthese und letztlich zur Zellproliferation. So

verhindern SERMs das (Krebs-) Zellwachstum und Metastasierung®" ”°.
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Seit einiger Zeit wird TAM, zumindest beim postmenopausalen Mammacarcinom, immer mehr von
den in Studien Uberlegenen Aromatasehemmern der dritten Generation (namentlich Anastrozol)
verdrangt. Auch das 2004 fur die Therapie des metastasierten Mammacarcinoms zugelassene
Fulvestrant wird verstarkt eingesetzt, zumal es bei TAM-Resistenz noch wirkt®® ', Allerdings haben
auch diese Nebenwirkungen: Aromatasehemmer verstarken den Knochenabbau sicher®, bei

Fulvestrant gibt es Hinweise darauf aus Tierversuchen®:.

2.4 Molekile mit heterocyclischer Kernstruktur als Liganden der
Estrogenrezeptoren

Allgemein kann die estrogene Potenz einer Verbindung durch Angabe der halbmaximalen
Wirkkonzentration angegeben werden (ECs, siehe Kapitel 6.3 ,Bestimmung der estrogenen
Wirkung®). Die Fahigkeit einer Verbindung, E2 aus der Ligandenbindungstasche zu verdrangen,
wird mit der RBA (relative binding affinity) angegeben. Die im folgenden vorgestellten
Verbindungen werden durch diese beiden Werte charakterisiert, um sie miteinander vergleichen zu
kdénnen. Ist kein Rezeptorsubtyp angegeben, wurde nicht Gberpruft, Gber welchen ER-Subtyp die
jeweilige Verbindung wirkt.

Es wurden bereits einige substitutierte Heterocyclen mit unterschiedlichen Affinitaten zum
Estrogenrezeptor synthetisiert und getestet. Durch Modifikation sowohl der Heterocyclen als auch
der Arylsubstituenten wurde versucht, ERa/ERB-selektive oder Substanzen mit ungewdhnlichem
Bindungsmodus zu finden, um auf diesem Weg neue SERMs zu entwickeln. Durch geringe
Anderungen an den Molekiilen lassen sich Agonisten oder Antagonisten, Substanzen mit zum Teil
starker Rezeptorsubtypselektivitdt oder aber auch Substanzen darstellen, welche kaum noch
Wirkung an den Estrogenrezeptoren zeigen.

Auch nichtaromatische substituierte Heterocyclen kénnen Liganden des ER sein, beispielsweise
die sogenannten Pip-N-Et und Im-N-Et (Abbildung 2.7¢ bzw. d).

HO HO OH HO OH HO OH
0 (0 ) 9§
OH Cl Cl Cl Cl Cl Cl
HN  NH HN N Ny N
2 2 /0 \ A% \\
a) DES b) Ethylendiaminderivat c) Pip-N-Et d) Im-N-Et

Abbildung 2.7: a) Diethylstilbestrol (DES), RBA: 400 %’°; b) 1,2-Diamino-1,2-bis(2-chlor-4-hydroxyphenyl)-
ethan, ECso: 1500 nmol/L, RBA: < 0,1 %*, c) (2R,3S)/(2S,3R)-N-Ethyl-2,3-bis(2-chlor-4-hydroxyphenyl)-
piperazin (Pip-N-Et), ECso: 210 nmol/L®*®* und RBA: 0,42 %%*; d) (4R,5S)/(4S,5R)-N-Ethyl-4,5-bis(2-chloro-4-
hydroxyphenyl)-2-imidazolin (Im-N-Et): ECso: 15 nmol/L*®, RBA: < 0,1 %%. ECso: siehe Kapitel 6.3.
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Diese wurden Uber ein Ethylendiaminderivat (Abbildung 2.7b) durch Gust et al.*” von
Diethylstilbestrol (DES, Abbildung 2.7a), einem ER-Agonisten mit RBA = 400%°, abgeleitet. Das
Ethylendiaminderivat selbst ist ein sehr schwacher ER-Agonist (RBA <0,1 %, ECso: 1500 nmol/L%*).
Pip-N-Et hat einen O-O Abstand von 6,5-7,1 A®; Im-N-Et von ca. 5,1 A¥. Die beiden Molekiile
kdnnen aufgrund dieses OH-Gruppen-Abstandes nicht wie E2 mit den Aminosauren Glu 353, Arg
394, H,O (3-OH-Gruppe bei E2) und His 524 (17B-OH, siehe oben, als ,Typ I-Estrogene*
bezeichnet) interagieren. Daher wurde ein zweiter Bindungsmodus am ER postuliert, bei welchem
eine OH-Gruppe mit Glu 353, Arg 394 und H.0, die andere hingegen in die gleiche Seitentasche
wie TAM oder RAL eintaucht und entweder analog mit Asp 351%” oder mit Threonin (Thr) 347%
Wasserstoffbriicken ausbildet. Pip-N-Et zeigt eine RBA von 0,42 %, Im-N-Et von <0,1 %, allerdings
I6sen sie dennoch beide Genaktivierung aus (ECsp 210 nmol/L bzw. 15 nmol/L). Es wurde
vermutet, dass sie aufgrund ihres anderen Bindungsmodus (,Typ lI-Estrogene®) E2 schlecht aus
der LBD verdrangen konnen und die RBA deswegen sehr niedrig sind.

Durch Alkylierung eines Stickstoffs und Chlorierung der Aromaten konnten sowohl die RBA als
auch die ECs stark verbessert werden®.

Verbindungen mit heteroaromatischer Kernstruktur kénnen auch solche Typ ll-Estrogene sein: Das
ebenfalls zwei hydroxylierte Aromaten tragende N-Ethyl-4,5-bis(2-chlor-4-hydroxyphenyl)imidazol
(RBA = 1,26, ECs, schwacher als 1000 nmol/L®, Abbildung 2.8a) besitzt ein planares Ringsystem
mit einen O-O Abstand von 8,8-8,9 A% und kann daher ebenfalls nicht wie E2 oder DES mit der

LBD interagieren.

HO OH HO OH HO OH HO OH
cl = o] o] = o] = —N
NVN\\ N« _NH N& N\\\ N _~
Cl Cl
OH OH OH
a) b) c) d)

Abbildung 2.8: a) Diarylimidazol (RBA = 1,26, ECs, > 1000 nmol/L®®), b) Triarylimidazol mit Chlor (RBA: 0,19
%, ECso > 1000 nmol/L*"), c) Triarylimidazol mit Propylkette (RBA = 0,62 %), d) Triarylimidazol mit anderem
Substitutionsmuster und Ethylkette (RBA = 0,11 %, ECso = 77 nmol/L*®). (Veranderungen zum vorigen
Molekul jeweils fett)

Auch ein Triarylimidazol (Abbildung 2.8b) mit drei hydroxylierten Aromaten ist trotz Substitution mit
Chlor ein sehr schwaches Estrogen (RBA: 0,19 %, ECs, schwacher als 1000 nmol/L®"). Fink fiihrte
bei einem analogen Triarylimidazol ohne Chlorsubstitution eine Propylkette in C1 ein und erhielt
eine RBA von 0,62 %*(Abbildung 2.8c).
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Werden die Stickstoffe im Imidazolring verschoben, ergibt sich das in Abbildung 2.8d gezeigte
Substitutionsmuster. Dieses Triarylimidazol hat eine RBA von 0,11 % und eine ECs, von 77
nmol/L*. Insgesamt sind Imidazole also eher schwache Agonisten des ER.

Die Arbeitsgruppe um Katzenellenbogen hat um die Jahrtausendwende sehr viele arylsubstituierte
heteroaromatische Verbindungen mit ER-Aktivitat synthetisiert und getestet. Imidazole, Isoxazole
und Thiazole zeigten eine schwache Bindungsaffinitat zum ER, aber bestimmte Pyrazole, welche
in ihrer raumlichen Ausrichtung eine groBe Ahnlichkeit zu Raloxifen besitzen, wiesen eine hohe
Affinitat zum ER auf®.

Einige substituierte Pyrazole besitzen ERa-Selektivitat®. Die hormonell aktivste Verbindung der
Katzenellenbogen-Arbeitsgruppe, das sogenannte Propylpyrazoltriol (PPT, Abbildung 2.9¢), band
410mal besser an ERa als an ERB*. PPT hatte eine RBA von 49 % an ERa.

OH OH OH OH

a) b) c) PPT d)

Abbildung 2.9: a) dihydroxyliertes Triarylpyrazol, RBA: 16 %%; b) dihydroxyliertes Triarylpyrazol (fett
markiert: veranderte Position des Stickstoffes), RBA: 25 %%; c) sogenanntes Propylpyrazoltriol (PPT), RBA:
49 %*; d) Triarylfuran, RBA 4 %%

Es konnte festgestellt werden, dass immer die an allen drei Aromaten hydroxylierten Verbindungen
die beste Aktivierung des ER zeigten (siehe Abbildung 2.9). Von den 2zwei mdglichen
Pyrazolisomeren hatten die jeweils nur dihydroxylierten Verbindungen RBAs von 16 % und 25 %
(Abbildung 2.9a und b)%.

Katzenellenbogen et al. synthetisierten ebenfalls Furane mit” und ohne basische Seitenkette®.
Diese zeigten jeweils antiestrogene (,modifizierende®) und estrogene Effekte und wiesen ebenfalls
eine Praferenz fur ERa auf. An nur zwei Aromaten hydroxylierte Furane weisen teilweise Aktivitat
an ERB auf®. Das propylsubstituierte Triarylfuran bevorzugte ERa gegentiber ERB 56fach und
zeigte eine RBA von 4 % (Abbildung 2.9d). Substituierte Furane sind also schwachere Agonisten
als Pyrazole, hingegen binden sie besser als Imidazole.

Insgesamt kann fir die substituierten Heterocyclen folgendes Pharmakophor definiert werden
(Abbildung 2.10)%: Die heteroaromatische Kernstruktur tragt einen Phenolring, welcher den A-Ring

von E2 (Bezeichnung der Ringe siehe Abbildung 2.2) imitiert. Ublicherweise gibt es einen zweiten
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hydrophil substituierten Aromaten. Zwei weitere Substituenten, von welchen einer ebenfalls

aromatisch sein kann, kbnnen vorhanden sein.

Substituent
(aromatisch)

zweite aromatische
Gruppe

Substituent
(aliphatisch)

Abbildung 2.10: Pharmakophormodell fiir Liganden des ER mit heterocyclischer Kernstruktur®

Es stellte sich die Frage, ob der zentrale Heteroaromat lediglich die Substituenten in einer fiir den
ER gunstigen Form prasentiert, oder ob er auf die Bindungsaffinitdt und die Transkriptions-
aktivierung einen Einfluss hat. Durch systematischen Austausch des Heteroatoms kann dieser

Frage nachgegangen werden.

OH
a) b) c)
Abbildung 2.11: a) Von Katzenellenbogens Mitarbeitern synthetisiertes Pyrrol mit einem RBA-Wert von 0,5

%%; b) Hoffmann Typ 2: RBA: 0,02 %, ECsy: 25 nmol/L*%; ¢) Hoffmann Typ 1: RBA: 0,07 %, ECs: 38
nmol/L%.

Fur ihre Veroffentlichung Uber die substituierten Furane hatten Katzenellenbogen et al. auch ein
Pyrrol synthetisiert® (Abbildung 2.11a). Dieses verfligte, verglichen mit den Furanen und
Pyrazolen, Gber eine sehr niedrige Bindungsaffinitat fur den ER (0,5 %), obwohl es doch eine sehr
groRe strukturelle Ahnlichkeit zu ihnen besaR.

Von Hoffmann® wurden daraufhin zwei Typen von Triarylpyrrolen synthetisiert und getestet. lhre
Rezeptorbindungsaffinitat ist sehr schwach ausgepragt (RBA = 0,02 bzw. 0,07 %), allerdings sind
sie in der Lage, Transkriptionsaktivierung auszulésen (ECso: 25 und 38 nmol/L; Abbildung 2.11b
und c).
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3 Problemstellung

Verschiedene substituierte Heterocyclen kdnnen Liganden des ER sein. Ausgehend von bereits in
diesem Arbeitskreis synthetisierten Strukturen® soll nun eine weitere Optimierung stattfinden. Die
Untersuchung der Eigenschaften von Triarylpyrrolen soll aus mehreren Grinden weiter verfolgt
werden: Zum einen soll die Frage geklart werden, warum Pyrazole soviel potentere Liganden als
Imidazole sind. Durch Synthese von Pyrrolen, welche naturgemaf nur einen Stickstoff tragen,
kann erforscht werden, welcher Stickstoff der Imidazole oder Pyrazole fir diesen Unterschied
verantwortlich sein koénnte (siehe Abbildung 3.1). Zum anderen soll der EinfluR einer
Positionsveranderung des Stickstoffs in Bezug auf die Substituenten auf die Lage des Molekdls in
der Ligandenbindungsdoméane und als Konsequenz die Estrogenitat, bestimmt werden. So kann
die fur den Rezeptor vorteilhafteste Positionierung ermittelt werden. Durch Vergleich der
estrogenen Eigenschaften analog substituierter Triarylpyrrol-Verbindungen und Vergleiche mit den
von Hoffmann synthetisierten Verbindungen kénnen dann Rickschlisse Uber den Einfluss des
Charakters des Kernmolekuls auf das Bindungsverhalten am ER gezogen werden. Da Hoffmann
zeigen konnte, dass ein unsubstituierter Stickstoff des Pyrrolrings unglinstig fir die estrogenen
Eigenschaften ist, sollen nur am Stickstoff substituierte Derivate synthetisiert werden.

Hoffmann konnte durch Chlorierung in den Aromaten (erhohte Lipophilie) eine Kombination von
Cytotoxizitat und Estrogenitat erreichen. Es konnte fir eine Therapie von Vorteil sein, wenn die
Substanzen toxisch wirken und sich in Zellen mit ER bevorzugt anreichern (,drug targeting®).
Daher wird dieser Ansatz weiter verfolgt und um fluorierte Molekile erweitert.

Es soll der Einfluld der Pyrrole auf den Estrogenrezeptorgehalt untersucht werden. In diesem
Zusammenhang konnte geklart werden, ob die neuen Pyrrole ERa selektiv herunterregulieren und
so das in Kapitel 2 erwahnte natlrliche Gleichgewicht zwischen ERa und ERB wiederherstellen

kdnnen.
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Abbildung 3.1: Triarylsubstituierte Heterocyclen als Liganden des ER. Strukturen, RBA und ECs, aus:

a)Stauffer*, b) Stauffer®™ c) Fink®, d) Wiglenda®,

e) Mortensen® und f) Hoffmann®
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Daruber hinaus ist beabsichtigt, Triarylpyrrole mit zwei Alkylketten zu synthetisieren (Abbildung
3.2), um die lipophilen Eigenschaften zu verstarken, aber dennoch die estrogenen Eigenschaften
beizubehalten. Da sich in vorhergehenden Arbeiten bereits mit Propylrest substituierte
Heteroaromaten als am potentesten herausgestellt hatten, bleibt ein Alkylrest ein Propylrest,
wahrend der andere in seiner Lénge variiert wird. Da die Ligandenbindungstasche mit 450 A® fast
das doppelte Volumen von E2 (250 A%) hat®, sollte der groRere Raumanspruch der Molekiile kein

Problem darstellen.

2,3,5-Triaryl-1,4-dialkylpyrrole 1,2,4-Triaryl-3,5-dialkylpyrrole
R = Alkyl R = Alkyl

Abbildung 3.2: Die beiden dialkylierten Triarylpyrrole mit unterschiedlicher Position des Stickstoffs, welche
synthetisiert werden sollen.

Auler auf Estrogenitat und Cytotoxizitat werden die dargestellten Substanzklassen mittels HPLC
auf ihre Stabilitdt gegenlber Luftsauerstoff getestet. Instabilitdt diesem gegeniber stellt bei
Pyrrolen eine typische Eigenschaft dar und diese stiinde einer Verwendung der Substanzen als
Arzneistoffe entgegen.

Hinreichend antiproliferativ wirksame Substanzen werden nach Bestimmung ihres ICs-Wertes
(halbmaximale inhibitory concentration) an einer ER positiven (MCF-7 Zellen) und ER negativen
(MDA-MB-231-Zellen) Zelllinie zusatzlich auf zeitabhangige Cytotoxizitdt an MCF-7-Zellen
getestet. Wenn die Verbindungen etwa an der hormonabhéngigen Zelllinie eine starkere
Cytotoxizitat zeigen als an der hormonunabhangigen, kénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass
die toxische Wirkung Uber den ER vermittelt wird. Die Bestimmung der Cytotoxizitat in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit soll aufzeigen, wie schnell die Substanzen toxisch wirken
und ob die Zellen sich wieder erholen. Hierbei ware eine schnelle Wirkung und keine Erholung

erwunscht, da die Brustkrebszellen ja nachhaltig an ihrer Proliferation gehindert werden sollen.
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4 Synthesen

Die in dieser Arbeit synthetisierten Pyrrole kann man je nach Substitutionsmuster in drei
Strukturklassen einteilen: 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A), 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)
und 1,3,4-Triarylpyrrol (Typ C) (siehe Abbildung 4.1).

HO HO HO
D, Qr ®
N = N
sl s & Salie
HO HO HO

1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole 1,3,4-Triarylpyrrol
(Typ A) (Typ B) (Typ C)

Abbildung 4.1: Substitutionsmuster der drei in dieser Arbeit dargestellten Substanzklassen von
Triarylpyrrolen. Ry = H oder Alkyl; R, = Alkyl

4.1 Ubersicht iiber die synthetisierten Verbindungen

1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

R4 R Verbindung
Met OCH; 19
Et OCH; 20
Prop OCH; 21
i-Bu OCH; 22
i-Pent OCH; 23
Met OH 37
Et OH 38
Prop OH 39
i-Bu OH 40
i-Pent OH 41

Tabelle 4.1:
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3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

Ri R. Verbindung
H OCHs 67
Met OCHs 68
Et OCHs 69
Prop OCHj; 70
H OH 71
Met OH 72
Et OH 73
Rz Prop OH 74
Tabelle 4.2
1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)
R4 R> Verbindung
Met OCHs 34
Et OCHs 35
Prop OCH; 36
Met OH 52
Et OH 53
Prop OH 54
Tabelle 4.3
3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)
R, R R> Verbindung
Met OCHs 83
R Et OCH; 84
O N Prop OCHs 85
|y Met OH 86
R Et OH 87
Prop OH 88

Tabelle 4.4
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1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole mit Fluor-

Positionen der Aromaten (Typ A)

Tabelle 4.5

1,3,4 Triarylpyrrole (Typ C)

Tabelle 4.6

oder Chlorsubstituenten

in den ortho-

R R4 Rs R> Verbindung
Met OCH; Cl H 24
Met OCH;, F H 25
Met OCH;, Cl 26
Met OCH; H F 27
Prop OCH; Cl 28
Prop OCH; F H 29
Prop OCH; H Cl 30
Prop OCH; H F 31
Met OCH; F F 32
Prop OCH; F F 33
Met OH Cl H 42
Met OH F H 43
Met OH Cl 44
Met OH 45
Prop OH Cl 46
Prop OH F H 47
Prop OH H Cl 48
Prop OH H 49
Met OH F 50
Prop OH F 51
R Verbindung
OCHjs 92
OH 93
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4.2 Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-
triarylpyrrole (Typ A)

4.2 .1 Herstellung von 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid

4-Methoxyphenylessigsaure wurde mit Thionylchlorid versetzt und vorsichtig erhitzt. Wahrend des
leichten Siedens entwichen HCI-Gas und SO,. Ist die Gasentwicklung beendet (je nach
Ansatzgrofle etwa 45 bis 90 min), wird die Reaktion durch Entfernen des Heizbades gestoppt
(Abbildung 4.2).

-0 _0O
SOCl,

-

reflux, - HCI, - SO,
HO™ Yo ClI~ ~o

‘ (Nr)  Ausbeute
4-Methoxyphenylessigsaure ‘ 1 100%

Abbildung 4.2: Herstellung von 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid (1)

Aufgrund seiner hohen Reaktivitdt wurde das entstandene 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid (1)

sofort weiter umgesetzt.

4.2.2 Friedel-Crafts-Acylierung mit 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid

Die Anisolderivate wurden in Dichlormethan geldst und mit AICI; versetzt® . Man klhlte mittels
Eisbad auf 0°C. Da die Elektrophilie von 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid selbst nicht fiir die
Reaktion ausreicht, wurde die Lewissaure Aluminiumchlorid zur Aktivierung des Acylierungsmittels
benutzt. 4-Methoxyphenylessigsaure-chlorid wurde langsam zugetropft und bildete mit dem AICl;
einen Komplex. Es erfolgte ein elektrophiler Angriff dieses Komplexes am Anisolderivat unter
Bildung einer Carbonylverbindung. Da AICI; auch mit dieser einen stabilen Komplex bildet, setzt
man es im Uberschuss ein. Das Eisbad wurde nach dem Zutropfen entfernt und der Ansatz unter
DC-Kontrolle weitergerihrt. Nach beendeter Reaktion wurden die Komplexe aus Keton und AICl;
durch Eintrag des Reaktionsansatzes in Eis und konz. HCI gespalten.

Die Methoxygruppe des Anisolderivats bt einen para-/ortho-dirigierenden Effekt aus, wobei
aufgrund der starken Raumbeanspruchung des angreifenden Elektrophils die para-Substitution
bevorzugt stattfindet. Bei der Substitution von 3-Chloranisol und 3-Fluoranisol wurden die
Stellungsisomere 3, 4 und (3a), (4a) gebildet (Abbildung 4.3). Durch die Durchfiihrung der
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Reaktion bei 0°C entstanden bevorzugt die p-methoxysubstituierten Derivate 3 und 4, allerdings
liel® sich die Bildung der Stellungsisomere 3a und 4a nicht komplett zurtickdrangen. Da es sich bei
der Ketogruppe um einen elektronenziehenden Substituenten (Substituent 2. Ordnung) handelt,
wurden die jeweiligen Aromaten fir die elektrophile Substitution deaktiviert. Aus diesem Grund
kam es nicht zu einer Zweitsubstitution. Die gebildeten Stellungsisomerengemische wurden im Fall
von Chlorsubstitution saulenchromatographisch aufgetrennt. Bei Fluorsubstitution wurde das
Stellungsisomerengemisch mit kaltem Ethylacetat gewaschen. Das gewinschte Isomer 4
kristallisierte aus, wahrend das unerwiinschte 3 ein Ol blieb und sich durch das Waschen mit

Ethylacetat entfernen liel3.

R3
R
T = ¢
0@1@ ’ L )-o
/
CIO o o~ °
oder, O
s W,
0]
\

(Nr) Rs (Nr) Rs Ausbeute
1 H Anisol 2 H 70%
Cl 3-Chloranisol 3 Cl 25%
Cl 3-Chloranisol (3a) Cl  nicht bestimmt
F  3-Fluoranisol 4 F 44%
F  3-Fluoranisol (4a) F nicht bestimmt

Abbildung 4.3: Friedel-Crafts-Acylierung mit 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid

Um diese beiden Isomere voneinander zu unterscheiden, wurden nuclear Overhauser effect
(NOE)-Differenzspektren von ihnen aufgenommen. Mit dieser Methode kdnnen Kopplungen von
Protonen Uber den Raum beobachtet werden. Hierzu wurde bei 1568 Hertz (Hz) (3a und 4) oder
1532 Hz (3) jeweils auf die Protonen der Methoxygruppe eingestrahlt. Das para-chlorierte Derivat
3a zeigte im NOE-Differenzspekirum nur eine Raumkopplung zu einem Aromatenproton. Beim
ortho-chlorierten Derivat 3 hingegen waren zwei Raumkopplungen zu den Aromatenprotonen ,1¢
und ,2“ zu sehen (Abbildungen 4.4 und 4.5). Bei dem fluorierten Derivat (4 und 4a) war es nicht
moglich, ein sauberes Spektrum des unerwinschten Isomers 4a zu bekommen. Das NOE des

erwunschten Isomers 4 ist jedoch eindeutig(Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.4: NOE-Differenzspektrum von 3a. a) durch Einstrahlung auf 1568 Hz (OCH;) findet eine
Signalverstarkung des Aromatenproton statt. Nur dieses kann mit den Protonen der Methoxygruppe koppeln.
b) '"H-NMR von 3a in CDCls
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Abbildung 4.5: NOE-Differenzspektrum von 3. a) durch Einstrahlung auf 1532 Hz (OCH;) findet eine
Signalverstarkung der Aromatenprotonen “1* und “2“ statt. Nur diese kénnen mit den Protonen der
Methoxygruppe koppeln. Da allerdings die beiden Methoxygruppen sehr nah beieinander lagen (die zweite
OCHj; lag bei 1512 Hz), konnten die Aromatenprotonen nicht isoliert angeregt werden und Aromatenproton
“3“ koppeln hier mit. Zur besseren Ubersicht ist der Teil des Spektrums mit der Einstrahlung nicht
abgebildet. b) '"H-NMR von 3 in CDCl;
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Abbildung 4.6: NOE-Differenzspektrum von 4. a) durch Einstrahlung auf 1568 Hz (OCHjs) findet eine
Signalverstarkung der Aromatenprotonen statt. Nur diese kénnen mit den Protonen der Methoxygruppe
koppeln. b) '"H-NMR von 4 in CDCl,

4.2.3 Friedel-Crafts-Acylierung mit Alkanoylchloriden

Die Anisolderivate wurden in Dichlormethan gelést und mit AICI; versetzt. Es wurde auf 0°C
gekuhlt. Das entsprechende Saurechlorid geldst in Dichlormethan wurde langsam zugetropft
(Abbildung 4.7).

0
0 Ry AICl; 0 Ry
20 O IR S

CH,Cl,, 0°C R,
0]
R> ‘ R4 ‘ (Nr) Rz R4 Ausbeute
H Anisol H Acetylchlorid 5 H Prop 91%
Cl  3-Chloranisol Prop Pentanoylchlorid 6 ClI H 92%
F 3-Fluoranisol 7 F H 92%

Abbildung 4.7: Friedel-Crafts-Acylierung mit Alkanoylchloriden

Die Reaktionen liefen wie bereits bei 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid (1) beschrieben ab;
allerdings bildete sich bei 3-Chlor- und 3-Fluoranisol zu 92 % bzw. 90 % (laut NMR) das
parasubstituierte Isomer, so dass keine Trennung erforderlich war, da in der folgenden Reaktion

(a-Bromierung der Arylketone, siehe unten) das para-substituierte Derivat sauber auskristallisierte.
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Abbildung 4.8: NOE-Differenzspektrum von 6. a) durch Einstrahlung auf 1540 Hz (OCHjs) findet eine
Signalverstarkung der Aromatenprotonen statt. Nur diese kbnnen mit den Protonen der Methoxygruppe
koppeln. Ware das para-chlorierte Isomer vorhanden, sdhe man nur ein Signal eines Aromatenprotons. b)
"H-NMR von 6 in CDCl;. Neben dem Signal fiir die Methoxyprotonen ist ein weiteres sehr kleines Signal des

unerwilinschten Isomers zu sehen.
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Abbildung 4.9: NOE-Differenzspektrum von 7. a) durch Einstrahlung auf 1544 Hz (OCHs) findet eine

Signalverstarkung der Aromatenprotonen statt. Nur diese kdnnen mit den Protonen der Methoxygruppe
koppeln. Ware das para-fluorierte Isomer vorhanden, sdhe man nur ein Signal eines Aromatenprotons. b) 'H-
NMR von 7 in CDCl;. Neben dem Signal fur die Methoxyprotonen ist ein weiteres sehr kleines Signal des

unerwiinschten Isomers zu sehen.

Im NOE-Differenzspektrum von Verbindung 6 (Abbildung 4.8) ist klar die Raumkopplung von zwei

Aromatenprotonen mit den Protonen der Methoxygruppe zu erkennen (Einstrahlung bei 1540 Hz).
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Dies ist im NOE-Differenzspektrum von Verbindung 7 (Abbildung 4.9) ebenfalls gut sichtbar
(Einstrahlung bei 1544 Hz). Es wurden NOE-Differenzspektren aufgenommen, da beide
Stellungsisomere von 7 einen Schmelzpunkt von 51-53°C aufweisen (Alfa Aesar MSDS). Bei

Verbindung 6 handelte es sich um ein Ol.

4.2.4 a-Bromierung von Arylketonen

Aldehyde und Ketone sind aufgrund ihrer CH-aziden Eigenschaften in a-Position halogenierbar,
wenn sich an dieser Position ein Proton befindet. Die elektrophile Substitution des Protons kann
saure- oder basenkatalysiert stattfinden. Im Basischen kann die a-Position mehrfach halogeniert
werden (Haloformreaktion). Die CH-azide Verbindung reagierte in diesem Fall aus der anionischen
Form, welche durch den Elektronenzug des Broms stabilisiert wiirde. Im Gegensatz dazu bleibt bei
der Saurekatalyse die Halogenierung auf der Stufe des Monohalogens stehen.

Die Reaktion wurde mit Brom durchgefiihrt. Es findet ein Hydridshift (Keto-Enol-Tautomerie) und
daraufhin der nucleophile Angriff der Doppelbindung am Brom statt (Abbildung 4.10). Durch den
elektronenziehenden Effekt des Broms an der Doppelbindung ist eine Zweitsubstitution erschwert.

O im Sauren 0

OH OH
)k . /& + Br—Br . B?
R RN/ R R + HBr

Br Br

Abbildung 4.10: Mechanismus der a-Bromierung im Sauren

Die Ketone wurden ohne Saurezusatz in absolutem Ether oder THF gelést, da sich in der Reaktion
selbst HBr bildet und so die Saurekatalyse gewahrleistet, nachdem die Reaktion begonnen hat.
Mittels Eisbad wird auf 0°C geklhlt. Ein Aquivalent Br, wird zugetropft. Nach beendeter Zugabe
wurde der Reaktionsansatz fir eine halbe Stunde weitergerihrt und danach auf Eis gegeben.
Nach Extraktion mit CH.Cl, und Abdampfen des Losungsmittels werden die a-Bromketone als helle

Ole erhalten, die nach einiger Zeit auskristallisieren (Abbildung 4.11).

R2
< /> \< R4 0 R Br
O + BI"Z >
/ 0 Ether/ THF, 0°C R
0]

(Nr) R: Rs (Nr) Rz R4 Ausbeute

H H 8 H H 51%

5 H Prop 9 H Prop 80%

6 Cl H 10 ClI H 33%

7 F H M1 F H 37%

Abbildung 4.11: a-Bromierung von arylierten Ketonen
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4.2.5 Synthese von 1,4-Diketonen aus a-Bromketonen und 1,2-Bis(4-
methoxyphenyl)ethanonen

In Gegenwart geeigneter Basen kdnnen CH-azide Ketoverbindungen als Nucleophile reagieren.
Bei diesen Reaktionen kdnnen zwei Konkurrenzreaktionen auftreten: Zum einen kann die bereits
deprotonierte Ketoverbindung andere, noch nicht deprotonierte Ketoverbindungen nucleophil
angreifen. Um dies zu verhindern, sollte die eingesetzte Base schnell und quantitativ das Keton
deprotonieren. Zum anderen darf die Base nicht selbst als Nucleophil reagieren. Hierflr verwendet
man nichtnucleophile Basen wie beispielsweise tertidr-Butanolat oder Kaliumhexamethyldisilazan
(KHMDS). Fur die Synthese der 1,4-Diketone wird hier KHMDS verwendet, welches einerseits eine
sehr starke Base ist, da der Stickstoff als Anion vorliegt und die Trimethylsilylgruppen zusatzlich
einen intensiven +I-Effekt auf ihn ausiben. Andererseits ist das Molekul durch diese sterisch

gehindert, so dass keine nucleophilen Eigenschaften auftreten (Abbildung 4.12).

K
\Si/'\p\Si/
Abbildung 4.12: Kaliumhexamethyldisilazan (KHMDS)

Das entsprechende 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethanonderivat wird in absolutem THF geldst und auf
-78°C gebracht. Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,5 molar in Toluol) wird zugespritzt. Dabei
wird das Keton in a-Position deprotoniert. Es wird eine Stunde bei -78°C gerihrt, dann wird das
entsprechende a-Bromketon in THF geldst zugetropft. Danach wird eine weitere Stunde bei -78°C
gerihrt und der Ansatz Uber Nacht auf Raumtemperatur kommen gelassen. Das 1,2-Bis(4-
methoxyphenyl)ethanonderivat (2, 3 oder 4) reagiert aus der Enolatform und greift das Bromketon
(8-11) nucleophil an, wobei das Brom substituiert wird. Hierbei entstehen Diastereomeren-
gemische.

Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Abtrennung der Edukte wurden die
Diastereomerengemische von 1,2,4-Triarylbutan-1,4-dionen (Abbildung 4.13) in Ausbeuten von 41
- 82 % erhalten. Eine Isomerentrennung war nicht erforderlich, da in der folgenden Reaktion beide

Isomere zum gleichen Produkt reagieren.
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00
o " 2avsvaY
O 0 Q /KHMDS-Lsg. 7 00
P * O THF, -78°C
e} Br

0

/
(Nr) Rs (Nr) Rz Rs (Nr) R Rs R4 Ausbeute
2 H 8 H H 12 H H H 82%
3 Cl 9 H Prop 13 H Cl H 49%
4 F 10 CI H 14 H F H 41%
M1 F H 15 CI H H 80%
16 F H H 55%
17 F F H 73%
18 H H Prop 55%

Abbildung 4.13: Synthese von 1,4-Diketonen aus a-Bromketonen und 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)-
ethanonderivaten

4.2.6 RingschluB zu substituierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen

Die 1,4-Diketone wurden mittels der Paal-Knorr-Pyrrolsynthese zu 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen
umgesetzt. Hierbei wird das jeweilige 1,4-Diketon mit Ammoniak oder einem primaren Amin zum
Pyrrol cyclisiert’® '°". Bei dieser Kondensationsreaktion werden pro Molekil Pyrrol zwei Molekiile
Wasser frei. Der Mechanismus war bis in die 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts
unbekannt, obschon man bereits im Jahr 1906 ein Enamin als Intermediat isolieren konnte'2.
Noch immer ist der Mechanismus nicht vollstandig verstanden. Katritzky fand durch 'H, *C und
"N-NMR-Untersuchungen des Reaktionsgemischs heraus, dass sich als Zwischenprodukt das
Imin bildete, nicht aber das 2,5-Dihydroxypyrrolidin (Abbildung 4.14)'®. Daher schlug er einen
Additions-Eliminierungsmechanismus tber das Imin-Enamin vor. Gleichwohl konnte er das Enamin
nicht beobachten, was er darauf zuriickfiihrte, dass sich das Gleichgewicht stark auf der Seite des
Imins befindet und vorhandenes Enamin schnell unter Wasserabspaltung zum Pyrrol reagiert. Da

das Imin isoliert werden kann, muss es einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt vor und einen
nach der Iminentstehung geben. Ist das Amin sterisch anspruchsvoll, verlangsamen sich sowohl
Bildung als auch Weiterreaktion des Imins. Aulerdem kann eine pH-Abhangigkeit der Reaktion

beobachtet werden.
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2,5-Dihydroxy-
-H,O
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pyrrolidin

R R
4<O_>:NR ‘_4<O_/>*NHR I-g@/ 20 \@/

Imin Enamin
Abbildung 4.14: Mdgliche Mechanismen der Paal-Knorr-Reaktion

103
Im Gegensatz dazu konnte Amarnath 1991 zeigen, dass verschiedene Stereoisomere des 1,4-
Diketons mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten reagierten. Hieraus wiederum leitete er ab, dass
der Ringschluf3 nicht aus dem Enamin stattfinden konnte, da dieses fir meso- und d,l-
Verbindungen identisch ist. Fir ihn lag die Schlulfolgerung nahe, dass im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt die Diastereomere noch vorhanden sein missen,

weswegen er den Mechanismus Uber das Pyrrolidin favorisierte'.
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H2N_R1
—_—

R4
O p-TSA, EtOH, reflux R, O

O]
/ 0
/
(Nr) R, Rs R4 R; (Nr) R Rs Rs Ry Ausbeute
12 H H H Met 19 H H H Met 50%
13 H CI H Et 20 H H H Et 36%
14 H F H Prop 21 H H H Prop 30%
15 CI H H i-Bu 22 H H H i-Bu 17%
16 F H H i-Pent 23 H H H i-Pent 40%
17 F F H 24 H ClI H Met 25%
18 H H Prop 25 H F H Met 55%
26 CIl H H Met 61%
27 F H H Met 66%
28 H ClI H Prop 6%
29 F H Prop 14%
30 CI H H Prop 67%
M F H H Prop 13%
32 F F H Met 15%
33 F F H Prop 8%
34 H H Prop Met 15%
35 H H Prop Et 7%
36 H H Prop Prop 5%

Abbildung 4.15: Ringschlul3 zu substituierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen

In dieser Arbeit fand die Cyclisierung bei langeren Alkylketten so langsam (bis zu sieben Tage)
statt, dass das Imin isoliert werden konnte. Dies wirde Katritzkys Theorie unterstitzen.

Das jeweilige Diasteromerengemisch wurde in absolutem Ethanol geldst. Es wurde das jeweilige
Amin im 35fachen Uberschuss und p-Toluolsulfonséure (zum Wasserentzug) dazugegeben und je

nach Kettenlange des Amins 24 Stunden bis 7 Tage unter Rickfluss gekocht (Abbildung 4.15).

4.2.7 Etherspaltung von methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen

Die Etherspaltung wurde nach einer Methode von Benton'® mit Bortribromid durchgefiihrt. Friihere
Methoden (1930er Jahre) verwendeten Saureanhydride oder Acylhalogenide mit

Metallhalogeniden als Katalysatoren und hohe Reaktionstemperaturen'®. Es entstanden aus den
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Ethern zunachst durch Reaktion mit den Saureanhydriden die entsprechenden Ester bzw. durch
Reaktion mit den Acylhalogeniden die Alkylhalogenide, allerdings wurden empfindliche Naturstoffe
oft zerstort. Man bemerkte aber schnell, dass die Umsetzung von Ethern zu Alkoholen auch nur mit
den Metallhalogeniden (AICls, ZnCl,) stattfand'”’.

Bei der Entschutzung mit der Lewissaure Bortribromid greift diese die Etherstruktur elektrophil an,
bis alle Brombindungspartner durch den Ethersauerstoff ausgetauscht sind (Abbildung 4.16). Es
kénnen auch aufgrund von sterischer Hinderung weniger als drei Phenolderivate mit einem
Bortribromidmolekiil reagieren. Durch Zugabe von Methanol bei der Aufarbeitung wird der
entstandene Borsaureester in das Phenol und Borsauretrimethylester Gberfiihrt, welcher fllichtig ist
und abgedampft werden kann. Praktischerweise entsteht bei dieser Methode immer das Phenol

und das Methylbromid.

3 ©\O +BBry, —— B=O 13 MeBr

.0

G

B-O
o +3 MeOH 3 @ +B(OMe);
\ OH

Abbildung 4.16: Etherspaltung mit Bortribromid nach Benton

Zur Etherspaltung wurden die methoxylierten Verbindungen jeweils in absolutem CH,Cl, geldst.
Unter Stickstoffoegasung und Eiskiihlung wurde eine Lésung aus BBr; (1.5 Aquivalente pro
Methoxygruppe®) in absolutem CH.Cl, vorsichtig zugetropft, der Ansatz tber Nacht (0°C—RT)
gerihrt. Das Loésungsmittel wurde abgedampft und Methanol hinzugegeben. Dieses wurde
wiederum abgedampft und der Vorgang je nach Ansatzgrofie etwa flinf bis zehn Mal wiederholt.
Der Rickstand wurde saulenchromatographisch aufgereinigt. Die entschitzten Verbindungen
konnten durch Abdampfen des Loésungsmittels als verschieden gefarbte, amorphe Feststoffe in
Ausbeuten von 7 - 96% isoliert werden (Abbildung 4.17).
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BBr3
—
CH,Cl,, 0°C

(Nr) R Rs Ry Ry (Nr) Ry R, Rs Rs  Ausbeute
19 H H H Met 37 Met H H H 68%
20 H H H Et 38 Et H H H 74%
21 H H H Prop 39 Propo H H H 58%
22 H H H i-But 40 i-But H H H 70%
23 H H H i-Pent 41 i-Pent H H H 53%
24 H CI H Met 42 Met H CI H 49%
25 H F H Met 43 Met H F H 34%
26 CI H H Met 44 Met CI H H 57%
27 F H H Met 45 Met F H H 82%
28 H CI H Prop 46 Prop H CI H 38%
29 H F H Prop 47 Prop H F H 71%
30 CI H H Prop 48 Prop CI H H 7%
3M F H H Prop 49 Prop F H H 50%
32 F F H Met 50 Met F F H 55%
33 F F H Prop 51 Prop F F H 96%
3 H H Prop Met 52 Met H H Prop 15%
35 H H Prop Et 53 Et H H Prop 30%
36 H H Prop Prop 54 Propo H H Prop 13%

Abbildung 4.17: Etherspaltung von methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen

4.3 Synthese der 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

4.3.1 Synthese von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion

Natriumhydrid wurde in DMSO suspendiert und mit Eis gekihlt. Zu dieser Mischung wurde
nacheinander 4-Methoxyacetophenon und 4-Methoxymethylbenzoat getropft. In dieser der
Claisen-Esterkondensation'®  ahnlichen Reaktion reagiert 4-Methoxyacetophenon nach
Deprotonierung durch die Base Natriumhydrid. Der nucleophile Angriff dieses Carbanions aus der
Enolform erfolgt dann am Kohlenstoff der Estergruppe des 4-Methoxymethylbenzoats unter
Eliminierung von Methanolat (Abbildung 4.18). Durch das polar aprotische Lésungsmittel DMSO

resultiert eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit und es kdénnen milde Reaktionsbedingungen



37 4 Synthesen

gewahlt werden'. Zur Aufarbeitung wird das entstandene Natriumenolat auf verdiinnte

Phosphorsaure gegeben, wobei es in die B-Ketoform tberflhrt wird.

0 @]
+ NaH _
(ONg -
DMSO, Eiskihlung ~o o~
o 0
‘ ‘(Nr) Ausbeute
4-Methoxy- 4-Methoxy- 55 86%

acetophenon methylbenzoat

Abbildung 4.18: Synthese von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion

4.3.2 C-Alkylierung von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion

Das 1,3-Diketon 55 und Kalium-tertiar-butanolat wurden in THF erhitzt. Langsam wurde das
ebenfalls in THF geloste Alkylhalogenid zugetropft'®. In Analogie zu den Malonestersynthesen
findet hier eine Sy2-Reaktion statt, bei der einer der Wasserstoffe zwischen den Ketogruppen
durch einen Alkylrest substituiert wird (Abbildung 4.19). Um den S\x2-Mechanismus zu
unterstitzen, benutzt man ein aprotisches Lésungsmittel, in diesem Falle THF. Man verwendet das
sterisch anspruchsvolle Kalium-tertiar-butanolat, bei welchem es sich um eine starke Base aber
ein sehr schwaches Nucleophil handelt. Dadurch wird verhindert, dass die Base selbst mit dem
Elektrophil reagiert anstatt nur das Proton zu abstrahieren. Diese Reaktion funktioniert nur mit n-
Alkylresten gut. Je langer die Alkylkette wird, desto schlechter sind die Ausbeuten, da es zu

Nebenreaktionen wie Eliminierungen im Alkylhalogenid und O-Alkylierungen des 1,3-Diketons

kommt.
O O
Ktert BuO
+ R-I
\O O/ THF, reﬂux
(Nr) R \(Nr) R Ausbeute
55 Met lodmethan 56 Met 92%
Et lodethan 57 Et 92%
Prop lodpropan 58 Prop 76%

Abbildung 4.19: C-Alkylierung von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion
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4.3.3 Ringschluss von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dionderivaten und
Diethyl-2-aminomalonat zum jeweiligen Pyrrol-2-carbonsaureethylester

Der RingschluB wurde mit einer Fischer-Fink-Pyrrolsynthese durchgefiihrt. Fischer und Fink™
entdeckten diese Synthese, als sie eine Knorr'sche Pyrrolsynthese ausfiihrten und sich unerwartet
statt dem erwilnschten 2,4-Dimethyl-5-carbethoxy-3-formylpyrrol das 2-Methyl-3-formyl-5-

carbethoxypyrrol bildete (Benennung nach der Verdffentlichung von Fischer und Fink, Abbildung

4.20).
O H H O
N N
ﬁow j\_f%ﬂ

Abbildung 4.20: links: das von Fischer und Fink erwiinschte 2,4-Dimethyl-5-carbethoxy-3-formylpyrrol,
rechts: das tatsachlich entstandene 2-Methyl-3-formyl-5-carbethoxypyrrol™

Bei der Pyrrolsynthese nach Knorr'? benétigt man eine Carbonylverbindung mit aktivierter
Methylengruppe in a-Stellung und ein a-Aminoketon. Wenn allerdings das a-Aminoketon durch
eine weitere Ketogruppe aktiviert wird, konkurriert mit der Knorr-Synthese die Fischer-Fink
Ringschlussreaktion.

Auf der folgenden Seite (Abbildung 4.21) sind beide Mechanismen dargestellt. Es war méglich,
Zwischenprodukte zu isolieren, daher ist der Reaktionsmechanismus gut aufgeklart™? "',
Kleinspehn™® fand, dass durch die Verwendung von Diethyl-2-aminomalonat als a-
Aminoketonkomponente die Reaktion vollstdndig auf die Fischer-Fink-Seite gedrangt werden

konnte.
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Abbildung 4.21: links: Reaktion nach Knorr, rechts: Reaktion nach Fischer-Fink, angepasst aus Gossauer''®
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Der Fischer-Fink RingschluR wurde von Paine" weiter erforscht und vereinfacht. Paine et al.
verwendeten einfache Alkyldiketone und in einem Fall ein Diketon mit einem Phenylrest'®. Dass
sich trotz der in dieser Arbeit verwendeten 4-Methoxyphenylreste und des Alkylrestes zwischen
den Ketogruppen der B-Carbonylverbindungen noch immer die gewlinschten Pyrrole bildeten,
zeugt von der Flexibilitat der Reaktion. Allerdings scheiterten alle Versuche, den Ring zu schliel3en,
wenn die Aromaten mit Chlor oder Fluor substituiert waren. Vermutlich liegt dies im Fall des Chlors
an sterischer Hinderung. Paine beobachtete auch langere Reaktionszeiten und schlechtere
Ausbeuten flr volumindsere Reste. Fur Fluor und Chlor gilt, dass sie einen -I-Effekt besitzen und
dadurch die Bildung des Imins unterdriicken kdnnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde statt des
von Paine verwendeten Diethyl-2-aminomalonats dessen Hydrochlorid benutzt, womit die Reaktion
ebenfalls zufriedenstellende Ergebnisse lieferte.

Das jeweilige 1,3-Diketon wurde in Eisessig gelést und zum RuUckflu® erhitzt. Diethyl-2-
aminomalonathydrochlorid wurde in wenig Eisessig geldst und langsam zugetropft. Nach
Beendigung der Gasentwicklung wurde mit Wasser die Reaktion gestoppt und mit Dichlormethan
ausgeschiittelt (Abbildung 4.22).

O O
O NH,

/OWO_
~ R P O -
0 o} >

Eisessig, reflux

(Nr) R | (N) R Ausbeute
55 H ‘ Diethyl-2-aminomalonat x HCI |59 H 60%
56 Met 60 Met 31%
57 Et 61 Et 19%
58 Prop 62 Prop 10%

Abbildung 4.22: Ringschluss von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dionderivaten und Diethyl-2-
aminomalonat zum jeweiligen Pyrrol-2-carbonsaureethylester

4.3.4 Esterverseifung und Decarboxylierung von 3,5-Diaryl-1H-Pyrrol-2-
carbonsaureethylestern

Ester sind relativ stabil und werden leichter im Basischen als im Sauren gespalten. Zur
Esterverseifung und Decarboxylierung wurden die Pyrrol-2-carbonsaureethylester in Ethylenglycol
mit Kaliumhydroxid unter Lichtausschluss und Schutzbegasung erhitzt"® (Abbildung 4.24). Es
wurde zunachst der Ester verseift, wobei die freie Saure in a-Stellung des Pyrrols und Ethanol
entstanden. Im Gegensatz zu vielen anderen aromatischen Sauren lassen sich Pyrrol-o-
carbonsauren relativ leicht decarboxylieren. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass es sich bei

Pyrrol um einen ElektroneniberschuRaromaten handelt. Untersuchungen zum Mechanismus der



41 4 Synthesen

Decarboxylierung zeigten, dass als Zwischenprodukt das am Ring protonierte Carboxylatanion
vorliegt (Abbildung 4.23)'°. Diese Reaktion verlauft schneller bei saurem pH. Im Basischen ist die
Protonierung des Pyrrolrings der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.

H o H

H o H o o
N CN (:N N_,
Ol s ms e

Abbildung 4.23: Mechanismus der Decarboxylierung nach Dunn'?

KOH, Ethylenglycol HN
—_—

|
reflux /O O N\ O
R o~

(Nr) R (Nr) R Ausbeute
59 H 63 H 60%
60 Met 64 Met 77%
61 Et 65 Et 74%
62 Prop 66 Prop 84%

Abbildung 4.24: Esterverseifung und Decarboxylierung von 3,5-Diaryl-1H-Pyrrol-2-carbonsaureethylestern

4.3.5 N-Arylierung von 3,5-Diaryl-1H-pyrrolen mit 4-lodanisol

Zur N-Arylierung der Pyrrolderivate wurde das jeweilige Pyrrol, Kupferiodid, L-Prolin, lodanisol und
Kaliumcarbonat unter Schutzbegasung in DMF fiir 72 h auf 140°C erhitzt'?' (Abbildung 4.27).
Danach wurde mit Saulenchromatographie aufgereinigt. Diese Reaktion von Ma und Cai ist der
Ullmann-Reaktion &hnlich, bei welcher man Arylhalogenide unter Kupferkatalyse zu Biarylen
kuppelt. Traditionell benétigt man grole Mengen Kupfer und Arylhalogenid und arbeitet bei hohen
Temperaturen (>200°C). Diese drastischen Bedingungen konnte Ma mit seiner Methode durch
mildere Bedingungen ersetzen, unter anderem durch Verwendung von DMSO'%. Das Kupferiodid
musste vor der Reaktion Uber Nacht mit THF in einem Soxhlett-Extraktor gewaschen werden, um
eine befriedigende katalytische Aktivitat sicherzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde statt mit
DMSO mit DMF gearbeitet, um das Losungsmittel besser entfernen zu kénnen. Deng beschrieb
eine Verbesserung der Ausbeuten durch Verwendung von 1,4-Dioxan als L&sungsmittel und
Kaliumphosphat als Base'?. Diese Methode war jedoch mit den hier verwendeten Strukturen nicht
erfolgreich. Verschiedene Mechanismen werden fur Ullmann-Reaktionen diskutiert: Der oxidative
Addition/reduktive  Eliminierung-Mechanismus', ein m-Komplex-Mechanismus'® und ein

Mechanismus mit einem Radikalanion'®. Da in der Reaktion von Ma L-Prolin verwendet wird,
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welches mit Kupferionen Chelate bildet, schlagt er zwei Mdglichkeiten vor (Abbildungen 4.25 und
4.26). Das Cu(l)-Chelat (Abbildung 4.25) erhoht die Reaktivitdt des Kupfers fur die oxidative
Addition und stabilisiert die Zwischenstufe. Dieser Mechanismus stimmt mit der Tatsache Uberein,
dass die Reaktion mit Aryliodiden viel besser funktioniert als mit Arylbromiden. Wie in Abbildung
4.26 gezeigt, zieht das Kupfer Elektronen aus dem Aromaten ab, weswegen dieser besser die

Reaktion mit dem Nucleophil (in diesem Fall das jeweilige Pyrrol) eingehen kann.

Hoo AW Ho
+ 0 ) O\( O\\//

N o
oxidative —Q Cu
Addition Q O
- |
N\ /O N 5 R’S\J\R +
Cu ey R
Lu H o
—0 reduktive | s
Eliminierung O

+ K,CO3 :
w + HN \ N\ /O
N N R ;j:

Abbildung 4.25: oxidative Addition/ reduktive Abbildung 4.26: m-Komplex-Mechanismus
Eliminierung-Mechanismus

—0

+L-Prolin Q
+Cul
HN \ \ +K,CO3 N
OV o0 o
DMF
R ? \o O R ?

(Nr) R | (N) R Ausbeute
63 H 67 H 1%
64  Met 68  Met 18%
65  Et 69 Et  20%
66 Prop 70 Prop 20%

Abbildung 4.27: N-Arylierung von 3,5-Diaryl-1H-pyrrolen mit 4-lodanisol
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4.3.6 Etherspaltung von methoxylierten 1,2,4-Triaryl-1H-pyrrolen

Es wurde vorgegangen wie bei ,Etherspaltung von methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen® unter
Kapitel 4.2 (,Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“)

beschrieben.

BBrj
CH,Cl,, 0°;
(Nr) R (Nr) R Ausbeute
67 H 71 H 91%
68 Met 72 Met 63%
69 Et 73 Et 73%
70 Prop 74 Prop 43%

Abbildung 4.28: Etherspaltung von methoxylierten 1,2,4-Triaryl-1H-pyrrolen

4.4 Synthese der 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

4.4.1 Synthese von N-Methoxy-2-(4-methoxyphenyl)-N-methylacetamid

Zu einer Suspension aus N-Methoxy-N-methylammoniumchlorid und 4-Methoxyphenylessig-
saurechlorid in CH.Cl, (die Herstellung von Letzterem wurde unter ,Herstellung von 4-Methoxy-
phenylessigsaurechlorid®, Kapitel 4.2 ,Synthese der N-alkylierten 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und
1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“ erlautert) tropfte man die Base Pyridin. Sie setzte das N-
Methoxy-N-methylamin aus dessen Hydrochlorid frei. Diese Base griff daraufhin die aktivierte
Carbonséaure nucleophil an (Abbildung 4.29)'¥. Durch Zugabe von Wasser wurde die Reaktion

gestoppt.
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\
/ N
\ 0~” * HCl Q N'O
o) . o < > ) \
Cl CH,Cl,, 0°C, Pyridin ~ /
o)
(Nr) ‘ ‘ (Nr)  Ausbeute

1 N-Methoxy-N- 75 100%
methylammoniumchlorid

Abbildung 4.29: Synthese von N-Methoxy-2-(4-methoxyphenyl)-N-methylacetamid

4.4.2 Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on

Zuerst wurde durch Suspendieren von Magnesiumspanen in absolutem Ether und Zutropfen von
n-Propylbromid das Grignardreagenz n-Propylmagnesiumbromid hergestellt. In dieser
Organomagnesiumverbindung besitzt der Kohlenstoff eine negative Partialladung (Umpolung) und
konnte somit den Kohlenstoff des Saureamids 75 nucleophil angreifen'®. Normalerweise wird die
Grignardreaktion zur Darstellung von Alkoholen verwendet. Carbonsauren reagieren Uber das
Keton gewohnlich zum tertidren Alkohol weiter, durch den Einsatz von N-Methoxy-N-
methylammoniumchlorid in der vorhergehenden Kupplungsreaktion bleibt die Synthese jedoch auf
der Stufe des Ketons stehen'?®. Vermutet wird ein stabiles Metallchelat als Zwischenprodukt,
welches keine weitere Reaktion mit dem Grignardreagenz erlaubt (Abbildung 4.31). So ist es
mdglich, aus Carbonsauren Ketone zu synthetisieren (Abbildung 4.30). Nach dreistindigem
Ruhren bei 0°C wurde das Reaktionsgemisch auf gekuhlte 6N HCI gegeben, um den Komplex des

Ketons mit dem Magnesiumbromid zu zerstéren.

N \

% P~ "Mg .
—N e} + BI'MQ/\/ > —N é MAES (0]
R R R

Abbildung 4.30: N-Methoxy-N-methylsdureamidderivat und n-Propylmagnesiumbromid bilden eine stabiles
Metallchelat als Zwischenprodukt der Grignardreaktion (nach Nahm ')

N\ + ~~MgBr o
O—< >—’ O >
~
/ / THF, 0°C o
(Nr) ‘ ‘(Nr) Ausbeute
75 ‘ Propylmagnesiumbromid ‘ 76 54%

Abbildung 4.31: Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on
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4.4.3 Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)butan-1-on

Es wurde vorgegangen wie bei ,Friedel-Crafts-Acylierung mit Alkanoylchloriden® unter Kapitel 4.2

(,Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“) beschrieben.

cl O
ol e
O CH,Cl,, 0°C /

‘ ‘ (Nr) Ausbeute
Anisol | Butyrylchlorid 77 97%

Abbildung 4.32: Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)butan-1-on

4.4.4 a-Bromierung von Arylketonen

Es wurde vorgegangen wie bei ,a-Bromierung von Arylketonen® unter Kapitel 4.2 (,Synthese der 1-

Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“) beschrieben.

- -0 Br
Br2
R > R
Ether, 0°C

O o)
(Nr) R (N) R Ausbeute
Met 78  Met 100%

77 Et

79 Et 100%

Abbildung 4.33: a-Bromierung von arylierten Ketonen. 1-(4-Methoxyphenyl)propan-1-on ist kommerziell
erhaltlich

445 Synthese von 1,4-Diketonen aus ao-Bromketonen und 1-(4-
Methoxyphenyl)pentan-2-on

Es wurde vorgegangen wie bei ,Synthese von 1,4-Diketonen aus a-Bromketonen und 1,2-Bis(4-
methoxyphenyl)ethanonderivaten” unter Kapitel 4.2 (,Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und
1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“) beschrieben.
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0 o O O
~
. Br KHMDS-Lsg  ° O .
\O —_
R THF, -78°C R
° W,
o)
/
(Nr) (N R (N R Ausbeute
76 78 Met 80 Met  69%
79 Et 81 Et 71%
9 Prop 82 Prop 59%

Abbildung 4.34: Synthese von 1,4-Diketonen aus a-Bromketonen und 1-(4-Methoxyphenyl)butan-2-on

4.4.6 RingschluB von 1,4-Diketonen zu 3,5-Dialkyl-1,2,4-triaryl-1H-pyrrolen

Zur Herstellung der Pyrrole wurden die entsprechenden 1,3-Diaryl-1,4-dione in Eisessig geldst, p-
Anisidin zugesetzt und 3 h unter Ruckfluss erhitzt (Abbildung 4.35). Nach beendeter Reaktion
wurde der Ansatz mit CH2CI2 ausgeschittelt und das organische Lésungsmittel abgedampft. Der
Rickstand wurde in heilem Toluol aufgenommen, wobei nach Erkalten das S&ureamid aus
Anisidin und Eisessig ausfiel, welches als Nebenprodukt aus der Reaktion hervorging. Es wurde

abgesaugt und verworfen. Nach Abdampfen des Toluols wurde der Ruckstand chromatographiert.

(OJNO)
o)
/ 00 + HZNOO -
\ Eisessig, reflux

O
/
(Nr) R ‘ (Nr) R Ausbeute
80 Met p-Anisidin 83 Met 14%
81 Et 84 Et 2%
82 Prop 85 Prop 6%

Abbildung 4.35: Ringschlufd von 1,4-Diketonen zu 3,5-Dialkyl-1,2,4-triaryl-1H-pyrrolen
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4.4.7 Etherspaltung von methoxylierten 3,5-Dialkyl-1,2,4-triaryl-1H-pyrrolen

Es wurde vorgegangen wie bei ,Etherspaltung von methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen® unter
Kapitel 4.2 (,Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A))

beschrieben.

BBI'3
CH,Cl,, 0°C
HO
(Nr) R ((N) R Ausbeute
83  Met 86 Met 25%
84 Et 87 FEt 28%
85 Prop 88 Prop 7%

Abbildung 4.36: Etherspaltung von methoxylierten 3,5-Dialkyl-1,2,4-triaryl-1H-pyrrolen

4.5 Synthese der 1,3,4-Triarylpyrrole (Typ C)

4.5.1 Synthese von 3-(Dimethylamino)-1,2-bis(4-methoxyphenyl)-2-propen-1-
on aus 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethanon

1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethanon 2 wird in absolutem Toluol gelést und Dimethylformamid-
dimethylacetal zugetropft. Es wird 16 Stunden unter Schutzbegasung gekocht, wobei das
geschutzte DMF mit 1,2-Bis(4-methoxyphenyl)ethanon unter Austritt von zwei Methanolmolekulen

zum 3-(Dimethylamino)-1,2-bis(4-methoxyphenyl)-2-propen-1-on 89 reagiert'*.

/

0) N

\ o) \ 7\

o) e
O O—< Em—

— o]

° /
(Nr) ‘ ‘ (Nr) Ausbeute

2 | Dimethylformamiddimethylacetal |89  43%

Abbildung 4.37: Synthese von 3-(Dimethylamino)-1,2-bis(4-methoxyphenyl)-2-propen-1-on aus 1,2-Bis(4-
methoxyphenyl)ethanon
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4.5.2 RingschluB von 3-(Dimethylamino)-1,2-bis(4-methoxyphenyl)-2-propen-
1-on und Diethyl-2-aminomalonat zum Pyrrol-2-carbonsaureethylester

Es wurde vorgegangen wie bei ,Ringschluss von 1,3-Bis(4-methoxyphenyl)-propan-1,3-
dionderivaten und Diethyl-2-aminomalonat zum Pyrrol-2-carbonsaureethylester unter Kapitel 4.3
(,Synthese der 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)“) beschrieben, wobei im Unterschied zu diesem
die Reaktion mit wenig Eisessig zuerst bei RT eine Stunde geriihrt und dann fur zwolf Stunden

gekocht wurde'®,

0 N 47
7N O NH, N N
F 3y )\ !
/—O O
RS, ‘- S0
—0 O O _
o)
/ —0
(Nr) ‘ ‘(Nr) Ausbeute
89 | Diethyl-2-aminomalonat x HCl |90  40%

Abbildung 4.38: Ringschlul3 von 3-(Dimethylamino)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)-2-propen-1-on und Diethyl-
2-aminomalonat zum Pyrrol-2-carbonsaureethylester

4.5.3 Esterverseifung und Decarboxylierung von 3,4-Diaryl-1H-pyrrol-2-
carbonsaureethylester

Es wurde vorgegangen wie bei ,Esterverseifung und Decarboxylierung von 3,5-Diaryl-1H-Pyrrol-2-

carbonsaureethylestern® unter Kapitel 4.3 (,Synthese der 3-Alkyl-1,2 4-triarylpyrrole (Typ B)“)

beschrieben.
\ ] o> \
+ KOH
T O ORE
o— o—
-3 —0
(Nr) |(Nr) Ausbeute
90 \91 55%

Abbildung 4.39: Esterverseifung und Decarboxylierung von 3,4-Diaryl-1H-pyrrol-2-carbonsaureethylester
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4.5.4 N-Arylierung von 3,4-Diaryl-1H-pyrrol mit 4-lodanisol

Es wurde vorgegangen wie bei ,N-Arylierung von 3,5-Diaryl-1H-pyrrolen mit 4-lodanisol“ unter
Kapitel 4.3 (,Synthese der 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)“) beschrieben.

[
o)

\ / +|4< >*O/ ‘ _ y
. N )o

H
N
0) I
\

(Nr) ‘ ‘ (Nr) Ausbeute
91 4-lodanisol \ 92 60%

Abbildung 4.40: N-Arylierung von 3,4-Diaryl-1H-pyrrol mit 4-lodanisol

4.5.5 Etherspaltung von methoxylierten 1,3,4-Triaryl-1H-pyrrolen
Es wurde vorgegangen wie bei ,Etherspaltung von methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1H-pyrrolen® unter

Kapitel 4.2 (,Synthese der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)“)
beschrieben.

[
o HO
O/ /+BBr3 O/
N o " 5 N OH
o) HO
\

(NF) |(Nr) Ausbeute
92 \ 93  47%

Abbildung 4.41: Etherspaltung von methoxylierten 1,3,4-Triaryl-1H-pyrrolen
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5 Untersuchung physikochemischer Eigenschaften
ausgewabhlter Pyrrole

Zur ndheren Charakterisierung der synthetisierten Triarylpyrrole wurden verschiedene analytische

Methoden verwendet.

5.1 UV/Vis-spektrometrische Untersuchungen ausgesuchter
Verbindungen

Fir die in diesem Kapitel folgenden HPLC-Untersuchungen zu Stabilitdt und Reinheit sowie die
Bestimmung der Sattigungsldslichkeit wurden UV/Vis-spektroskopische Daten der Verbindungen
bendtigt. Die Verbindungen wurden in Methanol gelést und verdinnt, bis die Absorption im
Lambert-Beerschen Bereich lag. Hier hangen die Konzentration und die Absorption linear
zusammen. Beispielhaft wurden einige Substanzen ausgewahlt, deren Spektren in Abbildung 5.1

zu sehen sind.
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Abbildung 5.1: UV-Spektren ausgewahlter Verbindungen (39, 74, 54 und 88) in Methanol. Da unterhalb von
230 nm die Eigenabsorption des hier verwendeten Methanols zunimmt, wird dieser Teil der Absorption in den
Spektren nicht mehr dargestellt.

Das UV-Spektrum des 1-Propyl-2,3,5-triarylpyrrols 39 (Typ A) zeigt Maxima bei 254 nm und 275
nm. Zudem wies es ein weiteres Maximum bei 430 nm auf. Da die Substanzen in PBS (phosphate
buffered saline, mit maximal 5% Methanol, sieche Kapitel 8.3 ,Experimenteller Teil* und Kapitel 5.2
,2dntersuchungen zur Stabilitdt und Reinheit mittels HPLC und MS*) nicht hinreichend I6slich waren

um bei 430 nm eine Absorption Uber 0,2 zu erreichen, wurde bei den HPLC-Untersuchungen im
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Maximum bei 275 nm detektiert. Die UV-Spektren der Pyrrole mit anderer Alkylkettenlange sahen
gleichartig aus.

Das Spektrum des 4-Propyl-1,2,4-triarylpyrrols 74 (Typ B) unterschied sich vom analogen Pyrrol 39
(Typ A). Ersteres wies ein Maximum bei 265 nm auf, jedoch keine Schulter und kein weiteres
Maximum bei hdherer Wellenldnge. Daher war die Detektionswellenldange der weitergehenden
Untersuchungen 265 nm. Die UV-Spektren der Pyrrole mit anderer Alkylkettenlange waren
ebenfalls analog.

Bei den zweifach propylierten Verbindungen 54 (Typ A) und 88 (Typ B) fand sich wiederum ein
Maximum bei 275 nm und eine Schulter bei 350 nm, daher wurde auch hier bei 275 nm detektiert.
In der Literatur ist zu lesen, dass mit Arylresten substituierte Pyrrole oft zwei Maxima zeigen'™°,
besonders, wenn die Arylreste nur an den Kohlenstoffen des Pyrrolrings substituiert sind. Am
Stickstoff arylierte Pyrrole haben oft nur ein Maximum. Deswegen zeigt 74 im Gegensatz zu 39

kein weiteres Maximum.

5.2 Untersuchungen zur Stabilitat und Reinheit mittels HPLC und MS

Um zu erfahren, ob die Substanzen unter den Bedingungen der Zelltests stabil sind, wurden
Stabilitatsprifungen durchgefiihrt. Der zeitabhangige Cytotoxizitatstest weist mit 216 h die langste
Inkubationszeit auf. Daher wurde die Stabilitat Uber diesen Zeitraum Uberprift. Da sich das
Zelltestmedium aufgrund des enthaltenden FCS (fetal calf serum) nicht fur die direkte Injektion in
die HPLC eignet, wurden die Verbindungen in Methanol gelost und mit PBS verdunnt. PBS ist eine
wassrige Losung mit pH 7,4.

Ware Zellmedium benutzt worden, hatten die Lésungen vor Vermessung mit der HPLC filtriert
werden miussen. Dabei besteht die Gefahr, dass Komponenten des Abbauproduktgemisches
verloren gehen kdnnten, zum Beispiel durch Adsorption an Filtermaterialien oder Bindung der
Substanzen an Proteine. Da bereits die synthetisierten Verbindungen an die Ublicherweise
verwendeten Polyvinylidenfluoridfilter adsorbieren, wurde also PBS verwendet.

Fir die Untersuchung mittels LC-MS dirfen viele Salze, unter anderem Phosphate, nicht in den
Lésungen vorliegen. Aus diesem Grund wurden die Stabilitatsuntersuchungen mit nur in Methanol
geldsten Substanzen wiederholt. Hierbei sahen die Chromatogramme jedoch qualitativ gleich aus.
Fur die zuerst ausgefihrten HPLC-Untersuchungen wurden die Substanzen in Methanol gel6st
(Stammlésung 102 molar). Diese Losung wurde mit PBS zu einer 2,5-10* molaren Losung
verdunnt und sofort vermessen. Danach wurde taglich analysiert, letztmalig nach neun Tagen. In
den Diagrammen sind jeweils die genauen Stunden dargestellt. Die Substanzen wurden wahrend
dieser Zeit bei 37°C und unter Lichtausschluf® aufbewahrt, um den Bedingungen im Brutschrank
wahrend der Zelltests nahezukommen. Allerdings waren die Proben wahrend der Vermessung

mittels HPLC dem Tageslicht ausgesetzt. Als FlieRmittel wurde ein Gemisch aus Methanol und
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Wasser im Verhaltnis 70+30 verwendet. Das HPLC-System ist in Kapitel 8, ,HPLC-Methode®,
beschrieben.

Um die Stabilitdt der entsprechenden Verbindung einschatzen zu kénnen, wurde die Peakflache
bestimmt und daraus die Wiederfindungsrate berechnet (Tabellen 5.1 bis 5.5). In die
Stabilitatsuntersuchungen einbezogen wurden jeweils die mit Methyl-, Ethyl- und Propylketten
substituierten Verbindungen der zweifach alkylierten Typ A-(52, 53, 54) und Typ B-(86, 87, 88)
Pyrrole. Von den einfach alkylierten Typ B-Pyrrolen wurden die Verbindungen 72, 73 und 74
getestet. Von den analogen Typ A-Pyrrolen wurde die propylierte Verbindung 39 und zwei
halogenierte Derivate dieser (47 und 48) vermessen.

Zum Vergleich wurden zwei analoge Pyrrole aus der Arbeit von Hoffmann ebenfalls getestet:
RH157 und RH93 (Bezeichnung entsprechend der Substanznummern in Hoffmanns Arbeit®). Die
Strukturformeln der jeweiligen Pyrrole befinden sich bei den entsprechenden Ergebnistabellen
(siehe unten).

Fur die in den Diagrammen dargestellten Wiederfindungsraten der Peakflachen gilt, dass die
Peakflachen der ausgewahlten Abbauproduktpeaks zusammen nicht die Gesamtflache des
Ausgangspeaks ergeben. Grinde dafir kénnten zum einen sein, dass auch bei anderen
Wellenlangen absorbierende Produkte entstanden sein kénnen, welche mit dieser Methode nicht
messbar sind, da die Wellenlange des Detektors auf 265 bzw. 275 nm eingestellt ist. Zum anderen
sind in den Chromatogrammen einige sehr kleine Peaks zu sehen, welche nicht mit in die
Schemata aufgenommen wurden. Aullerdem kdnnen sich auch die Chromophore verandert
haben, so dass ein Ausgangsmolekil in Bezug auf die Peakflache nicht einem

Zerfallsproduktmolekl entspricht, also einen anderen Responsefaktor besitzt.

5.2.1 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

HO
R

O 1’\} OH

(e

HO
Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach

Ri R (min) 21,3h  46,5h 73,2h 91,0h 164,5h 185,8h
39 H H 7,6 95,2 91,9 93,3 91,6 78,3 72,6
47 F H 7,6 93,1 914 90,0 84,0 86,8 89,8
48 H CI 10,2 99,1 101,3 99,6 101,5 97,5 92,4

Tabelle 5.1: Retentionszeiten und Wiederfindungsraten der auf Stabilitdt getesteten Verbindungen 39, 47
und 48
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Wahrend eine Substitution mit Fluor in einem der Aromaten offenbar die Lipophilie in diesem
System nicht verandert (39 und 47 haben beide eine Retentionszeit von 7,6 min), wird das
chlorierte Derivat 48 mit einer Retentionszeit von 10,2 min deutlich lipophiler. Die 1-Alkyl-2,3,5-
triarylpyrrole (Typ A) zerfallen wenig im Vergleich zu den anderen Triarylpyrrolen (siehe weiter

unten). Die elektronenziehenden Substituenten Fluor oder Chlor scheinen die Stabilitéat zu erhéhen
(Tabelle 5.1).
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Abbildung 5.2: Chromatogramm von Verbindung 48. Diese wird im Vergleich zu den anderen getesteten
Triarylpyrrolen mit anderen Substitutionsmustern nur wenig abgebaut. Links: Tag 1, rechts: Tag 9.

In Abbildung 5.2 sind exemplarisch fur die untersuchten 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A) zwei
Chromatogramme von Verbindung 48 dargestellt.

5.2.2 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

HO

®
<

HO

N
R

Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach

R (min) 241h 478h 732h 955h 167,7h 193,2h
52 -Met 8,5 61,2 30,5 17,2 8,4 0,9 0
53 -Et 9,0 79,0 72,8 69,4 57,8 52,3 271
54 -Prop 11,5 81,0 68,1 57,9 47,7 34,8 30,0

Tabelle 5.2: Retentionszeiten und Wiederfindungsraten der auf Stabilitdt getesteten Verbindungen 52-54

Obwohl sich die 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A) nur durch einen weiteren Alkylrest an C4
von den zuvor besprochenen Pyrrolen unterscheiden, ist ihre Stabilitat deutlich herabgesetzt
(Tabelle 5.2). Das methylsubstituierte Pyrrol 52 zerfallt am schnellsten, gefolgt vom
propylsubstituierten 54. Bei den Verbindungen 52 und 54 erscheinen bereits nach einem Tag zwei
zusatzliche Peaks, welche von hydrophileren Abbauprodukten stammen. In Abbildung 5.3 sind

Chromatogramme und ein Diagramm der Peakflache in Abhangigkeit von der Zeit von Verbindung
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54 dargestellt. Bei Verbindung 53 sind die entstehenden Peaks deutlich kleiner als bei 54 und 52

(Abbildung 5.4).
—— Verbindung 54
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Abbildung 5.3: oben links: Chromatogramm von Verbindung 54 direkt nach Lésen in PBS, oben rechts: an
Tag 3 und unten links: an Tag 9. Unten rechts: Peakflachen der Verbindung und der zwei groten
Abbauproduktpeaks in Abhangigkeit von der Zeit.
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Abbildung 5.4: Peakflachen der Peaks von Verbindung 52 (links) und Verbindung 53 (rechts) und
Peakflachen der jeweils gréfiten Abbauproduktpeaks in Abhangigkeit von der Zeit.

Die Reihenfolge des Zerfalls bei beiden dialkylsubstituierten Pyrrolen ist interessanterweise
-methyl>-propyl>-ethyl, d.h. die -methyl- oder-propyl-substituierten Pyrrole zerfallen am
schnellsten. Diese Reihenfolge wird auch bei den Typ B-monoalkylierten Pyrrolen eingehalten. Es
kann nur gemutmafdt werden, dass die Methylgruppe zu klein ist, um den Angriff des Sauerstoffs
zu behindern. Die Ethylgruppe konnte grof fur diese Behinderung sein und daher durch ihre freie
Drehbarkeit den Angriff erschweren. Die Propylgruppe wiederum kénnte so sterisch anspruchsvoll
sein, dass sie sich zwischen zwei Positionen entscheiden muss und nicht mehr frei drehbar ist.
Wenn sie dann in einer fur den Angriff des Sauerstoffs glinstigen Position liegt, erleichtert sie
diesen zusatzlich durch ihren +I-Effekt. Flur die in den Aromaten halogenierten Typ A-Pyrrole
konnte diese Eigenschaft der Propylkette mittels NMR nachgewiesen werden. Vielleicht ist bei den
nicht halogenierten Verbindungen die Drehbarkeit ebenfalls, wenn auch in geringerem Ausmal,

eingeschrankt.
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5.2.3 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

HO

Q

g

o
R

HO
Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach

R (min) 243h 433h 1224h 1444h 170,5h 192,4h
86 -Met 8,8 58,4 36,3 7,2 6,3 4.1 2,7
87 -Et 9,5 80,6 59,9 47,2 38,4 19,1 17,3
88 -Prop 1,7 69,7 46,1 26,9 16,8 121 9,0

Tabelle 5.3: Retentionszeiten und Wiederfindungsraten der auf Stabilitat getesteten Verbindungen 86-88

Die zweite Gruppe von dialkylierten Pyrrolen (Typ B, Tabelle 5.3) wies eine deutliche Verminderung

der Stabilitat gegeniber den gleichartigen monoalkylierten Verbindungen (siehe unten, 72, 73 und

74) auf. Sie zeigten also das gleiche Verhalten wie die 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A, 39) und

ihre dialkylierten Analoga (52, 53, 54). Wie bei allen getesteten Triarylpyrrolen ist bei den 3,5-
Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrolen 86-88 (Typ B) ebenfalls die ethylsubstituierte Verbindung (87) die

Stabilste, Die propylsubstituierte Verbindung 88 ist wiederum stabiler als die methylsubstituierte

Verbindung 86. Diese Pyrrole zerfielen von allen getesteten Verbindungen am schnellsten und

auch zu mehreren unterschiedlichen Verbindungen. Dies lasst sich an Abbildung 5.5 sehen, in

welcher exemplarisch Chromatogramme der Untersuchung von Verbindung 88 gezeigt sind.
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Abbildung 5.5: Chromatogramme von Verbindung 88. Links: Tag 1 der HPLC-Untersuchung, rechts: Tag 9
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5.2.4 5-Propyl-1,2,4-triarylpyrrol (RH ,,Typ 2“) und 4-Propyl-2,3,5-triarylpyrrol
(RH ,, Typ 1%)

HO

-
N/ OH

D

HO
Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach
(min) 25,4 h 50,6 758h 142,0h 167,7h 192,4h
RH157 (Typ 2) 8,9 ‘ 25,2 4,5 2,6 2,7 3,5 3,2
HO

oL
SN

HO
Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach

(min) 25,4 h 50,6 758h 142,0h 167,7h 192,4h
RH93 (Typ 1) 6,1 ‘ 63,0 39,8 27,7 20,5 5,0 2,7

Tabelle 5.4: Retentionszeiten und Wiederfindungsraten der auf Stabilitdt getesteten Verbindungen RH157
und RH93

Die Verbindungen von Hoffmann zersetzten sich ebenfalls zu hydrophileren Produkten, wobei das
5-Propyl-1,2,4-triarylpyrrol RH157 (RH ,Typ 2%) deutlich schneller zerfiel als das an N1
unsubstituierte 4-Propyl-2,3,5-triarylpyrrol RH93 (RH ,Typ 1%). Jedoch entstanden bei RH93 sehr
viele Abbauprodukte, wohingegen RH157 hauptsachlich zu einer Verbindung mit der
Retentionszeit 6,5 min zerfiel (Tabelle 5.4 und Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6: Peakflachen der Verbindungen RH157 (links) und RH93 (rechts) in Abhangigkeit von der
Zeit. Zusatzlich sind die Peakflachen der jeweils grofiten Abbauproduktpeaks mit aufgetragen.

Daraufhin wurde mit der bei Hoffmann beschriebenen Synthese® ein weiteres Triarylpyrrol
hergestellt. RH157 wurde dahingehend modifiziert, dass sich in o-Position der beiden an den
Pyrrolkohlenstoffen befindlichen Aromaten jeweils ein Fluor befand (Abbildung 5.7). Sollte die in
Kapitel 5.2.8 angesprochene Theorie stimmen, dass elektronenziehende Substituenten die

Anfalligkeit gegenlber Luftsauerstoff herabsetzen, dann misste diese Verbindung stabiler sein als
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RH157. Wie in Abbildung 5.7 zu sehen ist, wird die von RH157 abgeleitete Verbindung mit
Fluoratomen in den Aromaten weniger abgebaut als RH157 selbst. Auch lieRen sich im

Chromatogramm keine zusatzlichen Peaks relevanter Grélie beobachten.
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Abbildung 5.7: Peakflache in Abhangigkeit von der Zeit der von RH157 abgeleiteten Verbindung mit zwei
Fluoratomen in o-Position der Aromaten

5.2.5 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

HO

J

HO
Verbindung Retentionszeit Wiederfindungsrate der Peakflache (%) nach

R (min) 21,7h  469h 722h 97,3h 163,5h 189,1h
72 -Met 6,8 84,0 75,2 69,9 59,2 42,6 36,5
73 -Et 7,3 88,9 84,4 83,1 76,5 64,5 50,3
74 -Prop 8,9 81,6 78,9 70,7 64,4 52,6 45,2

Tabelle 5.5: Retentionszeiten und Wiederfindungsraten der auf Stabilitat getesteten Verbindungen 72-74

Bei den 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrolen (Typ B) zeigte sich ebenfalls, dass die ethylsubstituierte
Verbindung 73 die stabilste war, gefolgt von der propylsubstituierten 74 (Tabelle 5.5 und
Abbildungen 5.8 und 5.9).
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Abbildung 5.8: Peakflachen der Verbindungen 73 und 74 und deren jeweils groten Abbauproduktpeaks in
Abhangigkeit von der Zeit.
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Im Gegensatz zu den dialkylierten Triarylpyrrolen 86-88 (Typ B) und 52-54 (Typ A) zeigten sich in
den Chromatogrammen nur wenige weitere Peaks mit geringer Peakflache. Bei Verbindung 73 und
74 konnte sogar nur ein weiterer Peak bei der ausgewahlten Wellenlange beobachtet werden. Ein
Grund dafir kénnte sein, dass die entstehenden Produkte bei einer anderen Wellenlange
absorbieren als die in den Untersuchungen verwendete (265 bzw. 275 nm). Dies wird zum Teil
auch durch die Ergebnisse der UV/Vis-Untersuchungen gestiitzt (siehe Kapitel 5.3). Es stand
leider nur eine HPLC mit UV-Detektor zur Verfiigung. Mit einem diode array detector hatte man
auch bei anderen Wellenlangen nach Produkten suchen kdénnen.

Der Zerfall von Pyrrolen kann durch Luftsauerstoff (sieche weiter unten) bedingt sein. Um die
Richtigkeit dieser Hypothese fir die in dieser Arbeit untersuchten Pyrrole zu prifen, wurden mit
einer Substanz (72) die Stabilitatsuntersuchungen unter Ausschlul3 von Sauerstoff wiederholt.
Hierzu wurden sechs Lésungen von Verbindung 72 in Methanol mit PBS verdinnt und diese fur 15
min mit dem Ultraschallbad entgast. Danach wurden die Lésungen noch 5 min mit Argon
durchspult und die Reaktionsgefalle verschlossen. Eine Lésung wurde wiederum sofort
vermessen, die anderen an funf weiteren Zeitpunkten. Zusatzlich wurden Lésungen unter den
wirklichen Brutschrankbedingungen mit gesattigtem Wasserdampf und 5% CO. aufbewahrt und

ebenfalls vermessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.9 dargestellt.
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Abbildung 5.9: Links: Diagramme des Abbaus von Verbindung 72: Oben: Unter den beschriebenen
Bedingungen. Mitte: mit gesattigtem Wasserdampf und 5% CO; (Brutschrank). Unten: unter Ausschluf3 von
Sauerstoff. Rechts: Chromatogramme von Verbindung 72 am 1. und 9. Tag der HPLC-Untersuchung.

Wie aus dieser Abbildung, links unten, ersichtlich, bleibt die Verbindung durch Ausschlufd von

Sauerstoff stabil. Wie ebenfalls dargestellt (links mittig), verandert die Sattigung mit Wasserdampf
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und der Zusatz von 5% Kohlendioxid den Abbau. Es scheint, als verlangsame sich der Abbau unter
den Bedingungen im Brutschrank etwas. Die beiden mit 72a und 72b bezeichneten Abbauprodukte
von 72 konnten isoliert werden und werden in Kapitel 5.2.7.3 ,lIsolierte Zerfallsprodukte einer

ausgewahlten Verbindung“ besprochen.

Insgesamt ist die Retentionszeit am kiirzesten bei den Verbindungen 72 (Typ B) (6,8 min), welche
nur mit einer Methylgruppe substituiert ist, und RH93 (6,1 min), welche am Stickstoff keinen
Substituenten tragt. Das mit einer Propylgruppe substituierte Typ B-Pyrrol 74 (8,9 min) ist weniger
hydrophil als das analoge Typ A-Pyrrol 39 (7,6 min).

Von den zweifach alkylsubstituierten Pyrrolen sind die Typ B-Pyrrole (86: 8,8 min, 87: 9,5 min, 88:
11,7 min) ebenfalls ein wenig lipophiler als die entsprechenden Typ A-Pyrrole (52: 8,5 min, 53: 9,0
min, 54: 11,5 min).

In den Tabellen 5.1 bis 5.5 und an den Chromatogrammen lasst sich gut sehen, dass die Pyrrole
mit zwei Alkylresten (86-88 (Typ B) und 52-54 (Typ A)), C-alkylierte Pyrrole (RH157 und RH93) und
jene mit freier Position neben dem Stickstoff (72-74, Typ B) zu hydrophileren Abbauprodukten
zerfallen. Nur beim Triarylpyrrol mit freiem Stickstoff RH93 entsteht ein Zerfallsprodukt, welches
weniger hydrophil ist als die Ausgangsverbindung. Allerdings ist die Ausgangsverbindung durch
das freie NH bereits relativ hydrophil. Typ A-Pyrrole (Alkylrest am Stickstoff), welche keinen
weiteren Alkylrest an den Pyrrol-C-Atomen tragen, zerfallen kaum; noch stabiler werden sie durch
das Einfuhren von Chlor- oder Fluoratomen in den Aromaten (Verbindungen 39, 47 und 48). Es
stellt sich nun die Frage, warum und zu welchen Verbindungen die Substanzen zerfallen und wie

dies verhindert werden kann.

5.2.6 Pyrrole - Reaktivitat und Stabilitat

Wie in Kapitel 3 ,Problemstellung” bereits angemerkt, kdbnnen Pyrrole anféallig gegenlber einem
Angriff durch Luftsauerstoff sein. Es sollen kurz die Griinde dafir beleuchtet werden.

Pyrrole sind elektronenreiche Heteroaromaten und reagieren bei elektrophilen Substitutions-
reaktionen bevorzugt in a-Position™®.

Seit langer Zeit ist bekannt, dass Pyrrole, besonders Alkylpyrrole, licht- und luftempfindlich sind.
Bereits 1855 fand Anderson, dass sich frisch destilliertes Pyrrol nach Stehenlassen an der Luft
oder durch Einwirkung von Sauren zu “Pyrrolroth”, einem Vielfachen von Pyrrol, zersetzt. Er
konnte jedoch die Identitat der sich bildenden Stoffe nicht aufklaren™'. Die Verfarbung von Pyrrol
und seinen Derivaten durch Luft, Licht und Einwirkung von Sauren oder Basen blieb Gegenstand

der Forschung'™?. Beispielsweise konnen Pyrrol und an den a-Positionen unsubstituierte
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Alkylderivate unter dem EinfluR von Sauren oder Basen polymerisieren (Abbildung 5.10 am

Beispiel einer Saure, vorgeschlagener Mechanismus von Potts und Smith'?).
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Abbildung 5.10: Polymerisierung von 2/5-unsubstituiertem Pyrrol unter Einfluf® von Sauren nach Potts und
Smith'**
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Schon 1955 vermutete Linnell, dass Pyrrole unter Einwirkung von Luftsauerstoff oxidieren'*. Sie
nehmen in Gegenwart eines Photosensitizers (siehe unten) ein Mol O, pro Mol Pyrrol auf.

Solches Verhalten hatte man zuerst an bestimmten Steroiden (Ergosterol) und spater auch an
Furanen beobachtet (Abbildung 5.11). Eine Verallgemeinerung war aber zum damaligen Zeitpunkt

nicht maoglich, da man die Reaktionskonditionen nicht einzugrenzen wufite'.

@)

Abbildung 5.11: Ergosterol und Furan, fett: Beiden gemeinsam ist eine cisoid fixierte Dienstruktur

5.2.6.1 Die Diels-Alder-Reaktion mit Pyrrolen

Diels-Alder-Reaktionen sind [4+2]-Cycloadditionen und werden in der organischen Chemie
verwendet, um cyclische Verbindungen aufzubauen'®. Das Dienophil ist eine elektrophile
Komponente, welche mit dem Dien (iber einen pericyclischen Ubergangszustand reagiert. Drei T1-
Bindungen werden gleichzeitig umgelagert und es entstehen zwei neue o-Bindungen zwischen
den Reaktionspartnern (Abbildung 5.12). Pyrrole (wie auch Furane und Ergosterol) kdnnen, da sie
elektronenreich sind, als Dienkomponente in Diels-Alder-Reaktionen mit Singulettsauerstoff als

Dienophil reagieren'.
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Abbildung 5.12: Bildung des Endoperoxids aus Sauerstoff und Pyrrol durch Diels-Alder-Reaktion

Dabei entsteht als Zwischenprodukt ein cyclisches Endoperoxid (Abbildung 5.12). Dieses wurde
zuerst 1943 fir das Furan vermutet'™ und spater bestéatigt'®. Die Endoperoxide sind jedoch
instabil und explodieren beim Erwarmen auf Raumtemperatur'®. 1974 wiesen Lightner et al. am
Beispiel des N-Phenylpyrrols das Endoperoxid mittels Tieftemperatur-NMR in Trichlorfluormethan
und (D6)Aceton nach'®. Spater konnten sie auch noch fiir weitere Pyrrole die Entstehung des
Endoperoxids beweisen™".

Beaver et al. schlugen einen anderen Mechanismus flr die Entstehung der Endoperoxide vor'2.
Allerdings gingen sie von Triplettsauerstoff als Reaktionspartner aus, da sie Autoxidation und nicht
Photooxidation untersuchten. Jedoch zeigen Autoxidation und Photooxidation oft die gleichen
Produkte, wie beispielsweise beim 2,4-Dimethylpyrrol: Sowohl Ho6ft und Mitarbeiter in einem
Autoxidationsexperiment, als auch Lightner et al. in Photooxidationsexperimenten'? isolierten 5-
Hydroxy-2,5-dihydro-3,5-dimethyl-pyrrol-2-on™* "5(Abbildung 5.13).

< =

Abbildung 5.13: 2,4-Dimethylpyrrol und 5-Hydroxy-2,5-dihydro-3,5-dimethyl-pyrrol-2-on nach Lightner'*
und Katritzky'*

Foote und Mitarbeiter flihrten Versuche mit Singulettsauerstoff aus, welchen sie durch
Photosensitizer oder NaClO/H,O. generierten, wobei sie ebenfalls feststellten, dass die
Oxidationsprodukte gleich waren (hier: Vergleich von Photooxidation und Chemooxidation)'.
Cooney et al. begasten Lésungen von 2,5-Dimethylpyrrol in Hexan mit Sauerstoff und konnten in
UV-Spektren dieser Losungen die Ausbildung einer Schulter beobachten, welche sich durch
Begasung mit Stickstoff wieder zurlickbildete'’. Jedoch konnten sie mittels GC und NMR noch
keine Oxidationsprodukte detektieren (siehe auch Kapitel 5.3). Nach Cooney bilden gelOster
Sauerstoff und Pyrrol in einem ersten Schritt einen reversiblen Molekilassoziationskomplex aus,
welcher dann im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in den Charge-Transfer-Komplex
Ubergeht (Abbildung 5.14). Es findet ein Elektronentransfer statt vom highest occupied molecular
orbital (HOMO) des Pyrrols in das lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) des Sauerstoffs.
Der Charge-Transfer-Komplex steht im Gleichgewicht mit dem Endoperoxid, welches wiederum in
die Oxidationsprodukte zerfallt (Abbildung 5.14)™"2,
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Abbildung 5.14: Bildung des Endoperoxides nach Beaver'*?

Man geht davon aus, dass alle Oxidationsarten Uber das gemeinsame Zwischenprodukt
Endoperoxid verlaufen'?.

Bei den in dieser Arbeit synthetisierten instabilen Verbindungen fallt auRerdem auf, dass sie auch
bei der Entschiitzung mit Bortribromid (siehe Kapitel 4 ,Synthesen® und Kapitel 8 ,Experimenteller
Teil*) sehr geringe Ausbeuten haben. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass es sich bei
Bortribromid um eine Lewissdure handelt und diese sehr gute Aktivierungsmittel fir Diels-Alder-
Reaktionen darstellen®. Daher liegt es zumindest fiir die in dieser Arbeit getesteten Pyrrole nahe,
dass eine Diels-Alder-Reaktion zwischen den Pyrrolen als Diene und Singulettsauerstoff als
Dienophil stattfindet.

Es stellt sich die Frage, wie in den Losungen der Singulettsauerstoff entsteht.

5.2.6.2 Singulettsauerstoff und Photosensitizer

Normalerweise konnen Molekiile von inrem Grundzustand (°A) in den angeregten Singulettzustand
(") durch Lichtenergie tUberfiihrt werden. Die aufgenommene Energie kann dann entweder durch
strahlungslose Rilckkehr auf einen Grundzustand (Warmeabgabe an die Umgebung),
Fluoreszenz, oder, nach einem verbotenen Ubergang in den Triplettzustand (°Z) durch

Phosphoreszenz, abgegeben werden.

0) + 0y W 0

[T ] (111 (11 [1]
Singulett 'A Singulett _ Triplett (Diradikal)
(Diradikal) = Grundzustand 3%

22 kcal Uber 32 37 kcal Gber 32

Abbildung 5.15: Zustande des Sauerstoffmolekuls und Belegung der highest occupied molecular orbitals
(HOMOs). Der Ubergang von Triplett- zu Singulettsauerstoff ist verboten®.

Bei Sauerstoff ist aufgrund seiner Elektronenverteilung der Zustand der geringsten Energie der
Triplettzustand °% (= Grundzustand). Aus diesem kann er nicht einfach durch Anregung mit Licht in
einen der Singulettzustande Uberfuhrt werden, denn dabei handelt es sich um einen verbotenen

Ubergang (Abbildung 5.15). Daher benétigt Sauerstoff als Hilfsmittel einen Photosensitizer,
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welcher leicht durch Lichtenergie angeregt werden kann und auch einfach in den Triplettzustand
Ubergeht. Dieser Sensitizer kann dann den Triplettsauerstoff 3X in Singulettsauerstoff 'A
Uberfuhren, wahrend er selbst auf den Grundzustand zurlckfallt. Singulettsauerstoff ist kurzlebig (5
us in Methanol; in der Gasphase auch deutlich 1anger'®) und sehr reaktiv. Singulettsauerstoff 'Z ist
ebenfalls ein Diradikal; Singulettsauerstoff 'A hat die Elektronenverteilung von Ethen. Entweder
kann der Singulettsauerstoff ('~ oder 'A) dann wieder zu Triplettsauerstoff werden oder mit einem
Molekul zum Oxidationsprodukt reagieren (Abbildung 5.16). Der Sensitizer oder Sauerstoff kdnnen

natirlich auch jederzeit durch Quenching mit anderen Molekilen ihre Energie abgeben™’.

_ 30 '(M)o
'Sens, —"V» 1Sens ———» 3Sens —2 10,+ 'Sens, —— MO,
intersystem-
crossing

Abbildung 5.16: Abfolge bei der Entstehung von Singulettsauerstoff und Oxidationsprodukten nach Foote'’
'Sens,: Sensitizer im Singulettgrundzustand, 'Sens: Sensitizer im angeregten Singulettzustand, *Sens:
Sensitizer im Triplettzustand, *0.: Sauerstoff im Triplettgrundzustand, 'O.: Sauerstoff im Singulettzustand,
'(M)o: Molekdl im Singulettgrundzustand, MO.: Reaktionsprodukt aus Singulettsauerstoff und Molekil.

Ubliche Photosensitizer sind beispielsweise Rose Bengal oder Methylenblau, aber auch
Porphyrinkorper™® (Abbildung 5.17). Diese Strukturen zeichnen sich durch durchkonjugierte Tr-
Elektronensysteme aus, aufgrund welcher sie im UV/Vis-Bereich Licht absorbieren kénnen, gute
Loslichkeit im gewtlinschten Losungsmittel und die Fahigkeit, Sauerstoff aufzunehmen und auch
wieder abgeben zu kénnen. Sie sollten nicht ohne Licht reagieren. Photosensitizer agieren hier wie
Katalysatoren; sie kontrollieren chemische Reaktionen, ohne selbst eine permanente Veranderung

Zu erleben.

Rose Bengal Methylenblau Porphyrine

Abbildung 5.17: Ubliche Photosensitizer

Foote'™? und Gollnick™® vermuten, dass bei der Umsetzung von Pyrrolen mit Sauerstoff dieser
durch den Sensitizer zu Singulettsauerstoff angeregt wird, welcher dann mit dem Substrat zu

Oxidationsprodukten reagiert.
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Beeinflusst werden die Reaktionen davon, ob beispielsweise bestrahlt wurde (Art der
Strahlenquelle, Dauer der Bestrahlung), vom verwendeten Sensitizer, der Verdinnung des Diens,
des Losungsmittels, der Temperatur und von der Elektronenverteilung und Menge des zur
Verfiigung stehenden Sauerstoffs'®. Singulettsauerstoff kann auch ohne Licht entstehen: Etwa
durch Warmeeinwirkung auf elektronenreiche Molekille, wie beispielsweise die Photosensitizer,
konnen diese Sauerstoff zu Singulettsauerstoff anregen':.

Es wurde schon fir Furane vermutet, dass sie selbst der Sensitizer fir ihren eigenen Abbau sein
konnen™°. AuBerdem existieren bestimmte Polyarylcyclopentadiene, welche ebenfalls selbst als
Sensitizer wirken konnen'™. Die in dieser Arbeit untersuchten Triarylpyrrole erfiillen die
Anforderungen fir Photosensitizer. Daher erscheint es logisch, dass sie selbst ihren eigenen

Abbau erleichtern kdnnen.

5.2.7 Strukturaufklarung der Zerfallsprodukte

Es werden zunachst die unterschiedlichen moéglichen Zerfallsprodukte der Reaktion von Pyrrolen
mit Sauerstoff aufgerthrt, um dann durch Untersuchungen der Zerfallsprodukte der in dieser Arbeit
synthetisierten Pyrrole herauszufinden, welche von diesen Verbindungen tatsachlich entstanden

sind.

5.2.7.1 Mogliche Produkte der Reaktion zwischen Pyrrolen und Sauerstoff

In den 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts beschaftigten sich Lightner und Mitarbeiter
intensiv mit den Oxidationsprodukten verschiedener Alkylpyrrole. Sie verwendeten methanolische
Losungen der Alkylpyrrole, welche sie mit Rose Bengal versetzten, mit einer Quarzlampe
beleuchteten und Sauerstoff einleiteten'™*. Sie fanden dabei heraus, dass Alkylreste, die sich in

55 AuRerdem kann in Methanol eine

2/5-Position befinden, dealkyliert werden konnen
Methoxylierung der a-Position stattfinden'®, wofiir sie den in Abbildung 5.18 gezeigten
Mechanismus vorschlugen. Das haufigste Produkt bei ihren Untersuchungen war das jeweilige 5-
Hydroxy-2,5-dihydro-pyrrol-2-on™3, dessen Entstehung mit dem ebenfalls in Abbildung 5.18

gezeigten Mechanismus erklart werden kann.
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Abbildung 5.18: Mechanismus der Entstehung des Reaktionsproduktes von Pyrrolendoperoxid mit
Methanol und der Entstehung von 5-Hydroxy-2,5-dihydro-pyrrol-2-on aus Pyrrol nach Quistad'®

Lightner et al. wiesen ebenfalls nach, dass die Hydroxygruppe des 5-Hydroxy-2,5-dihydro-pyrrol-2-
ons nicht aus dem Wasser stammt, sondern durch eine intramolekulare Umlagerung
zustandekommt, indem sie Losungen der Pyrrole in Methanol unter Zusatz von H,"®O einsetzten
und die Photooxidationsprodukte massenspektrometrisch untersuchten'®. Sogar wenn '*0O-Wasser
das alleinige Ldsungsmittel ist, ist die intramolekulare Umlagerung noch der vorherrschende
Prozess. Fur den bei der Anlagerung von Wasser ablaufenden Vorgang formulierten sie die gleiche
Reaktionsfolge wie bei der Anlagerung von Methanol (siehe Abbildung 5.18).

Sind beide a-Positionen mit Alkylresten belegt, entstehen keine Hydroxyverbindungen, jedoch
kann sich Methanol anlagern, wobei einer der a-Alkylreste substituiert wird. Daher muss das
Proton in a-Position im Mechanismus eine wichtige Rolle spielen. Die verschiedenen Produkte
konnten mit oder ohne Lichtbestrahlung nicht ineinander umgewandelt werden. Auch dies erhartet
den Verdacht, dass sie alle Uber die gleiche Zwischenstufe entstehen. Fir einige Alkylpyrrole
fanden Lightner et al. auch Podukte, welche sich nur durch 1,2-Addition von Sauerstoff gebildet
haben konnten'™’ (Abbildung 5.19).
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Abbildung 5.19: 1,2-Additionsreaktion mit Singulettsauerstoff nach Lightner'®’

Die Oxidation von Arylpyrrolen wurde durch Dufraisse und Rio untersucht. Arylpyrrole werden auf
andere Weise abgebaut als Alkylpyrrole. Sie begannen mit Arylfuranen, von denen sie
nachwiesen, dass diese umso schneller Sauerstoff aufnahmen, je mehr Arylreste vorhanden und je
verdliinnter ihre Losungen waren'™®. Spater betrachteten sie den Abbau von 2,3,4,5-
Tetraphenylpyrrol™ und 1,2,3,4,5-Pentaphenylpyrrol’ genauer. Es handelte sich um

Photooxidationsversuche unter Verwendung von Methylenblau oder einem Anthrachinonderivat in
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Methanol oder Chloroform (in Ether lielen sich diese Pyrrole nicht oxidieren). Dabei entstanden
hauptsachlich die in Abbildung 5.20 (Pentaphenylpyrrol analog) dargestellten, aber auch weitere
Produkte. Aufgrund der deutlich langsameren Reaktion als bei Alkylpyrrolen konnte in einigen
Fallen das Pyrrolhydroperoxid isoliert und durch Erwarmung wieder in das Pyrrol zurlickiberfuhrt
werden. Es soll darauf hingewiesen werden, dass sich ein Produkt bildete, bei dem ein Phenylrest
von einer a- an eine B-Position wanderte (untere Reihe links), und eine Verbindung, bei welcher

der Pyrrolring zwischen C2 und C3 gedéffnet ist (untere Reihe rechts, Abbildung 5.20).
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Abbildung 5.20: Produkte der Oxidation von 2,3,4,5-Tetraphenylpyrrol nach Rio'*. % O, gibt es nicht. Die
gesamte Reaktion lauft zweimal ab und es entsteht ein O,. Es wird nicht erklart, wie das Zerfallsprodukt
unten rechts aus dem Endoperoxid entstehen kann. Rio et al. fanden die Verbindung aber und geben sie in
ihrem Schema an. Ein plausibler Mechanismus wird von Wasserman'®' vorgeschlagen (siehe weiter unten).

Wasserman fand nach Oxidation von 2,3,4,5-Tetraphenylpyrrol in methanolischer Lésung als
Hauptprodukt das 5-Methoxy-3,4-epoxid und ebenfalls die zwischen C2 und C3 gedffnete
Verbindung'®? (Abbildung 5.21).
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Abbildung 5.21: a-N-Benzoylamino-a'-benzoylstilben und 5-Methoxy-3,4-epoxy-2,3,4,5-tetraphenyl-A’-
Pyrrolin als Produkte der Photooxidation von 2,3,4,5-Tetraphenylpyrrol in Methanol nach Wasserman'®2
(Benennung der Strukturen nach Wasserman).

Nach Kenntnis der Autorin dieser Arbeit gibt es nur eine einzige Verdffentlichung, welche sich mit
dem Abbau eines Pyrrols, das Phenyl- und Alkylreste tragt, beschaftigt: Wasserman und Miller
untersuchten bereits 1969 den Zerfall von 2,3,5-Triphenyl-1-methylpyrrol, welches eine grolie

Ahnlichkeit zu den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen besitzt'®'. Sie konnten nachweisen,
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dass das N-Methylpyrrol unter Verlust des Stickstoffs zu cis-Dibenzoylstyrenoxid zerfallt. War der
Stickstoff ebenfalls mit einem Phenylrest substituiert, entstand eine Mischung der beiden
mdglichen Schiffschen Basen. Sie vermuteten, dass der N-Methylrest wahrend der Aufarbeitung
hydrolysierte, wahrend die N-Phenylgruppe stabil genug war, um unter den Bedingungen erhalten
zu bleiben (Abbildung 5.22).
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Abbildung 5.22: Von Wasserman'®' vorgeschlagener Abbauweg fiir 2,3,5-Triphenyl-1-methylpyrrol und
1,2,3,5-Tetraphenylpyrrol zum offenkettigen Epoxid

Dass Epoxide entstehen, wurde durch IR-Untersuchungen bestétigt, in denen keine OH- oder
C=0-Banden zu sehen waren, jedoch starke Banden um 900/cm, welche auf Epoxide
hinweisen'®.

Wenn man die Untersuchungen von Rio, Lightner, Wasserman, Cooney und Foote
zusammenfasst, kann man recht gut schlussfolgern, zu welchen Produkten die in dieser Arbeit

synthetisierten Verbindungen zerfallen.

5.2.7.2 LC-MS-Untersuchungen ausgewahlter Verbindungen

Um Klarheit zu erhalten, zu welchen Produkten die Substanzen jeweils zerfallen, wurden
Untersuchungen mit LC-MS durchgefiihrt (Agilent RP18 Saule, 12,5 cm; ESI-TOF MS). Bereits
zum Teil zerfallene Substanzen wurden mit unterschiedlichen Gradienten chromatographisch
aufgetrennt und danach mit dem Massenspektrometer detektiert (Methode siehe Kapitel 8.3).

Wie in Kapitel 5.2.6 bereits beschrieben, unterliegen Pyrrole einem Zerfall durch Oxidation mit
Luftsauerstoff. An drei Beispielen soll der Zerfall naher beleuchtet werden: Am methylsubstituerten
72 (Typ B) flir eine einfach alkylierte Verbindung, da es gut zerfallt und von dieser Verbindung zwei
Zerfallsprodukte isoliert werden konnten, welche auch auf Estrogenitat getestet wurden (72a und
72b, siehe Kapitel 5.2.7.3 ,Isolierte Zerfallsprodukte einer ausgewahlten Verbindung“ und 6.3.8
.Estrogenitatstest), an 54 (Typ A), da hier zwei Peaks im Chromatogramm besonders stark
zunehmen und als Beispiel flr den Zerfall dialkylierter Triarylpyrrole. Zuletzt Verbindung 88 (Typ
B), da es sehr schnell zu sehr vielen Produkten zerfiel.

Die Massen bei der hochauflésenden Massenspektrometrie sollten auf 7 ppm genau sein. Die

jeweiligen ppm-Werte werden mit der in Abbildung 5.23 gezeigten Formel berechnet.
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Masse(berechnet) - Masse(gefunden)

Masse(gefunden)

Abbildung 5.23: Formel zur Berechnung der ppm-Werte

5.2.7.2.1 LC-MS-Untersuchung von 54

- 108 = [ppm]

Verbindung 54 wurde mittels LC-MS naher untersucht. Interessanterweise zerfallt diese Substanz

im Massenspektrometer durch die angelegte Spannung und restliches O, wie in Abbildung 5.24

dargestellt.
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Abbildung 5.24: Oben: m/z der verschiedenen getrennten Verbindungen a-d, Peak d ist Verbindung 54.
Unten: Totalionenstrom wahrend des ESI-TOF-Experiments

Der untere Teil von Abbildung 5.24 zeigt den Totalionenstrom wahrend des MS-Experiments. Im

oberen Teil sind die Massen der Verbindungen dargestellt. Bei Peak d handelt es sich um die

Ursprungsverbindung. Die Peaks a, b und c werden durch hydrophilere Zerfallsprodukte

verursacht.



69 5 Untersuchung physikochemischer Eigenschaften ausgewahlter Pyrrole

im Massen-
spektrometer:
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HO o
Ring6ffnung

OH HO
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Peak d Peak d und b (M+OCHgz+chinon)*:
(M+H)*: 428,22202 0OH (M+H+0)*: 444,21693 OH 458,23258
gefunden:428,2221 gefunden:444,2168 gefunden:458,2315
ppm:1,87 ppm:0,29 ppm:2,36

Abbildung 5.25: Zerfall von Verbindung 54 im Massenspektrometer. Die dargestellten Verbindungen sind
nur stellvertretend fir mehrere mdgliche Isomere.

Die im Massenspekirometer stattfindenden Reaktionen der Ursprungsverbindung 54 sind in
Abbildung 5.25 dargestellt. Der Peak mit dem Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) 428,2221 ist die
Ausgangsverbindung mit einem Proton mehr, da bei ESI-TOF nur Kationen (oder, im negativen
Modus, Anionen) detektiert werden. Bei 444,2191 m/z ist ein Sauerstoff hinzugekommen, wie bei
den Substanzen von Rio™° (siehe Kapitel 5.2.7.1, Abbildung 5.20). Hierbei muss ein Aromat
umgelagert werden. Es ist nicht bekannt, welches der beiden mdglichen Isomere vorliegt. In der
Abbildung wurde die Form gewabhlt, von der die Autorin vermutet, dass sie aus sterischen Griinden
bevorzugt sein kénnte. Bei 458,2315 m/z wird eine Adduktbildung mit dem Lésungsmittel Methanol
vermutet und eine Oxidation eines Aromaten zum Chinon. Die beiden groRen Abbauproduktpeaks
b und c (siehe Kapitel 5.2.2, Chromatogramme) haben zum einen ein m/z von 444,2170, was
wiederum einem hinzugekommenen Sauerstoff entspricht, und zum anderen m/z = 460,2119.
Letzterer Peak muss von einer Verbindung mit zwei zusatzlichen Sauerstoffen verursacht worden
sein. Zur Struktur von Peak b wird der bereits in Abbildung 5.25, unten mittig, gezeigte Vorschlag
gemacht, zu a und c die in Abbildung 5.26 gezeigten Vorschlage, analog zu den von
Wasserman'®" 62 gefundenen Produkten (Kapitel 5.2.7.1, Abbildungen 5.21 und 5.22). Ohne

andere analytische Methoden, namentlich NMR-Spektrometrie, kann jedoch keine endgiiltige
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Aussage Uber die Struktur getroffen werden. Peak a besitzt die gleiche m/z wie Peak c. Es liegen
also vermutlich auch mehrere Isomere nebeneinander vor. Die ringoffenen Strukturen kdénnen
jeweils auch an der anderen Seite gedffnet sein (z.B. kdnnte die Offnung statt zwischen C4 und C5
zwischen C2 und C3 stattgefunden haben). Im Gegensatz zu den von Wasserman untersuchten
Verbindungen™' hydrolysierten die Verbindungen jedoch nicht zum offenkettigen Epoxid (kein
Verlust des Stickstoffs, siehe Kapitel 5.2.7.1, Abbildung 5.22)

HO

Peakaundc
460,2119
(M+O+0+H)" :460,21185
gefunden: 460,2119

ppm: 0,11

Abbildung 5.26: Mdgliche Isomere flir Peak a und ¢ von Verbindung 54. Die Ring6ffnung kann auch auf der
jeweils anderen Seite stattfinden

5.2.7.2.2 LC-MS-Untersuchung von 88
Der Totalionenstrom wahrend des MS-Experiments und die m/z-Werte der sehr stark zerfallenden
Verbindung 88 sind in Abbildung 5.27 gezeigt.
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Abbildung 5.27: Oben:m/z der verschiedenen getrennten Verbindungen a-e. Peak e ist Verbindung 88.
Unten: Totalionenstrom wahrend des ESI-TOF-Experiments

Man sieht, dass auch hier im Massenspektrometer selbst ein Zerfall der Ausgangsverbindung

(Peak e) zu zwei weiteren Produkten stattfindet. Diese Produkte sind analog zu denen bei
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Verbindung 54 und in Abbildung 5.28 dargestellt. Hierbei gilt ebenfalls, dass statt dem
dargestellten zwischen N1 und C5 gedffneten Isomer auch das zwischen N1 und C2 gedffnete

Isomer entstanden sein kann.

OH
HO
QW
|/
(@]
Peak e Q
427,2 OH
im Massen-
spektrometer:
OH
OH

Peak e (M+OCHs+chinon)™:

458,23258
gefunden:458,2322
ppm: 1,31

Peak e Peak e OH

(M+H)*: 428,22202 OH (M+H+0)": 444,21693

gefunden:428,2215 gefunden:444,2162

ppm:1,21 ppm:1,58

Abbildung 5.28: Zerfall von Verbindung 88 im Massenspektrometer. Es konnen jeweils auch die an der
anderen Seite getffneten Isomere entstehen.

Es gibt einen weiteren Peak mit m/z 426,2050, welcher durch die Bildung eines Chinonimins
erklart werden kann (Abbildung 5.29). Bei Verbindung 88 wurden drei Peaks mit m/z 460,2103
gefunden. Hier entstehen offensichtlich mehrere Isomere (Abbildung 5.29). Auch hier kann jeweils
wieder das zwischen N1 und C2 oder N1 und C5 gedffnete bzw. das zwischen C2 und C3 oder C4

und C5 gedffnete Isomer entstanden sein.
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HO

HO H-N
° \ OH

OH
Peak a, b und ¢ Peakd
(M+O+O+H)+ :460,21185 (M chlnon) : 426,20637
gefunden: 460,2103 gefunden: 426,2050
ppm: 3,21

ppm: 3,37

Abbildung 5.29: Fir die drei Peaks a, b und ¢ miissen mehrere Isomere verantwortlich sein: Die beiden
linken Strukturen kdnnen auch an der jeweils anderen Seite gedffnet sein.

Zur weiteren Aufklarung wurde ein LC-MS/MS-Experiment durchgefiihrt'®* | leider zerfielen alle
Zerfallsprodukte mit der gleichen Masse auch in die gleichen Fragmente, so dass durch die

Fragmentation keine Zuordnung zu verschiedenen Isomeren getroffen werden konnte.

5.2.7.2.3 LC-MS-Untersuchung von 72

Die letzte Verbindung, welche hier besprochen werden soll, ist 72. In Abbildung 5.36 sind die
Massen der einzelnen Peaks und der Totalionenstrom wahrend des MS-Experiments dargestellt.
Aufgrund von Stérungen an der LC-MS-Anlage (groRe Mengen Weichmacher) konnten die
Massen nicht so genau bestimmt werden wie bei den anderen Verbindungen. Alle Massen sind
etwa 13 ppm hdher als die berechneten. Daher lieR man eine Kalibrierldsung mit bekannten
Massen mitlaufen und bezog die gefundene Masse von 72 auf diese. Ohne die Kalibrierlésung
fand man fur Verbindung 72 die in Abbildung 5.30 gezeigte Masse von m/z: 358,1483. Die
berechnete Masse ist: m/z 358,14377. Die Abweichung ist damit 12,6 ppm. Mit Kalibrierldsung
wurde die Masse m/z 358,1435 gefunden, was einer Abweichung von nur 0,8 ppm entspricht. Da
die Struktur von 72 bewiesen ist, wird davon ausgegangen, dass alle Massen etwa 13 ppm zu
hoch gemessen wurden. Fur Verbindung 74, das propylsubstituierte Analogon, wurden die
korrekten Massen gefunden (Daten nicht gezeigt, da von den Zerfallsprodukten dieser Verbindung
keine weitere Analytik und vor allem kein Test auf estrogene Wirkung durchgefiihrt wurde (siehe
Kapitel 6.3)).
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Abbildung 5.30: LC-MS von Verbindung 72: a und b: das bei b dargestellte Isomer mit zwei hinzuaddierten
Sauerstoffen oder sein offenkettiges Analogon (72*). ¢: Substanz mit nur einem hinzuaddierten Sauerstoff,
Besprechung der méglichen Isomere siehe Text. Diese Substanz konnte isoliert werden (72a). d:
Methanoladdukt, es konnte ebenfalls isoliert werden (72b), Erlauterung im Text weiter unten. e:
Ursprungsverbindung 72. f: Totalionenstrom wahrend des ESI-TOF-Experiments.

5.2.7.3 Isolierte Zerfallsprodukte einer ausgewahlten Verbindung

Von zwei Zerfallsprodukten der Verbindung 72 konnte genug Material isoliert werden, um neben
LC-MS-Untersuchungen noch NMR- und IR-Spektren aufzunehmen. Ausschnitte dieser Spektren
sind in Abbildung 5.31 und Abbildung 5.32 dargestellt. Zerfallsprodukt 72a zeigte eine Masse von
m/z: 374,1447, Zerfallsprodukt 72b von m/z 404,1544. Bei einem dritten Zerfallsprodukt (72*)
reichte die isolierte Menge (0,67 mg) nur fir ein Massenspektrum (m/z: 390,1400), es wurde

versucht, mit dieser Menge ein NMR- und IR-Spektrum aufzunehmen. Dies gelang nicht, jedoch
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wurde die Lésung der Verbindung in DMSO(DG6) fur die Verdinnungsreihe des Estrogenitatstests

verwendet, siehe Kapitel 6.3.8.

Abbildung 5.31: Ausschnitte der IR-Spektren von Verbindung 72 und Abbauprodukten. Bei 72a und 72b
sind deutlich sichtbar zwei starke Banden bei 1600 und 1660 hinzugekommen. Diese sind ,C=0“-Banden.

Es ist aus den IR-Spektren deutlich erkennbar, dass eine C=0-Doppelbindung im Molekdl

hinzugekommen ist (Abbildung 5.31). Aus den Untersuchungen unter Sauerstoffausschluld geht

hervor, dass Sauerstoff das reaktive Agens sein muss (Kapitel 5.2.7.2). Aus den ESI-TOF-

Untersuchungen ist klar, dass bei 72a ein Sauerstoff und bei 72b ein Sauerstoffatom und eine

Methoxygruppe hinzugekommen sein missen.
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Abbildung 5.32: Ausschnitt des NMR-Spektrums von 72a, Ausschnitt des NMR-Spektrums von 72b,
Ausschnitt des NMR-Spektrums von 72. Alle NMR-Spektren aufgenommen in DMSO-D6. Erlauterung im

Text
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Das Original-NMR von Verbindung 72 weist im Aromatenbereich drei AA'BB'-Systeme und ein
Singulett des Pyrrolprotons auf (Abbildung 5.32).Bei Abbauprodukt 72b ist kein Pyrrolproton mehr
im Spektrum zu sehen und auch die AA'BB'-Systeme sind recht stark verschoben. Aulerdem ist
bei 3,2 ppm ein Singulett mit 3 Protonen aufgetaucht (Teil des Spektrums nicht gezeigt).
Zusammen mit dem Ergebnis der ESI-TOF Untersuchung von 404,1544 m/z ergibt sich die
Struktur von 72b wie in Abbildung 5.33 gezeigt. Es findet eine Adduktbildung mit Methanol statt.

Summenformel
C24 Hz1 NOs
Masse: 403,14197
+H: 404,1498

Peak d m/z: 404,1544
Verbindung 72b

Verbindung 72 OH

OH

m/z: 312,33
OH
Abbildung 5.33: Oxidation durch Luftsauerstoff von Verbindung 72 und Reaktion mit Lodsungsmittelmethanol
zu 72b (Mechanismus nach Quistad'®). Bei Angriff des Methanols auf der anderen Seite wiirde statt Wasser
der Aromat eliminiert und es entstiinde eine Verbindung mit m/z: 312,33. Diese Masse wurde in den
Untersuchungen nicht gefunden.

Diese Reaktion kann natdrlich statt mit Methanol auch mit Wasser oder als intramolekulare
Umlagerung stattfinden (siehe Kapitel 5.2.7.1). Es wird vermutet, dass das entsprechende Produkt
(OH anstelle von OCHs) sich auch in der Mischung befindet, jedoch konnte es nicht isoliert werden.
Die entsprechende Masse wurde bei der LC-MS-Untersuchung auch gefunden, siehe Abbildung
5.30, a und b. Es ware mdglich, dass es sich bei Produkt 72* (5-Hydroxy-2,5-dihydro-pyrrol-2-on)
um die in Abbildung 5.30 a und b dargestellte Verbindung handelt, diese kdénnte nach dem von
Lightner vorgeschlagenen Mechanismus entstanden sein'?® '*. Das Methanoladdukt 72b entsteht
im Zelltest allerdings wahrscheinlich nicht, da dort kein Methanol verfiigbar ist.

Bei Abbauprodukt 72a ist das Pyrrolproton aus dem Aromatenbereich hochfeldverschoben.

Hydroxy- und Methylgruppen sind kaum verandert (Teil des Spektrums nicht gezeigt). Die Masse
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von 72a ist 374,1447 m/z, was einem hinzugekommenen Sauerstoff zur Ausgangsmasse von 72
entspricht. Aus den Erlauterungen in Kapitel 5.2.7.1 geht hervor, dass die in Abbildung 5.34

dargestellten Isomere entstanden sein kdnnen:

OH

Hydridshift
-1/20, OH

HO
HO

6 Umlagerung des

0 Phenylrestes Summenformel:
C23 H1g NO4

-1/20; Masse: 373,13141

+H: 374,13923
Peak c: m/z:
374,1447

Verbindung 72 a

Abbildung 5.34: Mdgliche Strukturen von Verbindung 72a. Erlduterung im Text. 2 O, gibt es nicht. Die
gesamte Reaktion lauft zweimal ab und es entsteht ein O..

Aufgrund der 'H-NMR-, IR- und Massenspektren der Verbindung kann keine eindeutige Zuordnung
gemacht werden. Zur genaueren Charakterisierung bote sich ein NOE- oder H,H-NOESY-(nuclear
Overhauser enhancement experiment) Spektrum an, bei welchen man die Kopplungen des
Pyrrolprotons tGber den Raum mit anderen Protonen sahe. So konnte zumindest das Produkt, bei
welchem eine Umlagerung des Phenylrestes stattfindet, von den anderen unterschieden werden.
Bei den beiden isolierten Abbauprodukten fielen jeweils etwa 2 mg an. Mit diesen wurde dann
jeweils nacheinander ein IR aufgenommen und die Substanz wieder aus dem KBr-Pressling

ausgeschiittelt, dann ein NMR aufgenommen und die resultierende (D6)DMSO-Lésung fir die
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Verdinnungen im Estrogenitatstest weiterverwendet. Aus diesem Grund war es leider nicht
moglich, weiterfiihrende NMR-Untersuchungen durchzufiihren.

Im Ubrigen soll darauf hingewiesen werden, dass bei diesem Abbau sowohl zu 72a als auch 72b
von jeder moglichen Substanz vermutlich das Razemat entsteht, da durch die Oxidation das
konjugierte planare System verlorengeht und sich ein chirales Zentrum bildet (in den Abbildungen
5.33 und 5.34 mit Sternchen markiert).

Steht eine a-Position des Pyrrolrings zur Verfigung, wird diese fur die Anlagerung genutzt. Bei den
von Dufraisse und Rio™ ' untersuchten Verbindungen musste eine Umlagerung des
Phenylrestes stattfinden, da alle Positionen besetzt waren und sich sonst keine Carbonylfunktion
hatte ausbilden kénnen. Da dies im vorliegenden Fall nicht nétig ist, ist es wahrscheinlicher, dass
eine der beiden verbleibenden Mdglichkeiten entsteht. Bei Verbindung 72b kdnnte theoretisch der
Angriff des Methanols auch auf der anderen Seite stattfinden. Dann wurde statt Wasser der
Aromat eliminiert und es entstiinde eine Verbindung mit m/z: 312,33. Diese Masse wurde in den
Untersuchungen nicht gefunden (Abbildung 5.33). Letztlich sind in der komplexen Mischung
wahrscheinlich sowieso alle mdglichen Isomere vorhanden.

Nachdem die Strukturen der Abbauprodukte teilweise aufgeklart werden konnten, stellt sich noch

die Frage, wie man den Zerfall verhindern kann.

5.2.8 Beeinflussung der Stabilitat durch Substituenten

Die Stabilitat von substituierten Pyrrolen kann durch verschiedene Mallinahmen erhdht werden.
1) Alkylierung des Stickstoffs

Pyrrol

L

VAN

Cisbutadien Cyclopentadienylanion
©

Abbildung 5.35: Pyrrol verhalt sich bei elektronenziehenden Substituenten am Stickstoff eher wie
Cisbutadien, bei elektronenschiebenden Substituenten eher wie Cyclopentadienylanion.

Bei der Substitution des Stickstoffs mit drei verschiedenen Alkylresten wurde gefunden, dass
Pyrrole umso schneller abgebaut werden, je kirzer der Alkylrest am Stickstoff ist; Das 1-

Methylpyrrol nahm Sauerstoff am schnellsten auf, das 1-Isopropylpyrrol langsamer und das 1-
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Butylpyrrol am langsamsten'®. Eine langere Alkylkette scheint den Abbau zu verlangsamen, indem
sie den Angriff des Sauerstoffs an den a-Positionen sterisch hindert'®® '%¢. Substitution des Protons
am Stickstoffs durch einen elektronenziehenden Substituenten steigert den Diencharakter des
Pyrrols und erhdht die Wahrscheinlichkeit von Diels-Alder-Reaktionen. Je starker der
Elektronenzieher am Stickstoff, desto mehr gehdrt das nichtbindende Elektronenpaar dem
Heteroatom, wird also nicht in den Ring delokalisiert. Das Pyrrol ist daher weniger aromatisch und
mehr cisbutadienartig. Bei einem Elektronenschieber ist es genau umgekehrt: Das -
Elektronensystem ist delokalisierter, das Pyrrol verhalt sich mehr als Hlckelaromat, und damit eher

wie ein Cyclopentadienylanion, d.h. weniger bereit, als Dien zu reagieren"® (Abbildung 5.35).

Aus diesen Griinden sind die Typ A-Pyrrole, welche nur einen Alkylrest am Stickstoff tragen, viel

stabiler als die analogen Typ B-Pyrrole (Abbildung 5.36).
OH

Abbildung 5.36: Links: Typ B-Pyrrol. Rechts: Typ A-Pyrrol. Typ A-Pyrrole sind stabiler, da der N-Alkylrest
durch seinen +I-Effekt den aromatischen Charakter des Pyrrols verstarkt und es weniger cisbutadienartig
reagiert (R = Alkylkette).

2) Elektronenziehende Substituenten an den Kohlenstoffen des Pyrrolrings

Elektronenschiebende Substituenten ( zum Beispiel Alkylketten) an den C-Atomen erhéhen die
Elektronendichte am Ring. Daraufhin ist der Angriff von Elektrophilen an den a-Positionen
erleichtert?. Es wurde gefunden, dass C-Alkylpyrrole sehr viel schneller abgebaut werden als N-
Alkylpyrrole'®. Elektronenziehende Substituenten an den Kohlenstoffen des Pyrrolrings, wie etwa

Carboxy- oder Formylgruppen, erschweren den Abbau™® .

Abbildung 5.37: Das Olefin Trimethylstyren reagiert ebenfalls mit Sauerstoff in der ,ene-Reaktion" (diese
entspricht der Diels-Alder-Reaktion bei Dienen)™®, Vergleich des Olefins mit 2-Arylpyrrol
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Dabei verandern auch elektronenziehende Substituenten in den Aromaten die Reaktionskonstante
mit Sauerstoff. Foote und Mitarbeiter machten Versuche mit verschiedenen Trimethylstyrenen,
welche als Monoalkene mit Sauerstoff in der sogenannten ,ene-Reaktion“ reagieren. Diese
Reaktion entspricht der Diels-Alder-Reaktion bei Dienen. Die Trimethylstyrene reagierten
unterschiedlich schnell mit Sauerstoff (Abbildung 5.37 und Vergleich mit 2-Arylpyrrol).
Elektronenziehende Substituenten im Aromaten wirkten sich hierbei verringernd auf die
Reaktionsrate aus™®.

Besonders stark vom Abbau betroffen sind Pyrrole, bei denen die B-Positionen alkyliert sind™? 5,
Nichtalkyliertes Pyrrol reagiert auch deutlich langsamer mit Sauerstoff als an den Kohlenstoffen
Alkyliertes™’.

Deswegen zerfallen auch diejenigen Pyrrole, die zwei Alkylketten tragen. Dies ist dem +I|-Effekt der
Alkylgruppen an Ringkohlenstoffen geschuldet, welche den Pyrrolring leichter durch Luftsauerstoff
angreifbar machen (Abbildung 5.38).

So lasst sich auch erklaren, dass die in den Aromaten mit Chlor oder Fluor substituierten Typ A-
Pyrrole noch stabiler sind, denn durch den -I-Effekt der Halogenide wird die Elektronendichte am

Pyrrolring erniedrigt und dadurch die Reaktion mit O, erschwert.

Abbildung 5.38: Links: Typ B-Pyrrol mit zwei Alkylresten, Mitte: Typ A-Pyrrol mit zwei Alkylresten, rechts:
Typ A-Pyrrol mit einem Alkylrest und Chlor oder Fluor in R, oder Rs. (R1 = Alkylrest). Die beiden linken
Pyrrole sind sehr instabil, da die Alkylketten durch ihren +I-Effekt die Elektronendichte am Ring erhéhen. Das
rechte Typ A-Pyrrol tragt elektronenziehende Substituenten in seinen Aromaten. Es ist dadurch stabiler.

3) Sterisch anspruchsvolle Substituenten in den a (= 2 und 5)-Positionen: Sind die 2- und 5-
Positionen des Pyrrols unbesetzt, werden die Pyrrole schneller abgebaut'®. Einfache Alkylpyrrole
konnen nur durch das Durchleiten von Sauerstoff durch ihre Losungen schnell und leicht oxidiert
werden'®, Bei a-Arylpyrrolen hingegen reicht dies nicht aus, es muss mit einem Sensitizer und
Licht™ oder in stark basischer Losung'™® gearbeitet werden. Anscheinend behindern sterisch
anspruchsvolle Substituenten in a-Position den Angriff des Sauerstoffs, wobei unklar ist,
weswegen, denn das Pyrrol ist ja planar. In Methanol wurde bei verschiedenen tert-Butylpyrrolen

gefunden, dass sie am schnellsten abgebaut werden, wenn der Alkylrest sich in der B-Position



5 Untersuchung physikochemischer Eigenschaften ausgewahliter Pyrrole 80

befindet''. In a-Position substituierte tert-Butylpyrrole wurden langsamer, am langsamsten aber
am Stickstoff substituierte Pyrrole abgebaut. Fur Aceton als Losungsmittel lied sich allerdings

diese Korrelation nicht feststellen.

Bei den Typ A-Pyrrolen befinden sich an den a-Positionen gro3e aromatische Reste, welche den
Angriff von Luftsauerstoff erschweren. Alkylsubstituenten am Stickstoff stabilisieren das Pyrrol,
Chlor oder Fluor in den Aromaten ebenfalls (Abbildung 5.39).

Somit besitzen Typ A-Pyrrole mit nur einem Alkylrest und mit Chlor oder Fluor in den Aromaten das
ideale Substitutionsmuster hinsichtlich der Stabilitat. Aus diesem Grund sollte dieses Muster weiter

verfolgt werden.

Abbildung 5.39: Zusammenfassung der Eigenschaften, welche die Stabilitat von Triarylpyrrolen erhéhen.
Erklarung siehe Text.

5.3  Verhalten einer ausgewahlten  Verbindung gegeniiber
Singulettsauerstoff

Es sollte untersucht werden, ob tatsachlich Singulettsauerstoff das angreifende Agens ist.

Da die Untersuchung der Zerfallsprodukte ebenfalls mit Verbindung 72 durchgeflihrt worden war,

wurde sie fur diese Untersuchung ebenfalls ausgewahlt.

Eine Losung von Verbindung 72 wurde durch eine Methode von Higgins et al. mit chemisch

generiertem Singulett-Sauerstoff begast'®. Zu einer auf etwa 10°C gekihlten 35%igen H,O.-

Lésung wurde Natriumhypochloritldsung getropft und das entstehende Gas in eine Lésung von 72

in Methanol eingeleitet. Dabei entsteht aus NaOCI und H,O, Singulettsauerstoff (Abbildung 5.40)
H,O, + OCI- > O,CI- + H,0

0,Cl-> 10, + CI
Abbildung 5.40: Entstehung von Singulettsauerstoff aus Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorit. Nach
Ohloff'"®

In einer Untersuchung von Cooney mit unsubstituiertem Pyrrol wurde bei einem ahnlichen Versuch
beobachtet, dass sich die Absorption des Pyrrols im Bereich von 200 bis 260 nm verstarkte und

sich eine Schulter bei 280 nm ausbildete, welche sich durch Begasung mit Stickstoff wieder
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zurlckbildete. Pyrrol ohne Substituenten absorbiert in diesem Bereich und hat sein Maximum
bei 220 nm, wahrend die hier untersuchten Triarylpyrrole ihr Maximum bei 265 oder 275 nm haben.
Die Abschwachung der Absorption durch Stickstoffbegasung konnte in den fir diese Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen nicht beobachtet werden. Durch die Begasung mit
Singulettsauerstoff wurde die Absorption bis zu einem gewissen Zeitpunkt starker (siehe Abbildung
5.41, Beispiel zweier Untersuchungen), um dann wieder abzunehmen. So kdnnte man auch das
Verhalten der N-arylierten, monoalkylierten Pyrrole bei der Bestimmung der Sattigungsloslichkeit
erklaren (siehe Kapitel 5.4, ,Bestimmung der Sattigungsldslichkeit”). Diese Untersuchung wurde
vier Mal durchgeflihrt, wobei jedes Mal unterschiedliche Spektren entstanden und die Veranderung
auch nach unterschiedlicher Zeit (1 bis 24 h) einsetzte. Eine Erklarung dafiir kdnnte sein, dass die
Singulettsauerstoffentstehung schwer zu steuern war: Die Gasentwicklung war immer
unterschiedlich. Allerdings fanden auch Cooney und Hazlett in ihren Untersuchungen, dass sie die
Absorptionsspektren nicht exakt replizieren konnten™’. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen
war eine Gemeinsamkeit, dass die Losungen am Ende immer schwach gelblich gefarbt waren.
Zudem lieRen sich die Veranderungen, im Gegensatz zur zitierten Untersuchung, nicht durch das
Einleiten von Stickstoff rickgéngig machen (die Autoren merken dazu an, dass die Reinheit des
verwendeten Stickstoffes eine Rolle spielte). Die Lésungen der UV-Untersuchung wurden auch
mittels HPLC vermessen (Bedingungen siehe Kapitel 5.3 und 8.3). Jedoch erschienen in den
Chromatogrammen noch keine zusatzlichen Peaks, lediglich die Peakhdhe nahm zuerst zu und
dann ab (Daten nicht gezeigt). Durch Stehenlassen einer Kontrollldsung unter gleichen
Bedingungen ohne Durchleiten des Singulettsauerstoffs veranderte sich das UV/Vis-Spektrum
nicht. Durchleiten von Singulettsauerstoff durch eine reine Methanollésung fuhrte nur zu einer sehr
geringen Veranderung des Methanolspektrums im Bereich von 230nm. Es ist also vermutlich
Singulettsauerstoff am Abbau der Pyrrole beteiligt.
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Abbildung 5.41: Beispiel zweier UV-Untersuchungen von Verbindung 72, zuerst Zunahme, dann Abnahme
der Absorption. Bei dem links abgebildeten Versuch bildete sich eine Schulter aus, beim rechten nicht. Links:

——10, ——t1 (5h), —— t2 (9 h), -3 (14 h). Rechts: —— t0, —— t1 (1 h), —— 2 (2 h), -3 (3 h)
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5.4 Bestimmung der Sattigungsloslichkeit

Da sich im Test auf estrogene Aktivitdt ein Unterschied zwischen den Typ A- und Typ B-
Triarylpyrrolen (siehe Kapitel 6.3) gezeigt hatte, sollte der Frage nachgegangen werden, ob der
Grund fir diesen Unterschied verschiedene Sattigungsloslichkeiten sein konnten. Im Test
erreichten die Typ B-Pyrrole 100% Aktivierung, die Typ A-Pyrrole jedoch nur etwa 65%. Falls die
Typ A-Triarylpyrrole namlich im Testmedium ausfallen sollten, kdnnte es sein, dass sie eine
geringere Wirkung erzielen als die Typ B-Triarylpyrrole. Es wurden Pyrrole ausgesucht, von denen
vermutet wurde, dass sie eine eher geringe Sattigungsldslichkeit haben (Iangere Alkylkette, zwei
Alkylketten, Fluor- oder Chlorsubstitution, Abbildung 5.42).

HO HO

Qs
Do
S

HO HO

Abbildung 5.42: Typ B-(links) und Typ A-Pyrrole (rechts), von welchen die Sattigungsloslichkeit bestimmt
wurde. Reste siehe Tabelle.

Die Verbindungen wurden in DMEM sine mit 0,1 % DMSO (Konzentration des DMSO wie im
Zelltest) soweit geldst, dass noch ein Bodensatz verblieb. Es wurde zentrifugiert, die Uberstehende
Lésung vorsichtig abpipettiert und mit PBS verdiinnt, bis die verdiinnte Lésung eine Absorption im
Lambert-Beerschen Bereich zeigte. Fur die Kalibriergeraden der Verbindungen wurden diese in
Methanol geldst und mit PBS verdiinnt (Methode siehe Kapitel 8). Die Absorption wurde jeweils im

Absorptionsmaximum bestimmt (siehe Kapitel 5.1 ,UV/Vis-spektrometrische Untersuchungen®).
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Abbildung 5.43: Kalibriergerade der UV-Untersuchung fiir Verbindung 74
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Verbindung Sattigungsloslichkeit (mmol/L) Reste

74 1,00 Typ B, Rq: Propyl Rqs: H

88 0,27 Typ B, Ry = R4: Propyl

39 0,51 Typ A, Rq: Propyl, Rs: H

54 0,21 Typ A, R = R4 Propyl

46 0,35 Typ A, Rs: Chlor, R+: Propyl
47 0,23 Typ A, Rs: Fluor, Ry: Propyl
48 0,26 Typ A, Rz: Chlor, Ry Propyl
49 0,43 Typ A, Rz: Fluor, R¢: Propyl

Tabelle 5.6: Sattigungsloslichkeiten der verschiedenen Verbindungen

Die oben geauferte Vermutung konnte allerdings durch die Untersuchungen nicht bestatigt
werden. Die Substanzen zeigten alle eine Sattigungsldslichkeit, welche deutlich Uber der héchsten
im Estrogenitatstest eingesetzten Konzentration (10 pmol/L) und immer noch ausreichend Uber der
im ICso-Cytotoxizitatstest eingesetzten hdchsten Konzentration (50 umol/L) lag.

Allerdings zeigte sich bei der Bestimmung der Sattigungsldslichkeiten, dass durch das Einfuhren
einer weiteren Alkylkette (54 und 88) die Sattigungsldslichkeit gegenlber den einfach alkylierten
Verbindungen 74 und 39 deutlich abnahm. Ebenfalls nahm die Sattigungsloslichkeit der fluorierten
oder chlorierten Verbindungen 49, 47, 48 und 46 gegenutber dem nichtsubstituierten Analogon 39
ab, wenn auch nicht so stark wie bei der Alkylierung (Verbindung 54). Insgesamt sind Typ B-
Pyrrole besser I6slich als Typ A-Pyrrole (Tabelle 5.6). In den HPLC-Untersuchungen hatte sich
gezeigt, dass die Typ B-Pyrrole spater eluieren, also folglich lipophiler sind als ihre Typ A-Pyrrol-
Analoga (Kapitel 5.2). Daher sollte das Typ A-Pyrrol 39 eigentlich eine héhere Sattigungsloslichkeit
aufweisen. Unter Umstanden kommt es beim Typ B-Pyrrol 74 bereits in der Untersuchungslésung
zu Abbauvorgangen. Die daraus entstehenden Produkte kénnten eine héhere Absorption zeigen
(siehe Kapitel 5.2).

Die Sattigungsloslichkeit der methoxylierten Typ A- und Typ B-Pyrrole wurde ebenfalls Gberprift.
Diese Vebindungen lésten sich jedoch in so geringem Male, dass keine UV-Absorption ber 0,2
beobachtet werden konnte. So kann nur mithilfe der Kalibriergeraden berechnet werden, dass die
Sattigungsloslichkeiten der methoxylierten Triarylpyrrole sich unter 0,02 mmol/L befindet (Daten

nicht gezeigt).
5.5 Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften

Da die Verbindungen auf der DC-Platte unter dem UV-Betrachter bei 365 nm Eigenfluoreszenz

aufwiesen, wurde der Versuch unternommen, Zellaufnahmeuntersuchungen mithilfe der Messung
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dieser Fluoreszenz durchzufiuhren. Es wurden Fluoreszenzspektren von Verbindung 39
aufgenommen (Abbildung 5.44, Anregungswellenlange 286 nm, Emisionsspektrum, Maximum bei
400 nm). Es stellte sich allerdings heraus, dass MCF-7-Zellen bei 370 nm ihr Emissionsmaximum
aufweisen und somit kein Unterschied zwischen dem Spektrum der Zellen allein und den Zellen

mit Verbindung 39 feststellbar war (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.44: Fluoreszenzemissionsspektrum von Verbindung 39. Anregungswellenldnge 286 nm.

5.6 '"H-NMR-Untersuchungen zur Drehbarkeit der Aromaten

Da sich bei den NMR-Spektren einiger Verbindungen unerwartete Aufspaltungen ergaben, wurde
dies ndher untersucht. Diese Verbindungen trugen in den Aromaten Chlor- oder Fluorsubsti-
tuenten. Die NMR-Untersuchungen wurden in (D6)DMSO durchgefihrt.

Die Verbindung 47 tragt ein Fluoratom im Aromaten in 2-Position des Pyrrols (Abbildung 5.45).
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Abbildung 5.45: Hochtemperatur-NMR-Messung von 47 in (D6)DMSO. Bei Raumtemperatur zeigen sowohl
die CH.-Gruppe der Alkylkette als auch der fluorierte Aromat Multipletts. Bei 86°C verandern sich die Signale
bereits. Bei 136°C sind sie interpretierbar. a: Das Proton koppelt tiber eine normale *J-Kopplung mit seinem
Nachbarproton c. Die Kopplungskonstante ist 8,6 Hz. Zusatzlich koppelt das Proton noch (ber eine *J-
Kopplung mit dem Fluor in o-Position des Aromaten. Diese Kopplungskonstante ist zufallig gleichgrof3 (*),
weswegen das mittlere Signal die doppelte Intensitat der beiden weiteren Signale hat. b: normale 3J-
Kopplung von zwei Protonen mit zwei weiteren Protonen. c: das Proton interagiert mit dem Proton d tUber
eine “J Kopplung: J = 2,4; und mit a tber eine *J Kopplung: J = 8,6. Ebenso verhalt sich Proton d, welches
die ®J-Kopplung mit dem Fluor macht und mit dem Proton ¢ die “J-Kopplung. Sehr schén zu sehen ist der
Dacheffekt bei c und d.

Bei Raumtemperatur lassen sich im NMR keine Kopplungskonstanten und Protonenzuordnungen
vornehmen. Wird jedoch die Probe sukzessive erwarmt, sind Veranderungen zu erkennen, welche
bei 136°C in klar zuzuordnende Signale minden. Daraus wurde geschlussfolgert, dass bei
Raumtemperatur die Drehbarkeit des Aromaten in 2-Position des Pyrrolrings und der Alkylkette
eingeschrankt ist. So gibt es zwei unterschiedliche Rotationsisomere der Verbindung. Diese
Rotationsisomere sind bei Raumtemperatur nicht ineinander Gberflihrbar.

Wenn Verbindungen kein Chiralitdtszentrum haben, aber beispielsweise eine C-C-Achse durch
das Einflhren grof3rdumiger Substituenten nicht mehr frei drehbar ist, entsteht, wenn
unterschiedliche Substituenten vorhanden sind, eine Chiralitatsachse (bzw.
Pseudoasymmetrieachse). Diese Isomerie nennt man Atropisomerie’". Sie konnte zuerst an
Biphenylderivaten mit groRen Substituenten in den ortho-Positionen beobachtet werden'’?. Bei den

fluor- und chlorsubstituierten Triarylpyrrolen handelt es sich ebenfalls um Atropisomere, welche
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sich erst durch Erhitzen ineinander Uberfihren lassen. In Abbildung 5.46 werden die Pyrrole mit

dem Biphenylderivat verglichen. Es existieren also zwei mdgliche Isomere dieser Verbindung.

HO /J HN._O O
X Q-No
o D
0

X =Cl oder F HN

Abbildung 5.46: Links: Triarylpyrrol mit Halogensubstitution in ortho-Position im Aromaten in 2-Position des
Pyrrolrings. Rechts: Vergleich mit dem Biphenylderivat von Helmchen'’2. Die keilformigen Bindungen stehen
nach vorn aus der Papierebene heraus (jeweils rechter Aromat). Der jeweils linke Aromat liegt in der
Papierebene. Beim anderen Isomer lagen die keilférmigen Bindungen hinter der Papierebene. Die
fettgedruckten Bindungen markieren die analogen Substituenten.

Dies passt auch zu den Ergebnissen des Kapitels 5.2, in welchem gezeigt wird, dass Substanzen
mit Chlor- oder Fluoratomen in den Aromaten stabiler gegenliber Sauerstoff sind als die analogen
unsubstituierten Verbindungen. Der substituierte Aromat kénnte den Angriff des Sauerstoffs auf die
2- und 5-Postitionen des Pyrrolrings erschweren.

Bei der analogen Verbindung mit Chlor (46, Abbildung 5.47) hingegen ergibt sich ein anderes Bild
als bei Verbindung 47: Die CH,-Gruppe der Propylkette verandert sich bis 140°C nicht, eine
starkere Erwarmung der Probe ist mit dem verwendeten NMR-Gerat nicht moglich. Zudem sind bei
Raumtemperatur bereits die Signale des chlortragenden Aromaten gut aufgeldst. Es kénnte sein,
dass das Chloratom so groB ist, dass es sich nur in eine Richtung orientieren kann, also nur ein
Rotationsisomer exisitiert. Allerdings kann vermutet werden, dass aufgrund der GroRe des
Chloratoms die Alkylkette sich noch immer fur eine Seite entscheiden muss. Zudem sind die
Signale hoherer Ordnung, welche fur die CH.-Gruppe beobachtet werden, nicht gleichgroRR. Es
kénnte eine der beiden Positionen der Propylkette aus sterischen Grinden bevorzugt sein,

vielleicht aufgrund geringerer Stérung mit dem chlorierten Aromaten.
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Abbildung 5.47: Hochtemperatur-NMR-Messung von 46 in (D6)DMSO. Hier sind schon bei
Raumtemperatur die Protonen des chlortragenden Aromaten schon aufgel6st. a koppelt *J mit d (8.4Hz); d
koppelt ebenfalls *J mit a und “J mit ¢ (*J = 2.2Hz; 3J = 8.4Hz) ¢ koppelt nur *J mit d (2Hz). Bei der Alkylkette
kann bis 140°C nicht das erwartete Triplett beobachtet werden, jedoch ist der Abstand zwischen den beiden
aufgespalteten Signalen geringer geworden, so dass bei hdheren Temperaturen ein Triplett vermutet wird.

Als letzte Substanz soll hier Verbindung 51 besprochen werden (Abbildung 5.48). Hier gibt es zwei
fluorierte Aromaten. Bei der Hochtemperaturmessung sieht man, dass die Aufspaltung héherer
Ordnung der CH>-Gruppe bei 140°C zu einem Triplett geworden ist. Im Gegensatz dazu lasst sich
im Aromatenbereich keine Auflosung der Signale beobachten. Es ist also genau umgekehrt wie bei
Verbindung 46. Es ware maoglich, dass die Propylkette bereits frei drehbar ist, wahrend der Aromat
in 2-Position des Pyrrolrings noch immer von seinem Nachbararomaten behindert wird. Dann
mufte bei Verbindung 47 ebenfalls zuerst die CH,-Gruppe der Propylkette ein Triplett ergeben und
im Aromatenbereich sollten sich erst bei héheren Temperaturen die Signale eindeutig zuordnen
lassen. Dies ist aber nicht der Fall. Es ware ebenfalls moglich, dass die Aromaten bereits alle frei
drehbar sind; es Uberlagern sich nur die Signale der Protonen an den fluortragenden Aromaten.
Dies ist die wahrscheinlichere Moglichkeit, da ja die CH,-Gruppe der Propylkette bereits ein Triplett

ergibt und sich im Aromatenbereich immerhin vier Doppeldubletts Uberlagern.



5 Untersuchung physikochemischer Eigenschaften ausgewahliter Pyrrole 88

30°C Aromaten N-CH,-R
N |
|
"\nﬁ\, I R
90°C
| )
o I ﬂu"m ] N
W W/,"‘J‘\f\‘\_ “i ,W‘H’} U‘ ” . -
140°C
3”J =”8.4; 4J(F) = 3)=6.
1INl ]f\ . | ‘ e
| J‘ I W \[\M \
'1,’;& Wi V J\ L
wa ~b A UYL S c

AusschnittvergréRerung
140°C

N |0

Ai;bildung 5.48: Hochtemperatur-l:i‘l‘l\/lR-Messung von 51 in (D6)DM§b. rBei Raﬁmtemperatur zeigen sowohl
die CH,-Gruppe der Alkylkette als auch die fluorierten Aromaten Multipletts. Bei 90°C zeigen sich bereits
Veranderungen. Bei 140°C kann man fir die CH.-Gruppe das zu erwartende Triplett beobachten, der

Aromatenbereich allerdings zeigt noch immer ein Multiplett.
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Die Cytotoxizitat der Verbindungen wird an zwei verschiedenen Zellinien bestimmt: Zum einen an
der hormonabhangigen Brustkrebszellinie MCF-7 und zum anderen an der hormonunabhangigen
Zellinie MDA-MB-231. Das Testsystem wird in Kapitel 8.2 (,Experimenteller Teil*) beschrieben.
Weiterhin werden die Substanzen auf estrogene Eigenschaften an MCF-7/2a-Zellen getestet

(ebenfalls in Kapitel 8.2 beschrieben).
6.1 Verwendete Zellinien

MDA-MB-231

Diese Zellinie wurde am 17. Oktober 1973 aus einem Pleuraergul} einer 51jahrigen weillen Frau
gewonnen, bei welcher flinf Jahre zuvor eine rechtsseitige Mastektomie aufgrund von Brustkrebs
durchgefihrt worden war. Der Frau wurden die Ovarien entfernt, als sie ein Rezidiv und
Metastasen bekam. Sie erhielt eine Chemotherapie mit 5-FU und Cyclophosphamid, was aber
nicht die gewiinschten Effekte hatte, so dass sie im Januar 1974 starb’. Diese Zellinie enthalt
kein ERa-Protein und wird daher auch als hormonunabhangig bezeichnet'’*'5, MDA-MB-231-
Zellen sind hochinvasiv und bilden Tumoren und Metastasen, auch wenn sie Nacktmausen injiziert

werden'”’. Zudem exprimieren sie Cyclooxygenase 1 (COX1) und recht viel COX2'7¢ 7%,

MCF-7

Diese Zellinie wurde 1970 aus einem Pleuraergul® einer 69jahrigen Kaukasierin gewonnen. Die
Frau war vorher Uber mehrere Jahre mit Radio- und Hormontherapie behandelt worden'.
Aulerdem waren ihr nacheinander beide Briste entfernt worden. Die Zellen enthalten den
Estrogenrezeptor und sind in ihrem Wachstum estrogenabhangig, wobei ERa in grofler Menge
exprimiert wird, wahrend ERP in geringen Mengen vorhanden ist®® '"® ' Sie unterschieden sich
aber noch in diversen anderen Eigenschaften von den MDA-MB-231-Zellen, beispielsweise
enthalten sie den Progesteronrezeptor'®?, aber im Gegensatz zu MDA-Zellen nur COX1. COX2
Expression ist aber induzierbar'”®. MCF-7-Zellen verhalten sich nicht so invasiv wie MDA-MB-231-
Zellen.

Bei Tumorzellinien ist Uber viele Passagen mit Veranderungen zu rechnen. Beispielsweise erhdht
sich der ER-Gehalt Uber viele Passagen'?. Zusatzlich verglichen Osborne et al. in einer
Untersuchung verschiedene, als MCF-7 bezeichnete Zellinien, von denen eine sogar sehr wenig
ER enthielt, nicht auf endokrine Therapie reagierte, und die nicht aus der gleichen Patientin
stammen konnte'?. Natirlich verandern auch unterschiedliche Kulturbedingungen die Zellen. Aus

diesen Grinden sollte der Wissenschaftler sich tiber den Ursprung seiner Zellen im Klaren sein.
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MCF-7/2a

Diese Zellinie wurde Mitte der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts von Meyer'*

und
Hafner'®® aus MCF-7-Zellen entwickelt. Es handelt sich um MCF-7-Zellen, welche mit dem Plasmid
EREuwcluc stabil transfiziert sind. Weitere Informationen zu diesem Testsystem unter Kapitel 6.3

,Bestimmung der estrogenen und antiestrogenen Wirkung“ und Kapitel 8.2 ,Experimenteller Teil“.
6.2 Testung auf Hemmung der Zellproliferation

Es wurden der Einflu der Kettenlange des Alkylsubstituenten, der Substitution der Aromaten mit
den Halogenen Chlor oder Fluor und der Position des Stickstoffes im Pyrrolring auf die Hemmung
der Zellproliferation untersucht. Auflerdem wurde die Cytotoxizitat der methoxylierten Triarylpyrrole
und ihrer hydroxylierten Analoga miteinander verglichen.

Zuerst wurde fur alle Verbindungen der ICs—Wert im Kristallviolettassay (siehe Kapitel 8.2,
Experimenteller Teil) an MCF-7-Zellen bestimmt. Zeigte sich in diesem Test eine cytotoxische
Wirkung (ICso-Wert < 10 uymol/L), so wurden die Substanzen zusatzlich in Abhangigkeit der Zeit auf
ihre Cytotoxizitat getestet. Waren die Triarylpyrrole an MCF-7-Zellen hinreichend wirksam, so
wurden sie auch an der den Estrogenrezeptor nicht exprimierenden MDA-MB-231-Zellinie (ab hier:
MDA-Zellen) getestet. Alle methoxylierten Triarylpyrrole wurden an MDA-Zellen getestet, da sie
spater auf Hemmung der COX getestet werden sollten (siehe Kapitel 6.4), und diese COX
exprimieren.

Als Vergleichssubstanz dient in den Untersuchungen Cisplatin, ein haufig verwendetes
Cytostatikum. Unter den Bedingungen dieses Testsystems hat es an MCF-7-Zellen eine 1Cs, von
0,9 0,2 ymol/L und an MDA-Zellen von 1,8 +0,3 uymol/L. Die Diagramme aller zeitabhangigen
Tests, inklusive der Kurven von Cisplatin an MCF-7-Zellen, befinden sich im Anhang, Kapitel 9.1.
Fir die ICs-Wert-Bestimmung wachsen die Zellen drei Tage an, danach erfolgt die
Substanzzugabe. Der Test wird nach vier Tagen (MCF-7-Zellen) oder drei Tagen (MDA-Zellen,
schnelleres Wachstum) abgestoppt.

Alle Angaben in den Tabellen sind in pmol/L.
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6.2.1 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

(Nr) R, R> MCF-7 MDA
71 H OH 33,1 +£2,0 --
72 Met OH 28,3 £1,9 -
73 Et OH 29,4 +2.6 -
74 Prop OH 28,0 £0,7 --
67 H OCHs 20,514 46,4 £1,5
68 Met  OCH; 11,7 +11 >50
69 Et OCH; 11,4 +1,2 31,3 £2,1
70 Prop OCH; 8,9 +0,7 >50

Tabelle 6.1: 1,2,4-Triaryl-3-alkylpyrrole (Typ B), ICs in pmol/L

Die hydroxylierten 1,2,4-Triaryl-3-alkylpyrrole (Typ B) zeigen an den MCF-7-Zellen schwache
Cytotoxizitat (Verbindungen 71-74: I[Cs, zwischen 28,0 und 33,1 umol/L; Tabelle 6.1).

Demgegeniber ist das Zellwachstum durch die methoxylierten Substanzen etwas starker

gehemmt (beispielsweise 1Cs, von 69: 11,4 umol/L). Die Hemmung ist umso starker, je langer die

Alkylkette ist. Bis auf wenige Ausnahmen (siehe unten) ist dies bei allen weiteren getesteten

Verbindungen ebenfalls der Fall. An den MDA-Zellen haben die getesteten Substanzen keine oder

sehr geringe Effekte.
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6.2.2 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

(Nr) Ri R MCF-7 MDA
37 Met  OH 22,1424 _
38 Et  OH 22,5 +3,1 -
39 Prop OH 30,9 1,0 -
40 i-Bu  OH 18,7 +2,8 -
41 i-Pent OH 21,9 0,7 —
19 Met  OCH; 10,4 +1,1 >50
20 Et  OCHs >50 >50
21 Prop OCH; 21,4 2,3 >50
22 i-Bu  OCHs 15,7 0,1 >50
23 i-Pent OCH; 15,1+2,7 42,8 +0,4

Tabelle 6.2: 2,3,5-Triaryl-1-alkylpyrrole (Typ A), ICso in pmol/L

Auch die hydroxylierten 2,3,5-Triaryl-1-alkylpyrrole (Typ A) zeigen nur eine schwache Hemmung
der Zellproliferation (Verbindungen 37-41: I1Cs, zwischen 18,7 und 30,9 umol/L;Tabelle 6.2). Bei
ihren methoxylierten Analoga ist die Hemmung starker, wenn auch weniger ausgepragt als bei den
1,2,4-Triaryl-3-alkylpyrrolen (Typ B). Das methylierte Derivat 19 zeigt hier die starkste Hemmung
(ICs0 = 10,4 umol//L). Im Gegensatz dazu ist die ethylierte Substanz 20 am wenigsten toxisch (ICso

>50 ymol//L). Fir dieses Verhalten konnte keine Erklarung gefunden werden. Auf das Wachstum

der MDA-Zellen haben die Substanzen wiederum keinen Einfluf3.
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6.2.3 In den Aromaten fluorierte/ chlorierte 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole

(Typ A)

(Nr) Ri R4 Rs R. MCF-7 MDA
42 Met OH Cl H 19,1 £0,9 -
43 Met OH F H 24,7 £0,5 -
44 Met OH H Cl 23,8 £2,0 -
45 Met OH H F 25,5 +0,2 -
46 Prop OH Cl 13,8 £1,9 41,6 +1,9
47 Prop OH F H 16,7 £0,4 16,5 0,5
48 Prop OH H Cl 14,9 £1,3 8,1+1,2
49 Prop OH H F 26,9 +0,9 -
50 Met OH F F 8,5%1,5 11,0 £0,1
51 Prop OH F F 8,0 £0,8 9,1+0,6
24 Met OCH; CI H 20,9 +0,04 >50
25 Met OCH; F H 13,7 1,1 >50
26 Met OCH; H Cl 42,1 £3,3 >50
27 Met OCH; H F 7,8 1,5 >50
28 Prop OCH; CI 20,2 £2,5 >50
29 Prop OCH; F H 18,9 £1,6 >50
30 Prop OCH; H Cl 32,56+2,3 41,8 +0,6
31 Prop OCH; H F 12,7 +1,0 >50
32 Met OCH; F F 5,5 0,7 >50
33 Prop OCH; F F 3,90,9 >50

Tabelle 6.3: fluorierte/ chlorierte 2,3,5-Triaryl-1-alkylpyrrole (Typ A), ICso in pmol/L

Im folgenden Absatz werden nur die ICsp-Werte an MCF-7-Zellen beschrieben, da die an beiden

Zellinien getesteten hydroxylierten fluorierten/ chlorierten 2,3,5-Triaryl-1-alkylpyrrole (Typ A) an
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MCF-7-Zellen etwa im gleichen Male cytotoxisch sind wie an MDA-Zellen. Die Werte an MDA-
Zellen finden sich in Tabelle 6.3.

Die Verbindungen 42, 43, 44 und 45 (R, = Met, R, oder Rs = Fluor oder Chlor) zeigen im Vergleich
zu Verbindung 37 (R, = Met; keine Halogenierung) keine starkere Cytotoxizitat (ICso (umol/L) 37:
22.1; 42: 19,1; 43: 24,7; 44: 23,8 und 45: 25,5). Von den einfach fluorierten Derivaten beeinflusst
nur 47 das Zellwachstum negativ (R = Prop; ICso: 16,7 ymol/L; Tabelle 6.3). Das im Aromaten in 5-
Stellung fluorierte und propylsubstituierte Pyrrol 49 wies eine ICs, von 26,9 pmol/L auf. Es
unterschied sich damit kaum vom analogen nicht fluorierten Pyrrol 39 (ICs: 30,9 pmol/L). Die
propylsubstituierten in einem Aromaten chlorierten Pyrrole (46, ICs: 13,8 und 48, 1Cso: 14,9 umol/L)
verringerten beide das Zellwachstum starker als das analoge nichtchlorierte Pyrrol 39. Bei
Verbindung 46 mit einer ICs, von 41,6 pmol/L an MDA-Zellen ist die cytotoxische Wirkung an MCF-
7 und MDA-Zellen etwa gleich. Weiterhin wurden zweifach fluorierte Verbindungen synthetisiert, 50
und 51, die das Zellwachstum starker hemmen (ICs, 50: 8,5 umol/L (R: = R; = F, R = Met); ICs 51:
8,0 umollL (R; = Rs = F, Ry = Prop)). Diese beiden Substanzen sind die cytotoxischsten

hydroxylierten und halogenierten Pyrrole in dieser Arbeit.

Bei den methoxylierten Verbindungen ist das Bild sehr viel inhomogener. Das Pyrrol 26 (R, = Met;
Rz = CI; 1Cso: 42,1 ymol/L) ist weniger toxisch als das Pyrrol 24 (R, = Met; R; = CI; ICs: 20,9
pmol/L). Ebenso ist das propylsubstituierte 30 (R; = CI; ICs: 32,5 ymol/L) weniger toxisch als 28
(Rs = CI; 1Cs0: 20,2 umol/L). Die Hemmung des Zellwachstums ist insgesamt schwacher als bei
den analogen nichtchlorierten Verbindungen 19 (R = Met; 1Cs,: 10,4 umol/L) und 21 (R, = Prop;
ICs0: 21,4 umol/L). Bei den fluorierten Verbindungen verhalt es sich umgekehrt: Die Substanzen mit
R. =F (27: Ry = Met, I1Csq: 7,8 ymol/L; 31: Ry = Prop, 1Cso: 12,7 umol/L) sind starker toxisch als jene
mit Rs = F (25: Ry = Met ICs: 13,7 pymol/L; 29: Ry = Prop ICs: 18,9 pmol/L). Die fluorierten
Substanzen sind etwa so stark cytotoxisch wie ihre unsubstituierten Analoga. Die Verbindungen 27
(R1 = Met, Rz = F) und 31 (R = Prop, Rz = F) sind sogar etwas starker wirksam als 19 (R, = Met)
und 21 (Ry = Prop). Vergleicht man die Hemmung des Zellwachstums bei methyl- und
propylsubstituierten Triarylpyrrolen, ist sie etwa gleich (24/28, 26/30, die chlorierten Derivate) oder
sogar starker beim methylsubstituierten Derivat (27/31, 25/29, die fluorierten Derivate). Die beiden
am starksten cytotoxisch wirkenden Verbindungen sind die mit zwei Fluoratomen substituierten
Verbindungen 32 mit einer ICs, von 5,5 pmol/L und 33 mit einer 1Cs, von 3,9 umol/L. Insgesamt
sind die methoxylierten fluorierten Verbindungen starker wirksam als deren chlorierte Analoga. Alle

methoxylierten Pyrrole sind an MDA-Zellen nicht cytotoxisch.
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6.2.4 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

(Nr) R4 R2 MCF-7 MDA
52 Met OH 19,0 £2,6 20,1 0,4
53 Et OH 12,7 0,2 14,6 0,3
54 Prop OH 5,0£1,6 18,4 2,5
34 Met  OCH; 8,8 0,1 30,0 2,9
35 Et OCHs 6,6 +1,6 >50
36 Prop OCH; 12,7 £2,3 >50

Tabelle 6.4: 2,3,5-Triaryl-1,4-dialkylpyrrole (Typ A), ICso in pmol/L

Die 2,3,5-Triaryl-1,4-dialkylpyrrole (Typ A) mit freier Hydroxygruppe zeigen an MCF-7 und MDA-
Zellen gleichermalen Cytotoxizitat in Abhangigkeit von der Lange der Alkylkette in N1(Tabelle 6.4).
Die Typ A-Pyrrole mit zwei Alkylresten zeigen eine Hemmung des Zellwachstums in der
Reihenfolg54 (R = Prop) > 63 (R = Et) > 52 (R = Met). Die cytotoxischste Verbindung ist das
propylsubstituierte Derivat 54 mit einer ICs, von 5,0 ymol/L an MCF-7-Zellen, wobei allerdings die
Hemmung des Zellwachstums an MDA-Zellen viel schwacher ist (ICso: 18,4 ymol/L). Verbindung
54 ist neben der im vorangegangenen Abschnitt besprochenen Verbindung 46 das einzige
hydroxygruppentragende Triarylpyrrol, welches an MDA- und MCF-7-Zellen nicht im gleichen
Ausmal} cytotoxisch ist.

An MDA-Zellen zeigen die methoxylierten Pyrrole keine Cytotoxizitat. An MCF-7-Zellen hingegen
weisen sie eine Hemmung des Zellwachstums auf. Am wirksamsten ist das mit einer Ethylkette
substituierte Derivat 35 mit einer ICs von 6,6 umol/L an MCF-7-Zellen. Es lasst sich keine
Reihenfolge wie bei den hydroxylierten Substanzen erkennen; allerdings ist die propylsubstituierte

Substanz 36 die am schwachsten wirksame (ICso: 12,7 umol/L, MCF-7-Zellen).
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6.2.5 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

(Nr) R4 R:2 MCF-7 MDA
86 Met OH 7,920 12,3 0,3
87 Et OH 10,0 2,8 16,4 2,9
88 Prop OH 6,3 +1,9 6,1+0,3
83 Met  OCH; 5,3+0,8 >50
84 Et OCHs 6,7 £1,2 >50
85 Prop OCH; 12,6 £3,7 >50

Tabelle 6.5: 1,2,4-Triaryl-3,5-dialkylpyrrole (Typ B), ICso in umol/L

Bei den 1,2,4-Triaryl-3,5-dialkylpyrrolen (Typ B) (Tabelle 6.5) ist im Gegensatz zu den 2,3,5-Triaryl-
1,4-dialkylpyrrolen (Typ A) die Reihenfolge nicht -Met < -Et < -Prop. Dennoch ist die cytotoxischste

Verbindung wiederum die Substanz mit zwei Propylresten (88) mit einer ICs von 6,3 bzw. 6,1

umol/L (MCF-7-/ MDA-Zellen).

Bei den methoxylierten Analoga ist die methylsubstituierte Verbindung 83 die cytotoxischste (ICso

an MCF-7-Zellen: 5,3 umol/L), alle methoxylierten Pyrrole hingegen hemmen das Zellwachstum

von MDA-Zellen nicht.
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6.2.6 1,3,4-Triarylpyrrole (Typ C)

Ro
) -
N
| N
Rj
Ro
(Nr) R, MCF-7 MDA
93 OH 8,0 +0,9 744272
92 OCH, 12,4 +1,3 >50

Tabelle 6.6: 1,3,4-Triarylpyrrole (Typ C), ICs in pmol/L

Interessanterweise ist bei den 1,3,4-Triarylpyrrolen (Typ C) das hydroxylierte Derivat 93
cytotoxischer als das methoxylierte 92 (Tabelle 6.6). Obschon es nicht mit einer Alkylkette
substituiert ist, zeigt es bereits eine deutlich starkere Cytotoxizitat (ICs, 8,0 umol/L) als das analoge
1,2,4-Triarylpyrrol (Typ B) ohne Alkylkette 71 (1Cso 33,1 pmol/L).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Ausnahme von 54 und 88 alle hydroxylierten
Derivate der Typ A- und B-Pyrrole, unabhangig von der Kettenldnge des Alkylrestes und der
Position des Stickstoffes im Heterocyclus, zu keiner relevanten Unterdriickung der Zellproliferation
fuhren.

Erst durch das Einfihren von Chlor oder Fluor in die ortho-Positionen der Aromaten, kommt es bei
den propylsubstituierten Pyrrolen unabhangig vom Ort der Chlorsubstitution zu einer Erhéhung der
Cytotoxizitat (Verbindungen 46 und 48 gegenlber 39 oder 74). Hingegen erhdht sich diese nicht,
wenn sich nur ein Methylrest am Pyrrol befindet (Verbindungen 42 und 44 gegentiber 37).

Durch Einfihrung von Fluoratomen in die Aromaten kommt es nur zu einer Erhdéhung der
Cytotoxizitat, wenn es sich bei R; um ein Fluoratom handelt (Verbindung 47, 1Cso: 16,7 umol/L).
Alle methoxylierten Triarylpyrrole, unabhangig von ihrem Substitutionsmuster, zeigen keinerlei
Hemmung des Zellwachstums von MDA-Zellen.

An MCF-7-Zellen konnten demgegeniiber je nach Verbindung verschieden starke Hemmungen der

Zellproliferation festgestellt werden. Im allgemeinen sind die fluorierten methoxylierten Pyrrole
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cytotoxischer als ihre hydroxylierten Analoga. Auch die nicht in den Aromaten substituierten
Triarylpyrrole zeigen dieses Verhalten, mit Ausnahme von Verbindung 20, die gar nicht wirksam ist.
Allgemein sind diejenigen Substanzen mit Iangerer Alkylkette auch die toxischeren.

Jedoch hemmen die chlorierten methoxylierten 2,3,5-Triaryl-1-alkylpyrrole (Typ A) das
Zellwachstum schwacher. Im Falle der dialkylierten Triarylpyrrole ist jeweils das methoxylierte mit
der kurzesten Kette und das hydroxylierte mit der langsten Kette das wirksamste.

Wahrend die Eigenschaften der in den Aromaten unsubstituierten oder fluorierten Verbindungen
den Schlu® nahelegen, dass eine erhdhte Lipophilie zur Erhéhung der Cytotoxizitat fuhrt, lassen
die Eigenschaften der chlorierten und dialkylierten Triarylpyrrole diesen Schluf® nicht zu. Da aber,
wie in Kapitel 5.3 dargelegt, die methoxylierten Triarylpyrrole ohnehin eine sehr schlechte
Wasserloslichkeit zeigen, kdnnte es sein, dass sie unter den Testbedingungen in der Kulturplatte
ausfallen. Allerdings wurden sie bei MDA- und MCF-7-Zellen gleichermalen ausfallen. Gegen
diese These spricht die unterschiedliche Cytotoxizitat der methoxylierten Verbindungen an den
beiden Zellinien. Je lipophiler die Substanz, desto weniger Substanz stiinde zur Verfiigung, um in
die Zelle aufgenommen zu werden. Allerdings wtrde hierbei zu Anfang der Aufnahme samtliche
geléste Substanz wie bei einem Schwamm in die Zelle eingesaugt werden, um den
Konzentrationsgradienten auszugleichen. So lieRe sich erklaren, warum eine weitere Erhdhung der
Lipophilie nicht zu einer weiteren Erhdhung der Cytotoxizitat fihrt. Die Substanzen sind schlicht zu
lipophil, um noch im wassrigen geldst werden zu kénnen. Sind die Substanzen nicht geldst,
kénnen sie auch nicht aufgenommen werden (Endocytose ausgenommen, dann mussen sich die
Substanzen aber immer noch in der Zelle I6sen). Allerdings konnte in den Zellkulturplatten keine
ausgefallene Substanz beobachtet werden. Es sollten Zellaufnahmestudien mittels Fluorimetrie
durchgefuhrt werden, um diesen Zusammenhang naher zu beleuchten, jedoch fluoreszieren die
Verbindungen bei der gleichen Wellenlange wie die Zelle selbst (Kapitel 5.4). Lipophilere
Substanzen koénnen die Lipiddoppelmembran besser Uberqueren als analoge hydrophilere
Substanzen, wenn es keine speziellen Transportsysteme fiur diese gibt.

Die hydroxylierten Verbindungen zeigen an MDA- und MCF-7-Zellen eine ahnliche Cytotoxizitat, so
dass der ER fir die Ausiibung der Cytotoxizitat keine Rolle spielen kann. Im Gegensatz dazu sind
die methoxylierten Verbindungen an den MDA-Zellen nicht oder kaum wirksam, wahrend MCF-7-
Zellen in ihrer Proliferation gehemmt werden. Diese beiden Zellinien unterscheiden sich jedoch in
weit mehr Eigenschaften als nur dem ER-Status voneinander. Insgesamt sind MCF-7-Zellen
deutlich empfindlicher und weniger invasiv als MDA-Zellen (siehe Kapitel 6.1). Allerdings &Rt sich
so nicht erklaren, dass die hydroxylierten Verbindungen an beiden Zellinien wiederum

etwa gleich stark die Proliferation hemmen. Es ware moglich, dass die Verbindungen tatsachlich
Uber ein spezifisches Target cytotoxisch wirken, da alle methoxylierten Verbindungen die
Proliferation von MDA-Zellen nicht hemmen; jene von MCF-7-Zellen aber schon. Zudem erhdht

eine Substitution mit Fluor nach den HPLC-Untersuchungen zu urteilen (siehe Kapitel 5.3) die
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Lipophilie kaum, wohl aber sehr stark die Cytotoxizitat. AuBerdem sind in ortho-Position des
Aromaten in 2-Stellung chlorierte Typ A-Pyrrole cytotoxischer als in ortho-Position des Aromaten in
5-Stellung Chlorierte, wahrend sich dies bei fluorierten Typ A-Pyrrolen genau andersherum verhalt.
Diese Verbindungen sind nicht lipophiler als ihre jeweiligen Analoga (laut HPLC).

In den durchgefuhrten zeitabhangigen Tests zeigte sich, dass alle getesteten Substanzen die
Zellproliferation konzentrationsabhangig hemmen. Es kommt zu keiner Erholung der Zellen Gber
den Testzeitraum. Wenn die 1Cs, sehr nah an 10 ymol/L liegt, ist kaum eine Verringerung des
Zellwachstums feststellbar.

Die Ergebnisse des zeitabhangigen Tests befinden sich im Anhang, Kapitel 9.1.
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6.3 Bestimmung der estrogenen und antiestrogenen Wirkung

Die Durchfihrung des Assays ist im Kapitel 8.2.4 beschrieben. Vier Tage vor Testbeginn werden
die MCF-7/2a-Zellen von normalem DMEM (,Dulbecco's modified Eagle medium*) mit Phenolrot
als pH-Indikator und 5% FCS (fetal calf serum) auf DMEM mit 5% ctFCS (charcoal treated zur
Entfernung der Steroide) umgesetzt (siehe Kapitel 8.2). Dieses Medium enthalt auch kein
Phenolrot, da Phenolrot selbst schwache estrogene Aktivitdt zeigt'®®, wodurch es die
Zellproliferation anregt und daher die Testergebnisse verfalschen wirde. Auch z.B. Hormone in
FCS lasst die Zellen starker proliferieren, ein Einfluld von zugesetztem E2 auf das Wachstum kann
dann nicht mehr beobachtet werden'. Eine dauerhafte Kultivierung der Zellen ohne FCS ist aber
nicht moglich, da MCF-7-Zellen die im FCS enthaltenen Estrogene und Wachstumsfaktoren zur
Proliferation bendtigen.

Die verwendeten MCF-7/2a-Zellen enthalten das Plasmid ERE.luc. Auf diesem Plasmid befindet
sich das ERE und nachgeschaltet das Luciferasegen, wobei im Falle der ER-Aktivierung statt
normaler Zielgene die aus dem Leuchtkafer Photinus Pyralis stammende Luciferase abgelesen
wird'®. Bei Zugabe von Luciferin (enthalten im Luciferase-assay-Kit der Firma Promega) erfolgt
dann die Spaltung desselben zu Oxyluciferin durch die Luciferase unter Emission von
Fluoreszenzlicht'®¥(Abbildung 6.1).

Luciferase + Luciferin + ATP + Mg?* <= Luciferase-Luciferyl-AMP + PP,
Luciferase-Luciferyl-AMP + O, — Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv

Abbildung 6.1: Reaktionen, welche durch Luciferase katalysiert werden nach de Wet'®®

Die Expression der Luciferase erfolgt in Abhangigkeit der estrogenen Potenz der jeweiligen
Testsubstanz'.

Zusatzlich ist in den Zellen noch das Plasmid pWLneo, auf welchem sich eine Resistenz fir das
Antibiotikum Neomycin (= Geneticin) befindet. Man setzt Geneticin dem Medium hinzu, um
sicherzustellen, dass sich nur erfolgreich transfizierte Zellen weitervermehren. Zellen, welche die
beiden Plasmide nicht aufgenommen haben, sterben. Es wird dabei davon ausgegangen, dass
Zellen entweder beide oder gar kein Plasmid aufgenommen haben'®,

Die Zellen werden in 96-Lochplatten ausgesaht und 24 h spater mit Losungen der
Testverbindungen in DMEM beschickt. Nach etwa 48 h erreicht die Expression der Luciferase ein
Plateau'®, weswegen nach 50 h der Test abgestoppt und Luciferin zugegeben wird. Die Messung
mit einem Luminometer erfolgt direkt nach Zugabe Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden (da die
Lumineszenz innerhalb von 2 min abklingt’®®) bei einer Wellenlange von 390-520 nm. Die

Lichtemission der Leuchtkaferlumineszenz liegt im Bereich von 490-630 nm™*. Natirlich kann in
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diesem Testsystem nicht bestimmt werden, wodurch genau die Luciferaseexpression ausgelost
wird. Durch die Untersuchung in ER-positiven Mammakarzinomzellen in einem Ganzzellassay wird
aber die gesamte Signalkaskade miteinbezogen. In den im Arbeitskreis Prof. Gust verwendeten
MCF-7/2a-Zellen ist nur ERa vorhanden?,

Es wurde der Einflu der Kettenlange des Alkylrestes, der Position des Stickstoffes im Pyrrolring
und der Substitution der Aromaten mit Fluor oder Chlor auf die estrogenen Eigenschaften
untersucht.

Alle Angaben in den Tabellen erfolgen in nmol/L. Aus den sigmoiden Kurven wurde der ECs,-Wert
(halbmaximale effective concentration) berechnet (software: OriginPro 8), welcher den
Wendepunkt der Kurve darstellt. Um die einzelnen Tests vergleichen zu koénnen wird die
Lumineszenz einer 2,5-10° molaren E2-Lésung auf 100% IA (intrinsische Aktivitat) und die
Negativkontrolle (nur Medium mit 0,1% DMSO) auf 0% gesetzt. Estradiol hat in diesem Assay eine
ECso von 0,1 nmol/L.

6.3.1 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

Nr R ECso  |IA[%]
71 H - 38+2
120 72 Met  |440 68+1
- 73 Et 100 968
] 74 Prop |70 99+18

80+

ECso in nmol/L
60

40

rel. activation of luciferase expression [%)]

LEUE UL LI 2B | LN B Bl LA L LI G LI LB A L L
1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
conc. [mol/L]

Abbildung 6.2: 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B):
mE2;, 071,072,073, V74

Die 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B) erreichen 100% Transaktivierung, wenn der Alkylrest Ethyl
oder Propyl ist. Der aktivste Vertreter ist Verbindung 74 (R, = Prop) mit einer ECs, von 70 nmol/L.
Die ethylierte Verbindung 73 ist nahezu genauso wirksam mit einer ECs, von 100 nmol/L
Uberhaupt keine Wirkung wies, wie bereits Ricarda Hoffmann® an analogen Substanzen zeigen
konnte, die nicht alkylierte Verbindung 71 auf (Abbildung 6.2).Verbindung 93, die analoge Typ C-

Verbindung zu 71 zeigte ebenfalls keine estrogene Aktivitat (Daten nicht gezeigt).
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6.3.2 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

Nr R ECso  |IA[%]
37 Met 130 |65+
120 38 Et 50 6512
- 39 Prop |50 65+12
1004 40 i-Bu 80 5149
7 41 i-Pent |- -

60+

40 4

204

rel. activation of luciferase expression [%)]

LR | LIRSS Qe | LIS sLe | e AL LI A LI B B
1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
conc. [mol/L]

Abbildung 6.3: 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A):
mE2; ¢37;038; ¥ 39;:040; 041

Die 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A) erreichen nur 65% Transaktivierung, allerdings sind sie
etwas potenter als die N-Arylpyrrole (Typ B): lhr aktivsten Vertreter, die Verbindungen 38 und 39

haben eine ECs, von 50 nmol/L (Abbildung 6.3). Eine weitere Verlangerung des Alkylrestes Uber

ECso in nmol/L

Propyl hinaus flhrt zu keiner weiteren Verbesserung der estrogenen Eigenschaften; Verbindung

41 mit einem Isopentylrest ist sogar wirkungslos.

In der Hoffnung, die estrogenen Eigenschaften der Verbindungen verbessern zu kdnnen, wurden

Dialkylderivate der Typ A- und Typ B-Pyrrole synthetisiert.
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6.3.3 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B)

N [Re ECo  [IA[%]
86 Met -- 5846
120 ] 87 Et - 3419
J 88 Prop -- 6113

100
ECso in nmol/L
80
60 +

40

20

rel. activation of luciferase expression [%)]

1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
conc. [mol/L]

Abbildung 6.4: 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B):
m E2; ¢ 86;087; V 88

Bei den 3,5-Dialkyl-1,2,4-triarylpyrrolen (Typ B) wurde Position 3 mit einem Propylrest substituiert,
da sich Triarylheteroaromaten mit dieser Kettenlange als am potentesten herausgestellt hatten
(siehe oben, einfach alkylierte Pyrrole (Typ A) und PPT94, siehe Kapitel 2, Einleitung). Die Lange
des Restes in 5-Position (R:) wurde variiert. Durch die Einfihrung eines weiteren
Alkylsubstituenten in 5-Position der 3-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ B) nahm die Cytotoxizitat bei
10° mol/L so stark zu, dass kein ECs bestimmt werden konnte (Verbindungen 86, 87 und 88)
(Abbildung 6.4).
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6.3.4 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

Ne R ECw  |IA[%]

52 Met |88 4415
120 ] 53 Et - 2912
100_‘ i 54 Prop - -

ECso in nmol/L

80

60+

40

204,

/ L.
oL - --" -
Fdoambanga i
N

rel. activation of luciferase expression [%]

LR | R L ] L LZ AL | 2 SN LR 2L | LR 2L |
1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5

conc. [mol/L]

Abbildung 6.5: 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A):
mE2; e52;053; V 54.

Substitution der 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A) mit einem weiteren Alkylrest in 4-Position fihrte
zu den 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrolen (Typ A). Bei diesen fihrte die Einflhrung eines zweiten
Alkylsubstituenten sogar zum voélligen Wirkverlust, mit Ausnahme des mit Methyl- und Propylrest

substituierten Pyrrols 52, welches noch sehr schwache Wirksamkeit zeigte (Abbildung 6.5).
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6.3.5 In o-Position der Aromaten Cl-substituierte 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole
(Typ A)

Nr  |Ri |R; |Rs ECs|IA[%]

44 |Met Cl |H |- |-

120 42 |Met H |Cl 600 64+7

48 Prop |[CI H |- -

46 |Prop|H |ClI |63 |92+10

100

804
ECso in nmol/L
60+

40

20

rel. activation of luciferase expression [%]

conc. [mol/L]

Abbildung 6.6: Chlorierte Pyrrole
mE2; 048;044; V 42; o 46.

Da die Verbindungen 40 (R; = i-Bu) nur schwache und 41 (R, = i-Pent) keine estrogenen
Eigenschaften mehr aufwiesen (siehe Kapitel 6.3), wurden diese nicht als in den Aromaten
halogenierte Derivate synthetisiert. Ebenso wurde 38 (R; = Et) nicht weiterverfolgt, da es sich im
Estrogenitatstest kaum von dem Derivat 39 mit R; = Prop unterschied und das mit Propyl
substituierte Pyrrol eine starkere ERa-Selektivitdt versprach (siehe Kapitel 2.4). So wurden also
nur Triarylpyrrole mit R, = Met oder Prop als halogenierte Derivate synthetisiert.

Ebenfalls zu einem vollstandigen Wirkverlust fihrte die Einflhrung eines Chloratoms in R;
(Verbindungen 44 und 48) (Abbildung 6.6). Wenn R; Chlor ist, kam es im Fall von Ry = Methyl
(Verbindung 42 ECs:: 600 nmol/L)oder Propyl (Verbindung 46 ECs: 63 nmol/L) zu einer
Abschwachung der Potenz im Vergleich zum jeweiligen nicht chlorsubstituierten N-Alkylpyrrols
(ECso: 130 nmol/L (Verbindung 37) bzw. 50 nmol/L (Verbindung 39)). Von den in den Aromaten
chlorierten, wie auch von den fluorierten Pyrrolen (siehe unten) wurden nur die Methyl- und
Propylkette tragenden Derivate synthetisiert. Es sollte zum einen der Einfluld der Chlorierung bzw.
Fluorierung auf die Wirkstarke erforscht werden. Dazu wurde das Pyrrol mit Ry = Propyl gewahilt.
Mit ihr substituierte Pyrrole sind am potentesten und erreichen hohere intrinsische Aktivitaten. Zum
anderen wurde zusatzlich das Pyrrol mit Ry = Methyl ausgewahlt, da so substituierte Pyrrole
schwachere estrogene Aktivitat zeigten. Eine Erhéhung der IA durch Chlor oder Fluor wirde bei
dieser Kettenlange also mehr auffallen. AuRerdem zeigten die mit einer Propylkette substituierten
Pyrrole eine hdhere Cytotoxizitat (siehe Kapitel 6.2, Testung auf Cytotoxizitdt) Es bestand die

Hoffnung, dass sich diese durch Chlorsubstitution noch erhéhen wirde.
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Im Estrogenitatstest ist eine deutliche Erniedrigung der IA in der hochsten Konzentration sichtbar
(Abbildungen 6.6 und 6.7). Fir den sigmoiden Kurvenfit mit OriginPro 8 wurde daher die hdchste
Konzentration (10®° mol/L) nicht miteinbezogen. Es wird vermutet, dass dieser Abfall nicht durch
eine geringere estrogene Wirkung der Substanz verursacht wird, sondern durch Verringerung der
Zellmasse aufgrund cytotoxischer Effekte.

Ein weiterer Vorteil der methylsubstituierten Triarylpyrrole liegt in der Mdglichkeit zu erforschen, ob
auch weniger cytotoxische Verbindungen in der hdchsten Konzentration einen Abfall der IA
aufweisen. Da auch methylsubstituierte Triarylpyrrole mit R, oder R; = Cl oder F eine erniedrigte
Transaktivierung in der héchsten Konzentration zeigen, kann dieses Verhalten auch einen anderen
Grund als die Toxizitat haben.

6.3.6 In o-Position der Aromaten F-substituierte 1-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole
(Typ A)

Nr  |Ri |R: |Rs ECs|IA[%]
45 Met ([F |H |n.a. [40+9

120 43 |Met |H |[F |na. 61211
1 49 |Prop F |H |240 |71#1
] 47 |Prop |H |F |70 |101%1
B0 50 |Met |[F |F |290 |78%5
60 51 |Prop |F |F |30 |88+14

ECso in nmol/L

40

rel. activation of luciferase expression [%]

-20 ~f— T
1E-11 1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
conc. [mol/L]

Abbildung 6.7: Fluorierte Pyrrole
m E2; 0 47; 0 49; V 43; 0 45; 0 50 » 51.

Im Unterschied zu den chlorsubstituierten blieben alle einfach fluorsubstituierten Typ A-Pyrrole
estrogenaktiv (Abbildung 6.7). Deshalb wurde bei den fluorierten Pyrrolen ein weiterer Aromat
fluoriert. Durch Erhéhung der Lipophilie sollte eine Kombination von estrogenen und cytotoxischen
Eigenschaften erreicht werden (drug targeting, siehe Kapitel 3, Problemstellung), was bei 51 auch
gelang. Diese Verbindung zeigte mit 30 nmol/L die niedrigste ECs, im Test (die zweitpotenteste
Vebindung, das analoge Pyrrol ohne Fluor, 39, zeigte eine ECs, von 50 nmol/L), im Gegensatz zu
Verbindung 39 erreichte 51 aber nahezu 100% Transaktivierung (88 % +14).
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Im Vergleich mit den nur einfach fluorsubstituierten Typ A-Propylpyrrolen 49 (240 nmol/L) oder 47
(70 nmol/L) erhéhte sich die Potenz beim zweifach fluorsubstituierten Derivat 51 (30 nmol/L). Dies

gilt analog fur die methylsubstituierten Typ A-Pyrrole (45, 43 vgl. mit 50).

Es wurde davon abgesehen, weitere Pyrrole mit mehr als einem Chlor in den Aromaten zu
synthetisieren, da bei den Verbindungen mit R, = CI keine estrogene Wirkung mehr feststellbar
war. Daher wurde nur die Mehrfachsubstitution mit Fluor verfolgt.

Insgesamt sind die Typ A-Pyrrole potenter, wahrend die Typ B-Pyrrole 100% Transaktivierung
erreichen. Durch die Einfiihrung von Fluorsubstituenten in die Aromaten kénnen auch die Typ A-
Pyrrole 100% Aktivierung erreichen.

Der Ansatz, durch Einfihrung einer weiteren Alkylkette eine hohere Estrogenitat zu erhalten, war
nicht von Erfolg gekront. 88 ist zwar noch leicht estrogen und zeigt im Cytotoxizitatstest eine ICs
von 6,3 pymol/L an MCF-7-Zellen (siehe Kapitel 6.2, Testung auf Hemmung der Zellproliferation).
Allerdings stellte sich heraus, dass die Substanz sehr schnell von Luftsauerstoff zersetzt wird
(siehe Kapitel 5.2, Stabilitatstestung). Daher, und auch aufgrund von sehr schlechten Ausbeuten in

der Synthese, wurde dieser Weg nicht weiter verfolgt.

Nur ein einziges substituiertes Pyrrol wies Antiestrogenitat auf: 40, mit einer 1Cs, von 310 nmol/L
(Abbildung 6.8).
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Abbildung 6.8: Antiestrogene Wirkung von 40: Coinkubation mit E2

Bei allen anderen Verbindungen zeigten sich trotz der Tatsache, dass sie teilweise nicht 100%
Transaktivierung erreichten, keine antiestrogenen Eigenschaften (Daten nicht gezeigt). Da der

genaue Bindungsmodus mit den verfigbaren Mitteln nicht geklart werden kann, lasst sich nur
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spekulieren, ob sich die Verbindungen etwa durch unterschiedliche Coregulatorrekrutierung anders
verhalten als E2 (siehe Kapitel 2.1, ,Die Estrogenrezeptoren®).

6.3.7 Coinkubation mit 4-Hydroxytamoxifen

Um herauszufinden, ob die Pyrrole tatsachlich mit der Ligandenbindungstasche interagieren und
es sich bei ihnen nicht etwa um allosterische Modulatoren des ER handelt, sollten sie mit dem an
der MCF-7/2a-Zellinie antiestrogen wirkenden 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) coinkubiert werden.
Wenn die beiden Molekile um die Bindungstasche konkurrieren, sollte die Inkubation mit 4-OHT
zu einem vollstandigen Wirkverlust fihren. Zuerst wurde mit 4-OHT ein Antiestrogenitatstest
durchgefiihrt, um 4-OHT in einer Konzentration einzusetzen, welche im Wirkmaximum liegt
(Abbildung 6.9). 4-OHT wurde daraufhin in 110" mol/L eingesetzt. Bei hoheren Konzentrationen

waren die cytotoxischen Wirkungen von 4-OHT zu stark.

120 4
100 4
80 |
60 -|
40 -

204

rel. activation of luciferase expression [%]

-20 4

T T T
1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
conc. [maliL]

Abbildung 6.9: Konzentrations-Luciferaseexpressionskurve von 4-OHT coinkubiert mit E2 (2,5 nmol/L); ICso
von 4-OHT: 15 nmol/L

Da die Rezeptorbindungsaffinitdten der von Hoffmann synthetisierten analogen Pyrrole sehr
schwach waren®, sollten die Zellen zuerst mit den neuen Pyrrolen inkubiert werden und dann erst
4-OHT hinzugegeben werden. Dies sollte den Pyrrolen erlauben, sich in die
Ligandenbindungstasche einzulagern, ohne dass sie sofort mit 4-OHT um die Bindungstasche
konkurrieren mussten.

Um eine eventuelle Abhangigkeit von der Zeit zu betrachten, wurde zum einen gleichzeitig mit 4-
OHT inkubiert, zum anderen wurden die Pyrrole 1 oder 3 Stunden vor 4-OHT-Zugabe auf die

Zellen gegeben. Hierzu wurden die drei wirksamsten Triarylpyrrole 74, 39 und 51 ausgewahit.
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Abbildung 6.10: m 74 ohne 4-OHT, o gleichzeitig mit 4-OHT-Zugabe, ® 1 h vor, ¢ 3 h vor 4-OHT-Zugabe
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Abbildung 6.11: m 39 ohne 4-OHT, o gleichzeitig mit 4-OHT-Zugabe, @ 1 h vor, ¢ 3 h vor 4-OHT-Zugabe
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Abbildung 6.12: m 51 ohne 4-OHT, o gleichzeitig mit 4-OHT-Zugabe, e 1 h vor, ¢ 3 h vor 4-OHT-Zugabe

In den Abbildungen 6.10 bis 6.12 lasst sich sehen, dass die Estrogenitat aller ausgewahlten

Verbindungen nahezu vollstéandig durch 4-OHT unterdrickt wird. Hierbei ist es unerheblich, ob die
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Zugabe von 4-OHT zeitgleich, eine oder drei Stunden spéater erfolgte. Erst wenn die Substanzen in
einem 100fachen UberschuR (10° mol/L) vorliegen, zeigt sich eine estrogene Wirkung. Aufgrund
dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass tatsachlich eine Interaktion mit der
Ligandenbindungsdomane vorliegt. Waren die Pyrrole allosterische Modulatoren, gingen sie an
einer anderen Stelle als der Bindungstasche Wechselwirkungen mit dem Rezeptorprotein ein. Dies
wirde die Tertiarstruktur desselben verandern und hatte eine veranderte Bindungsfahigkeit fur
Liganden zur Folge. Wenn die Bindung fiir 4-OHT erschwert ist, dann sollte die Estrogenitat der
jeweiligen Verbindung nicht derart beeintrachtigt sein.

Gegen Allosterie als Wirkmechanismus spricht ebenfalls, dass im Estrogenitats-Assay die
Anwesenheit von Estrogenen sorgfaltig vermieden wird: Das FCS wird Uber Aktivkohle filtriert, um
Estrogene zu entfernen und es wird mit Medium ohne Phenolrot gearbeitet. Ohne den Liganden

(hier Estradiol) jedoch kann der allosterische Modulator nicht wirken.

6.3.8 Testung dreier Abbauprodukte einer ausgewahlten Verbindung auf
Estrogenitat

Wie in Kapitel 5.2 dargelegt wurde, zerfallen viele der untersuchten Verbindungen in Anwesenheit
von Sauerstoff. Da es in einem Fall gelang, die Zerfallsprodukte zu isolieren, wurden diese
ebenfalls auf Estrogenitat getestet.

Sollten die Verbindungen im Assay estrogene Potenz zeigen, ware es namlich fir alle zerfallenden
Verbindungen unklar, ob die Ursprungsverbindung oder ein Zerfallsprodukt estrogen wirkt. Es
sollte Uberprift werden, ob Zerfallsprodukte im Estrogenitatstest eine héhere |A aufweisen kénnen
als ihre Muttersubstanzen. Da Verbindung 72 nur auf 68 % Transaktivierung kommt, kénnte sich
hier eine Erhdhung der |A der Zerfallsprodukte beobachten lassen. Es wurde nicht mit der
propylsubstituierten Verbindung 74 gearbeitet, da diese 100 % IA erreicht.

Die Abbauprodukte 72a und 72b (weitere Informationen zu Struktur und Abbau in Kapitel 4.2.6)
und das nur durch seine Masse charakterisierte 72* zeigten jedoch keine (72b, 72*) oder stark
abgeschwachte (72a) Estrogenitat (Abbildung 6.13) und ebenfalls keine antiestrogene Wirkung
(Daten nicht gezeigt). Somit wird fir alle estrogenen Verbindungen angenommen, dass jeweils die

Ursprungsverbindung die Wirkung ausubt.
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Abbildung 6.13: Testung der Abbauprodukte von 72:
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6.4 Prostaglandin E;-Assay: Hemmung der Cyclooxygenasen

Da die besprochenen Triarylpyrrole einigen selektiven Cyclooxygenase-(COX)hemmern recht
ahnlich sehen (Abbildung 6.14) und zudem in der vorangegangenen Arbeit von Hoffmann®
festgestellt wurde, dass den hier getesteten Substanzen analoge Verbindungen gute COX-
Hemmer sein kénnen, wurden die chlorierten und fluorierten methoxylierten Pyrrole auf COX-
Hemmung getestet. Es zeigte sich, dass die Verbindungen im Gegensatz zu den von Hoffmann
synthetisierten Substanzen die COX nicht zu hemmen vermochten. Deswegen wurde von einer
genaueren Untersuchung abgesehen. Die Durchflihrung des Tests ist in Kapitel 8 beschrieben.

%
% 0,8 /

IC59 COX2: 35,5umol/L IC5y COX2: 0,06umol/L
COX1/COX2: 14,5 COX1/COX2: >1700 o)

im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte Pyrrole

Abbildung 6.14: Strukturelle Ahnlichkeit der Testverbindungen mit bekannten COX-Inhibitoren. links: COX2
bevorzugende und selektive Pyrrole von Wilkerson'®® und Khanna'**. ICs-Werte bestimmt an isolierten
Isoenzymen; rechts: die beiden Grundstrukturtypen der in dieser Arbeit synthetisierten Pyrrole.

In Abbildung 6.15 1aBt sich sehen, dass die Substanzen keine COX-Hemmung aufweisen. Die
einzige Verbindung, welche Uberhaupt die Aktivitdt verringert, ist 27 (Strukturformel Abbildung
6.16), jedoch ist die Wirkung bei 1 ymol/L genauso wie bei 10 uymol/L (70 % Enzymaktivitat).
Verbindung 27 hat von den auf COX-Hemmung getesteten Triarylpyrrolen die starkste Cytotoxizitat
an MCF-7-Zellen (ICs: 7,8 uymol/L). Der Assay wird jedoch mit MDA-Zellen durchgefuhrt und an
diesen besitzt 27 keine cytotoxische Wirkung. 19 scheint die Aktivitat der COX sogar zu steigern,

eine Bestimmung von COX-“Aktivierung* ist allerdings mit dem vorliegenden Assay nicht moglich.



6 Pharmakologie 114

. 150
:(“E
=
< 100 - T
D
x
3
50 -
07 2 = = < < = = = = = = = = o = 5 = = =
35 S ° ° 3 H S S ° S ° 3 S 3 S S ° S °
E £ £ £ £ £ £ £ £ £ 1 £ £ £ £ £ £ £ £
c =S =3 =5 =3 = =3 = =3 3 =3 =3 =3 =3 =3 = =3 =5 =2
19 26 24 30 28 27 25 31 29
Verbindung

Abbildung 6.15: Bestimmung der Enzymaktivitat von COX im Ganzzellassay an MDA-MB-231-Zellen.
Kontrolle: 100% Aktivitat der Enzyme. Verbindung 19: nichthalogenierte Vergleichssubstanz. Verbindungen
26, 24, 30 und 28: chlorierte Verbindungen; 27, 25, 31 und 29: fluorierte Verbindungen.

Aus diesem Grunde wurde von der weiteren Testung anderer Verbindungen und Bestimmung der

Hemmwirkung auf COX 1 und 2 abgesehen. Hydroxylierte analoge Verbindungen zeigten ebenfalls
keine Hemmung der COX (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 6.16: Verbindung 27 zeigt eine Hemmung der Enzymaktivitat um 30 % in einer Konzentration
von 10 pmol/L

Da durch Hoffmann aktive Verbindungen synthetisiert worden waren, kann die fehlende Wirkung
nicht in der Anwesenheit eines dritten Aromaten begriindet sein. Auch ihre Verbindungen trugen
drei Aromaten. Das aktivste Pyrrol hatte eine 1Cs, an der COX1 von 20 nmol/L. Da auch die
weiteren aktiven Verbindungen in einer Konzentration von 10 umol/L eine vollstandige Hemmung
beider Isoenzyme hervorriefen, ware eine Erweiterung des Testrahmens auf 100 pymol/L fur die hier
getesteten Verbindungen nicht sinnvoll gewesen. Bei solch hohen unphysiologischen
Konzentrationen konnte eine eventuelle Hemmung im Zellassay nicht mehr auf spezifische
Interaktion mit dem Enzym zurickgefihrt werden. Hoffmanns Verbindungen waren umso
schlechter wirksam, desto langer die Alkylkette war. Es kann nur gemutmalfit werden, dass sich die
Verbindungen aufgrund ihres anderen Substitutionsmusters sehr viel schlechter in die
Ligandenbindungsdomane der COX einlagern kénnen. Es war gezeigt worden, dass nichtalkylierte
Pyrrole mit einem oder mehr Chloratomen in den Aromaten die beste Aktivitdt an der COX

besallen. Daher wurden Versuche unternommen, analoge Verbindungen zu synthetisieren, um
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diese mit den aktiven Verbindungen zu vergleichen, leider erwiesen sich diese als synthetisch nicht

zuganglich.
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7 Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit gelang es, stabile Triarylpyrrole zu synthetisieren, welche estrogene
Wirkung aufweisen.

Estradiol, der natirliche Ligand fur die ER, passt, verglichen mit z.B. Aldosteron oder Progesteron,
aufergewohnlich gut in seine LBD'™®. Veranderungen an diesem Steroidkorper fiihren in den
meisten Fallen zu einer Abschwachung der Estrogenitat’® . Dennoch gibt es auch sehr viele
nichtsteroidale Verbindungen, welche zum Teil sehr starke estrogene Eigenschaften besitzen.
Neben der Ublichen Ausrichtung in der LBD, wie sie bei sogenannten , Typ I-Estrogenen® (E2, DES)
vorliegt, gibt es Verbindungen, welche estrogene Eigenschaften haben, ohne die Voraussetzungen
fur diese zu erfullen (Im-N-Et, Pip-N-Et, siehe Kapitel 2, ,Einleitung®). Fur diese sogenannten ,Typ

[I-Estrogene“ wurde ein anderer Bindungsmodus postuliert (Abbildung 7.1).
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Abbildung 7.1: Links: DES in der LBD von ERa. Rechts: Postulierter Bindungsmodus des Typ II-
Estrogens Im-N-Et®

Es stellt sich die Frage, zu welcher Gruppe die Triarylpyrrole gehdren. Sie verfugen Uber drei
Hydroxygruppen; sowohl, wie in Abbildung 7.2 gezeigt, im Abstand von 12,8 A (Typ I-Estrogene),
als auch im Abstand von 7,5 A (Typ ll-Estrogene).
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Abbildung 7.2: Abstande der OH-Gruppen von 39, energieminimierte Ausrichtung der Aromaten unter
Verwendung von SYBYL 6.91

Typ lI-Estrogene zeigen eine sehr schwache RBA, 16sen aber in Reporterplasmidassays dennoch
Transaktivierung aus. Von den vorliegenden Triarylpyrrolen wurde die RBA nicht bestimmt. Zwei
Pyrrolserien mit analogem Substitutionsmuster (als Typ 1 und Typ 2 bezeichnet, siehe Abbildung
7.3) zeigten jedoch sehr geringe RBA-Werte*. Daher wird davon ausgegangen, dass auch die
jeweilige RBA der Typ A- und Typ B-Pyrrole sehr niedrig sind. Dennoch zeigen die Verbindungen
estrogene Eigenschaften. Dies, und der O-O-Abstand von 7,5 A, spricht also durchaus fiir Typ Il
Estrogene.

Allerdings verschwand die estrogene Aktivitat vollstandig, wenn der ,isolierte® Aromat in 2-Stellung
(Typ 1) bzw. 4-Stellung (Typ 2) des Pyrrolrings nicht mit einer OH-Gruppe substituiert war®. Diese
Hydroxylierung ware aber fur eine Typ Il-Estrogenitat nicht notig. Zudem wiesen Typ A-, Typ 1- und
Typ 2-Pyrrole bei Substitution dieses Aromaten mit Chlor keine estrogenen Eigenschaften mehr
auf. Typ ll-Estrogene hingegen zeigen bei Substitution der Aromaten mit Chlor eine hdéhere
Aktivitat®. Daher handelt es sich bei den Typ A- und Typ B-Triarylpyrrolen wahrscheinlich um Typ |-
Estrogene. Gewissheit konnte aber nur durch eine Rontgenkristallstruktur vom Pyrrol in der LBD

des ER erlangt werden.

Alkylrest  |Verbindung ECs, | Verbindung ECs | Verbindung ECs | Verbindung ECs
(TypA) (Typ B) (Typ 1) (Typ 2)

-Met 37 130 72 440 RH85 --|  RH147 -

-Et 38 50 73 100 RH89 38| RH152 25

-Prop 39 50 74 70 RH93 170/ RH157 120

Tabelle 7.1: Vergleich der vier verschiedenen Substitutionsmuster in Bezug auf ihre estrogene Aktivitat. ECso
in nmol/L (MCF-7/2a-Zellen).

In Tabelle 7.1 werden ausgewahlte Verbindungen miteinander verglichen: Zum einen die in dieser
Arbeit synthetisierten Typ A- und Typ B-Pyrrole, zum anderen die 4-Alkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ 1)
und die 5-Alkyl-1,2,4-triarylpyrrole (Typ 2).
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Wahrend bei den Typ 1- und Typ 2-Verbindungen das jeweils ethylsubstituierte potenter ist als das
propylsubstituierte Pyrrol, sind bei den Typ A- und Typ B-Verbindungen das propyl- und
ethylsubstituierte Pyrrol etwa gleich wirksam. Die jeweils N-arylierten Verbindungen (Typ B und
Typ 2) erreichen jeweils 100 % der intrinsischen Aktivitat (IA) von E2 im Estrogenitatstest an MCF-
7/2a-Zellen. Sie sind volle Agonisten. Die nicht N-arylierten Verbindungen (Typ A und Typ 1)
besitzen zwischen 60 und 80 % IA und sind damit partielle Agonisten. Die N-arylierten Pyrrole sind
lipophiler. Offenbar 14t sich eine 1A von 100 % durch Erhéhung der Lipophilie erreichen. Typ 1 und
Typ 2-Pyrrole sind etwa gleich potent, wahrend die Typ A-Pyrrole potenter als die Typ B-Pyrrole
sind. Dies ist bemerkenswert, da sich die Verbindungen nur durch die Stellung des Stickstoffs

unterscheiden.

HO OH HO OH HO OH HO OH
N — N {
R R NH RN
OH OH OH OH
Typ A Typ B Typ 1 Typ 2

Abbildung 7.3: Strukturformeln und Bezeichnungen der in dieser Diskussion verglichenen Substitutions-
muster von Triarylpyrrolen. R = Alkylrest, der nach unten zeigende, ,isolierte“ Aromat ist vermutlich derjenige,
welcher den A-Ring von E2 imitiert.

Da die OH-Gruppe am ,isolierten“ Aromaten unerlasslich fur die estrogene Wirkung ist und eine
Substitution mit Chlor in ortho-Position die Estrogenitat aufhebt (Verbindungen 44 und 48), wird
angenommen, dass der isolierte“ Aromat den A-Ring von E2 imitiert. Die Bindungstasche der ER
toleriert in diesem Bereich keine gréferen Substituenten, wie schon an verschiedenen Steroiden
gezeigt werden konnte'®. Im Gegensatz zu Typ II-Estrogenen, bei welchen Cl-Substitution die
Estrogenitat erhéht, ist hier Chlor eher hinderlich. Dies ist auch in guter Ubereinstimmung mit der
Literatur Gber ahnliche Liganden des ER% %, Eine Substitution mit Fluor beeintrachtigt die
estrogene Wirkung aber nicht. Alle in dieser Arbeit getesteten Verbindungen mit Fluor in den ortho-
Positionen der Aromaten behielten ihre estrogene Aktivitdt. An den synthetisierten Verbindungen
lassen sich Struktur-Wirkungsbeziehungen aufstellen. So wird gegenlber der nicht mit Fluor
substituierten Verbindung 39 durch Fluor in einem Aromaten beim Estrogenitatstest die intrinsische
Aktivitat erhoht und die Potenz abgeschwacht (Verbindungen 47 und 49). Auch bei der chlorierten

Verbindung 46 geschieht dies. Die analoge chlorierte Verbindung 48 ist allerdings wirkungslos.
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Es konnte durch Substitution der Aromaten mit Fluor oder Chlor bei den N-propylierten Typ A-
Pyrrolen erreicht werden, dass diese im Estrogenitatstest ebenfalls 100% Transaktivierung
erreichten. Die Typ B-Pyrrole erreichten 100 % IA bereits ohne Halogensubstitution. Da die N-
arylierten Typ B-Pyrrole lipophiler sind (laut HPLC-Untersuchungen), liegt der Verdacht nahe, dass
ein Erreichen von 100% IA nur Uber die Lipophilie ermdglicht wird. Daflr spricht auch, dass die Typ
1-Pyrrole (am Stickstoff nicht substituiert), welche natrlich viel hydrophiler als die N-arylierten Typ
2-Pyrrole sind, auch nicht 100% IA aufwiesen. Allerdings ist die Lipophilie nicht das einzige
Kriterium, denn die lipophileren dialkylierten Typ A und Typ B-Pyrrole wiesen niedrigere IA auf (53,
54, 87, 88). Insgesamt besteht keine Korrelation zwischen IA und Lipophilie (Abbildung 7.4).
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Abbildung 7.4: Retentionszeiten der untersuchten Typ A- und B-Verbindungen gegen die intrinsische
Aktivitat im Estrogenitatstest aufgetragen.

Keines der hier besprochenen Pyrrole erreicht jedoch die Aktivitat von PPT, welches von der
Gruppe um Katzenellenbogen synthetisiert und getestet wurde.

Sehr viele heteroaromatische Strukturen mit Wirkung am ER stammen von Katzenellenbogen et
al.%°" 1% PPT ist ein ERa-selektiver Agonist mit einer ECs, von 0,2 nmol/L an MCF-7/2a-Zellen®.
Im Gegensatz dazu zeigten analoge Imidazole sehr geringe Interaktion mit dem ER. Zudem wirken
bestimmte Imidazole sowohl an ERa als auch an ERB . Fink® schlug vor, dass Imidazole
aufgrund ihrer Polaritdt und ihres hohen Dipolmoments so viel schlechtere Liganden seien als
Pyrazole. Die vorliegenden Triarylpyrrole haben nahezu die gleiche Struktur wie die hochaktiven
Pyrazole und auch ein sehr ahnliches Dipolmoment: Pyrrol hat ein Dipolmoment von 1,8 Debye
(D), Pyrazol von 1,6 D, Imidazol hingegen von 3,8 D (alle in Benzol). In polareren Lésungsmitteln
kdnnen sie Wasserstoffbricken ausbilden; das Dipolmoment ist dann héher (In Dioxan; Pyrrol: 2,1
D; Pyrazol: 2,2 D)"® ' Das berechnete Dipolmoment von E2 liegt bei 2,3 D?*°. Durch
unterschiedliche Substituenten wird das Dipolmoment nicht sehr verandert, wenn es sich nicht um
Aldehyd- oder Sauregruppen handelt®®’. Da also Pyrrol und Pyrazol vergleichbare Dipolmomente

besitzen, konnen diese nicht die Erklarung flr den grof’en Unterschied in der Wirkung sein.
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Aullerdem wurde die Basizitat des Imidazols als Grund fur die schwache Estrogenitat angefuhrt.
Pyrrol jedoch ist nicht basisch und wirkt dennoch sehr viel schwacher als die Pyrazole.

Zuerst verglichen Katzenellenbogen und Mitarbeiter ihre triarylsubstituierten Heteroaromaten mit
Raloxifen und betteten sie analog zu diesem in die Bindungstasche des ER®. Spéater widerriefen
sie diese Annahme, da es sich ja, im Gegensatz zu RAL, bei den Verbindungen um Agonisten
handelt. Daraufhin flihrten sie ein docking durch, bei welchem sie diese Agonisten E2
entsprechend in die Bindungstasche legten®.

Da PPT den Typ A- und Typ B-Triarylpyrrolen sehr ahnlich sieht, wurden letztere Verbindungen
ebenfalls auf ERa/B-Subtypselektivitat Gberpriift.

In Tabelle 7.2 sind die Ergebnisse des ERa/B-Subtyptests an U2-OS-Zellen dargestellt®*® . Hier
erreichen fast alle Verbindungen 100% Transaktivierung. Die aktivste Verbindung ist 40 mit einer
ECso von 0,05 nmol/L und einer IA von 105 %. Im MCF-7/2a-Assay ist diese Verbindung schwacher
und zeigt eine ECsy von 80 nmol/L und eine IA von 51 %. Hingegen haben die aktivsten
Verbindungen im MCF-7/2a-Assay, Verbindung 39 (ECs,: 50 nmol/L; IA: 65 %) im subtypselektiven
Test nur eine ECs von 0,4 nmol/L und eine 1A von 55 % und 51 (ECso: 30 nmol/L; IA: 88 %), hier
eine ECsy von 0,27 nmol/L und eine |IA von 107 %. Einige Verbindungen sind in beiden
Testsystemen eher schwach: 45, 43, 42 und 50. Verbindung 37 jedoch hat an MCF-7/2a-Zellen
eine EC50 von 130 nmol/L und an U2-OS-Zellen von 20 nmol/L. Sie ist an MCF-7/2a-Zellen etwas
wirksamer als Verbindung 49, an U2-OS-Zellen jedoch etwa 30 mal schwacher als diese.
Insgesamt scheint keine Korrelation zwischen den Ergebnissen zu bestehen und im

subtypselektiven Test sind die Substanzen etwa 10 bis 100 mal potenter, dies gilt auch fir E2.
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(Nr) IAan ERa (%) 1A (%) ECso (nmol/L) |ECso (nmol/L)
U2-OS-Zellen MCF-7/2a-Zellen |U2-OS-Zellen |MCF-7/2a-Zellen
37 96 651 20 130
38 103 65+12 0,98 50
39 55 65+12 0,4 50
40 105 519 0,05 80
45 86 409 24 -
43 101 6111 60 -
49 91 71x1 0,67 240
47 72 1011 0,12 70
42 97 6417 16 600
46 87 92+10 0,31 63
50 110 785 15 290
51 107 88+14 0,27 30

Tabelle 7.2: ECs, -Werte und |A der getesteten Verbindungen im ERa/ERB-subtypselektiven Test. ERa-
Werte sind gezeigt; an ERpB keine relevante Interaktion. Im ERa/ERB-subtypselektiven Estrogenitatstest hat
E2 eine IA von 100 % und eine ECs, von 0,004 nmol/L an ERa**? .

Wellner?®?

Triarylpyrrole nur an ERa eine Wirkung aufweisen (siehe Tabelle 7.2). Es stellt sich die Frage,

konnte im ERA/ERB-subtypselektiven Estrogenitatstest nachweisen, dass die
weswegen die Verbindungen nicht an ERB wirken. Zum einen ist die Ligandenbindungsdomane
von ERa 20 % groRer als die von ERB® 2, Zum anderen ist in der LBD ein lipophiler
Aminosaurerest (Methionin 336) bei ERB langer als bei ERa (Leucin 384)**. Nach dem oben
erwahnten molecular modeling haben die Pyrrole und auch Pyrazole an dieser Stelle einen
groReren Platzbedarf*.

Dies eroffnet einen Wirkmechanismus fir eine neue Klasse von Therapeutika gegen
hormonabhangigen Brustkrebs: Die Substanzen interagieren nur mit ERa, und analoge, von
Hoffmann® synthetisierte Verbindungen, down-regulieren den ERa so stark wie E2 oder starker.
Bei Brustkrebs wird oft ERB weniger exprimiert als ERa, und ERa im Gegensatz zu gesundem
Gewebe sehr viel starker®® %2 %% 176 Folglich kdnnten die Verbindungen nur ERa herunterregulieren
und somit das natiurliche Gleichgewicht wieder herstellen. Da sie im Vergleich zu E2 im
Estrogenitatstest 100-1000 mal schwacher wirksam sind, besteht die Mdglichkeit, dass sie die
Verringerung des ERa-Gehalts ausiben, bevor sie die Transkription vollstandig aktivieren.
Vielleicht sind die Verbindungen im Estrogenitatstest auch deswegen eher schwach potent, weil
sie den ERa herunterregulieren: Es existiert weniger Rezeptorprotein, also kann das
Luciferasegen seltener abgelesen werden. Aufgrund einer Verminderung des Rezeptorproteins
kénnten auch die RBAs der Typ 1- und Typ 2-Pyrrole so schlecht gewesen sein: es bestand keine

Korrelation von Transaktivierung und RBA, eher noch besallen die estrogen wirksamen
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Verbindungen einen geringeren RBA als die schlecht oder nicht wirksamen®. Dagegen spricht
allerdings, dass im RBA-Assay nur 45 min mit den Substanzen inkubiert wird, wahrend die
Verbindungen bei der Bestimmung des ER-Gehaltes 24 Stunden inkubiert werden und so ein
grolleres Zeitfenster flir die down-Regulierung besteht. Es sollte in weitergehenden
Untersuchungen die down-Regulierung der synthetisierten Verbindungen in Abhangigkeit von der
Zeit gemessen werden. Hoffmanns Verbindungen waren teilweise in der Lage, den Proteingehalt
starker herunterzuregulieren als E2. lhre Verbindung RH175 erreichte auch in 10® molarer
Konzentration die down-Regulation von E2 (33 bzw 29% %5) und in hdherer Konzentration deutlich
weniger (10° molar: 18%). Dies stellt einen Gegensatz dar zur Literatur, in der eine direkte
Korrelation zwischen RBA und down-Regulation beschrieben wird®®, d.h. eine hohe RBA
entspricht einer starken down-Regulierung. Allerdings wird der Rezeptorgehalt geringer, je langer
man inkubiert. Wahrend Antiestrogene wie ICl 164.384 den Rezeptorgehalt sehr stark verringern,
erhoht beispielsweise 4-OHT diesen.

In diesem Zusammenhang ware es interessant, die Fahigkeit zur down-Regulierung des ER durch

PPT zu untersuchen.

In Bezug auf die cytotoxischen Wirkungen weist erst die bei zwei Aromaten in ortho-Position
fluorierte Verbindung 51 relevante Cytotoxizitat auf (ICs-Werte an MCF-7-Zellen (in pmol/L): 39:
30,9 < 49: 26,9 < 47: 16,7 < 51: 8,0).

Bei Hoffmanns Typ 2-Triarylpyrrolen erhdhte eine Substitution mit Chlor die Cytotoxizitat nicht. Es
ware interessant, zu erfahren, ob auch die hier synthetisierten Typ B-Triarylpyrrole mit anderem
Substitutionsmuster sich so verhalten wirden, trigen sie Chlor oder Fluor in ihren Aromaten. Die
N-alkylierten Triarylpyrrole hingegen waren cytotoxischer bei Substitution eines oder mehrerer
Aromaten mit einem Halogen (Beispiel siehe Abbildung 7.5). Die ICs (in pmol/L) verringert sich
durch ein Verschieben des Stickstoffes um eine Position im Ring von 22,5+3,1 auf 14,9+1,3. Diese
Unterschiede sprechen durchaus flir eine spezifische Interaktion mit einem bisher nicht

identifizierten Target.

48 RH161

Abbildung 7.5: Die Verbindungen 48 und RH161 im Vergleich. ICs, von 48: 14,9 £1,3 ymol/L; von RH161:
22,5+3,1 ymol/L. Beide Verbindungen weisen keine estrogene Aktivitat mehr auf.
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Es kann aus den gewonnen Erkenntnissen nicht geschlossen werden, ob die Pyrrole durch
Interaktion mit einem spezifischen Target toxisch wirken oder nicht. Die Cytotoxizitat korreliert nicht
mit den estrogenen Eigenschaften. Beispielsweise sind die zweifach alkylierten Verbindungen 88
und 54 recht cytotoxisch (ICs, an MCF-7/2a-Zellen: 6,3 bzw. 5,0 ymol/L), aber nicht estrogen.
Ebenfalls ist das chlorierte 48 cytotoxisch aber nicht mehr estrogen. Es ist in der Tat so, dass sich
eine Hemmung des Zellwachstums und Estrogenitat bei diesen Verbindungen eher ausschliel3en.
Normalerweise verstarken Estrogene das Wachstum von ER positiven Brustkrebszellen.
Antiestrogene bringen das Wachstum zum Stillstand. Von den hier getesteten Verbindungen
wirken einige (51, 47, 46) estrogen und wachstumsinhibierend. Nur Verbindung 40 zeigt leichte
antiestrogene Aktivitat.

Fluorierte Verbindungen kdnnen bei erhaltener Estrogenitat cytotoxisch wirken.

Zu den cytotoxischen Eigenschaften der hydroxylierten Verbindungen lasst sich sagen, dass diese
wahrscheinlich nicht Gber den ER ausgetibt werden, denn sie sind an MDA-MB-231- und MCF-7-
Zellen etwa gleich. Dies spricht fur eine zelltypunabhangige Wirkung. Es sollten die toxischsten
Verbindungen an normalen Zellen getestet werden, um feststellen zu kénnen, ob nicht entartete
Zellen ebenfalls angegriffen werden. Beispielsweise kdnnten Brustepithelzellen wie die nicht
tumorigenen MCF-10A-Zellen verwendet werden, die allerdings ER negativ sind®*®. MCF-7-Zellen
werden zwar haufig als Modell fir ein hormonabhangiges Mammacarcinom verwendet, kénnen
aber nicht die Vielfalt realer Tumoren in lebenden Organismen abbilden.

Zusatzlich sollte versucht werden, weitere Fluoratome in die Aromaten einzuflihren, da dies vom
ER offenbar gut toleriert wird und eine Erhéhung der Cytotoxizitat mit sich bringt. Eine Substitution
mit Fluor in meta- statt ortho-Position des A-Rings erbrachte fiir einige Verbindungen eine héhere
RBA',

Denkbar ware auch eine Insertion einer CH-Gruppe zwischen Pyrrol und Aromat um flexible
Variationen der Pyrrole zu erhalten, da bereits gezeigt werden konnte, dass dies beispielsweise fur

TAM zu einer hoheren antiestrogenen Aktivitat flilhren kann®®’.

Auf den ersten Blick erscheint es als Nachteil, dass viele der synthetisierten Verbindungen einer
Oxidation durch Luftsauerstoff unterliegen. Allerdings konnten im Laufe der Arbeit aufgrund der
gewonnenen Erkenntnisse Substanzen synthetisiert werden, welche diese Problematik nicht mehr
aufweisen. AulRerdem folgt der Abbau einem logischen Muster, weswegen Beziehungen zwischen
Struktur und Stabilitat aufgestellt werden konnten. So sind die in 2 und 5 phenylsubstituierten
Triarylpyrrole, welche elektronenziehende Substituenten in den Aromaten tragen und am Stickstoff
eine Alkylkette aufweisen, nicht mehr luftsauerstoffempfindlich.

Die in den UV-Untersuchungen beobachtete schwach gelbe Farbung der Untersuchungslésung
kdénnte eventuell durch die Anlagerung von C=0-Bindungen an das Chromophor erklart werden,

welche eine Bathochromie verursachen konnten.
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Triarylpyrrole fluoreszieren, haben jedoch ihr Maximum genau dort, wo auch die Zelle fluoresziert.

Da die Verbindungen nicht bei hheren Wellenlangen als die Zelle fluoreszieren, konnten leider
keine Zellaufnahmestudien durchgefiihrt werden, obwohl dies aufgrund der unterschiedlichen
Aktivitaten von N-arylierten und N-alkylierten Pyrrolen im Estrogenitatstest interessant ware. Fur
Fluoreszenz werden planare, starre, durchkonjugierte Molekile bendtigt. Man konnte also
weitergehend versuchen, das Pyrrol durch den Einbau einer Bindung zwischen zwei Aromaten zu
versteifen, um eine Fluoreszenz bei hdoheren Wellenlangen zu erreichen, womit auch eine
Sichtbarmachung des Rezeptors ohne den Einsatz von Radioaktivitat moglich ware. Oder man
koénnte eine durch ein Mitglied des Arbeitskreises in der Entwicklung befindliche Methode nutzen,
die Zellaufnahme fluorierter Verbindungen mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) zu

bestimmen (continuum source AAS).

Uberraschenderweise konnte keine der hier synthetisierten Verbindungen die Cyclooxygenase
hemmen. Aufgrund der Untersuchungen von Hoffmann war zumindest eine Aktivitat der
Verbindungen 24 und 26 (methylsubstituiert, ein Chloratom in o-Position eines Aromaten) erwartet
worden (Abbildung 7.6). Die analoge Verbindung RH127 zeigte in 1 pymolarer Konzentration eine

Hemmung des Enzyms von uber 50 %, in 10 pymolarer Konzentration war das Enzym zu 100 %
gehemmt.
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Abbildung 7.6: Vergleich von Hoffmanns analogem Triarylpyrrol RH127 und den in dieser Arbeit
synthetisierten Verbindungen 24 und 26.
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Die von Hoffmann erhoffte Kombination von Cytotoxizitat und COX-Hemmung I&asst sich mit den
2,3,5-Triarylpyrrolen offensichtlich nicht erreichen. Interessant ware hier eine Substitution der von
Hoffmann synthetisierten 1,2,4-Triaryl-5-alkylpyrrolen mit mehreren Fluoratomen in den Aromaten,
da sich mit mehreren Chloratomen der Ringschluf® nicht mehr bewerkstelligen lie?*® . Hierbei
kénnte auch die Frage beantwortet werden, ob fluorsubstituierte Triarylpyrrole generell keine COX-
Hemmung zeigen.

In vorhergehenden Veréffentlichungen mit ahnlichen Verbindungen war eine Korrelation der
Hemmung des Zellwachstums mit der COX-Hemmung festgestellt worden®®. Dies konnte hier nicht

bestatigt werden.
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Da alle Versuche, die Typ B-Pyrrole (3-Alkyl-1,2,4-triaryl-pyrrole) mit Halogenen in den ortho-
Position der Aromaten zu substituieren, nicht von Erfolg gekront waren, konnten die Typ 2-Pyrrole
(1,2,4-Triaryl-5-methylpyrrole) fluoriert werden, da diese auch Wirkung an der COX zeigen. Ein
erhohter Prostaglandinspiegel steht in Zusammenhang mit starkerer Metastasierung von
Brusttumoren®®. Etwa 40 % der Mammacarcinome haben erhéhte Prostaglandinspiegel. Eine
zellwachstumshemmende Wirkung der Verbindungen tber die COX-Inhibition ware maoglich. Far
die hier getesteten Triarylpyrrole ist dies aber unwahrscheinlich, da die cytotoxischen
Verbindungen keine Hemmung der COX aufwiesen.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass sehr geringe Veranderungen an Molekilen zu einem

drastischen Wandel der pharmakologischen Eigenschaften fliihren kénnen.

Zusammengefasst lasst sich somit nur sagen, dass das eventuelle Target, Uber welches die
Verbindungen cytotoxisch wirken, nicht der ER (siehe Kapitel 6.3) und ebenfalls nicht die COX
(siehe Kapitel 6.4) sein kann.

Es konnte vermutet werden, dass die Verbindungen unspezifisch durch Einlagerung in die
Lipiddoppelmembran der Zellen toxisch wirken. Jedoch korreliert die Lipophilie nicht mit den
ermittelten ICso-Werten (Abbildung 7.7). Als Ausmalf} der Lipophilie wurde nicht der Oktanol-Wasser
-Verteilungskoeffizient (log P) verwendet, da dessen Bestimmung sehr aufwendig ist. Statt dessen
wurden die Retentionszeiten aus der HPLC-Methode (Kapitel 8.3) herangezogen. Sie wurden alle
unter den gleichen Bedingungen bestimmt und stellen daher ein realistischeres Mal} fur die

Lipophilie dar als berechnete clog P-Werte.
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Abbildung 7.7: Retentionszeiten der untersuchten Typ A- und Typ B-Pyrrole gegen die I1Cs, aufgetragen.

Sowohl bei den Cytotoxizitatstests als auch bei den Estrogenitatstests zeichneten sich die
Verbindungen durch recht steile Konzentrations-Effekt-Kurven aus. Die Steilheit gibt Auskunft
dariber, wie grol3 der Unterschied zwischen einer minimal messbaren Wirkung und der

Maximalwirkung der Verbindung ist. Ubertragen auf ein Tiermodell spridche man von Dosis-
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Wirkungskurven. Ein enges therapeutisches Fenster ist unglnstig, da die Wirkung dann schlecht
zu steuern ist.

Der Mechanismus der Tamoxifenresistenz ist recht spezifisch. Daher kdnnte es sogar ein Vorteil
sein, wenn die Verbindungen nicht Uber den ER cytotoxisch wirken.

Nach langerer Gabe von Tamoxifen interpretieren MCF-7-Zellen es als Agonisten. Es wirkt also auf
resistente Zellen wachstumssteigernd®®. Dies hat zwei Griinde. Zum einen wird der Coaktivator
AIB-1 (amplified in breast cancer, auch SRC-3 genannt) Uberexprimiert. Zum anderen wird der
Corepressor paired box gene 2 (PAX-2) down-reguliert*"'. SRC-3 und PAX-2 konkurrieren um die
gleiche Bindungsstelle am Her2-Gen (human epidermal growth factor receptor 2), an der auch der
ER mit Ligand (hier TAM) andockt. PAX-2 fuhrt zur Inhibierung der Ablesung dieses Gens, SRC-3
hingegen zur up-Regulation. TAM-resistente Zellen haben hohe Her2-Spiegel*?. In ihnen fallt
namlich die Inhibierung durch PAX-2 weg. Bei Her2 handelt es sich um eine Tyrosinkinase, die in
Zellwachstumsprozessen eine Rolle spielt. Uberexpression von Her2 fiihrt zu einer héheren
Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens von Tumoren und schlechterer Prognose.

Dadurch, dass die meisten Verbindungen nur estrogen sind und keine Wirkung an der COX und
auch keine Hemmung der Zellproliferation aufweisen, kénnten sie als Modellverbindungen flr
einen Agonismus an ERa verwendet werden (z.B. Verbindung 39).

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Triarylpyrrole kdnnten Leitstrukturen sein fur ERa-
selektive, cytotoxische Verbindungen (z.B. 51), welche den ERa-Gehalt verringern. Sie kdénnten in

der Behandlung von hormonabhangigen Mammacarcinomen Anwendung finden.

7.1 Zusammenfassung

Es konnten bereits fiir einige arylierte Heteroaromaten estrogene Eigenschaften nachgewiesen
werden. Teilweise bestand auch starke Estrogenrezeptor a (ERa)-Subtypselektivitat. Bestimmte
Pyrazole zeigten eine hohe Rezeptorbindungsaffinitat (RBA) und eine grofte Wirkpotenz. Im
Gegensatz dazu nahm die RBA drastisch ab, wenn der Pyrazol- durch einen Imidazolheterocyclus
ausgetauscht wurde. Durch Synthese und Testung von Pyrrolen sollten die Grinde fir diesen
Unterschied beleuchtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 1-Alkyl-2,3,5-Triarylpyrrole (Typ A) und 3-Alkyl-1,2,4-
triarylpyrrole (Typ B) synthetisiert. Die Synthese der Typ A-Pyrrole erfolgte aus den
entsprechenden substituierten 1,4-Diketonen und einem primdren Amin in einer Paal-Knorr-
Pyrrolsynthese, wahrend die Darstellung der analogen Typ B-Pyrrole aus den jeweiligen
substituierten 1,3-Diketonen und 2-Amino-Diethylmalonsaureester mit einer Fischer-Fink-
Pyrrolsynthese stattfand.

Durch Variation des Substitutionsmusters konnten jeweils estrogene und cytotoxische Effekte der

Verbindungen beobachtet werden.
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Die Verbindungen wurden an MCF-7/2a-Zellen auf Estrogenitdt getestet. Eine Testung auf
zellwachstumshemmende Eigenschaften fand an MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen statt.
Nichtalkylierte Triarylpyrrole wirken nicht estrogen. Bei Alkylsubstitution ist die Reihenfolge der
estrogenen Potenz Met< Et=Prop>i-Bu>i-Pent. Das potenteste Triarylpyrrol in Bezug auf estrogene
Eigenschaften ist 51 (Typ A, Propylrest, zwei Fluor in ortho-Position der Aromaten) mit einer
halbmaximalen Wirkkonzentration (ECs,) von 30 nmol/L. Generell sind Typ A-Pyrrole potenter als
Typ B-Pyrrole. Allerdings erreichen erstere nicht die volle intrinsische Aktivitat (IA), wahrend dies
bei Typ B-Pyrrolen der Fall ist. Durch Substitution mit Fluor in ortho-Position der Aromaten kann
die IA von Typ A-Pyrrolen ebenfalls 100 % erreichen. Eine Substitution mit Chlor ist nicht
vorteilhaft: Wird ein Typ A-Pyrrol mit Chlor in dem Aromaten substituiert, welcher vermutlich den A-
Ring des Estradiol (E2) imitiert, wird die estrogene Wirkung véllig aufgehoben.

Mit einer halbmaximalen Hemmkonzentration des Zellwachstums (ICs) von 3,9 pmol/L an MCF-7-
Zellen handelt es sich bei 33 (Typ A, Propylrest, zwei Fluor in ortho-Position der Aromaten,
Methoxygruppen in para-Position der Aromaten) um das cytotoxischste Triarylpyrrol. Die
Cytotoxizitat korreliert nicht mit der Lipophilie (laut HPLC) der Verbindungen. Durch Fluorierung
oder Chlorierung der Aromaten kann die Cytotoxizitat erhéht werden. Den gleichen Effekt hat eine
weitere Alkylierung der Alkyl-Triarylpyrrole.

Eine Kombination von Estrogenitat und Cytotoxizitat wurde bei 51 erreicht (1Cso: 8,0 pmol/L; ECso:
30 nmol/L). Diese war erwlinscht, um durch eine Art drug targeting zu erreichen, dass sich ER
positive Krebszellen bevorzugt mit den Verbindungen anreichern. Letztere konnten dann
hauptsachlich dort cytotoxisch wirken.

Im Gegensatz zu sehr ahnlichen Strukturen, bei denen sich lediglich der Stickstoff an einer
anderen Position im Pyrrolring befand, wiesen die Verbindungen keine Hemmung der
Cyclooxygenase auf.

In Stabilitatstests mittels HPLC konnte herausgefunden werden, dass einige Triarylpyrrole instabil
gegenuber Luftsauerstoff sind. Es handelt sich hierbei zum einen um Typ B-Pyrrole mit einem und
zwei Alkylresten, zum anderen um die Typ A-Pyrrole mit zwei Alkylresten. Daher wurden nur Typ A-
Pyrrole mit einem Alkylrest weiterentwickelt.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Triarylpyrrole kdnnten Leitstrukturen flir ERa-selektive,
cytotoxische Verbindungen sein. Sie koénnten in der Behandlung von hormonabhéangigen

Mammacarcinomen Anwendung finden.
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7.2 Summary

Several substituted heteroaromatic compounds display estrogenic properties and some of them
with estrogen receptor a (ERa) subtype selectivity. Especially, substituted pyrazoles show a high
relative binding affinity (RBA) and a strong potency. Both decrease dramatically if the pyrazole core
is replaced by an imidazole.

In order to study the influence of the nitrogen psotion and the number of heteroatoms, two series of
substituted triarylpyrroles, which of course only bear one nitrogen, were synthesized and tested for

estrogenic activity.

The synthesis of 1-alkyl-2,3,5-triarylpyrroles (type A) was carried out using the corresponding
substituted 1,4-diketones and a primary amine in a Paal-Knorr pyrrole synthesis, whereas the
analogue 3-alkyl-1,2,4-triarylpyrroles (type B) were obtained by reacting the respective substituted
1,3-diketones with 2-amino diethyl malonic acid ester in a Fischer-Fink pyrrole synthesis.

The testing of estrogenic activity was performed using MCF-7/2a cells, whereas cell growth
inhibiting properties were determined in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Depending on the

substitution pattern, the compounds showed estrogenic and cytotoxic effects.

Triarylpyrroles without alkyl substituent did not display any estrogenic properties. If the pyrrole ring
is substituted with an alkyl residue, the order of estrogenic potency was R = Met < Et = Prop > i-Bu
> i-Pent. The most potent triarylpyrrole was compound 51 (type A, propyl residue, fluorine in ortho-
position of two aryl residues), exhibiting a half maximal effective concentration (ECso) of 30 nmol/L.
In general, type A-pyrroles were more potent than type B-pyrroles. However, type A-pyrroles did
not reach full intrinsic activity (IA). By substituting the aryl residues with fluorine in the ortho
positions, the IA of type A-pyrroles reached 100%. By contrast, if a type A-pyrrole is substituted
with chlorine in the ortho position of the aryl residue which presumably mimics the A-ring of

estradiol (E2), the estrogenic effect is completely abolished.

The most cytotoxic triarylpyrrole, compound 33 (type A, propyl residue, fluorine in ortho position of
two aryl residues, methoxy groups in para position of the aryl residues), showed a half maximal
inhibitory concentration of cell growth (ICso) of 3.9 ymol/L determined in the MCF-7 cell line. By
fluorination or chlorination of the aryl residues, the cytotoxicity was increased. The same effect was
achieved by further alkylation of the monoalkyl triarylpyrroles. Not all of those substances exhibited
higher cytotoxicity, so this rise could not be entirely explained by an increase in lipophilicity
(according to HPLC studies).

In this work, it was desired to obtain compounds that accumulate mainly in ER positive breast

cancer cells and exert their cytotoxic effects mainly there (drug targeting). This combination of
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cytotoxicity and estrogenic activity was observed with compound 51 (ICs: 8.0 ymol/L, ECs: 30
nmol/L).

In contrast to very similar structures, which only bear the nitrogen in a different position of the
pyrrole ring, the compounds showed no inhibition of cyclooxygenase.

In stability tests using HPLC the type B-pyrroles with one and two alkyl residues, and type A-
pyrroles with two alkyl residues were found to be unstable towards oxygen. Therefore, only type A-
pyrroles with one alkyl residue were developed further.

The compounds presented in this work could be lead structures for ERa-selective, cytotoxic

compounds useful in the treatment of hormone dependent breast cancer.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Synthesen

8.1.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

Chemikalien:
Die fir die Synthesen verwendeten Chemikalien wurden von Aldrich (dazu auch Fluka), Steinheim,
Acros, Geel/Belgien, Lancaster, Morecambe/England, oder VWR, Bruchsal bezogen.

Losungsmittel:
Die Lésungsmittel wurden durch geeignete Verfahren absolutiert oder als wasserfreie Ware
bezogen.

Saulenchromatographie:
Kieselgel 60 (Korngréfe 0,063 bis 0,100 mm), VWR, Bruchsal

Duannschichtchromatographie:
Chromatographiefolien: Kieselgel-60-F2s4 (Merck, Darmstadt)
UV-Detektion bei 254 und 366 nm (UV-Betrachter von Benda, Wiesloch)

Elementaranalyse:
Die Elementaranalyse wurde mit einem Vario EL (Elementar, Hanau) durchgeflhrt.

Infrarotspektroskopie:

FT-IR Spektrometer (ATl Mattson Genesis, Wigan/GB)

Intensitadtsangaben werden wie folgt abgekurzt: w = schwach, m = mittelstark, s = stark, b = breit.
Die Frequenzangabe (vmax) erfolgt in cm™.

Kernresonanzspektroskopie:

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit einem Avance/DPX 400 (Bruker, Karlsruhe) bei 400 MHz
aufgenommen. Das jeweilige Losungsmittel ist angegeben. Die chemische Verschiebung (8) wird
in ppm relativ zum internen Standard Tetramethylsilan angegeben.

Abkurzungen fir die Signalaufspaltungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quint
= Quintett, m = Multiplett, dd = Dublett vom Dublett, "t"= Triplett mit "Nase". J = Betrag der
Kopplungskonstante.

Bei einigen Spektren wird ein Dublett der Aromaten durch den Peak des Lésungsmittels CDCl;
Uberlagert. Wenn mdglich, wird trotzdem eine Verschiebung und Aufspaltung angegeben. Die
Aufspaltungen der Aromatenprotonen sind AA'BB'-Systeme mit Aufspaltungsmustern héherer
Ordnung. Der Einfachheit halber werden sie in diesem experimentellen Teil dennoch als Dubletts
bezeichnet.

Massenspektroskopie:

Die Elektronenstossionisations-Massenspektren wurden mit einem CH-7A (Varian MAT, Bremen)
bei 70 eV bestimmt. Die jeweiligen Verdampfungstemperaturen und relativen Signallagen und
-intensitaten des Molpeaks und der Fragmente sind angegeben.

Schmelzpunkte:
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Bichi B-545 Schmelzpunktgerat bestimmt und sind
unkorrigiert.
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8.1.2 Synthesevorschriften und analytische Daten

8.1.2.1 Synthese der 2,3,5-Triarylpyrrole und 1,4-Dialkyl-2,3,5-triarylpyrrole (Typ A)

Synthese von 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid (1)

0,06 mol (9,98 g) 4-Methoxyphenylessigsaure wird mit 0,09 mol (10,7 g) Thionylchlorid vorsichtig
unter Rickfluss zum Sieden erhitzt, bis die Gasentwicklung beendet ist. Uberschissiges
Thionylchlorid wird abdestilliert und der Ansatz nach Abkuhlen gleich in die nachste Reaktion
eingetropft.

CoHoCIO; (184,62)

rétliche Flissigkeit

Ausbeute: 0,06 mol (11,08 g), 100 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,8

Allgemeine Vorschrift zur Friedel-Crafts-Acylierung mit 4-Methoxyphenyl-essigsdurechlorid:

Aluminiumchlorid und das entsprechende Anisolderivat werden in absolutem Dichlormethan gel6st
und mittels Eisbad auf 0°C abgekuhlt. 4-Methoxyphenyl-essigsaurechlorid wird zugetropft; dann
wird der Ansatz noch eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Der Ansatz wird auf Eis gegossen,
eventuell ausgefallenes Aluminiumhydroxid wird mit verdinnter Salzsdure in Losung gebracht. Die
organische Phase wird mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
nacheinander mit Wasser, 2 %iger Natriumhydroxidlésung und Wasser gewaschen, mit
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abgedampft.

1,2-Bis(4-methoxyphenyl)-ethanon (2)

0,072 mol (9,6 g) Aluminiumchlorid und 0,06 mol (6,49 g) Anisol werden in absolutem
Dichlormethan gelést und mittels Eisbad auf 0°C gebracht. 0,06 mol (11,08 g) 4-
Methoxyphenylessigsaurechlorid (1) wird zugetropft; dann wird der Ansatz noch eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Aufarbeitung gemal der allgemeinen Vorschrift wird der
zuruckbleibende Feststoff aus Ether/Ethanol umkristallisiert, abgesaugt und mit kaltem Ether
gewaschen.

C16H1603 (256,30)

cremeweisses Pulver, Schmp. 113°C

Ausbeute: 0,04 mol (10,38 g), 70 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [(D6)DMSO] 6 = 8.01 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.17 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 7.04 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 6.86 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 4.22 (s, 2H, CHCO), 3.83 (s, 3H, OCH;), 3.71 (s, 3H, OCH,)

MS (El, 50°C): m/z (%) = 256 [M]* (6), 135 (100), 121 (12), 107 (8), 92 (9), 77 (15)

IR (KBr, /cm): 3417(b, w), 3035(w), 2965(m), 2841(m), 2045(w), 1676(s), 1599(s), 1512(s),
1465(m), 1443(m), 1314/1306(m), 1266(s), 1250(s), 1169(s), 1115(m), 1027(s), 992(m), 831(s),
809(m), 780(m), 742(w), 630(w)

1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)-ethan-1-on (3)

0,072 mol (9,6 g) Aluminiumchlorid und 0,06 mol (8,55 g) 3-Chloranisol werden in absolutem
Dichlormethan gelést und mittels Eisbad auf 0°C abgekudhlt. 0,06 mol (11,08 g) 4-
Methoxyphenylessigsaurechlorid (1) wird zugetropft; dann wird der Ansatz noch eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Aufarbeitung gemal der allgemeinen Vorschrift wird das
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zurlickbleibende Ol mit Petrolether/Ethylacetat 4+1 an Kieselgel saulenchromatographisch
aufgetrennt, um die beiden entstandenen Isomere voneinander zu trennen. In der zweiten
Hauptfraktion ist das gewlinschte Isomer enthalten und kristallisiert nach Abdampfen des
Losungsmittels aus.

C16H15ClO; (290,74)

gelbliche Kristalle, Schmp. 71°C

Ausbeute: 0,015 mol (4,36 g), 25 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.52 (d, 1H, J = 8.7, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.92 (d, 1H, J = 2.5,
ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.80 (dd, 1H, J = 2.5, J = 8.7,ArH), 4.21 (s, 2H, CH.CO), 3.83 (s,
3H, OCH;), 3.78 (s, 3H, OCH5)

MS: (El, 50°C): m/z (%) = 290 [M]" (6), 169 (100), 135 (12), 121 (31), 77 (14)

IR (KBr, /cm): 3433(b, m), 3029(w), 2961(w), 2838(w), 2045(w), 1690(s), 1596(s), 1512(s),
1459(m), 1404(w), 1303(m), 1242(s), 1201(m), 1177(m), 1056(s), 1029(s), 987(m), 876(m),
816(m), 785(m)

1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)-ethan-1-on (4)

0,072 mol (9,6 g) Aluminiumchlorid und 0,06 mol (6,86 mL) 3-Fluoranisol werden in absolutem
Dichlormethan gelést und mittels Eisbad auf 0°C abgekudhlt. 0,06 mol (11,08 g) 4-
Methoxyphenylessigsaurechlorid (1) wird zugetropft; dann wird der Ansatz noch eine Stunde bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach Aufarbeitung gemal der allgemeinen Vorschrift wird das
zuriickbleibende Ol einige Tage stehengelassen. Es kristallisiert ein Teil der Substanz aus. Die
Mischung wird mit kaltem Ethylacetat gewaschen. Die zurlckbleibenden Kristalle werden
getrocknet.

C16H1sF O3 (274,29)

gelbliche Kristalle, Schmp. 70°C

Ausbeute: 0,04 mol (11,0 g), 67 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.89 (t, 1H, J = 8.8), 7.18 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.87 (d, 2H, J = 8.6, ArH),
6.75 (dd, 1H, J = 8.9, J = 2.3, ArH), 6.62 (dd, 1H, J = 13.2, J = 2.3, ArH), 4.20 (d, 2H, J = 2.6,
CH-CO), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.80 (s, 3H, OCH,)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 274 [M]" (8), 153 (100), 121 (22), 95 (6), 77 (7)

IR (KBr, /cm): 3407(b, w), 3002(w), 2840(w), 1677(s), 1613(s), 1572(m), 1513(s), 1448(m),
1339(s), 1274(s), 1242(s), 1200(s), 1158(m), 1098(m), 1031(s), 991 (m), 951(m), 842(m), 822(m),
788(m), 627(w)

Allgemeine Vorschrift fir die Friedel-Crafts-Acylierung mit Alkanoylchlorid:

Aluminiumchlorid wird in Dichlormethan gel6dst, mittels Eisbad auf 0°C abgekihlt und
Alkanoylchlorid zugetropft. Es wird eine halbe Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wird bei
0°C das entsprechende Anisolderivat in Dichlormethan zugetropft. Bei Raumtemperatur wird
geruhrt bis die Reaktion beendet ist (DC-Kontrolle). Es wird auf 0°C abgekuhlt und Wasser
hinzugegeben. Der Ansatz wird mit Dichlormethan ausgeschittelt, die vereinigten organischen
Phasen mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung und gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel abgedampft.

1-(4-Methoxyphenyl)pentan-1-on (5)

0,048 mol (6,4 g) Aluminiumchlorid wird in Dichlormethan gel6st, zuerst wird 0,039 mol (4,7 mL)
Pentanoylchlorid zugetropft, dann 0,046 mol (5 mL) Anisol.
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C12H160, (192,25)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,035 mol (6,8 g), 91 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] 8 = 7.95 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.9), 3.87 (s, 3H, OCHs), 2.92 {t,
2H, J = 7.6, COCH>CH,CH,CHj3), 1.71 (quint, 2H, J = 7.5, COCH,CH.CH,CHjs), 1.41 (sextett, 2H, J
= 7.5, COCHzCHzCHzCHs), 0.95 (t, 3H, J= 7.4, COCHzCHzCHzCHs)

1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (6)

0,063 mol (8,35 g) Aluminiumchlorid wird in Dichlormethan gel6st, zuerst wird 0,051 mol (3,62 mL)
Acetylchlorid zugetropft, dann 0,06 mol (7,37 mL) 3-Chloranisol.

CoHqCIO, (184,62)

hellgelbes Ol

Ausbeute: 0,047 mol (8,68 g), 92 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCl;] 5 =7.68 (d, 1H, J = 8.7, ArH), 6.94 (d, 1H, J = 2.5, ArH), 6.84 (dd, 1H, J =8.7, J =
2.5, ArH), 3.85 (s, 3H, OCHs), 2.64 (s, 3H, COCH5)

MS: (El, 35°C): m/z (%) = 184 [M]"(26), 169 (100), 126 (15), 111 (6), 77 (16)

IR (Film, /cm): 3510(b, w), 3082(m), 3006(m), 2971(m), 2841(m), 1910(b, w), 1688(b, s), 1597(b,
s), 1489(s), 1397(s), 1305(s), 1250/1233(s), 1184(s), 1094(s), 1038(s), 964(s), 876(s), 817(s),
687(m)

1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (7)

0,063 mol (8,35 g) Aluminiumchlorid wird in Dichlormethan gel6st, zuerst wird 0,051 mol (3,62 mL)
Acetylchlorid zugetropft, dann 0,06 mol (6,85 mL) 3-Fluoranisol.

CoHoFO2 (168,16)

farblose langliche Kristalle, Schmp. 51°C

Ausbeute: 0,047 mol (7,84 g), 92 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] 6 =7.88 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 6.75 (dd, 1H, J = 8.9, J = 2.4, ArH), 6.61 (dd, 1H, J
=13.1,J=2.4, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH5), 2.59 (d, 3H, COCH5)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 168 [M]*(29), 153 (100), 110 (16), 95 (11), 82 (7), 77 (6)

IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2966(w), 2838(w), 1668(s), 1613(s), 1574(m), 1501(m), 1442(m),
1366(m), 1339(m), 1263(s), 1230(m), 1195(m), 1160(m), 1121(m), 1068(m), 1025(m), 967(w),
951(m), 845(m), 725(w)

Allgemeine Vorschrift zur a-Bromierung von 4-Methoxyphenylalkanonen:

Das entsprechende 4-Methoxyphenylalkanon wird in THF oder Ether absolut gelést. Nachdem mit
einem Eisbad auf 0°C gekihlt wurde, wird Brom so langsam zugetropft, dass der Ansatz sich nach
jeder Zugabe wieder entfarbt. Es wird weiter gerihrt und dann das L&ésungsmittel bei
Raumtemperatur abgedampft. Der Ruckstand wird mit 1 %iger Natriumchloridlésung versetzt und
10 Minuten geruhrt. Es wird mit Ethylacetat ausgeschuttelt und die vereinigten organischen
Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abgedampft.

2-Brom-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (8)

0,06 mol (9 g) 1-(4-Methoxyphenyl)ethan-1-on wird in 150 mL THF absolut gelést. Eine
Spatelspitze Aluminiumchlorid wird hinzugegeben. Nachdem mit einem Eisbad auf 0°C gekuhit
wurde, wird 0,06 mol (3,07 mL) Brom langsam zugetropft. Nach Aufarbeitung fallen aus dem Ol
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nach Stunden bis Tagen durchsichtige bis braune Kristalle aus. Diese werden abgesaugt und mit
Cyclohexan gewaschen.

CoHoBrO, (229,07)

farblose bis braune langliche Kristalle, Schmp. 62°C

Ausbeute: 0,031 mol (7,04 g), 51 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCl;] = 7.98 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.96 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 4.40 (s, 2H, CH:Br), 3.89
(s, 3H, OCH5)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 228 [M]*(5), 135 (100), 121 (9), 92 (11), 77 (17), 63 (7)

IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2939(w), 2840(w), 1689(s), 1600(s), 1513(m), 1439(w), 1326(m),
1264(s), 1262(m), 1208(m), 1169(s), 1119(w), 1022(m), 841(m), 818(m), 747(w), 688(w), 630(w)

2-Brom-(4-methoxyphenyl)pentan-1-on (9)

0,006 mol (1,15 g) 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-1-on (5) wird in 40 mL Ether absolut geldst.
Nachdem mit einem Eisbad auf 0°C gekuhlt wurde, wird 0,006 mol (0,3 mL) Brom langsam
zugetropft.

C12H1sBrO, (271 ,15)

grauer Feststoff, Schmp. 38°C

Ausbeute: 4,8 mmol (1,3 g), 80 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] & = 8.01 (d, 2H, J = 9.0, ArH), 6.96 (d, 2H, J = 9.0, ArH), 5.12 (t, 1H, J = 7.2,
COCBrHCH,CH.CHgs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 2.14 (m, 2H, COCBrHCH,CH,CH3), 1.44 (m, 2H,
COCBrHCH,CH:CHs), 0,98 (t, 1H, J = 7.4, COCBrHCH,CH,CHs)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 270 [M]*(1), 230 (2), 191 (5), 135 (100), 107 (8), 92 (12), 77 (16)

IR (KBr, /cm): 3318(b, w), 2934(s), 2871(m), 1668(s), 1604(s), 1572(m), 1510(m), 1459(m),
1421(m), 1376(m), 1347(m), 1259(b, s), 1212(m), 1181(s), 1114(m), 1024(s), 971(m), 849(m),
817(m), 769(w), 695(w)

2-Brom-(2-chlor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (10)

0,03 mol (5,54 g) 1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (6) wird in 75 mL THF absolut geldst.
Eine Spatelspitze Aluminiumchlorid wird hinzugegeben. Nachdem mit einem Eisbad auf 0°C
gekuhlt wurde, wird 0,03 mol (1,54 mL) Brom langsam zugetropft. Nach Aufarbeitung fallen aus
dem OI nach Stunden bis Tagen durchsichtige bis braune Kristalle aus. Diese werden abgesaugt
und mit Cyclohexan gewaschen.

CoHeBrClO- (263,52)

farblose bis braune langliche Kristalle, Schmp. 56°C

Ausbeute: 0,01 mol (2,63 g), 33 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'"H-NMR: [CDCl;] 8 =7.70 (d, 1H, J = 8.8, ArH), 6.96 (d, 1H, J = 2.5, ArH), 6.88 (dd, 1H, J = 2.5, J =
8.8, ArH), 4.55 (s, 2H, CH:Br), 3.87 (s, 3H, OCH})

MS (El, 35°C): m/z (%) = 262 [M]*(4), 169 (100), 141 (1), 126 (10), 98 (3), 77 (11), 63 (16)

IR (KBr, /cm): 3368(b, w), 3076(m), 3004(m), 2947(m),2842(w), 1909(w), 1764(w), 1693(s),
1597(s), 1559(s), 1484(m), 1461(m), 1399(m), 1296(s), 1239(s), 1194(s), 1053(s), 1034(s),
978(m), 885(s), 811(s), 754(w), 675(w)

2-Brom-(2-fluor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (11)
0,048 mol (8,4 g) 1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (7) wird in 120 mL THF absolut geldst.

Eine Spatelspitze Aluminiumchlorid wird hinzugegeben. Nachdem mit einem Eisbad auf 0°C
gekuhlt wurde, wird 0,048 mol (2,44 mL) Brom langsam zugetropft. Nach Aufarbeitung fallen aus
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dem Ol nach Stunden bis Tagen durchsichtige Kristalle aus. Diese werden abgesaugt und mit
Cyclohexan gewaschen.

CoHsBrFO; (247,06)

farblose langliche Kristalle, Schmp. 66°C

Ausbeute: 0,018 mol (4,4 g), 37 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] 6 =7.95 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 6.80 (dd, 1H, J = 2.4, J = 8.9, ArH), 6.65 (dd, 1H, J
=24,J=13,3ArH), 4.48 (d, 2H, J = 2.6, CH:Br), 3.88 (s, 3H, OCH5)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 246 [M]*(5), 153 (100), 139 (9), 110 (11), 95 (9), 82 (7)

IR (KBr, /cm): 3403(b, w), 3091(w), 2950(w), 1936(w), 1688(s), 1610(s), 1570(m), 1440(m),
1382(m), 1289(s), 1229(s), 1191(m), 1158(m), 1115(s), 1030(w), 991(w), 855(m), 832(m), 730(w),
684(w), 639(w)

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der 1.4-Diketone:

Das entsprechende Bis-4-methoxyphenylethanonderivat wird in absolutem THF geldst und mit
dem Kryostaten auf -78°C abgekihlt. Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,5 molar in Toluol) wird
zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C rihren, dann wird das entsprechende a-Bromketon in THF
geldst zugetropft. Es wird eine weitere Stunde bei -78°C gerihrt und der Ansatz Uber Nacht auf
Raumtemperatur kommen gelassen. Die Reaktion wird mit Wasser gestoppt und mit Ethylacetat
weiter verdinnt. Nacheinander wird mit Wasser und gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen,
dann wird die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abgedampft.
Die Aufarbeitung erfolgt Gber Saulenchromatographie beginnend mit Petrolether/Ethylacetat 4+1;
Gradient bis 1+1, an Kieselgel.

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12)

0,024 mol (6,09 g) 1,2-Bis-(4-methoxyphenyl)ethanon (2) wird in 200 mL THF geldst und mit dem
Kryostaten auf -78°C abgekihlt. 52 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,026 mol in Toluol)
wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C rihren, dann wird 0,026 mol (6 g) 2-Brom-1-(4-
methoxyphenyl)-ethanon (8) in THF gel6st zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen Vorschrift
aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

C25H2405 (404,46)

hellbeiges Pulver, Schmp. 134°C

Ausbeute: 0,020 mol (7,99 g), 82 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 210°C): m/z (%) = 404 [M]" (12), 386 (1), 371 (1), 269 (3), 135 (100), 107 (4), 92 (4), 77
(7)

IR (KBr, /cm): 3419(b, w), 2932(w), 2836(w), 2047(w), 1667(s), 1600(s), 1511(s), 1459(m),
1419(m), 1320(m), 1304(m), 1249(b, s), 1167(s), 1112(w), 1029(m), 994(m), 954(w), 848(m),
791(w), 666(w)

1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (13)

0,007 mol (2 g) 1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (3) wird in 57 mL
THF geldst und mit dem Kryostaten auf -78°C abgekuhlt. 15 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung
(0,008 mol in Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde be -78°C rihren, dann wird 0,007 mol (1,58 g)
2-Brom-1-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (8) THF gel6st zugetropft. Es wird gemaR der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

C2sH23ClOs (438,9)
oranges Pulver, Schmp. 50°C
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Ausbeute: 0,003 mol (1,47 g), 49 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 125°C): m/z (%) = 438 [M]" (5), 169 (30), 152 (7), 135 (100), 77 (19)

IR (KBr, /cm): 3418(b, s), 2938(w), 2360(m), 2331(m), 1672(m), 1601(s), 1511(m), 1459(w),
1303(m), 1252(s), 1172(m), 1029(m), 832(m)

1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (14)

0,012 mol (3,37 g) 1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (4) wird in 95 mL
THF geldst und mit dem Kryostaten auf -78°C abgekihlt. 25 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung
(0,013 mol in Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C ruhren, dann wird 0,013 mol (2,82 g)
2-Brom-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (8) in THF gel6st zugetropft. Es wird gemaR der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

CasH2sFOs (422,45)

gelbes Pulver, Schmp. 115°C

Ausbeute: 0,005 mol (2,11 g), 41 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 125°C): m/z (%) = 422 [M]" (12), 404 (1), 287 (3), 153 (51), 135 (100)

IR (KBr, /cm): 3433(b, m), 2934(m), 2360(w), 2333(w), 1670(s), 1608(s), 1510(s), 1460(m),
1338(m), 1252(s), 1172(s), 1118(m), 1031(s), 961(m), 837(s)

4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (15)

0,007 mol (1,8 g) 1,2-Bis-(4-methoxyphenyl)ethanon (2) wird in 58 mL THF gel6st und mit dem
Kryostaten auf -78°C abgekihlt. 15 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,008 mol in Toluol)
wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C rihren, dann wird 0,007 mol (2 g) 2-Brom-1-(2-chlor-4-
methoxyphenyl)ethanon (10) THF gelodst zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen Vorschrift
aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

Ca2sH23ClOs (438,9)

gelbes Pulver, Schmp. 111°C

Ausbeute: 0,0056 mol (2,46 g), 80 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 150°C): m/z (%) = 438 [M]" (8), 269 (3), 169 (38), 135 (100), 77 (14)

IR (KBr, /cm): 3432(b, m), 2938(w), 2359(w), 2331(w), 1673(m), 1599(s), 1510(m), 1459(w),
1303(m), 1249(s), 1173(m), 1029(m), 835(m)

4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (16)

0,011 mol (2,77 g) 1,2-Bis-(4-methoxyphenyl)ethanon (2) wird in 83 mL THF gelést und mit dem
Kryostaten auf -78°C abgekuhlt. 22 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,011 mol in Toluol) wird
zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C ruhren, dann wird 0,011 mol (2,67 g) 2-Brom-1-(2-fluor-4-
methoxyphenyl)ethan-1-on (11) in THF geldst zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

CasH2sFOs (422,45)

gelbes Pulver, Schmp. 99°C

Ausbeute: 0,006 mol (2,5 g), 55 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 150°C): m/z (%) = 422 [M]* (14), 404 (16), 389 (4), 153 (64), 135 (100)

IR (KBr, /cm): 3432(b, m), 2934(w), 2357(m), 2331(m), 1673(s), 1610(s), 1511(m), 1461(m),
1334(m), 1244(s), 1168(m), 1118(m), 1030(m), 948(w), 839(m)

1,4-Bis(2-fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (17)



137 8 Experimenteller Teil

0,023 mol (6,24 g) 1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (4) wird in 150 mL
THF geldst und mit dem Kryostaten auf -78°C abgekuhlt. 49 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung
(0,025 mol in Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C rihren, dann wird 0,025 mol (6,09 g)
2-Brom-1-(2-fluor-4-methoxyphenyl)ethan-1-on (11) in THF geldst zugetropft. Es wird gemafl der
allgemeinen Vorschrift aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

CasH2F20s5 (440,44)

gelbes Pulver, Schmp. 116°C

Ausbeute: 0,016 mol (7,23 g), 73 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 40°C): m/z (%) = 440 [M]* (7), 287 (3), 153 (100), 77 (19)

IR (Film, /cm): 3014(m), 2938(m), 2840(m), 2617(w), 2057 (w), 1673(s), 1612(s), 1574(s), 1511(s),
1442(s), 1340(s), 1238(s), 1158(s), 1119(s), 1102(s), 1033(s), 955(m), 838 (s), 757(s), 667(m)

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propylbutan-1,4-dion (18)

0,017 mol (4,3 g) 1,2-Bis-(4-methoxyphenyl)ethanon (2) wird in 130 mL THF geldst und mit dem
Kryostaten auf -78°C abgekuhlt. 34 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,017 mol in Toluol)
wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C rihren, dann wird 0,017 mol (4,55 g) 2-Brom-1-(4-
methoxyphenyl)pentan-1-on (9) in THF geldst zugetropft. Es wird gemaR der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert.

Ca2sH3005 (446,53)

braungelbes Pulver, Schmp. 100°C

Ausbeute: 0,009 mol (4,1 g), 55 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,2

MS (El, 125°C): m/z (%) = 446 [M]" (4), 311 (2), 256 (2), 135 (100), 107 (5), 92 (6)

IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2957(w), 2933(w), 2838(w), 1665(s), 1599(s), 1510(s), 1463(w),
1419(w), 1305(m), 1258(s), 1168(s), 1113(w), 1030(m), 993(m), 834(w), 792(w), 666(w), 632(w)

Allgemeine Vorschrift zur Cyclisierung zu 2,3,5-Triarylpyrrolen:

Das entsprechende 1,2,4-Trisaryl-1,4-dion und das entsprechende primare Amin werden in
absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure 24 Stunden bis sieben Tage gekocht.
Das Losungsmittel wird abgedampft und der Rickstand mit Petrolether/Ethylacetat 4+1 an
Kieselgel chromatographiert.

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (19)

1 mmol (0,404 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12) und 4,4 mL einer 8 molaren
Methylaminlésung (0,035 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure 24 Stunden zum Sieden erhitzt.

C26H2sNO3 (399,48)

gelber Feststoff, Schmp. 120°C

Ausbeute: 0,5 mmol (200 mg), 50 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.43 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.15 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 6.98 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.74 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.37 (s, 1H,
CH), 3.86 (s, 3H, OCH3;), 3.85 (s, 3H, OCH?s) 3.76(s, 3H, OCHs), 3.43 (s, 3H, NCH),

MS (El, 150°C): m/z (%) = 399 [M]" (100), 384 (24), 370 (8), 199 (11),

IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2934(w), 2834(w), 1893(w), 1612(w), 1561(w), 1518(m), 1499(s),
1463(m), 1287(m), 1246(s), 1176(m), 1030(m), 836(m), 807(w), 651(w)
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CHN: berechnet: x0,75 H,0: C: 75,62; H: 6,47; N: 3,40; gefunden: C: 75,68; H: 6,63; N: 3,64
2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-ethyl-1H-pyrrol (20)

1 mmol (0,404 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12) und 17,5 mL einer 2 molaren
Ethylaminlésung (0,035 mol in Methanol) werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure zwei Tage zum Sieden erhitzt.

C2H27NO3 (413,51)

gelber Feststoff, Schmp. 145°C

Ausbeute: 0,36 mmol (147 mg), 36 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.42 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.29 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.12 (d, 2H,J = 8.9,
ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.94 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.72 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.35 (s, 1H,
CH), 3.89 (q, 2H, J = 7.4, NCH:CHj5), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCH;) 3.75 (s, 3H, OCH5),
0.87 (t, 3H, J = 7.1, NCH,CH,)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 413 [M]" (100), 398 (13), 384 (16), 206 (12)

IR (KBr, /cm): 3405(b, w), 2934(w), 2836(w), 1893(w), 1611(m), 1562(m), 1519(s), 1500(s),
1460(m), 1289(m), 1242(s), 1179(m), 1029(s), 833(m), 800(m), 653(w)

CHN: berechnet: x0,25 H,0: C: 77,58; H: 6,63; N: 3,35; gefunden: C: 77,41; H: 6,53; N: 2,96

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (21)

1 mmol (0,404 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12) und 0,035 mol (3,0 mL)
Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure flinf Tage zum
Sieden erhitzt.

C2sH2NO3 (427,53)

gelber Feststoff, Schmp. 105°C

Ausbeute: 0,3 mmol (130 mg), 30 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.41 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.11 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.72 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.33 (s, 1H,
CH), 3.86 (s, 3H, OCH;), 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.80 ("t", 2H, J = 7.6, NCH.CH,CHj3), 3.75 (s, 3H,
OCHs), 1.29 (m, 2H, J = 7.6, NCH,CH>CHj3), 0.50 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 427 [M]* (100), 412 (6), 398 (11), 384 (6), 213 (9)

IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2934(w), 2834(w), 1891(w), 1611(m), 1560(w), 1518(m), 1500(s),
1464(m), 1288(m), 1248(s), 1178(m), 1031(s), 838(m), 790(w), 653(w)

CHN: berechnet: C: 78,66; H: 6,84; N: 3,28; gefunden: C: 78,77; H: 6,88; N: 3,08

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-isobutyl-1H-pyrrol (22)

2 mmol (0,808 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12) und 0,07 mol (7,0 mL)
Isobutylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure sieben Tage
zum Sieden erhitzt.

C2H31NO3 (441,56)

gelber Feststoff, Schmp. 108°C

Ausbeute: 0,34 mmol (147 mg), 17 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.40 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.23 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.12 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 6.96 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.73 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.32 (s, 1H,
CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.72 (d, 2H, J = 7.6,
NCH:CH(CHs),), 1.42 (m, 1H, NCH.CH(CHz3),), 0.42 (d, 6H, J = 6.7, NCH,CH(CH5),)

MS (El, 135°C): m/z (%) = 441 [M]" (100), 426 (2), 398 (15), 220 (7), 135 (7)
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IR (KBr, /cm): 3430(b, w), 2934(w), 2833(w), 1886(w), 1611(w), 1561(w), 1517(m), 1499(s),
1465(m), 1288(m), 1246(s), 1175(m), 1034(m), 836(m), 805(m), 656(w)
CHN: berechnet: x0,8 H,O: C: 76,39; H: 7,18; N: 3,06; gefunden: C: 76,15; H: 7,11; N: 2,76

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-isopentyl-1H-pyrrol (23)

1 mmol (0,404 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (12) und 0,035 mol (4,1 mL)
Isopentylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure vier Tage
zum Sieden erhitzt.

CaoH33NO; (455,59)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,4 mmol (182 mg), 40 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.41 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 7.12 (d, 2H, J = 8.5,
ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.72 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.33 (s, 1H,
CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCH;), 3.84 ("t", 2H, NCH.CH,CH(CHz3),), 3.75 (s, 3H,
OCHps), 1.14 (m, 3H, NCH.CH.CH(CHs).), 0.53 (d, 6H, J = 6.0, NCH,CH,CH(CH5).)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 455 [M]" (100), 398 (53), 227 (4), 152 (3), 135 (54)

IR (KBr, /cm): 3433(b, s), 2955(m), 2834(w), 1889(w), 1611(m), 1576(m), 1515(m), 1500(m),
1462(m), 1287(m), 1246(s), 1174(m), 1032(m), 834(m), 795(m), 649(w)

CHN: berechnet: C: 79,09; H: 7,30; N: 3,07; gefunden: C: 79,38; H: 7,35; N: 3,04

2-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (24)

1,1 mmol (0,500 g) 1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (13)
und 5 mL einer 8 molaren Methylaminlésung (0,04 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol
mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure 24 Stunden zum Sieden erhitzt.

C26H24CINO3 (433,93)

gelber Feststoff, Schmp. 103°C

Ausbeute: 0,28 mmol (118 mg), 25 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.43 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.21 (d, 1H, J = 8.5, ArH), 7.11 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 7.08 (d, 1H, J = 2.6, ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.82 (dd, 1H, J = 8.5, J = 2.6, ArH), 6.74
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.41 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCH5), 3.75 (s, 3H, OCH3),
3.35 (s, 3H, NCH,)

MS (El, 130°C): m/z (%) = 433 [M]" (30), 418 (5), 404 (5), 216 (4), 169 (25), 135 (100)

IR (KBr, /cm): 3435(b, s), 2928(w), 1889(w), 1609(m), 1577(w), 1513(m), 1463(m), 1341(w),
1287(m), 1247(m), 1176(m), 1035(m), 834(m), 801(m)

CHN: berechnet: C: 71,97; H: 5,57; N: 3,23; gefunden: C: 71,62; H: 5,65; N: 3,16

2-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (25)

1,7 mmol (0,72 g) 1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (14) und
7,5 mL einer 8 molaren Methylaminldsung (0,06 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit
einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure 24 Stunden zum Sieden erhitzt.

Ca6H24FNO; (417,47)

gelber Feststoff, Schmp. 57°C

Ausbeute: 0,94 mmol (393 mg), 55 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCI;] 6 = 7.43 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.15 (m, 3H, ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.72
(m, 4H, ArH), 6.39 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCH;), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.40
(s, 3H, NCH;)
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MS (El, 150°C): m/z (%) = 417 [M]* (100), 402 (23), 388 (13), 208 (14), 135 (3)

IR (KBr, /cm): 3428(b, m), 2935(w), 2834(w), 1887(w), 1625(m), 1578(m), 1518(m), 1498(s),
1464(m), 1288(m), 1246(s), 1177(m), 1108(m), 1024(m), 834(m), 801(m)

CHN: berechnet: C: 74,80; H: 5,79; N: 3,36; gefunden: C: 74,57; H: 5,97; N: 3,33

5-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (26)

1 mmol (0,439 g) 4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (15) und
4,4 mL einer 8 molaren Methylaminlésung (0,035 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit
einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure 24 Stunden zum Sieden erhitzt.

C26H24CINO3 (433,93)

gelber Feststoff, Schmp. 91°C

Ausbeute: 0,6 mmol (265 mg), 61 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.38 (d, 1H, J = 8.5, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.15 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 7.05 (d, 1H, J = 2.6, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.88 (dd, 1H, J = 8.5, J = 2.6, ArH), 6.74
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.34 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCH;), 3.76(s, 3H, OCH3),
3.26 (s, 3H, NCH)

MS (El, 90°C): m/z (%) = 433 [M]* (100), 418 (21), 404 (14), 216 (9), 135 (10)

IR (KBr, /cm): 3431(b, w), 2934(w), 2834(w), 1897(w), 1609(m), 1565(w), 1517(m), 1491(m),
1463(m), 1287(m),1246(s), 1177(m), 1035(m), 834(m), 651(w)

CHN: berechnet: C: 71,97; H: 5,57; N: 3,23; gefunden: C: 71,70; H: 5,88; N: 3,15

5-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (27)

2 mmol (0,856 g) 4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (16) und 9
mL einer 8 molaren Methylaminlésung (0,071 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit
einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure 24 Stunden zum Sieden erhitzt.

C26H24FNO; (417,47)

gelber Feststoff, Schmp. 128°C

Ausbeute: 1,32 mmol (551 mg), 66 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.36 (t, 1H, J = 8.6, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.75 (m, 4H, ArH), 6.38 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s,
3H, OCH;), 3.76 (s, 3H, OCH5), 3.34 (s, 3H, NCH,)

MS (El, 120°C): m/z (%) = 417 [M]" (100), 402 (21), 388 (13), 208 (9), 135 (44)

IR (KBr, /cm): 3434(b, w), 2959(w), 2836(w), 1897(w), 1624(m), 1560(m), 1516(m), 1496(s),
1468(m), 1290(s), 1246(s), 1179(m), 1155(m), 1122(m), 1027(m), 837(m)

CHN: berechnet: C: 74,80; H: 5,79; N: 3,36; gefunden: C: 74,64; H: 5,95; N: 3,22

2-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (28)

2,2 mmol (0,97 g) 1-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (13) und
0,077 mol (6,5 mL) Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure flinf Tage zum Sieden erhitzt.

C2sH25CINO; (461,98)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,13 mmol (60 mg), 6 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.41 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.25 (d, 1H, J = 8.4, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 7.06 (d, 1H, J = 2.6, ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.84 (dd, 1H, J = 8.5, J = 2.6 ArH), 6.73
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(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.37 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 6H, OCHs), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.59 (m, 2H,
NCHzCHzCHs), 1.28 (m, 2H, NCHzCHzCHs), 0.53 (t, 3H, NCH2CH2CH3)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 461 [M]* (100), 430 (10), 412 (6), 376 (5), 230 (8)

IR (KBr, /cm): 3431(b, m), 2957(w), 2834(w), 2361(w), 1610(m), 1565(m), 1513(m), 1462(m),
1341(w), 1287(m), 1244(s), 1176(m), 1031(m), 834(m), 794(m)

CHN: berechnet: C: 72,80; H: 6,11; N: 3,03; gefunden: C: 73,15; H: 6,35; N: 3,10

2-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (29)

3,3 mmol (1,4 g) 1-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,4-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (14) und
0,172 mol (9,8 mL) Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure vier Tage zum Sieden erhitzt.

Ca2sH2sFNO; (445,53)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,46 mmol (205 mg), 14 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 8 = 7.41 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.18 (t, 1H, J = 8.4, ArH), 7.12 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 6.96 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.73 (m, 4H, ArH), 6.36 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCH5), 3.85 (s,
3H, OCH;) 3.75(s, 3H, OCHs), 3.70 (m halb unter s von OCHj3, 2H, NCH,CH,CH3), 1.29 (m, 2H,
NCHzCHzCHs), 0.52 (t, 3H, J= 7.4, NCHzCHzCHs)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 445 [M]* (100), 416 (10), 388 (9), 222 (9), 135 (12)

IR (KBr, /cm): 3431(b, m), 2955(w), 2360(w), 1887(w), 1626(m), 1572(w), 1517(w), 1502(w),
1460(w), 1287(w), 1244(m), 1170(w), 1029(m), 834(m)

CHN: berechnet: C: 75,48; H: 6,33; N: 3,14; gefunden: C: 75,57; H: 6,68; N: 3,15

5-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (30)

2 mmol (0,878 g) 4-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (15) und
0,07 mol (5,9 mL) Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure drei Tage zum Sieden erhitzt.

Ca2sH2sCINO; (461,98)

gelber Feststoff, Schmp. 87°C

Ausbeute: 1,3 mmol (618 mg), 67 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.37 (d, 1H, J = 8.5, ArH), 7.27 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.12 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 7.04 (d, 1H, J = 2.6, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.87 (dd, 1H, J = 8.5, J = 2.6, ArH), 6.72
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.32 (s, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.75 (s, 3H, OCH;), 3.63 ("t", 2H,
NCHzCHzCHs), 1.20 (sextett, 2H, J= 7.5, NCHZCH2CH3), 0.48 (t, 3H, NCHzCHzCH3)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 461 [M]" (100), 446 (5), 433 (8), 230 (8), 135 (12)

IR (KBr, /cm): 3420(b, m), 2958(m), 2824(m), 2360(w), 1609(m), 1564(m), 1517(m), 1491(s),
1462(m), 1287(m), 1244(s), 1176(m), 1032(m), 834(s), 795(m), 650(w)

CHN: berechnet: C: 72,80; H: 6,11; N: 3,03; gefunden: C: 72,78; H: 6,36; N: 3,03

5-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (31)

3,9 mmol (1,6 g) 4-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (16) und
0,34 mol (11,6 mL) Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure drei Tage zum Sieden erhitzt.

Ca2sH2sFNO; (445,53)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,5 mmol (221 mg), 13 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5
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'H-NMR: [CDCl;] = 7.34 (t, 1H, J = 8.5, ArH), 7.27 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.11 (d, 2H, J = 8.9, ArH),
6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.76 (m, 2H, ArH), 6.72 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.35 (s, 1H, CH), 3.85 (s,
3H, OCHs), 3.75 (s, 3H, OCH;), 3.70 ("t", 2H, J = 7.6, NCH.CH,CHj3), 1.21 (m, 2H, NCH,CH.CH5),
0.49 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 445 [M]" (100), 416 (2), 388 (3), 323 (1), 222 (9)

IR (KBr, /cm): 3370(b, s), 2956(w), 2834(w), 1888(w), 1626(m), 1579(m), 1517(m), 1498(m),
1463(m), 1287(m), 1246(s), 1177(m), 1153(m), 1102(m), 1029(m), 950(w), 940(w), 835(s), 795(m)
CHN: berechnet: C: 75,48; H: 6,33; N: 3,14; gefunden: C: 75,79; H: 6,37; N: 3,20

2,5-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (32)

5,5 mmol (2,4 g) 1,4-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (17) und 24
mL einer 8 molaren Methylaminldsung (0,19 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit einer
Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure zwei Tage zum Sieden erhitzt.

CasH2sF2NO3 (435,46)

gelber Feststoff, Schmp. 54°C

Ausbeute: 0,83 mmol (360 mg), 15 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.37 (t, 1H, J = 8.6, ArH), 7.16 (m, 3H, ArH), 6.74 (m, 6H, ArH), 6.41 (s, 1H,
CH), 3.85 (s, 3H, OCH), 3.84 (s, 3H, OCHSs), 3.76 (s, 3H, OCH5), 3.32 (s, NCH)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 435 [M]" (100), 420 (32), 405 (15), 217 (9)

IR (KBr, /cm): 3434(b, s), 2954(w), 1626(s), 1577(m), 1517(m), 1496(s), 1464(m), 1314(m),
1288(s), 1245(s), 1156(s), 1121(m), 1035(m), 836(m)

CHN: berechnet: C: 71,71; H: 5,32; N: 3,22; gefunden: C: 71,66; H: 5,67; N: 3,16

2,5-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (33)

11 mmol (4,9 g) 1,4-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)butan-1,4-dion (17) und
0,39 mol (32,6 mL) Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-
Toluolsulfonsaure drei Tage zum Sieden erhitzt.

Ca2sH27F2NO3 (463,52)

gelber Feststoff, Schmp. 50°C

Ausbeute: 0,88 mmol (408 mg), 8 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] 8 =7.34 (t, 1H, J = 8.6, ArH), 7.19 (t, 1H, J = 8.3, ArH), 7.12 (d, 2H, J = 8.7, ArH),
6.75 (m, 6H, ArH), 6.38 (s, 1H, CH), 3.85 (s, 6H, OCHs), 3.75 (s, 3H, OCH;), 3.65 (m, 2H,
NCH-CH>CH3), 1.31 (m, 2H, NCH.CH-CHs), 0.51 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 463 [M]* (100), 433 (13), 406 (11), 231 (9), 192 (6)

IR (KBr, /cm): 3435(b, s), 2963(m), 1627(s), 1576(s), 1517(s), 1496(s), 1465(m), 1314(m), 1287(s),
1244(s), 1189(m), 1156(s), 1122(m), 1030(m), 837(m)

CHN: berechnet: C: 72,55; H: 5,87; N: 3,02; gefunden: C: 72,53; H: 5,89; N: 3,05

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-4-propyl-1H-pyrrol (34)

2,5 mmol (1,1 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propylbutan-1,4-dion (18) und 11 mL einer 8
molaren Methylaminlésung (0,086 mol in Ethanol) werden in absolutem Ethanol mit einer
Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure flinf Tage zum Sieden erhitzt.

Ca29H31NOs (441,56)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,38 mmol (167 mg), 15 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5
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'H-NMR: [CDCl;] = 7.36 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.15 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 6.99 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.81 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.78 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 3.87 (s, 3H,
OCHs), 3.79 (s, 3H, OCH;), 3.78 (s, 3H, OCHs), 3.32 (s, 3H, NCHs), 2.43 ("t", 2H, J = 7.6,
CH2CH2CH3), 1.20 (m, 2H, CHzCHzCHs), 0.65 (t, 3H, J= 7.3, CHZCHZCHS)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 441 [M]" (100), 412 (53), 385 (17), 220 (14), 135 (38)

IR (KBr, /cm): 3434(b, m), 2955(w), 1889(w), 1612(m), 1576(m), 1517(m), 1504(m), 1462(m),
1362(w), 1267(m), 1246(s), 1174(m), 1105(m), 1029(s), 825(s), 807(s)

CHN: berechnet: C: 78,88; H: 7,08; N: 3,17; gefunden: C: 78,52; H: 7,32; N: 2,85

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-ethyl-4-propyl-1H-pyrrol (35)

3,4 mmol (1,5 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propylbutan-1,4-dion (18) und 60 mL einer 2
molaren Ethylaminlésung (0,12 mol in Methanol) werden in absolutem Ethanol mit einer
Spatelspitze p-Toluolsulfonsaure sechs Tage zum Sieden erhitzt.

Ca0H3sNO3 (455,59)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,22 mmol (102 mg), 7 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [(D6)DMSO0] & = 7.21 (d, 2H, J= 8.7, ArH), 7.02 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.91 (d, 2H,J = 8.8,
ArH), 6.88 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.75 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.64 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 3.69 (s, 3H,
OCH;), 3.61 (s, 3H, OCHSs), 3.58 (m, 5H, NCH:CH3 und OCH5), 2.16 ("t", 2H, J = 8.0, CH2CH,CHs5),
0.96 (m, 2H, CH,CH.CHj3), 0.57 (t, 3H, J = 7.1, NCH.CHs), 0.43 (t, 3H, J = 7.3, CH.CH.CH>)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 455 [M]" (100), 426 (53), 398 (22), 380 (4), 227 (16)

IR (KBr, /cm): 3431(b, m), 2955(w), 1890(w), 1622(m), 1514(w), 1461(w), 1342(w), 1286(w),
1245(m), 1176(w), 1031(w), 834(w)

CHN: berechnet: x0,67 H,O: C: 77,06; H: 7,34; N: 3,00; gefunden: C: 77,00; H: 7,57; N: 2,97

2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1,4-dipropyl-1H-pyrrol (36)

4,7 mmol (2,1 g) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propylbutan-1,4-dion (18) und 0,16 mol (13,5 mL)
Propylamin werden in absolutem Ethanol mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsdure sieben Tage
zum Sieden erhitzt.

Cs1H3sNO3 (469,61)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,24 mmol (110 mg), 5 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] d = 7.33 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.14 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.07 (d, 2H, J = 8.8,
ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.81 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.75 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 3.87 (s, 3H,
OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs), 3.77 (s, 3H, OCH;), 3.68 ("t", 2H, J = 7.6, NCH.CH,CHj3), 2.38 ("t", 2H,
J = 8.0, CH:CH,CHs), 1.20 (m, 4H, CH.CH.CH; und NCH.CH:CHs), 0.63 (t, 3H, J = 7.3,
NCH,CH,CH,), 0.46 (t, 3H, J = 7.4, CH,CH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 469 [M]" (100), 440 (42), 412 (21), 234 (14), 135 (16)

IR (KBr, /cm): 3429(b, s), 2961(m), 2836(w), 1890(w), 1616(m), 1517(m), 1462(m), 1343(w),
1260(s), 1176(m), 1100(s), 1027(s), 804(s)

CHN: berechnet: x1 H,O: C: 76,36; H: 7,64; N: 2,87; gefunden: C: 76,16; H: 7,71; N: 2,52

Allgemeine Vorschrift zur Entschitzung der 2.3.5-Tris-(4-methoxyphenyl)-pyrrole mit Bortribromid:

Das entsprechende 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-pyrrol wird unter Schutzbegasung in 15 mL
absolutem Dichlormethan geldst. Mittels Eisbad wird der Ansatz auf 0°C gekuhlt und langsam
Bortribromid geldst in 5 mL absolutem Dichlormethan zugetropft. Der Ansatz wird tber Nacht bei
Raumtemperatur weitergeriihrt und am nachsten Tag auf Eis gegossen und mit Ethylacetat
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das
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Losungsmittel bei  Raumtemperatur abgedampft. Die  Aufreinigung erfolgt  Gber
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 9+1.

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (37)

0,45 mmol (180 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (19) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 2,3 mmol (564 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2H1sNO3 (357,4)

gelber Feststoff, Schmp. 136°C

Ausbeute: 0,3 mmol (109 mg), 68 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.55 (s, 1H, OH), 9.51 (s, 1H, OH), 9.10 (s, 1H, OH), 7.30 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.10 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.83 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.79 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.56 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.20 (s, 1H, CH), 3.3 (s, 3H, NCH)

MS (El, 30°C): m/z (%) = 357 [M]* (100), 327 (4), 280 (4), 178 (7), 121 (5)

IR (KBr, /cm): 3389(b, s), 3043(w), 1892(w), 1702(w), 1567(m), 1519(s), 1500(s), 1377(m), 1235(b,
s), 1144(w), 1102(m), 836(m)

CHN: berechnet: x1,1 EtOAc: C: 71,6; H: 6,01; N: 3,08; gefunden: C: 71,66; H: 6,27; N: 3,20

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1H-pyrrol (38)

0,61 mmol (250 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-ethyl-1H-pyrrol (20) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 3,0 mmol (757 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C24H21NO3 (371,15)

gelboranger Feststoff, Schmp. 127°C

Ausbeute: 0,45 mmol (166 mg), 74 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.58 (s, 1H, OH), 9.53 (s, 1H, OH), 9.08 (s, 1H, OH), 7.27 (d, 2H, J
8.5, ArH), 7.11 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.91 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.82 (m, 4H, ArH), 6.54 (d, 2H, J
8.6, ArH), 6.17 (s, 1H, CH), 3.77 (q, 2H, J = 6.8, NCH>CHj3), 0.77 (t, 3H, J = 7.0, NCH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 371 [M]" (100), 343 (12), 316 (7), 185 (7), 121 (2)

IR (KBr, /cm): 3392(b, s), 2976(w), 1891(w), 1702(w), 1613(m), 1567(m), 1519(m), 1500(s),
1341(m), 1229(b, m), 1171(m), 1118(w), 836(m)

CHN: berechnet: x 0,5 EtOAc: C: 75,16; H: 6,06; N: 3,37; gefunden: C: 75,16; H: 6,21; N: 3,66

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (39)

0,5 mmol (220 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (21) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 2,6 mmol (645 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2sH23NO; (385,46)

oranger Feststoff, Schmp. 119°C

Ausbeute: 0,28 mmol (111 mg), 58 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.56 (s, 1H, OH), 9.51 (s, 1H, OH), 9.08 (s, 1H, OH), 7.26 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.91 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.81 (m, 4H, ArH), 6.54 (d, 2H, J =
8.7, ArH), 6.16 (s, 1H, CH), 3.71 ("t", 2H, J = 7.6, NCH,CH.CH3), 1.15 (m, 2H, J = 7.5,
NCH.CH-CHjs), 0.43 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 385 [M]" (43), 356 (6), 342 (6), 330 (3), 121 (14), 43 (100)
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IR (KBr, /cm): 3399(b, s), 2962(w), 1892(w), 1702(w), 1613(m), 1567(m), 1519(s), 1500(s),
1343(m), 1232(b, s), 1171(m), 1100(w), 836(m)
CHN: berechnet: x0,4 EtOAc: C: 75,94; H: 6,28; N: 3,33; gefunden: C: 76,02; H: 6,58; N: 3,28

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-isobutyl-1H-pyrrol (40)

0,45 mmol (200 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-isobutyl-1H-pyrrol (22) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 2,3 mmol (567 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2sH2sNO3 (399,48)

orangeroter Feststoff, Schmp. 210°C

Ausbeute: 0,31 mmol (125 mg), 70 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.54 (s, 1H, OH), 9.49 (s, 1H, OH), 9.08 (s, 1H, OH), 7.26 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.07 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.82 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.79 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.54 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.16 (s, 1H, CH), 3.66 (d, 2H, J = 7.4, NCH,CH(CHs).),
1.32 (m, 1H, J = 6.9, NCH.CH(CHs3).), 0.36 (d, 6H, J = 6.7, NCH.CH(CH}s).)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 399 [M]" (75), 356 (21), 199 (5), 121 (28), 43 (100)

IR (KBr, /cm): 3400(b, s), 2958(m), 1892(w), 1703(w), 1613(m), 1567 (m), 1519(s), 1500(s),
1333(m), 1229(b, s), 1171(m), 1100(w), 836(s)

CHN: berechnet: x0,5 EtOAc: C: 75,82; H: 6,54; N: 3,16; gefunden: C: 75,42; H: 6,18; N: 3,54

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-isopentyl-1H-pyrrol (41)

0,5 mmol (229 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-isopentyl-1H-pyrrol (23) wird in 15 mL
Dichlormethan gelést. 2,5 mmol (630 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2rH27NO3 (413,51)

gelber Feststoff, Schmp. 199°C

Ausbeute: 0,37 mmol (109 mg), 53 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.55 (s, 1H, OH), 9.51 (s, 1H, OH), 9.08 (s, 1H, OH), 7.26 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.10 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.81 (m, 4H, ArH), 6.54 (d, 2H, J =
8.7, ArH), 6.16 (s, 1H, CH), 3.77 ("t", 2H, J = 8.0, NCHCH,CH(CHs).), 1.05 (m, 3H,
NCH,CH.CH(CHs).), 0.49 (d, 6H, J = 6.4, NCH,CH.CH(CHs).)

MS (El, 170°C): m/z (%) = 413 [M]" (100), 356 (78), 308 (21), 135 (14), 121 (26)

IR (KBr, /cm): 3405(b, m), 2956(m), 1610(m), 1569(m), 1518(s), 1500(s), 1443(m), 1384(m),
1229(b, s), 1171(s), 1101(w), 875(w), 836(m)

CHN: berechnet: x2 H,0: C: 72,14; H: 6,95; N: 3,12; gefunden: C: 72,31; H: 7,24; N: 2,98

2-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3,5-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (42)

0,67 mmol (291 mg) 2-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol
(24) wird in 15 mL Dichlormethan gel6st. 3,4 mmol (840 mg) Bortribromid gelést in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

C2H1sCINO3 (391,85)

oranger Feststoff, Schmp. 105°C

Ausbeute: 0,33 mmol (128 mg), 49 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 10.10 (s, 1H, OH), 9.53 (s, 1H, OH), 9.11 (s, 1H, OH), 7.30 (d, 2H, J =
8.6, ArH), 7.14 (d, 1H, J = 8.4, ArH), 6.99 (d, 1H, J = 2.4, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.85 (d,
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2H, J = 8.6, ArH), 6.79 (dd, 1H, J = 8.4, J = 2.5, ArH), 6.57 (d, 2H, J = 8.7, ArH),6.28 (s, 1H, CH),
3.24 (s, 3H, NCH5)

MS (El, 170°C): m/z (%) = 391 [M]* (100), 341 (5), 326 (4), 195 (8), 121 (7)

IR (KBr, /cm): 3390(b, s), 2937(w), 2359(w), 1609(m), 1567(m), 1515(s), 1495(s), 1431(m),
1341(m), 1227(s), 1172(s), 1103(w), 896(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1,3 H20: C: 66,52; H: 5,00; N: 3,37; gefunden: C: 66,35; H: 5,38; N: 3,40

2-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-3,5-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (43)

0,84 mmol (352 mg) 2-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol
(25) wird in 15 mL Dichlormethan geldst. 4,2 mmol (1056 mg) Bortribromid geldst in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

C23H1sFNO; (375,39)

brauner Feststoff, Schmp. 158°C

Ausbeute: 0,28 mmol (106 mg), 34 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSO] & = 10.05 (s, 1H, OH), 9.55 (s, 1H, OH), 9.14 (s, 1H, OH), 7.30 (d, 2H, J =
8.6, ArH), 7.07 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 6.94 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.65 (m,
2H, ArH), 6.57 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.26 (s, 1H, CH), 3.28 (s, 3H, NCH5)

MS (El, 175°C): m/z (%) = 375 [M]" (100), 359 (5), 345 (3), 187 (9), 167 (2), 81 (3)

IR (KBr, /cm): 3402(b, s), 2930(m), 2361(w), 1612(b, s), 1513(s), 1501(s), 1450(m), 1379(m),
1341(m), 1297(m), 1243(s), 1172(s), 1106(m), 963(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1,6 H,O: C: 68,34; H: 5,29; N: 3,47; gefunden: C: 68,21; H: 5,46; N: 3,49

5-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-2,3-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (44)

0,45 mmol (195 mg) 5-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol
(26) wird in 15 mL Dichlormethan geldst. 2,2 mmol (563 mg) Bortribromid gelést in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

C23H1sCINO; (391,85)

oranger Feststoff, Schmp. 142°C

Ausbeute: 0,26 mmol (100 mg), 57 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.07 (s, 1H, OH), 9.57 (s, 1H, OH), 9.11 (s, 1H, OH), 7.29 (d, 1H,
8.4, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.94 (m, 3H, ArH), 6.81 (m, 3H, ArH), 6.56 (d, 2H, J =
ArH), 6.19 (s, 1H, CH), 3.13 (s, 3H, NCH5),

MS (El, 200°C): m/z (%) = 391 [M]" (100), 374 (2), 195 (5), 152 (2), 120 (1)

IR (KBr, /cm): 3399(b, s), 2944(w), 2360(m), 1609(s), 1566(s), 1519(s), 1493(s), 1433(m),
1376(m), 1338(m), 1226(s), 1172(s), 1060(m), 998(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1 H,O: C: 67,40; H: 4,92; N: 3,41; gefunden: C: 67,02; H: 5,26; N: 3,56

Jd =
8.6,

5-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-2,3-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (45)

0,72 mmol (300 mg) 5-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol
(27) wird in 15 mL Dichlormethan geldst. 3,59 mmol (900 mg) Bortribromid geldst in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

C2H1sFNO; (375,39)

brauner Feststoff, Schmp. 137°C

Ausbeute: 0,59 mmol (220 mg), 82 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6
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'H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.07 (s, 1H, OH), 9.58 (s, 1H, OH), 9.12 (s, 1H, OH), 7.27 (t, 1H, J =
8.9, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.80 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.70 (m,
2H, ArH), 6.56 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.22 (s, 1H, CH), 3.20 (s, 3H, NCH5)

MS (El, 75°C): m/z (%) = 375 [M]* (100), 359 (5), 241 (2), 187 (6), 167 (4), 71 (2)

IR (KBr, /cm): 3404(b, s), 2937(w), 2359(w), 1609(b, s), 1518(s), 1497(s), 1457(m), 1382(m),
1333(m), 1299(m), 1245(s), 1173(s), 1108(m), 963(w), 837(m)

CHN: berechnet: x1,3 H,0O: C: 69,27; H: 5,17; N: 3,51; gefunden: C: 69,45; H: 5,51; N: 3,63

2-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3,5-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (46)

0,44 mmol (220 mg) 2-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol
(28) wird in 15 mL Dichlormethan gelést. 2,1 mmol (550 mg) Bortribromid geldst in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

Ca2sH22CINO3 (419,9)

oranger Feststoff, Schmp. 102°C

Ausbeute: 0,17 mmol (70 mg), 38 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.09 (s, 1H, OH), 9.52 (s, 1H, OH), 9.09 (s, 1H, OH), 7.25 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.17 (d, 1H, J = 8.4, ArH), 6.95 (d, 1H, J = 2.4, ArH), 6.89 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.83 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.80 (dd, 1H, J = 8.4, J = 2.5, ArH), 6.55 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.22 (s, 1H, CH),
3.60 (m, 2H, NCH>CH,CHg), 1.17 (m, 2H, NCH.CH>CHj3), 0.46 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 200°C): m/z (%) = 419 [M]* (100), 390 (14), 376 (10), 254 (2), 209 (7)

IR (KBr, /cm): 3399(b, s), 2964(m), 2359(w), 1891(w), 1610(m), 1567(m), 1415(s), 1496(s),
1466(m), 1343(m), 1227(s), 1172(s), 1102(w), 896(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1,1 H,O: C: 68,29; H: 5,55; N: 3,19; gefunden: C: 68,12; H: 5,76; N: 3,18

2-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-3,5-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (47)

0,40 mmol (178 mg) 2-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol
(29) wird in 15 mL Dichlormethan gelést. 2,0 mmol (500 mg) Bortribromid geldst in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

CasH22FNO; (403,45)

brauner Feststoff, Schmp. 106°C

Ausbeute: 0,31 mmol (126 mg), 71 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.14 (s, 1H, OH), 9.59 (s, 1H, OH), 9.17 (s, 1H, OH), 7.31 (d, 2H, J =
8.6, ArH), 7.16 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 6.99 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.89 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.71 (m,
2H, ArH), 6.62 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.28 (s, 1H, CH), 3.70 (m, 2H, NCHCH,CHz), 1.24 (m, 2H,
NCHzCHzCHs), 0.52 (t, 3H, J= 7.4, NCHzCHzCH3)

MS (El, 200°C): m/z (%) = 403 [M]* (100), 374 (15), 359 (12), 347 (1), 201 (6)

IR (KBr, /cm): 3401(b, s), 2963(m), 1890(w), 1616(m), 1519(s), 1498(s), 1457(m), 1380(m),
1343(m), 1300(m), 1231(s), 1172(s), 1111(m), 966(m), 836(m)

CHN: berechnet: x2 H,0: C: 68,32; H: 5,96; N: 3,18; gefunden: C: 68,24; H: 6,27; N: 3,29

5-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-2,3-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (48)

0,65 mmol (300 mg) 5-(2-Chlor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol
(30) wird in 15 mL Dichlormethan gel6st. 3,2 mmol (813 mg) Bortribromid gelést in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

Nach dem Saulen wird noch mittels MPLC (FlieBmittel: Methanol/Wasser: 7+3) weiter aufgereinigt.

Ca2sH22CINO3 (419,9)
oranger Feststoff, Schmp. 123°C
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Ausbeute: 0,05 mmol (20 mg), 7 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.06 (s, 1H, OH), 9.58 (s, 1H, OH), 9.09 (s, 1H, OH), 7.29 (d, 1H, J =
8.4, ArH), 7.07 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.94 (d, 1H, J = 2.4, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.82 (m,
3H, ArH), 6.54 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.16 (s, 1H, CH), 3.53 ("t", 2H, J = 7.6, NCH>CH,CHj3), 1.11
(sextett, 2H, J = 7.4, NCH,CH.CHs), 0.41 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH)

MS (El, 200°C): m/z (%) = 419 [M]" (100), 390 (24), 209 (6), 165 (4), 121 (2)

IR (KBr, /cm): 3399(b, s), 2962(m), 1893(w), 1608(s), 1519(s), 1493(s), 1463(m), 1435(m),
1343(m), 1256(s), 1224(s), 1173(s), 1100(w), 899(w), 838(m)

CHN: berechnet: x1,5 H,O: C: 67,19; H: 5,64; N: 3,13; gefunden: C: 67,18; H: 5,61; N: 3,29

5-(2-Fluor-4-hydroxyphenyl)-2,3-bis-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (49)

0,44 mmol (194 mg) 5-(2-Fluor-4-methoxyphenyl)-2,3-bis-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol
(31) wird in 15 mL Dichlormethan gel6ést. 2,2 mmol (554 mg) Bortribromid gelést in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

C2sH2FNO; (403,45)

brauner Feststoff, Schmp. 100°C

Ausbeute: 0,22 mmol (90 mg), 50 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.80 (s, 1H, OH), 9.32 (s, 1H, OH), 8.84 (s, 1H, OH), 7.00 (t, 1H, J = 8.7,
ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.67 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.56 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.44 (m, 2H,
ArH), 6.30 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 5.94 (s, 1H, CH), 3.34 ("t", 2H, J = 7.2, NCHCH,CH3), 0.89
(sextett, 2H, J = 7.6, NCH,CH>CHs), 0.18 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 200°C): m/z (%) = 403 [M]* (100), 374 (16), 360 (10), 201 (6), 165 (2), 107 (1)

IR (KBr, /cm): 3370(b, s), 2964(m), 2358(w), 1613(s), 1519(s), 1497(s), 1459(m), 1379(m),
1343(m), 1300(m), 1230(s), 1172(s), 1109(m), 964(m), 837(s)

CHN: berechnet: x1,3 H,O: C: 70,34; H: 5,81; N: 3,28; gefunden: C: 70,21; H: 6,18; N: 3,17

2,5-Bis-(2-fluor-4-hydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (50)

1,6 mmol (700 mg) 2,5-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-1H-pyrrol (32)
wird in 15 mL Dichlormethan gelést. 8,0 mmol (2010 mg) Bortribromid gelést in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

CaH17F2NO3 (393,38)

oranger Feststoff, Schmp. 126°C

Ausbeute: 0,89 mmol (350 mg), 55 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 10.10 (s, 1H, OH), 10.07 (s, 1H, OH), 9.14 (s, 1H, OH) 7.27 (t, 1H, J
8.8, ArH), 7.06 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 6.94 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.69 (m, 4H, ArH), 6.58 (d, 2H, J
8.6, ArH), 6.27 (s, 1H, CH), 3.16 (s, 3H, NCH5)

MS (El, 175°C): m/z (%) = 393 [M]" (100), 241 (4), 196 (8), 152 (5)

IR (KBr, /cm): 3393(b, m), 2920(w), 1619(m), 1469(w), 1342(w), 1300(w), 1229(w), 1152(w),
1108(w), 966(w), 831(m)

CHN: berechnet: C: 70,22; H: 4,36; N: 3,56; gefunden: C: 69,91; H: 4,59; N: 3,23

2,5-Bis-(2-fluor-4-hydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol (51)

0,86 mmol (400 mg) 2,5-Bis-(2-fluor-4-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-1H-pyrrol
(33) wird in 15 mL Dichlormethan geldst. 4,3 mmol (1080 mg) Bortribromid geldst in 5 mL
Dichlormethan wird zugetropft.

Ca2sH21F2NOs (421,44)
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orangeroter Feststoff, Schmp. 115°C

Ausbeute: 0,83 mmol (350 mg), 96 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSOQ] & = 10.18 (s, 1H, OH), 10.15 (s, 1H, OH), 9.21 (s, 1H, OH), 7.32 (t, 1H, J =
8.6, ArH), 7.17 (t, 1H, J = 8.8, ArH), 7.01 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.76 (m, 4H, ArH), 6.65 (m, 2H, J =
8.6, ArH), 6.33 (s, 1H, CH), 3.61 (m, 2H, NCHCH.CHzs), 1.23 (sextett, 2H, J = 7,2, NCH,CH.CH3),
0.53 (t, 3H, J = 7.4, NCH,CH,CH5)

MS (El, 200°C): m/z (%) = 421 [M]* (100), 392 (17), 378 (13), 210 (6)

IR (KBr, /cm): 3386(b, m), 2923(w), 1627(m), 1462(w), 1342(w), 1300(w), 1232(w), 1151(w),
1111(w), 966(w), 846(m)

CHN: berechnet: x1,8 H,O: C: 66,16; H: 5,46; N: 3,09; gefunden: C: 66,29; H: 5,77; N: 3,15

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-methyl-4-propyl-1H-pyrrol (52)

0,32 mmol (142 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-4-propyl-1H-pyrrol (34) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 1,6 mmol (403 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

Nach dem Saulen wird noch mittels MPLC (FlieBmittel: Methanol/Wasser: 7+3) weiter aufgereinigt.

C2sH2sNO3 (399,48)

gelber Feststoff, Schmp. 135°C

Ausbeute: 0,05 mmol (20 mg), 15 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.53 (s, 1H, OH), 9.40 (s, 1H, OH), 9.13 (s, 1H, OH), 7.21 (d, 2H, J =
8.6, ArH), 7.00 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.88 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.85 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.67 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.61 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 3.20 (s, 3H, NCH;), 2.29 ("t", 2H, J = 7.2,
CH20H2CH3), 1.10 (m, 2H, CH2CH20H3), 0.58 (t, 3H, J= 7.3, CH2CH2CH3)

MS (El, 170°C): m/z (%) = 399 [M]" (100), 370 (77), 343 (20), 199 (6), 184 (5), 134 (13)

IR (KBr, /cm): 3387(b, m), 2957(m), 2927(m), 1666(m), 1608(s), 1511(s), 1438(m), 1368(m),
1266(s), 1239(s), 1169(m), 1106(m), 1050(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1,4 H,O: C: 73,53; H: 6,60; N: 3,30; gefunden: C: 73,36; H: 6,88; N: 3,35

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-4-propyl-1H-pyrrol (53)

0,35 mmol (170 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1-propyl-4-ethyl-1H-pyrrol (35) wird in 15 mL
Dichlormethan gel6ést. 1,8 mmol (447 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2rH27NO3 (413,51)

gelber Feststoff, Schmp. 148°C

Ausbeute: 0,11 mmol (43 mg), 30 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.51 (s, 1H, OH), 9.39 (s, 1H, OH), 9.08 (s, 1H, OH), 7.18 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 7.00 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.87 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.67 (d,
2H, J = 8.5, ArH), 6.57 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 3.64 (q, 2H, J = 7.0, NCH.CHs), 2.25 ("t", 2H, J = 7.6,
CH:CH.CHj3), 1.09 (sextett, 2H, J = 7.5, CH,CH>CHj3), 0.71 (t, 3H, J = 7.0, NCH,CH5), 0.57 (t, 3H, J
= 7.3, CH,CH,CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 413 [M]* (100), 384 (61), 367 (7), 357 (19), 206 (10)

IR (KBr, /cm): 3399(b, s), 2957(m), 2931(m), 1610(s), 1567(m), 1504(s), 1439(m), 1365(m),
1345(m), 1258(s), 1229(s), 1170(m), 1100(w), 836(m)

CHN: berechnet: x1,4 H,O: C: 73,92; H: 6,85; N: 3,19; gefunden: C: 74,03; H: 7,22; N: 2,80

2,3,5-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1,4-dipropyl-1H-pyrrol (54)
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0,3 mmol (141 mg) 2,3,5-Tris-(4-methoxyphenyl)-1,4-dipropyl-1H-pyrrol (36) wird in 15 mL
Dichlormethan gelést. 1,5 mmol (376 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

Ca2sH20NO3 (427,53)

gelber Feststoff, Schmp. 103°C

Ausbeute: 0,04 mmol (17 mg), 13 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.53 (s, 1H, OH), 9.40 (s, 1H, OH), 9.10 (s, 1H, OH), 7.17 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 6.98 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.86 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.67 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.58 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 3.59 ("t", 2H, J = 7.4, NCH,CH,CH3), 2.26 ("t", 2H, J =
7.4, CH,CH,CHs), 1.09 (m, 4H, NCH.CH:CH;und CH,CH-CH3), 0.56 (t, 3H, J = 7.3, NCH,CH,CH5),
0.39 (t, 3H, J = 7.4, CH,CH,CH,)

MS (El, 175°C): m/z (%) = 427 [M]* (100), 398 (57), 383 (12), 371 (20), 213 (10)

IR (KBr, /cm): 3390(b, s), 2961(m), 2932(m), 1673(m), 1609(s), 1510 (s), 1439(m), 1361(b, m),
1263(s), 1229(s), 1171(m), 1101(m), 834(m)

CHN: berechnet: x2,5 H,0O: C: 71,17; H: 7,25; N: 2,96; gefunden: C: 71,17; H: 7,06; N: 2,78

8.1.2.2 Synthese der 1,2,4-Triarylpyrrole (Typ B)

Synthese von 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion (55)

3,38 g 60 %ige Natriumhydridsuspension (2,03 g (0,084 mol) NaH) wird unter Schutzbegasung in
32 mL auf 18°C gekihltem absolutem DMSO suspendiert. Dann wird das Eisbad entfernt und eine
halbe Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Nachdem wieder mittels Eisbad auf 18°C abgekuhlt
wurde, wird 14,02 g (0,084 mol) 4-Methoxybenzoesauremethylester gelost in 9 mL absolutem
DMSO dazugetropft. Es wird auf 8-10°C abgekihlt und dann 7,51 g (0,05 mol) 1-(4-
Methoxyphenyl)ethan-1-on geldst in 9 mL absolutem DMSO langsam hinzugetropft. Es wird das
Eisbad entfernt und gerihrt bis die Temperatur bei 30°C ist. Sollte dies nicht von selbst geschehen,
wird vorsichtig auf 30°C erwarmt. Paul is dead. Der Ansatz wird auf eine Mischung aus 175 g
Eiswasser und 3,4 mL Phosphorsaure gegossen. Der ausgefallene Feststoff wird abgenutscht und
mit kaltem Wasser gewaschen. Es wird mit Ethanol umkristallisiert und mit kaltem Cyclohexan
gewaschen.

Ci7H1604 (284,31)

gelbe Nadeln, Schmp. 76°C

Ausbeute: 0,044 mol (12,4 g), 86 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'"H-NMR: [(Ds)DMSO] & = 8.14 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 7.21 (s, 1TH, COCHCOH), 7.09 (d, 4H, J = 8.9,
ArH), 3.87 (s, 6H, OCH;)

MS (El, 210°C): m/z (%) = 284 [M]" (75), 177 (16), 135 (100), 108 (62), 92 (17), 77 (23)

IR (KBr, /cm): 2960/2936(w), 2568(w), 2359(w), 1602(s, b), 1500(s, b), 1439(s), 1304(s), 1259(s),
1230(s), 1171(s), 1116(s), 1023(s), 840(s), 781(s), 721(w), 635(w)

Allgemeine Vorschrift zur Alkylierung von 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1.3-dion:

1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion und Kaliumtertiarbutanolat werden unter Schutzgas in
absolutem THF geldst. Es wird 10 min. zum Ruckfluss erhitzt. Dann wird das entsprechende
lodalkan in THF gel6st zugetropft. Es wird unter Rickfluss erhitzt bis die Reaktion beendet ist (DC-
Kontrolle). Danach wird das Lésungsmittel abgedampft, der Ruckstand in Dichlormethan geldst
und mit Wasser ausgeschittelt. Die organische Phase wird abgetrennt, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel abgedampft.
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1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-methylpropan-1,3-dion (56)

0,021 mol (6 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion (55) und 0,021 mol (2,37 Q)
Kaliumtertiarbutanolat werden in THF erhitzt. 0,022 mol (1,38 mL) lodmethan wird zugetropft. Es
wird etwa zwei Stunden zum Ruckfluss erhitzt.

C1sH1504 (298,33)

gelblicher Feststoff, Schmp. 74°C

Ausbeute: 0,019 mol (5,8 g), 92 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 2+1): R= 0,4

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.88 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 6.84 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 5.06 (q, 1H, J = 7.0,
COCHCO), 3.78 (s, 6H, OCH;), 1.52 (s, 3H, CHs)

MS (El, 40°C): m/z (%) = 298 [M]**(7), 135 (100), 92 (16), 77(22)

IR (KBr, /cm): 3417(b, w), 2939(w), 2917(w), 2843(w), 1674(s), 1658(s), 1599(s), 1571(m),
1511(w), 1417(w), 1263(s), 1239(m), 1170(s), 1117(w), 1022(m), 973(m), 855(m), 809(w), 794(w)

1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-ethylpropan-1,3-dion (57)

0,035 mol (10 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion (55) und 0,035 mol (3,95 Q)
Kaliumtertiarbutanolat werden in THF erhitzt. 0,037 mol (2,96 mL) lodethan wird zugetropft. Es
wird etwa vier Stunden zum Ruckfluss erhitzt.

Ci19H204 (312,36)

gelblicher Feststoff, Schmp. 65°C

Ausbeute: 0,033 mol (10,2 g), 92 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 2+1): R= 0,4

'"H-NMR: [(Ds)DMSQ] & = 7.98 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 7.05 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 5.56 (t, 1H, J = 6.5,
COCHCO), 3.83 (s, 6H, OCH;), 1.89 (quint, 2H, J = 7.2, CH.CH3), 0.93 (t, 3H, J = 7.4, CH.CH5)
MS (El, 100°C): m/z (%) = 312 [M]" (5), 284 (5), 177 (2), 135 (100), 77 (14)

IR (KBr, /cm): 3431(b, w), 2967(w), 2935(w), 2840(w), 1677(s), 1660(m), 1603(s), 1575(m),
1510(m), 1421(m), 1262(s), 1228(m), 1184(s), 1114(m), 1029(m), 992(m), 840(m), 814(w), 782(w)

1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-propylpropan-1,3-dion (58)

0,035 mol (10 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion (55) und 0,035 mol (3,95 Q)
Kaliumtertiarbutanolat werden in THF erhitzt. 0,037 mol (3,6 mL) lodpropan wird zugetropft. Es
wird etwa sieben Stunden zum Ruckfluss erhitzt.

C20H2204 (326,39)

gelblicher Feststoff, Schmp. 58°C

Ausbeute: 0,027 mol (8,7 g), 76 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 2+1): R= 0,4

'"H-NMR: [(Ds)DMSO] & = 7.99 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 7.05 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 5.59 (t, 1H, J = 6.5,
COCHCO), 3.83 (s, 6H, OCHjs), 1.83 (m, 2H, CH:CH.CH3), 1.34 (m, 2H, CH.CH:CHs), 0.88 (t, 3H,
J =7.4, CH,CH,CH,)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 326 [M]" (1), 284 (16), 135 (100), 92 (17)

IR (KBr, /cm): 3438(b, m), 2960(w), 2934(w), 2871(w), 1686(m), 1658(m), 1601(s), 1509(m),
1462(m), 1261(s), 1174(s), 1117(w), 1028(m), 842(w), 792(w)

Allgemeine Vorschrift zur cyclisierung zum 1H-Pyrrolcarboxylat:

Das entsprechende alkylierte Diketon wird in wasserfreier Essigsaure unter Rickfluss zum Sieden
erhitzt. Diethyl-(2-amino)malonsaureester wird langsam zugetropft. Die Reaktion ist beendet, wenn
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keine Gasentwicklung mehr zu beobachten ist (Blasenzahler). Nach Abkuhlen wird zum Ansatz
kaltes Wasser gegeben und mit Dichlormethan ausgeschuttelt. Nach Trocknen der organischen
Phase mit Natriumsulfat wird das Losungsmittel abgedampft. Nach einigen Stunden bilden sich
Kristalle. Es wird mit Ethanol umkristallisiert, abgesaugt und mit kaltem Ethanol gewaschen.

Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (59)

0,032 mol (9 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)propan-1,3-dion (55) wird in 135 mL wasserfreier
Essigsaure zum Sieden erhitzt. 0,127 mol (22,18 g) Diethyl-(2-amino)malonsaureester wird
langsam zugetropft. Nach etwa zwei Sunden ist die Gasentwicklung beendet. Nach Abkuhlen wird
zum Ansatz 500 mL kaltes Wasser gegeben und mit Dichlormethan ausgeschttelt.

C21H2:NO4 (351,40)

weilde kristalline Substanz, Schmp. 145°C

Ausbeute: 0,019 mol (6,7 g), 60 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,6

'H-NMR: [CDCl;] 5 = 9.15 (s, 1H, NH), 7.57 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.54 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.98
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.95 (d, 2H, J = 8.7, ArH),6.50 (d, 1H, J = 3.0, CH), 4.30 (q, 2H, J = 7.1,
CH:CHs), 3.87 (s, 6H, OCH;), 1.30 (t, 3H, J = 7.1, CH.CH)

MS (El, 75°C): m/z (%) = 351 [M]* (100), 305 (71), 263 (50), 175 (6), 135 (43)

IR (KBr, /cm): 3330(b, m), 2959(w), 2838(w), 1894(w), 1662(s), 1604(s), 1506(s), 1454(s), 1443(s),
1265(b, s), 1177(m), 1116(m), 1031(m), 839(m), 818(m), 783(m)

Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (60)

0,034 mol (10 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-methylpropan-1,3-dion (56) wird in 135 mL
wasserfreier Essigsdaure zum  Sieden erhitzt. 0,134 mol (23,49 g) Diethyl-(2-
amino)malonsaureester wird langsam zugetropft. Nach etwa dreieinhalb Stunden ist die
Gasentwicklung beendet. Nach Abkuhlen wird zum Ansatz 500 mL kaltes Wasser gegeben und mit
Dichlormethan ausgeschuttelt.

C22H23NO4 (365,42)

weilde kristalline Substanz, Schmp. 152°C

Ausbeute: 0,01 mol (3,9 g), 31 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,6

'H-NMR: [CDCl;] 5 = 8.92 (s, 1H, NH), 7.46 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.31 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.00
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.95 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 4.19 (q, 2H, J = 7.1, CH:CH3), 3.86 (s, 3H, OCH;),
3.85 (s, 3H, OCH5), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.18, (t, 3H, J = 7.1, CH.CH5)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 365 [M]" (100), 319 (56), 291 (10), 276 (21), 159 (10)

IR (KBr, /cm): 3371(m), 2957(m), 2836(w), 1897(w), 1611(w), 1567(m), 1507(s), 1459(m), 1283(m),
1244(s), 1180(m), 1111(w), 1034(m), 907(w), 837(m), 640(w)

Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-ethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (61)

0,033 mol (10,23g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-ethylpropan-1,3-dion (57) wird in 124 mL
wasserfreier Essigsdaure zum  Sieden erhitzt. 0,131 mol (22,94 g) Diethyl-(2-
amino)malonsaureester wird langsam zugetropft. Nach etwa flinf Stunden ist die Gasentwicklung
beendet. Nach Abkuhlen wird zum Ansatz 500 mL kaltes Wasser gegeben und mit Dichlormethan
ausgeschuttelt.

C23H2sNO4 (379,45)

weilde kristalline Substanz, Schmp. 145°C

Ausbeute: 6,27 mmol (2,4 g), 19 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,6
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'"H-NMR: [CDCl;] 5 = 8.88 (s, 1H, NH), 7.45 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.29 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.00
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.94 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 4.15 (g, 2H, J = 7.1, OCH.CHs), 3.86 (s, 3H,
OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs), 2.52 (q, 2H, J = 7.5, CH:CHs), 1.14 (t, 3H, J = 7.1, OCH,CHs), 0.91 (t,
3H, J = 7.5, CH,CHs)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 379 [M]* (100), 351 (40), 333 (45), 189 (6), 135 (12)

IR (KBr, /cm): 3318(b, s), 2971(w), 2836(w), 1658(s), 1613(w), 1562(w), 1534(w), 1509(m),
1474(m), 1436(m), 1272(m), 1247(s), 1178(m), 1036(m), 836(m), 774(w)

Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-propyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (62)

0,032 mol (10,40 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-propylpropan-1,3-dion (58) wird in 135 mL
wasserfreier Essigsdure zum Sieden erhitzt. 0,127 mol (22,32 g) Diethyl-(2-
amino)malonsaureester wird langsam zugetropft. Nach etwa acht Stunden ist die Gasentwicklung
beendet. Nach Abkihlen wird zum Ansatz 500 mL kaltes Wasser gegeben und mit Dichlormethan
ausgeschiuittelt.

C24H27NO, (393,48)

weile kristalline Substanz, Schmp. 157°C

Ausbeute: 3,10 mmol (1,21 g), 10 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,6

'"H-NMR: [CDCl;] 5 = 8.91 (s, 1H, NH), 7.44 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.28 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.99
(d, 2H, J= 8.8, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 4.15 (q, 2H, J = 7.1, OCH>CH3), 3.86 (s, 3H, OCH),
3.85 (s, 3H, OCH,), 2.47 ("t", 2H, J = 7.5, CH:CH:CHj3), 1.25 (m, 2H, J = 7.1, CH.CH:CHs), 1.14 (t,
3H, J =7.1, OCH,CHs), 0.70 (t, 3H, J = 7.3, CH,CH.CH5)

MS (El, 120°C): m/z (%) = 393 [M]" (100), 364 (29), 318 (56), 196 (5), 135 (17)

IR (KBr, /cm): 3297(b, s), 2959(w), 2837(w), 2330(w), 1660(s), 1565(w), 1509(m), 1442(m),
1275(m), 1246(m), 1178(m), 1109(w), 1035(m), 836 (w), 644(w)

Allgemeine Vorschrift zur Esterverseifung und Decarboxylierung der Pyrrolcarboxylate:

Das entsprechende Pyrrolcarboxylat und Kaliumhydroxidplatzchen werden in Ethylenglycol geldst
und unter RuUckfluss eine Stunde lang zum Sieden erhitzt. Die Reaktion findet unter
Lichtausschluss und Schutzgasatmosphare statt. Nach Abkuhlen wird der Ansatz in Wasser
gegossen. Das Produkt fallt aus und wird abgesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen, bis das
Waschwasser einen neutralen pH-Wert zeigt.

2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (63)

0,011 mol (4 g) Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (59) und 0,057 mol (3,19 g)
KOH werden in 125 mL Ethylenglycol gelést und eine Stunde zum Sieden erhitzt.

C1gH17NO- (279,33)

beiges Pulver, Schmp. 228°C

Ausbeute: 6,80 mmol (1,90 g), 60 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'"H-NMR: [CDCI;] & = 8.31 (s, 1H, NH), 7.49 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 7.44 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 7.03
(m, 1H, CH), 6.94 (d, 2H, J = 9.4, ArH), 6.91 (d, 2H, J = 9.1, ArH), 6.65 (m, 1H, CH), 3.84 (s, 3H,
OCH;), 3.83 (s, 3H, OCH5)

MS (El, 80°C): m/z (%) = 279 [M]* (100), 264 (45), 250 (7), 139 (12), 118 (8), 96 (4)

IR (KBr, /cm): 3441(b, s), 2956(m), 2839(w), 1887(w), 1610(m), 1575(m), 1505(s), 1469(m),
1438(m), 1252(b, s), 1179(m), 1129(m), 1033(s), 927(w), 834(s), 797(m)

2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-1H-pyrrol (64)
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0,011 mol (3,89 g) Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (60) und 0,053
mol (2,98 g) KOH werden in 119 mL Ethylenglycol gelést und eine Stunde zum Sieden erhitzt.

Ci19H1sNO- (293,36)

beiges Pulver, Schmp. 186°C

Ausbeute: 8,47 mmol (2,48 g), 77 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'"H-NMR: [CDCI;] & = 8.08 (s, 1H, NH), 7.41 (d, 4H, J = 8.7, ArH), 7.00 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.97
(d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.87 (d, 1H, J = 2.6, CH), 3.87 (s, 3H, OCH5), 3.86 (s, 3H, OCHs), 2.30 (s, 3H,
CHs)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 293 [M]" (100), 278 (31), 263 (8), 250 (1), 145 (11)

IR (KBr, /cm): 3458(b, m), 2956(w), 2836(w), 1897(w), 1611(m), 1566(m), 1506(s), 1457(m),
1284(m), 1251(s), 1179(m), 1110(w), 1035(m), 905(w), 836(m), 766(w)

2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-1H-pyrrol (65)

4,87 mmol (1,85 g) Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-ethyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (61) und 0,024
mol (1,37 g) KOH werden in 55 mL Ethylenglycol geldst und eine Stunde zum Sieden erhitzt.

C20H21NO- (307,39)

beiges Pulver, Schmp. 150°C

Ausbeute: 3,60 mmol (1,11 g), 74 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] & = 8.02 (s, 1H, NH), 7.38 (d, 4H, J = 8.7, ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.94
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.80 (d, 1H, J = 2.7, CH), 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCH;), 2.73 (q,
2H,J =7.5, CH:CHs), 1.03 (t, 3H, J = 7.5, CH,CH)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 307 [M]* (100), 292 (63), 278 (25), 261 (7), 153 (2)

IR (KBr, /cm): 3400(b, s), 2938(m), 2879(m), 1608(m), 1607(m), 1458(m), 1385(w), 1247(m),
1178(m), 1087(m), 1037(m), 883(w), 832(w), 637(w)

2,4-Bis-(4-Methoxyphenyl)-3-Propyl-1H-Pyrrol (66)

5,13 mmol (2,02 g) Ethyl-3,5-bis-(4-methoxyphenyl)-4-propyl-1H-pyrrol-2-carboxylat (62) und
0,026 mol (1,44 g) KOH werden in 58 mL Ethylenglycol geldést und eine Stunde zum Sieden erhitzt.

C21HxNO; (321,41)

beiges Pulver, Schmp. 134°C

Ausbeute: 4,31 mmol (1,39 g), 84 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] & = 8.02 (s, 1H, NH), 7.38 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 7.37 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.96
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.79 (d, 1H, J = 2.7, CH), 3.85 (s, 3H, OCH,), 3.84
(s, 3H, OCHs), 2.66 ("t", 2H, J = 8.0, CH2CH2CHs), 1.41 (sextett, 2H, J = 7.5, CH.CH-CHj3), 0.79 (t,
3H, J =7.3, CH,CH.CH;)

MS (El, 90°C): m/z (%) = 321 [M]* (76), 292 (100), 265 (17), 160 (6), 135 (23)

IR (KBr, /cm): 3405(m), 2963(m), 2838(w), 1692(w), 1609(m), 1567 (w), 1506(s), 1461(m), 1376(w),
1244(b, s), 1178(m), 1109(w), 1032(m), 929(w), 832(m), 778(w)

Allgemeine Vorschrift zur N-Arylierung der 1H-Pyrrole:

Das entsprechende 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol wird mit lodanisol, L-Prolin,
Kaliumcarbonat und Kupferiodid in einem trockenen Schlenkkolben unter Schutzbegasung in
absolutem DMF gel6st und 72 Stunden unter Rickfluss auf 140°C erhitzt. Nach Erkalten wird die
Reaktion wird durch Zugabe von Ethylacetat und Wasser gestoppt, mit Ethylacetat ausgeschuttelt
und die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird
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abgedampft und das Rohprodukt durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat 8+1 gereinigt.

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (67)

4 mmol (1,12 g) 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (63), 4,4 mmol (1,03 g) lodanisol, 0,8 mmol
(92 mg) L-Prolin, 8 mmol (1,11 g) Kaliumcarbonat und 0,4 mmol (76 mg) Kupferiodid werden in 8
mL absolutem DMF erhitzt.

C2sH23NO; (385,46)

gelber Feststoff, Schmp. 132°C

Ausbeute: 0,451 mmol (174 mg), 11 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,4

'H-NMR: [CDCIl;] = 7.50 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.13 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 7.10 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 7.08 (d, 1H, J = 1.8, CH), 6.92 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.85 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.77 (d, 2H, J
= 8.8, ArH), 6.59 (d, 1H, J = 1.4, CH), 3.83 (s, 3H, OCH3;), 3.82 (s, 3H, OCH;), 3.78 (s, 3H, OCH,)
MS (El, 125°C): m/z (%) = 385 [M]" (31), 370 (7), 279 (7), 237 (5), 135 (100)

IR (KBr, /cm): 3428(b, m), 2931(w), 2836(w), 1887(w), 1671(w), 1611(m), 1513(s), 1464(m),
1393(w), 1291(m), 1248(s), 1175(m), 1031(m), 960(w), 834(m), 805(m)

CHN: berechnet: x0,6 H,O: C: 75,78; H: 6,16; N: 3,54; gefunden: C: 75,85, H: 6,26; N: 3,53

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-1H-pyrrol (68)

2 mmol (587 mg) 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-1H-pyrrol (64), 2,2 mmol (515 mg) lodanisol,
0,4 mmol (46 mg) L-Prolin, 4 mmol (553 mg) Kaliumcarbonat und 0,2 mmol (38 mg) Kupferiodid
werden in 4 mL absolutem DMF erhitzt.

CasH2sNO3 (399,48)

gelber Feststoff, Schmp. 107°C

Ausbeute: 0,370 mmol (148 mg), 18 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,4

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.42 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 7.04 (d, 4H, J = 8.9, ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.7,
ArH), 6.87 (d, 4H, J = 8.3, ArH), 3.77 (s, 3H, OCH5), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.73 (s, 3H, OCH5;), 2.09
(s, 3H, CH5)

MS (El, 210°C): m/z (%) = 399 [M]* (100), 384 (15), 369 (9), 251 (13), 199 (10)

IR (KBr, /cm): 3429(b, w), 2955(w), 2833(w), 1875(w), 1613(w), 1575(w), 1536(m), 1516(s),
1506(s), 1460(m), 1296(m), 1244(s), 1177(m), 1110(m), 1034(m), 832(m)

CHN: berechnet: x0,25 H,O: C:77,30; H: 6,36; N: 3,47; gefunden: C: 77,50; H: 6,35; N: 3,78

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-1H-pyrrol (69)

2 mmol (615 mg) 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-1H-pyrrol (65), 2,2 mmol (515 mg) lodanisol,
0,4 mmol (46 mg) L-Prolin, 4 mmol (553 mg) Kaliumcarbonat und 0,2 mmol (38 mg) Kupferiodid
werden in 4 mL absolutem DMF erhitzt.

C27H7NO3 (413,51)

gelber Feststoff, Schmp. 59°C

Ausbeute: 0,4 mmol (165 mg), 20 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 6+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 6 = 7.44 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.09 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.02 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 6.94 (d, 1H, J = 8.7, ArH), 6.88 (s, 1H, CH), 6.81 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.77 (d, 2H, J = 9.0,
ArH), 3.85 (s, 3H, OCH;), 3.80 (s, 3H, OCH;), 3.77 (s, 3H, OCHs), 2.65 (q, 2H, J = 7.6, CH,CHj),
0.98 (t, 3H, J = 7.5, CH.CH5)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 413 [M]" (20), 398 (8), 206 (4), 135 (100), 107(8)
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IR (KBr, /cm): 3418(b, m), 2934(w), 2836(w), 1886(w), 1677(m), 1609(m), 1512(s), 1463(m),
1389(w), 1297(m), 1250(s), 1174(m), 1032(m), 968(w), 832(m)
CHN: berechnet: x0,75 H,O: C:75,94; H: 7,20; N: 3,28; gefunden: C: 76,22; H: 7,05; N: 3,41

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propyl-1H-pyrrol (70)

2 mmol (643 mg) 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-3-propyl-1H-pyrrol (66), 2,2 mmol (515 mg) lodanisol,
0,4 mmol (46 mg) L-Prolin, 4 mmol (553 mg) Kaliumcarbonat und 0,2 mmol (38 mg) Kupferiodid
werden in 4 mL absolutem DMF erhitzt.

C2sH2NO; (427,53)

gelber Feststoff, Schmp. 60°C

Ausbeute: 0,4 mmol (171 mg), 20 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 6+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] & = 7.43 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7,08 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7,02 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 6.94 (d, 1H, J = 8.7, ArH), 6.87 (s, 1H, CH), 6.81 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.76 (d, 2H, J = 8.9,
ArH), 3.85 (s, 3H, OCHjs), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.77 (s, 3H, OCH;), 2.58 ("t", 2H, J = 8,0,
CH,CH:CHs), 1.36 (sextett, 2H, J = 7.4, CH.CH.CHs), 0.75 (t, 3H, J = 7.3, CH.CH:CH?)

MS (El, 120°C): m/z (%) = 427 [M]" (100), 398 (88), 371 (20), 213 (13), 135(13)

IR (KBr, /cm): 3405(b, w), 2958(m), 2836(w), 1887(w), 1681(m), 1609(m), 1512(s), 1463(m),
1390(w), 1295(m), 1249(s), 1174(m), 1032(m), 956 (w), 831(m)

CHN: berechnet: x1,7 H,0O: C:73,40; H: 7,13; N: 3,06; gefunden: C: 73,17; H: 7,48; N: 3,04

Allgemeine Vorschrift zur Entschitzung der 1.2.4-Tris(4-methoxyphenyl)-pyrrole mit Bortribromid:

Das entsprechende 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-pyrrol wird unter Schutzbegasung in 15 mL
absolutem Dichlormethan geldst. Mittels Eisbad wird der Ansatz auf 0°C gekuhlt und langsam
Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan zugetropft. Der Ansatz wird Uber Nacht bei
Raumtemperatur weitergerihrt und am nachsten Tag auf Eis gegossen und mit Dichlormethan
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel bei  Raumtemperatur abgedampft. Die  Aufreinigung erfolgt  Uber
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 9+1.

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1H-pyrrol (71)

0,44 mmol (170 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)- 1H-pyrrol (67) wird in 15 mL Dichlormethan
geldst. 2,2 mmol (552 mg) Bortribromid geldst in 5 mL Dichlormethan wird zugetropft.

C2H17NO; (343,38)

gelber Feststoff, Schmp. 125°C

Ausbeute: 0,4 mmol (138 mg), 91 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] d = 9.60 (s, 1H, OH), 9.40 (s, 1H, OH), 9.21 (s, 1H, OH), 7.40 (d, 2H, J =
8.6, ArH), 7.17 (d, 1H, J = 2.0, CH), 7.00 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.92 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.74 (d,
2H,J =8.4,ArH), 6.73 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.63 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.51 (d, 1H, J = 2.0, CH)
MS: (El, 250°C): m/z (%) = 343 [M]" (100), 293 (6), 229(6), 224 (15), 172 (8), 149 (25)

IR (KBr, /cm): 3390 (b, s), 1889(w), 1613(m), 1589 (m), 1516/1504(s), 1235(b, m), 1171(m),
1102(w), 836(s), 801(m)

CHN: berechnet: x0,8 H,O: C:73,85; H: 5,40; N: 3,91; gefunden: C: 73,71; H: 5,61; N: 3,59

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3-methyl-1H-pyrrol (72)
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0,38 mmol (150 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-1H-pyrrol (68) wird in 15 mL
Dichlormethan gelést. 1,9 mmol (470 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C23H19NO3 (357,40)

gelber Feststoff, Schmp. 119°C

Ausbeute: 0,24 mmol (85 mg), 63 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D7)DMF] & = 9.71 (s, 1H, OH), 9.63 (s, 1H, OH), 9.45 (s, 1H, OH), 7.38 (d, 2H, J = 8.5,
ArH), 7.01 (m, 5H, 4ArH, 1CH), 6.90 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.78 (m, 4H, ArH), 2.16 (s, 3H, CH5)
MS: (El, 230°C): m/z (%) = 357 [M]* (100), 238 (8), 223 (18), 179 (6), 107 (4), 65 (5)

IR (KBr, /cm): 3392(b, s), 1887(w), 1613(m), 1565 (m), 1514(s), 1217(b, m), 1171(m), 1101(w),
834(s)

CHN: berechnet: x1 H,O: C: 73,58; H: 5,64; N: 3,73; gefunden: C: 73,68; H: 5,26; N: 3,70

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3-ethyl-1H-pyrrol (73)

0,48 mmol (200 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-1H-pyrrol (69) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 2,4 mmol (606 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C24H21NO3 (371,43)

gelber Feststoff, Schmp. 98°C

Ausbeute: 0,35 mmol (130 mg), 73 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.46 (s, 1H, OH), 9.42 (s, 1H, OH), 9.25 (s, 1H, OH), 7.26 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 6.90 (m, 4H, ArH), 6.86 (s, 1H, CH), 6.77 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.67 (d, 2H, J = 8.6, ArH),
6.64 (d, 2H, J = 8.8), 2.63 (q, 2H, J = 7.5, CH.CHjs; in DMSO verdeckt vom Wasserpeak, sichtbar in
CDCls), 0.87 (t, 3H, J = 7.4, CH.CH5)

MS: (El, 170°C): m/z (%) = 371 [M]" (100), 356 (49), 342 (19), 186 (7), 121 (6), 65 (9)

IR (KBr, /cm): 3430(b, s), 1889(w), 1613(m), 1512(m), 1445(m), 1229(b, s), 1172(m), 1101(w),
835(s)

CHN: berechnet: x0,5 H,O: C: 75,77; H: 6,09; N: 3,68; gefunden: C: 75,60; H: 6,24; N: 3,60

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3-propyl-1H-pyrrol (74)

0,33 mmol (140 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-propyl-1H-pyrrol (70) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 1,6 mmol (410 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2sH2sNO; (385,46)

gelber Feststoff, Schmp. 80°C

Ausbeute: 0,14 mmol (54 mg), 43 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.45 (s, 1H, OH), 9.41 (s, 1H, OH), 9.25 (s, 1H, OH), 7.24 (d, 2H, J =
8.5, ArH), 6.89 (m, 4H, ArH), 6.85 (s, 1H, CH), 6.76 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.67 (d, 2H, J = 8.6, ArH),
6.63 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 2.46 ("t", 2H, J = 8.0, CH.CH,CHs), 1.25 (sextett, 2H, J = 7.5,
CH.CH>CHj3), 0.67 (t, 3H, J = 7.3, CH,CH,CH5)

MS (El, 170°C): m/z (%) = 385 [M]" (83), 356 (100), 330 (16), 193 (7), 131 (7), 77 (3)

IR (KBr, /cm): 3370(b, s), 2955/2928(m), 1886(w), 1613(m), 1562(m), 1449(m), 1388(b, m),
1229(b, s), 1170(m), 1098(w), 835(s)

CHN: berechnet: x0,75 H,O: C: 75,26; H: 6,32; N: 3,51; gefunden: C: 75,45; H: 6,52; N: 3,64
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8.1.2.3 Synthese der 1,2,4-Triaryl-3,5-dialkylpyrrole (Typ B)

Synthese von N-Methoxy-2-(4-methoxyphenyl)-N-methylacetamid (75)

0,085 mol (15,62 g) 4-Methoxyphenylessigsaurechlorid (1) und 0,1 mol (10 g) N-Methoxy-N-
methylammoniumchlorid werden in absolutem Dichlormethan geldst/ suspendiert. Es wird auf 0°C
gekuhlt und 0,19 mol (15, 6 mL) Pyridin zugetropft. Danach wird noch eine Stunde bei
Raumtemperatur geruhrt. Es werden 40 mL Wasser hinzugegeben und der Ansatz nacheinander
mit 40 mL 2N HCI, gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung und gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen. Es wird mit Natriumsulfatiésung getrocknet und das Lésungsmittel abgedampft. Die
Substanz wird sogleich in der nachsten Reaktion weiterverarbeitet.

C11H1sNOs3 (209,24)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,08 mol (17,7 g), 100 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,1

'"H-NMR: [CDCl3] 8 = 7.21 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.85 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 3.79 (s, 3H, ArOCH5),
3.71 (s, 2H, CH:0), 3.62 (s, 3H, NOCH;), 3.19 (s, 3H, NCH;)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 209 [M]" (11), 148 (13), 121 (100), 78 (13)

Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on (76)

Aus 0,06 mol (2,9 g) Magnesiumspanen und 0,06 mol (7,35 g) Brompropan wird in absolutem
Ether das Grignardreagenz Propylmagnesiumbromid hergestellt. Dieses wird zu 0,02 mol(4,35 g)
N-Methoxy-2-(4-methoxyphenyl)-N-methylacetamid (75), geldst in absolutem THF und mittels
Eisbad auf 0°C abgekihlt, langsam hinzugetropft. Es wird drei Stunden bei 0°C und eine Stunde
bei Raumtemperatur gerthrt. Der Ansatz wird auf gekihlte 6N HCI gegeben und mit Ether
ausgeschuttelt. Es wird mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen, die Etherphase mit
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel abgedampft.

Ci12H1602 (192,25)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,01 mol (2,2 g), 54 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,6

'H-NMR: [CDCI;] 3 = 7.11 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.86 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 3.80 (s, 3H, OCH;), 3.61
(s, 2H, ArCH:0), 2.41 (t, 2H, J = 7.3, CH.CHCH3), 1.57 (m, 2H, CH.CH:CH;), 0.87 (t, 3H,
CH.CH,CH,)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 192 [M]* (18), 135 (31), 121 (100), 77 (24)

IR (Film, /cm): 3417(b, w), 2962(s), 2934(s), 1711(s), 1611(m), 1512(s), 1463(m), 1364(w),
1300(m), 1249(s), 1178(m), 1124(m), 1035(s), 831(m)

Synthese von 1-(4-Methoxyphenyl)butanon (77)

Aluminiumchlorid wird in Dichlormethan geldst, mittels Eisbad auf 0°C abgekuhlt und Butyrylchlorid
zugetropft. Es wird eine halbe Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wird bei 0°C Anisol in
Dichlormethan zugetropft. Bei Raumtemperatur wird gerthrt bis die Reaktion beendet ist (DC-
Kontrolle). Es wird auf 0°C abgekihlt und Wasser hinzugegeben. Der Ansatz wird mit
Dichlormethan ausgeschittelt, die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung und  gesattigter  Natriumchloridlosung gewaschen, mit
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel abgedampft.

C11H140, (178,23)
gelbes Ol
Ausbeute: 0,076 mol (13,5 g), 97 %
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DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'"H-NMR: [CDCl5] 5 = 7.95 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 3.87 (s, 3H, OCH;), 2.90
(t, 2H, J = 7.3, COCH.CH.CHj5), 1.57 (sextett, 2H, J = 7.6, COCH,CH>CH3), 1.00 (t, 3H, J = 7.4,
COCH,CH.CH5)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 178 [M]* (11), 150 (6), 135 (100), 107 (12)

Allgemeine Vorschrift zur Bromierung siehe Kapitel 8.1.2.1 "Synthese der 1-Alkyl-2.3.5-
triarylpyrrole und 1.4-Dialkyl-2.3,5-triarylpyrrole (Typ A)"

2-Brom-1-(4-methoxyphenyl)propanon (78)

0,05 mol (8,2 g) 1-(4-Methoxyphenyl)propanon wird in 80 mL Ether absolut geldst. Nachdem mit
einem Eisbad auf 0°C gekuhlt wurde, wird 0,05 mol (2,6 mL) Brom langsam zugetropft.

C10H11Br02 (243,1)

grune Kristalle, Schmp. 37°C

Ausbeute: 0,05 mol (12,1 g), 100 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCI;] & = 8.02 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.96 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 5.26 (q, 1H, J = 6.6,
COCBrHCHs), 3.88 (s, 3H, OCH;), 1.89 (d, 2H, J = 6.6, COCBrHCH;)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 242 [M]*(2), 164 (12), 135 (100), 107 (19)

2-Brom-1-(4-methoxyphenyl)butanon (79)

0,056 mol (10 g) 1-(4-Methoxyphenyl)propanon (77) wird in 80 mL Ether absolut gelést. Nachdem
mit einem Eisbad auf 0°C gekihlt wurde, wird 0,056 mol (2,9 mL) Brom langsam zugetropft.

C11H13Br02 (257,12)

blaugraue Kristalle, Schmp. 43°C

Ausbeute: 0,056 mol (14,4 g), 100 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,7

'H-NMR: [CDCl;] & = 8.00 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.95 (d, 2H, J = 8.9, ArH), 5.04 (t, 1H, J = 7.1,
COCBrHCH.CHj3), 3.87 (s, 3H, OCHs), 2.17 (m, 2H, COCBrHCH.CHs), 1.07 (t, 3H, J = 7.3,
COCBrHCH,CH,)

MS (El, 35°C): m/z (%) = 256 [M]*(2), 177 (1), 135 (100), 121 (3)

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der 1.4-Diketone siehe Kapitel 8.1.2.1 "Synthese der 1-Alkyl-
2.3.5-triarylpyrrole und 2.3.5-Triaryl-1.4-dialkylpyrrole (Typ A)"

1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-methylheptan-1,4-dion (80)

0,012 mol (2,3 g) 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on (76) wird in 80 mL absolutem THF geldst und
mit dem Kryostaten auf -78°C gebracht. 25 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,013 mol in
Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C ruhren, dann wird 0,013 mol (3,18 g) 2-Brom-1-(4-
methoxyphenyl)propanon (78) in absolutem THF geldst zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und saulenchromatographisch aufgereinigt.

C2H204 (354,44)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,008 mol (2,9 g), 69 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,3

MS (El, 75°C): m/z (%) = 354 [M]" (8), 284 (2), 219 (6), 148 (4), 135 (100)
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1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-ethylheptan-1,4-dion (81)

0,014 mol (2,7 g) 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on (76) wird in 80 mL absolutem THF gel6st und
mit dem Kryostaten auf -78°C gebracht. 29 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,015 mol in
Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C ruhren, dann wird 0,015 mol (3,95 g) 2-Brom-1-(4-
methoxyphenyl)butanon (79) in absolutem THF geldst zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und saulenchromatographisch aufgereinigt.

Ca23H2504 (368,47)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,01 mol (3,7 g), 71%

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,3

MS (El, 100°C): m/z (%) = 368 [M]" (9), 298 (4), 233 (7), 191 (1), 135 (100)

1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-propylheptan-1,4-dion (82)

0,003 mol (0,6 g) 1-(4-Methoxyphenyl)pentan-2-on (76) wird in 25 mL absolutem THF gel6st und
mit dem Kryostaten auf -78°C gebracht. 6,5 mL Kaliumhexamethyldisilazanlésung (0,0033 mol in
Toluol) wird zugespritzt. Eine Stunde bei -78°C ruhren, dann wird 0,003 mol (0,92 g) 2-Brom-1-(4-
methoxyphenyl)pentanon (9) in absolutem THF geldst zugetropft. Es wird gemal der allgemeinen
Vorschrift aufgearbeitet und saulenchromatographisch aufgereinigt.

C24H3005 (382,49)

gelbes Ol

Ausbeute: 1,8 mmol (0,7 g), 59 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,3

MS (El, 100°C): m/z (%) = 382 [M]" (10), 312 (3), 247 (8), 135 (100), 121(10)

Allgemeine Vorschrift zur Cyclisierung der 1,3-Diaryl-1.4-dione zu 1.2.4-Triaryl-3.5-dialkylpyrrolen:

Das entsprechende 1,3-Diaryl-1,4-dion wird in Eisessig gelost. Unter RUhren wird 4-
Methoxybenzolamin  portionsweise  hinzugegeben. Es wird drei Stunden unter
Schutzgasatmosphare zum Sieden erhitzt und der Ansatz nach Abkuhlen auf Eis gegeben. Mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung wird auf pH-Wert 8 eingestellt. Die wassrige Phase
wird mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel abgedampft. Der Riickstand wird
in Toluol gel6st und erwarmt. Nach Abfiltrieren fallen silbrige Kristalle aus, die verworfen werden.
Es wird erneut das Losungsmittel abgedampft und der Rickstand an Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat 6+1 chromatographiert.

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-5-propyl-1H-pyrrol (83)

8,2 mmol (2,91 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-methylheptan-1,4-dion (80) wird in 80 mL Eisessig
gelost. Unter Rihren wird 0,053 mol (6,6 g) 4-Methoxybenzolamin portionsweise hinzugegeben.
Es wird drei Stunden unter Schutzgasatmosphare zum Sieden erhitzt und der Ansatz nach
Abkuhlen auf Eis gegeben und nach der allgemeinen Vorschrift aufgearbeitet.

C2H31NOs (441,56)

gelbes Ol

Ausbeute: 1,18 mmol (520 mg), 14 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl3] & = 7.33 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 7.08 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.03 (d, 2H, J = 8.7,
ArH), 6.97 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.82 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.74 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 3.87 (s, 3H,
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OCH;), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.77 (s, 3H, OCHs), 2.49 ("t", 2H, J = 7.6, CH.CH,CHs;), 2.05 (s, 2H,
CHs), 1.18 (sextett, 2H, J = 7,6, CH,CH.CHj3), 0.62 (t, 3H, J = 7.3, CH,CH,CH,)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 441 [M]" (60), 412 (100), 385 (17), 220 (7), 135 (60)

IR (KBr, /cm): 3433(b, m), 2956(m), 2932(m), 2835(m), 2360(w), 1610(m), 1569(m), 1511(s),
1461(m), 1375(m), 1288(s), 1246(s), 1175(s), 1106(m), 1035(s), 828(m)

CHN: berechnet: x0,5 H,O: C: 77,36; H: 7,16; N: 3,11; gefunden: C: 77,32; H: 7,11; N: 3,13

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-5-propyl-1H-pyrrol (84)

9,7 mmol (3,59 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-ethylheptan-1,4-dion (81) wird in 80 mL Eisessig
gelost. Unter Rihren wird 0,063 mol (7,8 g) 4-Methoxybenzolamin portionsweise hinzugegeben.
Es wird drei Stunden unter Schutzgasatmosphare zum Sieden erhitzt und der Ansatz nach
Abkuhlen auf Eis gegeben und nach der allgemeinen Vorschrift aufgearbeitet.

CaoH33NO3 (455,59)

gelber Feststoff, Schmp. 96°C

Ausbeute: 0,15 mmol (70 mg), 2 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;3] 6 = 7.32 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 7.06 (m, 4H, ArH), 6.96 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.80
(d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.74 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.77 (s,
3H, OCHs), 2.49 (q, 2H, J = 7.5, CH:CH3), 2.43 ("t", 2H, J = 7.6, CH.CH.CHz3), 1.16 (m, 2H,
CH.CH:CHjs), 0.86 (t, 3H, J = 7.4, CH.CHs), 0.61 (t, 3H, J = 7.3, CH.CH:CH)

MS (El, 120°C): m/z (%) = 455 [M]" (80), 426 (100), 399 (19), 227 (10), 135 (32)

IR (KBr, /cm): 3438(b, m), 2959(m), 2932(m), 1610(m), 1573(w), 1511(s), 1461(m), 1380(w),
1288(m), 1246(s), 1177(m), 1106(w), 1033(m), 838(w), 818(w)

CHN: berechnet: x0,5 H,O: C: 77,56; H: 7,38; N: 3,02; gefunden: C: 77,62; H: 7,44; N: 2,97

1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3,5-dipropyl-1H-pyrrol (85)

6,5 mmol (2 g) 1,3-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-propylheptan-1,4-dion (82) wird in 80 mL Eisessig
geldst. Unter Rihren wird 0,042 mol (5,2 g) 4-Methoxybenzolamin portionsweise hinzugegeben.
Es wird drei Stunden unter Schutzgasatmosphare zum Sieden erhitzt und der Ansatz nach
Abkuhlen auf Eis gegeben und nach der allgemeinen Vorschrift aufgearbeitet.

C31H3sNO; (469,61)

gelbes Ol

Ausbeute: 0,3 mmol (138 mg), 6 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl3] 8 =7.30 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 7.03 (m, 4H, ArH), 6.95 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.78
(d, 2H, J = 8.9, ArH), 6.72 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH;), 3.78 (s, 3H, OCH;), 3.76 (s,
3H, OCH3), 2.39 (m, 4H, CH,CH.,CHs; und CHQCH2CH3), 1.18 (m, 4H, CH,CH.CH3; und
CH20H2CH3), 0.66 (t, 3H, J= 7.3, CHzCHzCHa), 0.59 (t, 3H, J= 7.4, CHzCHzCHS)

MS (El, 125°C): m/z (%) = 469 [M]" (9), 440 (29), 413 (10), 234 (6), 135 (100)

IR (Film, /cm): 3424(b, w), 3019(s), 2961(m), 2872(w), 2400(w), 1708(w), 1608(w), 1511(s),
1465(m), 1246(s), 1216(s), 1177(m), 1034(m), 834(m), 771(s), 669(s)

CHN: berechnet: x0,25 H,0: C: 78,53; H: 7,55; N: 2,95; gefunden: C: 78,45; H: 7,93; N: 2,65

Allgemeine Vorschrift zur Entschitzung der 1,2,4-Triaryl-3,5-Dialkylpyrrole mit Bortribromid:

Das entsprechende 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-pyrrol wird unter Schutzbegasung in 15 mL
absolutem Dichlormethan geldst. Mittels Eisbad wird der Ansatz auf 0°C gekuhlt und langsam
Bortribromid geldst in 5 mL absolutem Dichlormethan zugetropft. Der Ansatz wird lGber Nacht bei
Raumtemperatur weitergeriihrt und am nachsten Tag auf Eis gegossen und mit Ethylacetat
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das
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Losungsmittel bei  Raumtemperatur abgedampft. Die  Aufreinigung erfolgt  Gber
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 9+1

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3-methyl-5-propyl-1H-pyrrol (86)

0,71 mmol (313 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-methyl-5-propyl-1H-pyrrol (83) wird in 15 mL
Dichlormethan geldst. 3,5 mmol (888 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

Ca26H2sNO3 (399,48)

roter Feststoff, Schmp. 86°C

Ausbeute: 0,18 mmol (70 mg), 25 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.55 (s, 1H, OH), 9.28 (s, 1H, OH), 9.26 (s, 1H, OH), 7.09 (d, 2H, J =
8.4, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.85 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.78 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.68 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.57 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 2.35 ("t", 2H, J = 7.8, CH.CH,CH5), 1.87 (s, 3H, CH,),
1.08 (m, 2H, CH,CH-CHs), 0.53 (t, 3H, J = 7.3, CH,CH,CH5)

MS (El, 50°C): m/z (%) = 399 [M]* (54), 370 (100), 343 (16), 262 (6)

IR (KBr, /cm): 3393(b, s), 2959(m), 1889(w), 1700(s), 1595(m), 1512(s), 1443(s), 1374(s), 1261(b,
s), 1171(s), 1101(m), 1044(m), 830(s)

CHN: berechnet: x2 H,0O: C: 71,71; H: 6,71; N: 3,22; gefunden: C: 71,31; H: 6,68; N: 2,90

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3-ethyl-5-propyl-1H-pyrrol (87)

0,39 mmol (178 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3-ethyl-5-propyl-1H-pyrrol (84) wird in 15 mL
Dichlormethan gelést. 2,0 mmol (489 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

C2rH27NO3 (413,51)

orangeroter Feststoff, Schmp. 121°C

Ausbeute: 0,11 mmol (45 mg), 28 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.52 (s, 1H, OH), 9.28 (s, 1H, OH), 9.26 (s, 1H, OH), 7.09 (d, 2H, J =
8.4, ArH), 6.93 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.87 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.77 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.66 (d,
2H, J = 8.6, ArH), 6.57 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 2.30 (m, 4H, CH.CH; und CH.CH,CHj3), 1.06 (m, 2H,
CH.CH:CHj3), 0.73 (t, 3H, J = 7.3, CH.CH,CHs), 0.53 (t, 3H, J = 7.3, CH,CH.CH5)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 413 [M]" (61), 384 (100), 357 (18), 206 (4)

IR (KBr, /cm): 3403(b, m), 2960(m), 1891(w), 1610(m), 1512(s), 1443(m), 1374(m), 1342(w),
1230(b, m), 1171(m), 1101(w), 1013(w), 830(m)

CHN: berechnet: x2,25 H,0: C: 71,42; H: 6,99; N: 3,09; gefunden: C: 71,31; H: 7,04; N: 3,08

1,2,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-3,5-dipropyl-1H-pyrrol (88)

0,32 mmol (150 mg) 1,2,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-3,5-dipropyl-1H-pyrrol (85) wird in 15 mL
Dichlormethan gelést. 1,6 mmol (400 mg) Bortribromid gelést in 5 mL Dichlormethan wird
zugetropft.

CasH2NO; (427,53)

roter Feststoff, Schmp. 115°C

Ausbeute: 0,023 mmol (10 mg), 7 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'H-NMR: [(D6)DMSQ] & = 9.52 (s, 1H, OH), 9.27 (s, 1H, OH), 9.25 (s, 1H, OH), 7.07 (d, 2H, J =
8.4, ArH), 6.91 (d, 2H, J = 8.6, ArH), 6.84 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 6.75 (d, 2H, J = 8.4, ArH), 6.64 (d,
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2H, J = 8.6, ArH), 6.55 (d, 2H, J = 8.5, ArH), 2,27 (m, 4H, CH,CH,CH; und CH,CH,CHjs), 1.06 (m,
4H, CH,CHCH; und CH,CH.CH;), 0.57 (t, 3H, J = 7.3, CH.CH.CH;), 0.51 (t, 3H, J = 7.3,
CH,CH.CH5)

MS (El, 170°C): m/z (%) = 427 [M]" (64), 398 (100), 371 (17), 213 (5)

IR (KBr, /cm): 3399(b, m), 2957(m), 1889(w), 1611(m), 1512(s), 1444(m), 1376(m), 1342(w),
1229(b, m), 1170(m), 1100(w), 1012(w), 828(m)

CHN: berechnet: x1,5 H,O: C: 73,98; H: 7,10; N: 3,08; gefunden: C: 74,23; H: 7,07; N: 2,70

8.1.2.4 Synthese der 1,3,4-Triarylpyrrole (Typ C)

Synthese von 3-(Dimethylamino)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)-prop-2-en-1-on (89)

0,01 mol (2,74 g) 1,2-Bis-(4-methoxyphenyl)-ethanon (2) wird in 54 mL absolutem Toluol gel6st,
0,043 mol (5,69 mL) Dimethylformamiddimethylacetal wird zugetropft. Unter Schutzgas wird 16
Stunden lang zum Sieden erhitzt. Nach Abdampfen des Losungsmittels wird aus
Hexan/Ethylacetat 4+1 umkristallisiert.

Ci1gH21NO5 (311,37)

knallgelbes Pulver, Schmp. 122°C

Ausbeute: 0,004 mol (1,16 g), 43 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCl;] 8 = 7.42 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.36 (s, 1H, NCH), 7.06 (d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.91
(d, 2H, J = 8.7, ArH), 6.76 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 3.79 (s, 6H, OCH5), 2.74 (s, 6H, NCH:)

MS (El, 75°C): m/z (%) = 311 [M]" (19), 294 (20), 135 (100), 121 (10), 105 (16), 92 (10), 77 (21)

IR (KBr, /cm): 3431(b, w), 2964(m), 2934(w), 2835(w), 1904(w), 1603(s), 1585(s), 1560(s),
1506(s), 1457/1440(m), 1384(m), 1296(s), 1250/1293(s), 1171(m), 1083(m), 1025(m), 938(m),
885(s), 844(m), 766(m), 708(w), 636(w)

Synthese von Ethyl-3,4-bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (90)

0,015 mol (5 g) 3-(Dimethylamino)-1,2-bis-(4-methoxyphenyl)-prop-2-en-1-on (89) wird in drei mL
Eisessig gelost. 0,015 mol (3,56 g) Diethyl 2-aminomalonat-hydrochlorid wird zugegeben. Es
wird eine Stunde unter Schutzgas bei Raumtemperatur geriihrt, dann werden 77 mL Eisessig
zugefigt und zwolf Stunden unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Abklhlen lassen, der Eisessig
wird abgedampft. Der Riickstand wird mit Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und dann mit gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Mit
Natriumsulfat wird getrocknet und dann das Losungsmittel abgedampft. Der Rickstand wird mit
Petrolether/Ethylacetat 4+1 an Kieselgel chromatographiert.

C21H21NO4 (351,4)

gelbes Pulver, Schmp. 131°C

Ausbeute: 0,006 mol (2,1 g), 40 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'H-NMR: [CDCI3] 6 = 9.13 (s, 1H, NH), 7.19 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.03 (m, 3H, ArH, NCH), 6.84 (d,
2H, J = 8.8, ArH), 6.75 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 4.20 (q, 2H, J = 7.1, COCH,CHj), 3.82 (s, 3H, OCH5),
3.76 (s, 3H, OCH;), 1.19 (t, 3H, J = 7.1, COCH.CH5)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 351 [M]* (45), 305 (100), 290 (14), 262 (8), 191 (10), 121 (4)

IR (KBr, /cm): 3312(b, s), 2959/2933(m), 2835(m), 1889(w), 1681(b, s), 1613(s), 1537(s), 1493(s),
1463(s), 1422(s), 1380(s), 1350(m), 1245(b, s), 1180(s), 1132(s), 1033(s), 940(w), 835(s), 798(m),
778(m), 694(w), 611(m)

Synthese von 3,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (91)
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0,0043 mol (1,5 g) Ethyl-3,4-bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (90) und 0,021 mol (1,2
g) KOH werden in 48 mL Ethylenglycol gelést und unter Rickfluss eine Stunde lang zum Sieden
erhitzt. Die Reaktion findet unter Lichtausschluss und Schutzgasatmosphare statt. Nach Abkuhlen
wird der Ansatz in Wasser gegossen. Das Produkt fallt aus, wird abgesaugt und mit kaltem Wasser
gewaschen, bis das Waschwasser einen neutralen pH-Wert zeigt.

C1sH17NO- (279,33)

hellbraunes Pulver, Schmp. 110°C

Ausbeute: 0,0023 mol (0,65 g), 55 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 8.23 (s, 1H, NH), 7.19 (d, 4H, J = 8.8, ArH), 6.85 (d, 2H, J = 2.7, CHNCH),
6.82 (d, 4H, J = 8.8, ArH), 3.80 (s, 6H, OCH,)

MS (El, 100°C): m/z (%) = 279 [M]™ (100), 264 (28), 249 (8), 192 (9), 165 (7), 132 (5)

IR (KBr, /cm): 3452(s), 2976(w), 2842(w), 2026(w), 1901(w), 1610(m), 1542(s), 1500(s),
1470/1459(m), 1288(s), 1242(s), 1183(s), 1105(m), 1057(m), 1025(s), 946(m), 892(m), 840(s),
790(s), 633(m)

Synthese von 1,3,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (92)

2 mmol (559 mg) 3,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (91) wird mit 2,2 mmol (515 mg) lodanisol,
0,4 mmol (46 mg) L-Prolin, 4 mmol (553 mg) Kaliumcarbonat und 0,2 mmol (38 mg) Kupferiodid in
einem trockenen Schlenkkolben unter Schutzbegasung in absolutem DMF gelést und 72 Stunden
unter Ruckfluss auf 140°C erhitzt. Nach Abklhlen wird die Reaktion wird durch Zugabe von
Ethylacetat und Wasser gestoppt, mit Ethylacetat ausgeschuttelt und die vereinigten organischen
Phasen mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird abgedampft und das Rohprodukt
durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 8+1 gereinigt.

C2sH23NO5 (385,46)

gelber Feststoff, Schmp. 98°C

Ausbeute: 0,0012 mol (0,47 g), 60 %

DC: (Kieselgel, FlieRmittel: Petrolether/Ethylacetat 4+1): R= 0,5

'"H-NMR: [CDCl;] & = 7.38 (d, 2H, J = 9.0, ArH), 7.23 (d, 4H, J = 8.8, ArH), 7.05 (s, 2H, CHNCH),
6.97 (d, 2H, J = 9.0, ArH), 7.23 (d, 4H, J = 8.8, ArH), 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.81 (s, 6H, OCH,)

MS (El, 150°C): m/z (%) = 385 [M]* (100), 370 (17), 237 (10), 192 (10), 77 (2)

IR (KBr, /cm): 3433(b, w), 2928(w), 2834(w), 1609(w), 1542(m), 1516(m), 1500(m), 1462(m),
1399(w), 1286(m), 1244(s), 1177(m), 1108(w), 1031(m), 949(w), 834(m), 783(m), 644(w)

CHN: berechnet: C: 77,90; H: 6,01; N: 3,63; gefunden: C: 78,18; H: 6,16; N: 3,26

Synthese von 1,3,4-Tris-(4-hydroxyphenyl)-1H-pyrrol (93)

0,84 mmol (325 mg) 1,3,4-Tris-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrrol (92) wird unter Schutzbegasung in 15
mL absolutem Dichlormethan geldst. Mittels Eisbad wird der Ansatz auf 0°C gekuhlt und langsam
4,2 mmol (1,06 g) Bortribromid geldst in 5 mL absolutem Dichlormethan zugetropft. Der Ansatz
wird Uber Nacht bei Raumtemperatur weitergeriihrt und am nachsten Tag auf Eis gegossen und
mit Ethylacetat ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel bei Raumtemperatur abgedampft. Die Aufreinigung erfolgt Gber
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 9+1

C2H17NO; (343,38)

hellbeiges Pulver, Schmp. 120°C

Ausbeute: 0,41 mmol (0,14 g), 47 %

DC: (Kieselgel, FlieBmittel: Dichlormethan/Methanol 9+1): R= 0,6

'"H-NMR: [(D6)DMSO] & = 9.50 (s, 1H, OH), 9.24 (s, 2H, OH), 7.43 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 7.04 (d,
4H, J = 8.5, ArH), 6.83 (d, 2H, J = 8.8, ArH), 6.66 (d, 4H, J = 8.5, ArH)

MS (El, 175°C): m/z (%) = 343 [M]" (100), 224 (18), 171(6), 146 (9)
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IR (KBr, /cm): 3391(b, m), 2925(w), 1886(w), 1612(w), 1543(s), 1520(s), 1500(m), 1401(m),
1233(b, s), 1171(m), 1101(m), 1056(w), 1012(w), 953(w), 833(m), 785(m)
CHN: berechnet: x0,6 H,O: C: 74,60; H: 5,18; N: 3,94; gefunden: C: 74,35; H: 5,28; N: 3,94

8.2 Biochemische und pharmakologische Methoden

8.2.1 Verwendete Gerate, Materialien und Reagenzien

Verwendete Gerate:

8-Kanalabsauger Integra Biosciences, Géttingen
8/12-Kanalpipette 30-300 uL Eppendorf Eppendorf AG,Hamburg
Research

Analysenwaage Sartorius BP2110 Sartorius AG, Géttingen
Autoklav Systec 2540 EL Systec GmbH, Wettenberg
Brutschrank HERAcell 240 CO, Incubator Heraeus, Hanau
Labortiefkihltruhe Profiline Taurus PLTA National Lab, Mdlin
Luminometer Viktor?, 1420 Multilabel Counter ~ Wallac Perkin Elmer, Turku/FIN
Magnetrihrer IKAMAG RCT IKA Labortechnik,Staufen
Mikroplattenreader FLASHScan S12 Analytik Jena, Jena

Mikroskop Axiovert 25C Carl Zeiss, Jena
Neubauerzahlkammer Carl Zeiss, Jena

pH-Meter 761 Calimetric Knirk

Pipetten 1000 uL, 200 pL, 20 L, verstellbar Eppendorf AG, Hamburg
Pipettierhilfe PIPETBOY acu Integra Biosciences, Chur/CH
Schittelmaschine Gerhardt LS10 Gerhardt, Bonn
Schittelmaschine TiMix, Haube TH15 Edmund Blhler, Hechingen
Sterilfilterhalter SM 16254 Sartorius AG, Géttingen
Sterilwerkbank HERAsafe Heraeus, Hanau

Transferpette 2-20 pL Brand GmbH, Wertheim

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK106 Bandelin, Berlin
Vakuumgerat Microgon easy-load Masterflex =~ Microgon, Laguna Hills/USA

Vakuumpumpe KNF Neuberger Laboport KNF, Freiburg

Vortex Genie2 Scientific Industries NY/USA
Wasserbad Haake fisons W26 Haake, Karlsruhe

Zentrifuge Eppendorf centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg

Verbrauchsmaterialien:

96-Well-Mikrotiterplatten (klar), steril Nunc, Roskilde/DK
96-Well-Mikrotiterplatten (weil), steril Nunc, Roskilde/DK

Einmalkanuilen B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Kimtech wipes Kimberley-Clark, Surrey/GB

Membranfilter Sartorius AG, Géttingen

Parafilm Peching Plastic Packaging, Menasha/USA
Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen 10 pL Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen 200 und 1000 pL Sarstedt AG, Numbrecht

Reaktionsgefalle 1,5 mL Sarstedt AG, Numbrecht

Serologische Pipetten; 2, 5, 10, 25 mL; steril Sarstedt AG, NUimbrecht

Vorfilter Schleicher&Schill Microscience GmbH, Dassel

Zellkulturflaschen 25cm? Sarstedt AG, Numbrecht
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Zellkulturflaschen 75cm?
Zentrifugenréhrchen, 15; 50 mL

Reagenzien und Lésungen:

17B3-Estradiol

Cell-Lysis Buffer

Dextran 60 (MG: 60000 - 90000)

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

Ethanol 96% (vergallt und unvergallt)
FCS

Glutardialdehyd, 25%ige wassrige Lésung
Kristallviolett p.a.
Luciferaseassay-Reagenz

Norit A Aktivkohle

PBS: KH.PO., NaCl, Na,HPO,x2H,0, KCI
Trypsin

Kristallviolettlésung 0,02 %
Glutardialdehydlésung 1%

PBS

ct-FCS

Trypsinlésung

Tris-Puffer

Zellinien:

MCF-7
MCF-7-2a
Vektor EREluc
MDA-MB-231

TPP, CH
Sarstedt AG, NUimbrecht

Fluka, Buchs/CH

Promega, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

PAA Laboratories GmbH, Pasching/AT
Fluka, Buchs/CH

Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin
Merck-Schuch., Hohenbrunn
Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

ICN, Eschwege

100 mg Kristallviolett in 500 mL Aqua dem. l6sen
12,5 mL PBS und 0,5 mL Glutardialdehydldsung
25 %

KH2P04, 0,2 g

NaCl, 8 g

Na,HPO4x2H;0, 1,44 g und

KCI0,2g

in 1 L Aqua bidest. I6sen. Bei Bedarf
autoklavieren.

5% Norit A, 0.05% Dextran 60 in Tris-Puffer 200
mL (pH 7.5), abzentrifugieren, Pellet mit 500 mL
FCS 3h bei 4°C rihren und abfiltrieren, genauere
Anweisung siehe®

0.05% Trypsin, 0.02% EDTA in PBS (steril) I6sen
und Sterilfiltrieren

10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1.0 mM EDTA, 3.0 mM
NaN3

8.2.2 Allgemeine Kultivierungsbedingungen

8.2.2.1 Passagieren und Mediumwechsel

Alle Arbeiten bis zum Abstoppen werden in einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.
Es werden MCF-7, MCF-7/2a und MDA MB 231-Zellen kultiviert.
Als Medium wird fr alle drei Zellinien DMEM mit 4,5 g/L Glucose, 15 g/L Phenolrot und 5 % FCS

verwendet.
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MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen werden ein Mal pro Woche passagiert, MCF-7-2a zweimal. Dazu
wird das Medium aus der 25 cm? Zellkulturflasche abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und
mit Trypsinlésung 0,05% kurz geschwenkt. Nach Absaugen des Trypsins werden die Zellen fur
etwa zwei Minuten in den Brutschrank Uberfihrt. Danach lassen die Zellen sich mit frischem
Medium von der Zellkulturflaschenwand herunterspuilen und werden durch auf- und abpipettieren
vereinzelt. In eine mit Medium vorbereitete Zellkulturflasche wird bei MCF-7-Zellen 0,4 mL
Zellsuspension und bei MDA MB 231-Zellen 0,1 mL Zellsuspension eingetropft.

Drei bis vier Tage nach Passage wird ein Mediumwechsel durchgefihrt. Dazu wird das alte
Medium abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt.

8.2.3 Testung auf Hemmung der Zellproliferation

8.2.3.1 Aussaat der Zellen

Die Zellen werden geerntet wenn sie eine 70-80%ige Konfluenz zeigen. Es wird vorgegangen wie
beim Mediumwechsel. Nachdem die Zellen vereinzelt worden sind werden sie mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Dabei kdnnen tote Zellen mit Trypanblaulésung angefarbt werden;
diese werden dann nicht mitgezahlt.

Fir den zeitabhangigen Test werden 750 MCF-7-Zellen in 100 yL Medium; also pro Vertiefung
einer 96-Lochplatte bendtigt; fur die Bestimmung der ICs, 1000 Zellen pro Vertiefung (MCF-7-
Zellen). Fir MDA-Zellen benétigt man bei der ICs-Bestimmung 500 Zellen in 100 pL.

Eine fUr die geplante Anzahl 96-Lochplatten ausreichende Menge Zellsuspension wird mit Medium
auf die gewunschte Zellmenge herunterverdunnt.

Mit einer Mehrkanalpipette werden nun je 100 uL Zellsuspension in die Vertiefungen pipettiert. Man
I&sst die Zellen drei Tage im Brutschrank anwachsen.

8.2.3.2 Substanzzugabe

Fur die ICs werden in DMSO Verdinnungsreihen mit 50; 25; 12,5; 6,25 und 3,13 mmol/L
Konzentration der Testsubstanz hergestellt. Von diesen Verdinnungen werden je 10 yL mit 5 mL
Medium im tip-tub gemischt und 100 pL dieser Lésung nach folgendem Pipettierschema auf die
96-Lochplatte pipettiert:

(Konzentrationsangaben jetzt in pmol/L)

Substanz 1 Substanz 2

DMSO | 3,13 6,25 12,5 25 50 DMSO | 3,13 6,25 12,5 25 50

In Reihe eins und sieben wird nur 100 uL Medium mit 0,2 % Lésungsmittel (DMSO; fir Cisplatin
DMF) als Negativkontrolle pipettiert.

Als Vergleichssubstanz wird Cisplatin in den Konzentrationen 10; 5; 2,5; 1,25 und 0,63 mmol/L
verwendet.

So kdnnen zwei Substanzen mit je acht Werten pro Verdunnung auf einer Platte getestet werden.
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Am Ende der Substanzzugabe wird eine Platte (ohne Substanzlésung) abgestoppt wie weiter
unten beschrieben. Diese Platte dient zur Information, wie viele Zellen zum Zeitpunkt der
Substanzzugabe vorhanden waren.

Fir den zeitabhangigen Cytotoxizitatstest werden in DMSO Verdunnungsreihen mit 10, 5 und 1
mmol/L Konzentration der Testsubstanz hergestellt. Von diesen Verdiinnungen werden je 10 yL mit
5 mL Medium im tip-tub gemischt und 100 uL dieser Lésung nach folgendem Pipettierschema auf
je 5 96-Lochplatten pipettiert:

(Konzentrationsangaben jetzt in pmol/L)

Cisplatin Substanz 1 Substanz 2

0,5 1 5 1 5 10 1 5 10 DMSO | DMF

In Reihe zehn und elf wird nur 100 yL Medium mit 0,2 % Lésungsmittel (DMSO; fur Cisplatin DMF)
als Negativkontrolle pipettiert.

Als Vergleichssubstanz wird Cisplatin in den Konzentrationen 5, 1 und 0,5 mmol/L verwendet.

So kénnen drei Substanzen mit je acht Werten pro Verdlinnung auf einer Platte getestet werden.
Am Ende der Substanzzugabe wird eine Platte (ohne Substanzlésung) abgestoppt wie weiter
unten beschrieben. Diese Platte dient zur Information, wie viele Zellen zum Zeitpunkt der
Substanzzugabe vorhanden waren.

8.2.3.3 Abstoppen des Zelltests

Bei der ICs-Bestimmung mit MCF-7-Zellen wird nach 96 Stunden abgestoppt; bei MDA-Zellen
nach 72 Stunden.

Dazu wird das Medium abgesaugt und je 100 pL Abstopplosung (1% Glutardialdehyd in PBS) in
die Vertiefungen pipettiert. Nach einer halben Stunde wird die Abstopplésung entfernt und 150 uL
PBS in die Vertiefungen pipettiert. So kénnen die Zellen etwa zwei Wochen im Kuhlschrank
aufbewahrt werden.

Beim zeitabhangigen Cytotoxitatstest wird je eine Platte nach 72, 120, 144, 168 und 216 Stunden
abgestoppt wie beim ICso-Test beschrieben.

8.2.3.4 Farben und Auswertung

Das PBS wird entfernt und pro Vertiefung 100 pL Kristallviolettiésung (0,02%ig) pipettiert. Nach
einer halben Stunde wird die Losung entfernt und die Platten in Wasser gewaschen. Die Platten
bleiben etwa 15 Minuten im Wasser; danach werden sie gut getrocknet. Anschliefend wird pro
Vertiefung 180 pL 70%iger Ethanol pipettiert. Nachdem die Platten fir etwa zwei bis vier Stunden
auf die Schittelmaschine gelegt wurden kdnnen sie vermessen werden.

Die erhaltenen Werte werden auf die Lésungsmittelkontrolle und auf die Ausgangszellmasse
bezogen:
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. T-C,
TIC,,p [%] = cC, -100

Abbildung 8.1: T/C corr:

T. Mittelwert der Extinktionen der jeweiligen Substanzverdiinnungen eines Abstoppzeitpunkts
C: Mittelwert der Extinktionen der Losungsmittelblindwerte eines Abstoppzeitpunkts

Co: Mittelwert der Extinktionen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe (t0)

Die Darstellung erfolgt in Abhangigkeit von der Zeit.

8.2.4 Luciferaseassay fir Estrogenitat und Antiestrogenitat

8.2.4.1 Kultivierung und Aussaat der Zellen

Die Zellen werden Kkultiviert wie bei den allgemeinen Kultivierungsbedingungen beschrieben.
Zusatzlich wird immer 50 pyL/ 5mL Medium Geneticinlésung in die Kulturflasche pipettiert.

Vier Tage vor Aussaat eines Tests werden die Zellen auf Medium mit 5% ct-FCS ohne Phenolrot
passagiert.

Es werden 10000 MCF-7-2a Zellen pro well in weile Platten ausgesaht wie weiter oben
beschrieben.

8.2.4.2 Substanzzugabe

Fur die Belegung der weillen Platten werden Verdinnungsreihen auf klaren Platten
folgendermalen hergestellt :

Von Estradiol wird eine Stammilésung mit 0,1 mmol/L in DMSO hergestellt, von den
Testsubstanzen Stammlésungen mit 10 mmol/L in DMSO.

In eine klare Platte wird in Reihe A je 90 uyL DMEM sine pipettiert; in alle weiteren Reihen 180 pL.
In die erste Reihe wird dann 10 yL Stammlésung von Estradiol in die ersten vier Vertiefungen
pipettiert, 10 yL Substanz 1 in die nachsten vier Vertiefungen und so weiter. Mit einer
Zwoltkanalpipette werden die Losungen gut durchmischt und 20 uL der Losung in die nachste
Reihe Uberfuhrt. Nach Wechseln der Pipettenspitzen wird wieder gut gemischt und wiederum in die
folgende Reihe Uberfiihrt und so weiter. Beginnend mit der geringsten Konzentration werden dann
je 20 uL der Verdinnungsplatte in die entsprechende Vertiefung der weil3en Platte pipettiert.

In alle Vertiefungen aulRer Antiestrogenitat und Positiv- und Negativkontrolle werden zuerst 80 uL
DMEM mit 5% ct-FCS ohne Phenolrot pipettiert.

Die 96-Lochplatten werden folgendermalfien belegt:

Die Konzentrationsangaben sind in mol/L.

Positivkontrolle (Medium mit Estradiol) Negativkontrolle (Medium mit DMSO)

Estradiol 107 Substanz 1 10° Substanz 2 10°
10® 10® 10®
10° 107 107
10 10 10
10" 10° 10°
10 10 10
1073 10" 10"
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So ist es moglich, auf einer Platte drei Substanzen in je sieben Konzentrationen mit je vier Werten
zu bestimmen.

Fur die Testung der Antiestrogenitat werden die gleichen Verdliinnungsreihen benutzt. Statt 80 pL
DMEM wird jedoch 80 uL Lésung der Positivkontrolle (siehe unten) hinzupipettiert.

Fur die Positivkontrolle wird eine 3:10° molare Estradiolldsung hergestellt und hiervon 16,5 pL in
20 mL DMEM mit ct-FCS ohne Phenolrot gelost (Endkonzentration: 2,5 10° M). In die sechs
Vertiefungen der Positivkontrolle werden von dieser Lésung je 80 uL pipettiert.

Fur die Negativkontrolle werden 80 yL DMEM pipettiert.

In alle zwolIf Vertiefungen der ersten Reihe der weillen Platten werden 20 yL DMEM mit einem
Prozent DMSO pipettiert.

Die weilden Platten bleiben bis zum Abstoppen 50 Stunden im Brutschrank.

8.2.4.3 Abstoppen des Zelltests

Nach Beendigung der Inkubation wird das Medium abgesaugt und je 50 yL cell lysis buffer in die
Vertiefungen pipettiert. Die Zellen werden eine halbe Stunde auf der Schittelmaschine lysiert.
Danach kann mit einem Luminometer die Lumineszenz vermessen werden.

8.2.4.4 Auswertung

Die Positivkontrolle wird gleich 100 % gesetzt, die Negativkontrolle gleich Null. Alle erhaltenen
Werte werden in Bezug dazu gesetzt.

8.2.5 Testung auf Hemmung der Cyclooxygenase

Von den Testsubstanzen werden 10 mmol/L und 1mmol/L Stammlésungen in DMSO hergestellt.
400 pL der MDA-MB-231-Zellsuspension einer Passage werden mit 40 mL DMEM mit 5 % FCS
verdunnt und je 500 pL davon in 3 24-Lochplatten verteilt. Diese Platten werden fur etwa eine
Woche im Brutschrank inkubiert, bis 70 % Konfluenz erreicht ist. Das alte Medium wird abgesaugt
und durch 500 pL neues Medium ersetzt. In diesem neuen Medium sind 0,1 % der jeweiligen
Testsubstanzstammldsung bzw. fir die Kontrolle 0,1 % DMSO enthalten. Die Platten werden fir 23
h weiter im Brustschrank inkubiert. Eine 1000 mmol/L Arachidonsaurelésung wird mit DMEM
1/1000 verdinnt. Durch Zugabe von 50 uL dieser Lésung zum Testmedium wird die COX
stimuliert. Nach insgesamt 24 h werden je 200 yL Medium pro well entnommen und in Eppendort-
Cups uberfuhrt. Dann wird das verbliebene Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Mit den Zellen wird eine Bradford-Proteinbestimmung durchgefuhrt. Die Ergebnisse
werden auf die Proteinmenge bezogen.

Die Messung der Hemmung der COX erfolgt in 96-Lochplatten mittels ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) durch Bestimmung der Menge an PGE,. Es handelt sich hierbei um ein
Testkit der Firma Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA (Katalognummer: 514010.1). Die
Durchfuhrung erfolgte anhand der beigelegten Beschreibung. Es wird eine Standardkurve mittels
der acht Standard-PGE.-Lésungen aufgenommen (50 pL pro Vertiefung). Die Testldsungen
werden 1:25 mit dem beiliegenden ELISA-Puffer verdiinnt und von dieser Verdinnung je 50 L pro
Vertiefung pipettiert. Die Messung erfolgt nach Zugabe des beiliegenden Ellman's Reagenz
UV/Vis-photometrisch bei 405 bis 420 nm.
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8.3 HPLC-Methode zur Untersuchung der Stabilitat
8.3.1 HPLC-System

HPLC-Autosampler 565 Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn

HPLC-Pumpe 522 Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn

HPLC-UV-Diodenarray-Detektor 540 Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn

Kroma System 2000 Software Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn

Trennsaule mit Vorsaule Eurospher 100-5 C18, 250x4 mm, Knauer
GmbH, Berlin

8.3.2 Gerate zur Inkubation der Proben

Temperaturregler Thermo Haake C10 Haake, Karlsruhe
Wasserbad Thermo Haake P5 Haake, Karlsruhe

Fir den Versuch mit Verbindung 72 unter Brutschrankbedingungen wurden die Proben in
Zellkulturflaschen in den Brutschrank gelegt.

8.3.3 Mobile Phase

Als mobile Phase wurde ein Gemisch aus zwei Komponenten verwendet.
Komponente A: Aqua bidest. (30 %)
Komponente B: Methanol (70 %)

8.3.4 Versuchsbedingungen

Es wurden 102 molare methanolische Stammlésungen hergestellt, welche mit PBS auf 4,3-10*
mol/L verdinnt wurden. Ldste sich die Verbindung in dieser Verdinnung nicht, wurde Methanol
zugetropft. Die Lésung wurde sofort in das HPLC-System injiziert. Danach wurden die Proben bei
37°C im Wasserbad inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 24 h, nach 216 h und an
5 Zeitpunkten dazwischen) erneut vermessen.

Detektionswellenlange: 275 nm

Flussrate: 0.8 mL/min

Injektionsvolumen: 20 pL

Temperatur. Raumtemperatur

8.3.5LC-MS

Fir die LC-MS-Untersuchungen wurden  Gradienten, ebenfalls bestehend aus
Methanol/Wassergemischen, bei einer Fluf3rate von 0,4 mL/min gefahren. Die Substanzen wurden
hierfir allerdings nur in Methanol gelést. Die Gradienten waren fur die verschiedenen
Verbindungen unterschiedlich:

Verbindung 54: 10 min 60% Methanol, in 23 min auf 70% Methanol

Verbindungen 74 und 72: 10 min 55% Methanol, in 23 min auf 70% Methanol

Verbindung 88: 10 min 60% Methanol, in 23 min auf 70% Methanol
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Massenspektrometer:

Die Proben wurden an einem Agilent 6210 ESI-TOF, Agilent Technologies, Santa

Clara, CA, USA vermessen. Die FluRrate wurde auf 4 yL/min eingestellt, Spray Spannung auf 4
kV. Badegasfludrate: 15 psi (1 bar). Alle weiteren Parameter wurden so eingestellt, dass die groRte
Menge [M+H]" detektiert werden konnte.

(ESI-TOF = electrospray ionization - time of flight)

8.4 UV/Vis-Messungen und Bestimmung der Sattigungsldslichkeit

Fir die UV/Vis-Messungen wurde die entsprechende Substanz in Methanol gelést und so lange
verdunnt, bis eine Absorption im Lambert-Beerschen Bereich vorlag. Es wurde ein Spektrum von
200 bis 500 nm aufgenommen.

Unter etwa 230 nm wird die Eigenabsorption von Methanol so stark, dass keine Messung der
Absorption der Verbindungen mehr méglich ist, daher hort die Darstellung dort auf. Es wurde die
Absorption des Lésungsmittels (Methanol) von der Absorption der Substanzlésung abgezogen, so
dass die in den Diagrammen gezeigte Absorption die der reinen Substanz ist.

Fir die Bestimmung der Sattigungsloslichkeit wurde der jeweilige Feststoff in eine Losung von
DMEM sine mit 0,1 % DMSO in einem Eppendorf-Reaktionsgefal} gegeben. Dieses wurde fir eine
halbe Stunde ins Ultraschallbad gehangt und dann abkihlen gelassen. Es wurde darauf geachtet,
dass noch ungeldste Substanz vorhanden war. Die Reaktionsgefalle wurden bei 4500 g fir 4 min
abzentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Dieser Uberstand wurde mittels UV-Spektrometer
vermessen und mit PBS mindestens dreimal 1+1 verdiinnt, damit DMEM nicht mehr durch seine
Absorption stérte (siehe Abbildung). AuRerdem wurde eine Kalibriergerade durch Ldsen in
Methanol und Verdinnung mit PBS erstellt. Es befanden sich jeweils funf bis sechs
Konzentrationen im Lambert-Beerschen Bereich.

1,0 4

08+
[
o b
2 0,6 1a DMEM pur
5 T A PBS+DMEM: 8+1
£ 04+ ___ DMSOinPBS
<

0,2

0,0 T =

200 300 400 500

Wellenldnge (nm)

Abbildung 8.2: Absorption der Losungsmittel bei der Bestimmung der Sattigungsldslichkeit
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9 Anhang

9.1 Diagramme des zeitabhangigen Cytotoxizitatstests
Hydroxylierte Verbindungen:

Verbindung 51

0 50 100 150 200

Inkubationszeit [h]

—0— 1 M —— 5 pM —¢«—10 M

Verbindung 50
HO

OH

Inkubationszeit [h]

—{—1uM —&—5 M —¢—10 uM

Verbindung 86

T/

Inkubationszeit [h]

—0—1 pM —A—5 pM —¢— 10 pM
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T/Ceorr [%]

Inkubationszeit [h]

—— 1M —p—5 M —¢—10 uM

TICcorr [%]

Inkubationszeit [h]

—0—1 M —A—5 pM —«— 10 uM

T/Ceorr [%]

0 50 100 150

Inkubationszeit [h]

—0—1 pM —A—5 pM —¢—10 pM

Methoxylierte Verbindungen:

TICCDI‘I‘ [%]

Inkubationszeit [h]

—— 1M ——5 M —«— 10 yM

Verbindung 87

Q

OH

Verbindung 88

Verbindung 54

Verbindung 83



9 Anhang

176

TICCON [%]

Inkubationszeit [h]

—O0—1 M —A—5 M ——10 uM

T/Ceorr [%]

Inkubationszeit [h]

—4—1 M ——5 M ——10 uM

T/ccorr [%]

Inkubationszeit [h]

—0—1uM —p—5 pM —¢—10 uM

Inkubationszeit [h]
—— 1M —A— 5 M —%— 10 uM

Verbindung 84

_0
I\o
N \

Verbindung 85

e
Vs
N \
O—

Verbindung 32

Verbindung 33
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Verbindung 36

Inkubationszeit [h]

—0— 1 M —A—5 uM —%— 10 M

Verbindung 35

O\N7

-

Inkubationszeit [h]

—4—1 M —— 5 pM ——10 upM

Verbindung 34

Inkubationszeit [h]

—0—1 M —4p— 5 M —¢—10 uM

Verbindung 27
F

TICcorr [%]

Inkubationszeit [h]

—— 1 UM —A—5 pM —¢— 10 pM
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g
Q
=
Inkubationszeit [h]
—0—1 M —A—5 uM —%— 10 uM
g
Qo
F
Inkubationszeit [h]
——1pM —A—5 pM —«—10 uM
9
o
-

Inkubationszeit [h]

—0— 1 M —p— 5 pM —¢— 10 M

Inkubationszeit [h]

—0—1 M —p— 5 pM —¢— 10 uM

Verbindung 19

Verbindung 70

Verbindung 69
N o,
)

Q

Verbindung 68
N o
Y,
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TICcorr [%]

Cisplatin

100

Inkubationszeit [h]

150

—0—0,5uM —&— 1 M —¢—5 M

200

9.2 Abkirzungen

(D6)DMSO
4-OHT
ber.
CDCls
CHN
ctFCS
DBD
DC
DES
DMEM
DMF
DMSO
DNA
E2
ECso
ER
ERE
FCS
gef.
H12
HPLC
HSP90

Cisplatin: Positivkontrolle

Dimethylsulfoxid, deuteriert
4-Hydroxytamoxifen

berechnet

Chloroform, deuteriert
Elementaranalyse

charcoal treated fetal calf serum
DNA-Bindungsdomane
Dunnschichtchromatographie
Diethylstilbestrol

Dulbecco's modified Eagle medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

17 B-Estradiol

Halbmaximale effective concentration
Estrogenrezeptor

estrogen response element

fetal calf serum

gefunden

Helix 12 der LBD des ER
Hochleistungs-Flissigchromatographie
heat shock protein 90

Intrinsische Aktivitat

Halbmaximale inhibitory concentration
Infrarotspektroskopie
Kaliumhexamethyldisilylamid



9 Anhang 180

LBD
LogP

luc
MCEF-7

MCF-7/2a

MDA-MB-231

MS
NMR
NOE
PPT
RAL
RBA
RLU
RT
Schmp.
SERD
SERM
TAM
TF
THF
uv

wtc

Ligandenbindungsdomane

Verteilungskoeffizient eines Stoffes zwischen
1-Oktanol und Wasser

luciferase

Michigan Cancer Foundation,
hormonabhangige, humane
Mammakarzinomzelllinie

hormonabhangige, humane
Mammakarzinomzelllinie, stabil transfiziert
mit Plasmid EREluc

Monroe D. Anderson (Hospital, Houston,
Texas), metastatic breast cancer
hormonunabhangige, humane
Mammakarzinomzelllinie

Massenspektrometrie

nuclear magnetic resonance

nuclear Overhauser effect
Propylpyrazoltriol

Raloxifen

Rezeptorbindungsaffinitat

relative light units

Raumtemperatur

Schmelzpunkt

selective estrogen receptor down regulator
selective estrogen receptor modulator
Tamoxifen

Transkriptionsfaktor

Tetrahydrofuran

Ultraviolett

wild type consensus
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