Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultit fiir Chemie und Pharmazie

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Die Synthese von Referenzsubstanzen
fiir die
wirkungsbezogene Analytik

von Ostrogenen in der Umwelt

von
Ursula Bitterer
aus

Schwabmiinchen

2001




Erklirung

Diese Dissertation wurde im Sinne von § 13 Abs. 3 bzw. 4 der Promotionsordnung vom 29.

Januar 1998 von Herrn Prof. Dr. H. Langhals betreut.

Ehrenwortliche Versicherung

Diese Dissertation wurde selbstindig, ohne unerlaubte Hilfe angefertigt.

Miinchen, am 28. Februar 2001

Ursula Bitterer

Dissertation eingereicht am  28. Februar 2001
1. Gutachter Prof. Dr. H. Langhals
2. Gutachter Prof. Dr. R. Grashey

Miindliche Priifung am 30. Mirz 2001



Danksagung

Diese Arbeit entstand in der Zeit von Februar 1997 bis Februar 2001 am Department Chemie
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen unter der Leitung von Prof. Dr. H. Langhals,
dem ich an dieser Stelle fiir seine wissenschaftliche und personliche Betreuung danken
mochte. Besonderen Dank schulde ich ihm dafiir, dass er mir nach vielen Jahren der Pause

ohne Vorbehalte die Moglichkeit zum Wiedereinstieg gab.

Weiterhin méchte ich auch allen Mitgliedern des Instituts danken, die zum Gelingen dieser
Arbeit beigetragen haben:

Frau K. Becker fiir ihre engagierte und kompetente Mitarbeit,

Frau G. Késer und Herrn H. Schulz fiir die sorgfiltige und zuverldssige Anfertigung der
Elementaranalysen,

Herrn Dr. W. Spahl und Herrn R. Seidl fiir die Aufnahme der Massenspektren,

Herrn 1. Briick fiir die Einwaagen und die schnelle Anfertigung der IR-Spektren und
schlieBlich Herrn H. Huber und Herrn D. Stephenson fiir die problemorientierte Aufnahme
der NMR-Spektren.

Bei Herrn Dr. M. Seifert vom Arbeitskreis Prof. Dr. B. Hock an der TU Miinchen mdchte ich
mich fiir die Messungen der Kreuzreaktivititen bedanken.

Bei Herrn M. Schifer vom Arbeitskreis Prof. Dr.-Ing. O. Nuyken an der TU Miinchen
bedanke ich mich fiir die zuverldssige Durchfiihrung der Molekulargewichtsbestimmungen

mittels Gelpermeationschromatographie.

Bedanken mochte ich mich auch bei allen meinen Arbeitskollegen, die mich freundlich und
immer hilfsbereit aufgenommen haben. Mein spezieller Dank richtet sich dabei an Herrn Dr.
Harald Jaschke, der mir den Einstieg durch seine unermiidliche Hilfsbereitschaft enorm
erleichterte. Des weiteren mochte ich mich bei Herrn Patrick Blanke bedanken, der zunichst
im Rahmen seines Forschungspraktikums engagierte Mitarbeit leistete und spater als Kollege

ein stets freundlicher Ansprechpartner, vor allem in Computerfragen, war.

Ganz besonders herzlich mochte ich mich schlie8lich bei denen bedanken, die mir durch ihre
praktische und moralische Unterstiitzung tiberhaupt erst die Mdglichkeit zur Durchfiihrung
dieser Arbeit gegeben haben. Es sind dies mein Mann und meine beiden Kinder, deren

Verstindnis und Geduld mich wihrend des gesamten Verlaufs der Promotion begleiteten.



Fir
Gerd

Tobias und Julia




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Theoretischer Teil

1. Teil

1. Einleitung

1.1 Endokrine Disruptoren

1.2 Chemische Strukturen 6strogen wirksamer Substanzen

1.3 Wirkungsweisen von Ostrogenen

1.4 Herkémmliche Verfahren zur Bestimmung endokriner Disruptoren

1.5 Der Enzyme-Linked Rezeptor Assay (ELRA)

1.6 Kreuzreaktivitat

2. Problemstellung

3. Derivate von trans-Diethylstilbestrol

3.1 trans-Diethylstilbestrol als geeignete Konjugat-Komponente
3.2 Synthesekonzept fiir Carbonsdure-Derivate von frans-DES

3.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche

3.3.1 Darstellung der Carbonsdureester-Derivate von trans-DES
3.3.2 Darstellung der Carbonsdure-Derivate von trans-DES
333 Darstellung der Dicarbonsdurediester-Derivate von trans-DES
3.34 Trennung von Mono-und Diestern

34 Kreuzreaktivititen

34.1 Werte der Carbonsdureester-Derivate von trans-DES

342 Werte der Carbonsdure-Derivate von trans-DES

343 Werte der Dicarbonsédurediester-Derivate von trans-DES
3.5 Spektroskopische Daten

3.5.1 IR-Spektren

3.52  'H-NMR-Spektren

3.53 C-NMR-Spektren

—

o N O W

10

11

13
13
14
15
15
17
18
20
21
21
22
22
23
23
24
25



I Inhaltsverzeichnis

3.54  Massenspektren 26
4. Derivate von meso-Hexestrol 27
4.1 meso-Hexestrol als geeignete Konjugat-Komponente 27
4.2 Synthesekonzept fiir Carbonsdure-Derivate von meso-Hexestrol 28
4.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche 29
43.1 Darstellung der Carbonsdureester-Derivate von meso-Hexestrol 29
432 Darstellung der Carbonsdure-Derivate von meso-Hexestrol 30
433 Darstellung der Dicarbonséurediester-Derivate von meso-Hexestrol 31
4.4 Kreuzreaktivititen 32
4.4.1 Werte der Carbonsdureester-Derivate von meso-Hexestrol 32
442 Werte der Carbonsdure-Derivate von meso-Hexestrol 33
443 Werte der Dicarbonsdurediester-Derivate von meso-Hexestrol 33
4.5 Spektroskopische Daten 34
4.5.1 IR-Spektren 34
452  'H-NMR-Spektren 35
453 13 C-NMR-Spektren 36
4.5.4  Massenspektren 36
5. Derivate von Bisphenol A 37
5.1 Bisphenol A als geeignete Konjugat-Komponente 37
52 Synthesekonzept flir Carbonsdure-Derivate von Bisphenol A 38
53 Praktische Durchfiihrung der Versuche 38
5.3.1 Darstellung der Carbonsdureester-Derivate von Bisphenol A 38
5.3.2 Darstellung der Carbonsdure-Derivate von Bisphenol A 40
5.3.3  Darstellung der Dicarbonsdurediester-Derivate von Bisphenol A 41
5.4 Kreuzreaktivititen 42
54.1 Werte der Carbonsdureester-Derivate von Bisphenol A 42
542 Werte der Carbonsdure-Derivate von Bisphenol A 43
543  Werte der Dicarbonséurediester-Derivate von Bisphenol A 44
55 Spektroskopische Daten 44
5.5.1 IR-Spektren 44
552  'H-NMR-Spektren 45

553 '3 C-NMR-Spektren 45



Inhaltsverzeichnis I

554  Massenspektren 46
6. Darstellung der Aminoalkyl-Derivate von frans-Diethylstilbestrol 47
6.1 Synthesekonzept fiir Aminoalkyl-Derivate von trans-DES 47
6.2 Praktische Durchfiihrung der Versuche 48
6.2.1 Darstellung der Carbonséurenitril-Derivate von frans-DES 48
6.2.2 Darstellung der Aminoalkyl-Derivate von trans-DES 49
6.3 Spektroskopische Daten 51
6.3.1 IR-Spektren 51
6.3.2 'H-NMR-Spektren 51
6.3.3  >C-NMR-Spektren 52
6.3.4  Massenspektren 52
7. Herstellung der Ostrogen-Rinderserumalbumin-Konjugate 53
7.1 Aktivierung der Carbonsdure-Derivate 53
7.2 Darstellung der BSA-Konjugate 54
8. Zusammenfassung 56
2. Teil
9. Einleitung 59
10. Problemstellung 60
11. Umsetzung von N-(Alkyl)- bzw. N-(Aryl)-N -(2-hydroxyethyl)-

perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)en mit Carbonsiure-Derivaten

von trans-Diethylstilbestrol 62
11.1 Synthesekonzept fiir Fluorophor-Wirkstoff-Konjugate 62
11.2 Praktische Durchfiihrung der Versuche 63

11.3 Spektroskopische Daten 65



v Inhaltsverzeichnis

12. Umsetzung von 4-[V-(1-Hexylheptyl)-N’-perylen-3,4:9,10-bis-
(dicarboximid)-yl]-benzoesiure mit frans-Diethylstilbestrol 66

12.1 Synthese von 4-[ N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-
imid)-yl]-benzoesiure-(4-[ 1-ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-

phenyl)-ester (54) 66
12.2 Spektroskopische Daten 68
13. Umsetzung von N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4:9,10-dicarboximid-
9-carbonsiure mit frans-Diethylstilbestrol 69
13.1 Synthesekonzept fiir das Fluorophor-Wirkstoff-Konjugat 69
13.2 Praktische Durchfiihrung des Versuchs 70
14. Umsetzung von N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-dicarboximid-9-
carbonsiure mit 4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-
butenyl]-phenol (44) 71
14.1 Synthesekonzept flir das Fluorophor-Wirkstoff-Konjugat 71
14.2 Praktische Durchfiihrung des Versuchs 72
15. Zusammenfassung 72
3. Teil
16. Einleitung 74
17. Problemstellung 74
18. Darstellung polymerer Verbindungen 75
18.1 Ein Polymer aus frans-Diethylstilbestrol 75
18.1.1 Darstellung des Polymers 75
18.1.2  Struktur des Polymers 59 76
18.1.3  Mechanismus des Methylen-Einbaus 77

18.1.4  Spektroskopische Daten 78



Inhaltsverzeichnis

18.2

18.2.1
18.2.2
18.2.3
18.3

18.3.1
18.3.2
18.3.3
18.4

18.4.1
18.4.2
18.4.3
18.5

18.5.1

18.5.2.

18.5.3

19.
19.1
19.1.1
19.1.2
19.1.3
19.2
19.3
19.3.1
19.3.2
19.3.3

20.

Ein Polymer aus meso-Hexestrol

Darstellung des Polymers

Struktur des Polymers 60

Spektroskopische Daten

Reaktion von Bisphenol A mit Dichlormethan

Durchfiihrung des Versuchs

Struktur der Verbindung 61

Spektroskopische Daten

Reaktion von 1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)-ethan mit Dichlormethan
Durchfiihrung des Versuchs

Struktur der Verbindung 62

Spektroskopische Daten

Reaktion von Bis(4-hydroxyphenyl)-methan mit Dichlormethan
Durchfiihrung des Versuchs

Struktur der Verbindung 63

Spektroskopische Daten

Umsetzungen von Ostrogenen mit Dichlormethan

Reaktion von 17-Ostradiol mit Dichlormethan

Durchfiihrung des Versuchs

Struktur von Bis(1,3,5(10)-estratrien-17 S-ol-3-oxy)-methan (64)
Spektroskopische Daten

Versuch der ,,Polymerisation* von 17/3-Ostradiol

Reaktion von Ostron mit Dichlormethan

Durchfiihrung des Versuchs

Struktur von Bis(1,3,5(10)-estratrien-17-on-3-oxy)-methan (65)
Spektroskopische Daten

Zusammenfassung

79
79
80
81
82
82
82
83
84
84
85
86
87
87
87
88

89
&9
89
89
90
90
91
91
91
92

92



VI Inhaltsverzeichnis

Experimenteller Teil

21. Analytik, Chemikalien und Reinigungsmethoden 94
21.1 Analytik 94
21.2 Chemikalien 94
21.3 Reinigungsmethoden 95
21.3.1 Diinnschichtchromatographie 95
21.3.2  Sdulenchromatographie 95
21.3.3  Das Chromatotron 95
22. Derivate von trans-Diethylstilbestrol 98
22.1 Darstellung der DES-Carbonsdureester-Derivate 98

22.1.1  (4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-essigsidure-
ethylester (1a) 98
22.1.2  Versuch der Darstellung von 3-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-

butenyl]-phenoxy)-propionsédureethylester (2a) 99
22.1.3  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)- 1 E-butenyl]-phenoxy)-butansiure-
ethylester (3a) 99
22.1.4  5-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-pentan-
sdureethylester (4a) 100
22.1.5 6-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1 E-butenyl]-phenoxy)-hexansédure-
ethylester (5a) 101

22.1.6  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1 E-butenyl]-phenoxymethyl)-
benzoesduremethylester (6a) 103
22.1.7  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1 E-butenyl]-phenoxy)-crotonsédure-
ethylester (7a) 105
22.2 Darstellung der DES-Dicarbonsdurediester-Derivate 106
22.2.1  (4-[1-Ethyl-2-(4-ethoxycarbonylmethoxyphenyl)-1E-butenyl]-
phenoxy)-essigsdureethylester (1b) 107
22.2.2  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-(3-ethoxycarbonylpropoxy)-phenyl)-1E-butenyl]-
phenoxy)-butansiureethylester (3b) 108
22.2.3  5-(4-[1-Ethyl-2-(4-(4-ethoxycarbonylbutoxy)-phenyl)- 1 E-butenyl]-
phenoxy)-pentansdureethylester (4b) 108



Inhaltsverzeichnis VII

22.2.4  6-(4-[1-Ethyl-2-(4-(5-ethoxycarbonylpentoxy)-phenyl)-1E-butenyl]-

phenoxy)-hexansédureethylester (Sb) 109
22.2.5  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-methoxycarbonylbenzyloxyphenyl)-1E-butenyl]-

phenoxymethyl)-benzoesduremethylester (6b) 111
22.2.6  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-(3-ethoxycarbonylpropenyloxy)-phenyl)-1£-

butenyl]-phenoxy)-crotonsdureethylester (7b) 112
22.3 Darstellung der DES-Carbonsdure-Derivate 112

22.3.1  (4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl-1E-butenyl]-phenoxy)-essigsdure (8) 113
22.3.2  Versuch der Darstellung von 3-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E£-

butenyl]-phenoxy)-propionsédure (12) 113
22.3.3  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-butan-

sdure (9) 114
22.3.4  5-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-pentan-

saure (10) 115
22.3.5  6-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-hexan-

sdaure (11) 116
22.3.6  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxymethyl)-

benzoesdure (13) 117
22.3.7 Versuch der Darstellung von 4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-

butenyl]-phenoxy)-crotonsidure (14) 118
23. Derivate von meso-Hexestrol 118
23.1 Darstellung der Hexestrol-Carbonséureester-Derivate 118

23.1.1  rac-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl ]-phenoxy)-essigsdureethyl-
ester (15a) 118
23.1.2  Versuch der Darstellung von rac-3-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-
butyl]-phenoxy)-propionsdureethylester (16a) 120
23.1.3  rac-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-butansiure-
ethylester (17a) 120
23.1.4  rac-5-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-pentansiure-
ethylester (18a) 121
23.1.5  rac-6-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-hexansiure-
ethylester (19a) 123



VIII Inhaltsverzeichnis

23.1.6  rac-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxymethyl)-
benzoesduremethylester (20a) 124
23.2 Darstellung der Hexestrol-Dicarbonsdurediester-Derivate 125

23.2.1 meso-(4-[1-Ethyl-2-(4-ethoxycarbonylmethoxyphenyl)-butyl]-

phenoxy)-essigsaureethylester (15b) 126
23.2.2  meso-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-(3-ethoxycarbonylpropoxy)-phenyl)-butyl]-
phenoxy)-butansdureethylester (17b) 127
23.2.3  meso-5-(4-[ 1-Ethyl-2-(4-(4-ethoxycarbonylbutoxy)-phenyl)-butyl]-
phenoxy)-pentansdureethylester (18b) 128
23.2.4  meso-6-(4-[1-Ethyl-2-(4-(5-ethoxycarbonylpentoxy)-phenyl)-butyl]-
phenoxy)-hexansdureethylester (19b) 129
23.2.5 meso-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-methoxycarbonylbenzyloxyphenyl)-butyl]-
phenoxymethyl)-benzoesduremethylester (20b) 130
233 Darstellung der Hexestrol-Carbonséure-Derivate 131

23.3.1 rac-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-essigsdure (21) 132
23.3.2  rac-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-butan-

sdure (22) 133
23.3.3  rac-5-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-pentan-

sdure (23) 134
23.3.4  rac-6-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxy)-hexan-

sdure (24) 135
23.3.5 rac-4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-butyl]-phenoxymethyl)-

benzoesdure (25) 136
24. Derivate von Bisphenol A 138
24.1 Darstellung der Bisphenol A-Carbonsséureester-Derivate 138

24.1.1  (4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-essigsidureethyl-
ester (26a) 138
24.1.2  Versuch der Darstellung von 3-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenoxy)-propionsdureethylester (27a) 139
24.1.3  4-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-butansédure-
ethylester (28a) 139
24.1.4  5-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl|-phenoxy)-pentansiure-
ethylester (29a) 141



Inhaltsverzeichnis

24.1.5

24.1.6

24.2
24.2.1

24.2.2

2423

2424

24.2.5

24.3

243.1

2432

24323

2434
2434

24.3.5

25.
25.1

25.1.1
25.1.2
25.2

25.2.1

6-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-hexansdure-
ethylester (30a)
4-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxymethyl)-benzoe-
sdauremethylester (31a)

Darstellung der Bisphenol A-Dicarbonsdurediester-Derivate
(4-[1-(4-Ethoxycarbonylmethoxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-
essigsdureethylester (26b)
4-(4-[1-(4-(3-Ethoxycarbonylpropoxy)-phenyl)- 1-methyl-ethyl]-
phenoxy)-butansdureethylester (28b)
5-(4-[1-(4-(4-Ethoxycarbonylbutoxy)-phenyl)-1-methyl-ethyl]-
phenoxy)-pentansdureethylester (29b)

6-(4-[ 1-(4-(5-Ethoxycarbonylpentoxy)-phenyl)-1-methyl-ethyl]-
phenoxy)-hexansédureethylester (30b)
4-(4-[1-(4-Methoxycarbonylbenzyloxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-
phenoxy-methyl)-benzoesduremethylester (31b)

Darstellung der Bisphenol A-Carbonsédure-Derivate

(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-essigsdure (32)

142

143
145

145

146

147

148

149

151
151

4-(4-[ 1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-butansdure (33) 152

5-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-pentan-
sdure (34)

153

6-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-hexansaure (35) 154

4-(4-[1-(4-Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxymethyl)-benzoe-
sdure (36)

Versuch der Darstellung von 3-(4-[1-(4-Hydroxypheny)-1-methyl-
ethyl]-phenoxy)-propionsdure (37)

Aminoalkyl-Derivate von frans-Diethylstilbestrol

Versuch der Darstellung durch Umsetzung von DES mit Aminoalkyl-
Bromiden

Umsetzung von DES mit 2-Aminoethylbromid-hydrobromid
Umsetzung von DES mit 3-Aminopropylbromid-hydrobromid
Darstellung der DES-Carbonsaurenitril-Derivate

(4-[ 1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)- 1 E-butenyl ]-phenoxy)-essigsdure-
nitril (38a)

155

156

158

158

158

158

159

159



X Inhaltsverzeichnis

25.2.2  Versuch der Darstellung von 3-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E£-

butenyl]-phenoxy)-propionsédurenitril (39a) 161
25.2.3  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-butansiure-

nitril (40a) 161
25.2.4  5-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-pentan-

sdurenitril (41a) 162
25.2.5  6-(4-[1-Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1 E-butenyl]-phenoxy)-hexansdure-

nitril (42a) 164
253 Darstellung der DES-Dicarbonséuredinitril-Derivate 165
25.3.1 (4-[1-Ethyl-2-(4-cyanomethoxyphenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-essig-

sdurenitril (38b) 166
25.3.2  4-(4-[1-Ethyl-2-(4-(3-cyanopropoxy)-phenyl)-1E-butenyl ]-phenoxy)-

butanséurenitril (40b) 167
25.3.3  5-(4-[1-Ethyl-2-(4-(4-cyanobutoxy)-phenyl)-1 E-butenyl]-phenoxy)-

pentansaurenitril (41b) 168
25.3.4  6-(4-[1-Ethyl-2-(4-(5-cyanopentoxy)-phenyl)-1E-butenyl]-phenoxy)-

hexansdurenitril (42b) 169
25.4 Darstellung der DES-Aminoalkyl-Derivate 170

254.1  4-[2-(4-(2-Aminoethoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (43) 170
254.2  4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (44) 171
25.4.2.1 Reaktion in Ether 171
25.4.2.2 Reaktion in Tetrahydrofuran 172
254.3  4-[2-(4-(5-Aminopentoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (45) 172
254.4  4-[2-(4-(6-Aminohexoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (46) 173

25.4.4.1 Reaktion in Ether 173
25.4.4.2 Reaktion in Tetrahydrofuran 173
26. Herstellung der Ostrogen-Rinderserumalbumin-Konjugate 174
26.1 Aktivierung der Carbonsdure-Derivate 8, 21 und 32 174
26.2 Darstellung der BSA-Konjugate 47 175
27. Darstellung von Fluorophor-Wirkstoff-Konjugaten 175

27.1 Darstellung der N-(Alkyl)- bzw. N-(Aryl)-N'-(2-hydroxyethyl)-
perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)e 175



Inhaltsverzeichnis

XI

27.1.1

27.1.2

27.1.3

27.2

27.3

27.3.1

27.3.2

27.3.3

27.3.4

27.3.5

27.3.6

27.4

27.4.1

27.4.2

N-(1-Hexylheptyl)-N"-(2-hydroxyethyl)-perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-
imid) (50a)
N-(1-Heptyloctyl)-N"-(2-hydroxyethyl)-perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-
imid) (50b)
N-(2,5-Di-tert-butylphenyl)-N'-(2-hydroxyethyl)-perylen-3,4:9,10-bis-
(dicarboximid) (50d)
4-[N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis-(dicarboximid)-yl]-
benzoesdure (51)

Umsetzung von N-(Alkyl)- bzw. N-(Aryl)-N'-(2-hydroxyethyl)-
perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)en mit Carbonséure-Derivaten

von trans-DES

N-(1-Hexylheptyl)-N "-{2-[2-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1E-
buten-yl]-phenoxy)-acetoxy]-ethyl}-perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-
imid) (53a)

N-(1-Hexylheptyl)-N "-{2-[4-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1E-
buten-yl]-phenoxy)-butanoyloxy]-ethyl } -perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid) (53b)

N-(1-Heptyloctyl)-N -{2-[5-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1E-
butenyl]-phenoxy)-pentanoyloxy]-ethyl} -perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid) (53c)
N-(1-Octylnonyl)-N"-{2-[5-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1E-
butenyl]-phenoxy)-pentanoyloxy]-ethyl} -perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid) (53d)

N-(1-Octylnonyl)-N "-{2-[6-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-1 E-
butenyl]-phenoxy)-hexanoyloxy]-ethyl} -perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid) (53e)

N-(2,5-Di-tert-butylphenyl)-N - {2-[4-(4-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-ethyl-
1 E-butenyl]-phenoxy)-butanoyloxy]-ethyl} -perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid) (53f)

Umsetzung von 4-[ N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(di-
carboximid)-yl]-benzoesdure (51) mit trans-Diethylstilbestrol
4-[N-(1-Hexylheptyl)-N "-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-yl]-
benzoesdurecyclohexylamid (55)

4-[ N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-yl]-
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Theoretischer Teil

1. Teil

1. Einleitung

1.1 Endokrine Disruptoren "

Seit geraumer Zeit tauchen in den Medien immer wieder Berichte {iber Umweltchemikalien in
Verbindung mit verminderter Spermienzahl und vermehrtem Auftreten von Hodentumoren
bei Ménnern sowie Brustdriisentumoren bei Frauen auf. Sie alle geben der immer groBer
werdenden Befiirchtung Ausdruck, bestimmte Substanzen konnten den Menschen an seiner
empfindlichsten Stelle, d.h. in seiner Fahigkeit zur Reproduktion treffen. Die Problematik ist
in Fachkreisen seit langem bekannt, das 6ffentliche Interesse wurde spatestens 1996 durch das
Buch ,,Die bedrohte Zukunft. Gefdhrden wir unsere Fruchtbarkeit und Uberlebensfaihigkeit?“
geweckt!.

Erste alarmierende Verdachtsmomente in dieser Richtung ergaben Beobachtungen in der
Tierwelt. Bereits im Jahr 1952 wurden Untersuchungen zu Stérungen der Fortpflanzung von
WeiBkopfadlern in Florida angestellt™. Sie lieferten Hinweise auf eine Beeinflussung des
Hormonsystems durch endokrin wirksame Umweltchemikalien. In den siebziger Jahren
zeigten Studien an SilbermOwen, dass es hier Anomalien in der Embryonalentwicklung gab,
die Ahnlichkeiten zu hormonellen Stérungen aufwiesen, wie sie auch durch Dioxine ausgeldst
werden!®. SchlieBlich machte man in den achtziger Jahren einen Chemieunfall, bei dem ein
Pestizid in einen See in Florida gelangte, fiir die Missbildungen an den Geschlechtsorganen
der dort lebenden Alligatoren verantwortlich™®. Weitere Hinweise lieferte die untypische
Produktion von Eidotterprotein (Vitellogenin) bei ménnlichen Fischen im Ausstromgebiet

von Kliranlagen in GroBbritannien!”!. Zahlreiche weitere Studien aus den verschiedensten
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Léndern an Wildpopulationen von Wildkatzen, Vogeln oder Schnecken belegen mittlerweile
verminderte  Fertilitdt, reduzierten Bruterfolg, auffdllige Verdnderungen in der
Geschlechterzusammensetzung von Populationen und nicht zuletzt die Verweiblichung
ménnlicher Tiere und umgekehrt!™.

All diese Beobachtungen fiihrten natiirlich zu der Frage, inwieweit dhnliche Effekte durch
exogene Hormone auch beim Menschen zu erwarten sein konnten. Bereits Ende der vierziger
Jahre hatten Untersuchungen zu Stoérungen beim Reproduktionssystem des Mannes
stattgefunden, die entsprechende Hinweise lieferten. In den neunziger Jahren schlielich
hiuften sich pldtzlich Meldungen iiber Anomalien bei humanen Spermien!'®’ und die

Vervielfachung von Hodenkrebsraten!'"!

. Beunruhigend waren vor allem Berichte {iber
mogliche Beeintrachtigungen der Embryoentwicklung des Menschen. In diesem
Zusammenhang stellt das synthetische Ostrogen Diethylstilbestrol (DES) eine der meist
untersuchten Substanzen dar. In dem Zeitraum von 1940 bis 1971 wurde es als Medikament
zur Erhaltung von Schwangerschaften eingesetzt. Nach gehduftem Auftreten von

121" bei weiblichen und Deformationen des Genitaltraktes!'>' bei

Vaginalkarzinomen
méannlichen Nachkommen der behandelten Frauen wurde das Préparat aus dem Verkehr
gezogen. Heute gilt es als transplazentires Karzinogen.

Alle bisher aufgefiihrten Beispiele bestitigen die These der Existenz sogenannter endokriner
Disruptoren. Es handelt sich dabei um “natiirliche oder anthropogene Substanzen, die adverse
Effekte nicht nur auf der Ebene des Individuums, sondern auch auf Populations- und
Gesellschaftsebene hervorrufen konnen, indem sie mit endogenen Hormonsystemen
interferieren® !>,

Die auBerordentliche Relevanz der moglichen Wirkungen dieser Chemikalien auf das
Reproduktionssystem des Menschen erkldrt den enormen Forschungsbedarf auf diesem
Gebiet. Das Auffinden, der Nachweis und die Kldrung der Wirkungsmechanismen von
Substanzen, die in das dstrogene Wirkungsspektrum eingeordnet werden kdnnen, sind deshalb
vorrangige Ziele in dem Bemiihen, mogliche gesundheitliche Gefahrdungen fiir Mensch und

Tier zu erkennen und damit vielleicht zu verhindern.
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1.2. Chemische Strukturen ostrogen wirksamer Substanzen

In Zusammenfassung der bisherigen Forschungsarbeiten lassen sich heute vier Hauptgruppen

von Substanzen anfiihren, deren dstrogene Wirksamkeit als gesichert gilt:

A. Endogene Ostrogene
Bei dieser Gruppe handelt es sich um die bei Mensch und Tier natiirlich vorkommenden
Hormone und ihre Metaboliten. In die Umwelt gelangen sie liber deren Ausscheidungen. Sie

besitzen allesamt Steroidstruktur.

OH ) OH

--OH

HO HO HO

178-Ostradiol Ostron 160,17 3-Ostriol

Abb. 1: Strukturen endogener Ostrogene

B. Phytoostrogene und Mykodstrogene

Diese Substanzklasse fasst natiirliche Pflanzeninhaltsstoffe zusammen, die Ostrogene
Wirksamkeit besitzen. In Kontakt mit ihnen kommt der Mensch hauptséchlich iiber bestimmte
Nahrungsmittel. So weisen z.B. Tee, Lakritze und vor allem Sojaprodukte!'® hohe

Konzentrationen an Phytodstrogenen auf. Sie sind von unterschiedlichster Struktur.

OH O
(e}
HO Z O
Genistein Coumestrol Zearalenon

Abb.2: Strukturen von Phyto- und Mykodstrogenen



4 Theoretischer Teil

C. Synthetische Ostrogene bzw. Antidstrogene

Diese Gruppe beinhaltet chemische Substanzen, deren dstrogene Wirksamkeit bekannt ist und
die als kiinstliche Hormone Verwendung finden. In ihr finden sich vor allem abgewandelte
natiirliche Ostrogene und Stilbenabkdmmlinge. Ethinylostradiol z.B. ist eine der meist
verwendeten Komponenten in oralen Kontrazeptiva, wihrend Substanzen wie Tamoxifen in

der Krebstherapie eingesetzt werden.

OH
- C=CH oH
)
HO HO

Ethinylostradiol Diethylstilbestrol Tamoxifen

Abb. 3: Strukturen von synthetischen Ostrogenen bzw. Antidstrogenen

D. Xenodstrogene

Unter diesem Begriff werden all jene Chemikalien zusammengefasst, die sich, obgleich sie
von der Struktur her sehr unterschiedlich sind, zum Teil vollig unerwarteterweise als Ostrogen
wirksam erwiesen haben. Xenoostrogene konnen Agrochemikalien wie Herbizide und
Pestizide sein, z.B. o,p’-DDT, aber auch Industriechemikalien verschiedenster Art. Die wohl
bekanntesten Vertreter dieser Gruppe sind Bisphenol A und 4-Nonylphenol. Sie finden in der
Kunststoffherstellung bzw. als Detergensbestandteil Verwendung. Obgleich sich ihre
Strukturen zum Teil erheblich von denen der physiologischen Ostrogene unterscheiden, wird

seit geraumer Zeit ihre 6strogene Wirksamkeit diskutiert!'”'%!%,

H
HC_ CH, ol I
|
s
HO CH CaHio el
Bisphenol A 4-Nonylphenol o,p’-DDT

Abb. 4: Strukturen von Xenodstrogenen
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Mittlerweile sind mehrere hundert solcher Substanzen bekannt, die Ostrogene Aktivitét
besitzen*”. Im Moment lduft ein Screening-Programm "*! fiir weitere 15.000 Chemikalien,

das von der amerikanischen Umweltbehérde US-EPA in Auftrag gegeben wurde.

1.3 Wirkungsweisen von Ostrogenen

Bei den natiirlichen Ostrogenen, den typisch weiblichen Sexualhormonen, handelt es sich um
korpereigene Ubertriigerstoffe, die der Informationsiibertragung bei der Regelung von
Organfunktionen und Stoffwechselvorgiingen dienen. Sie werden in sogenannten endokrinen
Driisen gebildet, d.h. in Driisen, die nach innen absondern. Primér fordern und steuern sie die
Entwicklung und Funktion der weiblichen Sexualorgane und finden deshalb therapeutische
Anwendung bei der Behandlung von Stérungen eben dieser Funktionen, z.B. bei der
Bekédmpfung bestimmter Karzinome, bei der Behandlung schwieriger Schwangerschaften,
speziell bei drohendem Abortus und nicht zuletzt bei klimakteriellen Beschwerden.

Daneben  besitzen  Ostrogene aber auch eine Reihe  sexualunspezifischer
Stoffwechselwirkungen. So fordern sie am Knochen die Resorption und den Einbau von

(211 schiitzen somit vor Osteoporose. Auerdem nehmen sie Einfluss auf die Haut, die

Calcium
Gerinnungsfahigkeit des Blutes, den Salz- und Wasserhaushalt, den Fettstoffwechsel und
nicht zuletzt auf das Zentrale Nervensystem, also auch auf die Psyche.

Wenn man zudem bedenkt, dass Ostrogene in geringerem Umfang auch im ménnlichen
Korper auftreten, ist ihr Wirkungsbereich enorm. Sowohl Hormoniiberschuss als auch
Hormonmangel kénnen zu erheblichen Entwicklungsstérungen'® fiihren, und zwar schon in
geringsten Konzentrationen.

Fiir dstrogenvermittelte biologische Reaktionen ist eine Bindung der Ostrogene an spezifische
Bindungsstellen, sogenannte Rezeptoren erforderlich. Diese gehdren zu den sogenannten
Steroid-Rezeptoren, die im Gegensatz zu anderen Hormonrezeptoren nicht Zellmembran-

(23241 5eht man heute davon aus, dass der

gebunden sind. Aufgrund zahlreicher Experimente
Zellkern der bevorzugte Aufenthaltsort des Rezeptors ist. Bis jetzt sind zwei Formen von
Ostrogenrezeptoren (ER) beschrieben: ERot und ERB. Der humane ERow wurde erstmals 1986

kloniert®,
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Die Ostrogenrezeptoren bestehen aus sechs Untereinheiten (A-F) unterschiedlicher GroBe und
Funktionalitit. Besondere Bedeutung besitzen die Regionen C und E, wobei erstere die DNA-

Bindung und letztere die Hormonbindung ermdglicht!*.

A B C D E ' F

2+ 2:
Zn Zn .

VU —

DNA-Bindung Hormonbindung

Abb. 5: Doménen des Ostrogenrezeptors[26]

Die Wechselwirkung des Ostrogens mit dem Rezeptor 16st eine ganze Folge von Ereignissen
aus, die letztlich die zahlreichen Wirkungen dieses Hormons verursacht. Ahnliche Effekte
erzielen auch andere 0strogen wirksame Substanzen.

Xeno- (und Phyto-) —6strogene z.B. konnen sich bei der Synthese, der Ausschiittung, dem
Transport, der Wirkung und dem Metabolismus, sowie bei der Ausscheidung von Hormonen
bemerkbar machen. Andere Stoffe sind in der Lage, sich ebenfalls an den Ostrogenrezeptor zu
binden. Dazu gehoren Phytoostrogene wie Coumestrol oder Genistein, Arzneimittel wie
Diethylstilbestrol, Ethinyldstradiol oder Tamoxifen und Industriechemikalien wie Bisphenol
A und 4-Nonylphenol. Stoffe, die natiirliche Ostrogenwirkungen nachahmen, werden als
Agonisten bezeichnet. Antagonisten dagegen sind Substanzen, die an den Rezeptor binden
und die Bindung natiirlicher Ostrogene verhindern. Eine dritte Gruppe von Stoffen, zu der
z.B. o0,p’-DDE gehort, wirkt durch Blockierung der Androgen-Rezeptoren, d.h. der

Rezeptoren fiir das mdnnliche Hormon Testosteron.

1.4 Herkommliche Verfahren zur Bestimmung endokriner Disruptoren

Das Reproduktionssystem bei Mensch und Tier kann auf zahlreichen Stufen beeintrichtigt
werden. Einerseits kommen zytotoxische Wirkungen auf die Gonaden, andererseits zahlreiche
Effekte auf hormoneller Ebene in Betracht!. Dennoch scheint im Fall der Ostrogene der
GroBteil der Wirkungen direkt iiber die Bindung an Ostrogenrezeptoren ausgeldst zu

werden®”). Da es offensichtlich eine Vielfalt von Stoffen gibt, die eine Affinitit zum
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Ostrogenrezeptor besitzen, ist es praktisch unméglich, nur anhand von strukturellen Aspekten
eindeutige Prognosen iiber das GOstrogene Potential einer Substanz zu erstellen™*"),
AuBerdem definieren sich Ostrogene nur iiber ihre Wirkung, nicht iiber ihre chemische
Struktur®®!.

Auch der Einsatz konventioneller analytischer Methoden ist bei der Untersuchung von
Umweltproben nur zum Teil hilfreich. So liefern GC/MS oder LC/MS bzw. HPLC/MS zwar
die einzelnen Bestandteile, sagen aber nichts iiber deren Wirksamkeit aus. Eine Einbeziehung

biologischer Erkennungsmechanismen in die Analytik ist demnach vonnoten.

Zur Erfassung des Ostrogenen Potentials einer Substanz bieten sich daher prinzipiell die

folgenden zwei Testarten an'*®):

A. In vivo- Verfahren

Die in vivo-Tests arbeiten mit kompletten Organismen und nutzen Verdnderungen an Uterus
und Vagina von Saugetieren. Das dlteste, standardméBig eingesetzte Verfahren in diesem
Bereich ist der Allen-Doisy-Test™"). Er wird an Ratten oder Mausen durchgefiihrt und basiert
auf den Ostrogenbedingten Verdnderungen am Vaginalepithel.

Eine weitere in vivo-Methode ist die Nutzung von Biomarkern als Indikatoren fiir eine
Ostrogen-Exposition. Die Produktion von Vitellogenin bei ménnlichen Fischen ist hierbei das
bekannteste Beispiel.

Die aufgefiihrten Verfahren besitzen einerseits grofle Aussagekraft, andererseits aber auch
alle Nachteile typischer Biotestverfahren, wie z.B. lange Testdauer und hohe Streuung der
Versuchsergebnisse aufgrund des inhomogenen biologischen Materials. Aullerdem werden

Versuchstiere bendtigt.

B. In vitro- Verfahren

Einige dieser Methoden haben zellulire und subzelluldre Systeme als Grundlage. Verfahren
dieser Art finden vorzugsweise in der Krebsdiagnostik Anwendung.

Andere bedienen sich zelluldarer Teilkomponenten zur Erfassung Ostrogener Substanzen.
Hierbei kommen folgende zwei Moglichkeiten in frage:

Rezeptor-Bindungsassays und Rezeptor-DNA-Bindungsassays. Zu ersteren gehdren die
haufig angewandten radioaktiven Rezeptorassays, bei denen die zu messende Substanz mit
einem radioaktiv markierten Liganden um die Bindungsstelle des Rezeptors konkurriert®. In

kompetitiven Rezeptorassays unter Verwendung des Fluoreszenzpolarisationsprinzips
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konkurriert dagegen ein fluoreszierender Ligand mit der zu untersuchenden Substanz um die
ER-Bindungsstelle™". Durch die Bindung des fluoreszierenden Liganden kommt es zu
messbaren Verdnderungen der Fluoreszenzpolarisation.

Bei den Rezeptor-DNA-Bindungsassays werden die Unterschiede in der Bindungskinetik von
freien und mit oestrogenen Substanzen belegten Rezeptoren an dstrogene Response- Elemente
der DNA gemessen[3 4

Alle zelluldren Tests haben den Nachteil, dass sie relativ zeitaufwendig sind und nur in

Labors durchgefiihrt werden konnen, die fiir Zellkulturen ausgelegt sind.

1.5 Der Enzyme-Linked Rezeptor Assay (ELRA)

Die einfachste Moglichkeit fiir ein wirkungsbezogenes Testverfahren bietet die Messung der
Interaktion einer Substanz mit ihrer zelluldren Zielstruktur. Als solche kommen Rezeptoren,
Enzyme, Membranen oder lonenkanéle in frage. Im Fall der dstrogen wirksamen Stoffe bieten
sich Hormonrezeptoren an. Hormonrezeptorassays unter Verwendung radioaktiver Tracer
werden deshalb auch bereits seit geraumer Zeit im medizinischen und tierphysiologischen
Bereich angewandt *°~¢37),

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. B. Hock an der TU Miinchen, mit welchem im Verlauf dieser
Arbeit zusammengearbeitet wurde, gelang M. Seifert die Entwicklung eines subzelluldren,
nicht-radioaktiven Testverfahrens, des sogenannten Enzyme-Linked Rezeptor Assays
(ELRA)'. Er kann als Routineanalytik ohne groBen apparativen Aufwand durchgefiihrt
werden, ist einfach hand zu haben, und liefert unter geringem Zeitaufwand sichere Aussagen.
Diese neue Testform entspricht vom Grundprinzip her einem indirekten, kompetitiven
Enzymimmunoassay (ELISA)™*), bei dem anstelle eines Antikorpers der ERo eingesetzt wird.
Das Testprinzip lautet folgendermalen:

Polystyrol-Mikrotiterplatten werden mit einem Beschichtungskonjugat, bestehend aus 17/-
Ostradiol und Rinderserumalbumin (BSA), belegt. Nichtbesetzte Bindungsstellen sittigt man
mit einem unspezifischen Proteingemisch ab. Dann wird als Bindeprotein der ERo
zugegeben. Die Ostrogenen Bestandteile der zu analysierenden Probe (bzw. der
Standardlosung) konkurrieren dabei mit dem Beschichtungskonjugat um die freien
Rezeptorbindungsstellen. Anschliefend wird die Menge des an die Festphase gebundenen

Rezeptors gemessen und zwar mit Hilfe eines rezeptorspezifischen, biotinylierten
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Antikorpers. Im nédchsten Schritt wird an diesen Antikdrper ein Streptavidin-Peroxidase-
Biotin-Komplex gebunden. Das Farbstoffsubstrat (3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin) wird an der
Peroxidase enzymatisch umgesetzt, so dass der entstandene Farbstoff photometrisch detektiert
werden kann. Die Menge des umgesetzten Farbstoffsubstrats, d.h. des gebildeten Farbstoffes
verhalten sich umgekehrt proportional zur Menge des Ostrogenen Wirkstoffes in der

gemessenen Probe.

$ + 9+ ¢ 4. . .
D>« <o o> 17 B-Ostradiol-BSA

© ° o o Blockier-Mix

. ' Ostrogenrezeptor
i Anti-Ostrogenrezeptor
Antikorper (biotinyliert)

Substrat Produkt

x Streptavidin

Peroxidase (biotinyliert)

Abb. 6: Prinzip des Enzyme-Linked Rezeptor Assays!'!
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1.6 Kreuzreaktivitit

Der Ostrogenrezeptor weist Affinititen zu zahlreichen Substanzen auf, die als
Kreuzreaktivititen dargestellt werden konnen, da sie sich zu diesen direkt proportional
verhalten. Die Kreuzreaktivitit von 178-Ostradiol wird dabei gleich 100 % gesetzt.
Tatsdchlich bestimmt werden mit dem ELRA Kreuzreaktivititen Ostrogener Stoffe durch
Vergleich des Testmittelpunkts der zu untersuchenden Substanz und dem von 173-Ostradiol.
Die gemessenen Werte werden demnach als Ostradiol-Bindungsiquivalente angegeben, das
Ergebnis sind letztendlich relative Bindungsstirken der untersuchten Substanzen 2,

Aus den erhaltenen Kreuzreaktivititen lassen sich folglich Aussagen zur biologischen

Aktivitat ableiten.

o

1.0

A 178-Oestradiol
m Ethinyloestradiol

0.8 ® Bisphenol-A
g
'-é 0.6
©
w
o
<  0.44
0.2+

0_0 -%mnmmmmmm—m
0 0.1 a1 1 10 100 1000 10000

Hg/L

Abb. 7: Kurven unterschiedlicher Ostrogene zur Bestimmung der Kreuzreaktivitit!*®!

Als Resultat der mit dem ELRA durchgefiihrten Tests lassen sich folgende Aussagen treffen:

Stoffe mit starker Rezeptorbindung sind erwartungsgeméal vor allem die physiologischen und
synthetischen Ostrogene. Phyto- und Mykodstrogene zeigen eine hohe bis mittlere Affinitit.
Deutlich niedrigere Bindungsstirken weisen Xenodstrogene auf. Nicht-Ostrogene Steroide
gehen mit dem Ostrogenrezeptor, mit Ausnahme des 5o-Dihydrotestosterons, keine Bindung

ein 261,
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Diese Ergebnisse stimmen mit Vergleichsdaten, die man mit Hilfe eines

Radiorezeptorassays[3 7

schon vor Jahren erhalten hatte, hochsignifikant {iberein. Allerdings
wurde anhand der erhaltenen Werte auch klar, dass das Verfahren nicht zwischen Agonisten
und Antagonisten unterscheidet. Da mit dem Test nur die Rezeptorbindung nachgewiesen
wird und Antagonisten durch Blockierung des Rezeptors wirken, ist dieses Resultat durchaus
einleuchtend. Zudem koénnen Substanzen, die in den Ostrogenaufbau bzw. den Abbau
eingreifen, nicht erfasst werden. Unberiicksichtigt bleiben ebenfalls Effekte, die durch
Veridnderungen der Ostrogen-Signaltransduktionskette entstehen, sowie die Moglichkeit, dass

Ostrogen wirksame Stoffe in vivo eventuell den Rezeptor gar nicht erreichen.

2.  Problemstellung

Wie in 1.5 beschrieben, werden fiir den Aufbau von kompetitiven Rezeptorassays im
Mikrotiterformat ~ Oestrogen-Protein-Konjugate bendtigt, die Affinitit zur Hormon-
bindungsstelle des Rezeptors aufweisen. Bei den bislang durchgefiihrten Versuchen mit dem
ELRA wurde 173-Ostradiol-BSA als geeignetes und zudem kiufliches Beschichtungsmaterial
verwendet. Die Eignung dieses Konjugats fiir den Rezeptorassay ergab sich aus seiner
hochspezifischen Bindung von 173-Ostradiol an den Ostrogenrezeptor.

Bei der Entwicklung des ELRAs wurde mehrfach versucht, die Versuchsbedingungen
zugunsten einer Sensitivitdtsverbesserung zu verdndern, z.B. durch die Verwendung der
Chemolumineszens als Detektionsprinzip anstelle des chromogenen Farbstoffsubstrats oder
durch Ermittlung der optimalen Beschichtungskonzentration.

Eine weitere Moglichkeit, genauere Ergebnisse erhalten zu konnen, bestand darin, das
Beschichtungsmaterial selbst abzuiindern. Da 175-Ostradiol ein #uBerst stark wirksames
Ostrogen ist, das den eingesetzten Rezeptor sehr stark binden kann, schien es sinnvoll, ein
weniger aktives Molekiil an das BSA zu binden. Aufgrund der Kreuzreaktivititen! wurden
die Substanzen trans-Diethylstilbestrol, meso-Hexestrol und Bisphenol A fiir die weiteren
Versuche ausgewdhlt. Sie sollten derart derivatisiert werden, dass sie fiir ein im ELRA
einsetzbares Konjugat verwendet werden konnten. Dazu war es notwendig, geeignete
funktionelle Gruppen, wie Carboxyl- oder Aminogruppen, in die Molekiile einzufiihren.
Durch Messung der Kreuzreaktivititen dieser Verbindungen sollte festgestellt werden, in wie

weit sich die Derivatisierung auf die Affinitit zum Ostrogenrezeptor auswirken wiirde.
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Zudem war es Ziel dieser Versuche, durch die Herstellung homologer Reihen von Derivaten
den Einfluss der Spacerldnge auf die Bindungsaffinitdten zu ermitteln.

Neben dieser Aufgabe war es ebenfalls Ziel der Arbeit, BSA-Konjugate von Carbonséure-
Derivaten aller drei Testsubstanzen herzustellen. Diese sollten im Arbeitskreis von Prof. Dr.
B. Hock beziiglich ihrer Bindungsaffinitit zum Ostrogen-Rezeptor untersucht werden, um

anschlieBend im neu entwickelten Testsystem ELRA Verwendung zu finden.
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3. Derivate von trans-Diethylstilbestrol

3.1 trans-DES als geeignete Konjugat-Komponente

Die Ausgangsstruktur fiir die ersten Arbeiten zur Synthese geeigneter Konjugat-
Komponenten war das synthetische Ostrogen (E)-3,4-Bis(4-hydroxyphenyl)-3-hexen oder
kurz trans-Diethylstilbestrol (DES). Legt man die Strukturen von 174-Ostradiol und DES

iibereinander, wird bereits die Ahnlichkeit der beiden Substanzen deutlich.

OH

HO
17 3-Ostradiol DES

Abb. 8: Chemische Verwandtschaft von 174-Ostradiol und DESP*!

Die Ermittlung der Kreuzreaktivititen ergab fiir DES einen Wert von 80.3 % im Bezug auf
100 % Kreuzreaktivitdt von 17ﬁ-0stradiol[26]. Da es sich bei dem Testprinzip des ELRA um
ein kompetitives System handelt, bei dem das Beschichtungskonjugat mit der zu
untersuchenden Probe um die Bindung am Ostrogenrezeptor konkurriert, schien es sinnvoll,
DES als ein zwar stark, aber dennoch deutlich schlechter bindendes Ostrogen anstelle des
17B-Ostradiols fiir ein BSA-Konjugat einzusetzen. Dafiir war es zunichst nétig, DES iiber
einen Spacer mit einer Carbonsdure-Ankergruppe zu verkniipfen, an die das BSA gebunden

werden kann. Wichtig war dabei, dass dies nur einseitig, unter Erhaltung einer phenolischen
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Hydroxylgruppe geschah, da dieser Bereich als eine Schliisselstelle fiir die Bindung mit dem
Rezeptor betrachtet wird.

Als Ankergruppen sind in diesem Zusammenhang vor allem Carboxyl-Funktionen
(Carbonsduren) von Bedeutung, da sie mit dem BSA iiber Standard-Reaktionssequenzen

verkniipft werden konnen.

3.2 Synthesekonzept fiir Carbonsiure-Derivate von frans-DES

Nachdem Versuche, die Carboxyl-Funktion {iber die Umsetzung von DES mit cyclischen
Anhydriden bzw. {iiber eine klassische Veresterung mit Bernsteinsdure freizusetzen,

[39]

gescheitert waren™ ', wurde ein neues Konzept entwickelt. DES sollte iiber die chemisch

stabilere Ether-Gruppe und einen Spacer an eine Carboxyl-Funktion gebunden werden.

OH
)J\ X~ TOR
I'\x OR
) - )
HO HO

L: Abgangsgruppe
X: Spacer

HO

Abb. 9: Synthesekonzept fiir DES-Ether-Carbonséduren

Der erste Schritt dieser Methode besteht darin, das DES mittels einer Base in das reaktivere
Anion zu iiberfiihren. Dieses wiederum reagiert in einer nucleophilen Substitutionsreaktion
mit einem Carbonsdurederivat, das eine geeignete Abgangsgruppe enthilt. Die anschlieBende
Hydrolyse dieser Verbindungen fiihrt zu den gewiinschten Carbonséduren.

Fiir die praktische Durchfiihrung der Versuche wurde 1,8-Diaza-bicyclo[5.4.0]-7-undecen
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(DBU) als fliissige Base ausgewihlt, als geeignete Carbonsédurederivate fand eine homologe
Reihe von Bromcarbonsiureethylestern Verwendung.

Der direkte Weg tiber die Umsetzung von DES mit den entsprechenden Bromcarbonsiduren
hatte sich nach einigen fehlgeschlagenen Versuchen als nicht gangbar erwiesen'*”.

Der Versuch der Umsetzung von 3-Brompropionsdure mit DES unter Einsatz eines
Phasentransferkatalysators fiihrte zu einem vollig anderen Ergebnis, das im dritten Teil der

Arbeit ausfiihrlich besprochen wird.

3.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche

3.3.1 Darstellung der Carbonsiureester-Derivate von trans-DES

Gemadl oben beschriebenem Konzept wird zunédchst DES in Ethanol geldst und mittels DBU
deprotoniert. In friiheren Versuchen!*!! war Kaliumcarbonat als Base eingesetzt worden. Beim
Einsatz dieser Substanz ergeben sich jedoch wesentlich ldngere Reaktionszeiten, schon
aufgrund seiner Schwerldslichkeit im Losungsmittel.

Die Bildung des Dianions ldsst sich optisch gut verfolgen, da sich praktisch sofort nach
Zugabe der Base ein farbloser Niederschlag zu bilden beginnt. Nach Zugabe des
entsprechenden Bromcarbonsduresters erhitzt man unter Riickfluss, wobei sich der
Niederschlag wieder auflost. Nach Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel

abdestilliert und das erhaltene Substanzgemisch auf dem Chromatotron (siehe 3.3.4) getrennt.

OH o
)J\ X~ "OEt
L<
N X~ TOEt ~
® 9
HO HO

DES la fir X= CH,"!
2a fiir X=(CHy),
3a fiir X =(CHy;""*!
4a fiir X =(CHy)4
5a fiir X =(CHa)s

Abb. 10: Synthese von DES-Derivaten mit Alkyl-Spacern
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Mit Ausnahme des Derivats mit 2a konnte auf diese Weise eine homologe Reihe von DES-
Carbonséureestern mit regelméfig zunehmender Spacerlidnge dargestellt werden. Sie liegen
alle als analysenreine, farblose Kristalle vor.

Zusitzlich wurden noch folgende zwei Synthesen erfolgreich durchgefiihrt:

o)

\/O)‘\OMe

OH o)
Br
“~ L<3—COZCH3 “
O DBU O
HO HO

DES 6a

Abb. 11: Umsetzung von DES mit a-Brom-4-tolylsduremethylester

r
e X OEt

AN
HO HO

DES Ta

Abb. 12: Umsetzung von DES mit 4-Bromcrotonsédureethylester

Das Derivat 6a schien dabei besonders interessant, da hier der Spacer, anders als bei den rein
aliphatischen Gruppen, ein starres Segment enthélt. Dieses garantiert einen definierten
Abstand von Ether- und Carboxylgruppe, was speziell fiir Untersuchungen iiber Bindungen an

den Rezeptor wichtig ist.
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3.3.2 Darstellung der Carbonséiure-Derivate von trans-DES

Die dargestellten Ester werden in die entsprechenden Carbonséduren {iberfiihrt, indem man sie
zunéchst in Natronlauge erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die Reaktionslosung angeséuert,

wobei die Carbonsdure jeweils als farbloser Niederschlag ausfillt.

o

o
X~ OEt O X~ “OH
S 1. NaOH N
O 2. HCl O
HO HO

1a, 3a, 4a, 5a 8 fir X= CH,™"
9 fiir X =(CH,);*"*!
10 fir X =(CHy)4
11 fir X =(CH,)s*!
Abb. 13: Hydrolyse der DES-Derivate mit Alkyl-Spacern

Die homologe Reihe der Carbonsdure-Derivate konnte auf diese Weise, mit einer Ausnahme,
in Form farbloser Kristalle analysenrein gewonnen werden. Fiir die Substanz 11 wird in der

Literatur**

zwar eine Synthesemdglichkeit angegeben, jedoch keinerlei analytische Daten.
Zudem ist die dort vorgestellte Methode enorm aufwendig und erbringt geringe Ausbeute.

Nachdem die Darstellung des DES-Carbonsdureesters 2a nicht moglich war, konnte
entsprechend auch die DES-Carbonsiure mit X = (CH;), 12 nicht hergestellt werden. Um die
homologe Reihe der DES-Carbonsduren dennoch komplettieren zu kdnnen, wurde zusétzlich
der Versuch unternommen, direkt iiber die Umsetzung von DES mit 2-Brompropionséure

zum gewiinschten Produkt zu kommen. Dieser Versuch schlug allerdings ebenfalls fehl.

OH /\).J\ O\/\H/OH
N O Br OH N O 0

C N
HO HO

DES 12

Abb. 14: Umsetzung von DES mit 3-Brompropionsdure
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o}
1. NaOH
N 2

6a 13

Abb. 15: Hydrolyse des DES-Derivats 6a

o]
O\/\)]\
X OEt
1. NaOH
™

——
C e
HO HO

Ta 14
Abb. 16: Versuch der Hydrolyse von 7a

Wihrend die Darstellung der Carbonsédure 13 ohne weiteres gelang, war es nicht moglich, den
Ester 7a in die entsprechende Carbonsdure 14 zu iiberfiihren. Bei der Hydrolyse fand, anders
als bei den vorausgegangenen Versuchen, eine Fragmentierung statt. Alle analytischen Daten

des entstandenen ,,Hauptprodukts* wiesen es als DES aus.

3.3.3 Darstellung der Dicarbonsiurediester-Derivate von trans-DES

Neben den monosubstituierten entstehen immer auch gleichzeitig die entsprechenden
disubstituierten DES-Derivate. Wie bereits erwéhnt, findet die Trennung von mono- und
disubstituierten Derivaten auf dem Chromatotron (21.3.3) statt.

Die nachfolgenden Abbildungen (Abb.17,18,19) zeigen die Strukturformeln der analysenrein

hergestellten, kristallinen Substanzen.



Theoretischer Teil 19

1b fir X= CH,*"

3b fiir X =(CH,);"*"

4b fiir X =(CHz)4

5b fiir X =(CH)s
Abb. 17: Disubstituierte DES-Derivate mit Alkyl-Spacern

OMe

! O
()
@)

MeO

6b
Abb. 18: Disubstituiertes DES-Derivat mit Benzyl-Spacer

O
OM
‘ OEt

NS

EtOWO O

(@]
7b
Abb. 19: DES-Dicarbonsiurediester-Derivat 7b

Neben den mono- und disubstituierten Derivaten bleibt immer auch nicht umgesetztes DES

[42]

zuriick. Die in der Literatur-~ erwdhnten Ergebnisse im Bezug auf die Ausbeuteverteilung
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von mono- und disubstituierten Derivaten konnten im Verlauf der Versuche bestétigt werden.
Bei dquimolarem Einsatz von DES und den entsprechenden Bromcarbonsdureethylestern liegt
die Ausbeute des Monoesters bei etwa 50 %. Bei einem Uberschuss an DES verringert sich
die Ausbeute bis auf ca. 25 %. Der dreifache Uberschuss an Bromcarbonsiureethylester aber
fiihrt zu einer Verteilung von etwa 70 % : 30 % (Monoester:Diester). Dariiber hinaus war in

der Ausbeute keine Verbesserung zugunsten des Monoesters zu erreichen.

3.3.4 Trennung von Mono- und Diestern

Die grofite Schwierigkeit bei der Durchfiithrung der bisher beschriebenen Versuche bestand
darin, das jeweilige Produktgemisch aus DES, Mono- und Diestern aufzutrennen. Die
Methode der Umkristallisation konnte mit Ausnahme der Verbindungen 6a/6b in diesen
Fallen nicht verwendet werden, da sich die zu trennenden Substanzen in ihrem
Loslichkeitsverhalten praktisch nicht unterschieden. Aufgrund der &uBlerst nahe beieinander
liegenden Re-Werte der Verbindungen kam auch eine Verwendung der sonst iiblichen
Séulenchromatographie nicht in frage, da eine klare Trennung auf diese Weise nicht erreicht
werden konnte. So beschriankten sich die praktikablen Moglichkeiten auf die Verwendung
einer MPLC-Apparatur, allerdings unter erheblichem Ausbeuteverlust, oder auf den Einsatz
der priaparativen Diinn- bzw. Dickschichtchromatographie.

Als Methode der Wahl erwies sich schlieflich die Verwendung des sogenannten
Chromatotrons. Das Chromatotron ist eine Vorrichtung zur Durchfiihrung der ,radialen*
Diinnschichtchromatographie, wobei die einwirkende Zentrifugalkraft eine Auftrennung
zusétzlich beschleunigt.

Der Vorteil der beschriebenen Methode liegt zum einen darin, dass eine schnelle, klare
Trennung auch von solchen Substanzen moglich ist, die sehr nahe nacheinander laufen.
Zudem bendtigt man dazu, im Vergleich zur herkdmmlichen Sdulenchromatographie, eine
wesentlich geringere Menge an Kieselgel und Losungsmittel. Da die Abdeckung des Gerites
auBlerdem UV-Licht transparent ist, konnen selbst bei der Trennung farbloser Verbindungen
die einzelnen Banden unter einer entsprechenden Lampe detektiert werden. Nachdem es sich
bei den im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Substanzen groBtenteils um farblose Stoffe
handelte, war das Chromatotron ein nahezu unersetzliches Hilfsmittel.

Bei der Trennung der Produktgemische wurde zuerst jeweils der Dicarbonsdurediester

isoliert. In der zweiten Bande fand sich das Carbonsiureester-Derivat, danach lief in relativ
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grofem Abstand das Edukt DES. Eine detaillierte Beschreibung findet sich im
experimentellen Teil der Arbeit (21.3.3).

3.4 Kreuzreaktivititen

3.4.1 Werte der Carbonsiureester von trans-DES

Um Aussagen iiber den Einfluss der Spacerlinge auf die biologische Aktivitdt der neu
synthetisierten Carbonsdureester-Derivate machen zu konnen, war es nétig, die
Kreuzreaktionen dieser Verbindungen zu messen. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. B. Hock
wurden diese Messungen mit dem ELRA-Testsystem durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten sind

in der folgenden Tabelle zusammengefasst'**!.

DES-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
la 1.01 CH;
3a 4.05 (CHay)3
4a 2.64 (CHy)4
S5a 3.25 (CH>)s
6a 1.36 CH,-C¢Hy4
7a 5.10 CsHy

Tabelle 1: Kreuzreaktivitiaten der DES-Carbonsiureester-Derivate

Die gemessenen Werte machen zunichst deutlich, dass die Affinitidt des DES-Molekiils zum
Ostrogen-Rezeptor durch die Derivatisierung erheblich vermindert wird. AuBerdem belegen

sie, mit einer Ausnahme, die Zunahme der Bindungsstirken mit steigender Kettenlidnge.



22 Theoretischer Teil

3.4.2 Werte der Carbonsiure-Derivate von trans-DES

Die Kreuzreaktivititen der DES-Carbonsduren als potentielle Konjugat-Komponenten waren
natiirlich von speziellem Interesse. Auch hier sollte der Einfluss der Spacerldnge untersucht

werden. Die durchgefiihrten Tests ergaben folgende Wertel*'!:

DES-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
8 0.09 CH,
9 3.23 (CHy)3
10 5.27 (CHa)4
11 9.20 (CHy)s
13 11.45 CH,-C¢Hy4

Tabelle 2: Kreuzreaktivitiaten der DES-Carbonsiure-Derivate

Die Kreuzreaktivititen der Carbonsdure-Derivate sind, mit einer Ausnahme, deutlich hoher
als die der entsprechenden Ester. Bei diesen Verbindungen ergibt sich eine klare Zunahme der
Affinitdten mit steigender Kettenldnge des Spacers. Daher liegt die Annahme nahe, dass mit
zunehmender Entfernung der Carboxylgruppe von der DES-Einheit deren Bindung an den
Rezeptor weniger gestort wird. Erstaunlicherweise weist die Carbonsdure mit dem Benzyl-

Spacer 13 den groBten gemessenen Wert auf.

3.4.3 Werte der Dicarbonsiurediester-Derivate von trans-DES

Fiir die Bindung eines Stoffes an den Ostrogenrezeptor wird bislang, wie bereits erwihnt, das
Vorhandensein einer phenolischen Hydroxylgruppe als notwendig postuliert. Um weitere
Hinweise in dieser Richtung zu erlangen, wurden auch, soweit moglich, von den neu
hergestellten Diestern, die keine derartigen Gruppen mehr enthalten, die Kreuzreaktivititen

ermittelt!*],
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DES-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
1b 0.01 CH,
3b 0.02 (CH)s3
4b 0.01 (CHa)4
5b 0.01 (CH>)s
6b nicht zu bestimmen CH,-C¢Hy
7b nicht zu bestimmen Cs;H4

Tabelle 3: Kreuzreaktivitiaten der DES-Dicarbonsédurediester-Derivate

Die ermittelten, duBerst geringen Kreuzreaktivititen bestitigen prinzipiell die These von der
Notwendigkeit einer phenolischen Hydroxylgruppe fiir die Bindung an den Rezeptor.
Ubereinstimmend ergeben sich fiir alle gemessenen Verbindungen, unabhiingig von der
jeweiligen Struktur, Werte knapp an der Bestimmungsgrenze. Da fiir die Bestimmung der
Kreuzreaktivititen die zu untersuchende Substanz in Ethanol 16slich sein muss, war eine
Messung an der Verbindung 6b nicht moglich. Zudem war die Messung an 6ligen Substanzen
fiir das ausfiihrende Labor problematisch. Wegen eventueller Ungenauigkeiten wurde deshalb

auf die Messung dliger Verbindungen verzichtet.

3.5 Spektroskopische Daten

3.5.1 IR-Spektren

Die IR-Spektren aller neu synthetisierten DES-Derivate entsprechen weitestgehend dem
Spektrum von DES. Zusitzlich findet sich jeweils eine starke, charakteristische Bande im
Bereich von ca. 1690 — 1735 cm™, welche von der C=0-Valenzschwingung herriihrt. Der
Bereich von 1000 — 1310 cm™, in dem die C-O-C-Valenzschwingung zu finden ist, eignet
sich nicht zur Charakterisierung, da dort auch typische Banden von DES auftreten. Die OH—
Valenzschwingungen im Bereich von 3200 — 3600 cm™ werden durch die breite Bande

verdeckt, die bei der Verwendung von KBr-PreBlingen fast immer auftritt.
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3.5.2 '"H-NMR-Spektren

Bei den DES-Carbonséiureester-Derivaten 1a, 3a, 4a, 5a und 7a liefern aufgrund des
unsymmetrischen Molekiilaufbaus die aromatischen Protonen (3,7,4,6-H und 3°,7',4",6"-H)
zwei AA'BB’-Systeme. Dies hat zur Folge, dass im Endeffekt vier dublettartige Signale zu
erkennen sind, die im Bereich von 6.75 — 7.15 ppm erscheinen. Das AA'BB’-System der
Protonen an den C-Atomen 3°,7°,4°,6" liegt dabei leicht tieffeldverschoben.

Abb. 20: Numerierung der C-Atome im DES-Grundgeriist (R = H)!**!

Die Peaks der Ethylgruppen des DES-Grundgeriists ergeben iibereinstimmend ein Triplett
(9,9°-H) bei 0.76 ppm bzw. ein Quartett (8,8 -H) bei 2.12 ppm. Dazwischen liegt jeweils der
Peak der Methylgruppe der Ester. Die Peaks der CH,-Gruppen der Ester sind weiter
tieffeldverschoben bei Werten von 4.10 — 4.25 ppm, noch weiter verschoben in dieser
Richtung erscheinen die Signale der O-CH;-Protonen im Bereich von 3.95 — 5.15 ppm. Die
Peaks der Hydroxylgruppen sind, soweit vorhanden, bei Werten von 4.80 — 5.10 ppm zu
finden.

Bei Verbindung 6a liegen fiir die aromatischen Protonen sogar drei AA'BB’-Systeme vor.
Neben den vier dublettartigen Signalen der aromatischen DES-Protonen (6.83 - 7.12 ppm)
finden sich hier zwei weitere dublettartige Signale fiir die des Benzyl-Spacers und zwar
tieffeldverschoben bei 7.54 ppm bzw. 8.07 ppm. Das Spektrum dieser Substanz weist neben
den erwarteten Signalen des DES-Grundkorpers die Peaks der Methylgruppe des Esters (3.93
ppm), der O-CH,-Gruppe (5.15 ppm) und der Hydroxylgruppe (4.71 ppm) auf.

In den Spektren, die in Chloroform aufgenommen wurden, finden sich immer auch die Peaks
fiir ein entsprechendes (Z)-Isomeres. Auf einen derartigen Sachverhalt wird bereits in der
Literatur hingewiesen!*”. Dort wird z.B. beschrieben, dass eine Losung von frans-DES in

Benzol nach 24 h einen cis-Anteil von 25 % aufweist. Untersucht wurden u.a. in dieser
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Hinsicht auch die Losungsmittel Methanol, Aceton, Pyridin und Chloroform. Von Bedeutung
scheint hierbei die Dielektrizitdtskonstante des jeweiligen Losungsmittels zu sein: je kleiner
die Konstante, um so groBer ist der Anteil des cis-Isomeren. Der Mechanismus*! der cis-
trans-Isomerisierung verlduft vermutlich bimolekular {iber einen Transfer der phenolischen
Protonen zur Stilben-Doppelbindung.

Eine Moglichkeit zu Isomerisierung scheint aber auch schon das im Verlauf der Reaktion
gebildete DES-Dianion zu besitzen. Dieser Sachverhalt kann der bereits erwdhnten Studiel*!
entnommen werden, in der die Dinatriumsalze von cis- und trans-DES untersucht wurden.

Da beziiglich der biologischen Aktivitit nur das trans-Isomere von Interesse ist, waren
weitere Nachforschungen in dieser Richtung notwendig. Gegen die Theorie der
Isomerisierung des Dianions unter den gegebenen Versuchsbedingungen sprach die Tatsache,
dass sich in den 'H-NMR-Spektren der entsprechenden disubstituierten DES-Derivate nur die
Signale der trans-Verbindungen fanden. Zudem wiesen in Chloroform aufgenommene
Spektren von DES-Carbonséureester-Derivaten, wenn sie sofort nach dem Abfiillen gemessen
wurden, ebenfalls keine Signale eines (Z)-Isomeren auf. Es kann deshalb davon ausgegangen
werden, dass tatsdchlich nur das jeweilige (E)-Isomere hergestellt worden war. Da jedoch im
Normalfall immer eine gewisse Zeit vergeht, bis die Proben gemessen werden, ist in diesen
NMR-Spektren immer auch ein bestimmter Prozentsatz an (Z)-Isomeren zu sehen. Aufgrund
der guten Loslichkeit der Substanzen in Chloroform und der guten Auswertbarkeit der
Spektren wurden die Messungen trotzdem weiterhin gréBtenteils in diesem Losungsmittel
durchgefiihrt.

Die DES-Dicarbonsiurediester-Derivate 1b, 3b, 4b, 5b und 6b zeigen aufgrund der
vorliegenden Symmetrie fiir die aromatischen Wasserstoffatome nur ein AA'BB’-System,
deren zwei dublettartige Signale bei Werten von 6.90 — 7.00 ppm bzw. 7.05 — 7.15 ppm
liegen. Die anderen Peaks finden sich in denselben Bereichen wie bei den monosubstituierten
DES-Derivaten.

Die Spektren der DES-Carbonsiure-Derivate 8, 9, 10, 11 und 13 entsprechen denen der
Monoester, natiirlich ohne die typischen Peaks der Ethylgruppe.

3.5.3 C-NMR-Spektren

In den '""C-NMR-Spektren der DES-Carbonsiureester-Derivate finden sich
iibereinstimmend die Signale der Ethylgruppen des DES-Grundgeriists (Abb. 20) bei Werten
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um 13 ppm bzw. 29 ppm. Die Peaks der Methylgruppen der Ethylester liegen unmittelbar
neben denen der DES-Methylgruppen bei etwa 14 ppm. Signifikant ist auch die Lage der
Methylengruppen der Ester bei Werten um 60 ppm. Noch weiter tieffeldverschoben, bei 67
ppm, liegen die Signale der O-CH,-Gruppen. Zwischen 113 ppm (4,47;6,6") und 158 ppm
(5,57) finden sich die Peaks der aromatischen C-Atome. Dabei sind die Signale von C-3,3"
und C-7,7" im Bereich von 130 ppm, die Peaks von C-2,2" bei Werten von 139 ppm zu
erkennen. Bei 135 ppm finden sich iibereinstimmend die Signale der olefinischen C-Atome
(1,1°).

Bei den Verbindungen 1a, 3a, 4a und 5a liegen die Signale der Carbonyl-C-Atome bei
Werten von 174 ppm, bei den Derivaten 6a und 7a sind die entsprechenden Signale leicht
hochfeldverschoben, bei 166 ppm zu finden.

Die entsprechenden Werte sind auch in den Spektren der Dicarbonséiurediester-Derivate zu
erkennen, allerdings gibt es im Bereich der Aromaten aufgrund der Symmetrie der Molekiile
eine geringere Anzahl von Signalen. So enthalten die Spektren von 1b, 3b, 4b und 5b nur
jeweils vier Peaks fiir die aromatischen C-Atome.

Auffallenderweise fehlen bei der iiblichen Aufnahmetechnik bei den Carbonsiure-
Derivaten 8, 9, 10 und 11 die Peaks der Carbonyl-C-Atome. Lediglich im Spektrum des

Derivats mit einem Benzyl-Spacer 13 ist das entsprechende Signal bei 170 ppm zu erkennen.

3.5.4 Massenspektren

Bei allen untersuchten DES-Derivaten sind in den Massenspektren die Molekiilionenpeaks
jeweils die Peaks mit der hochsten Intensitat.

Bei den DES-Carbonsiureester-Derivaten 1a, 3a, 4a, 5a und 7a wird iibereinstimmend die
Abspaltung einer OC,Hs-Gruppe beobachtet. In jedem Spektrum finden sich aber auch die
Peaks der Fragmente, die aus der Spaltung der Etherbindung hervorgehen. Bei Verbindung 6a
und 7a entspricht der einzige Peak, der eine relativ grofle Intensitdt besitzt, dem DES-
Fragment, das nach der Abspaltung des neu an das Molekiil angebundenen Rests entsteht.

Die Massenspektren der DES-Dicarbonsiurediester-Derivate 4b, Sb, 6b und 7b
entsprechen denen der jeweiligen Monoester.

Am einfachsten sind die Massenspektren der DES-Carbonsiuren-Derivate 10, 11 und 13.
Sie weisen auller dem Molekiilionenpeak mit 100 % nur eine geringe Anzahl an Signalen auf,

die aulerdem allesamt wenig intensiv sind. Einigermaflen deutlich zu erkennen ist hierbei
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lediglich das DES-Fragment und die Abspaltung einer Ethylgruppe. Bei Verbindung 13 lésst

sich auch noch der Benzylrest detektieren.

4. Derivate von meso-Hexestrol

4.1 meso-Hexestrol als geeignete Konjugat-Komponente

Die zweite Substanz, die als mogliche Komponente fiir ein BSA-Konjugat ausgewahlt wurde,
war meso-3,4-Bis(4-hydroxyphenyl)-hexan oder kurz meso-Hexestrol. Ausschlaggebend fiir
die Wahl dieser Verbindung waren folgende Griinde:

Erstens weist meso-Hexestrol eine Kreuzreaktivitit von 31.1 % *%1 gegeniiber Ostradiol auf.
Dieser im Vergleich zum DES geringere Wert schien im Bezug auf eine Sensitivitéts-
verbesserung des ELRAs interessant. Zweitens dhnelt diese Verbindung von der Struktur her
weitestgehend dem bereits untersuchten DES. Zudem stellte sich auch hier die Frage, in wie

weit die Bindungsaffinitit des meso-Hexestrols durch die Derivatisierung abnehmen wiirde.

l OH l OH
() C
HO HO

DES meso-Hexestrol
Abb. 21: Strukturvergleich von DES und meso-Hexestrol

Wie der Strukturvergleich in Abb. 21 zeigt, unterscheiden sich die beiden Substanzen im
wesentlichen in einer Doppelbindung. Beim meso-Hexestrol hat dieses Fehlen der
Doppelbindung neben einer anderen raumlichen Ausdehnung natiirlich eine Drehbarkeit des
Molekiils entlang der C-C-Einfachbindung zur Folge. Diese Beweglichkeit des Molekiils ist
eventuell einer der Griinde fiir die schon stark reduzierte Bindungsaffinitit zum
Ostrogenrezeptor im Vergleich zum DES (80.3 % Kreuzreaktivitit), dessen Struktur

wesentlich starrer ist.
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Um meso-Hexestrol mit BSA verkniipfen zu konnen, war es, ebenso wie beim DES,
notwendig, es iiber einen Spacer mit einer Carbonsdure-Ankergruppe zu verethern. Fiir einen
optimalen Vergleich der beiden eingesetzten Verbindungen, DES und meso-Hexestrol,
wurden die in den oben besprochenen Versuchen bereits verwendeten Bromcarbonsédureester

auch hier wieder eingesetzt.

4.2 Synthesekonzept fiir Carbonsiure-Derivate von meso-Hexestrol

Wie DES soll auch meso-Hexestrol iiber die chemisch stabile Ether-Gruppe und einen Spacer

an eine Carboxyl-Funktion gebunden werden.

o

of 0 X OR
PN
X OR

L: Abgangsgruppe
X: Spacer

1. NaOH
2. HCI

Abb. 22: Synthesekonzept fiir Hexestrol-Ether-Carbonsduren

Der erste Schritt besteht wiederum darin, das meso-Hexestrol mittels einer Base in das
reaktivere Anion zu TUberfiihren. Dieses wiederum reagiert in einer nucleophilen
Substitutionsreaktion mit einem Carbonsdure-Derivat, das eine geeignete Abgangsgruppe
enthilt. Die anschlieBende Hydrolyse dieser Verbindungen fiihrt dann zu den gewiinschten

Carbonséuren.
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Fiir die praktische Durchfiihrung der Versuche wurde wiederum DBU als Base verwendet, die
Carbonséure-Derivate waren, wie schon bei den besprochenen Umsetzungen mit DES,

diverse Bromcarbonsdureethylester

4.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche

4.3.1 Darstellung der Carbonsaureester-Derivate von meso-Hexestrol

Gemdll dem oben beschriebenen Konzept wird zundchst meso-Hexestrol in Ethanol geldst
und mittels DBU deprotoniert. Die Bildung des Dianions ldsst sich optisch gut verfolgen, da
sich praktisch sofort nach Zugabe der Base ein farbloser Niederschlag zu bilden beginnt.
Nach Zugabe des entsprechenden Bromcarbonséureesters erhitzt man unter Riickfluss, wobei
sich der Niederschlag wieder aufldst. Nach Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel
abdestilliert und das erhaltene Substanzgemisch wie beschrieben auf dem Chromatotron

(21.3.3) getrennt.

OH O 0
Br )J\ \XJ\OEt
X7 TOEt
C - O
HO HO

meso-Hexestrol 15a fir X = CH,*!
16a fir X = (CH,),
17a fir X =(CHay
18a fiir X = (CH,)s
192 fir X = (CH,)s

Abb. 23: Synthese von Hexestrol-Derivaten mit Alkyl-Spacern
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0
OH
Br
L<3—COZCH3

OMe
(0]
e T

meso-Hexestrol 20a

Abb. 24: Umsetzung von meso-Hexestrol mit o~Brom-4-tolylsduremethylester

Auf die beschriecbene Weise wurden die Hexestrol-Derivate 15a, 17a, 18a, 19a und 20a als
Racemate analysenrein dargestellt. Wie schon bei den DES-Derivaten beobachtet, war es auch
hier nicht moglich, durch Umsetzung von meso-Hexestrol mit 3-Brompropionsdureethylester

die Verbindung 16a darzustellen.

4.3.2 Darstellung der Carbonsaure-Derivate von meso-Hexestrol

Die in 4.3.1 dargestellten Ester werden in die entsprechenden Carbonséuren (Abb. 25 und
Abb. 26) iiberfiihrt, indem man sie in Natronlauge erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die
Reaktionsldosung angesduert, wobei die Carbonsdure jeweils als farbloser Niederschlag

ausfallt.

o

o
X~ TOEt X~ "OH
1. NaOH
_—
O 2. HCl O
HO HO

15a, 17a, 18a, 192 21 fir X= CH,*"
22 fiir X=(CHy);
23 fiir X =(CHy)4
24 fiir X =(CHy)s
Abb. 25: Hydrolyse der Hexestrol-Derivate mit Alkyl- Spacern
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0 @)

OMe OH
o) o)
O 1. NaoH O
—_——
IIED 2. HCl III:
HO HO

20a 25
Abb. 26: Hydrolyse des Hexestrol-Derivats 20a
Auf die beschriebene Weise konnten die Carbonsduren 21, 22, 23, 24 und 25 analysenrein
dargestellt werden. Eine Racematspaltung in die Enantiomere wurde nicht durchgefiihrt.
Bei den Carbonsauren handelt es sich in allen Féallen um farblose, kristalline Substanzen.

4.3.3 Darstellung der Dicarbonsiurediester-Derivate von meso-Hexestrol

Wie schon in 3.3.3 beschrieben, entstehen auch bei der Herstellung der Hexestrol-

Carbonséureester immer die entsprechenden meso-Dicarbonsédurediester als Nebenprodukte.

15b fir X= CH,*
17b fiir X = (CHa);

18b fiir X =(CH,),
19b fiir X =(CH,)s

Abb. 27: Hexestrol-Dicarbonsdurediester-Derivate mit Alkyl-Spacern
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MeO
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@) I

Abb. 28: Hexestrol-Diester-Derivat mit Benzyl-Spacer

0]

OMe

20b

Im Falle der Hexestrol-Derivate war die Trennung jedoch wesentlich aufwendiger als bei den

DES-Derivaten, da die zu trennenden Substanzen in dem verwendeten Losungsmittel extrem

nahe beieinander laufen. Es waren meist mehrere Durchldufe auf dem Chromatotron notig,

um zu analysenreinen Verbindungen in Form farbloser Kristalle zu gelangen.

4.4 Kreuzreaktivititen

4.4.1 Werte der Carbonsiureester-Derivate von meso-Hexestrol

Von allen neu hergestellten Verbindungen wurden wieder die Kreuzreaktivititen im Bezug

auf 100 % Kreuzreaktivitit von 178-Ostradiol ermittelt'*’]. Die gemessenen Werte der

Carbonséureester-Derivate sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Hexestrol-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
15a 0.32 CH,
17a 0.65 (CHy);
18a 0.64 (CHay)4
19a 0.88 (CHp)s
20a 0.51 CH,-C¢Hy4

Tabelle 4: Kreuzreaktivititen der Hexestrol-Carbonsidureester-Derivate



Theoretischer Teil 33

Durch die Derivatisierung verringert sich die Bindungsaffinitit zum Ostrogenrezeptor
demnach erheblich. Mit einer Ausnahme (17a) finden sich bei den Hexestol-Derivaten
durchwegs niedrigere Kreuzreaktivititen als bei den entsprechenden DES-Derivaten. Aber
auch hier kann eine zumindest geringfiigige Steigerung der Werte mit zunehmender

Kettenldnge des Spacers beobachtet werden.

4.4.2 Werte der Carbonsaure-Derivate von meso-Hexestrol

Als potentielle Konjugat-Komponenten waren die Kreuzreaktivititen der Hexestrol-

Carbonsauren naturlich von besonderem Interesse. Auch hier sollte der Einfluss der

Spacerlinge untersucht werden. Die durchgefiihrten Tests ergaben folgende Werte!**!:

Hexestrol-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
21 0.96 CH;
22 0.78 (CH)3
23 1.42 (CHy)4
24 2.72 (CH»)s
25 3.74 CH,-C¢Ha

Tabelle 5: Kreuzreaktivitiaten der Hexestrol-Carbonsdure-Derivate

Die Kreuzreaktivititen der Hexestrol-Carbonsdure-Derivate sind durchgehend hoher als die
der entsprechenden Carbonsédureester. Auch hier ldsst sich die Tendenz ablesen, dass die
Bindungsaffinitit der untersuchten Verbindungen zum Rezeptor mit steigender Kettenldnge

des Spacers ansteigt, allerdings nicht so stark wie den DES-Werten.

4.4.3 Werte der Dicarbonsiurediester-Derivate von meso-Hexestrol

Um weitere Hinweise auf die Kriterien bekommen zu konnen, die fiir eine Bindung an den

Ostrogenrezeptor wichtig sind, wurden auch die beidseitig substituierten Hexestrol-Derivate
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im Bezug auf ihre Kreuzreaktivititen untersucht. Tabelle 6 fasst die erhaltenen Ergebnisse
[43]

zusammen
Hexestrol-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
15b 0.03 CH,
17b 0.02 (CHy)3
18b 0.24 (CHay)4
19b 0.78 (CHy)s
20b nicht zu bestimmen CH,-C¢Hy4

Tabelle 6: Kreuzreaktivitiaten der Hexestrol-Dicarbonsiurediester-Derivate

Die Bindungsaffinititen der Diester-Derivate sind zwar durchwegs sehr niedrig, allerdings
nicht so gering wie bei den vergleichbaren DES-Diester-Derivaten. Die Veresterung der
zweiten Phenol-Gruppe fiihrt also bei den Hexestrol-Verbindungen erstaunlicherweise nicht

in dem erwarteten Umfang zur Verringerung der Affinitit an den Rezeptor.

4.5 Spektroskopische Daten

4.5.1 IR-Spektren

Die IR-Spektren aller neu synthetisierten Hexestrol-Derivate entsprechen weitestgehend dem
Spektrum von meso-Hexestrol. Zusidtzlich findet sich jeweils eine starke, charakteristische
Bande, welche von der C=0O-Valenzschwingung herriihrt. Fiir die Carbonsdureester- und
Dicarbonséurediester-Derivate liegt diese im Bereich von 1700 — 1755 cm™, fiir die
Carbonsiure-Derivate im Bereich von 1690 — 1715 cm™.

Der Bereich von 1000 — 1310 cm™, in dem die C-O-C-Valenzschwingung zu finden ist, eignet
sich nicht zur Charakterisierung, da dort auch typische Banden von meso-Hexestrol auftreten.
Die OH—Valenzschwingung im Bereich von 3200 — 3600 cm™ wird durch eine breite Bande
verdeckt, die bei der Verwendung von KBr-Pre3lingen haufig auftritt.
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4.5.2 '"H-NMR-Spektren

Bei den Hexestrol-Carbonséiureester-Derivaten 15a, 17a, 18a, 19a und 20a liefern, analog
den DES-Derivaten, die aromatischen Protonen zwei AA'BB’-Systeme. Dies bedeutet, dass
im Endeffekt vier dublettartige Signale im Bereich von 6.75 — 7.10 ppm zu finden sind. Das
AA’BB’-System der 3°,7°,4°,6'-Protonen ist dabei im Vergleich zum zweiten AA'BB’-
System leicht tieffeldverschoben.

Abb. 29: Numerierung der C-Atome des meso-Hexestrol-Grundgeriists (R = H)[**!

Die Peaks der Ethylgruppen des meso-Hexestrol-Grundgeriists ergeben zwei Tripletts (9,9'-
H) im Bereich von 0.53 ppm bzw. zwei Multipletts (8,8"-H) bei Werten zwischen 1.20 — 1.45
ppm. Typisch fiir diese Spektren ist das Signal der zwei tertidren C-Atome (1,1’-H) im
Hexestrol-Grundgeriist. Es findet sich in jedem Fall als Multiplett bei einem Wert zwischen
2.43 —2.48 ppm.

Die Signale der Ethylgruppe des Esters liegen tieffeldverschoben im Bezug auf die
Ethylgruppen des meso-Hexestrols. Signifikant sind auch die Peaks der O-CH,-Protonen. Fiir
die Verbindungen 17a, 18a und 19a liegen sie jeweils im Bereich von 4.00 ppm, lediglich
fir die Verbindungen 15a und 20a ergeben sich mit 6-Werten von 4.62 ppm und 5.12 ppm
leichte Verschiebungen zu tieferem Feld. Die Peaks der Hydroxylgruppen sind im Bereich
von 4.80 — 5.10 ppm zu finden.

Verbindung 20a besitzt ein zusétzliches AA'BB’-System fiir die aromatischen Protonen des
Benzyl-Spacers. Die zwei dublettartigen Signale dieser Protonen finden sich
tieffeldverschoben bei 7.53 ppm bzw. 8.07 ppm.

Bei den Hexestrol-Dicarbonsiurediester-Derivaten 15b, 17b, 18b, 19b und 20b liegt
aufgrund der vorliegenden Symmetrie flir die aromatischen Wasserstoffatome nur ein

AA’BB’-System vor. Die daraus resultierenden zwei dublettartigen Signale liegen bei Werten
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von 6.85 — 6.95 ppm bzw. 7.05 — 7.10 ppm. Die anderen Peaks finden sich in denselben
Bereichen wie bei den monosubstituierten Hexestrol-Derivaten.

Die Spektren der Hexestrol-Carbonsiure-Derivate 21, 22, 23, 24 und 25 entsprechen denen
der Carbonsdureester, natiirlich ohne die typischen Peaks der Ethylgruppe.

4.5.3 "“C-NMR-Spektren

Bei den Hexestrol-Carbonsiureester-Derivaten finden sich in den '*C-NMR-Spektren
iibereinstimmend die Signale der Ethylgruppen des Hexestrol-Grundgeriists (Abb. 29) bei
Werten von 12 ppm (9,9") bzw. 27 ppm (8,8"). Fiir die Ethylgruppe der Ester werden Werte
von 14 ppm bzw. 60 ppm ermittelt. Charakteristisch ist in allen Féllen die Lage der Peaks fiir
die tertidren C-Atome (1,1") des Hexestrol-Grundgertists. Die Signale treten iibereinstimmend
im Bereich von 53 — 54 ppm auf. Die Peaks der aromatischen C-Atome liegen zwischen 114
ppm (4,47;6,6") und 157 ppm (5,5"). Dabei sind die Signale fiir C-3,3und C-7,7" bei einem
Wert von 129 ppm, die fiir C-2,2" im Bereich von 137 ppm zuerkennen.

Die Peaks der Carbonyl-C-Atome finden sich bei den Verbindungen 17a, 18a und 19a bei
Werten um 173 ppm, bei den Derivaten 15a und 20a leicht hochfeldverschoben bei 169 ppm.
Die Signale in den Spektren der Dicarbonsiurediester-Derivate entsprechen denen der
monosubstituierten Derivate. Aufgrund der Symmetrie dieser Molekiile ist im Bereich der
aromatischen C-Atome allerdings nur eine geringere Anzahl von Peaks vorhanden. So finden
sich bei den Verbindungen 15b, 17b, 18b und 19b in diesem Bereich nur vier
unterschiedliche Signale.

Entsprechende Daten lassen sich auch den Spektren der Carbonsdure-Derivate 21, 22, 23,
24 und 25 entnehmen. Mit Ausnahme der Signale der Ester-Ethylgruppe sind hier sdmtliche

Peaks in den genannten Bereichen zu finden.

4.5.4 Massenspektren

Charakteristisch flir die Massenspektren aller Hexestrol-Derivate ist die jeweils extrem
geringe Intensitdt der Molekiilionenpeaks, die allesamt Werte unter 2 % aufweisen. Bei den
Hexestrol-Carbonsiureester-Derivaten zeigt sich das folgende gemeinsame Zerfallsmuster:

Der Peak mit der groBten Intensitit ist bei allen Verbindungen, mit Ausnahme von 15a, der
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des Fragments, das nach der Spaltung der Etherbindung entsteht. Als nichstes wird die C-C-
Einfachbindung im Hexestrol-Grundkorper aufgebrochen. Die Peaks fiir die in allen Féllen
verbleibenden Reste CoH{1O bzw. CoH;oO mit einer Masse von 135 bzw. 134 finden sich in
allen Spektren.

Bei der bereits erwdhnten Verbindung 15a ist nicht die Etherspaltung der erste Schritt,
sondern das Aufbrechen der C-C-Einfachbindung des Hexestrol-Grundkorpers.

AuBerst einfach sind die Massenspektren der Dicarbonsiurediester-Derivate. Diese
fragmentieren in zwei identische Bruchstiicke, die jeweils als Peaks mit relativ grof3er
Intensitét in den Spektren erscheinen. Bei den Verbindungen 15b, 19b und 20b besitzen diese
Peaks die groBte Intensitdt. In den Spektren der Substanzen 17b und 18b weisen die
Bruchstiicke die hochste Intensitit auf, die entstehen, wenn die Etherbindung gespalten wird.
Bei den Carbonsiure-Derivaten 21, 22, 23, 24 und 25 steht wieder die Spaltung der C-C-
Einfachbindung im Hexestrol-Grundkorper an erster Stelle. Das dabei entstehende Fragment
CoH;;0 lasst sich praktisch in allen Féllen als das Teil mit der groBBten Intensitdt nachweisen.

Danach wird wiederum die Etherbindung gespalten.

5. Derivate von Bisphenol A

5.1 Bisphenol A als geeignete Konjugat-Komponente

Als dritte Substanz, die als mogliches Beschichtungsmaterial fiir den neu entwickelten
Ostrogen-Test ELRA in frage kam, wurde 2,2-Bis-(4-hydroxyphenyl)-propan oder kurz
Bisphenol A (Abb. 30) ausgewihlt. Die Messung der Kreuzreaktivitit von Bisphenol A ergab
gegeniiber Ostradiol einen Wert von 0.25 %>, Dieser geringe Wert war im Bezug auf eine
Optimierung der Sensitivitidt des Testsystems insofern von Interesse, als mit diesem Material

eventuell sogar dulerst gering wirksame Xenodstrogene erfasst werden konnten.

H,C_ CH,
HO I I OH
Bisphenol A

Abb. 30: Struktur von Bisphenol A
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Nachdem Bisphenol A auflerdem eine vielverwendete Substanz z.B. im Bereich der
Kunstharzbeschichtung ist, erschien eine Untersuchung dieser Verbindung in mehr als einer

Hinsicht sinnvoll.

5.2 Synthesekonzept fiir Carbonsiure-Derivate von Bisphenol A

Das Konzept zur Darstellung der fiir die Kopplung mit BSA notwendigen Bisphenol A-
Derivate wurde analog dem fiir DES und meso-Hexestrol entworfenen System erstellt.
Nachdem sich diese Methode als praktikables Routineverfahren erwiesen hatte, lag es nahe,

es auch zur Synthese der gewiinschten Bisphenol A-Derivate heranzuziehen.

o)

L H,C_ CH,

H,C._ CH,
O O — O O
X_ _OR
HO OH HO o~ \ﬂ/

@)
L: Abgangsgruppe 1. NaOH
X: Spacer 2. HCl
H,C_ CH,
T U o
0 o™
@)

Abb. 31: Synthesekonzept fiir Ether-Carbonsduren von Bisphenol A

5.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche

5.3.1 Darstellung der Carbonsiureester-Derivate von Bisphenol A

Gemaill dem oben beschriebenen Konzept wird zunidchst Bisphenol A in Ethanol gelost und
mittels DBU deprotoniert. Die Bildung des Dianions ldsst sich, anders als bei DES und meso-

Hexestrol, nicht optisch verfolgen, da dieses offensichtlich in Ethanol 16slich ist. Man gibt
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den entsprechenden Bromcarbonsédureester zu und erhitzt unter Riickfluss. Nach Beendigung
der Reaktion wird das Losungsmittel abdestilliert und das erhaltene Substanzgemisch wie

beschrieben auf dem Chromatotron (21.3.3) getrennt.

H,C. CH, 0 H,C_ CH,
Br )J\
DAY e [ J T
X OEt
HO OH DEU HO g \ﬂ/
O
Bisphenol A 26a fur X= CH,

27a fir X =(CH,),

28a fiir X =(CHyp
29a fiir X =(CHy)s
30a fiir X =(CH)s

Abb. 32: Synthese von Bisphenol A-Derivaten mit Alkyl-Spacern

Br
H,C._ CH, @0020H3 H,C._ CH,
O, — L
OMe
O
Bisphenol A 31a

Abb. 33: Umsetzung von Bisphenol A mit a~Brom-4-tolylsduremethylester

Mit Ausnahme der Verbindung 27a lielen sich auf die beschriebene Weise alle gewiinschten
Bisphenol A-Carbonsdureester-Derivate 26a, 28a, 29a, 30a und 31a als analysenreine
Substanzen darstellen. Wie schon bei den meso-Hexestrol-Derivaten bereitete auch hier die
Trennung von Mono- und Diestern Schwierigkeiten, da sich das Laufverhalten dieser

Substanzen in den zur Verfligung stehenden Laufmitteln kaum unterscheidet. In den meisten
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Féllen waren mehrere Durchldufe auf dem Chromatotron nétig, teilweise auBlerdem ein

Wechsel des Losungsmittels, um zu dem gesuchten Produkt zu kommen.

5.3.2 Darstellung der Carbonsiure-Derivate von Bisphenol A

Die Verseifung der Carbonsdureester- zu den entsprechenden Carbonsaure-Derivaten wurde

analog den DES- und meso-Hexestrol-Derivaten durchgefiihrt.

H,C_ CH,
NaOH
OEt _X_ _OH
HO 2 HCI o 0 \ﬂ/
o)
26a, 282, 292, 30a 32 fir X= CH,™*"

33 fir X=(CHa);

34 fir X=(CHy)4

35 fir X=(CHy)s
Abb. 34: Hydrolyse der Bisphenol A-Derivate mit Alkyl-Spacern

H,C_ CH,
HO o 2 HCl ho
OMe OH

O O

31a 36
Abb. 35: Verseifung des Carbonsdureester-Derivats 31a

Die Bisphenol A-Carbonsédure-Derivate 32, 33, 34, 35 und 36 konnten auf diese Weise als
farblose Kristalle analysenrein dargestellt werden. Wie schon bei den entsprechenden DES-
und meso-Hexestrol-Derivaten festgestellt worden war, gelang es auch hier nicht, unter den

gegebenen Versuchsbedingungen zu der Verbindung mit X = (CHy),, der 3-(4-[1-(4-
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Hydroxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy)-propionsdure (37) zu gelangen. Um die homologe
Reihe der Carbonsdure-Derivate fiir die Ermittlung der Kreuzreaktivititen dennoch zu
komplettieren, wurde auf einem in der Literatur beschricbenen Weg!” versucht, die
gewiinschte Carbonsdure herzustellen. Statt der in der Vorschrift verwendeten 2-
Chlorpropionsdure wurde allerdings 3-Brompropionsdure eingesetzt. Die Synthese gelang
zwar, die Ausbeute war aber duferst gering. Nach der Reinigung des Rohprodukts war gerade

soviel Substanz vorhanden, um die analytischen Daten erhalten zu konnen.

O

H,C_ CH, H,C_ CH,
J ¢ . DROWSH

HO OH NaOH HO OH
Bisphenol A 37

Abb. 36: Umsetzung von Bisphenol A mit 3-Brompropionséure

5.3.3 Darstellung der Dicarbonsiurediester-Derivate von Bisphenol A

Neben den monosubstituierten Bisphenol A-Derivaten entstanden bei der Reaktion, wie schon
in den vorausgehenden Kapiteln beschrieben, auch die jeweiligen disubstituierten

Verbindungen.

H,C_ CH,

EtO.__X< O O _X-__-OEt
e o

o) 0
26b fir X= CH,"%*!
28b fiir X = (CHp;™

29b fiir X =(CHa),
30b fiir X =(CH,)s

Abb. 37: Synthese von Bisphenol A-Dicarbonsdurediester-Derivaten mit Alkyl-Spacern
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H,C_ CH,

@) I I @)

MeO OMe

@) o)
31b

Abb. 38: Bisphenol A- Dicarbonsdurediester-Derivat mit Benzyl-Spacer

Die Bisphenol A-Dicarbonsdurediester 26b, 28b, 29b, 30b und 31b konnten auf dem
Chromatotron (21.3.3) von den entsprechenden Carbonsdureester-Derivaten getrennt und
gereinigt werden. Die Verbindungen 26b und 31b sind kristalline Feststoffe, wogegen 28b,

29b und 30b in dliger Form vorliegen.

5.4 Kreuzreaktivitaten

5.4.1 Werte der Carbonsaureester-Derivate von Bisphenol A

Bei den zuvor besprochenen Substanzen DES und meso-Hexestrol war deutlich geworden,
dass durch die Derivatisierung eine erhebliche Absenkung der Kreuzreaktivititen eingetreten
war. Deshalb war es natiirlich auch bei den Bisphenol A- Verbindungen interessant, in
welchem Bereich sich ihre Kreuzreaktivititen befinden wiirden. SchlieSlich betrdgt der
ermittelte Wert fiir reines Bisphenol A nur 0.25 %, d.h. die Bindungsaffinitit zum
Ostrogenrezeptor ist bereits duBerst gering. Die Werte der Bisphenol A-Carbonsiureester
finden sich in Tabelle 71*).

Da, wie bereits erwihnt, die Bestimmung der Kreuzreaktivititen von Olen mit dem ELRA-
Testsystem Schwierigkeiten bereitet, konnten nur drei der fiinf neu hergestellten Bisphenol A-
Carbonsdureester getestet werden. Eine Auswertung der erhaltenen Werte ist folglich nicht
sehr ergiebig. AuBler der Aussage, dass die ermittelten Kreuzreaktivititen alle in etwa
denselben Wert aufweisen, egal welcher Spacer verwendet wurde, der zudem &uf3erst gering

ist, kann den Testergebnissen nichts entnommen werden.
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Bisphenol A-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
26a 0.03 CH;
28a 0.03 (CH)3
29a nicht zu bestimmen (CH»)4
30a nicht zu bestimmen (CHy)s
31a 0.04 CH,-CHa

Tabelle 7: Kreuzreaktivitdten der Bisphenol A-Carbonsdureester-Derivate

5.4.2 Werte der Carbonsaure-Derivate von Bisphenol A

Als potentielle Konjugat-Komponenten waren die Kreuzreaktivititen der Biphenol A-
Carbonsduren natiirlich von besonderem Interesse. Auch hier sollte wiederum der Einfluss der

Spacerlinge untersucht werden. Die durchgefiihrten Tests ergaben folgende Werte!**':

Bisphenol A-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
32 0.02 CH,
33 0.02 (CHy)3
34 0.01 (CHa)4
35 0.03 (CHb)s
36 0.03 CH,-CsHy

Tabelle 8: Kreuzreaktivititen der Bisphenol A-Carbonsédure-Derivate

Die Kreuzreaktivititen sind denen der entsprechenden Carbonsédureester dhnlich. Sie sind

durchwegs sehr gering und offensichtlich nur geringfiigig vom verwendeten Spacer abhéngig.
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5.4.3 Werte der Dicarbonsiurediester-Derivate von Bisphenol A

Zum Vergleich sollten auch hier die disubstituierten Verbindungen beziiglich ihrer Affinitat
zum Ostrogenrezeptor untersucht werden. Nachdem aber drei der synthetisierten Derivate als
Ole anfielen und eines unldslich in Ethanol war, kam nur ein einziges Ergebnis zustande. Eine
sinnvolle Interpretation war aus diesem Grunde nicht moglich. Tabelle 9 fasst die

Testergebnisse zusammen!*?.

Bisphenol A-Derivate % Kreuzreaktivitit Spacer X
26b 0.01 CH,
28b nicht zu bestimmen (CHy)s
29b nicht zu bestimmen (CHy)4
30b nicht zu bestimmen (CH»)s
31b nicht zu bestimmen CH,-C¢Hy

Tabelle 9: Kreuzreaktivititen der Bisphenol A-Dicarbonsdurediester-Derivate

5.5 Spektroskopische Daten

5.5.1 IR-Spektren

Die IR-Spektren aller neu synthetisierten Bisphenol A-Derivate entsprechen weitestgehend
dem Spektrum von Bisphenol A. Zusétzlich findet sich jeweils eine starke, charakteristische
Bande, welche von der C=0-Valenzschwingung herriihrt. Sie liegt fiir die Derivate mit dem
Benzyl-Spacer 31a, 31b und 36 im Bereich von 1685 — 1720 cm™, fiir alle anderen bei etwas
groBeren Wellenlidngen, ndmlich im Bereich von 1700 — 1770 cm™.

Der Bereich von 1000 — 1310 cm™, in dem die C-O-C-Valenzschwingung zu finden ist,
eignet sich nicht zur Charakterisierung, da dort auch typische Banden von Bisphenol A
auftreten. Die OH — Valenzschwingung im Bereich von 3200 — 3600 cm™ wird durch eine
breite Bande verdeckt, die bei der Verwendung von KBr-Prefllingen fast immer zu erkennen

ist.
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5.5.2 'H-NMR-Spektren

Auch bei den Bisphenol A-Carbonséiureester-Derivaten 26a, 28a, 29a, 30a und 31a liefern
in den 'H-NMR-Spektren die aromatischen Protonen zwei AA’BB’-Systeme. Die daraus
resultierenden vier dublettartigen Signale erscheinen im Bereich von 6.70 — 7.15 ppm. Die
Signale der Ethylgruppe des Esters treten wie erwartet als ein Triplett (1.25 — 1.30 ppm) bzw.
als ein Quartett (4.10 — 4.30 ppm) auf. Dazwischen liegt das Singulett der zwei
Methylgruppen des Bisphenol A-Grundgeriists, das bei Werten von 1.60 — 1.65 ppm zu finden
ist.

Signifikant sind wiederum die Peaks der O-CH,-Protonen. Fiir die Verbindungen 28a, 29a
und 30a liegen sie jeweils im Bereich von 4.00 ppm, lediglich fiir die Verbindungen 26a und
31a ergeben sich mit Werten von 4.59 ppm und 5.09 ppm leichte Verschiebungen zu tieferem
Feld. Verbindung 31a weist ein zusitzliches AA’'BB’-System fiir die aromatischen Protonen
des Benzyl-Rests auf. Im Vergleich zu den Peaks der anderen aromatischen Protonen
erscheinen diese zwei dublettartigen Signale tieffeldverschoben bei 7.50 ppm bzw. 8.05 ppm.
Bei den Bisphenol A-Dicarbonsiurediester-Derivaten 26b, 28b, 29b, 30b und 31b liegt
aufgrund der vorliegenden Symmetrie fiir die aromatischen Wasserstoffatome nur ein
AA’BB’-System vor. Die daraus resultierenden zwei dublettartigen Signale liegen bei Werten
von 6.75 — 6.90 ppm bzw. 7.10 — 7.15 ppm. Die anderen Peaks finden sich in denselben
Bereichen wie bei den Bisphenol A-Carbonsédureester-Derivaten.

Die Spektren der Bisphenol A-Carbonsaure-Derivate 32, 33, 34, 35 und 36 entsprechen

denen der Carbonsdureester, natiirlich ohne die typischen Peaks der Ethylgruppe.

5.5.3 "“C-NMR-Spektren

Typisch fiir die *C-NMR-Spektren der Bisphenol A-Carbonsiureester-Derivate 26a, 28a,
29a, 30a und 31a im Bereich der aliphatischen C-Atome sind die Signale der Methylgruppen
und des quartdren C-Atoms des Bisphenol A-Grundgeriists. Sie sind bei 31 ppm bzw. 42 ppm
zu finden. Die Peaks fiir die O-CH,.C-Atome liegen im Bereich von 60 — 69 ppm. Die Signale
der Ethylgruppen der Ester finden sich iibereinstimmend bei Werten von 14 ppm bzw. 67
ppm. Die Peaks der aromatischen C-Atome liegen im Bereich von 114 — 157 ppm.

Bei den Dicarbonsiurediester-Derivaten finden sich die entsprechenden Werte, die Zahl der

Signale fiir die aromatischen C-Atome ist aber aufgrund der Symmetrie der Molekiile
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wesentlich geringer. So finden sich fiir die Verbindungen 26b, 28b, 29b und 30b nur jeweils
vier unterschiedliche Peaks.

Die fiir die Carbonsdureester-Derivate gefundenen Werte finden sich, natiirlich mit Ausnahme
der Signale fiir die Estergruppe, auch in den Spektren der Carbonsédure-Derivate wieder. Die
Signale der Carbonylgruppen von 33, 34 und 35 sind bei 174 ppm zu finden, die der
Carbonsdure-Derivate 32 und 36 leicht hochfeldverschoben bei 169 ppm bzw. 167 ppm.

5.5.4 Massenspektren

In den Massenspektren der Bisphenol A-Carbonséiureester-Derivate 26a, 28a, 29a, 30a und
31a finden sich die Molekiilionenpeaks mit Intensititen von durchschnittlich 20 %. Den Peak
mit der groften Intensitdt besitzt bei 26a und 30a das Fragment, das nach der Abspaltung
einer Methylgruppe aus dem Bisphenol A-Grundkorper entsteht. Die entsprechenden
Fragmente lassen sich zwar auch bei allen anderen Verbindungen dieser Klasse nachweisen,
ihre Signale sind jedoch von erheblich geringerer Intensitét. Statt dessen finden sich hier als
Hauptpeaks die der Bruchstiicke, die aus der Spaltung der Etherbindung hervorgehen.

Fiir die Bisphenol A-Dicarbonsiurediester-Derivate 26b, 28b, 29b, 30b und 31b ergeben
sich analoge Befunde.

Dagegen weisen bei den Bisphenol A-Carbonsaure-Derivaten 32, 33, 34, 35 und 36 dic
Massenspektren der Verbindungen 33 und 34 einige Abweichungen auf. In diesen Féllen ist
der Peak mit der grofiten Intensitdt jeweils der des Fragments, das nach der Abspaltung einer

Methylgruppe und der anschlieBenden Spaltung der Etherbindung entsteht.
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6. Darstellung der Aminoalkyl-Derivate von trans-Diethyl-

stilbestrol

6.1 Synthesekonzept fiir Aminoalkyl-Derivate von frans-DES

Wie in der Einleitung bereits erwéhnt, ist flir eine Verkniipfung eines Xenodstrogens mit BSA
das Vorhandensein entweder einer Carboxyl-Funktion oder einer Aminogruppe an dem
entsprechenden Ostrogen Voraussetzung. Nachdem in zahlreichen Fillen die Einfiihrung der
Carboxyl-Funktion bereits gelungen war, richtete sich nun das Interesse auf diese zweite
Moglichkeit: DES sollte iiber die chemisch stabilere Ether-Gruppe und einen Spacer an eine
Amino-Funktion gebunden werden.

Erste Uberlegungen in dieser Richtung waren dahingehend, das DES mittels einer Base in das
reaktivere Anion zu iiberfiilhren und dieses in einer nucleophilen Substitutionsreaktion mit
einem Aminoalkyl-Derivat, das eine geeignete Abgangsgruppe enthélt, reagieren zu lassen.
Fiir die praktische Durchfiihrung wurde, wie bereits in den vorausgegangenen Versuchen,
DBU als Base ausgewdhlt, als geeignete Aminoalkyl-Derivate fanden 2-Aminoethylbromid-
hydrobromid bzw. 3-Aminopropylbromid-hydrobromid Verwendung.

Die durchgefiihrten Versuche brachten allerdings durchwegs negative Ergebnisse, so dass ein
neues Konzept entwickelt wurde, um iiber einen Umweg zu den gewiinschten Produkten zu
kommen.

Es sollten im ersten Schritt DES-Ether-Carbonsdurenitrile hergestellt werden, die
anschlieend durch Reduktion in die entsprechenden Amine {berfiihrt wiirden. Auch in
diesem Fall war der Einfluss des verwendeten Spacers auf die Bindungsaffinitit der Derivate
von Interesse, so dass wiederum eine homologe Reihe derartiger Derivate hergestellt werden
sollte. Da sich das fiir die DES-Carbonsédure-Derivate entwickelte Verfahren inzwischen als
eine relativ einfach durchzufiihrende Standardmethode erwiesen hatte, wurde ihr Prinzip auch
auf die DES-Ether-Aminoalkyl-Derivate iibertragen.

Abb. 39 macht den Syntheseweg zur Darstellung der gewiinschten Derivate deutlich.
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OH O. _CN
L. _CN X
§ X ™
® - O
HO HO

L: Abgangsgruppe

X: Spacer
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\X/\NHZ
()
HO

Abb. 39: Synthesekonzept zur Darstellung von DES-Ether-Aminoalkyl-Derivaten

6.2 Praktische Durchfiihrung der Versuche

6.2.1 Darstellung der Carbonsaurenitril-Derivate von trans-DES

Im ersten Schritt wird DES mittels DBU in das Anion iiberfiihrt und anschlieBend mit dem
entsprechenden Bromcarbonsédurenitril versetzt. Die Reaktionslosung wird dann unter
Riickfluss erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion destilliert man das Losungsmittel ab und
trennt das Produktgemisch auf dem Chromatotron (21.3.3). Hierbei erhdlt man sowohl das
mono- als auch das disubstituierte DES-Derivat. Aufgrund des &hnlichen Laufverhaltens
dieser beiden Derivate sind in allen Fillen mehrere Durchliufe, zum Teil unter Anderung des
Losungsmittels notwendig. Nach der Umkristallisation liegen die gesuchten Verbindungen
analysenrein in Form farbloser Kristalle vor.

Mit Ausnahme der Verbindung 39a konnten auf diese Weise alle gesuchten DES-Derivate

hergestellt werden.
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OH O\X/CN
Br<. _CN
X X X

® —
HO HO

DES 38a
39a
40a
41a
42a

Abb. 40: Darstellung der DES-Ether-Carbonséurenitril-Derivate

Auch die bei der Reaktion gleichzeitig entstehenden disubstituierten

gereinigt und analysiert.

NC O

38b

40b

41b

42b
Abb. 41: DES-Dicarbonsduredinitril-Derivate

6.2.2 Darstellung der Aminoalkyl-Derivate von trans-DES

fir X= CH,

fiir X = (CH,),
fiir X = (CH,);
fiir X =(CH,)s
fiir X = (CH,)s

Derivate wurden

fir X= CH,

fiir X = (CH,);
fiir X = (CHa)s
fiir X = (CHa)s

Die analysenrein dargestellten DES-Carbonséurenitril-Derivate wurden nun unter

Verwendung von Lithiumaluminiumhydrid®'~***

reduziert. Als Losungsmittel wurde

zundchst iiber Natrium getrockneter Ether eingesetzt. Nachdem sich die Nitril-Derivate

jedoch allesamt duBerst schlecht in Ether 16sten und die Ausbeuten zudem minimal waren,
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wurden die Versuche zum Teil in Tetrahydrofuran (THF) wiederholt, allerdings war dadurch

nur eine geringfiigige Steigerung der Ausbeute zu erreichen.

O.__CN
~x~ O ™,
. LiAIH, “

38a, 40a, 41a, 42a 43 fir X= CH,
44 fir X = (CH,);
45 fiir X =(CH),
46 fiir X = (CH,)s

Abb. 42: Reduktion der DES-Carbonséaurenitril-Derivate

Die praktische Durchfiihrung der Versuche fand jeweils unter Schutzgas statt. Zu einer
Losung von Lithium-aluminiumhydrid in THF wurde eine Losung des entsprechenden Nitril-
Derivats in THF getropft. Nach der iiblichen Aufarbeitung ergab sich eine Mischung, die aus
dem Edukt und dem erwarteten Produkt bestand. Die Trennung des erhaltenen Gemisches
bereitete erhebliche Schwierigkeiten. Versuche, das jeweilige Aminoalkyl-Derivat mittels
einer Sdure-Base-Trennung aus diesem Gemisch zu isolieren, schlugen fehl, da sich die
Ammoniumsalze dieser Verbindungen offensichtlich als hydrophob erwiesen.
Umkristallisationsversuche und Reinigungsdurchlédufe auf dem Chromatotron fiihrten zwar
zur Reindarstellung des gewiinschten Produkts, die Ausbeuten waren aber extrem gering.
Erstaunlicherweise verlief also die Reduktion der Nitril-Derivate nicht so glatt und in dem
Umfang wie erwartet. Diese Versuche wurden erst zum Ende der Arbeit abgeschlossen.
Deshalb war es zeitlich nicht mehr moglich, eine andere Variante zur Reduktion von Nitrilen
anzuwenden, z.B. die Bouveault-Blanc-Methode®™' unter Verwendung von Natrium und
Isopropanol. Wie bei der Verwendung von Lithiumaluminiumhydrid sollte auch bei diesem
Verfahren die olefinische Doppelbindung unangegriffen bleiben.

Auf eine Messung der Kreuzreaktivititen wurde wegen der geringen Ausbeuten ebenso

verzichtet wie auf die Kopplungversuche mit Rinderserumalbumin.
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6.3 Spektroskopische Daten

6.3.1 IR-Spektren

Die IR-Spektren der DES-Carbonsiurenitril-Derivate 40a, 41a und 42a weisen im
Vergleich zum DES-Spektrum jeweils eine typische zusitzliche Bande im Bereich von 2260
cm™ auf, die von der CN-Valenzschwingung herriihren.

Bei den entsprechenden DES-Dicarbonsiduredinitril-Derivaten 40b, 41b und 42b finden
sich die Banden dieser Schwingung durchwegs bei niedrigerer Wellenzahl, etwa im Bereich
von 2245 cm’™.

Bei den beiden Derivaten mit dem kleinsten Spacer, 38a und 38b, fehlt die charakteristische
CN-Bande ganz.

Die Spektren der DES-Aminoalkyl-Derivate 43, 44, 45 und 46 dhneln erwartungsgemal

denen der entsprechenden Nitril-Derivate, natiirlich ohne die CN-Bande.

6.3.2 'H-NMR-Spektren

Die 1H-NMR-Spektren der DES-Carbonsiurenitril-Derivate 38a, 40a, 41a und 42a weisen
erwartungsgeméal die Signale der Ethylgruppe des DES-Grundgeriists als ein Triplett (0.76
ppm) bzw. als ein Quartett (2.11 ppm) auf. Zwischen 2.40 ppm und 2.62 ppm befinden sich
die Peaks der Methylengruppe, die der Nitrilgruppe am néchsten ist. Bei Werten von 4.00 —
4.80 ppm liegen die Signale der O-CH,-Protonen. Typisch sind die Signale der phenolischen
Hydroxylgruppen, die im Bereich von 4.68 — 4.81 ppm zu erkennen sind. Analog den
Carbonsédureester-Derivaten (siehe 3.5.2) finden sich bei diesen Verbindungen zwei AA'BB’-
Systeme der aromatischen Protonen. Daraus ergeben sich vier dublettartige Signale im
Bereich von 6.80 — 7.20 ppm.

Die DES-Dicarbonsiuredinitril-Derivate 38b, 40b, 41b und 42b zeigen aufgrund der
vorliegenden Symmetrie fiir die aromatischen Wasserstoffatome nur ein AA'BB’-System,
d.h. es erscheinen fiir sie nur zwei dublettartige Signale. Diese liegen fiir die Substanzen 40b,
41b und 42b im Bereich von 6.90 ppm bzw. 7.13 ppm, fiir Verbindung 38b leicht
tieffeldverschoben bei 7.00 ppm bzw. 7.18 ppm. Die anderen Peaks liegen in denselben

Bereichen wie bei den monosubstituierten DES-Derivaten.
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Von den DES-Aminoalkyl-Derivaten 43, 44, 45 und 46 wurde nur fiir die Verbindung 44
ein Spektrum erhalten, das eindeutige Zuordnungen zuldsst. Die Signale der Ethylgruppen
finden sich als ein Triplett bei 0.81 ppm (CHj3) bzw. als ein Multiplett bei 2.14 - 2.19 ppm
(CH;). In diesem Multiplett befindet sich ebenfalls der Peak fiir die Protonen der
Aminogruppe. Bei 4.05 ppm ist das Signal der O-CH,-Gruppe zu erkennen. Analog den
Carbonsdurenitril-Derivaten liefern auch hier die aromatischen Protonen zwei AA'BB’-

Systeme. Deren dublettartige Signale liegen bei 6.86 ppm, 6.93 ppm , 7.10 ppm und 7.14
ppm.

6.3.3 "“C-NMR-Spektren

Die 13C-NMR-Spektren der Carbonsiurenitril-Derivate zeigen die Signale die
Ethylgruppen des DES-Grundgeriists bei 13 ppm bzw. 29 ppm. Die C-Atome der O-CH;-
Gruppen liegen bei den Verbindungen 40a, 41a und 42a iibereinstimmend bei Werten um 65
— 67 ppm, lediglich fiir das Derivat 38a ergibt sich mit einem Wert von 54 ppm eine
Verschiebung zu hoherem Feld. Die Signale der aromatischen C-Atome finden sich im
Bereich von 113 — 157 ppm.

Bei den Dicarbonsiuredinitril-Derivaten 38b, 40b, 41b und 42b finden sich die
entsprechenden Werte, die Symmetrie der Molekiile fiihrt hier jedoch zu einer geringeren
Anzahl der Peaks der aromatischen C-Atome.

Das einzige Spektrum der DES-Aminoalkyl-Derivate 43, 44, 45 und 46, das eindeutige
Zuordnungen zuldsst, ist auch hier das der Verbindung 44. Bis auf die Signale der
zusitzlichen Methylengruppe (42 ppm) finden sich die Peaks der anderen C-Atome im
Bereich der Werte, die auch fiir das entsprechende Carbonsédurenitril-Derivat gefunden

worden waren.

6.3.4 Massenspektren

In den Massenspektren der mono- und disubstituierten Nitril-Derivate weisen die
Molekiilionenpeaks jeweils die grofite Intensitdt auf. Charakteristisch ist in allen Fillen die
Abspaltung einer Ethylgruppe aus dem DES-Grundgeriist. Deutlich erkennbar ist ebenfalls

die Spaltung der Etherbindung. Ansonsten sind die Signale allesamt von geringer Intensitét.
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Bei den Aminoalkyl-Derivaten 43 und 44 sind die Molekiilionenpeaks mit mittleren
Intensititen zwar vertreten, die grofiten Signale rithren jedoch vom DES-Fragment her. Die
Spaltung der Etherbindung ist also der entscheidende Schritt. Danach findet jeweils die
Abspaltung einer Ethylgruppe aus dem DES-Grundkdérper statt. Bei den Verbindungen 45
und 46 besitzen die Molekiilionenpeaks die grofiten Intensitdten. Auch hier ist zundchst die
Spaltung der Etherbindung zu beobachten, gefolgt von einer Abtrennung einer Ethylgruppe.
Fiir 44, 45 und 46 lassen sich zudem deutlich die Signale der Aminoalkyl-Reste finden.

7.  Herstellung der Ostrogen-Rinderserumalbumin-Konjugate

7.1 Aktivierung der Carbonsiaure-Derivate

Ziel aller bislang aufgefiihrten Versuche war es, wie bereits in der Einleitung beschrieben,
Verbindungen zu herzustellen, die an Rinderserumalbumin (BSA) gekoppelt werden kénnen.
Auf der einen Seite des Molkiils sollte die fiir die Rezeptorerkennung notwendige Struktur
erhalten bleiben. Auf der anderen Seite wurde eine kovalente Bindung mit dem Protein
angestrebt. Um die neu synthetisierten Carbonsdure-Derivate von frans-Diethylstilbestrol,
meso-Hexestrol und Bisphenol A an Rinderserumalbumin koppeln zu kénnen, ist es zunichst
notwendig, sie zu aktivieren, d.h. ihre Reaktivitit gegeniiber den Aminogruppen des BSA zu
erhdhen. Obgleich es sehr viele Moglichkeiten gibt, ein Molekiil zu aktivieren, wird der Weg
von der Carbonsdure zum Amid iiber einen aktivierten Ester in den meisten Methoden
bevorzugt. Besonders hdufig werden N-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester) verwendet. Als
eine der wichtigsten Methoden zu ihrer

Darstellung gilt die sogenannte Carbodiimid-Methode®*): Die Carbonsiure wird dabei mit
Dicyclohexylcarbodiimid und NHS in einen NHS-Ester verwandelt. Eine bessere Variante
stellt die Verwendung wasserloslicher Carbodiimide, wie des N-Ethyl-N'-(3-dimethylamino-
propyl)-carbodiimid-hydrochlorids (EDC), dar"®’.

Weitere Méglichkeiten stehen mit dem Einsatz von N,N -Disuccinimidylcarbonat (DSC)P"*]
bzw. N-Hydroxysulfosuccinimid®™ anstelle von NHS zur Verfiigung. Eine Optimierung
dieser Methoden stellt ein Verfahren dar, das einige diese verschiedenen Moglichkeiten

verbindet!®!. Nach dieser Methode wurden fiir diese Arbeit die Carbonsiuren mit EDC/NHS
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in DMSO in die entsprechenden NHS-Ester tiberfiihrt. Eingesetzt wurden die Carbonsdure-
Derivate 8, 21 und 32, also die Derivate mit dem kleinsten Spacer, d.h. mit einer CH,-Gruppe

zwischen der Ether- und der Carboxyl-Funktion.

1. NHS 0
O 2. EDC 9
0 — - o
R OH DMSO R 0

@)

Abb. 43: Darstellungsprinzip der NHS-Ester

Die Darstellung der NHS-Ester fand jeweils in sifu statt, also ohne Isolierung des

Zwischenprodukts.

7.2  Darstellung der BSA-Konjugate

Als Biokonjugate bezeichnet man Verbindungen, in denen organischen Molekiile, Peptide
oder Proteine an andere Proteine wie z.B. KLH (keyhole limpet hemocyanin),
Rinderserumalbumin, Myoglobin oder synthetische Polypeptide gekoppelt sind. Der Einsatz
dieser Biokonjugate ist vielfdltig. So werden sie eingesetzt zur Produktion von Antikorpern,
in der Erforschung von Immunreaktionen und bei der Produktion von Impfstoffen.

Auch Steroid-Protein-Konjugate haben, seitdem effektive Methoden zu ihrer Kopplung

61,62]

entwickelt wurden! , ein breites Anwendungsfeld gefunden. Wichtige Bereiche sind die

63,64,65 66,67, 68, 69
[63, ] und

] Untersuchungen an spezifischen Antikérpern!

vor allem die Darstellung von Rezeptoren!’®"7%731

Produktion von Antiseren

Die Kopplung einer Substanz an ein Protein kann mit zahlreichen Methoden durchgefiihrt
werden!’*”!. Fiir derartige Kopplungen sind gewisse Bedingungen®® zu beachten:

Die Reaktionen miissen ohne storende Nebenprodukte, bei Raumtemperatur, in wissrigem
Medium bei fast neutralem pH und mit hoher Ausbeute ablaufen. Zur Kopplung fahig sind in

Proteinen vorwiegend reaktive Aminosdurereste!’®””!

, wogegen N-terminale Aminogruppen
oft nicht zugénglich sind. In frage kommen also Lysin- oder Cysteinreste. Da die dabei

gebildeten Amide chemisch sehr stabil sind, sind Lysinreste die einfachste und direkteste
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Weise, um ein Protein zu derivatisieren. BSA besitzt 59 Lysin-Reste, von denen nur 30-35 fiir
die Derivatisierung verfiligbar sind.

Die Kopplung von NHS-Estern mit Proteinen erfolgt immer in neutralen bis basischen
Puffern. Fir diese Arbeit wurde eine Vorschrift verwendet, die bereits bei zahlreichen

Immunoassay-Komponenten Anwendung fand™”.

) )
o (J-w e
/O\)L /N _— /O\)J\ —
R O R N + HO—N
© @)

47 fir R =DES-Rest
48 fiir R = Hexestrol-Rest
49 fiir R = Bisphenol A-Rest

Abb. 44: Kopplung von NHS-Estern an ein Protein

Die in 7.1 beschriebene Losung wird nach 24 h zu einer Lésung von BSA in
Natriumhydrogencarbonatpuffer pipettiert. Nach 24-stiindigem Riihren, wobei die Ldésung
klar bleibt, wird sie mit dem doppelten Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlosung versetzt.
Der dabei ausfallende Niederschlag konnte mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht
abgetrennt werden. Die Reaktionslosung wurde deshalb an den Arbeitskreis von Prof. Dr. B.
Hock weitergegeben, dem eine fiir die Abtrennung nétige Ultrazentrifuge zur Verfligung
steht. Dort wurde, der Anleitung geméss, der erhaltene Niederschlag wieder mit
Phosphatpuffer aufgelost und die Fillung einmal wiederholt. Zur Reinigung des Produkts
fand eine Dialyse statt.

Die Verkniipfung war jeweils erfolgreich. Mit diesen Produkten wurden anschlieend
Versuche zur Bindung an den Ostrogen-Rezeptor durchgefiihrt!*!. Bislang wurde zwar noch
keine derartige Bindung gefunden, die momentan zur Verfiigung stehenden Ergebnisse sind
allerdings noch als vorldufig zu betrachten und bediirfen einer Uberpriifung in groBerem
Rahmen. Um die Herstellungsdauer zu verkiirzen und damit eine eventuell denkbare Alterung
des biologischen Materials zu verhindern, scheint bei einer Wiederholung der Versuche eine
Durchfiihrung vor Ort sinnvoll. Aus Zeitgriinden war dies im Rahmen dieser Arbeit aber

nicht mehr moglich.
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8. Zusammenfassung

Ziel dieses Teil der Arbeit war einerseits die Darstellung von Carbonsdure-Derivaten von
trans-Diethylstilbestrol, meso-Hexestrol und Bisphenol A, andererseits die Synthese von
Alkylamino-Derivaten von trans-Diethylstilbestrol. Nach der Kopplung an Rinderserum-
albumin sollten sie als Beschichtungsmaterial fiir ein neues Testverfahren, den sogenannten
ELRA, zum Einsatz kommen.

Zur Darstellung der gesuchten Carbonsdure-Derivate wurde ein neues Konzept entwickelt.
Nachdem sich der direkte Weg iiber die Verwendung von Carbonsduren bzw.
Carbonsdureanhydriden als nicht praktikabel erwiesen hatte, wurde eine Methode entwickelt,
tiber die entsprechenden Carbonsdureester zu den gesuchten Carbonsdure-Derivaten zu
gelangen. Die entsprechenden Edukte wurden, unter Verwendung von DBU als Base,
deprotoniert und mit einer homologen Reihe von Bromcarbonsdureestern versetzt. Die auf
diese Weise erhaltenen Derivate wurden zu den entsprechenden Carbonsédure-Derivaten
verseift. Diese Methode fiihrte in nahezu allen Féllen zum Erfolg. Auch fiir die Synthese der
Carbonsiurenitril-Derivate erwies sie sich als geeignet. Ubereinstimmend war lediglich in
den Versuchen mit den verschiedenen Brompropionsdure-Derivaten keine Umsetzung zu
beobachten.

Die Ermittlung der Kreuzreaktivititen der Carbonsdure-Derivate war von speziellem
Interesse. Diese Werte sollten z.B. Hinweise dafiir liefern, wie sich Art und Lidnge des
verwendeten Spacers auf die Bindungsaffinitit zum Ostrogenrezeptor Ea. auswirken.
Tatsdchlich lassen sich aus den erhaltenen Ergebnissen folgende Schliisse ziehen:

Bei den Versuchen mit DES ist eine erhebliche Absenkung der Bindungsaffinititen der
Derivate im Vergleich zum Ausgangswert von 80.3 % fiir DES zu beobachten. Bis auf das
Derivat mit dem Benzyl-Spacer 13 (mit einem Wert von 11.45 %) liegen die Werte aller
anderen unter 10 %. Zudem findet man eine deutlich grofer werdende Kreuzreaktivitdt mit
steigender Kettenldnge des Spacers. Es liegt deshalb die Vermutung nahe, dass die Bindung
der DES-Einheit an den Rezeptor mit zunehmendem Abstand der Carboxylgruppe von dieser
immer weniger gestort wird.

Bei den Hexestrol-Carbonsdure-Derivaten ist eine &dhnliche Tendenz zu beobachten.
Ausgehend von einem Wert von 31.1 % sinken die ermittelten Werte auf unter 4 %. Auch

hier findet man, analog den Ergebnissen fiir DES, einen Anstieg der Werte mit steigender
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Kettenldnge, der allerdings nicht so stark ausféllt wie bei letzteren. Den grofliten Wert weist
wiederum die Verbindung mit dem Benzyl-Spacer 25 auf.

Mit Bisphenol A war bewusst eine Substanz zur Derivatisierung ausgewihlt worden, die mit
einem Wert von 0.25 % Kreuzreaktivitit eine sehr geringe Bindungsaffinitdt zum Rezeptor
besitzt. Mit Werten unter 0.03 % finden sich bei allen untersuchten Carbonsdure-Derivaten
duBerst geringe Bindungsaffinitdten, die aber offensichtlich nicht von der Art und GroBe des
verwendeten Spacers abhdngen.

Das grofite der bei diesen Versuchen auftretenden Probleme stellte die Auftrennung des in
allen Fillen erhaltenen Produktgemisches aus nichtumgesetztem Edukt, mono- und
disubstituiertem Derivat dar. Die Losung dieses Problems brachte der Einsatz des
sogenannten Chromatotrons, das selbst eine Trennung farbloser, dulerst nahe beieinander
laufender Substanzen ermoglicht. Analysenreine Darstellungen der mono- und
disubstituierten Derivate waren auf diese Weise zu erreichen.

Als Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Bindung einer Substanz an den Ostrogenrezeptor
wird momentan das Vorhandensein einer phenolischen Hxdroxylgruppe postuliert. Um
weitere Aufschliisse in dieser Richtung zu bekommen zu kénnen, wurden auch von den als
Zwischenprodukte erhaltenen Carbonsdureester- und Dicarbonsdurediester-Derivaten die
Kreuzreaktivititen bestimmt. Die Carbonsdureester-Derivate weisen dabei prinzipiell
geringere Werte auf als die entsprechenden Carbonsdure-Derivate, wobei auch hier die
Tendenz eines Anstiegs der Affinitdt zum Rezeptor mit steigender Kettenldnge beobachtet
werden kann.

Interessant sind die Ergebnisse der Messungen an den Dicarbonsédurediester-Derivaten. Die
Werte liegen allesamt unter 1 %, wobei z.B. fiir die DES-Derivate nur Werte im Bereich von
0.01 - 0.02 % ermittelt wurden. Diese Resultate lassen den Schlufl zu, dass fiir eine starke
Bindung an den Rezeptor tatsdchlich eine freie phenolische Hydroxylgruppe vorhanden sein
muss.

Von den DES-, Hexestrol- und Bisphenol A-Derivaten mit dem kleinsten Spacer, d.h. mit
einer Methylengruppe zwischen der Ether- und der Carboxyl-Funktion (8, 21 und 32) wurden
Konjugate mit Rinderserumalbumin (BSA) hergestellt. Nach der Aktivierung der
Carboxylgruppe zu einem reaktiven NHS-Ester wurde durch Kniipfung einer Amidbindung
das entsprechende BSA-Konjugat gewonnen. Da die Mdglichkeiten zur Aufarbeitung und
Reinigung nicht zu Verfiigung standen, wurden die Reaktionslésungen an den kooperierenden
Arbeitskreis von Prof. Dr. B. Hock weitergegeben. Die dort ebenfalls durchgefiihrten

Versuche zur Bindung dieser Konjugate an den Ostrogenrezeptor zeigten bisher keinen
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Erfolg. Obgleich die im Moment vorliegenden Ergebnisse nur als vorldufig zu betrachten sind
und einer genaueren Uberpriifung bediirfen, sind weitere Wiederholungen nétig, eventuell
unter Verwendung anderer Carbonsdure-Derivate, um genauere Aussagen machen zu konnen.
Wichtig wire es in diesem Zusammenhang, die Kopplung in dem Labor durchzufiihren, in
dem die weiteren Tests vorgenommen werden. Durch die rasche Weiterbehandlung wiirde
eine mogliche Alterung des organischen Materials, das eventuell bei diesen Verbindungen

eine Rolle spielen konnte, vermieden werden.
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2. Teil

9. Einleitung

Ein weiteres Konzept!®!, &strogen wirksame Schadstoffe in der Umwelt anhand ihrer
biologischen Aktivitdt zu identifizieren und quantitativ zu erfassen, beschéftigt sich ebenfalls
mit der Bestimmung der kompetitiven Bindung dstrogener Stoffe an isolierte Rezeptoren iiber
die Verdriangung markierter dstrogener Wirkstoffe. Hierzu bietet sich eine Verkniipfung von
ostrogenen Substanzen wie z.B. 17/3-Ostradiol oder trans-Diethylstilbestrol mit Enzymen
iiber Ankergruppen an. Eine quantitative Bestimmung erfolgt iiber eine Verdrangungsreaktion
dieser markierten Substanzen durch eine andere Ostrogene Verbindung. Die Konzentration
des Ostrogens wird dann iiber die Aktivitit des freigesetzten Enzym-Substrat-Konjugats in
der iiberstehenden Losung ermittelt. Eine Alternative zu dem Enzym-Test ist die Entwicklung
eines schneller durchfiihrbaren Fluoreszenz-Tests, bei dem ein Fluoreszenzfarbstoff die Rolle
des Enzyms libernimmt.

Zur praktischen Durchfiihrung des oben beschriebenen Konzepts ist es grundsétzlich
notwendig, einen Fluorophor iiber einen Spacer mit dem 6strogenen Wirkstoff zu verkniipfen,

der dann seinerseits an den Ostrogen-Rezeptor binden kann.

% <]7 Spacer

Rezeptor  Wirkstoff

Abb. 45: Konzept des Fluoreszenz-Tests

Verschiedene Versuche, das synthetische Ostrogen trans-Diethylstilbestrol an einen

Perylenfluoreszenzfarbstoff zu kniipfen, blieben ohne den gewiinschten Erfolg!™. Als



60 Theoretischer Teil

Fluorophor wurde in diesen Fillen das Perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-System (Abb. 46)
eingesetzt, das sich durch grofle Photostabilitit und chemische Bestdndigkeit auszeichnet.
Uber den Substituenten R' konnen Eigenschaften wie Loslichkeit und Hydrophilie des
Farbstoffs beeinflusst werden. Aufgrund der Fluoreszenzausbeute von anndhernd 100 % kann

zudem mit einer hohen Nachweisempfindlichkeit gerechnet werden!””’.

Abb. 46: Perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-System

Uber den Substituenten (Spacer) R? sollte das Ostrogen trans-DES gebunden werden. So
wurde bereits versucht, als R? verschiedenste Systeme mit endstindigen Anhydrid-,
Saurechlorid- oder Carbonsidure-Funktionen in das Farbstoffmolekiil einzufiihren, die im
zweiten Schritt mit einer phenolischen Hydroxylgruppe des trans-DES verestert werden
sollten. Keiner dieser Versuche fiihrte jedoch bisher zur Darstellung eines analysenreinen

Fluorophor-Wirkstoff-Konj ugats[78].

10. Problemstellung

Nachdem mittlerweile iiber die Derivatisierung von trans-DES 0Ostrogen wirksame
Substanzen mit bestimmten funktionellen Gruppen zur Verfiigung standen, lag es nahe, den
umgekehrten Weg der Verkniipfung zu versuchen: DES-Carbonsédure-Derivate sollten mit N-
(Alkyl)- bzw. N-(Aryl)-N'-(2-hydroxyethyl)-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)en'™ (50)
verestert werden. Die auf diese Weise entstandenen Molekiile wiirden, wie in Abb. 45
dargestellt, einerseits einen Farbstoff und andererseits ein zur Rezeptorbindung geeignetes

Ostrogen mit einer phenolischen Hydoxylgruppe enthalten.
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@]
0] O
OH
O HO

50 DES-Carbonsiure-Derivate
Abb. 47: Komponenten einer Fluorophor-Wirkstoff-Kopplung
Nachdem im Arbeitskreis aber auch ein Farbstoff des Perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-

Systems mit einer terminalen Carbonsiure®™ (51) hergestellt worden war, wurde zudem eine

direkte Veresterung dieses Farbstoffs mit DES angestrebt.

0] (0]
NN WY, P
LI
2ot tavas
0] 0]
51
Abb. 48: 4-[N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-yl]-benzoesdure (51)

Als eine weitere Komponente fiir eine Farbstoff-DES-Kopplung wurde ein Farbstoff-System

ausgewihlt, das eine Carbonsiure direkt am Perylenkern™'! trigt.

0] 0]
e 330
Seleset
w5
O

52

Abb. 49: N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4:9,10-dicarboximid-9-carbonsiure (52)
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11. Umsetzung von N-(Alkyl)- bzw. N-(Aryl)-N’-(2-hydroxy-
ethyl)-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)en mit Carbon-

sdure-Derivaten von trans-Diethylstilbestrol

11.1 Synthesekonzept fiir Fluorophor-Wirkstoff-Konjugate
Mit einer Auswahl der im 1. Teil dieser Arbeit hergestellten DES-Carbonséure-Derivate sollte

tiber eine Veresterung eine Verkniipfung mit Perylenfarbstoffen versucht werden, die

terminale Hydroxylgruppen besitzen.

©) 0 )
O <
OO O
OH
@) HO

50 DES-Carbonsiaure-Derivate

53

Abb. 50: Syntheseweg fiir Fluorophor-Wirkstoff-Konjugate 53
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11.2 Praktische Durchfithrung der Versuche

(78]

In vorausgegangenen Experimenten war der Versuch unternommen worden, die

Veresterung einer Carbonsdure mit DES iiber das entsprechende Saurechlorid unter Schotten-

]

Baumann-Bedingungen'®! zu bewerkstelligen. Nachdem diese Versuche nicht zu dem

gewiinschten Erfolg gefiihrt hatten, sollte nun eine Veresterung sdurekatalysiert iiber

831 yersucht werden. Als Losungsmittel wurde Toluol eingesetzt, mit p-

azeotrope Destillation
Toluolsulfonsdure als Katalysator.

Zum Einsatz kamen folgende Komponenten:

C6H13 C7H15 CSH17
R A
C6H13 C7H15 C8H‘17
50a""! 50b" 50c*Y 500"
0O

8 fir X= CH;

9 fir X=(CHy);
10 fir X =(CHa)4

11 fiir X=(CHy)s
Abb. 51: Komponenten der Fluorophor-Wirkstoff-Kopplung
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Den Farbstoff 50c stellte mir dankenswerterweise M. Speckbacher zur Verfiigung. Die
Substanzen 50a, 50b und 50d wurden nach der Vorschrift von S. Saulich”®! hergestellt. Dabei
setzte man die entsprechenden N-(Alkyl)-bzw. N-(Aryl)-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximide)
unter basischen Bedingungen iiber eine Sy2-Reaktion mit 2-Bromethanol um. Diese Methode

hatte sich gegeniiber vorher angewandten Verfahren™*! durchgesetzt, da grofere Ausbeuten

und weniger Nebenprodukte erzielt werden konnten.

—_— >
K,CO,
100 °C

OH
B

Abb. 52: Schema zur Darstellung der Perylenfarbstoffe S0a, S0b und 50d

Zusammenfassend eine Aufstellung der dargestellten Fluorophor-DES-Konjugate 53:

Fluorophor- Farbstoff- DES-Carbon- Rest Spacer
DES-Konjugat Komponente sdure-Derivat R X

53a 50a 8 Ci3Hyy CH,
53b 50a 9 Ci3Hyy (CH)3
53¢ 50b 10 CisHsy (CHy)4
53d 50¢ 10 Ci7H3s (CHy)4
53e 50¢ 11 Ci7Hss (CH>)s
53f 50d 9 Ci4Hyy (CHy)3
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Die Perylen-Alkohole 50a-d erhitzte man dann zusammen mit dem entsprechenden DES-
Carbonséure-Derivat in Toluol unter Riickfluss. Das dabei entstehende Toluol/Wasser-
Gemisch wurde wéhrend der Reaktion laufend azeotrop abdestilliert.

Nach dem Abdestillieren des Losungsmittels erhielt man jeweils eine dunkelrote
Produktmischung, die auf dem Chromatotron grob in zwei Fraktionen aufgetrennt wurde. In
der ersten dieser beiden Fraktionen konnte in allen Féllen der Molekiilionenpeak des
gewiinschten Konjugats detektiert werden. Trotz mehrfacher Versuche war eine analysenreine

Dargestellung dieser Verbindungen jedoch nicht moglich.

11.3 Spektroskopische Daten

Die IR-Spektren der Verbindungen S53a-f eignen sich wenig zur Identifizierung, da die
meisten charakteristischen Banden der DES-Derivate von den Banden der Perylenfarbstoffe
iiberdeckt werden. Lediglich im Bereich von 1150 — 1250 cm™ sind zwei fiir das DES
typische Banden der C-O-Valenzschwingung zu finden.

Die 'H-NMR-Spektren und *C-NMR-Spektren der Verbindungen 53a-f waren allesamt
nicht eindeutig interpretierbar, da sich diese Verbindungen in CDCl; nur schwer 16sen.

Zudem war eine Reindarstellung, wie bereits erwihnt, nicht moglich gewesen.

Den Massenspektren der Verbindungen S3a-f kann eindeutig die Entstehung der
gewiinschten DES-Fluorophor-Konjugate entnommen werden. Die Molekiilionenpeaks sind
zwar jeweils mit duflerst geringer Intensitdt (< 2 %) zu finden, die Spaltprodukte lassen
jedoch auf die gesuchten Strukturen schlieBen. Ubereinstimmend lisst sich folgendes
Zerfallsmuster erkennen:

Im ersten Schritt wird bei den Verbindungen 53a-e die Esterbindung gespalten. Die Peaks der
Fragmente, die dabei entstehen, besitzen allesamt grofle Intensititen. In allen Fillen folgt
dieser Spaltung die Abtrennung des Alkyl-Restes vom Farbstoffgrundgeriist. Das daraus
resultierende Fragment besitzt jeweils den Peak mit der groBten Intensitéit. Im Anschluf3 daran

[87]

findet eine Eliminierung des Ethylen-Restes iiber eine McLafferty-Umlagerung” ' statt. Eine

Ausnahme bildet Verbindung S3f. Hier kann einerseits die Abtrennung einer tert-Butyl-
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Gruppe beobachtet werden, der sich die Spaltung der Esterbindung anschliefit. Allerdings ist

ebenfalls der Peak zu finden, der entsteht, wenn zunichst die Esterbindung gespalten wird.

12. Umsetzung von 4-[V-(1-Hexylheptyl)-N -perylen-3,4:9,10-
bis(dicarboximid)-yl]-benzoesaure mit frans-Diethyl-

stilbestrol

12.1 Synthese von 4-[N-(1-Hexylheptyl)-NV -perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-
imid)-yl]-benzoesiure-(4-[1-ethyl-2(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-
phenyl)-ester (54)

[80]

Im Arbeitskreis war von W. Jona"" ™~ u.a. der Perylenfarbstoff 51 hergestellt worden, der eine

aromatische Carbonsdure tragt. Dieser Farbstoff wird durch die Kondensation von N-(1-
Hexylheptyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarbonsdure-3,4-anhydrid-9,10-imid mit 4-Aminobenzoe-

sdure synthetisiert.

0 0
e 24 ) :
}N 0 + H,N
LSS o
0 o)

Imidazol
@) O
e ) ) 0
}N N
o gL )
(@] O

51
Abb. 53: Darstellung des Farbstoffs 51
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Der Farbstoff 51 sollte nun mit DES verestert werden. Zur Veresterung wurde hier mit der
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) unter Verwendung von 4-Dimethylaminopyridin (DMAP)

als Katalysator aktiviert. Diese Methode hatte sich fiir die Darstellung sterisch

anspruchsvoller Ester z.B. von Steroiden bereits in vielen Féllen bew#hrt®* 2.

0 0 OH
e 0 ) ) o
s d A, - AN
COSOS® o
0 0 HO

51 DES

DMAP/DCC

o) 0
mow, ) ) 0
}N N
GRS OSY :
o) o)

54

\
(o

Abb. 54: Darstellung des Fluorophor-DES-Konjugats 54

Die praktische Durchfithrung dieser Methode fiihrte zur Darstellung des gewiinschten
Konjugats 4-[N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(dicarbox-imid)-yl]-benzoesdure-(4-
[ 1-ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1E-butenyl]-phenyl)-ester (54). Als Hauptprodukt war jedoch
erstaunlicherweise das Carbonsdureamid 4-[N-(1-Hexylheptyl)-N -perylen-3,4:9,10-bis-

(dicarboximid)-yl]-benzoesdurecyclohexylamid (55) entstanden.
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0 o}
ey ) o
}N N
GRS O O
0 o} H

55
Abb. 55: Struktur des Carbonsidureamids 55

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen ist demnach die Bildung des Saureamids
bevorzugt. Eine Wiederholung des Versuch, bei der die Reaktionslésung unter Riickfluss
erhitzt wurde, brachte exakt dasselbe Ergebnis.

Die Bildung des Sdureamids wird in keiner der Veroffentlichungen erwéhnt, die erhaltenen
Befunde decken sich jedoch mit denen von Ch. Wagner, der mit der geschilderten Methode
versuchte, das entsprechende Fluorophor-Dihydrotestosteron-Konjugat herzustellen. Er
erhielt ebenfalls das gewiinschte Produkt, das Hauptprodukt war aber auch in diesem Fall das

Sdureamid 55.

12.2 Spektroskopische Daten

Die IR-Spektren der Substanzen 54 und 55 unterscheiden sich deutlich. Das Spektrum des
Sdureamids 55 entspricht im wesentlichen dem der Perylenfarbstoffe, die typischen
Sdureamid-Schwingungen werden von den starken Farbstoffbanden in diesen Bereichen
iiberlagert. Im Spektrum des Konjugats 54 finden sich im Bereich von 1150 — 1250 cm™ die
fiir das DES typische Banden der C-O-Valenzschwingung. Auch bei Werten von 1510 — 1700

cm™ sind hier zusitzliche Banden zu erkennen, die dem DES zugeordnet werden konnen.

Die in CDCl; aufgenommen 'H-NMR-Spektren von 54 und 55 sind nicht verwertbar. Erst
die in [d¢]-DMSO bei 90 °C erstellten Spektren lassen in einzelnen Bereichen zumindest eine
vage Interpretation der Signale zu. Im "H-NMR-Spektrum des Séureamids 55 iiberlagern sich
die Signale der aliphatischen Protonen des Farbstoff-Restes und der des Cyclohexyl-Restes,
so dass eine eindeutige Zuordnung sehr schwer ist. Im Bereich der aromatischen Protonen
sind, wie erwartet, nur die Signale der Protonen des Perylenkerns zu finden. Im Gegensatz

dazu finden sich im 'H-NMR-Spektrum des Konjugats 54 zusitzlich die fir das DES
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typischen vier dublettartigen Signale der AA'BB’-Spektren der aromatischen Protonen.
Erschwert wird hier die Zuordnung der Signale durch das Auftreten der fiir das DES

typischen Peaks des entsprechenden (Z)-Isomeren.

Die Massenspektren von 54 und 55 weisen jeweils deutliche Molekiilionenpeaks aus. Fiir
das Séureamid S5 lésst sich zundchst eine Spaltung der Amidbindung beobachten, gefolgt von
der Abspaltung des aliphatischen Rests des Farbstoffs. Eine deutlich groBBere Intensitit weist
jedoch der Peak des Fragments auf, das nach der Abspaltung des aliphatischen Rests vom
Ausgangsmolekiil entsteht. Die anschlieBende Abspaltung des Cyclohexyl-Rests fiihrt dann
zur Bildung des Fragments, dessen Peak die grofte Intensitit des Spektrums besitzt. Bei
Verbindung 54 fiihrt dagegen die Esterspaltung zur Bildung des Rests, dessen Signal die
grofite Intensitdt aufweist. Danach findet eine Abspaltung des aliphatischen Rests statt.

Die hochaufgelosten Massenspektren der beiden erhaltenen Substanzen 54 und 55 bestétigten

die Herstellung der Substanzen.

13. Umsetzung von N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-dicarbox-

imid-9-carbonsiure mit frans-Diethylstilbestrol

13.1 Synthesekonzept fiir das Fluorophor-Wirkstoff-Konjugat

In diesem Fall sollte zunédchst aus der N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-dicarboximid-9-
carbonsiure das entsprechende Carbonsdurechlorid™’ hergestellt und dieses mit DES zur

Reaktion gebracht werden.
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Abb. 56: Syntheseweg fiir das Fluorophor-DES-Konjugat 57

13.2 Praktische Durchfithrung des Versuchs

Den Farbstoff 52 stellte freundlicherweise F. StiBmeier zur Verfiigung. Zur Darstellung des
Carbonsiurechlorids 56 wurde die Carbonsdure 52 mit Thionylchlorid® umgesetzt. Nach
dem Abdestillieren des iiberschiissigen Thionylchlorids, unter Verwendung von Benzol als
Schlepper, wurde die Bildung des gewliinschten S&urechlorids durch Vergleich der

Diinnschichtchromatogramme!™"!

nachgewiesen und das erhaltene Produkt sofort
weiterverwendet. Dazu 16ste man die dunkelrote Substanz in Dioxan und fligte DES hinzu.
Nach 2-stiindigem Riihren bei Raumtemperatur zeigte das Diinnschichtchromatogramm eine
Vielzahl von Produkten auf. Trennungsversuche auf dem Chromatotron fiihrten zu einer
groben Aufteilung in drei Fraktionen. In den Massenspektren dieser Fraktionen konnte in
keinem Fall der Molekiilionenpeak detektiert werden. Aus diesem Grund und wegen der

Komplexitit der Produktmischung wurde auf eine weitere Reinigung verzichtet.
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14. Umsetzung von N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-dicarbox-
imid-9-carbonsiure mit 4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-
ethyl-1E-butenyl|-phenol (44)

14.1 Synthesekonzept fiir das Fluorophor-Wirkstoff-Konjugat

Zur Synthese des Konjugats 58 sollte zunédchst aus der N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-
dicarboximid-9-carbonsdure 52 das entsprechende Carbonsdurechlorid 56 hergestellt und
dieses mit 4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (44) umgesetzt

werden.
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Abb. 57: Syntheseweg zur Darstellung des Konjugats 58

14.2 Praktische Durchfiihrung des Versuchs

Wie in 13.1 beschrieben, wurde mittels Umsetzung der Perylencarbonsiure 52 mit
Thionylchlorid das entsprechende Sdurechlorid 56 hergestellt und in situ weiterverarbeitet.
Nach Zugabe von Dioxan und 4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol

(44) lieB man die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur rithren.

RegelmaBig
aufgenommene Diinnschichtchromatogramme deuteten auf die Entstehung einer komplexen
Produktmischung hin. Nach zwei Stunden wurde eine chromatographischen Trennung der
Reaktionsmischung auf dem Chromatotron versucht. Es war jedoch nicht moglich, auf diese
Weise definierte Einzelfraktionen zu erhalten. In den Massenspektren der grob getrennten
Fraktionen war der Molekiilionenpeak der gesuchten Verbindung 58 nicht zu finden. Auf eine

weitere Reinigung wurde deshalb verzichtet.

15. Zusammenfassung

Im Ganzen gesehen gestaltet sich die Darstellung von Perylenfarbstoff-Wirkstoff-Konjugaten
als ausgesprochen schwierig.

Die Umsetzungen der Perylen-Alkohole 50a-d mit verschiedensten DES-Carbonsdure-
Derivaten hatten durchwegs das gleiche Resultat: Das gesuchte Fluorophor-Wirkstoff-
Konjugat war zwar in jedem der unternommenen Versuche entstanden, allerdings erhielt man
ebenfalls zahlreiche Nebenprodukte. Da diese zum Teil ein fast identisches Laufverhalten in

den auf dem Chromatotron verwendbaren Laufmitteln zeigten, lieBen sich die einzelnen
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Banden nicht vollstindig voneinander trennen. Die Ausbeuten der Fraktionen, in welchen sich
die gesuchten Produkte befanden, waren so gering, dass auf eine weitere Reinigung verzichtet
wurde.

Die Umsetzung von 4-[N-(1-Hexylheptyl)-N"-perylen-3,4:9,10-bis(dicarboximid)-yl]-benzoe-
sdure (51) mit DES fiihrte zu dem gewlinschten Farbstoff-DES-Konjugat 54. Die Ausbeute
war allerdings geringer als erwartet, denn als Hauptprodukt dieser Reaktion stellte sich
erstaunlicherweise das Carbonsdureamid 55 heraus. Beide Substanzen konnten rein
dargestellt werden.

Die Umsetzungen von N-(1-Hexylheptyl)-perylen-3,4-dicarboximid-9-carbonsdure (52) mit
DES bzw. 4-[2-(4-(4-Aminobutoxy)-phenyl)-1-ethyl-1E-butenyl]-phenol (44) {iiber das
Saurechlorid 56 fiihrten jeweils zu duBlerst komplexen Produktgemischen. Nach einer groben
Auftrennung der Rohprodukte fand sich in den Massenspektren der erhaltenen Fraktionen
kein Hinweis auf die Bildung der gesuchten Konjugate. Deshalb wurde auf eine weitere

Reinigung bzw. Trennung dieser Gemische verzichtet.



74 Theoretischer Teil

3. Teil

16. Einleitung

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Darstellung der DES-Carbonséure-Derivate besprochen.
Nachdem sich die direkte Umsetzung von DES mit Bromcarbonsduren als nicht praktikabel
erwiesen hatte, war der Umweg {iber der Verseifung der entsprechenden DES-
Carbonsidureester-Derivate zu ihrer Herstellung gewéhlt worden. Mit dieser Methode liel3 sich
eine homologe Reihe von DES-Carbonsdure-Derivaten synthetisieren, lediglich das 3-(4-[1-
Ethyl-2-(4-hydroxyphenyl)-1 E-butenyl]-phenoxy)-propionsdure (12) war auf diese Weise
nicht zuganglich.

Aus diesem Grund wurde nach einem anderen Verfahren gesucht, auch diese Verbindung
darstellen zu konnen. Interessant schien in diesem Zusammenhang der Einsatz von
Kaliumhydroxidlosung als Base unter gleichzeitiger Verwendung eines Phasentransfer-
katalysators. Derartige Katalysatoren fanden bereits bei diversen Umsetzungen wie z.B. bei
nucleophilen Substitutionen, Alkylierungen von Ketonen und Nitrilen und Veresterungen
Verwendung®*?®!.

Aber auch bei der Darstellung von Ethern fithrte die Verwendung von Phasentransfer-

99-103

katalysatoren zu einfacheren und schnelleren Umsetzungen! ] Neuere Verdffentlichungen

bei der Alkyl-Aryl-Ethersynthese bedienen sich dieser Abwandlung des iiblicherweise
benutzten Williamson-Verfahrens!' %%,

In einem Versuch®” Verbindung 12 mit dieser Methode zu erhalten, erhielt man
erstaunlicherweise eine farblose, elastische Folie. Die davon ermittelten analytischen Daten

wiesen auf eine Art ,,polymeres DES* hin.

17. Problemstellung

Neben der Strukturaufkldarung des erhaltenen ,,Polymers* war es interessant, die Bedingungen
fiir die Bildung der Folie genauer zu untersuchen. Zudem erhob sich die Frage, inwieweit sich

der Befund auf andere Systeme mit dhnlichen Strukturen iibertragen lassen wiirde. Da im
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Rahmen dieser Arbeit mit meso-Hexestrol und Bisphenol A gearbeitet worden war, lag es
nahe, die ermittelten Bedingungen auch an diesen Substanzen zu erproben. Zusétzlich sollten
zu Vergleichszwecken ebenfalls die dem Bisphenol A dhnlichen Verbindungen Bis(4-

hydroxyphenyl)-methan und 1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)-ethan untersucht werden.

18. Darstellung polymerer Verbindungen

18.1 Ein Polymer aus tfrans-Diethylstilbestrol

18.1.1 Darstellung des Polymers

Erste Versuche zur Untersuchung der bei der Umsetzung von DES mit Kaliumhydroxid, 3-
Brompropionsdure, dem Phasentransferkatalysator Tetra-n-butylammoniumhydroxid und
Dichlormethan erhaltenen Folie 59 machten sehr bald klar, dass dasselbe Ergebnis auch ohne
Beteiligung der 3-Brompropionsdure zu erreichen war.

Deshalb wurde zur Darstellung des Polymers lediglich DES in Kaliumhydroxidlosung
aufgelost und mit dem Phasentransferkatalysator Tetra-n-butylammoniumhydroxid und
Dichlormethan zur Reaktion gebracht. Wiederholungsversuche ganz ohne Katalysator und mit
Tetraethyl- bzw. Tetrapropylammoniumhydroxid als Phasentransferkatalysatoren fiihrten zu
keiner Reaktion von DES. Dieses Ergebnis stimmt prinzipiell mit den in der

Literaturl96-98-101.104]

erwihnten Befunden iiberein. Darin wird iiber den Zusammenhang von
GroBe und katalytischer Wirksamkeit bei quartdren Alkylammoniumsalzen berichtet: Kleine
Ionen sind ungeeignete Katalysatoren, dagegen sind groere Kationen, unabhidngig von der
Molekiilform, duBerst wirksam, so z.B. Tetra-n-butyl-, Tetradodecyl- oder Tricaprylyl-

methylammonium.
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18.1.2 Struktur des Polymers 59

Die Auswertung aller analytischen Daten ergab schlieBlich, dass das hergestellte Polymer 59

aus folgenden Einheiten besteht:

0
o

59
Abb. 58: Monomereneinheit des DES-Polymers 59

Es fand demnach ein Einbau von Methylen-Einheiten zwischen DES-Molekiile statt.
Ahnliche Methylenierungen wurden in der Literatur bereits beobachtet. So kdnnen Katechole

106199 methyleniert werden,

iiber die Umsetzung mit Alkalihydoxiden in Dichlormethan !
wenn auch in schlechten Ausbeuten. E.V. Dehmlow beschreibt eine effektivere Methode zur
Darstellung von Diaryloxymethanen durch Umsetzung der entsprechenden Phenole mit
Kaliumhydroxidlosung in Gegenwart eines Phasentransferkatalysatorst!'”. Dasselbe

(1 yerwendet.

Verfahren wurde auBerdem bereits zur Synthese von Paracyclophanen
Das Massenspektrum der Folie ist typisch fiir ein Polymer. In definiertem Abstand taucht
immer wieder dasselbe Zerfallsmuster auf, das sich bis zur Messgrenze hin verfolgen lésst.
Dieser Abstand entspricht genau dem Zahlenwert fiir eine Polymereinheit von 280 u
(C19H2002).

Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde eine Gelpermeationschromatographie (GPC) im
Arbeitskreis Prof. Dr.-Ing. O. Nuyken an der TU Miinchen in Auftrag gegeben. Bei der
Auswertung des Chromatogramms wurde eine polymodale Verteilung festgestellt. Der
Gesamtpeak setzt sich demnach aus drei Einzelpeaks zusammen.

Die Daten dieser Teilpeaks sind in der folgenden Tabelle kurz zusammengefasst. Die

115

vollstindigen Chromatogramme und Wertetabellen!''*! finden sich im Anhang der Arbeit.
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Probe | Teilpeak |Detektor M, n My, n M, n
(Daltons) (Daltons) (Daltons)
59 1 uv 218442 | 780 | 235868 | 842 | 243619 | 870
59 2 uv 31145 111 36509 130 | 28470 102
59 3 uv 3058 11 3502 13 2579 9

Tabelle 10: Ergebnisse der Gelpermeationschromatographie des Polymers 59

Nachdem das 'H-NMR-Spektrum eine einheitliche Struktur des Polymers erkennen lasst,

kann von einem kettenformigen Aufbau des Polymers mit unterschiedlichen Kettenldngen

ausgegangen werden. Diese Struktur ist filir die Elastizitit der Substanz verantwortlich. Dabei

wirken die kurzen Anteile zusatzlich als Weichmacher.

18.1.3 Mechanismus des Methylen-Einbaus

[112

Der fiir die Methylenierung von Katecholen vorgeschlagene Reaktionsmechanismus!''? iiber

einen Sy2-Mechanismus kann auch auf das hier eingesetzte DES angewandt werden:

OH
X

+  KOH/CH,LCI,

HO

(C,Hy),NOH

- HCI
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Abb. 59: Mechanismus des Methylen-Einbaus

Die Aufgabe des Phasentransferkatalysators bei dieser Reaktion*®'%%!191113] pesteht darin,
zwischen den Phasen hin und her zu wandern, wobei das in organischen Losungsmitteln
losliche Kation die DES-Anionen in einer reaktionsfahigen Form in die organische Phase
bringt. Da die verwendeten Katalysatoren mehr oder weniger typische Detergentien sind,
wurde zundchst auch vermutet, dass die Reaktion an der Oberfléche stattfinden kdnnte. Gegen
diese Annahme sprach aber z.B. die erfolgreiche Verwendung der nicht

oberflichenaktiven!''*! Tetra-n-butylammoniumsalze.

18.1.4 Spektroskopische Daten

Im IR-Spektrum der Folie 59, das im {ibrigen weitestgehend dem der Ausgangssubstanz
DES entspricht, findet sich typischerweise bei 1015 cm™ eine starke Bande, die von der (C-
0)-Valenzschwingung herriihrt.
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Das 'H-NMR-Spektrum von 59 weist auf eine kettenformige Anordnung der einzelnen
(C19H200,)-Einheiten hin. Im Vergleich zum DES-Spektrum ist hier zusitzlich das Singulett
der beiden Briickenkopf-Methylenprotonen bei 5.80 ppm zu finden. Das ansonsten typische
AA’BB’-System der aromatischen Protonen ist auf den ersten Blick nicht zu erkennen. Das
Multiplett bei 7.16 ppm kann erst in der Spreizung als eng zusammengeschobenes AA'BB’-

System identifiziert werden.

Im "“C-NMR-Spektrum von 59 finden sich erwartungsgemdB alle Peaks der
Ausgangsverbindung DES. Zusitzlich ist das Signal des Kohlenstoffs der Methylengruppe bei

91.62 ppm zu erkennen.

Das Massenspektrum von 59 weist die Signale der Polymereinheiten (280), bis n = 5 auf.
Danach sind die Peaks der um den Wert 14 verminderten Fragmente zu erkennen. Des

weiteren lésst sich jeweils die Abspaltung einer Methylgruppe beobachten.

Die Ermittlung der Kreuzreaktivitit des Polymers 59 wiére von speziellem Interesse
gewesen, da es sich bei DES, wie in Teil 1 ausfiihrlich ausgefiihrt, schlieBlich um ein relativ
stark wirksames Ostrogen handelt. Aufgrund seiner Schwerldslichkeit in Ethanol konnte die

Messung leider nicht durchgefiihrt werden.

18.2 Ein Polymer aus meso-Hexestrol

18.2.1 Darstellung des Polymers

Analog dem in 18.1.1 Dbeschriebenen Verfahren wurde meso-Hexestrol mit
Kaliumhydroxidlosung und Dichlormethan in Gegenwart von Tetra-n-butylammonium-
hydroxid umgesetzt. Auch bei dieser Reaktion entstand ein Polymer (60). Anders als bei der
Umsetzung von DES erhielt man in diesem Fall keine Folie, sondern eine farblose, klare

Lackschicht, die beim Ankratzen mit dem Spatel plattenférmig zerspringt.
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18.2.2 Struktur des Polymers 60

Der Hauptanteil des Hexestrol-Polymers besteht wiederum aus Ketten mit folgender Einheit:

0
oo

60
Abb. 60: Monomereneinheit des Hexestrol-Polymers 60

Das 'H-NMR-Spektrum weist jedoch zusitzlich zum kettenformigen Hauptanteil drei weitere
Strukturformen auf, die vermutlich von unterschiedlich groBen Ringen herriihren.. Das
Verteilungsverhéltnis betrdagt 1 : 0.25 : 0.21 : 0.15.

Aus dem Massenspektrum konnen deutlich die Werte fiir die Polymereinheiten (282), bis n =
3 entnommen werden. Mdoglicherweise deuten di