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1. Einleitung

Die Erfolge in der modernen Medizin ermoéglichen es heute viele Krankheiten zu
heilen. Dennoch haben einige Krankheiten ihren Schrecken noch nicht verloren.
An erster Stelle sind hier die Krebserkrankungen zu nennen. Nach Schatzungen
des Robert-Koch-Instituts erkrankten 1999 in Deutschland 338.300 Menschen neu
an Krebs. Hierbei handelt es sich nicht um ein festes Krankheitsbild, sondern um
einen Uberbegriff fir etwa 100 verschiedene Formen, mit zum Teil zahlreichen
Subtypen.

Zur Behandlung von malignen Tumoren werden neben der chirurgischen Entfer-
nung und Strahlenbehandlung auch Cytostatika, allgemein Chemotherapeutika
genannt, eingesetzt. Unter gunstigen Umstanden erzielen die Chemotherapeutika
eine hohe Heilungsrate, wenn sie auch fur den Patienten unangenehme Neben-
wirkungen wie Alopezie und Nausea hervorruft.

Eine relativ neue Form des chemotherapeutischen Ansatzes zur Behandlung von
Neoplasien stellt die photodynamische Therapie (PDT) dar. Diese Methode besitzt
bei einige Indikationen, beispielsweise dem kleinzelligen Bronchialkarzinom, die
Vorteile sowohl eine hohe Heilungsrate als auch eine geringe Nebenwirkungsrate
in sich zu vereinen. Bei vielen potentiellen Indikationen befindet sich die Photody-
namische Therapie jedoch noch in einem experimentellen Stadium.

Nach der intravendsen Applikation des Wirkstoffes, wird nach 24 bis 48 h eine
systemische Verteilung des Phototherapeutikums festgestellt. Diese systemische
Verteilung zwingt die Patienten jedoch nach der Behandlung einige Woche in ab-
gedunkelten Raumen zu verbringen.

Um dies zu vermeiden, werden mehrere Ansatze erforscht, die Tumorselektivitat
der PDT zu steigern. Im Allgemeinen wird der Wirkstoff an ein tumorspezifisches
Agens wie einen monoklonalen Antikdrper oder an einen Liganden eines Rezep-
tortyps, welche die Tumorzelle Uberexprimieren, gebunden. Die Forscher setzen
fur das Drug Targeting so unterschiedliche Rezeptorliganden wie beispielsweise
Insulin oder Ostrogen ein.

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Selektivitat der PDT durch Verknip-

fen von PDT-Farbstoffen an Progesteronantagonisten zu verbessern.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Geschichte der Photodynamische Therapie

Schon frih erkannten die Menschen die heilende Wirkung des Lichtes. Bereits im
Altertum nutzten die Griechen Pflanzenextrakte in Kombination mit Licht, um z. B.
die Schuppenflechte oder Vitiligo zu behandeln.

Im Jahre 1900 wurde von Oscar Raab die Abtotung des Bakteriums Paramecium
caudatum durch Licht bei gleichzeitiger Anwesenheit des Farbstoffes Acridin Oran-
ge beschrieben [1]. Wenig spater referierten von Tappeiner und Jesionek erstmals
Uber die Behandlung von Hauttumoren und Lupus vulgaris durch Auftragen des
Farbstoffes Eosin auf die betroffenen Hautpartien und anschlielende Bestrahlung
mit Licht [2]. 1904 fUhrte von Tappeiner den Begriff ,photodynamisch” ein, um eine
chemische Reaktion in biologischen Systemen zu beschreiben, die auf Photosensi-
bilisierung beruht [3]. Unabhangig von dieser Arbeit wiesen Policard sowie Auler
und Banzer eine spezifische Anreicherung von Porphyrinen in Tumoren nach [4, 5].
Diese Pionierarbeiten wurden 1978 von Dougherty wieder in den Blickpunkt der
wissenschaftlichen Tumorforschung gertickt, als es ihm und seinen Mitarbeitern ge-

lang, Hautkrebs mit Porphyrinen und Licht zu bekampfen [6].

2.2 Photosensibilisatoren

Oscar Raab benutzte in seinen Versuchen einfache Farbstoffe wie Acridin Orange 1

[1].
H.C. _ _CH
CH

I
CH, 3

1



2. Theoretische Grundlagen 3

In der heutigen Medizin werden spezielle Sensibilisatoren verwendet, denen das

Porphin-Grundgerist 2 mit 18 n-Elektronen gemeinsam ist.

2

An den Einsatz moderner Photosensibilisatoren in klinischen Studien oder gar in der
klinischen Praxis sind einige Bedingungen gekniipft [7]. Photofrin®, das erste zuge-
lassene Phototherapeutikum, ist ein nicht definiertes Gemisch von Porphyrin-
Oligomeren. Fir den klinischen Einsatz ware jedoch ein definierter Wirkstoff von
Vorteil. Der Wirkstoff sollte eine moglichst gro3e Absorption im Wellenlangenbe-
reich von 600 bis 800 nm besitzen. Diese Eigenschaft kann durch eine grof3e An-
zahl konjugierter n-Bindungen entlang des Makrozyklus erreicht werden. Des weite-
ren sollten Photosensibilisatoren im wassrigen Medium nicht zur Aggregation nei-
gen, was sich durch ionische Seitengruppen verhindern lasst. Zu den geforderten
photophysikalischen Eigenschaften gehort ein stabiler Triplett-Zustand und eine ho-
he Ausbeute an Singlett-Sauerstoff. Zusatzlich sollte sich der Wirkstoff nur geringfu-
gig im gesunden Gewebe, insbesondere der Haut, anreichern und keine mutagenen
Eigenschaften besitzen.

Neben der kaum ausgepragten Tumorspezifitat der Phototherapeutika, sind vor al-
lem ihr Absorptionsvermdgen im roten Bereich (650-800 nm) des sichtbaren Lichtes
bedeutsam. Im menschlichen Gewebe kann Licht nur kurze Strecken durchlaufen,
bevor es absorbiert oder gestreut wird. Die Transmission steigt mit der Wellenlange
des eingestrahlten Lichtes (Abb. 1).
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Abb. 1: Gewebetransmission von Licht nach [8]

Im IR-Bereich erfolgt wieder ein Anstieg der Absorption, weshalb ein Photosensibili-
sator Idealerweise ein Absorptionsmaximum von 750 - 800 nm besitzen sollte.

In den Anfangsjahren wurden Porphin-Systeme eingesetzt, die man durch Extrakti-
on aus biologischen Materialien gewann. Diese Vorgehensweise wurde aufgrund
der strukturellen Verwandtschaft des Porphyrins mit zwei bedeutenden naturlichen
Farbstoffen gewahlt: dem pflanzlichen Chlorophyll und dem Hamoglobin beim
Mensch bzw. Tier. Diese naturlichen Porphin-Derivate besitzen jedoch nur eine ge-
ringe Absorption in dem oben genannten Bereich. Die Forschung konzentrierte sich
zunachst auf die Synthese verschiedener Derivate mit verbesserter Absorption im

roten Bereich.

Die modernen Photosensibilisatoren lassen sich grob in drei Klassen unterteilen:
hydrophobe, hydrophile und amphotere Sensibilisatoren [9].

Hydrophobe Farbstoffmolekile besitzen keine ionischen Seitengruppen und keine
Loslichkeit in Wasser oder Alkohol. Hydrophile Phototherapeutika besitzen mindes-
tens drei ionische Gruppen und sind in Wasser bei physiologischem pH-Wert gut
I6slich. Amphotere Photosensibilisatoren haben einen oder zwei geladene Substi-
tuenten und sind in Wasser und / oder Alkohol 16slich.

Die Unterscheidung erfolgt nicht nur aufgrund der Léslichkeit, sondern auch auf-

grund der intrazellularen Verteilung der Farbstoffe, da diese ebenfalls abhangig von



2. Theoretische Grundlagen 5

der Hydrophilie ist. Allgemein gilt, dass sich hydrophile Sensibilisatoren nicht in den
Tumorzellen anreichern, sondern im Tumorstroma und vaskularen Epithelzellen.

Lipophile Wirkstoffe dagegen verteilen sich diffus in den Zellen.

2.2.1 Hydrophobe Photosensibilisatoren

Die verbreitetste Art hydrophober Photosensibilisatoren sind die Phthalocyanine
(Pc) und die verwandten Naphthalocyanine (Nc), welche einen Tetrabenzyl-
tetraazu-porhyrin bzw. Tetranaphtho-tetraazu-porphyrin-Ring besitzen. Die ver-
schiedenen Derivate unterscheiden sich durch die Substituenten am Benzyl- bzw.
Naphthylring. Weiterhin kdnnen beide Grundgeriste Metallatome als Zentralion ent-
halten. Die Pc’s und Nc’s welche in der PDT verwendet werden, sind ohne Aus-
nahme metalliert.

Fir die einfachste Verbindung, das Zink-Phthalocyanin (ZnPc) 3, existieren Daten

zur Tumorselektivitat in Tierversuchen [10].

\\ N\
N N=
AN A
N N
é)\/
N

3

Nach einer interperitonale Injektion von 0,5 mg/kg in weibliche Mause mit einem
MS-2 Fibrosarcom wurden nach 24 Stunden eine maximale Tumorkonzentration
von 0,6 pug/g nachgewiesen, bei einem gleichzeitigen Tumor-Muskel Verhaltnis von
7,5.

Ein ungewodhnliches Substitutionsmuster weil3t das Zink-Hexadecafluoro-
phthalocyanin 4 auf. Durch radioaktiv markiertes Zink konnte man bei Mausen mit
dem EMT-6 Tumor nach 72 h eine relative Tumor-Muskel-Gewebe Konzentration

von 12:1 feststellen und fur die Haut eine Verhaltnis 5:1 [11].
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Naphthalocyanine 5 sollten durch ihre starke Absorption im Bereich von 750 - 800
nm fur die PDT sehr gut geeignet sein. Durch die im Vergleich zu den Pcs zusatzli-

chen 4 Benzenringe erhéhen sich die hydrophoben Eigenschaften erheblich.

Diese Lipophilie ist nach den Ergebnissen der ersten Tests nur von geringem Vor-
teil, sie fuhrt lediglich zu einem Tumor-Muskel Verhaltnis von 1,4 zu 1. Durch An-
knUpfung von Ethergruppen an die Naphthylringe konnte das Tumor-Muskel Ver-

haltnis geringflgig verbessert werden [12].
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2.2.2 Hydrophile Photosensibilisatoren

Hydrophile Photosensibilisatoren zeichnen sich durch ionische Substituenten aus,
die ihnen ein gewisses Mal} an Wasserloslichkeit ermdglichen. Bei den Wirkstoffen
fur die PDT werden meistens anionische Gruppen in Form von Sulfon- oder Carbo-
xylgruppen verwendet.

Die Phthalocyanine sind eine wichtige Leitstruktur dieser Art von Photosensibilisato-
ren, da die sulfonierten Aluminium-Pcs eine gut untersuchte Gruppe von
Sensibilisatoren darstellen. Da Aluminium dreiwertig ist, durch die Komplexierung
durch Pc’s nur 2 Bindungsstellen abgedeckt werden, bendtigt man noch einen
weiteren Liganden, meistens ein Chlorid-lon.

Die Bioverfligbarkeit der vier unterschiedlichen Substitutionsmuster bezlglich der
Sulfonierung, also tetra-, tri-, di- und mono-sulfon-Aluminium-Phthalocyaninen 6,
wurden bei Mausen mit Colon-Tumor untersucht [13]. Den Mausen wurde jeweils

9,1 umol/kg Kérpergewicht des Photosensibilisators intravends injiziert.

MUSKEL |HAUT
Mono-Al-Pc na na
Di-Al-Pc 10 5
Tri-Al-Pc 14 2,8
Tetra-Al-Pc 28 2

Tab. 1: Konzentrationsverhaltnisse zwischen Tumor und ausgesuchten Geweben
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R, R,
\ I N\
N N=—
N, 7

N%\ AN
N N
\ —
N/%\
R3

R2
mono-AlPc: R1= SO3H, R2 = R3 = R4 =H

6
di-AlPc: Ri=R;=S0O3H,R3=R4=H
tri-AlPc: Ri=R2=R3=S0O3H, R4 =H
tetra-AlPc R1 = R2 = R3 = R4 = SO3H

Ein weiterer Vertreter von hydrophilen Photosensibilisatoren ist das Mono-L-
aspartyl-Chlorin e (MACE) 7. Bei weiblichen Mausen, denen 5 mg/kg Koérperge-
wicht radioaktiv markiertes "*C-MACE intravends injiziert wurde, fand man nach 8 h

ein Tumor-Muskel-Verhaltnis von 10,6 bzw. einen Tumor-Haut-Wert von 2,2 [14].

H,C
N CH

H,C
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2.2.3 Amphotere Photosensibilisatoren

Amphotere Photosensibilisatoren zeichnen sich durch eine hydrophobe und eine
hydrophile Region im Molekul aus. Dies wird durch eine asymmetrische Substitution
des Porphinringes mit ionischen Gruppen erreicht.

Die bisher in Deutschland im Rahmen der Photodynamischen Therapie zugelassen
Wirkstoffe Photofrin® und Verteporfin® gehéren zu dieser Photosensibilisatoren-
Gruppe.

Bei dem Wirkstoff von Photofrin® 8 handelt es sich um Porfimer-Natrium. Dieser
Wirkstoff ist ein Oligomerengemisch, bei dem mehrere Porphyrinringe (bis zu 8) U-
ber Ether- (zu 90%) und Esterverbindungen (zu 10%) verknupft sind. Neben diesen
Oligomeren enthalt Photofrin® noch Hamatoporphyrin, Hydroxy-ethyl-vinyl-
Deuteroporphyrin und Protoporphyrin. Die Wirkstoffe werden durch Polymerisation
von Hamatoporphyrin-dihydrochlorat, hergestellt aus isoliertem Hamin von Schwei-

neblut, gewonnen [15].

ONa
8

Die Verteilung und Elimination von *C markiertem Photofrin® wurde in Mausen be-
stimmt. Die Tiere erhielten intraperitoneal Injektionen von 5 bzw. 27 mg/kg Kérper-
gewicht. Die starkste Radioaktivitat wurde in der Leber festgestellt, die schwachste
im Gehirn. Die Elimination von Photofrin® erfolgte hauptséchlich Giber die Féces,
wahrend Uber den Urin nur 6% ausgeschieden wurden. Das hoéchste Tumor-Haut-
Verhaltnis von 3,7 konnte nach 72 h beobachtet werden. Der entsprechende Wert

fur das Tumor-Muskel-Verhaltnis betrug 2.



2. Theoretische Grundlagen 10

Verteporfin® 9 ist ein Mono-benzo-porphinderivat mit einem Absorptionsmaximum
bei 689 nm. Der Wirkstoff ist seit dem 1. August 2000 in der EU fur die altersbeding-
te Makulardegeneration zugelassen. Die Synthese erfolgt aus Protoporphyrin, wobei
man 2 Konstitutionsisomere erhalt [16].

Die therapeutische Dosis von Verteporfin im Rahmen der PDT betragt 6 mg/m?.
Eine Studie deutete an, dass der Wirkstoff iber den LDL-Rezeptor aufgenommen
wird [17]. Die Aufnahme des Therapeutikums verbessert sich durch vorheriges Mi-
schen mit LDL. Eine Untersuchung legte dar, dass der Wirkstoff Verteporfin inner-
halb 24 h nach der Injektion komplett aus dem Blutkreislauf eliminiert wird [18].

In Phase IIl der klinischen Erprobung konnte bei 63% der erkrankten Augen ein
Fortschreiten der Krankheit verhindert werden. 7% der Patienten zeigten sogar eine

Verbesserung der Sehleistung [19].

9a 9b

Eine weitere Gruppe von Photosensibilisatoren, fur welche die Zulassung in den
nachsten Jahren erwartet wird, sind die Texaphyrine 10. Es handelt sich dabei um
Pentaaza-Makrocyclen, die unter Bildung von zwei Schiffschen Basen entstehen
[20]. Durch den groReren Ring und die funf statt vier der bei den Porphyrinen
enthaltenen Stickstoffatome, koénnen auch Kationen der Lathanoiden-Gruppe
komplexiert werden.

Beispielsweise mit Gd(lll) Kationen als Zentralion, kann dieses Texaphyrin - Derivat
innerhalb der Strahlungstherapie eine grol3e Hilfe sein. Die durch die unspezifische
Wirkungsweise von y-Strahlen hervorgerufenen Nebenwirkungen konnen mit Hilfe

von Gd(lll)-Texaphyrin gemindert werden. Hierfur wurde folgender Mechanismus
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vorgeschlagen: Treffen y-Strahlen auf Wasser so entstehen Radikale und freie E-
lektronen, Letztere werde durch das Gd-Texaphyrin aufgenommen und stehen flr
die Rekombination mit den Radikalen nicht mehr zur Verfliigung. Durch die Anrei-
cherung des Wirkstoffes im Tumorgewebe entsteht dort eine wesentlich hohere
Konzentration von Radikalen, welche den Tumor schadigen. Dieser Effekt ermdg-
licht eine Verringerung der eingesetzten y-Strahlung.

Diese Senkung der y-Strahlung und damit der Nebenwirkungsrate konnte in einem
klinischen Test der Phase Il bei 61 Patienten mit Gehirntumor bestatigt werden [21].
Die photophysikalischen Eigenschaften dieser Verbindungsklasse lassen sich sehr
leicht variieren. Durch den Austausch von Gd(lll) mit beispielsweise Lu(lll) als
Zentralion, erhalt man einen wasserldslichen Photosensibilisator mit einem Absorp-
tionsmaximum von 732 nm [22]. Dieser Sensibilisator wird in klinischen Studien an-

gewendet, um atherosklerotische Plaques in den Blutbahnen zu entfernen.

OH

OAc

10
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2.2.4 Amino-Lavulinsaure

Die 5-Amino-Lavulinsaure (ALA) 11 kann in die zuvor genannte Einteilung der Pho-
tosensibilisatoren nicht eingesetzt werden [3]. Bei ALA handelt es sich nicht um ein
synthetischen Sensibilisator, sondern um eine Vorstufe, die durch mehrere Synthe-
seschritt im Korper und Tumor zu Protoporphyrin IX (Pp IX) 12, einem endogenen
Photosensibilisator, metabolisiert wird (Abb. 2). Im nachsten Schritt wirde das En-
zym Ferrochelatase ein Fe**-lon in das Pp IX einbauen und Ham entstehen, wel-
ches nicht als Phototherapeutikum fungieren kann. Die Synthese von Ham wird je-
doch durch ein Feedback Mechanismus kontrolliert [23]. Bei einem Uberschuss von
Ham wird die endogene ALA Synthese gedrosselt. Durch die Applikation von ALA
wird dieser Mechanismus Ubergangen. Im langsamsten Schritt der Hdm-Synthese
kommt es zur Anreicherung des Vorgangerproduktes, hier dem photoaktiven Pp IX.
In den Tumorzellen verlauft diese Pp IX Synthese durchschnittlich 20 mal schneller
als im gesunden Gewebe. Da dieser Reaktions-Schritt in den Mitochondrien statt-
findet, sind diese bei Bestrahlung mit Licht besonders betroffen.

Trotz der Entwicklung von 5-Amino-Lavulinsaure als Cytostatikum wird sie zur Zeit

jedoch hauptsachlich in der Dermatologie eingesetzt [24].
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Abb.2: Synthese von Protoporphin IX aus Alanin nach [25]
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2.3 Photo- und Radikalchemie

Damit Licht photochemisch wirksam sein kann, mussen Lichtquanten von Molekullen
absorbiert werden. Durch den Absorptionsvorgang werden Elektronen angeregt und
gehen in Molekulorbitale mit hoherer Energie Uber. Nach dieser Anregung konnen
die Molekile, im Fall der PDT die Photosensibilisatoren, unter Abgabe von Energie
wieder in den Grundzustand zurick gelangen. Fir diese Energiedissipation stehen
dem Sensibilisator mehrere Wege offen. Die dissipierte Energie kann Schwingun-
gen innerhalb des Molekulls oder bei anderen Molekulen erzeugen. Eine weitere
Maoglichkeit Energie abzugeben, sind chemische Reaktionen mit Molekilen in der
nachsten Umgebung oder die Abstrahlung von Energie in Form von Fluoreszenz (
Abb. 3).

Im Normalfall bleibt der Spinzustand des Elektrons durch die Anregung unverandert.
Das angeregte und das Elektron im Grundzustand besitzen entgegengesetzten Spin
(Singlett-Zustand). Bei gentgend grolier Halbwertszeit des angeregten Zustands
kann es auch zu einer Spinumkehr (inter-system-crossing) in den Triplett-Zustand
kommen, in dem die beiden Elektronen den gleichen Spin besitzen. Dieser Zustand
ist normalerweise etwas stabiler als der Singlett-Zustand, da die Wechselwirkung

zwischen den Elektronen geringer ist.

E A
S —
AT =
: %}:_T1
F /:
I // |
L. /p R
S ¢ v
0

Abb.3: Jablonski-Diagramm (F = Fluoreszenz, P = Phosphoreszenz, R = Reaktion,

E = Energie, isc= inter-system-crossing)
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2.3.1 Radikalentstehung

Bei der Radikalerzeugung durch photochemische Prozesse handelt es sich um E-
lektronentransfer-Reaktionen. Bei diesen Umsetzungen wird zwischen zwei Typen
von Reaktionsmechanismen unterschieden [26].

Bei Typ-I-Reaktionen reagiert der angeregte Sensibilisator direkt mit dem Substrat
und/oder Losungsmittel. Die entstandenen Radikale bilden mit dem ubiquitaren
Sauerstoff ein kompliziertes Gemisch aus hochreaktiven Sauerstoffverbindungen
wie Superoxid-Anionen (O2’), Wasserstoffperoxid (H20,) oder Hydroxylradikale
(OH'). Diese Radikalspezies bzw. deren Reaktionsprodukte konnen mit Hilfe der
ESR-Spektroskopie in der biologischen Matrix nachgewiesen werden.

Innerhalb der PDT herrscht allerdings die Typ-llI-Reaktion vor. Der angeregte Pho-
tosensibilisator geht durch ein inter-system-crossing vom angeregten Singlett-
Zustand in den Triplett-Zustand Uber. Der Triplett-Zustand ist mit einer Halbwertszeit
von mehren Millisekunden wesentlich stabiler als der Singlett-Zustand des Farbstof-
fes. Dieses inter-system-crossing ist von Bedeutung, da der molekulare Sauerstoff
im Grundzustand ebenfalls im Triplett-Zustand vorliegt (Abb. 4). Dem Pauli-Gesetz
folgend muissen beide Reaktionspartner im gleichen Spinzustand vorliegen, um re-
agieren zu konnen, da sonst das ,Spinverbot” gilt. Nach dem inter-system-crossing
gibt der angeregte Photosensibilisator die Uberschussige Energie an den Sauerstoff
ab. Der Sauerstoff wechselt daraufhin vom Triplett-Zustand in den angeregten
Singlett-Zustand ('0,).

1 *
Sens + hv —> Sens

1 3 *
Sens* ——> Sens

3 1
Sens*+302 — = 0, 4+ Sens

1O2 + Substrat — = Oxidation

Abb. 4: Reaktions-Schema flr die Oxidation in der Tumorzelle

Singlett-Sauerstoff ist die biologisch relevante physikalisch angeregte Form des
Sauerstoffmolekuls. Im Gegensatz zum Sauerstoff im Grundzustand besitzt der

Singlett-Sauerstoff n-Elektronen mit antiparallelem Spin. Daher sind seine Reak-
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tionen mit anderen Atomen und Molekllen im Grundzustand nicht Spin-verboten

und laufen mit schnellen Raten ab.

2.3.2 Singlett Sauerstoff als cytotoxisches Reagenz

1976 konnte K. Weishaupt Singlett-Sauerstoff als cytotoxisches Reagenz in der
photodynamischen Therapie nachweisen [27]. Er verwendete hierfur TA-3 Zellen,
welche 2 h in einer Kulturlosung mit einer Konzentration von 4,5 mmol HPD gehal-
ten wurden. Die Zellen wurden anschlielend mit rotem Licht in einem Wellenlan-
genbereich zwischen 610 und 630 nm bestrahlt. Bei der Verum-Probe sank die Zel-
lenzahl auf 10% der Kontrollgruppe. In einem weiterem Versuch setzte Weishaupt
dem Kulturmedium nicht nur HPD zu, sondern auch 1,3-Diphenyl-isobenzo-furan zu.
Diese Substanz ist als guter Quencher fur Singlett-Sauerstoff bekannt. Bei der zwei-
ten Versuchsreihe wurde jedoch eine wesentlich geringere Mortalitatsrate gefunden.
Die Uberlebenden Zellen wurden lysiert und untersucht. Gaschromatographisch
wurden grof3e Mengen an o-Dibenzoylbenzen nachgewiesen, was dem Reaktions-

produkt von 1,3-Diphenyl-isobenzofuran und Singlett-Sauerstoff entspricht.

2.4 Wirkmechanismen der Photodynamischen Therapie

Um den Mechanismus der Abtétung der Tumorzellen durch Singlett-Sauerstoff zu
verstehen, ist die Kenntnis der zellularen Verteilung der Photosensibilisatoren not-
wendig. Dabei spielt der Aufnahmeweg des Farbstoffes in die Zelle eine wichtige
Rolle. Er reicht von passiver Diffusion bis zum aktiven, rezeptorvermittelten Trans-
port durch die Zellmembran, abhangig vom Photosensibilisator- und Zelltyp . So
konnte ein passiver Diffusions-kontrollierter Transport in die Zelle fur das Haemto-
porphyrin-Derivat nachgewiesen werden [28]. Wo hingegen nicht-spezifische Endo-
cytose bei N-Monoaspartychlorin e und den sulfonierten  Aluminum-
Phthalocyaninen der Aufnahmemechanismus darstellt.

In der PDT sind zwei grundsatzlich verschiedene Wirkmechanismen der Photosen-

sibilisatoren bekannt: zellulare und vaskulare Effekte.
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2.4.1 Zellulare Effekte

Die Photodynamische Therapie schadigt in den Tumorzellen eine Vielzahl von sub-
zellularen Organellen und Enzymen. Die entstehenden Schaden sind abhangig von
dem verwendeten Photosensibilisator, der Transportmethode in die Tumorzelle und
auch der Tumorart.

Die unspezifische Wirkungsweise des Singlett-Sauerstoffes gestattet es nicht einen
molekularen Mechanismus aufzustellen, sondern nur generelle Schadensbilder zu
beschreiben [29, 24].

Kurze Zeit nach der Bestrahlung bilden sich auf der Zelloberflache Blasen. Diese
Blasen deuten auf Lipidoxidation und Protein-Linking von Membranbestandteilen
hin. Im weiteren Verlauf der Bestrahlung bricht an diesen Stellen die Membraninteg-
ritdt zusammen und die Zerstérung der Membranpermeabilitat folgt. Dadurch stro-
men vermehrt Ca?*, Na*, K* und Mg®* lonen in die Zelle, die bestimmte Enzyme
erheblich stéren konnen. Diese Inaktivierung der Membranenzyme verhindert die
Aufnahme von Glukose, Aminosauren oder Nukleotide in die Zelle.

Durch die Lokalisation von Photosensibilisatoren in Lysosomen, werden diese bei
Bestrahlung durch die freigesetzten Radikale aufgebrochen. Die in den Lysosomen
vorhandene Enzyme konnen nun ungehindert in das Cytosol eindringen. Unter an-
derem wird Ceramid freigesetzt, welches Apoptose auslésen kann. Diese Bescha-
digung der Lysosomen ermdglicht es den Sensibilisatoren auch in das Zellinnere zu
diffundieren und dort weitere Zellorganelle anzugreifen [30].

Ein weiterer Wirkungsmechanismus ist die Stérung der Phosphorylierung verschie-
denster Proteine. Nur bei wenigen Peptiden, wie zum Beispiel dem Epithel-
Wachstums-Faktor Rezeptor (EGFR), gelang es eine direkte Schadigung festzustel-
len. Der EGFR besitzt eine wichtige Funktion bei der Regulation von Zellwachstum
und -teilung.

Zwar wurden immer wieder Schaden wie Chromosomenaberrationen und Strang-
briiche an der DNA der Tumorzelle beobachtet, diese dirften gemessen an den
Gesamtschaden der Zelle jedoch unbedeutend sein, da nur geringe Konzentratio-
nen der Photosensibilisatoren in den Nukleus gelangen [28].

In den letzten Jahren ist es gelungen, den molekularen Mechanismus der Apoptose
bei der Behandlung mit Photosensibilisatoren zu klaren [31]. Insbesondere die
Hauptangriffspunkte der kationischen Wirkstoffe sind in den Mitochondrien lokali-

siert. Es kommt sehr schnell zur Induktion der Apoptose innerhalb der Krebszelle.
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Noch wahrend der Bestrahlung des Gewebes kann man ein Abfallen des Membran-
potentials der Mitochondrien feststellen [32]. Dies geschieht wahrscheinlich durch
Offnung eines groBen Membrankanals, der sogenannten mitochondrialen Uber-
gangspore. Die Aufgabe dieses Kanals ist noch nicht genau geklart, aber durch Off-
nung der Pore kommt es zum Ausstrom von Ca** lonen aus den Mitochondrien und
damit zur Depolarisierung.

Mit der Freisetzung von Ca** lonen wird gleichzeitig Cytochrom ¢ im Cytosol nach-
gewiesen [33]. Dieses Ereignis hat fur die Zelle zwei Konsequenzen. Zum einen
wird die ATP-Produktion erheblich gestért, zum anderem werden die Caspasen
aktiviert. Das freigesetzte Cytochrom c¢ bildet mit dATP, dem Apoptose-
Aktivierungsfaktor 1 und der Procaspase 9 einen Komplex. Dieser fordert die Bil-
dung weiterer Procaspase 9 und die Aktivierung dieser zu Caspase 9. Caspase 9
ermdglicht die Freisetzung von Procaspase 3 und im nachsten Schritt die Bildung
von Caspase 3. Als Schllsselelement der Apoptose ist Caspase 3 flr die Bildung
des DNA-Fragmentierungs-Faktors und der Poly-(ADP-ribose)-polymerase verant-
wortlich [34].

Die Auslosung der Apoptose durch die Caspase 3 ist fur die Zelle jedoch nicht
irreversibel. Eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegenuber Apoptose spielt das in
der Mitochondrienmembran, aber auch im Endoplasmatische Reticulum und in der
Kernmembran vorliegende Bcl-2 Protein. Durch eine Blockierung der Expression
von Bcl-2 wurden MGC-803 Zellen erheblich anfalliger gegentber PDT-induzierter
Apoptose [35].

Der Schutzmechanismus von Bcl-2 bei der Apoptose ist noch nicht geklart. Als ge-
sichert gilt, dass es weiterhin zur Freisetzung von Cytochrom ¢ kommt, allerdings

nicht zur Aktivierung der Caspase 3 und damit zur Apoptose.

2.4.2 Vaskulare Effekte

Vaskulare Schaden spielen bei der Bekampfung der Tumorzellen durch die PDT bei
bestimmten Typen von Photosensibilisatoren, beispielsweise Photofrin, eine wichti-
ge Rolle. Die Zerstérung des empfindlichen Netzwerkes der Blutgefale verhindert
die ausreichende Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff [23].

Der Mechanismus der Tumorzerstdorung durch vaskulare Effekte ist sehr komplex,

denn sowohl der Tumor, die Mikrovaskulatur als auch das vaskulare Stroma sind
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betroffen. Es gilt als gesichert, dass das vaskukare Endothelium das Primarziel zur
Auslésung dieses Effektes ist.

Durch die ersten Schaden der Endothellzellen und Erythrocyten kommt es zu physi-
kochemischen Veranderungen der GefalBwand. Der Blutfluss wird verringert und es
lassen sich Anzeichen von Hamostasis und Thrombosen erkennen, wahrend durch
die vergroRerte Permeabilitdt der Endothelzellen das Blut Serumproteine und Flis-
sigkeit verliert. Die Reduktion der Blutversorgung fihrt zu Odemen und Hamorrha-
gien im Tumor, durch die gleichzeitige Freisetzung von lysierenden Substanzen wie
Proteasen wird die Schadigung verstarkt.

Der molekulare Mechanismus dieser vaskularen Effekte ist noch nicht aufgeklart.
Zur Zeit wird angenommen, dass sich das Gleichgewicht zwischen Prostacyclin und
Thromboxan A2 verschiebt. Prostacyclin, welches in den Endothellzellen syntheti-
siert wird, inhibiert die Plattchenaggregation und wirkt als Vasodilator. Thromboxan
A2 ist der molekularer Gegenspieler von Prostacyclin, es wirkt als Promotor der Ag-
gregation der Blutplatichen und gleichzeitig gefalverengend. Durch die Verschie-
bung des Gleichgewichtes zwischen Prostacyclin und Thromboxan A2 entsteht eine

Kaskade von Folgenschaden [36].

2.5 Drug Targeting in der PDT

In der Krebstherapie erzielte die PDT einige Erfolge, aber verglichen mit den kon-
ventionellen Chemotherapeutika, besitzt auch sie nur eine geringe Tumorspezifitat.
Um die Spezifitat der PDT zu verbessern, wurden schon frih groRe Anstrengungen
unternommen, wie beispielsweise die Synthese einer Vielzahl neuer Photosensibili-
satoren. In einem weiteren Ansatz wurden unterschiedliche Trager fur die photoakti-
ven Verbindungen eingesetzt. Zu den untersuchten Transportsystemen gehoren

Liposomen, Serumproteine, Microspheren und Antikorper.

2.5.1 Liposomen

Ziel des Einsatzes von Liposomen [37, 38] ist der Transport hydrophober Photosen-
sibilisatoren wie Phthalocyanine oder Haematoporphyrin zum Tumor. Erste Versu-
che wurden mit HPD und Liposomen aus Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) bei
Mausen durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass die Aufnahmegeschwindigkeit des

Photosensibilisators durch den Trager zwar vermindert wurde, aber der liposomal
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gebundene Wirkstoff erreichte eine etwa doppelt so hohe Endkonzentration im Ge-
webe wie das freie Porphyrin. Es folgten Experimente mit unterschiedlichsten Pho-
tosensibilisatoren und Liposomen-Systeme: ZnPc wurde mit Hilfe von Liposomen
aus DPPC oder DPPC mit 15% Cholesterol oder Palmitoyloleoylphophatidylcholin
und Dioleoylphosphatidylserin transportiert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Liposomen die Bioverfugbarkeit der Pho-
tosensibilisatoren im Korper verandern. Ein Vorteil des Einsatzes dieser Tragersys-
teme ist eine Steigerung der Tumorselektivitat der verwendeten Photosensibilisato-

ren.

2.5.2 Serumproteine

Intravends injizierte Photosensibilisatoren bilden relativ schnell Komplexe mit Se-
rumproteinen [39]. Hierbei entscheidet die Hydrophilie der Sensibilisatoren mit wel-
chen Proteinen eine Bindung eingegangen wird. Hydrophobe Wirkstoffe binden an
Lipoproteine, hydrophile Phototherapeutika knupfen eine Bindung zu Albumin.

In Folge der Anlagerung an Lipoproteine geringer Dichte (LDL) wird die Aufnahme
von hydrophilen Photosensibilisatoren verbessert. Schnell wachsende Zellen, wie
Tumorzellen, bendtigen flr ihre Membransynthese grole Mengen an LDL. Diese
Zellen besitzen deshalb eine erhdhte Anzahl an LDL-Rezeptoren, um ihren Bedarf
decken zu kénnen. Durch Endocytose gelangt das LDL und damit der Wirkstoff in

die Tumorzelle.

2.5.3 Monoklonale Antikorper

Schon frih wurde den Entwicklern von Cytostatika, aber auch der PDT, klar, dass
die fehlende Tumorspezifitat das groldte Problem bei der Bekampfung von Krebs
darstellt. Die Bindung des Wirkstoffes an einen monoklonalen Antikérper, welcher
ein Antigen der Tumorzelle erkennt, kann die Tumorspezifitat deutlich verbessern.

Die Kopplung von Photosensibilisatoren an monoklonalen Antikdrper reduziert de-
ren Selektivitat [40]. Da aber die Sensibilisatoren erst bei Bestrahlung mit geeigne-
tem Licht Singlett-Sauerstoff bilden, dirften die Kreuzreaktionen des Antikdrpers mit
gesundem Gewebe nur geringe unerwunschte Wirkungen bei den Patienten

hervorrufen.
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Bei der konventionellen Methode, der direkten Anknlpfung der Photosensibilisato-
ren an den Antikdrper, verliert dieser seine Selektivitat, sobald er mit mehr als 6
Farbstoffmolekulen verbunden wird [41]. Die maximale Anzahl von 5 Sensibilisato-
ren die mit einem Antikorper gekoppelt werden kénnen, bilden jedoch ein fur die
PDT ungenltgendes Verhaltnis von Antikdrper zu Wirkstoff. Eine Maoglichkeit zur
Verbesserung dieser Schwachstelle stellen die sogenannten Polymer-Chromophor-
Konjugate [42] dar. Bei dieser Technik werden die Sensibilisatoren an ein geeigne-
tes Polymer, beispielsweise Polyglutaminsaure, gebunden. Dieses Polymer wird
wiederum Uber einen Spacer mit dem monoklonalen Antikérper verknupft. An den
Antikérper waren Uber den Spacer und Polymer insgesamt 36 Photosensibilisator-
molekule gebunden. Bei dem entstehenden Konjugat wird das Absorptionsspektrum
des Farbstoffes geringflgig in den roten Bereich verschoben. Die Bindungsaktivitat
des Antikdrpers-Sensibilisatoren-Konjugates wurde mit Radioimmunassays Uber-
pruft. Bei diesem Test erreicht das Konjugat etwa 70% der Bindungsaktivitat eines
freien Antikorpers.

Obwohl die genaue Bindungsstelle der Antikdrper an den Tumorzellen noch nicht
bekannt ist, kann man aufgrund der kurzen Diffusionsstrecke des Singlett-
Sauerstoffes annehmen, dass hauptsachlich die Zellmembran angegriffen wird. Ob-
gleich diese Konjugat-Technik eine erhebliche Verbesserung gegenuber den direkt
gebundenen Photosensibilisatoren darstellt, sollte erwahnt werden, dass bei intra-
vendser Applikation freier Sensibilisatoren in den Tumorzellen eine 200 bis
1000fach héhere Konzentration der Wirkstoffe erreicht wird [43].

2.5.4 Nukleédre Rezeptoren

Ein Transport in den Kern von Tumorzellen steigert die Effektivitat der PDT erheb-
lich. Allerdings mussen alle Transporte in oder aus dem Nucleus die Kernmembran
passieren. Dies geschieht mit Hilfe des Kern-Poren-Komplexes (NPC), durch des-
sen Kernoffnung kleine Proteine bis 40 kDa ungehindert hindurch diffundieren kon-
nen [28]. Grolkere Proteine bendtigen flr den Transport eine Zieladresse, die nuc-
lear localisation sequence (NLS), um in den Kern gelangen zu kdnnen.

Im ersten Schritt docken die NLS-Peptidsticke an die NPC an. Bei Erkennung der
NLS offnet sich die Pore und das Protein gelangt durch einen aktiven Transportme-

chanismus in den Zellkern.
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Im Experiment wurden Adenoviren mit Carriern bestickt, die sich aus einer NLS
und Chlorin e als Photosensibilisator zusammensetzten. Humane PLC-Hepatoma-
Zellen wurden mit den praparierten Viren (3,710 Viren/ml) fiir 18 h bei 37 °C in-
kubiert. Nach einem Reinigungsschritt wurden die Zellen mit rotem Licht bestrahlt.
FUr die Photosensibilisatoren, die mit den NLS in den Zellkern gelangt waren, konn-
te eine EC5¢ Dosis von 0,13 nmol/L bestimmt werden, freies Chlorin eg besitzt hin-
gegen einen ECsp-Wert von 320 nmol/L.

Der erfolgreiche Versuch zeigt die Moglichkeit eines idealen Drug Targetings fur die
PDT auf. Hierbei missen jedoch drei Voraussetzungen erflllt sein: 1. ein Ligand zur
spezifischen Tumorerkennung, 2. die endocytotische Aufnahme des Carriers mit
den Photosensibilisatoren und 3. eine NLS, welche den Carrier in den Kern

schleust.

2.5.5 Rezeptorliganden

Eine schon mehrfach untersuchte Methode, die Spezifitat der Photodynamischen
Therapeutika zu steigern, ist es, den Wirkstoff an einen tumorspezifischen Liganden
zu koppeln. Erste Versuche wurden mit einfachen Liganden, wie beispielsweise
LDL, spatere mit komplexeren Molekulen durchgefihrt.

Hamblin und Newman [44] koppelten HPD mit Transferrin, der entstandene HPD-
Transferrin-Komplex lag hier als Monomer vor. An jedes Transferrin-Protein wurden
etwa 5 - 6 Molekule HPD gebunden. Durch Messung der Fluoreszenz der in die Zel-
len aufgenommen Farbstoffe konnte gezeigt werden, dass die Molekile im Cy-
toplasma vorlagen. Bei der Inkubation mit freiem HPD war die starkste Fluoreszenz
jedoch an der AulRenseite der Zellmembran zu beobachten. Diese Inkorporation in
die Tumorzelle verbesserte die Effizienz des Wirkstoffes, allerdings war die Anzahl
der aufgenommen Photosensibilisatoren zu gering, um eine erfolgreiche Therapie
durchfihren zu kdnnen.

Intensiv wurde die Bindung der Wirkstoffe an den Epidermis-Wachstumfaktor (EGF)
[45], der bei vielen Tumortypen, beispielsweise Blasenkrebs und Brustkrebs, stark
exprimiert wird, untersucht. Die Photosensibilisatoren wurden entweder durch
Dextran oder Polyvinylalkohol (PVA) an den Faktor gebunden. Die Bindungsaffinita-
ten der verschiedenen Komplexe untersuchte man an A431 Zellen, da diese etwa
2,6*10° EGF-Rezeptoren auf ihrer Oberflache besitzen. Die Messungen erfolgten

durch die Verdrangung von radioaktiv markiertem EGF an den Rezeptoren. Der
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EGF-PVA-Chlorin eg-Komplex verdrangte nur in geringem Malde das freie EGF am
Rezeptor. Unter der Verwendung von Dextran als Linker stieg die Rezeptorbindung
der Wirkstoffe auf etwa 40%. Insgesamt erzielten die EGF- und EGF-Dextran-
Komplexe im Vergleich zu freiem PVA-Chlorin es jedoch nur eine geringfugig ver-
besserte Zellaufnahme. Obwohl durch die Kopplung mit EGF eine gesteigerte Tu-
morspezifitat festgestellt werden konnte, waren die Mengen an aufgenommen Pho-
tosensibilisatoren zu gering, um eine erfolgreiche Therapie durchfuhren zu kdnnen.
In einer weiteren Studie [46] wurden die Photosensibilisatoren an bovines Serum-
Albumin (BSA) gebunden. Durch eine zusatzliche Kopplung mit Insulin, erhielt man
einen BSA-Chlorin-Insulin-Komplex im Verhaltnis 1:13:16.

Bindungsstudien an PLC/PRF/5-Zellen zeigten, dass die Zellen jeweils 19.000 Mo-
lekile an freiem Insulin aber auch des Wirkstoff-Komplexes internalisierten. Freies
Insulin inhibierte jedoch die Endocytose des Komplexes, was auf eine spezifische
Aufnahme durch den Insulin-Rezeptor hindeutet. In phototoxischen Tests wurde die
Uberlegenheit des BSA-Insulin-Chlorin-Komplexes gegenlber den freien Photosen-
sibilisatoren gezeigt. Der Komplex besal® mit 27 nM einen ECso-Wert, welcher um
den Faktor 100 kleiner war als der Wert des freien Chlorin es. Ein weiterer Vorteil
war der Transport des Insulin-Komplexes in den Nucleus. Die Erbsubstanz ist sehr
empfindlich gegenuber Singlett-Sauerstoff, so dass man die Bestrahlungsintensitat
verringern konnte.

James et al. [47] verkniipften Ostrogen Uiber einen Linker mit einem Photosensibili-
sator. Der aus 8 Atomen bestehende Linker wurde mit der 11B-Hydroxylgruppe des
Steroidgerusts verestert, da diese Position chemische Veranderungen, in Hinblick
auf die biologische Wirksamkeit des Hormons, toleriert. Die biologische Aktivitat
dieses Konjugates 13 wurde mit einem kompetitiven Bindungs-Assay bestimmt. Die
Ergebnisse zeigten die charakteristischen Konzentration abhangige Bindungskur-
ven, allerdings war die Affinitat des Konjugates zum Rezeptor deutlich verringert.
Der ECso-Wert flr das freie Ostrogen betrug 1 nM, fir das Konjugat hingegen 274
nM.
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Abb. 5: ECso Werte fiir freies Ostrogen und das Konjugat 13
Es wurde auch der Einfluss von Ostrogen auf die photochemische Eigenschaften

des Sensibilisators untersucht. Der Absorptionspeak bei 650 nm verringerte sich um
27%, der Peak bei 604 nm hingegen wuchs um 1220%.

OH

HO

13
In einem weiteren Ansatz verknUpfte Bats und Montforts [48] ein Hydrochlorin mit
Ostrogen 14. Die Bindung erfolgt (iber einen kurzen Spacer an der 17-Position des
Steroids an die Hydroxylgruppe in der 3-Position des Hydrochlorin. Es gelang aber

nicht gréRere Ausbeuten des Konjugats 14 fiir eine biologische Testung zu erhalten.
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2.6 Der Progesteron - Rezeptor

Hormone sind chemische Boten, welche die Aktivitaten verschiedener Zellen in ei-
nem vielzelligen Organismus koordinieren. Der Begriff ,Hormon” wurde 1904 von W.
Bayliss und E. Starling gepragt, um die Wirkung des Sekretins zu beschreiben, ei-
ner von Duodemum ausgeschiedene Substanz, die den Pankreas stimuliert.

Hormone Uben ihre regulatorischen Effekte nicht direkt aus, sondern binden an Re-
zeptoren. Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren kommt es zur Induktion von En-

zymen, indem die spezifische Genaktivierung eingeleitet wird.

2.6.1 Aufbau des Progesteron - Rezeptors

Der Progesteron-Rezeptor ist innerhalb der Steroid-Rezeptorfamilie einzigartig, da
er aus zwei Proteinen, PR-A und PR-B, aufgebaut ist. Das Molgewicht der beiden
humanen Komponenten wurden mit 98 kDa und 86 kDa aus der komplementaren
DNA errechnet. Beide Proteine werden aus dem identischen mRNA-Strang transla-
tiert [49].

In Abwesenheit des Progesterons liegt der Rezeptor im Cytosol vor, sobald er das

Hormon gebunden hat, wandert das Hormon-Rezeptor-Konjugat in den Nucleus. In
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Abwesenheit ihrer spezifischen Liganden sind Steroid-Rezeptoren inaktiv. Der inak-
tive Zustand wird durch Assoziierung weiterer Proteine an den Rezeptor erreicht. Im
Falle des Progesteron-Rezeptors stellt dieses ein Hitzeschock-Protein mit einem
Molekulargewicht von 90 kDa (HSP90) dar. HSP90 ist ein stark konserviertes Ei-
weild [50]. Aus diesem Grund kann der humane Progesteron-Rezeptor den inaktiven
Zustand auch mit Affen- oder Kaninchen-HSP90 bilden. Neuere Forschungen zei-
gen, dass pro Rezeptor jeweils zwei HSP90 Proteine erforderlich sind (Abb. 6). Die
Zugabe von Hormonen zu den Zellen veranlasst eine Transformation des inaktiven
in den aktiven Zustand.

Die Bindungsdomane des Progesteron-Rezeptors fir das Hormon liegt am C-
Terminus des Proteins und umfasst etwa 250 Aminosauren. Dieser Bereich ist sehr
empfindlich gegenuber Punktmutationen oder -deletionen. In Abwesenheit von Pro-
gesteron bindet der Rezeptor weder an die DNA noch beeinflusst er die Transkrip-
tion der Gene. Nach der Entfernung der Hormon-Bindungsdomane des Rezeptors
kann sich das verbleibende Rezeptor-Protein an die DNA binden und die Transkrip-
tion starten [51].

Diese Beobachtung fuhrte zu der Hypothese, dass die Bindungsdomane ein

Suppressor der eigentlichen Rezeptorfunktion ist.

2.6.2 Progesteron - Antagonisten

Das Hormon Progesteron spielt eine wichtige Rolle bei der Schwangerschaft von
Saugetiere, aber auch beim Menschen. Aufgrund dieser Tatsache werden Pro-
gesteron-Antagonisten fur die Schwangerschaftskontrolle intensiv erforscht. Die ers-
ten Antagonisten besallen nur eine geringe Selektivitat gegeniber dem Progeste-
ron-Rezeptor, sie blockierte auch andere steroidale Hormon-Rezeptoren, beispiels-
weise den Glucocorticoid-Rezeptor [52]. Der Durchbruch bei der Synthese von se-
lektiven Progesteron-Antagonisten gelang 1982 dem Pharmaunternehmen Rous-
sell-Uclaf mit der Verbindung RU-486 (Mifepriston).

Die Erforschung der Sturkur-Wirkungsbeziehung bei der Entwicklung neuer Pro-
gesteron-Antagonisten ermdglichte spezifischere Wirkstoffe zu erhalten [53]. Die
neuesten Progesteron-Antagonisten besitzen neben der charakteristischen_ 11-

B—Phenylgruppe, an Position 17-a eine Pentafluor-ethylgruppe 15.
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15 (ZK 230211)

Diese neue Gruppe von Antagonisten besitzt eine hohere Selektivitdt gegenuber
den verschiedenen Steroidrezeptoren als die klassischen steroidalen Antagonisten,
beispielsweise Mifepriston. Die Spezifitat fur ZK 230211 konnte gegenuber Mi-

fepriston um den Faktor 10 gesteigert werden (Tab. 2).

ZK 230211 MIFEPRISTON
PR-A | 0,0036 nmol | 0,028 nmol
PR-B | 0,0025 nmol | 0,025 nmol

Tab. 2: Vergleich der IC5y Konzentrationen bei den beiden Subtypen des Pro-
gesteron-Rezeptors.

Neben diesen steroidalen Antagonisten werden seit geraumer Zeit auch nicht-
steroidale Antagonisten erforscht. 1995 wurde aus der Meeresalge Cymopolia bar-
bata eine neue Klasse von Progesteron-Antagonisten gewonnen [54]. Dieser Natur-
stoff 16 liegt in 2 Enatiomeren vor, wobei beide biologisch aktiv sind. Das R-Isomer
inhibiert selektiv den Progesteron-Rezeptor, wahrend das S-lsomer schwach ago-

nistische Eigenschaften aufweist.
OMe

Br H,C

Br
OH H,C CH,

16
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PR | AR | GR
Onapriston | 2,2 - -
16 10 | 150 | 35

Tab. 3: Vergleich der IC5y Werte in nMol

Eine weitere Klasse von nicht-steroidalen Progesteron-Antagonisten stellen die 6-
Phenylhydroquinoline 17 bzw. 6-Thiophenylhydroquinoline 18 dar [55]. Die 6-
Phenylhydroquinoline zeigten bei Bindungsstudien antagonistische Eigenschaften
fur den Progesteron-Rezeptor, allerdings mit nur geringer Selektivitat, da sowohl der
Glukocorticoid- als auch der Androgen-Rezeptor blockiert wird (Tab. 4).

S

CH
\ /) ’
N
CH,
N
H CH

17 18
Von den Flutamiden, welche als Androgen-Antagonisten wirken, wurden die Hydro-
xyflutamide 19 abgeleitet [55]. Diese Molekulklasse kdnnen auch als Progesteron-
Antagonisten fungieren, allerdings besitzen sie aufgrund ihrer strukturellen Ver-
wandtschaften mit den Flutamiden nur eine sehr geringe Selektivitat fur den Pro-

gesteron-Rezeptor.

H

O.N N CH,
OH

F.C O CH,

19

Neben der Charakterisierung der Verbindungen aufgrund ihrer chemischen Konsti-
tution, kdnnen die Antagonisten auch in ihrer inhibitorischen Wirkungsweise unter-

schieden werden.

Typ-1-Antagonisten, beispielsweise Mifepriston 20, erlauben dem Rezeptor an die

DNA zu binden, aber es kommt zu keiner Transkription der Gene. Die Typ-2-
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Antagonisten, welche durch Onapriston 21 reprasentiert werden, verhindern eine

Interaktion des Rezeptors mit der DNA [56].

2.6.3 Progesteron relevante Krebsarten

Bereits 1947 veroffentlichte Bittner [57] die Hypothese, das Hormone bei der Krebs-
entstehung eine wichtige Rolle spielen. Ein Schlisselelement seiner Theorie ist,
dass die Neoplasien eine Konsequenz der extremen Hormonstimulation des Zielor-
gans ist. Dieses Konzept der Krebsentstehung veranderte die Therapie der hor-

monabhangigen Krebsarten.

Brustkrebs

Das Mamakarzinom ist die verbreiteste Krebsart bei Frauen. Zur Zeit gehen die On-
kologen davon aus, dass die Ostrogene, insbesondere das Ostradiol, zu den Haupt-
verursachern dieser Krebsart gehoren. Die gleichzeitige Anwesenheit von
Progesteron erhoht nochmals die Proliferationsrate der Tumorzellen. Ein typisches
Merkmal dieser Tumorzellen ist die Uberexpremierung der Ostrogen- und Progeste-

ron-Rezeptoren.

Endometriumkrebs

Eine weitere Progesteron-abhangige Tumorart ist das Endometriumkarzinom. Die
hormonellen Ursachen flr diese Erkrankung sind gut untersucht. Die Anwesenheit
von Progesteron reduziert die Anzahl der Ostrogen-Rezeptoren der Tumorzellen,
bei gleichzeitiger Aktivierung eines Enzymsystems, welches das Ostradiol zu Ostron
abbaut. Dieses Ostron besitzt eine deutlich reduzierte Affinitdt zu den Ostrogenre-
zeptoren. Weiterhin ermoglicht die Anwesenheit von Progesteron den Zellen sich zu

sekretorischen Zellen zu differenzieren.
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Weitere Tumorformen
Sowohl beim Ovarial- als auch beim Prostatakarzinom uberexprimieren die Tumor-
zellen den Progesteron-Rezeptor, wenn gleich fur diesen Rezeptor noch keine akti-

ve Rolle bei der Tumorentstehung bekannt ist.

2.7 Anwendungen der PDT

Zur Zeit ist die Photodynamische Therapie nur fir 2 Indikationen in Deutschland
zugelassen: seit 1997 fur nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome und seit 2000 fur die
altersbedingte Makulardegeneration. Weitere Indikationen sind in Vorbereitung oder

in anderen Lander bereits zugelassen.

2.7.1 Bronichalkarzinome

Bei Bronchialkarzinomen wird Photofrin® in einer Dosis von 2 mg/kg Kérpergewicht
in einer wassrigen 5%igen Dextrose-Losung verabreicht. Etwa 40 bis 50 h nach der
Injektion wird der Tumor mit Licht der Wellenlange von 630 nm bestrahlt. Dies ge-
schieht durch eine endoskopische Fiberoptik und einem geeigneten Farblaser. In-
nerhalb der nachsten 48 h wird das nekrotische Tumorgewebe entfernt. Bei Bedarf
kann noch eine zweite Laserbehandlung erfolgen [15].

In der wissenschaftlichen Literatur waren bis 1986 etwa 500 Patienten bekannt, bei
denen Lungenkrebs mit der Photodynamischen Therapie behandelt wurde [58]. Die
Heilungsraten der unterschiedlichen Studien stimmen im gréReren Rahmen Uberein.
Die Patienten wurden allerdings durchschnittlich nur 2 Jahre beobachtet. Die besten
Ergebnisse erhielt man bei Patienten, bei denen der Krebs in einem frihen Stadium
behandelt wurde. Eine klinische Priufung nahm auch Patienten auf, die aufgrund
ihres schlechten Zustandes nicht operiert werden konnten. Bei 80% dieser Patien-
ten stellte sich eine Verbesserung des allgemeinen Zustandes ein [59].

QLT Ltd. und Lerderle Laboratories validierten zwischen 1983 und 1988 diese Da-
ten in unabhangigen Tests durch 3 Klinikzentren mit 170 Patienten [60]. Es wurde
zwischen komplettem Erfolg, d.h. keinen sichtbarer Tumor, und einem Teilerfolg,
mindestens 50%ige Verkleinerung des Tumors nach der Behandlung, unterschie-
den. Fur den kompletten Erfolg erhielt man Raten von 50 bis 76%. Die Daten flr

den Gesamterfolg, Komplett- und Teilerfolg addiert, lagen zwischen 75 und 78%.
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Allerdings starben 8 Patienten (4,7%) nach der Behandlung mit PDT an Hamorrha-

gie innerhalb der Lunge.

2.7.2 Altersbedingte Makuladegeneration

Die altersbezogene Makuladegeneration gehoért zu den haufigsten Erblindungsursa-
chen in Deutschland, circa 10 bis 15% der 70 bis 80-jahrigen leiden unter dieser
Erkrankung [61]. Betroffen ist die Netzhautmitte, welche fur das Lesen und Erken-
nen von feinen Unterschieden bendtigt wird. Erste Symptome der Erkrankung kon-
nen verzerrtes Sehen und Stérungen der Farbwahrnehmung sein. Im fortgeschritte-
nen Stadium erscheint ein grauer Fleck im zentralen Gesichtsfeld. Man unterschei-
det bei der Makuladegeneration eine trockene und eine feuchte Form. Allerdings
kann nur die feuchte Form mit der Photodynamischen Therapie behandelt werden.
Bei diesem Typ bilden sich neue GefalRe in der Aderhaut. Von hier aus wachsen sie
durch Defekte in der Bruch’schen Membran in den Raum unterhalb des retinalen
Pigmentepithels und spater auch unter die Netzhaut. In der Folge kommt es zum
Untergang von Photorezeptoren und im Endstadium zur Vernarbung der Netzhaut-
mitte.

Verteporfin® wird im Rahmen der PDT mit einer Konzentration von 6 mg/m? appli-
ziert. Untersuchungen zeigten, dass Verteporfin® (iber den LDL Rezeptor aufge-
nommen wird [17]. Die Aufnahme des Wirkstoffes kann durch vorheriges Mischen
mit LDL verbessert werden. In einer Phase |ll Studie konnte bei 63% der erkrankten
Augen ein Fortschreiten der Krankheit verhindert werden. Bei 7% der Patienten kam

es sogar zu einer Verbesserung der Sehleistung [19].

2.7.3 Blasenkrebs

Bei der Diagnose von Blasenkarzinomen befinden sich diese oft noch in einem fru-
hen Stadium oder in situ Normalerweise wird ein endoskopischen Eingriff zur Ent-
fernung der Lasionen vorgenommen. Zu diesem Zeitpunkt besitzt das Karzinom nur
eine geringe Dicke, was eine alternative Heilung durch die Photodynamische The-
rapie ermoglicht.

Insbesondere bei der Behandlung von Karzinomen in situ konnten gute Ergebnisse
erzielt werden [62]. In einer Studie mit 47 Patienten wurde bei 46 Personen eine

komplette Nekrose des Tumors erzielt.
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2.7.4 Gastrointestinal-Trakt

Allein in den USA werden pro Jahr 10.000 Falle von Speiserdhrenkrebs diagnosti-
ziert. Bei rund 50% der Patienten ist der Tumor so weit fortgeschritten, dass er nicht
operiert werden kann.

In drei Studien zur PDT-Behandlung wurden insgesamt 71 Patienten mit inoperab-
len Tumoren mit HPD, 3 mg/kg Korpergewicht, oder Photofrin®, 2 mg/kg Koérperge-
wicht, behandelt. Ein kompletter Erfolg wurde bei 44 Patienten (62%) festgestellt.

Diese Patienten blieben weitere 3 bis 60 Monate tumorfrei [63].

2.7.5 Dermatologie

Die Photodynamische Therapie ist fur die Dermatologie geradezu pradestiniert. Die
betroffenen Hautstellen sind leicht zu erreichen und konnen ohne aufwendige Fi-
beroptik bestrahlt werden. Deshalb wurden schon viele Melanom-Arten oder ande-
ren Hauterkrankungen mit der PDT behandelt. Trotz Erfolgen konnte sich in der

Dermatologie noch kein einheitliches Behandlungsprotokoll herauskristallisieren.

Keratosis actinica

Die Lichtkeratosis betrifft Gesicht und Handrlcken alterer Menschen bei chronischer
Sonnenexposition. Es entsteht eine rot- braunliche, leicht schuppende Erhebung,
welche in ein Plattenepithelkarzinom tbergehen kann.

In mehreren Studien wurden Patienten mit Keratosis actinica topisch mit 10 bis 30%
igen ALA-Salben behandelt. Die Heilungsrate lag zwischen 30 und 90%, dabei war
weniger die ALA-Konzentration von Bedeutung, sondern vielmehr die Lokalisation
der betroffenen Hautstelle. Im Bereich von Kopf und Hals wurde eine Heilung in
90% der Falle erreicht, wahrend man fur Hautpartien an den Extremitaten oder des
Rumpfes nur 45% erzielte. Bei relativ dicken Hautlasionen fiel dieser Wert auf 30%.
Interessanterweise wurde die besten Ergebnisse nicht mit der 30%igen, sondern mit
der 20%igen Salbe erreicht. Verglichen mit anderen topischen Methoden, wie Be-
handlung mit flissigen Stickstoff oder chemische Veratzungen, ist die PDT die flur

den Patienten angenehmste und effektivste Behandlung [64].
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Bowens Krankheit

Bei der Morbus Bowens handelt es sich um ein Carcinoma in situ der Epidermes mit
zahlreichen Zellatypien. Bei Nichtbehandlung der Krankheit ist ein Ubergang zu ei-
nem invasiven Bowens-Karzinom mit Metastasierungsneigung moglich.

Die Bowens Krankheit spricht sehr gut auf die Photodynamische Therapie an. In
einer Studie [65] wurden Uber 500 Lasionen dieser Erkrankungen mit 1,5 mg/kg bis
2,0 mg/kg HPD behandelt und mit einem gepulsten Gold-Dampf-Laser bestrahlt. Bei
allen Patienten wurde eine komplette Nekrose der Lasionen erreicht und innerhalb
der nachsten Monate kam es zu keinem Ruckfall. In weiteren Studien wurden eben-
falls verschiedene Konzentrationen ALA eingesetzt. Die Resultate fir einen kom-
pletten Erfolg reichten von 50% (ALA mit Desferrioxamin und einer Halogenlampe
als Strahlungsquelle) bis 100% (ALA und Laser). Auch hier ist die Photodynamische
Therapie der konventionellen Kryotherapie mit flissigem Stickstoff Uberlegen; ins-
besondere entstehen bei der Behandlung der Bowens Krankheit mit der PDT kei-

nerlei Infektionen.

Basalzellkarzinom

Dieses Karzinom entsteht oft an lichtexponierten Stellen der Haut, ausgehend von
embryonalen Haarkeimen. Dabei ist das langsame infiltrierende Wachstum ohne
Metastasierung fur die Tumorart charakteristisch.

Dieser Tumortyp gehort zu den meistbehandelten Krankheiten innerhalb der Derma-
tologie. Neben der systemischen wird meistens eine topische Applikation mit einer
ALA-Konzentration von 20% angewendet. Dadurch konnten hohe Heilungsraten von
79 bis 100% erzielt werden. Allerdings gab es auch Studien, bei denen nur ein Er-
folg bei 50% der Patienten beobachtet wurden. Eine inhomogene Aufnahme von
ALA oder die ungleichmalflige Metabolisierung zu Pp IX kénnte eine Erklarung hier-
fur sein. Denn mehrere Studien zeigten eine heterogene Fluoreszenz von Pp IX in-
nerhalb der Tumore [66].

Insbesondere knotenartige Basalzellenkarzinome besallen mit 10 bis 50% eine
niedrige Heilungsrate. Die geringe Penetration von ALA in die tieferen Tumorschich-
ten ist wahrscheinlich der Grund fir das geschilderte Ergebnis. Die Erfolgsquote
wurde durch eine mehrfache PDT-Behandlung auf bis zu 100% gesteigert. Bei einer
einmaligen Applikation konnte die Heilungsrate mit einer Kombination von Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) und Ethylendiamintetraacetat (EDTA) auf 77% gesteigert werden.
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Das Losungsmittelgemisch verbesserte die unspezifische ALA-Aufnahme der Tu-
morzelle erheblich [67].

Zur Zeit ist die Photodynamische Therapie bei der Behandlung von Basalzellkarzi-
nomen eine sichere und effektive Methode, allerdings ist ihr die konventionelle chi-

rurgische Entfernung des Tumors uberlegen, insbesondere bei grofieren Lasionen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Tumorselektivitat der Photodyna-
mischen Therapie durch die Verknupfung des Therapeutikums mit einem Antipro-
gestin zu steigern. Dieser Ansatz wurde gewahlt, weil einige Tumorarten, beispiels-
weise Ovarial- und Prostatakarzinom, verstarkt Progesteron-Rezeptoren exprimie-
ren. Die Verbindung der beiden Molekule soll eine zweifache Selektivitat der PDT
ermdglicht: Der Wirkstoff wird vor allem in Geweben, welche vermehrt den Progeste-
ron-Rezeptor ausbilden, akkumuliert und der reaktive Singlett-Sauerstoff entsteht nur
in den bestrahlten Tumorgebieten.

Das Syntheseziel dieser Arbeit war es ein nichtsteroidales Antiprogestin Uber einen

Spacer mit dem Phototherapeutikum zu verbinden ( Abb. 7).

Cyclocymopolanaloga Porphyrinderivat

Spacer
O(CHz)n'
O(CH,CH,0) -H

Abb. 7: Schema des Syntheseziel

Im Vergleich zur Synthese von nicht-steroidalen Antagonisten erfordert die Synthese
von steroidalen Antagonisten einen deutlich héheren Aufwand (Abb. 10 ). Das Edukt
fur die Steroidsynthese ist der Ostradiol-methylether. In mehreren Reaktionsschritten
wird die Etherfunktion durch eine Aldehyd-Gruppe ersetzt. Diese Aldehydfunktion
wird geschutzt und anschlieBend in Position 11 das N,N-Dimethylanilin angeknupft.
In weiteren Schritten erfolgt die Einflhrung der Propin-Seitenkette in Position 17 des
Steroidsgerists. Nach diesen Schritten erhalt man durch Elimination von Wasser in
Position 4 eine Doppelbindung. Im letzten Schritt wird die Aldehyd-Funktion ent-
schitzt [69].
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Abb. 8: Syntheseschema fir Mifepriston
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Als Leitstruktur flr den nichtsteroidalen Progesteron-Anatgonisten diente der Natur-
stoff LG120019, ein Cyclocymopolmonomethyl-ether-derivat, welcher aus der mari-

nen Alge Cymopolia barbata 16 isoliert wurde [68].

16

Der als Leitstruktur ausgewahlte Cyclocymopolmonomethyl-ether 16 inhibiert den
Progesteron-Rezeptor nach dem Typ | Wirkmechanismus.

Der Naturstoff besitzt, verglichen mit den steroidalen Antagonisten Mifepriston und
Onapriston nur eine sehr geringe Affinitat zu dem Progesteron-Rezeptor. Im Gegen-

zug ist die Selektivitat von Cyclocymopolmonoethyl-ether deutlich besser.

PR-A GR AR
Progesteron 3,5 30,5 8,5
Mifepriston 0,58 0,68 10,6
Onapriston 18 41,8 | >100
16 490 3.210 n.a.

Tab. 4: Bindungsaffinitaten ausgewahlter Progesteron-Antagonisten fur Steroid -
Rezeptoren in nmol

Bei den Untersuchungen zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen (Abb. 8) zeigte

sich, dass die elektronenziehende Gruppe am Aromaten (Rz) und die exocyclische

Methylengruppe (R4) flr die biologische Wirkung essentiell sind.

Abb. 8: Schema zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
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Eine Veranderung dieser Methylengruppe fuhrt zu einem starken Aktivitatsverlust
beziehungsweise zur Inaktivierung des Antagonistens. Der Substituent in der R¢-
Position besitzt keine biologisch Aktivitat, in der Position R; wird eine reaktive Sei-
tengruppe, beispielsweise eine Hydroxylgruppe, bendtigt, um den Spacer an den
Antagonisten zu knupfen.

Durch die Variation der Seitenkette des Naturstoffes gelang es die Struktur -
Wirkungs-Beziehung aufzuklaren und den Rezeptor-Ligand zu optimieren. Die Ver-

bindung 22 zeigte in biologischen Tests die beste Rezeptoraffinitat bei gleichzeitiger

hoher Selektivitat.
O,N l H,C . CH,

H,C" 'CH

22

3

Das Naturstoffderivat 22 wurde aufgrund seiner Uberlegenen Selektivitat und seine
im Vergleich zu den steroidalen Antagonisten einfachere Synthese als Leitstruktur
ausgewahlt.

Bei den theoretischen Uberlegungen fir die Syntheseplanung wurde von den Benzy-
laldehyden 23 ausgegangen, da diese kommerziell erhaltlich sind. Im ersten Synthe-
seschritt werden diese mit Hilfe von Metallhydriden zu den Benzylalkoholen 24 redu-
ziert. Im folgenden Reaktionsschritt erfolgt die Anknlipfung des Spacers unter Ver-
wendung der Williamson’schen Ethersynthese zum Molekul 25. Die Reaktion der
Benzylalkoholen zu den Benzylbromiden 26 kann sowohl auf radikalischem als auch
nucleophilen Weg erfolgen. Im nachsten Syntheseschritt erfolgt die Verknlpfung der
beiden Ringen uUber eine nucleophile Substitution an der Seitenkette des Aromaten
zur Verbindung 27. Fir die EinfUhrung der exocyclischen Methylengruppe 28 wurde
von Haman et al [68] das Tebbe-Reagenz verwendet, ein weiterer moglicher Syn-
theseweg ware die Peterson-Olefinierung. Im letzten Schritt der Synthesereihe 29
erfolgt die Anbindung des Photosensibilisators an das nichtsteroidale Antiprogestine
(Abb. 9).
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Abb. 9: Syntheseplanung fur das Zielmolekul

3.1 Synthese der Benzylalkohole

Als Ausgangspunkt fur die Synthesen wurden preiswerte und leicht erhaltliche
Hydroxy-Nitro-Benzylbromide bzw. Hydroxy-Nitro-Benzylaldehyde ausgewahlt. Im
ersten Syntheseschritt wurde die Schutzgruppe fur die phenolischen Hydroxylgruppe
eingefuhrt. Die verwendete Schutzgruppe muss folgende Eigenschaften besitzen:

sie muss gegenuber Basen und Hydriden stabil sein, sowie unbeschadet den Angriff
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von Nucleophilen Gberstehen. Zunachst wurde t-Butyldimethyl-silyl verwendet ( Abb.
11).

Der Aromat wurde in DMF geldst und Imidazol in katalytischen Mengen zugefugt.
Die Reaktion rihrte Uber Nacht bei RT, mit Hilfe der DC-Kontrolle konnte jedoch nur
eine geringe Umsetzung festgestellt werden. Zur Freisetzung dieser Schutzgruppe
wurde ein Pyridin-FluRsaure-Gemisch bendtigt [70]. Aufgrund der geringen Umset-
zung und des toxischen Freisetzungsreagenz wurden im Folgenden Etherverbin-

dungen als neue Schutzgruppe untersucht.

NO2 N02
Cl
Me\ -Me DMF
?I —_— B
r
Br t-Bu
OH (|)
Si
Me | Me
t-Bu
30

Abb. 10: Reaktionsschema zur EinfiUhrung der Schutzgruppe

Die Etherbindung besitzt die oben geforderten Eigenschaften und kann unter Saure-
einwirkung wieder abgespalten werden. Dieser Ansatz ermdglichte es den ge-
wlnschten Spacer hier als Schutzgruppe einzusetzen. Allerdings musste das freie
Ende des Spacers mit einer Schutzgruppe versehen sein, da im letzten Schritt das
Phototherapeutikum angeknlpft werden soll. Zur Vereinfachung und Optimierung
der folgenden Reaktionsschritten wurde das freie Ende des Spacers mit einer Me-
thoxygruppe versehen. Durch diese Gruppe war es nicht mehr moglich den Photo-
sensibilisator mit dem Spacer zu verbinden, was zu diesem Zeitpunkt auch nicht ge-
plant war.

Bei der Hydrierung der Aldehydfunktion zum Alkohol standen mehrere Reduktions-
mitteln zur Auswahl. Dabei boten sich die Metallhydride aufgrund ihrer einfachen
Handhabung an. Da Lithiumalanat ein hohes Reduktionspotential besitzt und unter
Umstanden die Nitrogruppe reduzieren konnte, wurde Natriumborhydrid verwendet
(Abb. 12).
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Die Reduktion des Aldehyds mit NaBH4 wurde in einem 1:1 Gemisch von Methanol
und THF durchgefuhrt. Eine Verschiebung des Mischungsverhaltnisses zu proti-
schen Lésungsmitteln, welche die Reaktion beschleunigen kdnnten, wurde aufgrund
der geringen Ldslichkeit des Aldehyden in protischen Losungsmitteln nicht durchge-
fuhrt. Aufgrund dessen wurde die Reaktion zumeist tGiber Nacht, aber mindestens 4 h
bei RT durchgeflnhrt.

+ NaBH, - 70%
0
MeO

OH
MeO
NO, H NO,
31
O,N
NaBH - > °
0 + 4 HO OH
HO
H 32
RO RO
82%
o + NaBH, — \©\/OH i
H 33
Br Br
—_—
+ NaBH 80%
@YO 4 <>\/OH i
OR H OR

34

Abb 12: Ausbeuten bei der Reduktion ausgewahlter Verbindungen

Die Ausbeuten der Synthese hingen in einem gewissen Mal von der Stellung der
anderen Substituenten am Aromat ab. Die besten Ergebnisse konnten erzielt wer-
den, wenn die anderen Substituenten in para- und meta-Position bezuglich der Al-

dehydgruppe standen.
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3.2. Einfiihrung des Spacers

Die Einfuhrung der Spacergruppe in das Molekul kann sowohl auf der Aldehyd- als
auch auf der Benzylalkohol-Stufe erfolgen. Auf der Ebene des Benzylalkohols er-
moglicht die unterschiedliche Saurestarke der phenolischen bzw. benzylischen
Hydroxylgruppe die regioselektive Reaktion.

Bei dieser Sy2 Reaktion wird die phenolische Hydroxylgruppe durch eine Base, bei-
spielsweise K,COg3, deprotoniert. Im zweiten Reaktionsschritt greift das Nucleophil

das positiv polarisierte Kohlenstoffatom des Spacers an.

Die ersten Versuche zur Einfuhrung des Spacers wurden mit 2-Chloro-2-methoxy-

ethylether durchgefuhrt.
Br Br
K,CO
+ CI/\/OV\O/CH3 s
O O
OH H 02 H

O

/
H,C

35

Abb: 13: Reaktionsschema zur Einfihrung des monofunktionalen Spacers

An diesen Spacer ist es nicht moglich das gewunschte Porphyrin anzuknipfen, aber
mit diesen Versuchen wurden die Auswirkungen sterisch anspruchsvollen Spacer
auf diese und die folgenden Reaktionen untersucht. Im zweiten Abschnitt wurde ein
bifunktioneller Spacer eingesetzt. Bei diesen bifunktionellen Spacer muss die
Verknupfungsstelle fur das Porphyrin geschutzt sein, wahrend die zweite funktionelle
Gruppe eine gute Abgangsgruppe enthalt. Diese Fragestellung wurde von Doris O-

ehler in ihrer Diplomarbeit ebenfalls untersucht.
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Eine funktionelle Gruppe des Diols wurde zunachst in eine Tosylgruppe Uberflhrt.

O
[l O
HO/\/O\/\OH + C|—ﬁ4®70H3—> Ho/\/ \/\(l)
O

Tos
36

Abb: 14: Reaktionsschema zur Bildung des Tosyl-Spacers

Die zweite Hydroxylgruppe wurde in einer Sy2-Reaktion mit einer Acetylgruppe ge-
schutzt.

HO/\/O\/\O + Ac,O - e AC\O/\/O\/\?
I
Tos
T
oS 37

Abb. 15: Reaktionsschema zur Acetylierung des Spacers

Die im ersten Schritt eingefuhrte Tosylgruppe wurde in einer Finkelstein ahnlichen

Reaktion durch eine lodid-Gruppe ersetzt, welche eine deutlich bessere Abgangs-
gruppe darstellt.

|

Tos

38

Abb. 16: Finkelstein-Reaktion

Im letzten Schritt erfolgte die Verknupfung des Spacers mit dem Cyclocymopolderi-
vats durch eine nucleophile Substitutions-Reaktion.

Br Br

+ AC\O/\/O\/\I -
@)
~

L O/\/O\/\O/AC

39

Abb. 17: Einflhrung des bifunktionalen Spacers
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3.3 Synthese der Benzylbromide

FUr die EinfUhrung des Bromatoms als Substituent der Seitenkette des Aromates
stehen einige Moglichkeiten offen. Eine Variante der Bromierung ware die radika-
lische Substitution eines geeigneten Toluolderivats (Abb. 18). Diese Reaktion wurde
in einer Diplomarbeit naher untersucht [71]. Trotz sehr zeit- und arbeitsaufwendiger
Reaktionsbedingungen, konnte das gewunschte Produkt nur in maRigen Ausbeuten

erhalten werden.

O
EWG
EWG AIBN
@\ + N—Br
Br
HO CH, HO
O

Abb. 18: Reaktionsschema zur radikalischen Substitution

Eine weitere Moglichkeit ist die Umsetzung des Benzylalkohols mit Halogenwasser-
stoffen oder Phosphorhalogeniden. Die nucleophile Substitution der Hydroxylgruppe
durch ein Bromid verlauft bei Benzylalkoholen nach einem Sy1 Mechanismus (Abb.
19). Die Reaktion verlauft dadurch in protischen Losungsmitteln schneller ab als in
aprotischen. Ein Losungsmittelwechsel zu protischen Losungsmitteln konnte aber

die Etherspaltungen am Spacer fordern.

EWG EWG
+ HBr ———
OH Br
HO HO
PBr, —>
@\/OH * k @\/Br
HO HO

Abb. 19: Reaktionsschema zur Bromierung der Alkoholfunktion

Bei der Appel-Reaktion handelt es sich um eine elegante Moglichkeit, einen Alkohol
zu halogenieren [72]. Bei dieser Reaktion verwendet man das Zweikomponentensys-
tem Phosphan / Tetrachlorkohlenstoff. Es wird vermutet, dass der Mechanismus u-
ber eine ionische Zwischenstufe verlauft, da sowohl UV-Bestrahlung als auch die

Zugabe von Radikalfangern keinen Einfluss auf den Reaktionsverlauf besitzen (Abb.
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20). Die Reaktion wird durch die polarisierende Wirkung des permanenten Dipols

Phosphan auf das leicht polarisierbare Tetrahalogenmethan eingeleitet.

,CX
(Ph),P + CX, — (Ph),P. | — [PhP-CCl]* CI
X

Abb. 20: Aktivierung des Phosphans

Mit Alkoholen reagieren Triphenylphosphan und Tetrachlorkohlenstoff zu einem Salz
und Chloroform (Abb. 21).

+

(Ph),Pp + CCl, + ROH —>= {(Ph):,,P—O—R} Cl + CHCI,

+
(Ph),P—O—R | CI — (Ph),P=0 + R-C

Abb. 21: Bromierung analog der Appel-Reaktion

Die Phosphoniumchloride zerfallen in einer raschen Arbuzow-Umlagerung zu
Phosphanoxid und Alkylchloriden.

Es ist moglich diese Appel-Reaktion zu variieren, indem man Tetrabrommethan ver-
wendet. Der Reaktionsmechanismus entspricht den oben gemachten Aussagen be-
zuglich Tetrachlorkohlenstoff. Diese Umsetzung ist daher eine wirksame Methode,
um unter sehr milden Bedingungen Alkoholen in Alkylbromide zu Uberfihren (Abb.
22).

Die Versuche wurden in Dichlormethan durchgeflhrt und nach Zugabe des Tetra-
bromkohlenstoffs wurde die Reaktion tGber Nacht bei RT gerthrt. Die Ausbeuten un-
terschieden sich zum Teil deutlich, eine Abhangigkeit vom Substitutionsmuster konn-

te allerdings nicht erkannt werden.
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Abb. 22: Ausbeuten der Bromierungs-Reaktion bei ausgesuchten Verbindungen.

3.4 Aufbau des Cyclocymopolderivat

Die Verknupfung der beiden Ringe erfolgt durch eine nucleophilen Substitution am
benzylischen C-Atom. Zunachst wurde in situ Lithiumdiisopropylamid (LDA) erzeugt
und Isophoron bei -78°C zugetropft. Die folgende regioselektive Deprotonierung des

Isophorons an Position 6 wurde durch die benachbarte Carbonylgruppe ermaoglicht
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(Abb. 23). Die hohe Elektroaffinitat des Sauerstoffes erleichtert eine bessere Deloka-

lisierung der negativen Ladung des entstandenen Carbanions.

Abb. 23: Verteilung der negativen Ladung des Carbanions

Das Carbanion flhrt einen nucleophilen Angriff auf das positiv polarisierte Benzyla-
tom aus. Im Lauf der Reaktion wird die Brickenverbindung und Lithiumbromid gebil-
det (Abb. 24).

fBr

CH,

RO

Abb. 24: Kopplung der beiden Ringe

Durch eine Verlangerung der Reaktionszeit flr die Deprotonierung von 15 min auf 20
min, konnte die Ausbeute um 30% gesteigert werden (Abb. 25) [69].
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H, 15 min
- 42 %
H C CH
44

66 %

28 %
45
Y O oy
H3C CHS H C CH
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NO,
+ o CH, o 30 %
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Abb. 25: Ausbeuten bei der Kopplung der beiden Ringen
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In einem weiteren Experiment wurde die Verknlpfung der beiden Ringe mit Acetyl-
Ethoxy-Ehtyl-Spacer untersucht. Bei dieser Synthese konnte allerdings kein Produkt
gewonnen werden. Der einzige Unterschied zu den anderen Verknupfungsreaktion
bestand in dem Ester am Ende des Spacers. Eine basische Verseifung des Esters
kann ausgeschlossen werden, da keinerlei protische Verbindungen im Reaktionsan-

satz vorlagen.

3.5 Carbonylolefinierung

Als ein Schlisselschritt bei der Synthese der Cyclocymopolderivate erwies sich die
EinfGhrung der exocyclischen Methylengruppe am Isophoronring.

Fur diese Reaktion stehen prinzipiell mehrere mogliche Reagenzien zur Verfligung.
In friheren Untersuchungen zur Herstellung dieser mariner Naturstoffe wurde das
Tebbe-Reagenz eingesetzt(Abb. 26). Bei diesem Molekll handelt es sich um eine
Titan-Aluminium Verbindung, welche durch zwei Cyclopentadien-Ringe komplexiert

wird.

CH

®\\Ti/\A
SN S
o'

/\
O

Abb. 26: Tebbe-Reagenz

Diese Organo-Metall-Verbindung wurde speziell fir die funktionelle Umwandlung
einer Carbonylgruppe in eine Methylengruppe entwickelt [73].

Zur Einfihrung der exocyclischen Methylengruppe in das Isophoronderivat 44 wurde
deshalb zunachst das Tebbe-Reagenz zur Anwendung gebracht [69]. Bei der DC-
Kontrolle des Reaktionsverlaufs wurde nach 4 Stunden keine Umsetzung festgestellt
werden, weshalb die Reaktionszeit auf 24 h ausgedehnt wurde. Diese MalRnahme
fuhrte nicht zu dem gewunschten Erfolg, weiterhin wurde keine Umsetzung beobach-
tet.

In einem Kontrollexperiment wurde nur Isophoron unter vergleichbaren Reaktions-
bedingungen umgesetzt [69]. Bereits nach 4 h konnte bei dieser Reaktion das olefi-
nierte Produkt durch eine Dunnschicht-Chromatographie nachgewiesen werden
(Abb. 27).
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Der nicht erfolgreiche Einsatz des Tebbe-Reagenz bei der Olefinierung des substitu-

ierten Cyclocymopolderivats kann mit der sterischen Abschirmung der Carbo-

nylgruppe durch den sperrigen Arylrest erklart werden.
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Abb. 27: Reaktionsschema des Tebbe-Reagenz

Vor diesem Hintergrund wurde nach weiteren Mdglichkeiten zur Olefinierung dieser
Produkte gesucht. (Abb. 28).

Von [74] wird ein Verfahren zur Carbonylolefinierung von Ketonen beschrieben, bei

dem Titantetrachlorid, elementares Zink und Methyliodid, ahnlich der Simmons-

Smith-Rekation, zum Einsatz kommen. Die in der Literatur beschriebenen Reakti-

onsbedingungen wurden auf das Molekul 44 angewandt.

Abb. 28: Reaktionsschema der Methylenierung der Carbonylgruppe

Die Lewis-Saure Titantetrachlorid aktiviert die Carbonylgruppe, die Polarisierung der

Carbonylbindung wird verstarkt und ermdglicht, dass das Sauerstoffatom als

Abgangsgruppe fungieren kann.
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Abb. 29: Aktivierung der Carbonylgruppe durch eine Lewis-Saure

Das in situ gebildete Zinkcarbonide kann das positiv polarisierte Kohlenstoffatom der

Carbonylgruppe angreifen.

Abb. 30: Bildung der exocyclischen Methylengruppe

Unter den zitierten Reaktionsbedingungen konnte zunachst keine Produkt isoliert
werden. Trotz vielfaltiger Variierung der Reaktionsbedingungen konnte auch in spa-
teren Experimenten keine Umsetzung beobachtet werden.

Auch beim Einsatz von Trimethyl-aluminium als Lewis-Saure flhrte zu keiner nen-
nenswerten Umsetzung des Eduktes (Abb. 29), weshalb in weiterer Folge die Peter-
son-Olefinierung far die EinfUhrung der exocyclischen Methylengruppe ins Auge ge-
fasst wurde.

Abb. 31: Reaktionsschema fur Trimethyl-aluminium
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Die Peterson-Reaktion verlauft in zwei Schritten (Abb. 30). Zunachst reagiert ein Si-
lyl-Carbanion mit einer Carbonylgruppe zu dem Lithiumsalz des B-Hydroxysilan. In
einer anschliellenden B-Elimierung wird das p-Hydroxysilan unter Abspaltung von
Trimethylsilanol in das Olefin Uberfuhrt [76].

CH,
H,C. | “CH,
|
: OLi "
R><S|(CH3)3 R' R//, R R" R,/// \\\R
+ : O 1, s s, &
R |_| R" R Rl R Rl

Abb. 32: Reaktionsschema flr die Peterson-Olefinierung

Das Naturstoffderivat 44 wurde bei -78°C mit Trimethylsilyl-Methyllithium umgesetzt
und langsam auf RT erwarmt. Nach der Aufarbeitung zeigten spektroskopische Un-
tersuchungen, dass das gewunschte p-Hydroxysilan erhalten wurde. Die Zugabe
eines HF/Pyridin Gemisches zur Abspaltung des Trimethylsilanols unter Bildung des
Olefins fuhrte nicht zu den gewunschten Produkt, vielmehr wurde das Silylderivat 49
isoliert, bei dem der aromatische Ring in ortho-Position zur Nitro-Gruppe methyliert
vorliegt. Ein ahnliches Methylderivat wurde bereits frher im Zuge der Synthese des
Cyclocymopolderviats in der Literatur beschrieben. Trotz Variation der Reaktionsbe-
dingungen gelang es nicht mit Hilfe der Peterson-Olefinierung das gewtinschte Pro-

dukt zu erhalten.
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jHF / Pyridin

NO, Si(CH,),

H,C !Ho I CH,

OMe H,C CH,
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Abb. 33: Peterson-Olefinierung mit dem Naturstoff-Derivat

Die Horner-Emmons-Reaktion [77] ermdglicht ebenfalls die Einflihrung einer exocyc-
lischen Methylengruppe. Dieser Syntheseweg ist mit der Wittig-Reaktion verwandt.
Die Wittig-Reaktion wurde hier nicht angewendet, da das Ylid durch drei Phenylringe
stabilisiert wird. Aufgrund dieser sterisch anspruchsvollen Liganden erschien eine
erfolgreiche Synthese unwahrscheinlich.

Bei der Horner-Emmons-Reaktion werden Phosphonate in Gegenwart von starken
Basen mit Carbonylverbindungen umgesetzt. Dabei wird das Phosphonat zunachst
zum Phosphonat-a-carbanion deprotoniert, dieses addiert als Nucleophil an die Car-

bonylgruppe und reagiert unter Eliminierung von Dialkylphosphat zum Olefin ab.
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Abb. 34: Syntheseausbeuten fur die Einfuhrung der exocyclischen Methylengruppe

Zunachst wurde diese Reaktion mit dem 2-Methoxy-5-Nitro-Derivat untersucht. Die
dinnschicht-chromatographische Kontrolle des Reaktionsverlaufs ergab, dass das
gewunschte Zielmolekul bereits nach 2 Stunden in isolierbaren Mengen beobachtet
wurde. Die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes flhrte zur Isolierung des gewtnsch-
ten Cyclocymopolderivates mit einer Ausbeute von 40%.

Auch die Carbonylverbindungen 46, 47 und 50 konnten mit dieser Methode zu den

gewulnschten Alkenen umgesetzt werden. Wobei sich jedoch das Cyclopentenderi-
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vat 54 nicht als stabil erwies. Bereits nach wenigen Tagen wurde bei diesem Produkt
Zersetzung beobachtet.

In Folge von anschlieRenden spektroskopischen Untersuchungen wurde vermutet,
dass eine Umlagerung der exocyclischen Doppelbindung zu einem Cyclopentadien-
Derivat stattfand. Die drei anderen Naturstoffderivate erwiesen sich hingegen als
stabil.

NO, [109,1]
367 [133,8]
[141,5] 5,82
H,C CH, 1,80[26,1]
7,80 \
’ 8,07
[127,0] (123.5) [144,6]
3,02
[?,18160] _— 1,92 [35,2]
’ [162,2]
213
45,5
5 (4591 ¢ CH,
088 1,14
[23,2] [25,4]
CH,
3,92
56,0]

Abb. 35: NMR-Daten von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylen-

cyclohex-3-enyl-methyl)benzen
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[125,1] [71-32 6] [132} [167.7]
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- 1,91 [31,9]
(1096 (116211 7,
[38,7]
T
CH,
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Abb. 36: NMR-Daten von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4-methyl-2-methylen-cycolpent-3-
enyl-methyl)benzen. Die >C-NMR Daten wurden berechnet.
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Abb. 37: NMR-Daten von 2-(2’-Methoxy-ethylether)-5-brom-1-(4,6,6-trimethyl-2-

methylencyclohex-3-en-methyl)benzen
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4. Zusammenfassung

In den letzten Jahren gewann die Photodynamische Therapie deutlich an Bedeutung
bei der Behandlung von Neoplasien. Fur die nachsten Jahren werden weitere Zulas-
sungen flr neue Indikationen erwartet.

Diese Neuzulassungen werden einerseits durch neue Photosensibilisatoren und an-
dererseits durch neue Ansatze beim Drug Targeting ermoglicht. Zur Zeit wird der
Ansatz forciert, die Sensibilisatoren an einen tumorspezifischen Antikdrper zu knup-
fen. Eine weitere Mdglichkeit fir das Drug Targeting besteht darin, den Photosensi-
bilisator an tumorspezifische Rezeptorliganden zu binden.

In der vorliegenden Dissertation wird der Versuch einer Kopplung eines Photosensi-
bilisators Uber einen Spacer an ein nicht steroidales Antiprogestin erarbeitet. Der
Progesteron-Rezeptor wurde als Target ausgewahlt, da zahlreiche Tumorarten, wie
beispielsweise das Mammakarzinom, den Progesteron-Rezeptor Gberexprimieren.
Als Leitstruktur fur die Synthese der Antiprogestine wurde ein mariner Naturstoff
ausgewahlt. Das Cyclocymopol-Derivat besitzt den Vorteil einer im Vergleich zu Mi-
fepriston verbesserten Selektivitat fir den Progesteron-Rezeptor und eines einfache-
ren synthetischen Zugangs.

Far die Erstellung einer Bibliothek von Progesteron-Antagonisten, die auf den Cyclo-
cymopol-Derivaten aufbauen, sind hinsichtlich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen
zwei Merkmale zu beachten. Der aromatische Ring muss eine elektronenziehende
Gruppe, der aliphatische Ring eine exocyclische Methylengruppe aufweisen, da die-
se Gruppen essentiell fur die Rezeptorbindung sind.

Bei der Synthese des Progesteron-Antagonisten wird zunachst ein Benzaldehyd-
Derivat mit dem gewinschten Spacer verknupft, der in der Folge mit dem Photothe-
rapeutikum verknupft werden kann. Im nachsten Schritt wird die Aldehydfunktion mit
Natriumborhydrid zur Alkoholfunktion reduziert. Die so erhaltenen Alkohole werden
anschliefend mit Hilfe einer Appel-artigen Reaktion in das Bromid uUberfuhrt. Die
Benzylbromide wurden mit Isophoron und Buthyllithium zu dem Naturstoff-Analoga
umgesetzt. Durch Variieren der Reaktionsbedingungen konnten die aus der Literatur
bekannten Ausbeuten erhoht werden. Fir die Einfuhrung der exocyclischen Methy-
lengruppe in die Naturstoff-Derivate mussten zunachst verschiedene Synthesenme-

thoden untersucht werden. In der Literatur wurde flir diesen Synthesewege bisher
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das Tebbe Reagenz eingesetzt, welches bei den hier eingesetzten Edukten zu kei-
ner Reaktion fuhrte. Es kann vermutet werden, dass die sterische Hinderung durch
den Spacer die Umsetzung blockiert.

In weiteren Experimenten wurde versucht, Uber eine Simmons-Smith-ahnliche Reak-
tion die gewunschte Funktionalitat zu erhalten. Da auch bei dieser Reaktion das ge-
wunschte Produkt nicht erhalten werden konnte, wurde in weiteren Ansatzen die
Peterson-Olefinierung ausgewahlt. Mit dieser Methode gelang es schliel3lich, geringe
Mengen des gewlnschten Produktes herzustellen. Als Nebenreaktion kam es dabei
jedoch zu einer Methylierung des aromatischen Rings.

Durch Anwendung der Horner-Emmons-Reaktion konnte schliellich das Antipro-
gestin in ausreichender Menge und Reinheit erhalten werden.

Es war jedoch nicht mdglich, das in Abb. 7 erlauterte Zielmolekll aus dem Photo-

sensibilisator, Spacer und Antiprogestin darzustellen.
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4.1 Summary

In the last few years the importance of the Photodynamic Therapy grew significantly.
In the European Union the PDT obtained the approval for early lunger cancer and
age ralated macular degeneration, but the approvals for more deseases are ex-
pected.

These new approvals are possible through the lastest photosensitizer and new ap-
proachs in drug targeting.

In this theses the synthesis of a photosensitizer linked via a spacer to an antipro-
gestine was researched. The progesterone-receptor was selected for the drug-
targeting, because many cancers, for example the Mamma carcinom, overex-
priemered the progesteron-receptor.

As the lead structur for the synthesis of some antiprogestines a non-steroidal com-
pound was selected. These cyclocymopolmonoethyl-ether derivate had the advan-
tages of a better selectivity for the progesterone-receptor and a simply synthesis in
compare with mifepriston. The starting compound of this synthesis was a benzyl al-
dehyde, which was combined with the spacer. This reaction reached in protic sol-
vens, like DMF, good yields. The next step was the reduction of the aldehyde func-
tion with NaBH,4 to an alcohol, with good yields. The synthesis was accomplished
with the Appel like reaction preparing the benzyl bromide. The formation of the bro-
mide reached only moderate yields. At the following step isophorone was deproto-
nated with butyllithium. The lithium enolate was trapped with benzyl bromide to pro-
vide the precursor of the antiprogestine. The reaction give the desired product in
good yields.

The last reaction was the key reaction in the access of the antiprogestines. In the
first experiments the Tebbe reagent was used as the methylenation compound. This
reaction failed to give the desired product. In the next step a Simmons-Smith-like
reaction was examined for the preparation of the antiprogistine, but also no product
was obtained. In a third experiment with the Peterson-Methylenation the desire prod-
uct was get in very low yield. These product had an additional methylgroup at the
aromatic cycle of the molecule.

The use of the Horner-Emmons-reaction was required to prepare the antiprogestine
in adequate yield. In compare with the literature yield (9%), the obtained yields (max.

40%) were good.
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5. Ausblick

Die Photodynamische Therapie steht erst am Anfang ihrer Entwicklung, wie sich am
grolRen Forschungsinteresse erkennen lasst [78]. Die Forschung konzentriert sich
dabei auf die Entwicklung neuer Photosensibilisatoren und einer Verbesserung des
Drug Targetings. Beim Drug Targeting stehen vor allem die monoklonalen Antikorper
im Blickpunkt der Forscher [41], aber es werden auch Rezeptorliganden eingesetzt
[47].

Die Ergebnisse der ersten Experimente mit dem Ostrogen-Rezeptor als Ziel fir das
Drug Targeting waren enttduschend in Bezug auf die Rezeptoraffinitat. Das Pho-
totherapeutikum mit dem Rezeptorliganden besal} zwar eine um den Faktor 100 ge-
ringere Affinitat, trotzdem konnte eine verbesserte Tumorselektivitat im Vergleich zu
den reinen Photosensibilisatoren festgestellt werden.

Nach der erfolgreichen Synthese des nichtsteroidalen Progesteron-Antagonisten
steht nun die Anknupfung eines geeigneten Spacers im Mittelpunkt der Entwicklung.
In den ersten Versuchen von D. Oehler zeigte sich, dass die Bedingungen an die
Schutzgruppe des Spacers komplex sind. Da der Spacer in einem frihen Stadium
der Synthese eingefugt wird, sollte er inert gegenuber der Hydrierung, Bromierung
und der Horner-Emmons-Reaktion sein, aber auch die Anknlpfung des photosensib-
len Molekulteils erlauben. Die nachfolgende Enatiomerentrennung ist fur die biologi-
sche Testung des Produktes unerlasslich. Nach erfolgreicher Testung konnte die
Ankopplung des phototherapeutischen Teils erfolgen. Mit diesem Schritt ware es
vielleicht moglich eine selektivere Bekampfung von Krebs mit Hilfe der Photodyna-

mische Therapie zu erhalten.
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6. Experimenteller Teil

6.1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Aldrich und Merck,
Darmstadt bezogen. Deuterierte Lésungsmittel wurden bei der Firma Deutero GmbH
erworben.

Tetrahydrofuran (THF) wurde Uber Molekularsieb vorgetrocknet und Uber Natrium
mit Benzophenon als Indikator bis zur intensiven Blaufarbung erhitzt und anschlie-
Rend destilliert. Dichlormethan (DCM) wurde Uber Calciumchlorid vorgetrocknet und
mit Molekularsieb 0,3 A absolutiert. Methanol wurde uber Natriumcarbonat vorge-

trocknet und Uber Molekularsieb 0,3 A wasserfrei erhalten.

6.1.2 Chromatographie

Die Reaktionskontrolle wurde mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie auf Kiesel-
gel-60-Alufolie mit Fluoreszenzindikator F2s4 der Firma Merck durchgefiihrt. Die Sub-
stanzen detektierte man in einer UV-Kammer der Firma Heraeus bei einer Wellen-
lange von 254 nm. Die praparative Saulenchromatographie erfolgt mit dem Kieselgel
60 der Firma Merck, KorngréfRe 0,040-0,063 mm und 230-300 mesh. Die Losungs-

mitteln wurden vor dem Einsatz als Eluens destilliert.

6.1.3 Kernresonanzspektroskopie

Fur die Messung der NMR-Spektren wurden folgende Modelle der Firma Bruker ver-
wendet: AC 200E ( 5 mm Dual Probenkopf), ARX 300 ( 5 mm Invers Probenkopf)
und AMX 500 ( 5 mm TXI Probenkopf). Die chemische Verschiebung der Signal sind
in parts per million (ppm) und die Kopplungskonstanten in Hertz angegeben. Fir die
Beschreibung der Aufspaltungsmuster verwendete man folgende Abklrzungen: s =
Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett und m = Multiplett.

6.1.4 Massenspektrometrie
Die Massenspektren wurden mit einem MAT 212 Massenspektrometer der Firma
Finnigan aufgenommen. Als lonisationsmethode verwendete man den Elektronen-

stol® (El = electron impact).
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6.2 Synthesen

6.2.1 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-carbocyclohex-3-enylmethyl)-

benzen
NO, NO,
O CH, 9) CH,
OMe H,C CH, OMe H.C CH,

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden in einem 100 ml Dreihalskolben 0,78 ml
(7,5 mmol) Diisopropylamin in 25 ml abs. THF geldst und auf -78°C gekuhlt. Bei die-
ser Temperatur tropfte man 4 ml (7,5 mmol) Butyllithium-Lésung zu und rihrte flr 20
min bei -78°C. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 0,9 ml (5 mmol) Isophoron zugefigt
und weitere 15 min geruhrt. Anschlieend wurde das Kuhlbad entfernt, erreichte die
Reaktionslosung eine Temperatur von etwa -10°C wurden 3,0 g (10 mmol) 2-
Nitro-5-Methoxy-benzylbromid in 5 ml abs. THF zugetropft. Man liel3 das Reaktions-
gemisch auf RT erwarmen und rihrte weitere 4 h, hierbei kommt es zu einer intensi-
ven dunkel Farbung der Losung. Die Reaktion wurde in regelmafligen Abstande
durch DC kontrolliert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 ml verdinnter NH4CI L6sung abgebrochen.
Die Phasen wurden in einen Schutteltrichter getrennt und die wassrige Phase mit 60
ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten org. Phase wurde mit 30 ml Salzlésung
gewaschen und mit Na;SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Zur Aufreinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgel-Saule mit dem Laufmit-
tel Cyclohexan : Ethylacetat (2 : 1) gefuhrt. Es wurden 810 mg (27 %) eines blal-

gelben Feststoffes erhalten.
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'H-NMR

CDCls, 200 MHz: 1,02 (s, 3 H, C6-Isophoron), 1,07 (s, 3 H, C6-lIsophoron), 1,93 (s, 3
H, C4-Isophoron), 2,21 (s, 2 H, Methylen), 2,35-2,42 (q, 1 H, C1-Isophoron, J=4,2
Hz), 2,78-2,87 (d, 2 H, Methylenbricke, J=5,4 Hz), 3,88 (s, 3 H, Methoxy), 5,78 (s, 1
H, Vinyl), 6,79-6,84 (d, 1 H, C6-Aromat, J= 3,6 Hz), 8,03-8,09 (m, 2 H, C3 + C4-
Aromaten).

3C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 23,7 (Methyl), 24,0 (Methyl), 26,3 (Methyl), 28,6 (Methylen), 32,8
(C6-Isophoron), 36,7 (Methylenbricke), 55,8 (Methoxy), 56,6 (C1-Isophoron), 109,5
(C3-Atomat), 123,8 (C6-Aromat), 124,9 (C4-Aromat), 126,4 (C1-Aromat), 130,5 (CH-
Vinyl) 141,5 (C5-Aromat), 157,7 (quart. Vinyl), 162,2 (C2-Aromat), 200,9 (Carbonyl)
Smp: 35-37°C

MS
303 (M+); 288 (M -CHj3); 260 (M - CH3 -CO); 166 (M -Isophoron); 137 (Isophoron).
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6.2.2.1 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo-hex-
3-enylmethyl)benzen

OMe H3C CH3

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden in einem 50 ml Zweihals-Kolben 500 mg
(2 mmol) des Ketons in 25 ml abs. THF vorgelegt und mit Eis auf 0°C gekuhlt. Bei
dieser Temperatur tropfte man langsam 2,5 ml einer 0,5 molaren Losung von [(u-
chloro-u-methylen)-[bis(cyclopentadienyl)titan]dimethyl-aluminium (Tebbe-Reagenz)
zu. Die Reaktionslosung lie3 man auf RT erwarmen und ruhrt weitere 4 h. Nach die-
ser Zeit wurde die Losung wieder auf 0°C gekuhlt und die Reaktion mit 5 ml verd.
Natronlauge abgebrochen. Man Uberfuhrte das Reaktionsgemisch in ein Scheide-
trichter und extrahierte die wassrige Phase mit Ethylacetat. Die vereinigte organi-
schen Phasen wurden Uber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Leider

konnte kein Produkt isoliert werden.
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6.2.2.2 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo-
hex-3-enylmethyl)benzen

NO2 N02
0] CH3 Cp\ ./\ /CH3 30 min HZC CH3
+ /TI\ /AI\CH -
Cp Cl 3
OMe H3C CH3 OMe HSC CH3

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,0 ml (4 mmol) des Tebbe-Reagens in 5
ml abs. THF geldst und auf -40°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur tropfte man 1,2 g
(4 mmol) des Ketons in 5 ml abs. THF zu. Die Lésung wurde 30 min bei -40°C ge-
ruhrt, anschlieflend lie3 man die Reaktion langsam auf RT erwarmen.

Die Reaktion wurde auf -10°C gekuhlt und durch Gabe von 0,3 ml 15% Natronlauge
gestoppt. Nach dem Erwarmen auf RT wurde mit 50 ml Diethylether verdinnt. Die
organische Phase wurde abgetrennt und mit Na,SO4 getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt.

Es konnte kein Produkt isoliert werden.
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6.2.2.3 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo- hex-
3-enylmethyl)benzen

NO, NO,
O Oy o\, CH, 60min H,C CH,
+ Ti I e
/ \Cl/ CH,
cp
OMe H;C CH, OMe H,C CH,

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,0 ml (4 mmol) des Tebbe-Reagens in 5
ml abs. THF geldst und auf -40°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur tropfte man 1,2 g
(4 mmol) des Ketons in 5 ml abs. THF zu. Die Losung wurde 60 min bei -40°C ge-
ruhrt, anschlieflend lie3 man die Reaktion langsam auf RT erwarmen.

Die Reaktion wurde auf -10°C gekuhlt und durch Gabe von 0,3 ml 15% Natronlauge
gestoppt. Nach dem Erwarmen auf RT wurde mit 50 ml Diethylether verdinnt. Die
organische Phase wurde abgetrennt und mit Na,SO4 getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt konnte nicht isoliert werden.
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6.2.3 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo-hex

-3-enylmethyl)benzen

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,0 g Zinkstaub in 20 ml abs. THF geldst.
Man gab 0,8 ml (2 mmol) Diiodmethan zu und lief3 30 min bei RT ruhren. Nach die-
ser Zeit wurde die Losung auf 0°C gekuhlt. Vorsichtig tropfte man 0,12 ml (2 mmol)
TiCls, welches in 5 ml THF gel6ést wurde, zu. Die Losung wurde fir weitere 30 min
geruhrt, anschliefend fugte man 700 mg (2 mmol) des Ketons in 4 ml THF zu. Die
Reaktion lie® man 30 min bei RT rihren.

Durch Zugabe von 5 ml Wasser wurde die Reaktion abgebrochen. Die beiden Pha-
sen wurden in einem Scheidetrichter getrennt. Die wassrige Phase extrahierte man
mit Ethylacetat. Die organische Phase wurde vereinigt und mit Na,SO4 getrocknet.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit dem Laufmittel-
gemisch Hexan : Ethylacetat (3:1) geflhrt.

Das Produkt konnte nicht isoliert werden
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6.2.3.2 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo- hex-

3-enylmethyl)benzen

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,0 g Zinkstaub in 20 ml abs. THF geldst.
Man gab 0,8 ml (2 mmol) Diiodmethan zu und lie® 30 min bei RT rdhren. Nach die-
ser Zeit wurde die Lésung auf 0°C gekuhlt. Vorsichtig tropfte man 0,12 ml (2 mmol)
TiCls, welches in 5 ml THF geldst wurde, zu. Die Losung wurde fur weitere 30 min
geruhrt, anschlie®end fugte man 700 mg (2 mmol) des Ketons in 4 ml THF zu. Die
Reaktion lie® man 15 min bei RT ruhren.

Durch Zugabe von 5 ml Wasser wurde die Reaktion abgebrochen. Die beiden Pha-
sen wurden in einem Scheidetrichter getrennt. Die wassrige Phase extrahierte man
mit Ethylacetat. Die organische Phase wurde vereinigt und mit Na,SO4 getrocknet.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit dem Laufmittel-
gemisch Hexan : Ethylacetat (3:1) gefuhrt.

Das Produkt konnte nicht gewonnen werden.



6. Material und Methoden 69

6.2.3.3 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo- hex-

3-enylmethyl)benzen

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,0 g Zinkstaub in 20 ml abs. THF geldst.
Man gab 0,8 ml (2 mmol) Diiodmethan zu und lie® 30 min bei RT rdhren. Nach die-
ser Zeit wurde die Lésung auf 0°C gekuhlt. Vorsichtig tropfte man 0,12 ml (2 mmol)
TiCls, welches in 5 ml THF geldst wurde, zu. Die Losung wurde fur weitere 30 min
geruhrt, anschlie®end fugte man 700 mg (2 mmol) des Ketons in 4 ml THF zu. Die
Reaktion lie® man 10 min bei RT ruhren.

Durch Zugabe von 5 ml Wasser wurde die Reaktion abgebrochen. Die beiden Pha-
sen wurden in einem Scheidetrichter getrennt. Die wassrige Phase extrahierte man
mit Ethylacetat. Die organische Phase wurde vereinigt und mit Na,SO4 getrocknet.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit dem Laufmittel-
gemisch Hexan : Ethylacetat (3:1) gefuhrt.

Das Produkt konnte nicht isoliert werden.
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6.2.4 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo-hex

-3-enylmethyl)benzen

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,18 g Zinkstaub und 0,8 ml ( 2 mmol)
Diiodmethan in 10 ml abs. THF suspendiert. Bei RT wurden 0,9 ml einer 2 molaren
Trimethylaluminum-L6sung zugetropft. Nach 10 min rihren wurde auf 0°C abgekuhit
und 500 mg ( 1,7 mmol) des Ketons in 4 ml abs. THF zugegeben. Die Reaktion wur-
de 1 h bei RT geruhrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ml einer 1 molarer Salzsaure abgebro-
chen und 2 mal mit 20 ml Salzlésung gewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurde Uber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch Hexan
: Ethylacetat (3:1).

Es gelang nicht das Produkt zu isolieren.
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6.2.4.2 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo- hex-

3-enylmethyl)benzen

2

NO
OMe 3

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,18 g Zinkstaub und 0,8 ml ( 2 mmol)
Diiodmethan in 10 ml abs. THF suspendiert. Bei RT wurden 0,9 ml einer 2 molaren
Trimethylaluminum-LOsung zugetropft. Nach 15 min rihren wurde auf 0°C abgekuhlt
und 500 mg ( 1,7 mmol) des Ketons in 4 ml abs. THF zugegeben. Die Reaktion wur-
de 2 h bei RT geruhrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ml einer 1 molarer Salzsaure abgebro-
chen und 2 mal mit 20 ml Salzlésung gewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurde uber Na;SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch von
Hexan : Ethylacetat (3:1).

Das Produkt konnte nicht isoliert werden.
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6.2.4.3 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo- hex-

3-enylmethyl)benzen

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 1,18 g Zinkstaub und 0,8 ml ( 2 mmol)
Diiodmethan in 10 ml abs. THF suspendiert. Bei RT wurden 0,9 ml einer 2 molaren
Trimethylaluminum-LOsung zugetropft. Nach 30 min rihren wurde auf 0°C abgekuhlt
und 500 mg ( 1,7 mmol) des Ketons in 4 ml abs. THF zugegeben. Die Reaktion wur-
de 2 h bei RT geruhrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ml einer 1 molarer Salzsaure abgebro-
chen und 2 mal mit 20 ml Salzlésung gewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurde uber Na;SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch von
Hexan : Ethylacetat (3:1).

Es gelang nicht das Produkt zu isolieren.
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6.2.5 Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-methylencyclo-hex-3-

enylmethyl)benzen

Me

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,75 ml (3 mmol) Phosphonat in 50 ml
abs. THF vorgelegt und auf -78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurden 2,2 ml ei-
ner 1,6 molaren Butyllithium-Losung hinzugefugt. Die Reaktion wurde fur 20 min bei
dieser Temperatur geruhrt. Nach dieser Zeit wurden 1,1 g ( 3 mmol) des Eduktes in
10 ml abs. THF gel6st langsam zugetropft. Nach Beendigung der Zugabe wurde das
Klhlbad entfernt und die Reaktion 16 h bei RT gerihrt.

Um die Reaktion ab zu brechen, wurden 5 ml Wasser hinzugefugt. Die Reaktion
wurde in ein Scheidetrichter Uberfuhrt und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase
wurde 2 mal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde tber
Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsdule mit dem Laufmittel
Hexan : Ethylacetat (3:1) gefuhrt.

Man erhielt 450 mg (40%) eines schwach gelben Feststoffes.
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'H-NMR

CDCl3, 300 MHz: 0,88 (s, 3 H, C6-Methyl), 1,14 (s, 3 H, C6-Methyl), 1,80 (s, 3 H, C4-
Methyl), 2,13-2,17 (d, 2 H, Bruckenmethylen, J=12 Hz), 3,02-3,06 (d, 1 H, C1-
Isophoron, J=12 Hz), 3,87 (s, 1 H, exocyclische Methylengruppe), 3,92 (s, 3 H, Me-
thoxy), 4,51 (s, 1 H, exocyclische Methylengruppe), 5,82 (s, 1 H, Vinyl), 6,86-6,91 (d,
1 H, C3-Aromat, J=15 Hz), 7,80 (s, 1 H, C6-Aromat), 8,07-8,10 (d, 1 H, C4-Aromat
J=9 Hz).

C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 23,2 (Methyl), 25,4 (Methyl), 26,1 (Methyl), 35,2 (Methylenbricke),
45,5 (Methylen), 51,1 (C1-Isophoron), 56,0 (Methoxy), 109,1 (exocyclische Methy-
lengruppe), 111,0 (C3-Aromat), 123,5 (C6-Aromat), 127,0 (C4-Aromat), 130,9 (C1-
Aromat), 133,8 (CH-Vinyl), 140,7 (C2-lsophoron), 141,5 (C5-Aromat), 144,6 (quart.
Vinyl), 162,2 (C2-Aromat).

MS

301 (M+), 286 (M -CHj3), 271 (M -OCHg3, +H), 166 (M -Isophoron), 135 (Isophoron+)
Smp: 36-37°C

Elementaranalyse

ber. gef.
C 71,73 71,90
H 7,69 7,75

N 4,65 4,75
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6.2.6 Synthese von 2-(2’-Methoxy-ethylether)-5-Brom-benzaldehyd

Br

OH H

Br
K,CO
O O
02 H

/
H,C

In 100 ml getrocknetem Dimethylformamid (DMF) wurden 7,0 g (35 mmol) des Alde-
hyds und 5,81 g (35 mmol) Kl und 4,8 g (35 mmol) K2CO3 geldst. Anschliel3end wur-
den langsam 3,3 ml (35 mmol) 2-Chloro-2’-methoxy-ethylether zugetropft. Die Reak-
tion wurde fiir 6 h bei 150°C gerlhrt. Das Olbad wurde entfernt und die Reaktion
durch Zugabe von Wasser abgebrochen. Die Reaktion wurde in ein Scheidetrichter
uberfuhrt und dort mehrfach mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden Uber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch von
Hexan : Ethylacetat (2:1).

Man erhielt 7,4 g (82%) eines weil’en Feststoffes.

'H-NMR

CDCl3, 300 Mhz: 3,43 (s, 3 H, Methoxy), 3,79 (s, 2 H, C2’-Methylen), 4,21 (s, 2 H,
C1’-Methylen), 6,87-6,90 (d, 1 H, C3-Aromat), 7,57-7,60 (d, 1 H, C4-Aromat), 7,90
(s, 1 H, C6-Aromat), 10,41 (s, 1 H, Aldehyd).

C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 59,3 (Methoxy), 68,5 (Methylen-C1’), 70,6 Methylen-C2’), 113,8
(C5-Aromat), 114,9 (C3-Aromat), 126,3 (C1-Aromat), 130,9 (C6-Aromat), 138,2 (C4-
Aromat), 160,1 (C2-Aromat), 188,1 (Aldehyd).
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6.2.7 Synthese von 2-(2’-Methoxy-ethylether)-5-Brom-benzylalkohol

Br Br
+ NaBH, -
(0] OH
02 H 02
/O /O
H3C H3C

Es wurden 7,4 g (28 mmol) des Aldehyds in 50 ml abs. Methanol und 50 ml abs.
THF gel6st und auf 0°C gekunhlt. Bei dieser Temperatur wurden vorsichtig 5 g ( 0,13
mol) NaBH4 zugegeben. Man lieR die Reaktion auf RT erwdrmen und ruhrte 1,5 h
bei RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 molarer Salzsaure auf ein pH-Wert von et-
wa 5 eingestellt. Die Lésung wurde in ein Scheidetrichter Gberfuhrt und die wassrige
Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Man erhielt 7,25 g (97%) eines weil-braunen Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 3,11 (s, 1 H, Alkohol), 3,14 (s, 3 H, Methoxy), 3,70-3,73 (t, 2 H,
C2’-Methylen), 4,12-4,15 (t, 2 H, C1’-Methylen), 4,60 (s, 2 H, Benzyl-Methylen),
6,73-6,75 (d, 1 H, C3-Aromat), 7,32-7,36 (d, 1 H, C4-Aromat), 7,38 (s, 1 H, C6-
Aromat).

®C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 59,0 (Methoxy), 61,4 (Alkohol), 68,2 (C2’-Methylen), 70,7 (C1’-
Methylen), 113,5 (C5-Aromat), 114,9 (C3-Aromat), 131,3 (C6-Aromat), 131,6 (C1-
Aromat), 132,5 (C4-Aromat), 155,9 (C2-Aromat).

Smp: 77-80°C

MS: 332, 334 [M+], 254 [M -Br],
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6.2.8 Synthese von 2-(2’-Methoxy-ethyl ether)-5-Brom-benzylbromid

Br Br
P(Ph),
+ CBr, ——
OH Br
02 02
/o /O
H3C H3C

In 75 ml abs. DCM wurden 7,2 g (27 mmol) des Benzylalkohols und 7,4 g ( 27 mmol)
Triphenylphosphin geldst und auf 0°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur fligte man
langsam 9,3 g (27 mmol) Tetrabromkohlenstoff zu und rihrte 1 h. Anschliellend wur-
de das Kuhlbad entfernt und weitere 2 h bei RT geruhrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser beendet und in einen Scheide-
trichter Gberfuhrt. Die wassrige Phase wurde 3 mal mit DCM extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden tber Na;SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch mit einem Eluentengemisch aus He-
xan : Ethylacetat (2:1).

Man erhielt 3,3 g (37%) eines schwach braunen Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 3,46 (s, 3 H, Methoxy), 3,77-3,80 (t, 2 H, Methylen-C2’, J=9 Hz),
4,14-417 (t, 2 H, Methylen-C1’, J=9 Hz), 4,49 (s, 2 H, Benzyl-Methylen), 6,75-6,77
(d, 1 H, C3-Aromat, J=6 Hz), 7,31-7,33 (d, 1 H, C4-Aromat, J=6 Hz), 7,44 (s, 1 H,
C6-Aromat).

C-NMR

CDCls, 50 MHz: 27,6 (Benzyl-C), 59,4 (Methoxy), 68,4 (Methylen-C1’), 70,9 (Methy-
len-C2’), 112,9 (C5-Aromat), 114,0 (C3-Aromat), 128,7 (C6-Aromat), 132,7 (C1-
Aromat), 133,5 (C4-Aromat), 155,8 (C2-Aromat).

MS

322, 324 (M+); 243, 245 (M -Br); 213, 215 (M -Br -OCH3); 133 (M -2 Br -OCH5)



6. Material und Methoden 78

6.2.9 Synthese von Synthese von 2-(2’-Methoxy-ethylether)-5-brom-1-(4,6,6-

trimethyl-2-carbocyclohex-3-enylmethyl)benzen

Br Br
@) CH,
+ o CH, BuLi
Br —_—
Og H,C CH, 02 .G CH,
/O O
H,C |-|3(3

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,5 ml ( 5 mmol) Diisopropylamin in 25 ml
abs. THF vorgelegt. Die Losung wurde auf -78°C gekuhlt, bei dieser Temperatur
wurden 3,1 ml einer 1,6 molaren Butyllithium-Losung zugegeben und 20 min bei -
78°C geruhrt. Nach dieser Zeit wurden 0,56 ml ( 4 mmol) Isophoron zur Lésung ge-
tropft und weitere 20 min bei dieser Temperatur gerthrt. Anschlielend wurde das
Kaltebad entfernt, sobald die Reaktionslésung eine Temperatur von -10°C erreichte,
tropfte man 1,5 g (5 mmol) Benzylbromid in 10 ml abs. THF geldst zu. Die Reaktion
ruhrte 4 h bei RT.

Um die Reaktion zu beenden, wurden 10 ml verd. NH4Cl-Lésung beigemengt. Die
wassrige Phase wurde 2 mal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden uber Na>SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit dem Eluentengemisch Hexan:
Ethylacetat (2:1) gereinigt.

Man erhielt 0,5 g (28%) eines intensiv gelb-orange gefarbten Feststoffes.
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'H-NMR

CDCls, 300 Mhz: 1,09 (s, 3 H, C6-lsophoron), 1,24 (s, 3 H, C6-lsophoron), 1,90 (s, 3
H, C4-lsophoron), 2,19 (s, 2 H, Methylen), 2,46-2,47 (d, 1 H, C1-Isophoron, J=9 Hz),
2,66-2,73 (t, 1 H, Methylenbricke, J=18 Hz), 2,86-2,92 (d, 1 H, Methylenbricke,
J=18 Hz), 3,39 (s, 3 H, Methoxy), 3,71-3,72 (t, 2 H, Methylen-C2’, J=9 Hz), 4,00-4,10
(m, 2 H, Methylen-C1’), 5,78 (s, 1 H, Vinyl-H), 6,62-6,65 (d, 1 H, C3-Aromat J=9 Hz),
7,18-7,21 (d, 1 H, C4-Aromat, J=9 Hz), 7,42 (s, 1 H, C6-Aromat)

C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 23,5 (Methyl), 24,0 (Methyl), 26,2 (Methyl), 28,5 (Methylengruppe),
30,9 (C6-Isophoron), 36,9 (Benzyl-C), 45,1 (C-Vinyl), 56,9 (C1-Isophoron), 58,9 (Me-
thoxy), 67,4 (Spacer-C1’), 70,9 (Spacer-C2’), 112,7 (C5-Aromat), 125,0 (C3-
Aromat), 129,7 (C6-Aromat), 132,0 (C1-Aromat), 134,0 (C4-Aromat), 155,2 (C2-
Aromat) 157,3 (quart. Vinyl C), 201,4 (Keton).

MS

380, 382 (M+), 365, 367 ( M -CHj3), 333,335 (M -OCHjs, -O), 243, 245 (M - Isopho-

ron).



6. Material und Methoden 80

6.2.10 Synthese von Synthese von 2-(2’-Methoxy-ethylether)-5-brom-1- (4,6,6-

trimethyl-2-methylencyclohex-3-enylmethyl)benzen

Br Br
O CH, (lp? BuLj H,C CH,
+ —_—
‘ H C/ \\OMG
3 OMe
0O H,C CH, O H,C CH,
/O /O

H,C H,C

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,145 ml (1,5 mmol) Phosphonat in 25 ml
abs. THF gel6st und auf -78°C gekulhlt. Bei dieser Temperatur tropfte man 1,2 mli
einer 1,6 molaren Butyllithium-Losung zur Reaktion und rihrte 20 min bei dieser
Temperatur. Nach dieser Zeit wurden 0,5 g (1,5 mmol) des Eduktes in 10 ml abs.
THF geldst und zugetropft. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktion lang-
sam auf RT erwarmt und fur weitere 16 h bei RT gerthrt.

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 ml Wasser abgebrochen. Die wassrige
Phase wurde im Scheidetrichter 3 mal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden Uber Na;SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule gefuhrt und mit He-
xan : Ethylacetat (4:1) eluiert.

Man erhielt 120 mg (24%) eines orangen Feststoffes.
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'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 0,94 (s, 3 H, C6-Isophoron), 1,14 (s, 3 H, C6-Isophoron), 2,03 (s, 3
H, C4-Isophoron), 3,02-3,06 (t, 1 H, C1-lsophoron, J=10 Hz), 3,48 (s, 3 H, Methoxy),
3,73-3,76 (t, 2 H, Methylengruppe, J=9 Hz), 3,92-3,94 (d, 1 H, exocyclische Methy-
len, J=5,2 Hz), 3,98-4,10 (m, 2 H, Brickenmethylen), 4,55 (s, 1 H, exocyclische Me-
thylen), 5,82 (s, 1 H, Vinyl), 6,65-6,68 (d, 1 H, C3-Aromat, J=9 Hz), 7,01 (s, 1 H, C4-
Aromat), 7,23-7,27 (d, 1 H, C6-Aromat, J=10 Hz).

C-NMR

CDCls, 50 MHz: 23,2 (Methyl), 23,8 (Methyl), 26,7 (Methyl), 28,4 (Methylen), 30,9
(C6-Isophoron), 36,6 (Methylenbriicke), 57,0 (C1-lIsophoron), 58,8 (Methoxy), 67,4
(Spacer C1), 70,9 (Spacer C2), 104,3 (exocyclische Methylen), 112,5 (C5-Aromat),
125,1 (C3-Aromat), 129,8 (C6-Aromat), 131,4 (CH-Vinyl), 131,8 (C1-Aromat), 134,2
(C4-Aromat), 137,6 (C2-Isophoron), 155,5 (C2-Aromat), 157,0 (quart. Vinyl)
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6.2.11 Synthese von Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4-methyl-2-carboxy-

cyclopent-3-enylmethyl)-benzen

NO, NO,
0 CH, O ﬁ CH,
OMe OMe

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,25 ml (0,25 mmol) Diisopropylamin in 10
ml abs. THF gel6st und auf -78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurden 1,5 ml ei-
ner 1,6 molaren Butyllithium-Losung zur Reaktion zugetropft. Das Gemisch wurde
fur 20 min bei dieser Temperatur gerthrt. Nach dieser Zeit figte man 0,24 ml (0,25
mmol) Cyclopentenon zur Lésung hinzu und liel3 weitere 20 min bei dieser Tempera-
tur rhren. AnschlieBend wurde das Kuhlbad entfernt und bei einer Temperatur von -
10°C tropfte man 0,6 g (2,5 mmol) des Benzylbromids in 5 ml abs. THF gel6st zu.
Man liel3 die Reaktion auf RT erwarmen und ruhrte 16 h bei RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser abgebrochen. Die Phasen
wurden im Scheidetrichter getrennt und die wassrige Phase 2 mal mit DCM extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum eingeengt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt, wobei einen
Elunentengemisch von Hexan : Ethylacetat (2:1) verwendet wurde.

Man erhielt 190 mg (30%) eines gelben Feststoffes.
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'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 2,05 (s, 2 H, Methylen), 2,12 (s, 3 H, Methyl), 2,55-2,60 (m, 2 H,
Methylenbrtcke), 3,30-3,36 (m, 1 H, C1-Cyclopentenon), 3,95 (s, 3 H, Methoxy),
5,97 (s, 1 H, Vinyl), 6,90-6,93 (d, 1 H, C3-Aromat, J=2,6 Hz), 8,06 (s, 1 H, C6-
Aromat), 8,14-8,18 (d, 1 H, C4-Aromat, J=3,4 Hz)

3C-NMR

CDCls, 50 MHz: 19,4 (Methyl), 31,8 (Methylen) 39,3 (Brickenmethylen), 45,7 (C1-
Isophoron), 109,8 (C3-Aromat), 124,2 (C6-Aromat), 125,5 (C4-Aromat), 129,5 (C1-
Aromat), 129,6 (CH-Vinyl), 141,1 (C5-Aromat), 177,1 (quart. Vinyl), 162,6 (C2-
Aromat), 210,2 (Carbonyl).

MS:

261 (M +), 245 (M -CHjs, -H), 214 (M -OCHjs, -O), 186 (M -NO, - OCHs, + 2 H), 166
(M - Isophoron),
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6.2.12 Synthese von Synthese von 2-Methoxy-5-nitro-1-(4-methyl-2-methylen-

cyclopent-3-enylmethyl)-benzen

2

P\\OMe + Bui — >
OMe

NO
/
H,C
OMe OMe

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 95 pl (0,7 mmol) des Phosphonats in 5 ml
abs. THF vorgelegt und auf -78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurden 450 pl ei-
ner 1,6 molaren Butyllithium-Lésung zugeflgt und flr 20 min bei dieser Temperatur
geruhrt. Nach dieser Zeit wurden 190 mg (0,7 mmol) des Ketons in 3 ml abs. THF
zugetropft. Man lie3 die Reaktion langsam auf RT erwdrmen und 16 h bei dieser
Temperatur ruhren.

Durch Zugabe von 10 ml Wasser wurde die Reaktion abgebrochen. Im Scheidetrich-
ter wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit DCM extrahiert. Die or-
ganische Phase wurde Uber Na>,SO,4 getrocknet und eingeengt.

Die Reinigung erfolgte durch eine Kieselsaule und dem Laufmittelgemisch Hexan :
Ethylacetat (4:1).

Man erhielt 20 mg (12%) eines orange-roten Feststoffes

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 1,91 (s, 2 H, Methylen), 1,98 (s, 3 H, Methyl), 2,74 (s, 2 H, Methy-
lenbricke), 3,63 (s, 1 H, C1-Cyclopentenon), 3,96 (s, 1 H, exocyclische Methy-
lengruppe), 4,03 (s, 3 H, Methoxy), 4,55 (s, 1 H, exocyclische Methylengruppe), 5,94
(s, 1 H, Vinyl), 6,96-6,99 (d, 1 H, C3-Aromat), 7,94 (s, 1 H, C6-Aromat), 8,22-8,25 (d,
1 H, C4-Aromat)

C-NMR

CDCls, 50 MHz: 15,9 (Methyl), 31,9 (Methylen), 38,7 (Brickenmethylen), 43,4 (C1-
Isophoron), 109,6 (C3-Aromat), 110,6 (exocyclische Methylengruppe), 124,6 (C6-
Aromat), 125,1 (C4-Aromat), 128,7 (C1-Aromat), 130,8 (CH-Vinyl), 132,4 (C2-
Cyclopenten), 141,1 (C5-Aromat), 162,1 (C2-Aromat), 167,7 (quart. Vinyl).
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6.2.13 Synthese von 3-Methoxy-4-nitro-benzylbromid

O,N P(Ph), O,N
+ cBr, > .
OH r

MeO MeO

Es wurden 3 g (16 mmol) des Benzylalkohols in 50 ml getrocknetem DCM gel6st und

auf 0°C gekulhlt. Bei dieser Temperatur wurden 4,3 g (16 mmol) Triphenylphosphin
zugefugt. AnschlieRend gab man vorsichtig in 3 Portionen insgesamt 4,7 g (16
mmol) Tetrabromkohlenstoff hinzu und lie die Reaktion langsam auf RT erwarmen.
Die Reaktion wurde uber Nacht geruhrt.

Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 15 ml Wasser. Die Phasen
wurden im Scheidetrichter getrennt und die wassrige Phase 3 mal mit DCM gewa-
schen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel abdestilliert.

Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch mit dem Eluentengemisch Hexan :
Ethylacetat (2:1).

Man erhielt 1,1 g (28%) eines gelben Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 3,99 (s, 3 H, Methoxy), 4,47 (s, 2 H, Methylen), 7,04-7,07 (d, 1 H,
C2-Aromat, J=7,8 Hz), 7,12 (s, 1 H, C6-Aromat), 7,82-7,85 (d, 1 H, C5-Aromat,
J=7,8 Hz)

3C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 31,4 (Benzylmethylen), 56,6 (Methoxy), 114,0 (C2-Aromat), 120,7
(C6-Aromat), 126,2 (C5-Aromat), 139,2 (C4-Aromat), 144,3 (C1-Aromat), 153,1 (C3-

Aromat).
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6.2.14 Synthese von Synthese von 2-Methoxy-1-nitro-4-(4,6,6-trimethyl-2-

carboxy-cyclohex-3-enylmethyl)-benzen

O,N 0] CH, . O,N 0] CH,
D\/ > O ‘
+ —
B
r MeO

MeO
H,C CH, H,C CH,

Unter ein Stickstoff-Atmosphare wurden 0,25 ml (2,5 mmol) Diisopropylamin in 10 ml
abs. THF gel6st und auf -78°C gekuhlt. Nach Erreichen dieser Temperatur wurden
1,5 ml einer 1,6 molaren Butyllithium-Losung zugetropft und die Reaktion fur weitere
20 min bei dieser Temperatur gerthrt. Anschlieend fugte man 0,3 ml (2,5 mmol)
Isophoron zu und rihrte wieder 20 min bei -78°C. Nach dieser Zeit wurde das Kuhl-
bad entfernt, erreichte die Reaktion eine Temperatur von -10°C wurden 0,6 g ( 2,5
mmol) des Benzylbromides in 5 ml abs. THF zugetropft und 6 h bei RT geruhrt.
Durch Zugabe von 10 ml Wasser wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden
im Scheidetrichter getrennt und die wassrige Phase mit DCM extrahiert. Die organi-
sche Phase wurde uUber Na;SO4 getrocknet und im Vakuum das Lésungsmittel ent-
fernt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit den Losungsmit-
telgemisch Hexan : Ethylacetat (2:1) gefuhrt.

Man erhielt 80 mg (11%) eines gelben Feststoffes.
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'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 0,98 (s, 3 H, C6-Isophoron), 1,17 (s, 3 H, C6-Isophoron), 1,95 (s, 3
H, C4-lsophoron), 2,18-2,21 (d, 2 H, Methylen, J=9,2 Hz), 2,39-2,42 (d, 1 H, C1-
Isophoron, J=9,2 Hz), 2,70-2,75 (d, 1 H, Brickenmethylen, J=15 Hz), 3,07-3,14 (q, 1
H, Brickenmethylen, J=21 Hz), 3,97 (s, 3 H, Methoxy), 5,87 (s, 1 H, Vinyl), 6,83-6,86
(d, 1 H, C6-Aromat, J=9,2 Hz), 7,04 (s, 1 H, C2-Aromat), 7,78-7,81 (d, 1 H, C5-
Aromat, J=9,2 Hz).

C-NMR

CDCls, 50 MHz: 22,3 (Methyl), 24,1 (Methyl) 29,1 (Methyl), 31,0 ( C6-Isophoron),
37,2 (Methylenbricke), 56,4 (Methoxy), 58,9 (C1-lsophoron), 114,4 (C2-Aromat),
120,6 (C6-Aromat), 125,1 (C5-Aromat), 125,8 (C4-Aromat), 130,1 (CH-Vinyl), 150,1
(C1-Aromat), 153,2 (C5-Aromat), 158,3 (quart. Vinyl), 200,1 (Carbonyl).

MS

303 (M+), 288 (M - CH3), 257 (M - CH3 - OCH3), 226 (M -OCH3 -NO3), 168 (M - Iso-

phoron).
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6.2.15 Synthese von Synthese von 2-Methoxy-1-nitro-4-(4,6,6-trimethyl-2-

methylen-cyclohex-3-enylmethyl)-benzen

O,N 0 O O,N H,C
DL A — T
+ P
PR
1™ bug® Me©

MeO

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 40 pl ( 0,4 mmol) des Dimethoxy-methyl-
phosphonats in 5 ml abs. THF vorgelegt. Die Losung wurde auf -78°C gekuhlt und
bei dieser Temperatur wurden 200 ul ( 0,3 mmol) Butyllithium-Lésung zugetropft. Die
Reaktion wurde flr 20 min bei dieser Temperatur gerihrt. Nach dieser Zeit tropfte
man 80 mg ( 0,3 mmol) des Ketons in 2 ml abs. THF zu und lieR die Reaktion auf RT
erwarmen. Die Losung wurde Uber Nacht bei RT geruhrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser gequencht. Die Phasen wur-
den im Scheidetrichter getrennt und die wassrige Phase mit DCM ausgeschttelt.
Die organische Phase wurde mit Na,SO.4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit den Eluenten Hexan : Ethylace-
tat (4:1).

Man erhielt 14 mg (17%) eines orangen Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 1,01 (s, 3 H, C6-lsophoron-Methyl), 1,15 (s, 3 H, C6-Isophoron-
Methyl), 1,98 (s, 3 H, C4-lsophoron-Methyl), 2,15-2,19 (d, 2 H, Methylen, J=12 Hz),
3,03-3,06 (d, 1 H, C1-Isophoron, J=9 Hz), 3,92 (s, 1 H, exocyclische Methylengrup-
pe), 4,01 (s, 3 H, Methoxy), 4,41 (s, 1 H, exocyclische Methylengruppe), 5,81 (s, 1
H, Vinyl), 6,81-6,85 (d, 1 H, C6-Aromat, J=12 Hz), 7,06 (s, 1 H, C2-Aromat), 7,75-
7,78 (d, 1 H, C5-Aromat, J=9 Hz).

®C-NMR

CDCls, 50 MHz: 22,4 (Methyl), 24,1 (Methyl), 29,3 (Methyl), 31,4 (C6-Isophoron),
38,1 (Methylenbricke), 56,4 (Methoxy), 110,9 (exocyclische Methylengruppe), 114,4
(C2-Aromat), 120,6 (C6-Aromat), 125,4 (C5-Aromat), 126,1 (C4-Aromat), 131,3 (C2-
Isophoron), 141,2 (C1-Aromat), 150,8 (CH-Vinyl), 152,7 (C5-Aromat), 159,1 (quart.
Vinyl).
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6.2.16 Synthese von 3-Methoxy-2-Nitro-benzylalkohol

H.Co _0 4 NaBH, ——= HC. OH

NO, NG,

In 20 ml wasserfreiem Methanol und 20 ml getrocknetem THF wurden 1,0 g (5,5
mmol) des 3-Methoxy-2-Nitro-benzaldehyds gelést und auf 0°C gekuhlt. Bei dieser
Temperatur wurden vorsichtig 840 mg (22 mmol) Natriumborhydrid zugefugt. Man
lie die Reaktion langsam auf RT erwarmen und rUhrte weitere 3 h bei dieser Tem-
peratur.

Durch Zugabe von 1 n Salzsaure wurde die Reaktion abgebrochen und die Losung
auf einen pH-Wert von etwa 5 eingestellt. Die Phasen wurden im Scheidtrichter ge-
trennt und die wassrige Phase mit Ethylacetat mehrfach extrahiert. Die organische
Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Zur Reinigung wurde das Rohprodukt aus Hexan umkristallisiert.

Man erhielt 850 mg (85%) eines leicht gelben Feststoffes.

'H-NMR:

CDCl3, 300 MHz: 2,12 (s, 1 H, Alkohol), 3,92 (s, 3 H, Methoxy), 4,66 (s, 2 H, Methy-
len-Gruppe), 7,00-7,04 (d, 1 H, C4-Aromat), 7,12-7,15 (d, 1 H, Aromat C6), 7,43-
7,48 (t, 1 H, C5-Aromat)

3C-NMR:

CDCl3, 50 MHz: 56,5 (Alkohol), 61,0 (Methoxy), 112,2 (C4-Aromat), 120,5 (C6-
Aromat), 131,6 (C2-Aromat), 134,3 (C5-Aromat), 140,1 (C1-Aromat), 151,1 (C3-
Aromat).

MS:

183: (M+), 166 (M -OH), 150 (M -OH, -0O), 135 (M -OCHgs, -OH), 120 (M -NO3, -OH),
106 (M -NO,, -CH,0H)

Elementaranalyse

ber. gef.
C 4971 49,27
H 4,17 4,22

N 8,28 8,01
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6.2.17 Synthese von 3-Methoxy-2-Nitro-benzylbromid

CBr H.C. Br
H.C. on T 4 370

NO,

NO,

Es wurden 850 mg (4,6 mmol) des Benzylalkohols in 25 ml DCM geldst. Man gab
1,2 g (4,6 mmol) Triphenylphosphin hinzu und kuhlte auf 0°C. Bei dieser Temperatur
wurden langsam 1,5 g (4,6 mmol) Tetrabromkohlenstoff zur Losung gegeben. Die
Reaktion wurde langsam auf RT erwarmt und rihrte bei dieser Temperatur weitere 4
h.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser beendet. Im Scheidetrichter
wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase 3 mal mit DCM extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit den Laufmitteln Hexan : Ethyl-
acetat (2:1) gereinigt.

Man erhielt 300 mg (27%) eines weil-braunlichen Feststoffes.

'H-NMR

CDCl3, 300 MHz: 3,92 (s, 3 H, Methoxy), 4,44 (s, 2 H, Methylen), 7,01-7,04 (d, 1 H,
C4-Aromat, J=2,5 Hz), 7.08-7,11 (d, 1 H, C6-Aromat, J=2,3 Hz), 7,40-7,46 (t, 1 H,
C5-Aromat, J=4,9)

C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 26,0 (Methylen), 56,6 (Methoxy), 112,9 (C4-Aromat), 122,4 (C6-
Aromat), 130,8 (C5-Aromat), 131,4 (C1-Aromat), 140,8 (C2-Aromat), 151,2 (C3-
Aromat).

MS

245/247 (M+), 166 (M -Br), 135 (M -OCHj3, -CH2Br), 120 (M -Br, -NO,),



6. Material und Methoden 91

6.2.18 Synthese von Synthese von 3-Methoxy-2-nitro-1-(4,6,6-trimethyl-2-

carboxy-cyclohex-3-enylmethyl)-benzen

o) CH, O CH,
H,C B
g r — HOC.
NO, HC CH,

NO, H,C" CH

3 3 2

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,17 ml (1,7 mmol) Diisopropylamin in 10
ml abs. THF vorgelegt und wurden auf -78°C gekulhlt. Bei dieser Temperatur gab
man 1,5 ml (2,25 mmol) einer Butyllithium-Losung hinzu und lie 20 min bei dieser
Temperatur ruhren. Nach dieser Zeit gab man 0,23 ml (1,7 mmol) Isophoron zu und
rihrte weitere 20 min bei -78°C. Anschlie3end wurde das Kiuhlbad entfernt, erreichte
die Lésung eine Temperatur von etwa -10°C wurden 410 mg (1,6 mmol) des Ben-
zylbromides in 10 ml abs. THF zugetropft. Die Reaktion wurde 4 h bei RT geruhrt.
Durch Zugabe von 10 ml Wasser wurde die Reaktion beendet. Im Scheidetrichter
wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase 3 mal mit DCM gewaschen.
Die organische Lésung wurde Uber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum das L6-
sungsmittel entfernt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit den Eluenten
Hexan : Ethylacetat (2:1) gefuhrt.

Es konnte kein Produkt isoliert werden.
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6.2.19 Synthese von 3-(2-Methoxy-ethylether)-benzaldehyd

OH ')
HC™ 0
O.
t o " eH, ——
_0
_0

Es wurden 5,0 g (40 mmol) des Benzylaldehydes werden in 30 ml abs. DMF geldst.
Man gab weiterhin 5,52 g (40 mmol) Kaliumcarbonat sowie 6,64 g (40 mmol) Kaliu-
miodid und 3,7 ml (45 mmol) 1-Chloro-2-Methoxy-ethan zur Lésung. Die Suspensi-
on wurde fur 5 h bei 150 °C geruhrt. Die Reaktion wurde nach dem Abkuhlen durch
Zugabe von Wasser beendet. Im Scheidetrichter wurden die Phasen durch Zugabe
von DCM getrennt. Die wassrige Phase extrahierte man mehrfach mit DCM. Das
uberschussige DMF wurde mit Wasser ausgewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abgezo-
gen. Das Rohprodukt wurde aus Wasser umkristallisiert.

Man erhielt 5,0 g (70%) eines weilken Feststoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,45 (s, 3 H, Methoxy), 3,75-3,78 (t, 2 H, Spacer), 4,15-4,18 (t, 2
H, Spacer), 7,19-7,22 (t, 1 H, C2-Aromat), 7,39-7,68 (m, 3 H, Aromaten), 9,95 (s, 1
H, Aldehyd)

®C-NMR

MeOH, 50 MHz: 57,6 (Methoxy), 66,1 (C2-Spacer), 69,8 (C1- Spacer), 114,2 (C2-
Aromat), 118,9 (C4-Aromat), 121,1 (C6-Aromat), 128,9 (C5-Aromat), 136,3 (C1-
Aromat), 159,3 (C3-Aromat), 192,0 (Aldehyd)
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6.2.20 Synthese von 3-(2-Methoxy-ethylether)-benzylalkohol

0
HC™ >0 H3C/O\/\O

+ NaBH, —

=0 OH

In 25 ml abs. Methanol und 25 ml abs. THF wurden 4,0 g (22 mmol) des Benzylal-
dehyds geldst und auf 0°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur gab man vorsichtig und
langsam 2,0 g (52 mmol) Natriumborhydrid hinzu und rihrte 30 min bei 0°C. An-
schlie3end lie3 man die Reaktion auf RT erwarmen und ruhrte weitere 2 h.

Durch Zugabe von 1 n Salzsaure wurde die Reaktion beendet. Der pH-Wert der L6-
sung wurde auf etwa 5 eingestellt. Im Scheidetrichter wurde die Phasen getrennt
und die wassrige Phase mit Ethylacetat ausgeschduttelt. Die organische Phase wurde
mit NapSO,4 getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde aus
Hexan umkristallisiert.

Man erhielt 3,5 g (87%) eines schwach gelben Feststoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,33 (s, 3 H, Methoxy), 3,61-3,63 (t, 2 H, Spacer), 4,03-4,05 (t, 2
H, Spacer), 4,37-4,39 (d, 2 H, Benzyl), 6,84-6,87 (d, 2 H, C3 + C5-Aromat), 7,17-
7,20 (d, 2 H, C6 + C2-Aromat).

®C-NMR

MeOH, 50 MHz: 58,1 (Methoxy), 62,5 (Alkohol), 66,8 (C2-Spacer), 70,4 (C1-
Spacer), 113,9 (C3 + C5-Aromat), 127,9 (C2 + C6-Aromat), 134,6 (C1-Aromat),
157,3 (C4-Aromat).
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6.2.21 Synthese von 3-(2-Methoxy-ethylether)-benzylbromid

_0
H,C \/\O H3C/O\/\O

+ CBr,

OH Br

In 40 ml abs. DCM wurden 3,5 g (20 mmol) des Benzylalkohols gel6st. Zu dieser
Lésung gab man 5,0 g (20 mmol) Triphenylphosphin und kuhlte die Reaktion auf
0°C. Bei dieser Temperatur gab in drei Portion insgesamt 6,7 (20 mmol) Tetrabrom-
kohlenstoff zu und rihrte die Reaktion 30 min bei 0°C. Anschlief3end lie® man die
Losung auf RT erwarmen und ruhrte weitere 4h bei RT. Indem man 10 ml Wasser in
den Kolben gab, beendete man die Reaktion. Die beiden Phasen wurden im Schei-
detrichter getrennt, wobei die wassrige Phase mehrfach mit DCM gewaschen wurde.
Die organische Phase wurde mit Na;SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Hexan : Ethylacetat (2:1) ge-

reinigt. Man erhielt 1,7 g (35%) eines weil3en Feststoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,44 (s, 3 H, Methoxy), 3,72-3,76 (t, 2 H, Spacer), 4,09-4,12 (t, 2
H, Spacer), 4,44 (s, 2 H, Benzyl), 6,88-6,91 (d, 2 H, Aromat), 7,25-7,27 (d, 2 H, Aro-
mat).

C-NMR

MeOH, 50 MHz: 39,9 (Benzylmethylen), 59,2 (Methoxy), 67,3 (C2-Spacer), 70,9
(C1-Spacer), 114,8 (C3 + C5-Aromat), 130,1 (C6 + C2 Aromat), 130,4 (C1-Aromat),
158,8 (C4-Aromat).
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6.2.22 Synthese von Synthese von 3-(2-Methoxy-ethylether)-
1-(4,6,6-trimethyl-2-carboxy- cyclohex-3-enylmethyl)-benzen

_0
H3C \/\O Hsc/o\/\o
0 CH,

o) CH,
+ %
o J

H,C CH, H,C CH,

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 0,6 ml ( 6 mmol) Diisopropylamin in 30 ml
abs. THF gel6ést und auf -78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur gab man 4 ml (6
mmol) einer Butyllithium-Losung zu und ruhrte 20 min bei dieser Temperatur. Nach
dieser Zeit tropfte man 0,65 ml (6 mmol) Isophoron zur Reaktion und ruhrte weitere
20 min bei -78°C. Nach dieser Zeit wurde das Kuhlbad entfernt, erreichte die Reakti-
on eine Temperatur von etwa -10°C, tropfte man 1,0 g (6 mmol) des Benzylbromides
in 5 ml abs. THF hinzu. Die Losung ruhrte noch weitere 3 h bei RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von etwas Wasser abgebrochen. Im Scheidetrich-
ter wurden die beiden FlUssigkeitsphasen getrennt und die wassrige Phase mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum das
Losungsmittel entfernt.

Das Rohprodukt wurde Uber eine Kieselgelsaule mit den Eluenten Hexan : Ethylace-
tat (2:1) geflhrt.
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6.2.23 Synthese von 4-(2-Methoxy.ethylether)-benzylaldehyd

H,C—O
HO \—\

O. -
+ o > cH, ©

In 30 ml abs. DMF wurden 5,0 g ( 40 mmol) 4-Hydroxy-benzylaldehyd geldst. Zur
Lésung gab man 5,52 g (40 mmol) Kaliumcarbonat und 6,64 g (40 mmol) Kaliumio-
did sowie 3,7 ml ( 40 mmol) 1-Chloro-2-Methoxy-ethan und erhitzte auf 150°C. Die
Reaktion wurde 5 h unter Rickfluss gekocht.

Nach dem Abkuhlen des Kolben wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ml Was-
ser abgebrochen. Die wassrige Phase wurde im Scheidetrichter mehrfach mit DCM
extrahiert. Das in der organische Phase vorliegende DMF wurde mit Wasser ausge-
waschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und das Lésungs-
mittel abdestilliert.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch mit den Eleuenten
Hexan : Ethylacetat (2:1) aufgearbeitet. Man erhielt 3,7 g (51%) eines weil’en Fest-

stoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,45 (s, 3 H, Methoxy), 3,77-3,78 (t, 2 H, Spacer), 4,18-4,20 (t, 2
H, Spacer), 7,00-7,03 (d, 2 H, C2 + C6-Aromat), 7,80-7,83 (d, 2 H, C3 + C5-Aromat),
9,87 (s, 1 H, Aldehyd).

3C-NMR

MeOH, 50 MHz: 59,2 (Methoxy), 67,5 (C2-Spacer), 70,7 (C1-Spacer), 114,8 (C3 +
C5-Aromat), 130,0 (C2 + C6-Aromat), 131,9 (C1-Aromat), 163,7 (C4-Aromat), 190,8
(Aldehyd).
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6.2.24 Synthese von 4-(2Methoxy-ethylether)-benzylalkohol

H,C—0Q H,C—Q

— e

o o
+ NaBH, ——
O OH

In 25 ml abs. Methanol und 25 ml abs. THF wurden 2,0 g (11 mmol) des Benzylal-
dehayds geldst und auf 0°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur gab man langsam 1,5 g
(40 mmol) Natriumborhyrid zu und rihrte 30 min bei dieser Temperatur. Anschlie-
Rend wurde das Kihlbad entfernt und die Reaktion weitere 2 h bei RT gerlhrt.

Durch Zugabe 1 n Salzsaure wurde die Reaktion beendet. Das Hinzufugen von Salz-
saure erfolgte solange, bis die Ldosung einen pH-Wert von etwa 5 besal. Die
wassrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Produktphase wur-
de mit Na;SO4 getrocknet. Das Losungsmittel entfernte man im Vakuum.

Das Rohprodukt wurde aus Hexan umkristallisiert. Man erhielt 1,9 g (95%) eines

schwach braunlichen Feststoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,33 (s, 3 H, Methoxy), 3,61-3,63 (t, 2 H, Spacer), 4,03-4,05 (t, 2
H, Spacer), 4,37-4,39 (d, 2 H, Benzyl), 6,84-6,87 (d, 2 H, C3 + C5-Aromat), 7,17-
7,20 (d, 2 H, C6 + C2-Aromat).

3C-NMR

MeOH, 50 MHz: 58,1 (Methoxy), 62,5 (Alkohol), 66,8 (Spacer C2-Spacer), 70,4 (C1-
Spacer), 113,9 (C3 + C5-Aromat), 127,9 (C2 + C6-Aromat), 134,6 (C1-Aromat),
157,3 (C4-Aromat).
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6.2.25 Synthese von 4-(2-Methoxy-ethylether)-benzylbromid

In 30 ml abs. DCM wurden 1,9 g (11 mmol) des Benzylalkohols und 2,7 g (11 mmol)
Triphenylphosphin geldst und auf 0°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurden in 3
Portionen insgesamt 3,6 g (11 mmol) Tetrabromkohlenstoff zugefligt. Anschliel3end
lie® man die Reaktion langsam auf RT erwarmen und ruhrte weitere 4 h bei RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser abgebrochen. Im Schutteltrich-
ter wurden die Phasen getrennt und die wassrige Flussigkeitsphase 3 mal mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und im Vakuum
eingeengt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit den Laufmitteln
Hexan : Ethylacetat (2:1) gefuhrt. Man erhielt 820 mg (33%) eines leicht braunlichen
Feststoffes.

'H-NMR

MeOH, 300 MHz: 3,44 (s, 3 H, Methoxy), 3,72-3,76 (t, 2 H, Spacer), 4,09-4,12 (t, 2
H, Spacer), 4,44 (s, 2 H, Benzyl), 6,88-6,91 (d, 2 H, Aromat), 7,25-7,27 (d, 2 H, Aro-
mat).

3C-NMR

MeOH, 50 MHz: 39,9 (Benzylmethylen), 59,2 (Methoxy), 67,3 (C2-Spacer), 70,9
(C1-Spacer), 114,8 (C3 + C5-Aromat), 130,1 (C6 + C2 Aromat), 130,4 (C1-Aromat),
158,8 (C4-Aromat).
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6.2.26 Synthese von Synthese von 4-(2-Methoxy-ethylether)-1-(4,6,6-trime-
thyl-2-carboxy- cyclohex-3-enylmethyl)-benzen

o (@) C
+ — o) o) CH,
T + L o8e
H,C® CH,

H,C CH,

Unter einer Stickstoff-Atmosphéare wurden 0,50 ml (6 mmol) Diisopropylamin in 30 ml
abs. THF geldst und auf -78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur gab man 2 ml (6
mmol) einer Butyllithium-Lésung zu und rihrte 20 min bei dieser Temperatur. Nach
dieser Zeit tropfte man 0,45 ml (3 mmol) Isophoron zur Reaktion und rihrte weitere
20 min bei -78°C. Nach dieser Zeit wurde das Kuhlbad entfernt, erreichte die Reakti-
on eine Temperatur von etwa -10°C, tropfte man 800 mg (3 mmol) des Benzylbromi-
des in 5 ml abs. THF hinzu. Die Lésung ruhrte noch weitere 3 h bei RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von etwas Wasser abgebrochen. Im Scheidetrich-
ter wurden die beiden Flussigkeitsphasen getrennt und die wassrige Phase mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde uber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum das
Lésungsmittel entfernt.

Das Rohprodukt wurde Uber eine Kieselgelsaule mit den Eluenten Hexan : Ethylace-
tat (2:1) geflhrt.
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6.2.27 Synthese von Toluol-4-sulfonsaure-2-(2-Hydroxy-ethoxy)ethylester

O
[l O
@) Tos

In einem 500ml Kolben wurden 8.49g (80 mmol) des Diols in 80 ml Methylenchlorid
geloést. Zu dieser Losung wurden nun 8.1g (80 mmol) Triethylamin und 122 mg
DMAP zugefligt. Das Gemisch kihlte man auf 0°C und tropfte 3.81g (20 mmol) das
Tosylchlorid in 80 ml Methylenchlorid zu. Nach vollstandiger Zugabe des Tosylchlo-
rids lie® man noch 2.5 h bei RT rUhren.

Man stellte sich gesattigter KHCO3; Losung her und wusch damit 3 mal die Reakti-
onslosung. Die wassrige Phase extrahierte man in 3 Portionen mit Methylenchlorid
und trocknete die vereinigten organischen Phasen uber MgSO,. Man filtrierte ab und
entfernte das Losungsmittel mit dem Rotationsverdampfer. Die Reinigung erfolgte an
Kieselgel (Hexan : Ethylacetat = 1:2). das Produkt ist ein klares Ol, von dem man
3.189 erhielt (61%).

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 1,91 (s, 1 H, Alkohol), 2,46 (s, 3H, Methyl), 3,53 - 3,56 (t, 2 H,
Hydroxy-CHy), 3,66 - 3,72 (m, 4 H, 2 Methylen-Gruppen), 4,19 - 4,22 (t, 2H, Sulfon-
CHy) 7,35-7,35 (d, 2 H, C2+C6 Aromat), 7,80 - 7,83 (d, 2H C3+C5 Aromat)
C-NMR

CDCls, 50 Mhz: 21,6 (Methyl-C), 61,6 (C1-Ethyl), 68,5 (C2-Ethyl), 69,1 (C1-Ethoxy),
72,4 (C2’-Ethoxy), 127,9 (C3 + C5 Aromat), 129,8 (C2 + C6 Aromat), 133,0 (C4-
Aromat), 144,9 (C1-Aromat).
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6.2.28 Synthese von Toluol-4-sulfonsaure-2-(2-Acetyl-ethoxy)ethylester

Ac O
HO/\/O\/\O + ACZO S \O/\/ \/\(l)

[
Tos

Tos

Man léste 3,0 g (11 mmol) Spacer in 25 ml Dichlormethan und gab 1,5 ml (11 mmol)
Triethylamin und 100 mg 4-DMAP zu. Die Losung wurde im Eisbad gekuhlt. Man
tropfte innerhalb 1 h 27 ml (22 mmol) Acetanhydrid zu und lie® Uber Nacht ruhren.

Man wusch die Reaktionslésung 2 mal mit 100 ml ges. NaHCOs3-Ldsung. Die wass-
rige Phase wurde mit 40 ml DCM extrahiert. Im Vakuum wurde das Lésungsmittel
der vereinigten Phase entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch mit

Cyclohexan und Essigester (1:1). Man erhielt 1,0 g (30%) eines gelblichen Ols.

'H-NMR

CDCls, 300MHz: 2,07 (s, 3H, Methyl), 2,45 (s, 3H, Methyl-Ar), 3,61-3,65 (t, 2H, C2’-
Ethoxy), 3,68-3,71 (t, 2 H, C1-Atom), 4,13-4,22 (m, 4 H, Methylen- Gruppen), 7,34-
7,36 (d, 2H, C2 + C6 Aromat), 7,82-7,95 (d, 2H, C3 + C5 Aromat).

®C-NMR

CDCls, 50 Mhz: 21,6 (Methyl-C), 60,3 (Acetat), 61,6 (C1-Ethyl), 68,5 (C2-Ethyl), 69,1
(C1-Ethoxy), 72,4 (C2’-Ethoxy), 127,9 (C3 + C5 Aromat), 129,8 (C2 + C6 Aromat),
133,0 (C4-Aromat), 144,9 (C1-Aromat), 170,6 (Carboxyl).
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6.2.29 Synthese von lodo-2-(2-Acetyl-ethoxy)ethylester

AC\O/\/O\/\O + Nal —— AC\O/\/O\/\|
I

Tos

Das Tosylat (1,0 g = 3 mmol) wurde in 10 ml Aceton geldst und man fuagte 500 mg (
3 mmol) Natriumiodid hinzu. Die Losung wurde 24 h bei RT geruhrt.

Zur Aufarbeitung entfernte man das Aceton am Rotationsverdampfer. Das Rohdl
wurde saulenchromatographisch mit den Eluenten Hexan : Ethylacetat (1:1) aufge-
arbeitet. Man erhielt 700 mg (82%) eines klaren Ols.

"H-NMR:

CDCl3, 300 MHz: 2,10 (s, 3H, CH3-Gruppe), 3,24-3,28 (t, 2H, C2-Atom der Ethoxy-
Gruppe, J = 4), 3,69-3,78 (4H, m, CH>-Gruppen), 4,22-4,25 (t, 2H, CH,-I, J = 2,8).
*C-NMR:

CDCl3, 50 MHz: 2,4 (C-l), 20,9 (Methyl-Gruppe), 63,3 (C2-Atom), 68,6 (C1’-Atom),
71,7 (C2’-Atom), 170,9 (Carbonyl).

Elementaranalyse

ber. gef.
C 26,3 26,57
H 4,05 4,29

N O 0
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6.2.30 Synthese von 5-Brom-2-(2-Acetyl-ethoxy-ethylether)-benzylaldehyd

Br Br

+ AC\O/\/O\/\, — 0

O _Ac
07 " ""0

0]

OH H

In 10 ml DMF wurden 600 mg (3 mmol) des Benzylbromids sowie 400 mg (3 mmol)
Kaliumcabonat, 500 mg (3 mmol) Kaliumiodid und 890 mg des acetylierten Spacers
geldst. Die Suspension erhitze man fur 5 h auf 150 °C und rihrte intensiv. Man lief3
den Kolben abkuhlen und stoppte die Reaktion durch Zutropfen von 10 ml Wasser.
Die wassrige Phase wurde im Scheidetrichter mehrfach mit DCM extrahiert. Das G-
berschussige DMF in der organischen Phase wurde mit Wasser ausgewaschen. Die
organische Produktphase trocknete man tber Na,SO4 und entfernte im Vakuum das
Losungsmittel.

Die Reinigung erfolgten an Kieselgel mit den Laufmitteln Hexan : Ethylacetat (2 : 1).

Man erhielt 610 mg (61%) eines braun-weil3en Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 2,08 (s, 3 H, Methyl), 3,75 - 3,78 (t, 2 H, C1-Ethyl), 3,89 - 3,92 (t, 2
H, C2-Ethoxy), 4,23 - 4,26 (m, 4 H, 2 Methylen-Gruppen), 6,90 - 6,93 (d, 1 H, C3-
Aromat), 7,60 - 7,64 (d, 1 H, C4-Aromat), 7,93 (s, 1 H, C6 Aromat).

®C-NMR

CDCl3, 50 MHz: 20,8 (Methyl), 63,2 (C1-Ethyl), 68,5 (C2-Ethyl), 69,2 (C1’-Ethoxy),
69,4 (C2’-Ethoxy), 113,8 (C5 Aromat), 114,9 (C3 Aromat), 126,4 (C6 Aromat), 130,9
(C1 Aromat), 138,1 (C4 Aromat), 160,0 (C2 Aromat), 170,9 (Carbonyl), 188,2 (Alde-
hyd)
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6.2.31 Synthese von 5-Brom-2-(2-Acetyl-ethoxy-ethylether)-benzylalkohol

Br
Br

OH
@) _Ac
07 "0

Man léste 610 mg (2 mmol) des Benzaldehyds in 10 ml abs. Methanol und 10 ml
abs. THF und kuhlte auf 0°C. Bei dieser Temperatur gab man vorsichtig 300 mg (8
mmol) Natriumborhydrid zu und rihrte 30 min bei 0°C. Anschliel3end wurde der Kol-
ben langsam auf RT erwarmt und rthrte weitere 2 h.

Die Reaktion wurde durch Zugabe 1 n Salzsaure gestoppt. Dabei wurde die Losung
auf einen pH-Wert von etwa 5 eingestellt. Im Scheidetrichter wurde die wassrige
Phase mit mehrfach Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wur-
de Uber Na,SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Hexan : Ethylacetat (1:1) auf-
gearbeitet. Man erhielt 500 mg (83%) eines leicht braunlichen Feststoffes.

'H-NMR

Methanol, 300 MHz: 2,07 (s, 3 H, Methyl), 3,70-3,75 (t, 2 H, Spacer, J=12 Hz), 3,90-
3,94 (t, 2 H, Spacer, J=10 Hz), 4,21-4,26 (m, 4 H, Spacer), 6,91-6,94 (d, 1 H, C3-
Aromat, J= 9 Hz), 7,65-7,69 (d, 1 H, C4-Aromat, J=10 Hz), 8,01 (s, 1 H, C6-Aromat)
®C-NMR

Methanol, 50 MHz: 21,4 (Methyl), 54,3 (Alkohol), 65,3 (Spacer), 68,7 (Spacer), 70,4
(Spacer), 70,6 (Spacer), 114,7 (C5-Aromat), 115,3 (C3-Aromat), 124,3 (C6-Aromat),
130,9 (C1-Aromat), 140,2 (C4-Aromat), 163,1 (C2-Aromat), 171,2 (Carboxyl)

Smp: 78-80 °C

MS: 332, 334 [M+], 291, 289 [M -Ac], 254 [M -Br], 209 [M -Br -Ac]
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6.2.32 Synthese von 5-Brom-2-(2-Acetyl-ethoxy-ethylether)-benzylbromid

Br Br

cBr, —>=
OH ¥ ) Br

O _Ac
O/\/O\/\O/AC O/\/ \/\O

In 20 ml abs. DCM wurden 500 mg (1,5 mmol) des Benzylalkohols und 500 mg ( 2
mmol) Triphenylphosphin geldst. Die Lésung kuhlte man auf 0°C und gab in drei
Portion insgesamt 600 mg (2 mmol) Tetrabromkohlenstoff hinzu. Die Reaktion wurde
langsam auf RT erwarmt und ruhrte weitere 4 h bei dieser Temperatur.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Wasser abgebrochen. Im Scheidetrich-
ter wurden die beiden Flussigkeitsphasen getrennt und die wassrige Phase 3 mal mit
DCM ausgeschuttelt. Die gesammelten organischen Produktphasen wurden uber
Na,SO, getrocknet und im Vakuum das Losungsmittel entfernt.

Die Reinigung erfolgte an Kieselgel mit den Eluenten Hexan : Ethylacetat (2:1). Man
erhielt 220 mg (37%) eines braunen Feststoffes.

'H-NMR

CDCls, 300 MHz: 2,03 (s, 3 H, Methyl), 3,76-3,81 (t, 2 H, Spacer, J=4 Hz), 3,94-3,99
(t, 2 H, Spacer, J=4 Hz), 4,22-4,26 (m, 4 H, Spacer), 6,84-6,88 (d, 1 H, C3-Aromat,
J=10 Hz), 7,60-7,65 (d, 1 H, C4-Aromat, J=10Hz), 7,99 (s, 1 H, C6-Aromat).
®C-NMR

CDCls, 50 MHz: 23,4 (Methyl), 29,3 (Benzylbromid), 63,4 (Spacer), 67,1 (Spacer),
71,2 (Spacer), 71,6 (Spacer), 112,7 (C5-Aromat), 114,9 (C3-Aromat), 122,1 (C6-
Aromat), 131,3 (C1-Aromat), 142,2 (C4-Aromat), 163,9 (C2-Aromat) 173,4 (Carbo-
xyl)
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6.2.33 Synthese von Synthese von 2-(2’-Acetyl-ethoxy-ethylether)-5-Brom-1-
(4,6,6-trimethyl-2-carboxy-cyclohex -3-enylmethyl)benzen

Br

N
§

>

Cc

Unter einer Stickstoff-Atmosphare wurden 80 pl (0,5 mmol) Diisopropylamin in 5 ml
abs. THF vorgelegt und auf - 78°C gekuhlt. Bei dieser Temperatur tropfte man 0,3 ml
(0,5 mmol) einer Butyllithium-Losung hinzu. Die Losung wurde 20 min bei -78°C ge-
ruhrt, anschlieend gab man 70 pl (0,5 mmol) Isophoron zu und rihrte weitere 20
min. Nach dieser Zeit entfernte man das Kihlbad, sobald der Kolben etwa -10°C
erreichte, tropfte man 220 mg (0,5 mmol) des Benzylbromides in 2 ml abs. THF zu.
Die Reaktion ruhrte 4 h bei Raumtemperatur.

Durch Zugabe von 10 ml Wasser wurde die Reaktion unterbrochen. Im Scheidetrich-
ter extrahierte man mit DCM mehrfach die wassrige Phase. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden mit Na;SO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt.

Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit den Laufmittel Hexan : Ethyl-

acetat (2:1) aufgearbeitet.
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6.2.34 Synthese von 4-Methoxy-1-nitro-3-(4,6,6-trimethyl-2-hydroxy-2-tri-

methylsilan-cyclohex-3-enylmethyl)benzen

NO,
O CH,
O ‘ + (CH,),Si—C—Li o
2
0 H,C CH,

Es wurden 1,0 g (3 mmol) des Ketons in 20 ml abs. THF geldst und auf - 78°C ge-
kahlt. Bei dieser Temperatur gab man 1,0 ml ( 3 mmol) einer Trimethyl-silyl-
methyllithium-Losung. Die Losung lieR man langsam auf RT erwarmen und ruhrte 1
h bei Raumtemperatur weiter.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von verd. NH4Cl-L6ésung abgebrochen. Die wass-
rige Phase wurde mit Ethylacetat ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurde uber Na;SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Das Rohprodukt wurde sofort im nachsten Experiment eingesetzt.
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6.2.35 Synthese von 4-Methoxy-1-nitro-3-(4,6,6- trimethyl-2-methylen-cyclohex-

3-enylmethyl)benzen

NO, Si(CH,), NO,
,C
HO + HF/Pyridin —= ‘
OMe OMe

Das Rohprodukt aus dem Experiment 6.2.38 wurde in 20 ml THF gel6st. Zu dieser
Ldésung gab man einen groRen Uberschuss des FluRsaure-Pyridin Losung zu. Die
Reaktion wurde 16 h bei RT geruhrt.

Nach dieser Zeit wurde der Ansatz mit 40 ml Ethylacetat verdunnt. Im Scheidetrich-
ter wird die Reaktion mit 20 ml 1M NaHSO4-Losung gewaschen. Die organische
Phase wurde abgetrennt und mit Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Va-
kuum entfernt.

Das Rohprodukte wurde saulenchromatographisch mit Hexan : Ethylacetat (2:1) ge-

reinigt. Man erhielt nur geringe Mengen eines unerwlnschten Nebenproduktes.
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6.2.36 Synthese von 5-Nitro-2-(t-Butyldimethylsilylether)-Benzylbromid

NO, NO,
Cl
H,c\ ~CH
+ M \§i/ 3 DMF
Br
Br t-Bu
OH <|3
Si
e
H,C” | ScH,
t-Bu

Es wurden 2,0 g (9 mmol) 2-Hydroxy-5-Nitro-Benzylbromid und eine Spatelspitze
Imidazol in 25 ml DMF geldst. Zu dieser Losung gab man unter standigen rahren 1,4
g (9 mmol) der Schutzgruppe zu. Die Reaktion liel® man Uber Nacht bei RT ruhren.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 15 ml NH4CI Lésung unterbrochen. Die wass-
rige Phase wurde mit Ethylacetat gewaschen und die vereinigten organischen Pha-
sen mit Na SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Zur Reinigung fuhrte man das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule mit den Eluen-

ten Hexan : Ethylacetat (1:1).
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6.2.37 Synthese von 4,4,6-Trimethyl-2-methylen-cyclohexen

o) CH, H,C CH

+ Tebbe-Reagenz

H,C~ 'CH, H,C~ 'CH,

Unter einer Stickstoff-Atmosphéare wurden in einem 50 ml Zweihals-Kolben 300 ml (2
mmol) Isophoron in 25 ml abs. THF vorgelegt und mit Eis auf 0°C gekuhlt. Bei dieser
Temperatur tropfte man langsam 2,5 ml einer 0,5 molaren Lésung von [(u-chloro-u-
methylen)-[bis(cyclopentadienyl)titan]dimethyl-aluminium (Tebbe-Reagenz) zu. Die
Reaktionslésung lied man auf RT erwarmen und ruhrt weitere 4 h. Nach dieser Zeit
wurde die Losung wieder auf 0°C gekuhlt und die Reaktion mit 5 ml verd. Natronlau-
ge abgebrochen. Man Uberflihrte das Reaktionsgemisch in ein Scheidetrichter und
extrahierte die wassrige Phase mit Ethylacetat. Die vereinigte organischen Phasen
wurden Uber Na SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt uber eine Kieselgelsaule mit dem Laufmittel
Hexan : Ethylacetat (4:1) gefiihrt. Man erhielt 51 mg (17 %) eines gelblichen Ols.
'H-NMR

CDCls, 200 MHz: 0,92 (s, 6 H, C4-Methylgruppen), 1,79 (s, 3 H, C6-Methylgruppe),
1,97-2,03 (m, 4 H, Methylengruppen im Ring), 3,92 (s, 1 H, exocyclische Methy-
lengruppe), 4,05 (s, 1 H, exocyclische Methylengruppe), 5,63 (s, 1 H, Vinyl)
3C-NMR

CDCls, 50 MHz: 24,2 (Methyl), 28,0 (Methyl), 33,2 (Methyl), 44,9 (Methylen), 50,5
(Methylen), 104,3 (exocyclische Methylen), 125,1 (CH-Vinyl), 130,7 (C2-Isophoron),
159,9 (quart. Vinyl).
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