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Einleitung 1

A  Einleitung

1. Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis oder Schuppenflechte ist eine chronische Erkrankung der Haut, welche
seit dem Altertum bekannt ist und zu jener Zeit als Kritze, Rdude, Aussatz oder Lepra
graecorum! bezeichnet wurde. Jedoch wurde die Krankheit erst zu Beginn des 19.
Jahrhunderts von dem englischen Wissenschaftler Willan? eingehend beschrieben und
im Jahre 1841 durch Hebra endgiiltig von anderen Hauterkrankungen, wie Lepra, einer
durch Mycobacterium leprae verursachten Infektionskrankheit? differenziert.

Heute ist die Erscheinung im allgemeinem unter der Bezeichnung Schuppenflechte
oder Psoriasis bekannt, wobei Psoriasis vulgaris die hdufigste klinische
Erscheinungsform ist. Der Begriff Psoriasis leitet sich aus dem griechischen psora =
,,Kritze; ich kratze* ab.

Nach US-amerikanischen Studien zdhlt die Schuppenflechte neben Akne wvulgaris,
Warzen und Kontaktdermatitis zu den zehn hidufigsten Hauterkrankungen in den
Vereinigen Staaten3. In Europa liegt die Morbiditit bei 2-3 %, was einer Gesamtzahl
von ca. 5 Millionen Patienten entspricht4. Damit ist die Erkrankung in ihrer Haufigkeit
mit Diabetes mellitus gleichzusetzen. Es ist davon auszugehen, da3 pro Jahr allein in
Europa 150 000 — 200 000 Neuerkrankungen hinzukommen. Die Patienten leiden unter
einem qudlenden Juckreiz und zum Teil stark entziindeter Haut. Obwohl es sich bei der
Psoriasis um keine ansteckende Erkrankung handelt, kann die Entstellung des
Erscheinungsbildes des Patienten zu starken psychischen und sozialen Belastungen,
bedingt durch Isolation und Vereinsamung, fiithren.

Pathologie, Leidensdruck und nicht zuletzt die damit verbundenen Kosten fiir das
Gesundheitssystem von 3.2 Milliarden U. S. Dollar in den Vereinigten Staaten
(entspricht ca. 3 000 — 14 000 DM pro Patient)> bieten ausreichende Ansatzpunkte, sich
eingehend mit der Behandlung dieser Krankheit zu beschéftigen.



2 Einleitung

Bei der Psoriasis vulgaris handelt es sich um eine chronische, rezidivierende,
hyperproliferative und inflammatorische Hauterkrankung. Befallene Hautareale treten
durch gerotete, rundliche und eng begrenzte Verianderungen hervor, welche durch
silbrig weille Schuppen bedeckt sind. Besonders gehiuft treten diese an Knien,
Ellenbogen, Riicken (4bb. A1) und am behaarten Kopf auf.

Abb. Al1:  Psoriasis vulgaris®

Diese Schuppen lassen sich in Form von ganzen Platten abheben. Die Entfernung fiihrt
zu punktformigen Blutungen aus arrodierten Kapillaren, welche als Auspitz-Zeichen
oder auch als ,blutiger Tau“ bezeichnet werden. Sie ermdglichen die diagnostische

Differenzierung von anderen schuppenden Dermatosen’.



Einleitung 3

Eine lokale mechanische Beanspruchung der Haut, insbesondere durch Kratzen, fiihrt
nicht etwa zum Abklingen des Juckreizes oder Riickgang der psoriatischen Herde,
sondern bedingt im Gegenteil die Bildung neuer Effloreszenzen (Kobner-Phédnomen,
Abb. A2).

1 ) -- . Fﬁ

o

Abb. A2 : Ko6bner-Phinomen®

Bei einem Teil der Patienten (30-50 %) konnen Nagelverdnderungen wie Tiipfelnédgel
und sogenannte Olflecken beobachtet werden.

Die Erkrankung kann sich grundsitzlich in allen Altersstufen manifestieren. Vor allem
aber zwischen dem 16. und 20. Lebensjahr (Psoriatiker Typ I), sowie zwischen der 5.
und 6. Lebensdekade (Psoriatiker Typ I1)8°. Wéihrend die Schuppenflechte nicht
geschlechtsspezifisch ist und Frauen und Ménner gleichermaflen befillt, zeigen sich
aber deutliche rassenspezifische Unterschiede.

Menschen mit roter Hautfarbe, wie Eskimos oder Indianer, sind fast nie betroffen.
Negroide und Angehorige der gelben Rasse erkranken nur sehr selten. Hingegen tritt
die Psoriasis mit einem Anteil von bis zu 6 % bei Menschen mit weiller Hautfarbe am

haufigsten auf 2.10,



4 Einleitung

Die Erscheinungsformen der Erkrankung sind sehr vielfdltig. So wird zwischen
kleinfleckigen Varianten wie Psoriasis follicularis, Psoriasis punctata oder Psoriasis
guttata und den groBflachigen Formen Psoriasis nummalaris, Psoriasis anularis und
Psoriasis geographica unterschieden. Schwere Verlaufsformen wie die psoriatische
Erythrodermie oder die Knochen und Gelenke befallende Psoriasis arthrophatica treten
mit einer Inzidenz von 7 — 10 % aller Psoriasispatienten seltener auf®.

Typisch fiir den psoriatischen Formenkreis ist das schubweise Auftreten der Symptome
unterbrochen durch beschwerdefreie Intervalle.

Die Atiologie der Schuppenflechte konnte bisher nicht vollstéindig geklirt werden. In
epidemiologischen Studien konnte eine auffillige familiire Héufung beobachtet
werden. Ist ein Elternteil erkrankt, liegt die Pravalenz bei den Kindern bei ca. 16 % und
steigt auf 60-70 %, wenn auch der zweite Elternteil betroffen istS. Auch die
tiberdurchschnittlich hohe Zahl von bestimmten HLA-Antigenen (HLA Cw 6, B 13,
Bw 57, DR 7)? lassen auf eine genetische Disposition schlieBen 21!, wobei nicht die
Erkrankung selbst, sondern nur die Bereitschaft zur Erkrankung genetisch terminiert
ist. So kann diese iiber Jahre latent, symptomfrei verlaufen. Auslosende Faktoren fiir
eine klinische Manifestation der Krankheit koénnen sowohl exogener als auch
endogener Natur sein. Zu diesen zdhlen Strel, Allergien, Verletzungen,
Verbrennungen, Infektionen, hormonelle Verdnderungen sowie Nikotin- und
AlkoholgenuB3. Zudem kann auch die Einnahme verschiedener Arzneimittel zum
Ausbruch der Erkrankung fiihren. Beobachtet wurde dies insbesondere bei ACE-
Hemmern, Lithium, Chloroquin, nichtsteroidalen Antirheumatika/Antiphlogistika und
Betablockern$.10.12.13,

Die Pathogenese der Schuppenflechte 146t sich grundsétzlich auf hyperproliferative und

inflammatorische Vorgéinge zuriickfiihren!4.

Hyperproliferative Komponente: Die Keratinozyten werden im Stratum basale der
Epidermis gebildet und nach einer Transitzeit von 24-28 Tagen im Stratum corneum
abgestofen (A4bb. A3). Dieser Zeitraum ist wihrend eines psoriatischen Schubes auf 4-5

Tage verkiirzt. Des weiteren verkiirzt sich der Zellzyklus von 19 auf 1-2 Tagels. Als
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Folge von erhohter Mitoserate und mangelnder Zellausdifferenzierung (Parakeratose)
der Keratinozyten kommt es zu einer Verdickung der Epidermis (Hyperkeratose),
sowie zu einer extremen Schuppung der Haut 10:16, Auch steht die Hyperproliferation
mit einer erh6hten Nukleinsduresynthese und gesteigerten Enzymaktivitit innerhalb der

Zellen in Zusammenhang!”.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum spinosum

Stratum basale

Abb. A3: Aufbau der Epidermis®

Inflammatorische Komponente: Erhohte Nukleinsduresynthese und Enzymaktivitit,
insbesondere der Phospholipase A,, bewirken einen Anstieg der intrazelluldren
Konzentration von Arachidonsdure und deren Metaboliten Leukotrien B4 (LTB4) und
12-Hydroxyeicostetraensdure (12-HETE)!7-20. Diese Lipoxygenaseprodukte locken
durch ihre chemotaktischen Eigenschaften neutrophile Granulozyten, Makrophagen,
Mastzellen, Leukozyten und Lymphozyten an und tragen somit entscheidend zur
entziindlichen Reaktion der betroffenen Hautareale bei 20-22, Neben ihrer Funktion als
starke  Entzlindungsmediatoren sind sie auch potente Stimulatoren der
Keratinozytenproliferation. Die Extravasion der Granulozyten und deren Invasion in
psoriatische  Herde wird zudem durch die vermehrte Bildung von
Adhédsionsmolekiilen?324 an der Endotheloberfliche der versorgenden Blutgeféle

begiinstigt!2. Aus Leukozyten freigesetzte Sauerstoffradikale sowie eine Vielzahl
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anderer Zytokine (IL-2, IL-8, INF-y) sind ebenfalls an der Unterhaltung der
entziindlichen Prozesse beteiligt?>.

Neben der hyperproliferativen und der inflammatorischen Komponente werden auch
autoimmunologische Mechanismen als Motor eines akuten Schubes angenommen, da

Autoantikorper gegen das Stratum corneum nachgewiesen wurden20.

e A

Epidarmis

Hypar-
prmifaraﬁun

Abb. A4: Modell zur Pathogenese der Psoriasis nach Miiller26. EC: Endothelzelle;
ELAM-1: Endothelzell-Leukozyten-Adhésionsmolekiil-1; 12-HETE: 12-
Hydroxyeicosatetraensdure; INF-y: Interferon-y; IL-2: Interleukin-2; IL-
8: Interleukin-8; ICAM-1: interzellulares Adhésionsmolekiil-1; KC:
Keratinozyt; LTB4: Leukotrien B4; nGC: neutrophiler Granulozyt; ROS:
reaktive Sauerstoffspezies; TC: T-Lymphozyt; VCAM-1: Gefilzell-
Adhisionsmolekiil-1.
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2. Therapie der Psoriasis vulgaris

2.1  Allgemeines

Aufgrund der unklaren Atiologie und der Vielschichtigkeit der beteiligten
Stoffwechselprozesse ist eine Kausaltherapie der Schuppenflechte und somit die
vollstindige Heilung bis heute nicht moglich. Die Behandlung beschriankt sich daher
auf die Linderung und Unterdriickung der Symptome, um den Patienten eine moglichst
lange beschwerdefreie Zeit zu ermdglichen bzw. die Schwere von akuten Schiiben
einzuddimmen’. Zur Zeit stehen zur palliativen Behandlung drei Therapieformen zur
Verfiigung.

Eine rein physikalische Behandlung basiert auf Bestrahlung der betroffenen Hautareale
mit UV-Licht?7 oder auf Wannen- bzw. Meerbadern.

Oft wird die Bestrahlung auch in Kombination mit Teerpraparaten (Géckermann-
Therapie) oder Dithranolzubereitungen (Ingram-Methode)!0 eingesetzt.

Im Vordergrund der symptomatischen Therapie steht die topische und systemische
Applikation verschiedener Wirkstoffe, welche in Basistherapeutika und adjuvante
Antipsoriatika eingeteilt werden!9.

Als ein Basistherapeutikum wird ein Stoff verstanden, dessen monotherapeutische
Anwendung bei liber 75 % der Patienten eine starke Verbesserung bis hin zur
vollstdndigen Remission der Symptomatik fiihrt. Adjuvantien sollen die Wirksamkeit

der Basistherapeutika verbessern und den Verlauf der Erkrankung lindern.
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2.2 Adjuvante Antipsoriatika

Vitamin-A-Derivate (Retinoide). Die Behandlung mit den wichtigsten Vertretern dieser
Substanzklasse, Etretinat und dessen aktiven Metaboliten Acitretin (4bb. A5), erfolgt
systemisch. Die  Gabe fiihrt zu  verstirkter  Zelldifferenzierung und
Proliferationshemmung?® sowie zur Ablosung der Schuppen (Desquamation).
Retinoide greifen modulierend in immunologische Prozesse ein, hemmen die
Chemotaxis und wirken somit antiinflammatorisch. Jedoch ist ihre Teratogenitit als
Risiko fiir eine Therapie keinesfalls auler Acht zu lassen.

Neuere Wirkstoffe dieser Gruppe sind polyaromatische Retinoide, die sogenannten
Arotinoide29-31, welche topisch appliziert werden. Zu diesen zihlt mit Tazaroten ein
Prodrug, das im Organismus zur biologisch wirksamen Tazarotensdure metabolisiert
wird (Abb. A5). Haufig erfolgt eine Kombination mit UV-B-Bestrahlung32 oder mit

Glucocorticoiden33. Weitere Arotinoide befinden sich zur Zeit in der klinischen

Priifung.
CH; CH; CH; O
H;C A S N N\ o}
H;CO CH;
Acitretin R=H Tazarotensdure R =H
Etretinat R = C,H; Tazaroten R = C,H;s

Abb. AS: Retinoide als adjuvante Antipsoriatika
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Vitamin-Ds-Derivate. Als erstes Vitamin Ds;-Analogon wurde Calcipotriol zur Therapie
der Psoriasis eingesetzt34 und spéter durch Tacalcitol ergénzt (4bb. A6). Die topische
Applikation beider Derivate fiihrt zu einer Hemmung der epidermalen
Hyperproliferation sowie zu einer Forderung der normalen Differenzierung der
Keratinozyten33. AuBlerdem wirken sie immunmodulatorisch und haben gegeniiber
anderen Vitamin-Ds-Derivaten einen geringeren Einflul auf die Calciumregulation
(Calciumhoméostase) und somit ein vermindertes Nebenwirkungsrisiko36.

OH OH

H3C,

H;C,
CH; /

CH;

Calcipotriol Tacalcitol

Abb. A6: Vitamin Ds-Derivate als adjuvante Psoriasistherapeutika

Glucocorticoide. Glucocorticoide wie Hydrocortisonacetat oder Triamcinolonacetonid
(Abb. A7) konnen an intrazelludre Rezeptoren binden, wodurch Transkriptionvorgidnge
und Genexpression beeinfluft werden. Vor allem die Biosynthese von
proinflammatorischen Glykoproteinen, wie IL-1, IL-6 und IL-8, wird durch die
Interaktion der Corticoide mit zelleigenen Rezeptoren gehemmt37. Dariiber hinaus wird
cine inhibierende Wirkung auf den Wachstumsfaktor TGF-a37 und den
Transkriptionsfaktor NF-kB38 diskutiert. Auch dirfte der Eingriff in die
Arachidonsdurekaskade durch die Inhibition der Phospholipase A, als Teil des

Wirkmechanismus betrachtet werden?2. Die Applikation der Glucocorticoide erfolgt
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topisch. Vereinzelt wurde das prompte Auftreten schwerer Rezidive und eine

Verschlimmerung der Erkrankung nach Absetzen der Corticosteroide beobachtet!?.

H;C
p
0
OH CH;
CH;

Hydrocortisonacetat Triamcinolonacetonid

Abb. A7: Glucocorticoide als Antipsoriatika

Immunsuppressiva.  Als  systemisch  verabreichtes Immunsuppressivum  zur
Psoriasistherapie ist vor allem Cyclosporin A zu erwdhnen. Hierbei handelt es sich um
ein cyclisches Oligopeptid, welches strukturelle Ahnlichkeit mit den Polypeptid-
Antibiotika besitzt (4bb. A8). Es wurde erstmals 1970 als Stoffwechselprodukt der
Pilze Tolypocladium inflatum und Cylindrocarpon lucidum isoliert.

Seine immunsuppressive Wirkung beruht auf der Bildung eines Adduktes mit einem
Immunglobulin, das letztlich nach einer komplexen Reaktionsfolge die Synthese von
Interleukin-2 hemmt3®. Somit wird ein wichtiges Zytokin fiir die Aktivierung
immunkompetenter Zellen wie T- und B-Zellen dem immunologischen Geschehen
entzogen. Cyclosporin A interferiert nur mit solchen Lymphozyten, die im Begriff sind,
auf einen antigenen Stimulus zu reagieren. Da es bei einer Langzeittherapie mit
Cyclosporin A zu Nierenfunktionsstorungen kommen kann, miissen Nutzen und Risiko
sehr sorgfiltig gegeneinander abgewogen werden.

Eine Therapie mit hochpotenten Immunsuppressiva ist deshalb auch nur bei schweren

Verlaufsformen wie der Psoriasis-Arthritis indiziert.



Einleitung

11

Z
Z

o
Fied

Abb. AS8: Struktur von Cyclosporin A
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2.3  Basistherapeutika

Zu den Basistherapeutika zdhlen neben Dithranol (s.u.) 9-Methoxypsoralen und
Methotrexat (4bb. A9).

NH, /©)‘\ITT)\/\COOH
N H
oL, LT

OCH;

9-Methoxypsoralen Methotrexat

Abb. A9: Basistherapeutika zur Behandlung der Psoriasis

9-Methoxypsoralen ist ein Furocumarin, welches aus Pflanzen wie Ammi majus und
Ruta  graveolens oder synthetisch gewonnen werden kann. Es hat
photosensibilisierende Eigenschaften und wird sowohl systemisch als auch lokal
verabreicht. Mehrere Stunden nach der Applikation wird der Patient fiir einen kurzen
Zeitraum mit UV-A-Licht (360 nm) bestrahlt (Psoralen plus UV-4=PUVA-Therapie).
9-Methoxypsoralen reagiert hierbei iiber eine Photocycloaddition mit der DNA-Base
Thymin und behindert hierdurch die Zellreplikation.

Methotrexat wird systemisch als kompetitiver Hemmstoff der Dihydrofolatreduktase
eingesetzt. Die so unterdriickte Synthese der Tetrahydrofolsdure fiithrt zu einer stark
verminderten DNA- und RNA-Bildung und dadurch zur Inhibition der
iiberschieBenden Zellproliferation. Durch eine Kombination mit Cyclosporin A 148t
sich eine Senkung der Methotrexatdosierung erreichen.

Bei beiden Basistherapeutika liegt ein betrdchtlich hohes Nebenwirkungsrisiko vor.
Aufgrund ihrer Beeinflussung der DNA/RNA-Synthese besitzen diese mutagenes und
cancerogenes Potenzial und kommen daher nur bei den schwersten

Erscheinungsformen der Psoriasis zum Einsatz.
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Priparat Applikation Wirkprinzip
Dithranol topisch komplex, Eingriff in verschiedene
Stoffwechselvorgénge
Basis- Methotrexat systemisch zytostatisch durch Hemmung der
therapeutika Dihydrofolatreduktase
PUVA systemisch/ | Eingriff in
topisch Replikationsmechanismen
Retinoide systemisch verstédrkte Zelldifferenzierung und
Proliferationshemmung
adjuvante | Glucocorticoide | topisch komplex, Eingriff in verschiedene
Stoffwechselvorgénge
Anti- Vitamin-D- topisch Proliferationshemmung, Forderung
Analoga der Differenzierung
psoriatika
Cyclosporin A | systemisch Unterdriickung immunologischer
Prozesse
Tab. Al: Systemische und topische Psoriasistherapie
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3. Dithranol als Basistherapeutikum

Im Jahre 1876 berichtete Squire*® erstmals tiber die antipsoriatische Wirkung eines
Extraktes aus Goa-Pulver (Goa: Teil des fritheren Portugiesisch-Indien). Dieses Pulver
wurde aus den Markhdhlen des in Brasilien beheimateten Fabaceenbaumes Andira
araroba gewonnen. Nur zwei Jahre spéter gelang es Liebermann und Seidler das
Chrysarobin als antipsoriatische Wirkkomponente zu identifizieren. Anfianglich hatte
man der Chrysophansidure die Wirkung zugeschriebent!. Wiederum war es
Liebermann, der das Chrysarobin durch das besser vertrdgliche Anthrarobin in der

Psoriasistherapie ersetzte2(4bb. A10).

OH O OH OH O OH o
CH3 CH3 | | | OH
0 OH

Chrysophansiure Chrysarobin Anthrarobin

Abb. A10: Inhaltsstoffe des Goa-Pulvers und Anthrarobin

Durch den ersten Weltkrieg wurde der Handel zwischen Brasilien und dem Deutschen
Reich erschwert, so dal3 verstirkt nach Ersatzstoffen fiir das immer schwerer zu
beschaffende Goa-Pulver gesucht wurde. Federfiihrend war hier die Firma Bayer, fiir
die im Jahre 1916 Unna*344 und Galewsky*> schlieBlich die Synthese des Dithranols
gelang (Abb. All).
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OH O OH

Abb. Al11:  Dithranol (1,8-Dihydroxy-9(10H)-anthracenon, Anthralin, Cignolin®)

In der Folgezeit wurden zwar weitere substituierte Anthrone, wie das 1-Hydroxy-9-
anthron, hergestellt, diese zeigten jedoch entweder eine geringere antipsoriatische
Wirksamkeit oder groBere Nebenwirkungen43:46, Somit gilt Dithranol auch noch nach
iiber 80 Jahren als eines der bedeutendsten Psoriasistherapeutika.

Die Substanz wird ausschlieBlich topisch appliziert. Hierzu werden meist Vaselin-
Dithranol-Zubereitungen mit Konzentrationen von 0.01 bis 1 % benutzt. Der Wirkstoff
kann aufgrund seiner hohen Lipophilie und der zerstdrten Barrierefunktion in den
psoriatischen Hautarealen gut penetrieren. Oft wird er in Handelspréparaten mit Stoffen
wie Harnstoff (Psoradexan®) und Salicylsiure (Psoralen®) kombiniert, um die
Entschuppung zu fordern. Die Verweildauer auf der Haut kann bis zu 24 Stunden
betragen. Um die Patienten-Compliance bei Anwendung auBerhalb der Klinik auf
einem hohen Niveau zu halten, werden oft Salben mit einem hoheren Wirkstoffgehalt
von bis zu 4 % tiber maximal 60 Minuten appliziert4’.

Eine geringe Akzeptanz der Therapie mit Dithranol wird bei den Patienten oftmals
durch die storende Braunfarbung der Haut, der Kleidung und der Badewannen durch
das sogenannte Dithranolbraun verursacht. Wihrend diese Verfiarbung lediglich
wirtschaftlich eine Rolle spielen mag und sie unbedenklich fiir die Behandlung ist, so
sind Nebenwirkungen wie Hautrétungen und schmerzhafte Hautentziindungen
therapeutisch relevant*s.

Trotz der jahrzehntelangen Erfahrung mit Anthralin in der Therapie der
Schuppenflechte ist dessen Wirkmechanismus als Antipsoriatikum noch nicht
vollstindig gekldrt. Im Wesentlichen werden folgende Eingriffe in zelluldre

Stoffwechselvorginge als Ursache fiir die Wirkung diskutiert:
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1. Hemmung der DNA-Synthese durch Beeinflussung der DNA-Replikation und
DNA-Reparaturmechanismen49-53

2. Eingriff in enzymatische Stoffwechselprozesse:
= Hemmung der Calmodulin-Aktivit&t>4

Hemmung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase>5:56

Hemmung der Ornithin-Decarboxylase>’

UV

Hemmung der 5- und 12-Lipoxygenase durch Eingriff in den
Arachidonsédurestoffwechsel57-59
3. Eingriff in die Signaltransduktions-Kaskade

=  Hemmung der Proteinkinase C%0

= Hemmung der Calmodulin-Aktivitdt54

= mogliche Hemmung der Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivitato!

4. Hemmung der zelluldren Atmung durch Beeinflussung der

Mitochondrienfunktion62.63

Wihrend die antipsoriatische Potenz von Dithranol unbestritten bleibt, so stehen dieser
jedoch die oben genannten Nebenwirkungen Verfirbung und Hautreizung bzw. —
entziindung gegeniiber. Dithranol ist im allgemeinen eine sehr instabile Substanz%4, die
schnell unter Licht- und Luftsauerstoffeinwirkung zu Chrysazin oxidiert und fiir die
Verfarbung verantwortliche Polymere, wie das Bianthron (Dithranolbraun), bildet
(Abb. A12).
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OH O OH OH O OH I I I

H 0 OH O OH

Dithranol-10-yl-Radikal Chrysazin Bianthron

Abb. A12:  Oxidationsprodukte des Dithranols

Verantwortlich fiir Haupt- und Nebenwirkungen sind vor allem reaktive
Sauerstoffspezies®s, die unter physiologischen Bedingungen aus dem Dithranolabbau
hervorgehen. Im Organismus erfolgt zuerst die Deprotonierung von Dithranol an der C-
10-Position unter Basenbeteiligung. Das so gebildete Dithranol-Anion iibertrdgt ein
Elektron auf Triplettsauerstoff (*O,) wodurch es zum Dithranol-10-yl-Radikal oxidiert
wird. Der Triplettsauerstoff reagiert liber intermedidr gebildetes Superoxid-Radikal-
Anion%-69 (0,*) und Wasserstoffperoxid**70 zum Hydroxylradikal’! (HO®). Das
Dithranolanion wird unter Lichteinwirkung zu Chrysazin oxidiert, wobei aus dem
Triplettsauerstoff energiereicher Singulettsauerstoff’2.73 ('O,) entsteht. Das Dithranol-
10-yl-Radikal dimerisiert zum Bianthron.

Superoxid-Radikal-Anion, Hydroxyl-Radikal und Singulettsauerstoff fithren dann
sowohl zur antipsoriatischen, als auch zur proinflammatorischen Wirkung des
Dithranols (4bb. A13).
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OH O OH

H H

3
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Abb. A13:  Sauerstoffaktivierung durch Dithranol
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4. 9(10H)-Anthracenone

4.1 Natiirliches Vorkommen

Das natiirliche Vorkommen von 9(10H)-Anthracenonen ist untrennbar mit dem
Vorkommen weiterer sogenannter Anthranoide verkniipft. Nach einem Vorschlag von
Marini-Bettolo (1978) werden alle Naturstoffe mit dem Anthracengrundgeriist als
Anthranoide bezeichnet’4. Diese lassen sich mit Anthronen, Bianthronen, 10-
Glucosylanthronen und Anthrachinonen sowie deren jeweiligen O-Glykosiden in
insgesamt 8 Typen unterteilen. Ein weiterer Begriff, der seit 1858 (nach The Shorter
Oxford Dictionary) in Zusammenhang mit Anthranoiden gebraucht wird, ist Emodin,
unter dem man heute die Aglyka der natiirlich vorkommenden Anthrone und
Anthrachinone versteht. So werden auch die Drogen, in denen jene Inhaltsstoffe zu
finden sind als Emodindrogen bezeichnet. Zu diesen zdhlen im wesentlichen
Rhabarber, Aloe, Faulbaumrinde, Sennesblatt und Sennesschote?3:76.

Freie Anthracenone kommen relativ selten vor. Ein Beispiel bietet die unter A3 schon
erwéahnte Baumart Andira araroba, welche das Chrysarobin liefert. In der Regel liegen
sie aber mit Zuckern O- oder C-glykosidisch verbunden, d.h als Glucosid oder
Glykosid vor. Wobei als Zuckerpartner D-Glucose, L-Rhamnose, Apiose oder Xylose
fungieren kann.

Des weiteren konnen die Anthrone zu Bianthronen dimerisieren oder zu den
entsprechenden Anthrachinonen oxidiert werden. Biosynthetisch sind die Emodine
Kondensationsprodukte aus acht Acetatbausteinen, wodurch sich die Methylgruppe an
Position 3 des Grundgeriistes erkldren 1a8t. Diese liegt oft in hoheren Oxidationsstufen,
wie z.B. als Hydroxymethyl (Aloeemodinanthron) oder als Carboxyl (Rheinanthron)
vor’s.

Abb. Al4 gibt einen Uberblick iiber die méoglichen biogenetischen Beziehungen
zwischen den verschiedenen Oxidationsstufen und Glykosidierungsmustern der

natiirlich vorkommenden Anthranoide.
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Gly—0

Anthrachinonglykosid

TOX.
Gly—O
O‘O " Y

Gly
Anthrongylkosid O-Glykosid eines Anthronglykosyls
OH O
Bianthronglykosid TGly
OH O
Anthron Anthronglykosyl

Abb. A14:  Mogliche biogenetische Beziehungen zwischen den verschiedenen
Oxidationsstufen ~ und  Glykosidierungsmustern ~ der  natiirlich
vorkommenden Anthranoide. (Gly=Ubertragung von Glykosylresten,
Ox.=Oxidation)”>

Als ein weiteres natiirliches Anthron kann das Naphthodianthronderivat Hypericin
angesehen werden, welches aus den getrockneten Zweigspitzen von Hypericum

perforatum gewonnen wird (Abb. A15).
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Abb. A15:  Hypericin als polycyclisches Anthron

Dithranol und das in der vorliegenden Arbeit als Ausgangssubstanz verwendete 4,5-
Dichlor-9(10H)-anthracenon kommen nicht in der Natur vor und werden synthetisch

gewonnen.

4.2  Biologische Wirkungen

Die biologischen Wirkungen von Dithranol sind bereits unter A3 beschrieben worden.
Unter den Anthranoiden wird den Anthronderivaten eine laxierende Wirkung
zugeschrieben, wihrend es sich bei den Anthrachinon- und Dianthronglykosiden
lediglich um Transportformen handelt. Nach Hydrolyse durch bakterielle Enzyme zu
Emodinen und Sacchariden im Darmlumen hemmen die Anthrone die Na'/K"-ATPase
der Dickdarm-Epithelzellen, wodurch die Resorption von Natrium-Ionen und Wasser
vermindert wird (antiresorptive Wirkung). Des weiteren kommt es zu einer gesteigerten
intestinalen PGE,-Synthese und somit zu einer erhéhten Sekretion von Ionen und
Wasser in das Darmlumen (hydragoge Wirkung)7®.

Als weiteren biologischen Effekt postulierten Barnard et al. eine antivirale Potenz von
Emodin-Anthron und anderer Anthranoide gegeniiber dem Zytomegalievirus
(HCMV)77. Ebenso wird Hypericin neben seines stimmungsaufhellenden Effektes eine

antivirale Aktivitit zugeschrieben?8.
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4.3. Therapeutische Anwendung

Das 1,8-Dihydroxy-9(10H)-anthracenon wird wie unter A3 beschrieben als
Basistherapeutikum bei Psoriasis vulgaris eingesetzt. Die Anthranoide finden
Anwendung als Laxantien bei akuter Obstipation oder zur Reinigung des Darmes vor
radiologischen, endoskopischen oder chirurgischen Eingriffen. Hypericin wird in Form
von verschieden Johanniskrautpriaparaten bei psychovegetativen Stérungen eingesetzt.
Trotz der nachgewiesenen antiviralen Wirkung ist bis heute kein Anthron als
Virustatikum im Handel.

Somit kommen 9(10H)-Anthracenone lediglich zur Therapie der Schuppenflechte und

als Abfiihrmittel zum Einsatz, nehmen aber hier eine herausragende Stellung ein.

S. Problemstellung und Ziel der Arbeit

Dithranol ist auch heute noch eine der wichtigsten Substanzen in der Therapie der
Psoriasis vulgaris. Jedoch besitzt es neben seiner hohen antiproliferativen Potenz
unangenehme Nebenwirkungen, wie Verfiarbung der Haut und Kleidung sowie Reizung
bzw. Entziindung gesunder Hautareale. Daher wurden bisher zahlreiche Versuche
unternommen, durch Abwandlung der Struktur insbesondere an der kritischen C-10-
Position Derivate des Dithranols mit verbesserter Nutzen/Risiko-Relation bereit
zustellen. Dariiber hinaus fand Gawl/ik’® mit dem 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon (1)
eine antiproliferativ wirksame Substanz, welche nicht mehr eine von Krebs und
Schalteggert® als essentiell fir die Wirkung von antipsoriatischen Anthronen

postulierten 1-Hydroxygruppe besitzt.
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Abb. A16:  4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon und die von Krebs und Schaltegger

postulierte antipsoriatisch wirksame Minimalstruktur.

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dal die Alkylierung oder Acylierung der
fiir die Wirkung und Nebenwirkungen kritischen Methylengruppe nicht zwangslaufig
zum Wirkverlust fiihrt. So war das Ziel unserer Arbeit, die Verbindung 1 als
wachstumshemmende und stabile Ausgangssubstanz fiir die Herstellung neuer,
antiproliferativ wirksamer Anthracenone in Position 10 zu derivatisieren. Dies sollte in
Anlehnung an entsprechende wirksame Dithranolderivate geschehen. So sollten
verschiedene Alkyl- und Acyl-, sowie Benzylidenderivate des 4,5-Dichloranthrons
synthetisiert und in Hinblick auf folgende biochemische Parameter untersucht werden:

= Pro- und antioxidative Eigenschaften, sowie Radikalbildungstendenz im DPPH-

Test

= Antiproliferatives Potential an der Keratinozyten-Zellinie HaCaT

U

Antiproliferatives Potential an der Tumorzellinie HL-60

= Zytotoxizitit an beiden Zellinien

Die Ergebnisse sollten mit denen von ausgewihlten Dithranolderivaten und anderen

Referenzsubstanzen verglichen werden.
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B Praparativer Teil

1. 10-Alkyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone

1.1  Einfithrung und Zielverbindungen

Das 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon erwies sich in den Arbeiten von Gawlik als guter
Hemmstoff der Keratinozytenproliferation”. Daher beabsichtigten wir, in Anlehnung
an die von Miiller et al. synthetisierten Dithranolverbindungen80-81, 10-Alkylderivate
unseres Ausgangsmolekiils herzustellen, um die Wirksamkeit gegeniiber der HaCaT-
Zellinie zu verbessern und die Reaktivitit der fiir Redoxprozesse kritischen C-10-
Position zu vermindern. Als Substituenten sollten Phenylalkylgruppen mit
verschiedenen Kettenlingen und unterschiedlichem Substitutionsmuster eingefiihrt

werden.

Abb. B1: n=0-3, R =H, Cl, CF3, CH3, OCH3, NO,, OH, OBn

1.2  4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon als Ausgangssubstanz

Als Ausgangssubstanz fiir unsere Arbeiten diente das 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon
(1). Dieses ist schnell und in guten Ausbeuten durch selektive Reduktion des 1,8-

Dichloranthrachinons zuginglich. Prinz et al. beschreiben zwei Methoden zur
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Reduktion des Anthrachinons: Methode A fiihrt durch Umsetzung mit Zinn(II)-chlorid
in Salzsdure/Essigsdure zum 1,8-Dichloranthron, Methode B unter Einwirkung von
Natriumdithionit in einem DMF/Wasser-Gemisch ausschlieBlich zum 4,5-
Dichloranthron82 und war in unseren Arbeiten Methode der Wahl.(4bb. B2)

Methode A * Methode B

00

Cl Cl

Abb. B2: Methoden zur selektiven Reduktion des 1,8-Dichloranthrachinons
Methode A: SnCl,, HCI, Eisessig, 118 °C
Methode B: Na28204, DMF/HZO, 90 OC, Nz

Als Reaktionsmechanismus postuliert Prinz in Anlehnung an de Vries eine
intermedidre Bildung des 9,10-Dihydro-9,10-dihydroxyanthracens, aus welchem durch
Dehydration das 9-Hydroxyanthracen und schlieBlich das Anthron gebildet wird. (4bb.
B3).
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0
N325204, DMF, HzO
90 °C, N, -
ca o
OH o
—_— >
H,O OO‘ “‘
cl cl l ¢l
Abb. B3: Reaktionsmechanismus der Reduktion des 1,8-Dichloranthrachinons

zum 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon nach Prinz82 und de Vries33

Das Molekiil zeigt sich im kristallinen Zustand als stabil. In polaren, aprotischen
Losungsmitteln wie DMSO liegt es vorwiegend in der Anthracenolform vor und ist
unter Raumtemperatur und Lichteinwirkung in diesen instabil (siche C5). Im apolaren
CHCI; verschiebt sich das Tautomerengleichgewicht fast ausschlieBlich zugunsten der

Anthronform.

0 OH

Cl Cl Cl Cl

Abb. B4: Keto-Enol-Tautomerie von 1

Die folgenden Abbildungen zeigen UV- und 'H-NMR-Spektren des 4.5-
Dichloranthrons und des unsubstituierten Anthrons in CHCl; und DMSO.
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Im UV-Spektrum der Verbindung 1 sind nicht die fiir Anthracene charakteristischen
Absorptionsbanden zwischen 350 und 400 nm vorhanden. Des weiteren zeigt das 'H-
NMR-Spektrum ein Singulett bei 4.2 ppm, welches fiir zwei Protonen einer
Methylengruppe integriert. Die Substanz liegt in Chloroform somit in der

Anthracenonform vor.
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Abb. BS: UV-Spektrum und "H-NMR-Spektrum von 1 in Chloroform
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Zum Vergleich dienen die Spektren des unsubstituierten Anthrons in Chloroform,

welche die gleichen Charakteristika aufweisen.

3.000

2.000

1.000 (-

0.000

-1.000
2

—

Abb. B6: UV-Spektrum und 'H-NMR-Spektrum des unsubstituierten Anthrons in
Chloroform
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Hingegen sind im UV-Spektrum von 1

in  Dimethylsulfoxid deutlich die

Absorptionsbanden des Anthracengeriistes (Maxima bei 350 nm, 370 nm, 380 nm, 403

nm und 425 nm) zu erkennen. Im 'H-NMR-Spektrum ist das Signal fiir die

Methylengruppe fast vollkommen verschwunden, dafiir erscheint bei 11 ppm der Peak

einer aromatischen Hydroxygruppe auf. Unsere Ausgangsverbindung liegt in DMSO

daher in der Anthracenolform vor.

s Al = - e - -
‘_
z |-
| "k
o N, T\ AN
1m0 9 8 7 4 3 2 1 ppm

Abb. B7:

UV-Spektrum und "H-NMR-Spektrum von 1 in Dimethylsulfoxid
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Zum Vergleich dienen auch hier die in Dimethylsulfoxid aufgenommenen Spektren des
unsubstituierten Anthrons. Im UV-Spektrum sind ebenfalls die chrakteristischen
Absorptionsbanden des Anthracengeriistes zu erkennen (Maxima bei 350 nm, 362 nm,
384 nm und 410 nm).

- w
o o
o o
° o
—_—

Y

T T
1w L] L ] 7 & s

]
‘L J !LJ_L

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Abb. BS8: UV-Spektrum und 'H-NMR-Spektrum des unsubstituierten Anthrons in
Dimethylsulfoxid
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Die Carbonylfunktion in Position 9 bedingt CH-Aciditit der Methylengruppe in
Position 10 und macht diese somit empfinglich fiir nucleophile

Substitutionsreaktionen.

1.3  4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenone

1.3.1 10-Brom-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon als Ausgangssubstanz zur
Darstellung von 4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenonen

Die Synthese der 10-Phenylanthrone ging vom 10-Brom-4,5-dichloranthron (2) aus.
Dieses wurde von Barnett bereits in den 30er Jahren durch Suspension von 1 in
Schwefelkohlenstoff und Zugabe von Br, hergestellt34. Auch wir machten uns dieses
Verfahren zu Nutze, nachdem Versuche, 1 mittels N-Bromsuccinimid zu bromieren,

fehlschlugen.

o CS,, Br, _ o

CCly, Benoylperoxid, AT I

Cl Cl 0 // » Cl Br Cl
1 2
N—Br
(6]

Abb. B9: Synthese von 2

1.3.2 Darstellung der 4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenone

In den Arbeiten von Miiller und Breu80-8! ist die Synthese und biochemische Testung

von Phenylalkylderivaten des Dithranols beschrieben. Es handelt sich hierbei um
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Substanzen, die zwischen dem Kohlenstoff 10 des Anthrongeriistes und dem
terminierenden Phenylring des Substituenten ein bis vier CH,-Spacer besitzen. Ein
Dithranolderivat, bei dem der Phenylring direkt mit C-10 verbunden ist, ist jedoch
bisher nicht hergestellt und getestet worden. Daher war es fiir uns von Interesse, welche
Auswirkungen eine solche Verdanderung der Struktur auf die Wirksamkeit von 1 hat.

Die Synthese der 10-Phenylanthrone erfolgte nach dem Prinzip einer Friedel-Crafts-
Alkylierung. Hierzu wurde das 10-Bromanthron 2 in Benzol, Toluol oder Anisol in

Gegenwart von AlCl; als Katalysator suspendiert und erhitzt84.

0
O‘O + Q AlCl}’ =
_—
cl  Br Cl R
2
Verb. R
H
CH;
OCH3

Tab. B1: Darstellung der 4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenone
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1.4  Methoden zur weiteren Alkylierung von Anthracenonen

Aufgrund der Carbonylfunktion in Position 9 besitzen Anthrone eine CH-acide
Methylengruppe in Position 10, welche durch das Einwirken einer Base deprotoniert
werden kann. Die anschlieBende Alkylierung erfolgt durch Umsetzung mit einem
entsprechendem Alkylhalogenid.

In der Literatur sind verschiedene Methoden zur Alkylierung beschrieben: So fiihrten
Schaltegger®> und Breu80-81 ihre Synthesen in absol. Aceton mit K,COs; als Base zur
Deprotonierung durch. Giirster8¢ benutzte ein Gemisch aus Na,COs; und Aceton. Als
weitere Basen konnen NaOH, KOH oder NaH, als Losungsmittel MeOH, DMSO oder
THF fungieren.

Die von uns zu Beginn gewéhlte Methode der Alkylierung von 1 in NaH/THF erwies

sich fiir die Umsetzung mit Benzylbromid als erfolgreich.

(0]
O‘O ) ” NaH’ =
e
N
Cl Cl

Abb. B10:  Benzylierung von 1 in NaH/THF

Bei dem Versuch, unter diesen Bedingungen Phenylalkylsubstituenten mit langeren
CH,-Ketten einzufiithren, blieb jedoch eine Reaktion génzlich aus. Auch durch
Variation der Basen und Losungsmittel (4bb. BIl) gelang es uns nicht, ein

entsprechendes 10-Phenylethylderivat zu erhalten
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NaH, THF, AT
N, n

o NaH, DMSO, AT

/@/\/ Br N> // -
SOYIEN

MeOH, KOH, AT
1 1 >
C 1 C N, 1l

K,CO3, Aceton, AT,
N, 7

Abb. B11: Variation der Reaktionsbedingungen zur Alkylierung von 1 mit
Phenylethylbromiden, R = H, OCHj;

1.4.1 Phasentransferkatalyse

Es ist anzunehmen, daB3 die Reaktivitit von Phenylalkylhalogeniden mit steigender
Kettenldnge abnimmt und diese bei Phenylethyl- und Phenylpropylbromid nicht mehr
ausreicht, um 1 unter den gewihlten Bedingungen in 10-Position zu alkylieren. Auch
eine O-Alkylierung konnte bei den genannten Umsetzungen nicht beobachtet werden.
Eine Synthesemethode zur Verbesserung bzw. Beschleunigung der Reaktion von einer
CH-aciden Verbindung mit einem Phenylalkylhalogenid ist die Phasentransferkatalyse.
Bei dieser findet die Umsetzung in einem Zweiphasensystem, in der Regel
Wasser/organisches Losungsmittel oder Alkalisalz/organisches Losungsmittel, statt.
Als Phasentransferkatalysatoren werden fiir fliissig/fliissig-Systeme meist lipophile
quartire Ammoniumsalze eingesetzt3’. Fiir unsere Synthesen benutzten wir als solchen

Katalysator das Triethylbenzylammoniumchlorid (TEBAC).
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(|32H5
HsCy— N—C,Hs
Cl

Abb. B12:  TEBAC als Phasentransferkatalysator

Wird in einem Zweiphasensystem mit wélrigem Alkali gearbeitet, so beeinflussen
quartire Ammoniumsalze dabei das Deprotonierungsgleichgewicht der schwachen
Sédure, in unserem Falle der Verbindung 1. Nach deren Deprotonierung wird das an der
Grenzflache befindliche lipophile Carbanion durch den Katalysator in das Innere der
organischen Phase transportiert, wo es mit dem Alkylhalogenid (R-X) reagiert.

Fiir die Umsetzung von 1 mit R-X in einem System NaOH 30 %/CH,Cl, kann somit

folgender Reaktionsverlauf postuliert werden:

lo
willr. Phase _N_@
| x
Na2on® N2 P H:& NC® 1,0
A 3 T
0} 0}
org. Phase
H H H R
IL@
| P
R—X R—X

Abb. B13:  Postulierte Phasentransfer-katalysierte Umsetzung von Anthronen mit
Alkylhalogeniden
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An der Grenzfliche geben Molekiile des Anthrons ein Proton in die wifBirige Phase
unter Bildung von Wasser ab. Das lipophile Carbanion wird in der organischen Phase
an der Grenzfldche fixiert, da das hydratisierte Alkaligegenion Na" aus der wiBrigen
Schicht nicht in die organische Phase iibertreten kann. Das quartire Ammoniumion
(R,N®) kann dagegen unter Abgabe des Chloridanions in die wiBrige Phase das
Carbanion von der Phasengrenze ablosen und als Ionenpaar in das Innere der
organischen Phase transportieren. Hier kommt es zur Abspaltung von X  und zur
Reaktion des nun elektrophilen Phenylalkylrestes mit dem deprotonierten Anthron,

wihrend das Ammoniumion X in die wéBrige Phase tliberfiihrt87.

1.5 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone

1.5.1 Darstellung der Alkylierungsmittel

Nicht kéufliche Benzylhalogenide wurden nach dem in Abb. B14 dargestellten Schema
synthetisiert.

O

H THF, NaBH4 OH CH2C12, PBI‘3 Br
—_—_— —_—7
0°C-RT 0°C -RT

Abb. B14:  Synthese der Benzylbromide. R = H, CHj3, CF3, Cl, OCHs, NO,, OBn
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1.5.2 Benzylierungen nach der Phasentransfermethode

Die Methode unserer Wahl zur Synthese der 10-Benzylanthrone war die unter B1.4.1
erklirte Phasentransferkatalyse, da die Umsetzungen rascher und in besseren
Ausbeuten abliefen als die Reaktion unter NaH/THF. Die Herstellung der Derivate
erfolgte nach leicht modifizierten Arbeitsvorschriften von Majumdar38. Dieser setzt als
Zweiphasensystem ein Gemisch aus NaOH 30% und CH,Cl, mit TEBAC als
Phasentransferkatalysator ein. Durch Erh6hung des TEBAC-Anteils von 50 mg auf 500
mg konnten wir eine schnellere und bessere Umsetzung erzielen. Das Verhéltnis von
Anthron und Benzylhalogenid variierten wir zwischen den Verhiltnissen 1:2 — 1:4, da
vor allem groBe Uberschiisse von Benzyloxybenzylbromiden das spitere
Auskristallisieren der Endprodukte z.T. in erheblichem Maf3e erschwerten.

Die folgende Abbildung B/5 und Tabelle B2 zeigt die nach der Methode der
Phasentransferkatalyse dargestellten 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone

(0] R
Ry
“‘ N X CH,Cl, NaOH 30 %
TEBAC, RT-AT
R; Rs
Cl Cl Ry

1

Abb. B15:  Benzylierung von 1 mittels Phasentransferkatalyse (X = Br, CI)
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Verb. R Ry R;
H H H H H

H H CH; H H

H H CF; H H

11 Cl H H H H
14 H H Cl H H
17 OCHj; H H H H
20 H OCHz3 H H H
22 H H OCHj3; H H
25 H H OCHj3 OCH; H
28 H OCHj; H OCHj3 H
31 OCHz3 H H OCH; H
34 H OCHj; OCH; OCHj3 H
37 NO; H H H H
40 H NO, H H H
41 H H NO; H H
42 NO; H NO, H H
45 H OBn H H H
48 H H OBn H H
51 H OBn OBn H H
54 H OBn OCHj3; H H

Tab. B2: Durch Phasentransferkatalyse synthetisierte 10-Benzyl-4,5-dichlor-

9(10H)-anthracenone
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Die Umsetzung von 1 mit Benzylhalogeniden fiihrte ausschliefSlich zu den in 10-
Position monobenzylierten Derivaten. Eine Bisalkylierung oder O-Alkylierung blieb
vollig aus. Erklart werden kann dies durch den Reaktionsmechanismus von
Benzylierungsreaktionen. Benzylhalogenide spalten sehr rasch das Halogenid ab und
bilden intermediér stabile Carbeniumionen (R"). Diese reagieren bevorzugt nach dem
Mechanismus einer monomolekularen Substitutionsreaktion (Sy1) mit einem
Nucleophil. Je stabiler ein solches Carbeniumion ist, desto besser und schneller 1duft
eine Sxy1-Reaktion ab. Dies ist insbesondere bei Benzylverbindungen der Fall, die

mesomeriestabilisierte Carbeniumionen bilden kénnen87.89:90,

[©)
CH,Br CH, CH, CH, CH,
—_— <>
_Br©

Abb. B16:  Bildung eines resonanzstabilisiertem Carbeniumions bei

Benzylverbindungen als Vorraussetzung fiir eine Sy1-Reaktion

Bei Sy1-Reaktionen spielen die sterische Faktoren keine Rolle87:89:90, Daraus folgt, daf3
der nucleophile Angriff sowohl von dem Sauerstoff, als auch vom Kohlenstoff 10
ausgehen kann. Wir konnten jedoch immer nur die C-alkylierten Verbindungen
isolieren. Erkldrt werden kann dieses Phdnomen mit dem Prinzip der harten und
weichen Sduren und Basen (HSAB, Hard and Soft Acids and Bases), wonach weiche
Basen bevorzugt mit weichen Sduren und harte Basen bevorzugt mit harten Sduren
reagieren®!. Analog zu Chiaffa®?> und Blanchard®3, die das 2-Methoxy-9(10H)-
acridinon unter basischen Bedingungen N-alkylierten, kann das nach Abspaltung des
Halogenids entstandene Carbeniumion als weiche Sdure und das durch Deprotonierung
gebildete Anthroncarbanion als weiche Base bezeichnet werden. Der Sauerstoff in
Position 9 ist definitionsgemil eine starke Base und reagiert somit nicht mit dem
benzylischen Carbeniumion87.91-93,

In der Literatur sind einige Umsetzungen von Anthronen mit Benzylhalogeniden in

alkalischem Milieu beschrieben, die fast ausschlieBlich zu den C-10-alkylierten



40 Préparativer Teil

Verbindungen fiihrten4-97. Insbesondere Barnett beschiftigte sich ausgiebig mit der
Reaktivitdt verschiedenartig substituierter Anthrone. So erhielt er bei seinen
Benzylierungsversuchen die C-10-Benzylderivate, wobei es sich meistens um
bisalkylierte Produkte handelte. Er konnte des weiteren zeigen, da3 die Gegenwart von
mindestens einem Chloratom an Position 4 oder 5 des Anthracenongeriistes eine
Bisalkylierung verhindert und nur monoalkylierte Produkte enstehen. Befinden sich die
Chloratome hingegen nicht in direkter Nachbarschaft zu der 10-Methylengruppe, so
kommt es zum Austausch beider Wasserstoffe durch Benzylreste?8-101. Barnert fiihrt
dieses Phidnomen auf eine koordinierte Bindung eines Wasserstoffes zu einem 4- oder
5-stindigem Chloratom zuriick, wodurch dieser fester gebunden ist und infolgedessen
weniger dazu neigt, sich abzuspalten®8. Somit kann kein weiteres Carbanion gebildet
werden und ein weiterer nucleophiler Angriff bleibt aus. Eine Koordination beider

Wasserstoffe im 4,5-Dichloranthron wird aus strukturellen Griinden ausgeschlossen.

0 c o o «a CHy O Cl
.y M oa c ca f c H CH;

Abb. B17:  Von Barnett synthetisierte 10-Benzyl-4-chloranthronderivate. Fixierung

eines Wasserstoffatoms durch ein benachbartes Chloratom nach Barnett.
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Sind die kritischen Positionen nicht durch Chloratome substituiert sind beide

Wasserstoffatome gut abstrahierbar und eine Bisalkylierung ist moglich.

Re O Ry

Rs I I I R,
Ry R;
H H
Abb. B18:  Von Barnett synthetisierte 10,10-Bisbenzyl-9(10H)-anthracenone.
(R1 — R6 = H, CH3, Cl)

Giirster konnte nach der Umsetzung von Dithranol, das in 4- und 5- Position nicht
substituiert ist, mit Benzylbromid in K,;COs/Aceton das bisalkylierte Produkt
isolierend6:96,  Beckwith® und Dimmel®’ erhielten durch Umsetzung des
unsubstituierten  Anthracenons mit Benzylchloriden in alkalischen Milieu
ausschlieflich die C-10-bisalkylierte Produkte. Diese Ergebnisse sind mit unseren
Resultaten in Einklang zu bringen. Eine O-Benzylierung fand unter den von uns
gewihlten alkalischen Bedingungen nicht statt. Wir isolierten stets die C-10-
benzylierten Verbindungen. Des weiteren konnten wir in keiner der von uns
durchgefiihrten Synthesen eine Bisalkylierung des Kohlenstoffes in Position 10

aufgrund der benachbarten Chloratome in Position 4 und 5 beobachten.

1.5.3 4,5-Dichlor-10-hydroxybenzyl-9(10H)-anthracenone

Durch das Einbringen verschiedener funktioneller Gruppen in den Benzylring wollten
wir grundlegende Aussagen iiber mogliche Stuktur-Wirkungs-Beziehungen der 10-
Benzylanthrone treffen. So wurden von uns Gruppierungen mit unterschiedlichen
elektronischen Eigenschaften, wie Methoxy- oder Nitrofunktionen, eingefiihrt. Weitere

Zielstrukturen waren 10-Hydroxybenzylderivate. Diese sind nicht iiber den {iblichen
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Weg der Alkylierung von einem Anthron mit einem entsprechendem
Hydroxybenzylbromid zuginglich, da unter den gegebenen alkalischen Bedingungen
die Alkylhalogenide durchpolymerisieren und somit die Zielstrukturen auf diesem
Wege nicht darstellbar sind.

Unser Ziel war es dann, aus bereits synthetisierten Benzylanthronen die angestrebten

Hydroxyderivate herzustellen.

1.5.3.1 Versuche zur Darstellung der Hydroxybenzylderivate aus den

entsprechenden Methoxyderivaten mittels Etherspaltung

Fir unsere Versuche zur Freisetzung einer Hydroxygruppe wéhlten wir das
parasubstituierte Methoxybenzylderivat 22. Allerdings fand bei den von uns versuchten
Methoden zur Etherspaltung entweder keine Umsetzung statt, so daB3 nur das Edukt 22
isoliert werden konnte oder es wurde der gesamte Benzylrest vom Molekiil
abgespalten.

CH2C12, BBI‘3
-80°C-RT

22

Benzol, AICL
RT- AT

1,22

AICL/NaCl-Schmelze

>

OCH; HBr, CH;COOH
AT

22

HBr
AT

\

1,22

Abb. B19:  Versuche zur Etherspaltung an Verbindung 22
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1.5.3.2 Darstellung von 4,5-Dichlor-10-hydroxybenzyl-9(10H)-anthracenonen
durch hydrogenolytische Etherspaltung entsprechender Benzyloxybenzyl-

derivate

In der Literatur ist die Benzylgruppe als eine gute Schutz- und Abgangsgruppe fiir die
Hydroxyfunktion von  Alkoholen charakterisiert!92,  Daher  setzten  wir
Benzyloxybenzylbromide mit 1 um und erhielten die in 7ab. B2 aufgefiihrten
entsprechenden 10-Benzyloxybenzylderivate. Zur hydrogenolytischen Etherspaltung
wurden diese dann in THF (absol.) geldst und mit einer Mischung aus Palladium/Kohle

86,103 ynter Wasserstoffeinwirkung und Normaldruck mehrere Stunden geriihrt.

Abb. B20:  Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung der 4,5-Dichlor-10-
hydroxybenzyl-9(10H)-anthracenone

Die folgenden Zielstrukturen konnten nach Filtration, Evakuierung des Losungsmittels

und Kristallisation aus Hexan/Petrolether isoliert werden
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Verb. R1 Rz
55 OH H
56 H OH
57 OH OH
58 OH OCH;

Tab. B3: 4,5-Dichlor-10-hydroxybenzyl-9(10H)-anthracenone

1.6  Versuch zur Darstellung von 4,5-Dichlor-10-phenylethyl- und 10-
phenylpropyl-9(10H)-anthracenonen mittels der Phasentransferkatalyse

Unter B1.4 ist bereits beschrieben worden, dal zahlreiche Alkylierungsmethoden nicht
zu den angestrebten Alkylderivaten flihrten und keine Umsetzung beobachtet werden
konnte. Vermutlich ist die Reaktivitdt der ldngerkettigen Phenylalkylhalogenide nicht
hoch genug, um das 4,5-Dichloranthron zu alkylieren. Daher wurde von uns die
Phasentransferkatalyse zur Beschleunigung und Verbesserung der Umsetzung als
Synthesemethode gewidhlt. Wihrend unter den beschriebenen Bedingungen die 10-
Benzylderivate schnell und in guter Ausbeute zuginglich waren, ist es uns nicht
gelungen, die langerkettigen Phenylalkylderivate auf diesem Wege herzustellen Wir
isolierten lediglich die entsprechenden O-alkylierten Verbindungen. Auch der Zusatz
von weiterem Alkylierungsmittel nach vollstindiger Veretherung von 1 und ggf.

zusitzlichem Erhitzen fiihrte nicht zur Alkylierung des Kohlenstoffes an Position 10.
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Es ist davon auszugehen, dal die Anzahl der CH,-Spacer zwischen Phenylring und
Halogenatom des Alkylierungsmittels dafiir verantwortlich ist, ob es zu einer O- oder
C-Alkylierung kommt. Die AusschlieBlichkeit beider Reaktionen 146t weiterhin
vermuten, dal} sie nach zwei verschiedenen Reaktionsmechanismen, einer Sy1- bzw.
einer Sn2-Reaktion verlaufen. Unter B1.5.2 wurde die bevorzugte Reaktion von
Benzylhalogeniden aufgrund der Bildung eines stabilen Carbeniumions nach einem
Sn1-Mechanismus beschrieben.

Phenylethyl- oder Phenylpropylhalogenide besitzen diese ausgeprigte Eigenschaft
nicht mehr, so da3 Alkylierungen mit solchen Reagenzien im Sinne einer Sy2-Reaktion
verlaufen87.89.90_ Definitionsgemdl kommt es bei Sy2-Reaktionen nicht zur Bildung
einer Zwischenstufe, sondern es wird lediglich ein Ubergangszustand durchlaufen. In
diesem Zustand wird die Bindung R-X gerade geldst und die Bindung von R zum
Nucleophil gerade gekniipft 87:89.90. Im Falle des 4,5-Dichloranthrons sind unter
alkalischen Bindungen zwei Alkylierungspositionen denkbar:

1. der Sauerstoff an Position 9

2. der Kohlenstoff in Position 10

Bei Einsatz von Phenylalkylhalogeniden mit einer CHj-Kette n>1 ist jedoch

ausschlieBlich eine O-Alkylierung zu beobachten, was dadurch zu erklaren sein konnte,

daB3 der Verlauf von Sy2-Reaktionen u.a. von sterischen Faktoren abhingig ist87,89,90
Der Zugang zum Kohlenstoff 10 des 4,5-Dichloranthrons ist durch die beiden
Chloratome in 4 und 5 Position sterisch gehindert, so dal nur eine O-Alkylierung

erfolgen kann.
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(0]
R
Cl Cl X=Br, Cl
1
n=2,3

Abb. B21:  Von der Kettenlédnge des Phenylakylhalogenids abhidngige
Produktbildung
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Die erfolgreichen  C-Alkylierungen von  Dithranol mit  lidngerkettigen
Phenylalkylhalogeniden miissen gesondert betrachtet werden. Breu gelang es sowohl
Benzyl-, als auch Phenylethyl, Phenylpropyl- und Phenylbutylderivate des 1,8-
Dihydroxyanthrons herzustellen80.81,

Die Carbonylfunktion in Position 9 ist an beiden Seiten von Hydroxygruppen flankiert.
Dies fiihrt zur Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen, die den Sauerstoff der
Ketofunktion stabilisieren und somit schlechter alkylierbar machen. Der Kohlenstoff in
Position 10 ist nicht von volumindsen Substituenten umgeben, so daf} eine Alkylierung
iiber einen Sy2-Mechanismus durch langerkettige Phenylalkylhalogenide nicht sterisch

gehindert wird.

Abb.B22: Der Schutz der Carbonylfunktion durch Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen und die sterisch nicht abgeschirmte
Methylengruppe ermoglicht die Synthese von ldngerkettigen
Phenylalkylderivaten (n = 1-4, R = H, OCHj3, OH, NO)



48 Préparativer Teil

2. 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene

Aus den unter 1.6 genannten Syntheseversuchen entstand die nachstehende Serie von

9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracenen.

Cl Cl
Verb. n R
59 2 H
61 2 4-OCHj
63 2 (3,4-OCH3s),
65 2 (3,4,5-OCHz);
66 3 H

Tab. B4: 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene

3. 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

Die guten Testergebnisse einiger 10-Acylderivate des Dithranols79:96:104 (siehe C2.4)
boten fiir uns den Anla}, die Struktur des 4,5-Dichloranthrons auf dhnliche Weise zu

modifizieren.
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Abb. B23: n=0-3,R=H, OCHs, NO,

In der Literatur sind bisher nur wenige 10-Acylanthracenone beschrieben. Den weitaus
groflten Teil nehmen Verdffentlichungen iliber die Synthese von Acylderivaten des
Dithranols ein. So fithrte Van Duuren unter alkalischen Bedingungen aliphatische
Acylreste ein!%5 wihrend in unserem Arbeitskreis Phenylacylverbindungen hergestellt
wurden’9:96,104,106 Tm allgemeinen waren diese Derivate nicht sehr gut zugénglich, da
es sich oft um Produktgemische aus O- und C-acylierten Verbindungen handelte. Die
Darstellung des 10-Benzoylderivates gelang sogar lange Zeit {iberhaupt nicht8!.86,
Versuche, Anthrone mit einem anderen Substitutionsmuster am Kohlenstoff 10 zu
acylieren, wurden wesentlich seltener unternommen. Beispielsweise setzte Barnett u.a.
das 4,5-Dichloranthron in Pyridin mit Acetanhydrid um und konnte lediglich das 9-O-
Acetylderivat isolieren?8. Auch Versuche mit anderen Anthronen fiihrten ausschlieBlich
zu  den  entsprechenden  Estern!®. — Durch  die Reaktion des 9-
Anthracenoltrimethylsilylethers mit Acetylchlorid bzw. Benzoylchlorid und
nachfolgender Hydrolyse gelang es Camaionil0’, die entsprechenden C-10-acylierten
Substanzen bereitzustellen. Letztlich ist jedoch zu bemerken, dal Umsetzungen von
Anthronen mit Anyhdriden oder S&durechloriden am héufigsten zu O-acylierten
Produkten fithren98.100.107-109 " wihrend C-Acylierungen wesentlich seltener gelingen.
Entsprechendes konnten wir bei unseren Acylierungsversuchen beobachten, die

ausschlieBlich die entsprechenden 9-Acoylanthracene hervorbrachten.
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Die Reaktionen erfolgten nach der Methode von Prinz in THF (absol.) mit NaH als
Base unter Stickstoffatmosphére!10. Je nach Reaktionsverlauf wurden die Ansétze bis
zur vollstindigen Umsetzung unter Raumtemperatur oder Riickflul gehalten. Waren
die Sdurechloride nicht kéauflich, so wurden diese aus den entsprechenden

Carbonsduren durch Umsetzung mittels SOCl, in CH,Cl, gewonnen.

X

O 0 R

Cl Cl Cl Cl
o} R 0 R
NaH, THF | N,, RT/AT
0
o}
7
SOORE=
cl
a g Cl
NaH, THF l N,, RT/AT
0
oA
Cl Cl
Verb. R
67 CH;
68 CeHs
69 4-OCH;C¢Hy

Tab. B5: 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene
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Fortsetzung Tab. BS

0
oA
Cl Cl
Verb. R
70 4-NO,CcH4
71 CH,CsHs
73 CH,(4-CH3)CeHy
74 CH,(4-OCH3;)CgH4
75 CH,CH,Cg¢H4
77 CH,CH,CH,C¢Hs

Tab. B5: 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

Prinz setzte als Ausgangssubstanz fiir die erfolgreiche Synthese des 10-Benzoyl-1,8-
dihydroxy-9(10H)-anthracenons das Anthralindiacetat ein. Camaioni erhilt ebenfalls
nach Einfilhrung einer Schutzgruppe und deren abschlieBender hydrolytischen
Abspaltung die gewiinschte C-acylierte Substanz. Bei unseren Versuchen war hingegen
zu beobachten, daBl auch nach der vollstindigen Bildung der Ester, trotz eines
Uberschusses an S#urechloriden und FErhohung der Reaktionstemperatur, keine
Acylierung des Kohlenstoffes 10 stattfand. Die Einfiihrung einer Schutzgruppe fiihrt
somit nicht zur Herstellung der Zielverbindungen.

Acylierungen unterliegen einem Additions-Eliminations-Mechanismus, bei dem die
Substitution iiber ein tetraedrisches Zwischenprodukt verlduft. Diese auch Sn2;
genannten Reaktionen sind ebenfalls wie die einfachen Sy2-Reaktionen von sterischen

Faktoren abhingig8. Daraus 148t sich vermuten, daB die Chloratome in Position 4 und
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5 den Kohlenstoff 10 in dem Mafe abschirmen, dal3 eine Acylierung an dieser Stelle
nicht erfolgt.

Die Synthese einer kleinen Serie der 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene mit wachsender
Kettenldnge und verschiedenen Substituenten am Benzolring war dennoch von
Interesse fiir uns, da sich einige der Verbindungen als antiproliverativ wirksam auf

HaCaT-Zellen erwiesen.

4.  Versuche zur Darstellung des 10-Benzyliden-4,5-dichlor-9(10H)-

anthracenons

In fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten sich einige 10-
Benzylidenderivate des Dithranols als antiproliferativ hochwirksam’9:%6. Aus diesem
Grunde war es unser Bestreben, 10-Benzylidenderivate des 4,5-Dichloranthrons
herzustellen. Barnett hatte dies schon 1930 unter Verwendung von Benzaldehyd,
Pyridin und Piperidin ohne Erfolg versucht. Gleiches beobachtete er bei der 1,5-
Dichlorverbindung, wihrend das 1,8-Dichloranthron unter den gleichen alkalischen
Bedingungen rasch zum gewiinschten Produkt reagierte. Barnett fiihrt die
Reaktionstrigheit der an 4- und/oder 5- Position chlorsubstituierten Anthrone auf die
schon unter B1.6 erwihnte Fixierung eines Wasserstoffatoms durch ein benachbartes
Chloratom!!! zuriick.

Neben der Methode von Barnett versuchten wir, iiber drei weitere Synthesemethoden
das angestrebte 10-Benzylidenderivat des 4,5-Dichloranthrons zu gewinnen. Jedoch

schlugen alle Versuche fehl.
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basische Variante /o
Methode A /e
O (0] Methode B
909 @JL
+ —
Cl 1 Cl
saure Variante I
Methode C U
Methode D

Abb. B24:  Versuche zur Synthese des 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenons
Methode A: Pyridin, Piperidin, AT, N2
Methode B: EtOH, Piperidin, RT - AT
Methode C: H,SO4 85 %, 40 °C
Methode D: EtOH, Einleiten von HCI, RT - AT

5. Darstellung des 4,5,4°,5 -Tetrachlor-9(10H),9' (10" H)-

dianthracenons

Wir benétigten das 4,5,4°,5 -Tetrachlorbianthron als Vergleichssubstanz bei unseren
Untersuchungen zur Stabilitdt des 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenons und der 9-Acoyl-
4,5-dichloranthracene. Die Synthese erfolgte analog einer Vorschrift von Auterhoff zur

Herstellung von Hydroxybianthronen!12,

0]
HOACc
2 _—
FCC13, Nz, AT
Cl Cl
1

Abb. B25:  Synthese des 4,5,4",5 -Tetrachlor-9(10H),9’(10" H)-bianthracenons
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1. Bestimmung der Redoxeigenschaften von neuen 4,5-Dichlor-
9(10H)-anthracenonen und O-9-substituierten 4,5-Dichlor-
anthracenen im Vergleich zu bekannten antipsoriatisch

wirksamen Anthracenonen

1.1 Allgemeines

Dithranol besitzt aufgrund seiner Anthronstruktur mit freier Methylengruppe die
gewiinschten antipsoriatischen Eigenschaften, aber mit Erythembildung, Hautreizung
und Verfarbung von Haut und Wische auch Nebenwirkungen, die zum Teil zu einer
schlechten Patientencompliance oder sogar zum Abbruch der Therapie fithren konnen.
Mit einem stark negativen Redoxpotential von Ey = - 0.76 V besitzt es antioxidative
Eigenschaften!13, die unter anderem in der Wirkung auf die Mitochondrien zum
Ausdruck kommen. Hier reichert sich Dithranol an und reduziert die Ubichinone 9 und
10 zu den korrespondierenden Ubichinolen. Die Mitochondrien der Keratinozyten
werden in Struktur und Funktion so veréndert, da3 auch die Elektronentransportkette
beeintrichtigt wird®2.114.115. Die hieraus resultierende Hemmung der zelluldren
Atmung wird als wichtiger Faktor fiir die antipsoriatische Wirksamkeit des Dithranols
angesehen®3,116.117Schliisselstrukturelemente fiir das reduktive Potential der Substanz
diirften die phenolischen Hydroxylgruppen, sowie die C-10-Methylengruppe, mit der
Moglichkeit der H*-Abstraktion sein.

Dieser antioxidativen Eigenschaft des Anthralins steht jedoch eine prooxidative
Komponente gegeniiber. Das Molekiil neigt in erheblichem MaBe zur Bildung des
Dithranol-10-yl-Radikals und somit zur Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
wie Superoxid-Radikal-Anion (O,""), Hydroxylradikal (OH") und Singulettsauerstoff
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('0,)67:68.71.72 Diese greifen im Organismus Zellkompartimente an, zerstéren
Lipidstrukturen (Lipidperoxidation), Kohlenhydrate und Nucleinsduren und fiihren so
zu Irritationen gesunder Hautareale wihrend der Dithranoltherapie. Das Dithranol-10-
yl-Radikal ist zentraler Ausgangspunkt fiir die Entstehung der reaktiven Spezies (4bb.
Cl) und dimerisiert bzw. polymerisiert selbst sehr rasch zu Bianthron und

Dithranolbraun, wodurch es zu einer Verfarbung der Haut kommt

Dithranol

[ Dithranol-10-yl-Radikal |

|

Reaktive Sauerstoffspezies

Y

Schédigung von

DNA, Lipiden, Kohlenhydraten, Proteinen

U

Antipsoriatische Wirkung

Proinflammatorische Wirkung

Abb. C1: ROS-vermittelte prooxidative Eigenschaften des Dithranol-10-yl-
Radikals

Die nachfolgenden Untersuchungen sollen die neuen Verbindungen in Hinsicht auf ihre
Redoxeigenschaften und ihre Radikalbildungstendenz charakterisieren und mit

Dithranol, ausgewéhlten Dithranolderivaten sowie ausgewdhlten Standardsubstanzen
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vergleichen. Insbesondere sind 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone von Interesse, die
gute antiproliferative Wirkung an der HaCaT-Zellinie zeigen.

Als Testmodell dient die Reaktivitét gegeniiber dem stabilen Radikal 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH).

1.2  Bestimmung der reduzierenden Aktivitiit gegeniiber dem stabilen Radikal
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

1.2.1 Einfithrung

DPPH findet erstmals im Jahre 1922 unter dem Begriff ,,Goldschmidts Radikal* in der
Literatur Erwdhnung!18. Bei der Substanz handelt es sich um ein freies Radikal mit
einem ungepaarten Elektron, das ein Wasserstoffatom abstrahieren kann. Erhalten
werden die dunkelvioletten Kristalle durch Schiitteln einer Losung von
Diphenylpicrylhydrazin in wasserfreiem Toluol mit Silberoxid!!®. Braude et al.120
bestimmten erstmalig die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten von DPPH mit
aromatischen Verbindungen als Wasserstoffdonatoren. Das stabile Radikal ist in
ethanolischer Losung tief violett gefirbt und =zeigt bei 517 nm ein
Absorptionsmaximum!2!, Bei der Reaktion mit Radikalbildnern wie Dithranol, die eine
erhebliche Neigung zur H'-Abstraktion besitzen, nimmt DPPH ein Elektron und ein
Proton auf und bildet so ein gelb gefarbtes reduziertes Hydrazin-Derivat (DPPH,)122,
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NO, NO,

Abb. C2: Reduktion von 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) zum 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazin (DPPH,)

In Abhéngigkeit vom Anteil des DPPH, kommt es zu einer Abnahme der Absorption,
die UV-spektroskopisch verfolgt werden kann!2l. Somit eignet sich das DPPH-
Testsystem zur Abschitzung der Redoxeigenschaften und der
Radikalbildungstendenzen verschiedener Substanzen. Blois ermittelte mit dieser
Methode u.a. die antioxidativen Eigenschaften von Ascorbinsdure, Tocopherolen und
polyhydroxylierten Aromaten. Fiir die Reaktion von Phenolen mit DPPH wurde eine
Kinetik 2. Ordnung ermittelt!23-126,  Hogg wund Schenk postulierten als
Reaktionsmechanismus eine Wasserstoffiibertragung auf DPPH, wobei aus den
Phenolen die entsprechenden Phenoxy-Radikale entstehen!25,127,

Giirster8¢ konnte in Anlehnung an das Phenol/DPPH-System!23-125.127 durch HPLC-
Untersuchungen fiir Dithranol/DPPH ebenfalls eine Reaktionskinetik 2. Ordnung
zeigen. Dithranol iibertrdgt hierbei einen Wasserstoff auf DPPH und bildet so das

resonanzstabilisierte Dithranol-Radikal, das schliefSlich zu Bianthron dimerisiert.
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O\NQ OH O
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|
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0,N NO,

NO,

Abb. C3: Reaktion Dithranol/DPPH

Die Studien belegen die Annahme von Zwaenepoel et al.128, daB fiir die Reaktion von
Dithranol mit DPPH das Anthronmolekiil in 10-Position iiber ein abstrahierbares
Wasserstoffatom und damit iiber eine hohe Radikalbildungstendenz verfiigen mufl und
die Reaktion einer Kinetik 2. Ordnung unterliegt.

Aufgrund verschiedener Reaktivititen gegenliber DPPH lassen sich Substanzen in

Hinblick auf ihre Redox- und radikalbildende Eigenschaften charakterisieren!29-131,
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1.2.2 Testsystem

Unter Annahme einer Kinetik 2. Ordnung fiir das System Testsubstanz/DPPH,
etablierten  Giirster  und  Miiller  ein  Testsystem, bei dem  die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der zu testenden Verbindung bestimmt wird!32. Je
grofer der Wert der Geschwindigkeitskonstante ist, desto schneller lduft die Reaktion
ab und um so hoher liegt das Redoxpotential einer getesteten Substanz. So wurden fiir
nicht antipsoriatisch wirksame Agentien wie NDGA und DL-a-Tocopherol
Reaktionsgeschwindigkeiten von k >> 100 M™'s” ermittelt. Das Antipsoriatikum
Dithranol hingegen reagiert mit einer Geschwindigkeitskonstante k = 24.2 + 42 M's™
wesentlich langsamer mit DPPH132,

Putic133 modifizierte dieses Testsystem, um das Redoxpotential der Testsubstanzen
einfacher darstellen zu konnen und um besser vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Zu
diesem Zweck wurden von ihm nicht mehr die Reaktionsgeschwindigkeiten der
Testsubstanzen mit DPPH bestimmt, sondern deren EDsp-Werte. Der EDso-Wert gibt
die Konzentration einer Verbindung an, die DPPH zur Hélfte reduziert. Hierzu wurden
die zu testenden Verbindungen in Konzentrationen von 1.0 bis 500.0 uM mit 30 uM
DPPH auf einer 96-Kavititen-Gewebekulturplatte gemischt und nach 20 min im
Mikroplatten-Reader UV-spektroskopisch bei 520 nm vermessen. Fiir jede
Konzentration wurden drei Bestimmungen durchgefiihrt!34-136, Als Losungsmittel
diente Ethanol, da sich DPPH hierin als gut 16slich und stabil erweist!33. Fiir unsere
Untersuchungen wihlten wir ein modifiziertes Verfahren: Je nach Testsubstanz reagiert
mindestens 1 Mol DPPH mit 1 Mol des Analyten. So reagieren DPPH und Dithranol
im Verhiltnis 1:1, d.h. es reichen rechnerisch 15 pM Dithranol aus, um 50% der
eingesetzten 30-uM-DPPH-L6sung umzusetzen. Tatséchlich konnten wir fiir Dithranol
einen EDsp-Wert von 18.0 uM ermitteln, welcher diese These stiitzt und den von Putic
bestimmten Wert von 17.0 uM!33 bestitigt. Daher entschlossen wir uns, die
Testsubstanzen nur in Konzentrationen von 1.0 bis 60.0 uM aufzutragen. Somit war
auch eine optimale Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der Untersuchungen zum

antiproliferativen Potential gewéhrleistet.
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Die Auswertung erfolgte graphisch durch Auftragung des

Prozentsatzes der

verbleibenden Absorption von DPPH bezogen auf die Absorption der Kontrolle gegen

die Konzentration der Testsubstanz.

100l

\
80
60
% DPPH
40
j;\\\]}‘*“\—ﬂfl |
204
O——r—T——7T—T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Konzentration [uM]
Abb. C4: Bestimmung des EDsp-Wertes von der Verbindung 57

1.2.3 Bisherige Untersuchungen

In unserem Arbeitskreis wurden fiir zahlreiche Alkyl- und Acylderivate des Dithranols

sowie fiir Dithranol selbst Geschwindigkeitskonstanten fiir die Umsetzung mit DPPH

bestimmt. Dithranol zeigt mit einer Konstanten k = 24.2 + 42 M’'s" ausgeprigte

Redoxeigenschaften, die aber schwicher als die von NDGA oder DL-a-Tocopherol

mit Werten k >> 100 M™'s™ sind81:96. Der Verlust der antioxidativen Eigenschaft des

Dithranols durch Oxidation zu Chrysazin und Dimerisierung zu Bianthron wird des

weiteren durch deren geringe Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten von k < 1

dokumentiert!32.
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Die Einfilhrung von Acyl- oder Alkylgruppierungen in die C-10-Position des
Dithranolgeriistes fithrt weitgehend zum Verlust der antioxidativen Eigenschaften.
Ausnahmen bilden solche Substanzen, deren Alkylkette mit einer Catechol- oder
Pyrogallolstruktur terminiert sind. Diese Derivate mit benachbarten phenolischen
Hydroxygruppen besitzen Konstanten von k > 100 M's™ und reichen somit fast an die
antioxidative Potenz der sehr gut wirksamen Verbindungen wie NDGA heran!32.
Einfache 9(10H)-Anthracenonderivate zeigen mit Reaktionskonstanten von k>10 M™'s™!
keine ausgeprigten Redoxeigenschaften’®. Die Substitution des Kohlenstoffes in
Position 10 des Anthrons durch Stickstoff zum 1,8-Dihydroxy-9(10H)-acridinon hat
ebenfalls einen kompletten Verlust der Reaktivitit gegeniiber DPPH zur Folge. Die
Variation der Position(en) der Hydroxylgruppierung(en) am Acridinongrundgertist
fiihrte hingegen teilweise zur erheblichen Erhohung der Reaktivitdt. Fiir diese
postulierte Putic eine Resonanzstabilisierung der gebildeten Radikale durch
Ausbildung entsprechender Chinonimine!33.

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick iiber die bisherige Untersuchungen.

Verbindung k [M's]
Dithranol 242+42
NDGA >> 100
DL-a-Tocopherol >>100
Chrysazin <1
Bianthron <1
Tab. C1: Reaktivitidt ausgewdhlter Vergleichssubstanzen gegeniiber DPPH nach

Lit.132
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OH O OH

X
R, R,
R,

X R, R, R; k [M's] Lit.
(CHz), OCHj; OCH; H <1 81
(CH2)2 OCHj; OCH; OCH; <1 81
(CHa), H OH H 3.7+0.4 81
(CHa), OH OH H > 100 81
(CH,), OH OH OH > 100 81

CH, H H H 1.3+0.2 79

CH, H NO; H 3.0£0.3 132

Tab. C2: Reaktivitdt von 10-Alkyldithranol-Derivaten gegeniiber DPPH

O
1 8
2 7
CE
3 6
4 10 5
R k [M's™]
H >1
1-OH 9.6+0.5
1,8-Cl, 1.9+0.2

Tab. C3: Reaktivitit einfacher 9(10H)-Anthracenone gegeniiber DPPH7®
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Fortsetzung Tab. C3
0
1 8
2 7
ccen
3 6
4 10 5
R k [M's™]
4,5-(OH), 1.85+0.2
4,5-(OCHa)> 1.28 £0.3
4,5-CI2 3.44+£0.6
1,8,9-Triacetoxyanthracen >1

Tab. C3: Reaktivitdt einfacher 9(10H)-Anthracenone gegeniiber DPPH7Y

R, O R
Ry
LLXY,
Rs H Ry
Ry R, R; R4 Rs R¢ R, EDs
[nM]
OH H H H H H OH > 500
OH H H H H OH H > 500
H OH H H H H OH 3.9
OH H OH H OH H H 15.0

Tab. C4: Reaktivitit Hydroxy-9(10H)-acridinone gegeniiber DPPH!33
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1.2.4 Ergebnisse zur Reaktivitit der 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone
gegeniiber DPPH

In den folgenden Tabellen werden die Ergebnisse der Untersuchungen zu den
Redoxeigenschaften der neuen 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone und ausgewéhlter
Vergleichssubstanzen zusammengefalit. Die Reaktivitit der einzelnen Verbindungen
gegeniiber DPPH wird als EDsp-Wert in uM angegeben, der den Mittelwert aus drei
Bestimmungen pro Substanz darstellt (SA < 10 %). Zum Vergleich sei auf den Test auf
antiproliferative Wirkung an HaCaT-Zellen hingewiesen (C2). Die fettgedruckten
Derivate erweisen sich mit ICsp-Werten < 10 uM an HaCaT-Keratinocyten gut
wirksam. Alle anderen hemmen das Wachstum erst in hoheren Konzentrationen oder

erweisen sich als unwirksam.

Verbindung EDsy [uM]
Dithranol 18.0
NDGA 4.2
DL-a-Tocopherol 8.2
Ascorbinsédure 11.3

Tab. C5: Ausgewihlte Vergleichssubstanzen
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Verb. R, R, R; Ry Rs EDs
[nM]

H H H H H >60

H H CH; H H >60

8 H H CF; H H >60
11 Cl H H H H >60
14 H H Cl H H >60
17 OCH; H H H H >60
20 H OCH; H H H >60
22 H H OCH; H H >60
25 H H OCH; OCH; H >60
28 H OCH; H OCH; H >60
31 OCH; H H OCH; H >60
34 H OCH; OCHj; OCH; H >60
37 NO; H H H H >60
40 H NO; H H H >60
41 H H NO; H H >60
42 NO; H NO; H H >60
45 H OBn H H H >60
48 H H OBn H H >60
51 H OBn OBn H H >60

Tab. Cé6: 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone
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Fortsetzung Tab. C6

Verb. R, Ry Rs EDs
[uM]
54 H Obn OCH3; H H >60
55 H OH H H H >60
56 H H OH H H >60
57 H OH OH H H >6.3
58 H OH OCH; H H >60
Tab. Cé6: 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone
Verb. R EDs, [uM]

1 H 29.5

2 Br >60

3 CeHs >60

4 4-CH;3C6H4 >60

5 4-OCH3CgH4 >60

Tab.C7: 4,5-Dichlor-10-substituierte-9(10H)-anthracenone
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1.2.5 Ergebnisse zur Reaktivitit der 9-Acoyl- und 9-Alkyloxy-4,5-
dichloranthracene gegeniiber DPPH

Die Ermittlung der Ergebnisse erfolgte wie in Kapitel C1.2.4 beschrieben. Auf

Keratinozyten gut antiproliferativ wirksame Substanzen werden hier ebenfalls fett

gedruckt.
0
oo
cl cl
Verb. R EDsy [uM]

67 CH;3 >60
68 CeHs >60
69 4-OCH3CgH4 >60
70 4-NO,CcHy >60
71 CH,C¢H5s >60
73 CH;(4-CH3)CeHy >60
74 CH,(4-OCH3)C¢Hy >60
75 CH,CH,CsH4 >60
77 CH,CH,CH,C¢Hs >60

Tab. C8: 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene
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_R
(6]
Cl Cl
Verb. R EDsy [nM]
59 CH,CH,CgHs >60
61 CHQCH2(4-OCH3)C6H4 >60
63 CHQCH2(3,4-OCH3)2C6H3 >60
65 CH,CH,(3,4,5-OCH3);CeH> >60
66 CH,CH,CH,C¢Hs >60

Tab. C9: 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene

1.2.6 Diskussion

Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit einer Substanz mit DPPH ist deren Fahigkeit zur H"-
Abstraktion und die Stabilitit des bei dieser Reaktion entstehenden Radikals von
entscheidender Bedeutung. Untersuchungen von Rousseau-Richard, Schenk und
Giirster, in denen die schnelle Reaktion von antioxidativen Verbindungen wie Vitamin
E, Catechol und NDGA mit DPPH beschrieben werden konnten, belegen diese
Tatsache. Durch Ausbildung von p- bzw. o-Hydrochinonstrukturen werden die aus
diesen Antioxidantien formierten Radikale resonanzstabilisiert und fithren so zu einer
sehr raschen Umsetzung von DPPH86,126,127,

Die von uns ermittelten EDsp-Werte fir die ausgewéhlten Vergleichssubstanzen
korrelieren mit den in fritheren Arbeiten bestimmten

-1

Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten. Mit Konstanten k >> 100 M's" reagierten

NDGA und DL-a-Tocopherol am schnellsten mit DPPH und zeigen mit EDso-Werten
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von 4.2 bzw. 8.2 uM die stirksten Redoxeigenschaften. Dithranol wird aufgrund seiner
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von k = 24.2 + 42 M’'s" ecin ausgeprigtes
antioxidatives Potential zugeschrieben, was durch die Ermittlung eines EDso-Wertes
von 18.0 uM bestitigt werden kann.

Hingegen fand Breu fiir strukturverwandte 10-Alkyldithranol-Derivate keine
Reaktivitdt gegeniiber dem Goldschmidtschen Radikal. Als Grund hierfiir fiihrte er die
Abschirmung der 10-Position durch die Alkylsubstituenten und den damit verbundenen
Verlust der Abstraktionsfihigkeit des verbliebenen Protons in dieser Position an8!.

Fiir die von uns vorgelegten 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone gilt dies um so mehr, da
die kritische 10-Position nicht nur von den Alkylresten, sondern zusitzlich noch von
den beiden Chlorsubstituenten abgeschirmt wird. So zeigen die Anthracenone
weitgehend keine Reaktivitit mit DPPH und kénnen mit EDsp-Werten >60 puM als
Substanzen mit geringem Radikalbildungsvermodgen charakterisiert werden.
Ausnahmen bildet das 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon (1) und das Catecholderivat 57.
Mit einer Wirksamkeit von EDsp-Wert von 29.5 uM ordnet sich 1 in seinem
Redoxpotential zwischen Dithranol und den unwirksamen Anthracenonen ein. Die
verminderte Reaktivitit im Vergleich zu Dithranol 146t sich durch die zusitzlichen
Chloratome in Position 4 und 5 erkldren. Da aber die 10-Position nicht derivatisiert ist,
verliert das Molekiil nicht génzlich die Fahigkeit zur H*-Abstraktion.

Die Verbindung 57 hingegen ist am Kohlenstoff 10 benzyliert, zeigt aber mit einem
EDso-Wert von 6.3 uM sogar eine noch bessere Reaktivitdt als DL-a-Tocopherol.
Begriinden 146t sich dieses Ergebnis mit der Catecholstruktur des Benzylsubstituenten.
Es kann angenommen werden, da3 die beiden orthostindigen Hydroxylgruppen die
Radikalbildungstendenz des Molekiils dadurch erhohen, daB beide funktionelle
Gruppen unter Einwirkung von DPPH je ein Wasserstoffradikal abstrahieren konnen

und es somit zur Ausbildung eines resonanzstabilisierten Orthochinons kommt.
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DPPH

Abb. C5S: Bildung einer Orthochinonstruktur durch DPPH-Einwirkung auf das
Catecholderivat 57

Die Untersuchungsreihe zu den 4,5-Dichlor-9-anthracenderivaten ergab, dafl weder die
9-Acoyl- noch die 9-Alkyloxyderivate in der Lage waren, DPPH umzusetzen. Sie
konnen daher als nicht redoxaktiv eingestuft werden.

10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone und 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene, die
sich als antiproliferativ an HaCaT-Zellen erwiesen, zeigten ohne Ausnahme keine
Reaktivitit im DPPH-Test. Die Verbindung 57 hingegen besitzt eine hohere Reaktivitit
als Dithranol. Es erwies sich aber im Antiproliferationstest gegeniiber Keratinozyten
als nicht wachstumshemmend. Hieraus ist zu schlie3en, daf} als Wirkmechanismus fiir
das antipsoriatische Potential der getesteten 4,5-Dichloranthronderivate eine
Beteiligung von Redoxvorgédngen in oder an der Zelle unwahrscheinlich sind. Eine
Sonderstellung nimmt das unsubstituierte 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon (1) ein, da
es mit einem ICsop-Wert von 1.7 uM nur wenig schlechter antiproliverativ wirksam ist
als Dithranol und im DPPH-Test sich ebenfalls als reaktiv zeigt. Somit sind dessen

Redoxeigenschaften zumindest als Teil des Wirkmechanismus in Betracht zu ziehen.
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2. Hemmung der Keratinozytenproliferation

2.1 Einfiihrung

Bei der Pathologie der Psoriasis vulgaris greifen im Wesentlichen eine
inflammatorische2! und eine hyperproliferative!4.137 Komponente als charakteristische
Merkmale ineinander. Die epidermale Hyperproliferation &duBert sich in einer starken
Verdickung der Epidermis, sowie einer extremen Schuppung der betroffenen Haut.
Hervorgerufen werden diese Erscheinungen durch die erhohte Mitoserate und die
verkiirzte Transitzeit der Keratinozyten. Des weiteren kommt es zu Reizung und
Entziindung der psoriatischen Hautareale. Am Auftreten beider Symptomatiken sind in
einem hohen Mafle verschiedene Lipoxygenaseprodukte beteiligt, die in befallenen
Geweben in gesteigerter Konzentration nachzuweisen sind21,138-142,

Arachidonsduremetaboliten wie LTB4, 5-HETE und 12-HETE locken durch ihre
chemotaktischen Eigenschaften an inflammatorischen Prozessen beteiligte Zellen wie
Granulozyten = und  Makrophagen an  und  stimulieren  direkt  die
Keratinozytenproliferation21.138-144 Das durch Endothelzellen gebildete IL-8 fiihrt
ebenfalls zu einem gesteigerten Keratinozytenwachstum, wie auch zur Unterhaltung
der Entziindung durch Aktivierung von polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten!45. In Zusammenhang mit der Hyperproliferation und der verkiirzten
Transitzeit der Keratinozyten steht deren mangelnde Ausdifferenzierung, auch
hervorgerufen durch das gestorte zytokinregulierte Wachstum in der Epidermis. Als
Folge treten Parakeratose und ein Fehlen des Stratum granulosum auf!?. Als weiterer
mitogener Mediator fungiert der autokrin regulierende Wachstumsfaktor TGF-a in
psoriatischen Zellen und bindet aulerdem an den EGF-Rezeptor!4.

Aus der Pathogenese der Schuppenflechte geht hervor, dal neu entwickelte
Antipsoriatika sowohl antiproliferativ als auch antiinflammatorisch, wirken miissen.
Besitzt der Wirkstoff nur die eine oder andere Wirkkomponente, so kann er nicht zu
einer optimalen Therapie der Psoriasis vulgaris fiihren. Fiir die antiproliferative

Wirkung neuer Substanzen ist bislang noch kein geeignetes reproduzierbares
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Tiermodell beschrieben. Somit wird das wachstumshemmende Potential durch
verschiedene In-vitro-Zellsysteme evaluiert49-63.147 Hauptséchlich werden fiir solche
Tests kultivierte menschliche Epidermiszellen wie HeLal!4’- und HaCaT-Zellen!48
verwendet. Bernd et al.l4® betsimmte fiir den ,,Goldstandard“ der Antipsoriatika
Dithranol einen ICso-Wert von 1.9 uM an HeLa-Zellen. Die HaCaT-Zellinie zeigte sich
mit einer Hemmkonzentration von 0.6 puM gegeniiber Dithranol wesentlich
empfindlicher und daher bestens geeignet fiir die Ermittlung der antiproliferativen
Wirkung neuer potentieller Verbindungen zur Psoriasistherapie!30. Dariiber hinaus
zeichnen sich HaCaT-Zellen durch ihre sichere und einfache Handhabung aus. Sie
proliferieren sehr rasch und besitzen im Vergleich zu tierischen Keratinozyten
(,,Meerschweinchenepidermis) eine hohere Stabilitdt. Eine Gefdhrdung geht von ithnen
kaum aus, da es sich um keine Tumorzellinie handelt und ithr Wachstum nicht invasiv
ist. HaCaT-Zellen besitzen volle Differenzierunfsfahigkeit und natiirliche
Regulationsmachanismen. Mit iiber 140 moglichen Passagen sind sie nahezu
unsterblich?. Dies wird nicht durch Transduktion mit Bakteriophagen (z.B. SV40)
erreicht, sondern durch die Variation der Kulturbedingungen, die in der Bezeichnung
HaCaT ihren Ausdruck findet: Menschliche Keratinozyten der Haut Erwachsener
(Human keratinocytes adult skin) werden in einem Nihrmedium mit verringertem
Calcium-Gehalt (Calcium level reduced) bei erhohter Inkubationstemperatur
(Temperatur elevated) kultiviert und erlangen so ihre Stabilitit und Langlebigkeit!48.

Die Wirkung von Dithranol auf HaCaT-Zellen ist in zahlreichen Verdffentlichungen
dokumentiert. So fiihrt es zu Verdnderung der Zellmorphologie und beeintrichtigt eine
Vielzahl von Stoffwechselvorgéingen. Darunter sind Einwirkungen auf die DNA-
Synthese49,63.151-153 " die Proteinbiosynthese®3:153, die Mitochondrienatmung63:116 und
die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase36:154 nachgewiesen. Die durch Dithranol
gebildeten Sauerstoffspezies’l:155 beeinflussen die Zellproliferation und wirken
zytotoxisch79.156-158  Die  ausgepragten prooxidativen und antiproliferativen
Eigenschaften des Dithranols konnen durch gleichzeitige Behandlung der Zellen mit
Superoxid-Dismutase und Katalase (enzymatische Antioxidantien) abgeschwicht

werden!38,
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2.2 Testsystem

In unserem Arbeitskreis wurden zahlreiche Arbeiten mit der HaCaT-Zellinie als
Testsystem angefertigt1.86,159-162 So entwickelten Gawlik et al.163 ein System, auf das
auch wir fiir unsere Untersuchungen in leicht modifizierter Form zuriickgriffen. Wir
erhielten die Zellen von den Dermatologischen Kliniken der Universititen Regensburg
und Miinster, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Fusenig, Heidelberg. Die Zellen
werden in Trs-Flaschen unter Verwendung von DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) als Nédhrmedium geziichtet. DMEM enthélt 4 500 mg/l Glucose, 0.584 mg /1
Glutamin, Natriumcarbonat und Phenolrot als pH-Indikator. Des weiteren wird dem
Medium 10% fetales Kailberserum und 1% Penicillin-Streptomycin  als
Verkeimungsschutz zugesetzt.

Bei einer Temperatur von 37 °C und einem Kohlendioxidgehalt von 5% werden die
Zellen inkubiert. Bei der HaCaT-Linie handelt es sich um adhérente Zellen. Diese
wachsen am Boden an und bilden nach einigen Tagen einen Zellteppich (4bb. C6). In
der Regel ist dieser nach einer Woche konfluent, der gesamte Flaschenboden also
zugewachsen, so daB3 der Inhalt passagiert werden muf.

Zur Vorbereitung eines Zelltests werden die konfluenten Zellen mit einer
Trypsinlosung abgeldst, iiberschiissiges Trypsin durch Zusatz von DMEM inaktiviert,
die Zellen abzentrifugiert und schlieBlich eine auf 25 x 10* Zellen eingestellte
Zellsuspension hergestellt. Jede Kavitdt wird mit 100 ul der Zellsuspension und 1 ml
DMEM beschickt und 24 h unter Inkubationsbedindungen aufbewahrt, um den Zellen
das Anwachsen am Boden der Kulturplatten zu ermdglichen. Nach der Erneuerung des
Néahrmediums am néchsten Tag erfolgt der Zusatz der zu untersuchenden
Verbindungen in verschiedenen Konzentrationen. Als Losungsmittel dient DMSO, da
Anthrone im allgemeinen in wiBrigem Medium sehr schlecht 16slich sind und
Dimethylsulfoxid sich in einer Konzentration von 0.2 % als untoxisch fiir die HaCaT-
Zellen erweist. Der DMSO-Gehalt in jeder Kavitit wird daher auf 0.2 % eingestellt.
Zur Kontrolle werden zum einen Zellen nur mit Medium, zum anderen mit Medium
und 0.2 % DMSO inkubiert. Bei allen Testansdtzen kann eine Beeinflussung der

Keratinozytenproliferation durch das Losungsmittel ausgeschlossen werden, da beide
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Kontrollansitze stets iibereinstimmende Wachstumsraten zeigen. Eine Hemmung des
Keratinozytenwachstumes ist somit ausschlieBlich auf die Testverbindung zuriick

zufithren

Abb. Cé6: Keratinozytenzellverband am Boden der Gewebekulturplatte 24 h nach
Zugabe der eingestellten Zellsuspension (128-fache VergroBerung)

Die folgende Inkubationszeit betrdgt 48 h. Danach wird das Medium abgesaugt und die
Zellen mit einer Trypsinldsung von dem Boden der Platte abgeldst. Durch Zugabe von
DMEM bricht man den Abldsevorgang ab, die Suspension wird gut durchmischt und
die Zellzahl mit Hilfe der Neubauerkammer (improved) unter dem

Phasenkontrastmikroskop ausgezahlt.
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Abb. C7: Phasenkontrastmikroskopisches Bild von HaCaT-Zellen in einer

Neubauerkammer (32-fache VergroBerung)
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Abb. C8 falit das Testssystem zu Bestimmung der antiproliferativen Wirkung einer

Substanz schematisch zusammen.

t=24h
t=0h Uberstand absaugen
2.5 « 10* Zellen/Kavitit + 1 ml DMEM
+ 1 mL DMEM + 100 pL Testverbindung

>

t=72h

Uberstand absaugen
Zellen ablésen und
suspendieren

48 h Inkubation
37 °C, 5% CO,

Zellen
auszdhlen

Abb. C8: Testschema zur Bestimmung der antiproliferativen Wirkung
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2.3 Bestimmung der ICs)-Werte

Die Konzentration, bei der eine Substanz das Wachstum der HaCaT-Zellen zu 50 %
hemmt, wird graphisch ermittelt. Hierzu wird die relative Zahl der vorhandenen
lebenden Zellen, bezogen auf den Kontrollansatz mit 0.2 % DMSO, gegen die
Konzentration der Testsubstanz aufgetragen. Es ergibt sich eine Kurve, aus der der

ICso-Wert abgelesen werden kann.
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Abb. C9:  Bestimmung des ICso-Wertes der Verbindung 2
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2.4  Bisherige Untersuchungen

In unserem Arbeitskreis wurden bisher zahlreiche Untersuchungen =zu der
antiproliferativen Wirkung von Dithranol und verschiedenen Dithranolderivaten
angestellt81.86,159-162 Fijr das Dithranol als Standard-Antipsoriatikum konnte ein ICso-
Wert von 0.4-0.7 pM bestimmt werden. Es besitzt somit ein wesentlich hdheres
wachstumhemmendes Potential an HaCaT-Zellen als andere antiproliferativ wirkende

Substanzen wie Bufexamac, Hydrocortison oder Vitamin Ds.

Verbindung ICs50 uM Lit.
Dithranol 0.4-0.7 164
Bianthron 0.4 164
Chrysazin > 5 164
Bufexamac > 10 165

Hydrocortison >10 165

Vitamin D3 > 10 165

Tab. C10:  Antiproliferative Aktivitit ausgewahlter Vergleichssubstanzen

Gawlik beschiftigte sich mit der biochemischen Testung von verschiedenen
Dithranolderivaten. Durch seine Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl die
Einfiihrung einer Acyl-, Benzyliden- oder Benzylgruppe in die C-10-Position nicht
zwangsldufig zum Verlust der antiproliferativen Potenz fiihren muf. Zahlreiche
Verbindungen weisen mit ICso-Werten von unter 5 uM eine gute Wirksamkeit auf. Die
folgenden Tabellen =zeigen eine Auswahl von Substanzen, die neben dem
strukturanalogen Grundgeriist auch Ahnlichkeiten im Substitutionsmuster zu den von

uns vorgelegten 9(10H)-Anthracenonen besitzen.
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O X
R
X R ICsy [uM]
CH, H 1.9
CH, NO, 4.7
CH, 4-OCHj; 1.1
(CHy), H 1.6
(CHa)» 4-OCH; 1.4
(CHy); H 1.5

Tab. C11:  Antiproliferative Aktivitdt ausgewédhlter Acyldithranolderivate
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H R,
R; oder R, ICs [uM]
R, CH,-Ph >5
CH,-Ph(4-OCH3) >5
CH;-Ph(4-NO») 3.2
R, H 2.7
NO; 0.4
4-OCHj3 1.9
3,4,5-(OCH3)3 1.6
4-OH 1.9
3,4-(OH), 2.1

Tab. C12:  Antiproliferative =~ Aktivitdt = ausgewidhlter =~ Benzyliden-  und

Benzyldithranolderivate

Da sich der grofite Teil der Studien {iber die antiproliferative Wirksamkeit von 9(10H)-
Anthracenonen an HaCaT-Zellen auf Dithranol und dessen Derivate konzentriert,
liegen bis heute wenige Erkenntnisse iiber die Potenz von Anthronen mit anderen
Substituenten vor. Schaltegger und Krebs4® postulierten eine ,,antipsoriatische
Minimalstruktur®, nach der eine phenolische Hydroxygruppe in Nachbarstellung zu
einer Carbonylfunktion und eine freie Methylengruppe in Position 10 des

Anthracenongrundgeriistes essentiell fiir die Wirksamkeit ist.(4bb. C10)
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1. Hydroxygruppe in Position 1
<—  des Anthracenongrundgeriistes
“A 2. Carbonylgruppe in Position 9

N
c 3. Zwei freie Wasserstoffatome in
H H Position 10

Abb. C10:  Minimalstruktur fiir antipsoriatische Anthrone nach Schaltegger und
Krebs

Da sich jedoch 10-w-Phenylacyl-, 10-o-Phenylalkyliden und auch 10-Benzylderivate
als wirksam erwiesen, scheint die Forderung nach einer freien Methylenkomponente
am C-10 als Strukturvoraussetzung nicht haltbar. Gawlik’%:164 konnte durch seine
Untersuchungen zeigen, daf3 die postulierte Minimalstruktur selbst nicht antiproliferativ
auf HaCaT-Zellen wirkt und freie Hydroxygruppen nicht unbedingt entscheidend fiir
die wachstumshemmende Potenz einer Substanz sind. Zahlreiche getestete einfache
Anthronderivate sind an den Zellen nicht aktiv. Mit dem 4,5-Dichlor-9(10H)-
anthracenon ist jedoch eine Verbindung gefunden worden, die keine Hydroxygruppe
besitzt und mit einem ICsp-Wert von 2.1 uM ein gute antiproliferative Wirksamkeit auf
Keratinozyten zeigt (Tab. C13).
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0
1 8
2 7
3 6
4 10 5
R ICso [nM]
1,8-(OH), 0.4-0.7
Anthracen >5
H >5
1-OH >5
1,8-(OCHs), >5
1,8-Cl, >5
4,5-(OH), >5
4,5-(OCH3)» >5
4,5-Cl, 2.1
1,8,9-Triacetoxyanthracen 0.3

Tab. C13:  Antiproiferatives Potential einfacher Anthronderivate’?

Die hohe Wirksamkeit des 1,8,9-Triacetoxyanthracens diirfte auf dessen
Prodrugcharakter zuriickzufiihren sein. Wiegrebe et al. konnten zeigen, da3 die Ester
des Dithranol-Triacetates nach der perkutanen Resorption oder der Inkubation von
Miusehauthomogenisat gespalten werden und u.a. Dithranol entsteht!66.167, Gleiches
nimmt Gawlik fiir das HaCaT-Testsystem an’°.

Das 4,5-Dichlor-Derivat stellt in dieser Reihe eine Ausnahme dar und ist

Ausgangspunkt flir unsere Untersuchungen.
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2.5  Ergebnisse fiir 4,5-Dichlor -9(10H)-anthracenone

Wir untersuchten unter den beschriebenen Bedingungen die von uns synthetisierten
Derivate des 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenons. Die Ergebnisse sind in den folgenden
Tabellen C14 und C17 aufgefiihrt. Die angegebenen 1Cso-Werte resultieren aus ein bis
drei Bestimmungen zu je sechs Konzentrationen (SA< 10 %). Als gut wirksam gelten
solche Verbindungen mit einem ICsp-Wert < 5 uM. Liegt der Wert zwischen 5 und 50
uM so wird die Substanz als moderat wirksam, bei einem ICsp-Wert > 50 uM als

unwirksam eingestuft.

Verb. R R, R; R, Rs  ICs [uM]

H H H H H 43

H H CH; H H 44

H H CF; H H 25
11 Cl H H H H 30
14 H H Cl H H 36
17 OCHj; H H H H >50
20 H OCHj H H H 2.0
22 H H OCHj; H H 5.0
25 H H OCHj OCH; H 5.0
28 H OCHj; H OCH, H 24

Tab. C14: 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone
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Fortsetzung Tab. C14

Verb. R, R, R3 R4 Rs I1Csp [nM]
31 OCHz3 H H OCHj; H 3.8
34 H OCHz3 OCH3 OCH3 H >50
37 NO, H H H H >50
40 H NO, H H H 5.0
41 H H NO; H H >50
42 NO, H NO, H H 17
45 H OBn H H H 21.5
48 H H OBn H H 36
51 H OBn OBn H H >50
54 H OBn OCH3 H H >50
55 H OH H H H 15
56 H H OH H H 18.7
57 H OH OH H H 17.5
58 H OH OCH3 H H 1.5

Dithranol 0.5

Tab. C14: 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone
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Verb. R ICso [nM]
1 1.7
2 Br 14
3 CeHs >50
4 4-CH3CeHy >50
5 4-OCH;CeHy 20

Tab.C15: 4,5-Dichlor-10-substituierte-9(10H)-anthracenone

2.6  Ergebnisse fiir 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

Die Durchfiihrung der Testreihe und die Bewertung erfolgte wie unter C2.5

beschrieben.
0
oA
Cl Cl
Verb. R IC50 [HM]
67 CH; 25
68 CeHs 35
69 4-OCH;C¢H4 >50

Tab. C16:  9-Acoyl-4,5-dichloranthracene
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Fortsetzung Tab. C16

O
oI
Cl Cl
Verb. R ICso [uM]

70 4-NO,CH, 5.0
71 CH,CgHs 5.0
73 CHa(4-CH3)CsHy 9.0
74 CH,(4-OCH3)CHy 8.0
75 CH,CH,CHy 16.5
77 CH,CH,CH,C¢Hs 24

Tab. C16:

2.7  Ergebnisse fiir 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracen

9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

Die Durchfiihrung der Testreihe und die Bewertung erfolgte wie unter C2.5

beschrieben.
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_R
(0]
Cl Cl
Verb. R I1Cso [nM]
59 CH,CH,C¢H5 30
61 CHQCH2(4-OCH3)C6H4 >50
63 CH,CHa(3,4-OCH3),CeHs 28.5
65 CH,CH3(3,4,5-OCHj3);C¢H> 46
66 CH,CH,CH,C¢H5 >50

Tab. C17:  9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene

2.8 Diskussion

In vorhergehenden Untersuchungen zur Hemmung der Keratinozytenproliferation
durch Dithranolderivate konnte bereits die hohe antiproliferative Potenz von Dithranol
nachgewiesen werden. Die Variation der ICso-Werte im Bereich von 0.2 — 0.6 uM!163
ist vermutlich auf die geringe Stabilitit des Molekiils zuriickzufithren. Wir konnten
diese sehr hohe wachstumshemmende Aktivitét des Dithranols als Vergleichssubstanz
fiir unsere Testreihen mit einem ICsp-Wert von 0.5 uM bestitigen. Der von Gawlik
ermittelte ICso-Wert von 2.1 pM7° fiir die Ausgangsverbindung 4,5-Dichlor-9(10H)-
anthracenon (1) konnte von uns auf 1.7 uM korrigiert werden. Die strukturelle
Modifikation der Substanz 1 fiihrt grundsétzlich nicht zu einer Wirkverbesserung,
jedoch zeigen einige Derivate mit ICsp-Werten von 1.5 — 5.0 uM noch gute
inhibitorische Aktivitéten.

In der Serie der 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone fallen vor allem die

methoxysubstituierten Substanzen auf. So besitzen die Meta- und Paramethoxyderivate
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20 und 22 mit ICsp-Werten von 2.0 uM bzw 5.0 uM gute Wirksamkeiten. Hingegen ist
Verbindung 17 mit einer Methoxygruppe in Orthoposition inaktiv. Auch die
Dimethoxyderivate 25 und 31 hemmen das Wachstum der Keratinozyten in sehr
niedrigen Konzentrationen von 5.0 bzw. 3.8 uM, wihrend die Wirksamkeit eines
weiteren Dimethoxybenzylanthracenons 28 auf den Wert von 24 uM stark abfallt. Wird
eine dritte O-Methylgruppe eingefiihrt (34), hat dies einen totalen Wirkverlust zur
Folge. Die Methyl- (7), Trifluormethyl- (8), Chlor- (11, 14) und Benzyloxyderivate
(45, 48, 51, 54) sind mit ICsp-Werten zwischen 21.5 und >50 uM ebenfalls nur maBig
antiproliferativ wirksam, wéahrend das unsubstituierte 10-Benzylanthracenon (6) mit 4.8
uM einen guten Wert aufweist. Unter den Nitrobenzylanthracenonen zeigt lediglich das
Metanitroderivat (40) eine inhibitorische Aktivitdt (ICso = 5.0 uM).

Durch Einfiihrung von einer bzw. zwei Hydroxygruppen (55, 56, 57) in den Benzylring
kommt es zu einer Abschwichung der hemmenden Potenz. Die ICso-Werte variieren
zwischen 17.5 und 21.5 uM. Eine Ausnahme bildet das 4,5-Dichlor-10-(3-hydroxy-4-
methoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (58): Mit einer sehr niedrigen
Hemmkonzentration von 1.5 pM ist es genauso wirksam wie 1 und nur wenig
schwécher aktiv als die Standardsubstanz Dithranol. Einen Zusammenhang zwischen
der inhibitorischen Aktivitit einer Substanz und deren Substitutionsmuster am
Benzylring ist in dieser Serie nur schwer zu erkennen. Auffillig ist, dal fast alle
Methoxyderivate gute Wirksamkeiten besitzen, insbesondere wenn sich die
funktionelle Gruppe an Meta- und/oder Paraposition befindet. Der ICso-Wert
verschlechtert sich jedoch, wenn beide Metapositionen besetzt sind. Die Einfiihrung
einer dritten, parastindigen Methoxygruppe fiihrt sogar zum Wirkverlust. Dies ist
ebenso der Fall, wenn nur die Orthoposition belegt ist. Befindet sich aber gleichzeitig
eine O-Methylgruppe an der 3-Position kommt es zur sprunghaften Wirksteigerung. Es
ist zu vermuten, dal3 die Para- und Metapositionen des Benzylringes eine gewisse Rolle
fiir das Ausmal} der antiproliferativen Aktivitdt der 10-Benzyl-9(10H)-anthracenone
spielen. Werden diese mit lipophilen Substituenten wie Benzyloxy oder Methylgruppen
besetzt, so zeigen die entsprechenden Derivate keinen wachstumshemmenden Effekt
auf die Keratinozyten. Nach Einfiihrung von hydrophileren Substituenten wie Nitro-

oder Hydroxygruppen zeigt sich ein uneinheitliches Bild: Wihrend das 3-
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Nitrobenzylanthron (40) das Wachstum der HaCaT-Zellen bei einer geringen
Konzentration von 5.0 puM hemmt, sind die 2-Nitro-, 4-Nitro- und 2.4-
Dinitroverbindungen weitestgehend inaktiv. Auch die Monohydroxyderivate 55 und 56
sowie das zweifach hydroxylierte Derivat 57 zeigen eine wesentlich schwéchere Potenz
als 1 und 6. Hingegen ist das in Paraposition O-methylierte und in Metaposition
hydroxylierte 10-Benzylanthracenon 58 die wirksamste Verbindung.

Eine Auswirkung der unterschiedlichen elektronischen Effekte der Substituenten auf
die antiproliferative Aktivitdt der Verbindungen ist ebenso nicht zu erkennen, wie ein
auf Redoxeigenschaften beruhender Wirkmechanismus.

Die  9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracen-Deriavte  sind alle unwirksam. Eine
Sonderstellung nehmen die 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene ein. Von diesen besitzen die
vier Verbindungen 70, 71, 73 und 74 mit ICso-Werten zwischen 5.0 und 9.0 uM relativ
gute antiproliferative Eigenschaften. Aufgrund ihrer Esterstruktur liegt bei diesen
Derivaten die Vermutung nahe, da3 es sich um Prodrugs handeln konnte, die entweder
durch enzymatische oder nichtenzymatische Esterhydrolyse in ihre eigentliche
Wirkform 1 iberfilhrt werden. Ein 4hnliches Verhalten ist beim 1,8,9-
Triacetoxyanthracen beobachet worden!66.167, Das Kapitel C5 befait sich mit den
Untersuchungen zur Stabilitdt der von uns synthetisierten und getesteten 9-Acoyl-4,5-
dichloranthracenen.

AbschlieBend kann festgestellt werden, da3 es uns gelungen ist, neue antiproliferativ
wirksame Verbindungen bereitzustellen, die nicht mehr das 1,8-Dihydroxy-9(10H)-
anthracenongrundgeriist besitzen. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dal entgegen
den Untersuchungen von Krebs und Schaltegger, weder eine freie Hydroxylgruppe
noch die freie C-10-Methylengruppe der 9(10H)-Anthracenone zwingend notwendig
fiir eine antipsoriatische Aktivitdt ist. Zwar erreichen unsere beiden potentesten
Vertreter 1 und 58 mit ICsp-Werten von 1.7 und 1.5 uM nicht ganz die Wirksamkeit
des Goldstandards Dithranol, besitzen aber keine ausgeprigten Redoxeigenschaften,
wodurch das Risiko von Hautirritationen bei topischer Applikation erheblich geringer

ware als bei Dithranol.
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3. Hemmung der Proliferation von HL-60-Zellen

3.1 Einfiihrung

Wie unter A4.3 beschrieben finden Anthrone hauptsichlich als Laxantien und
Antipsoriatika therapeutische Anwendung. Thr wachstumshemmendes Potential auf
menschliche Hautzellen ist durch zahlreiche Arbeiten untersucht und dokumentiert
worden. Veroffentlichungen iiber ihre Wirkung an anderen Zellinien, wie z. B. an
Tumorzellen, liegen hingegen bisher nur wenige vor. Anthrone besitzen strukturelle
Ahnlichkeiten mit zytostatisch wirksamen Substanzen wie Anthracyclinen und
Acridonen. So sind die Anthracyclinderivate Daunorubicin und Doxorubicin vor allem
bei leukdmischen Erkrankungen als hochwirksame Zytostatika indiziert!. Acridone
sind bislang nicht als Krebstherapeutika auf dem Markt, die wachstumshemmende
Wirksamkeit und der Differenzierung induzierende Effekt auf Tumorzellen sind aber
durch einige Untersuchungen belegt!68-171 Prinz befalit sich zurzeit in unserem
Arbeitskreis im Rahmen seiner Habilitation erfolgreich mit der Synthese und Testung

zytostatisch wirksamer Benzylidenanthronel72,

O OH 0]

OCH; O OH  O—Daunosamin OCH; O OH  O-Daunosamin
Daunorubicin Doxorubicin
0
0  OR
N 0
Acronycinderivate Benzylidenanthracenone

Abb. C11:  Auswahl mit Anthronen strukturverwandter zytostatisch wirksamer

Substanzen
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Somit war es fiir uns von Interesse, die neuen Anthracenone und Anthracene, sowie
Dithranol in Hinblick auf ihre antiproliferative Aktivitit an Tumorzellen zu
charakterisieren.

Der heutigen Forschung stehen eine ganze Reihe von Tumorzellinien zur Verfiigung.
Darunter adhdrente Leberkarzinomzellen (HepG2-Zellen) und nicht-adhdrente
Leukdmiezellen wie z. B. K-562 oder HL-60-Zellen. Unsere Testungen fiihrten wir an
der HL-60-Zellinie (Human Leukemic Promyelocytic Cells) durch. Diese Zellen
wurden Ende der siebziger Jahre von Collins et al. aus Leukozyten einer an akuter
promyeloischer Leukédmie erkrankten erwachsenen Frau gewonnen und kultiviert
(RPMI-1640-Medium + 15 % FCS + 50 pg/mL Gentamicin, 5 % CO,, 37 °C)!73.
Promyelozyten und Myelozyten sind teilungsfihige Vorstufen wéhrend der
Granulozytopoese, die bei myeloischen Leukdmieerkrankungen entdifferenzieren und
sich sehr stark vermehren®. HL-60-Zellen zeigen ein verringertes Kern-Zytoplasma-
Verhiltnis, einen Verlust der Nucleoli und nehmen die morphologische Charakteristik
von Metamyelozyten anl74175, Der Verlust der Differnzierungsfahigkeit ist nicht
irreversibel. So vermag DMSO in Konzentrationen > 1.1 % diese wieder zu induzieren.
Die Zellen reifen dann zu Myelozyten, Metamyelozyten und Neutrophilen
Granulozyten heran und erlangen ihre physiologischen, funktionalen Eigenschaften
wieder zuriick!76. Bei Inkubation der HL-60-Zellen mit einer DMSO-Konzentration
unterhalb von 1 % wird dieser Effekt nicht mehr beobachtet!7”. In der Krebstherapie
sind bisher fast ausschlieBlich Substanzen im Einsatz, die aufgrund ihrer hohen
Zytotoxizitdt wachstumshemmend wirken, dies jedoch meist unselektiv, so daf
gravierende Nebenwirkungen wéhrend der Therapie auftreten. Ein ideales
Tumortherapeutikum wire daher eine Substanz, welche wie DMSO bei entarteten
Zellen zur Riickgewinnung ihrer normalen Funktionen fiihrt. Beschrieben ist ein
solcher Effekt u.a. fiir einige Acridone!®®. Auch die Induktion von apoptotischen
Prozessen ist bei HL-60-Zellen beobachtet worden und konnte als bevorzugter
Therapieansatz dienen!78. Um schwere Nebenwirkungen zu vermeiden, sollte in jedem
Falle bei hoher zytostatischer Potenz die unspezifische Zytotoxizitdt auf moglichst

geringem Niveau gehalten werden.
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3.2 Testsystem

Die Zellen werden unter Verwendung von RPMI-1640-Medium mit 10 % FCS und 1
% Penicilln-Streptomycin als Ndahrmedium bei einer Inkubationtemperatur von 37 °C
kultiviert und vermehrt. Nach 2-3 Tagen werden die Zellen durch den Ersatz von
verbrauchtem Medium durch frisches Medium passagiert. Zur Testung einer Substanz
wird jede Kavitit einer Gewebekulturplatte mit 495 pL einer auf 20 x 10* Zellen
eingestellten Zellsuspension beschickt. Die zu untersuchenden Verbindungen, gelost in
DMSO, werden in der Regel in Konzentrationen von 0.1-30.0 ug/mL zugesetzt. Nach
Ablauf der 48 stiindigen Inkubation wird die Zellsuspension in den einzelnen Kavititen
gut durchmischt und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauerkammer (improved) unter dem
Phasenkontrastmikroskop ausgezéhlt. Die DMSO-Konzentration in jeder Kavitdt wird
auf 0.5 % eingestellt, da bei dieser Konzentration Verfilschungen der Testergebnisse

durch Ausdifferenzierung der Zellen ausgeschlossen werden konnen!77.

3.3 Bestimmung der 1Cs)-Werte

Die Auswertung erfolgt durch graphisches Auftragen des Prozentsatzes der
vorhandenen Zellen bezogen auf den Kontrollansatz mit 0.5 % DMSO gegen die
Konzentration der Testsubstanz. Anhand der resultierenden Kurve kann der ICsy-Wert
in ug/mL abgelesen werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird der

Wert unter Einbeziehung der jeweiligen molekularen Massen auf uM umgerechnet.
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Abb. C12:  Bestimmung des ICso-Wertes der Verbindung 22 (MG 382 g/mol)
ICs0=2.2 pg/mL =5.7 uM

3.4  Bisherige Untersuchungen

Die HL-60-Zellinie ist seit Ende der siebziger Jahre in zahlreichen Verdffentlichung als
Testsystem verwendet worden!68-171,173-187  Ein erschépfender Uberblick wiirde den
Rahmen dieser Arbeit sprengen, so daB3 hier nur auf einige wenige Untersuchungen
eingegangen werden kann. Unter C3.1 wurde bereits erwidhnt, daBl einige
Acridonderivate in Hinblick auf ihr antiproliferatives Potential an HL-60-Zellen
getestet wurden. So zeigt das Acronycinderivat Atalaphyllidin eine bessere
wachstumshemmende Wirksamkeit als Acronycin selbst!70, Dariiber hinaus wird dem
Derivat ein hoher Differenzierung-induzierender Effekt zugeschrieben!®®, wie er u.a.
auch bei DMSO, 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat!’””  und  all-trans-

Retinolsdure!79 beobachtet wird. Als weitere antileukdmische Substanz ist das aus Aloe
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vera isolierte Diethylhexylphthalat beschrieben, das bei HL-60-Zellen zum
apoptotischen Zelltod fiihrt!78,

Weitere Untersuchungen befassen sich u.a mit der zytostatischen Wirkung von
Anthracyclinen wie Doxorubicin, Daunorubicin und Moflomycin!83.184 sowie von
Mitoxantron!87 und Chinolonantibiotika wie Difloxacin!86.

Die Substanzgruppe der Anthracenone im allgemeinen und somit auch Dithranol waren
bislang in der Erforschung ihrer antiproliferativen Wirksamkeit an HL-60-Zellen von
keiner Bedeutung. Lanmsiaux verdffentlichte im Jahre 2001 eine Arbeit iiber den
zytostatischen und apoptotischen Effekt des Anthronderivates Peroxisomicin auf HL-
60-Zellen. Das Anthrondimer wird aus den Friichten und Wurzeln der Pflanze
Karwinskia humboldtiana isoliert und befindet sich zurzeit in der vorklinischen
Priifung als Antitumortherapeutikum. Neben seiner sehr hohen wachstumshemmenden
Potenz mit einem ICsp-Wert von 0.35 puM vermag das Anthracenon iiber einen

radikalischen Metaboliten Apoptose in den Leukdmiezellen zu induzieren!85.

O  OCH; 0O OH
0, oo

(IZH3 OH H

Acronycin Atalaphyllidin Peroxisomicin
(ICsp: 26.2 pmM) (ICsy: 4.2 uM) (ICs0: 0.35 uM)

Abb. C13:  Hemmstoffe der HL-60-Zellproliferation
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3.5 Ergebnisse der 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone und O-9-

substituierten 4,5-Dichloranthracene

Wir untersuchten unter den beschriebenen Bedingungen die von uns synthetisierten
Anthracenone und  Anthracene, sowie Dithranol und Acronycin als
Vergleichssubstanzen. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen C18 — C22
aufgefiihrt. Die angegebenen ICs)-Werte resultieren aus ein bis zwei, bei gut
wirksamen Verbindungen aus drei Bestimmungen (SA < 10 %). Als unwirksam oder

wenig wirksam gelten solche Verbindungen, deren ICso-Wert {iber 50 uM liegt.

Verbindung ICs [uM]
Dithranol 0.6
Acronycin 26188

Tab. C18:  Vergleichssubstanzen

Verb. R R, Rs  ICs [uM]
H H H H H 16
H H CH; H H 22
H H CF; H H 22
11 Cl H H H H >70

Tab. C19:  10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone
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Fortsetzung Tab. C19

Verb. R R, Ry Rs ICsy [uM]
14 H H Cl H H 24.5
17 OCHz3 H H H H 49.6
20 H OCHj; H H H 26
22 H H OCH; H H 5.7
25 H H OCH; OCH; H 13.8
28 H OCHz3 H OCH3 H 21.8
31 OCHj; H H OCH; H 15.7
34 H OCHz3 OCHj3 OCHj3 H 14
37 NO; H H H H 19.3
40 H NO, H H H 22
41 H H NO, H H >70
42 NO; H NO; H H 20.9
45 H OBn H H H 65
48 H H OBn H H 25
51 H OBn OBn H H >70
54 H OBn OCHj3 H H 28.6
55 H OH H H H 10.8
56 H H OH H H 21
57 H OH OH H H 93
58 H OH OCHj3 H H 0.7

Tab. C19: 10-Benzyl-4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone
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Verb. R I1Cso [nM]
1 12
2 Br 32
3 CeHss >70
4 4-CH3CgsHy >70
5 4-OCH3C¢Hy >70
Tab. C20: 10-substituierte 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenone
0
oo
Cl Cl
Verb. R ICs [HM]
67 CH; >70
68 CeHs 21.2
69 4-OCH;3C¢Hy >70
70 4-NO,C¢Hy 58
71 CH,CsHs 29
73 CH2(4-CH3)C6H4 >70
74 CH,(4-OCH3)CgHy >70
75 CH,CH,Cg¢Ha4 >70
77 CH,CH,CH,C4Hs >70
Tab. C21:  9-Acoyl-4,5-dichloranthracene
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_R
O
Cl Cl
Verb. R ICs [nM]
59 CH,CH,CgHs 49
61 CH,CH(4-OCH;3)CHs 55
63 CH,CH,(3,4-OCH3),CeH3 65.5
65 CH,CH,(3,4,5-OCH3);CeH> >65
66 CH,CH,CH,C¢H5s >70

Tab. C22:  9-Alkyloxy-4,5-dichlor-9-anthracene

3.6 Diskussion

Wihrend die Vergleichssubstanz Acronycin das Wachstum nur in einem moderaten
Male hemmt (ICsy : 26 uM) zeigt Dithranol eine starke Hemmwirkung auf die HL-60-
Zellen, die der Wirkung an Keratinozyten gleich kommt. An beiden Zellinien wurden
von uns nach 48 stiindiger Inkubation ICsp-Werte von 0.6 pM bestimmt. Dithranol
wirkt somit &dhnlich gut an den Leukidmiezellen wie das in der préklinischen
Testungsphase befindliche Peroxisomicin!85, Aufgrund der starken strukturellen
Ahnlichkeiten der beiden Substanzen ist ein analoger Wirkmechanismus und die
Induktion von Zellapoptose durch radikalische Metaboliten denkbar.

Die von uns neu synthetisierten Acoyl- und Alkyloxyanthracene (7ab. C21 und C22)
inhibieren die Proliferation der Zellen nur geringfiigig oder meist gar nicht. Auch die
10-Phenylanthracenone (7ab. C20) und das 10-Bromanthron (2) bleiben ohne
Wirkung. Dem 4,5-Dichloranthron (1) kommt mit einem ICsp-Wert von 12 uM nur
eine moderate antiproliferative Potenz zu. Unter den 10-Benzylanthracenonen (7ab.

C19) fallen die parasubstituierten Methoxyderivate sowie die Hydroxyderivate auf. Die
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Verbindung 22 besitzt in Paraposition eine Methoxyfunktion und zeigt mit 5.7 uM
einen niedrigen 1Csp-Wert. Verschiebt man die O-Methylgruppe in die Meta- oder
Orthoposition (20 und 17), so verliert das Anthracenon seine Wirksamkeit. Die
Einfithrung eines zweiten und dritten Methoxysubstituenten (25, 28, 31, 34) fiihrt zu
einer Abschwichung der Wirkung. Die Parasubstitution durch eine Methoxygruppe
scheint fiir die Wirkstiarke von besonderem Gewicht zu sein, da die ICso-Werte solcher
Derivate nicht groBer als 14 uM und damit niedriger als der Wert des unsubstituierten
10-Benzylderivates (6, 16 pM) sind. Verbindungen ohne p-Methoxysubstituent weisen
hingegen eine wesentlich schlechtere Wirksamkeit auf. Die Hydroxyderivate zeigen
mit Ausnahme der Verbindung 56 gegeniiber dem 4,5-Dichloranthron (1) und dem
unsubstituierten Benzylderivat (6) verbesserte ICsp-Werte um 10 uM. Hier konnte
insbesondere beim Catecholderivat 57 eine teilweise Beteiligung von Radikalen zum
Wirkungsmechanismus beitragen (siehe Dithranol und Peroxisomicin).

Die Einfiihrung einer parastindigen Methoxygruppe oder die Hydroxylierung des
Benzylrestes fiihrt somit zu einer Steigerung der inhibitorische Potenz gegeniiber dem
4,5-Dichloranthron (1) und dem unsubstituierten 10-Benzylderivat (6). Andere 10-
Benzylanthracenone sind weitgehend wirkungslos. Die Verbindung 58 vereinigt beide
Substitutionsmuster: einen in Parasposition O-methylierten und in Metaposition
hydroxylierten Benzylring. In ihrer Wirksamkeit ist sie mit einem ICso-Wert von 0.7
UM nahezu dem Dithranol gleich zu setzen. Das Ergebnis belegt unsere These, daB fiir
die antiproliferative Wirksamkeit von 10-Benzylderivaten an HL-60-Zellen eine
Methoxygruppe in Paraposition und eine Hydroxyfunktion am Benzylring von

entscheidender Bedeutung sind.
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4. Untersuchung auf Zytotoxizitit

4.1. Allgemeines

Das antiproliferative Potential einer Substanz kann sich zum einen auf deren
spezifische Wechselwirkung mit Biomolekiilen oder zum anderen auf ungerichtete
Zelltoxizitit griinden. Bei der Psoriasistherapie mit Anthronen kommt es hdufig zu
unerwiinschten Nebenwirkungen wie Hautreizungen, die auf zytotoxische
Eigenschaften der eingesetzten Substanz zuriickzufithren sind4748. Viele der fiir
Dithranol beschriebenen Effekte an intakten Zellen konnen die Folge -einer
unspezifischen Zerstorung der Plasmamembran mit Austritt von Zytoplasma und den
darin enthaltenen Enzymsystemen sein.

Bonnekoh et al. konnten einen direkten Zusammenhang zwischen der Zelltoxizitdt und
der Hemmung des *H-Thymidin-Einbaus in die DNA aufzeigen!50. Die toxische
Wirkung des Dithranols beruht auf der bei der Autoxidation ausgeldsten
Radikalkaskade®8:189 und der folgenden Lipidperoxidation in biologischen
Membranen!14.132, Des weiteren wird eine Hemmung der Thioredoxin-Reduktase!90
sowie ein Eingriff in die energieliefernden Prozesse der mitochondrialen Atmung
diskutiert!17. Eine direkte Interaktion des Molekiils mit der Zellmembran kann
hingegen aufgrund des duflerst niedrigen I1Csp-Wertes und der somit sehr geringen
Stoffkonzentration ausgeschlossen werden!50.

Neue antipsoriatisch wirksame Substanzen sollten bei hohem antiproliferativen
Potential nur sehr geringe zytotoxische Eigenschaften aufweisen, um unerwiinschte
Nebenwirkungen zu vermeiden. Auch bei der Entwicklung von Anti-Tumor-
Wirkstoffen sollten deren zytotoxischen Aktivitdten mdglichst gering gehalten werden.
Wir untersuchten daher, inwieweit eine Inhibition der Proliferation von HaCaT- und
HL-60-Zellen durch die neuen Verbindungen auf zytotoxische Eigenschaften

zurickzufiihren ist.
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4.2  Testsystem

Als MaB fiir die Zytotoxizitdt infolge einer Plasmamembranzerstorung wiahlten wir die
extrazellulire Lactat-Dehydrogenase-Aktivitit. Das Enzym ist physiologisch
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert und zeigt nur eine sehr geringe extrazelluldre
Aktivitdit. Die Einwirkung von zytotoxischen Substanzen auf die Zelle kann zu
Perforation der Membran und somit zum Austritt der LDH fithren (4bb.C14). Die
freigesetzte Menge bzw. die Aktivitdt des Enzyms steigt proportional zum Ausmal3 der
Zellschiadigung. Eine direkte Interaktion von Dithranol mit dem 135-kDa-Enzym
konnte durch die Untersuchungen von Gawlik ausgeschlossen werden?”.

Die Methode zur Bestimmung der Aktivitdt basiert auf einem kinetischen UV-Test.
Das Prinzip des Experimentes umfaft die LDH-katalysierte, NADH -abhiingige
Reduktion von Pyruvat zu Lactat unter Bildung von NAD" (4bb. CI14). Gemessen
wurde die Abnahme von NADH".

Zelldsion

LDH

Substanz 2/5uM Pyruvat / \ » Lactat

'Y
NADH ' H NAD"

Abb. C14:  Testschema zur Bestimmung der Zytotoxizitit
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Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir eine auf 25 000 Zellen pro mL
eingestellte HaCaT-Zellsuspension und eine auf 20 000 Zellen pro mL eingestellte HL-
60-Zellsuspension. Von diesen wurden je Probenansatz 1.0 mL in ein
Multifunktionsgefdl} pipettiert und die Zellen mit Dithranol bzw. den Testverbindungen
bei 37 °C im Schiittelbad 4 h inkubiert. Der zellschiadigende Effekt von Substanzen mit
einem ICsp-Wert < 5 uM wurde bei einer Konzentration von 2 uM ermittelt. Lag der
ICso-Wert zwischen 5 und 10 uM, so erfolgte eine Behandlung der Zellen mit 5 uM der
Testverbindung. Als Vergleich dienten Ansdtze, die statt Dithranol oder einer
Testverbindung nur Medium und 0.2 % DMSO (HaCaT-Ansétze) oder 0.5 % DMSO
(HL-60-Ansétze) enthielten. Durch Einwirkung von Ultraschall und Zusatz eines
Detergens bei einem Teil der DMSO-Proben erreichten wir durch vollstindige
Zerstorung der Zellmembran eine maximale Freisetzung der intrazelluliren LDH. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben mit Pyruvat und NADH" versetzt, und
die freie extrazellulire LDH wurde durch ihre katalytische Aktivitit bei der
Uberfiihrung von Pyruvat zu Lactat, unter NADH'-Verbrauch, spektroskopisch
nachgewiesen. Gemessen wurde die Abnahme der Extinktion von NADH' bei 340 nm
iber einen Zeitraum von 5 Minuten. Die Auswertung erfolgte anhand einer mit Lactat-
Dehydrogenase-Reinenzym aufgestellten Kalibriergeraden. Die LDH-Aktivitit wird in
mU/mL angegeben.

4.3  Bisherige Untersuchungen
4.3.1 Untersuchungen zur Zytotoxizitit von Dithranol

Gawlik konnte durch seine Untersuchungen zeigen, daf3 unter unseren Testbedingungen
Dithranol erst in Konzentrationen hoher als 0.5 uM zytotoxisch auf HaCaT-Zellen
wirkt. Zwischen Konzentrationen von 0.5 und 2.5 puM steigt die Zytotoxizitdt der
Substanz stark an und zeigt bei 2.5 uM eine LDH-Aktivitat, die der Aktivitit der mit
Ultraschall und Detergens behandelten Kontrollansétzen entspricht. Das radikalische

Folgeprodukt Bianthron verhélt sich in der Studie dhnlich wie Dithranol.
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Des weiteren entfaltet Dithranol bei 2.0 uM seine zytotoxischen Eigenschaften
zeitabhédngig. Wihrend nach 90 Minuten noch keine Membranschiddigungen beobachtet
werden konnen, steigt anschlieBend die LDH-Aktivitdt innerhalb weniger Minuten auf
den Maximalwert an7%191,

Bonnekoh et al. stellten fest, dal der Beginn der Zellschddigung zu einem Zeitpunkt
einsetzt, bei dem Dithranol bereits vollstindig zerfallen ist!9!, was die These stiitzt, da3
die Zytotoxizitit der Verbindung nicht durch das Molekiil selbst vermittelt wird,
sondern iiber seine radikalischen Folgeprodukte. So zeigt dementsprechend das Dimer
Bianthron &hnliche Zytotoxizitdtswerte wie das Anthron und neigt ebenfalls zur

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies’®.

4.3.2 Untersuchungen zur Zytotoxizitit von Dithranolderivaten

In unserem Arbeitskreis sind mehrere Dissertationen mit dem Ziel angefertigt worden,
das Dithranolmolekiil strukturell so zu variieren, da bei gleichbleibend guter
antiproliferativen Potenz die fiir die Nebenwirkungen verantwortlichen prooxidativen
und zytotoxischen Effekte abgeschwicht werden oder im Idealfall ganz eliminiert
werden.

So fiihrten Giirster und Breu Acyl-, Alkyl- sowie Alkylidenreste in die C-10-Position
des  Dithranols  ein81.86,  und  Prinz  synthetisierte =~ C-2-substituierte
Dithranolhydroxamsaurederivate!5®. Durch diese Substitutionsmuster gelang es,
Verbindungen bereitzustellen, die mit ICsp-Werten von 0.4 — 3.2 uM gute
antiproliferative Eigenschaften an HaCaT-Zellen besitzen und zudem nicht zytotoxisch
sind. Die nachgewiesenen LDH-Aktivitdten lagen nur geringfligig tiber den Werten der
DMSO-Kontrollen. Abb. C15 zeigt eine Auswahl dieser Dithranolderivate.
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Abb. C15:  Verschiedenartig  substituierte ~ Dithranolderivate ~ mit  guter

antproliferativer Potenz an HaCaT-Zellen und geringer Zytotoxizitit

4.4. Zytotoxizititsuntersuchungen an HaCaT-Zellen

4.4.1 Untersuchungen zur Zytotoxizitit von 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-

anthracenonen und 9-Acoyl-4,5-dichloranthracenen

Wir untersuchten nur Verbindungen auf ihre Zytotoxizitit, die gegeniiber HaCaT-
Zellen mit ICsp-Werten < 10 uM gute bis moderate antiproliferative Wirkung zeigen.
Substanzen mit hoheren Hemmkonzentrationen wurden nicht in die Testung
einbezogen, da die Zellen auch in hoheren Konzentrationen durch diese nur wenig bis
gar nicht in ihrem Wachstum gehemmt werden und somit deren Atoxizitét
vorausgesetzt werden kann.

Die Testung erfolgte nach dem in Kapitel 4.2 beschriebenem Schema. Pro Substanz
wurden drei Bestimmungen durchgefiihrt (SA <10 %). Tabelle C23 zeigt die
Ergebnisse der Kontrollansétze. Die Tabellen C24 und C25 stellen die Ergebnisse der
LDH-Testung fiir die Anthracenone und Acoylanthracene den Hemmkonzentrationen
an HaCaT-Zellen gegeniiber. Werte, die signifikant géBer als die der DMSO-Kontrolle
sind werden mit ¢ gekennzeichnet (p<0.05). Werte, die signifikant im Bereich der

DMSO-Kontrolle liegen, sind nicht gekennzeichnet (p>0.05).
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Inkubationsbedingungen LDH [mU/ml]
Dithranol 2uM 90.1°
Dithranol 5uM 122.8°

DMSO 70.9

DMSO Brij+Ultraschall 251.1°

Medium 70.6

Tab. C23:  Vergleichswerte zur Zytotoxizitdt an HaCaT-Zellen

Verb. R I1Csy [nM] LDH [mU/ml]
1° H 1.7 64.4
6" CH,C4Hs 5.0 69.6
20" CHa(3-OCH3)CsH,4 2.0 65.0
22° CH,(4-OCH3)C¢H,4 5.0 57.6
25° CH,(3,4-(OCHs),)CeH3 5.6 68.4
31° CH,(2,5-(0OCHj3),)C¢H3 3.8 60.6
40° CH,(3-NO,)CsHy 5.0 69.9
58" CH,(3-OH, 4-OCH3)CsH3 1.5 77.4
Dithranol” 0.6 90.2¢

* LDH-AKktivitét bei 5 uM bestimmt
" LDH- Aktivitit bei 2 pM bestimmt
“ Die Werte liegen signifikant {iber den Werten der Kontrolle mit DMSO 0.2 % (P<0.05)

Tab. C24: Antiproliferatives Potential (ICso-Werte) und Zytotoxizitit von 4,5-
Dichlor-9(10H)-anthracenonen gegeniiber HaCaT-Zellen
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oI
Cl Cl
Verb. R ICso [uM] LDH [mU/ml]"
70 4-NO,CeHy4 5.0 73.0
71 CH,C¢Hs 5.0 68.7
73 CH,(4-CH3)CgH, 9.0 70.9
74 CHa(4-OCH3)CeH,4 8.0 63.9

" LDH-AKktivitit bei 5uM bestimmt

Tab. C25:  Antiproliferatives Potential (ICso-Werte) und Zytotoxizitét von 9-Acoyl-
4,5-dichloranthracenen gegeniiber HaCaT-Zellen

Da fiir die 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene kein wachstumshemmendes Potential auf
HaCaT-Keratinozyten beobachtet werden konnte, wurde keines dieser Derivate in die

Testreihe einbezogen.
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4.5  Zytotoxizititsuntersuchungen an HL-60-Zellen

Die Untersuchungen erfolgten nach dem unter C4.2 beschriebenen Schema. Getestet
wurden nur Substanzen mit einer wachstumshemmenden Konzentration < 13 uM. Um
die Stabilitdit des Enzymes in der HL-60-Zellsuspension zu untersuchen, wurden

Ansitze mit Dithranol (2 uM und 5 uM) 24 h inkubiert und vermessen.

Inkubationsbedingungen LDH [mU/ml]
4h 24 h
Dithranol 2uM 60.6 70.6°
Dithranol 5uM 60.0 74.3¢
DMSO (0.5 %) 56.0 n. b.
Medium 56.0 n. b.
Brij 35 + Ultraschall 206.1° 179.0¢

n. b. : nicht bestimmt
“ Die Werte liegen signifikant iiber den Werten der Kontrolle mit DMSO 0.5 %
(P<0.05)

Tab. C26:  Vergleichswerte zur Zytotoxizitit an HL-60-Zellen
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Verb. R I1Cso [nM] LDH [mU/ml]
1 H 12 70.3°
22° CH,(4-OCH;)CeHy4 5.7 69.3¢
55° CH,(3-OH)C¢Hy4 10.8 73.9°
57° CH,(3,4-(OH),)CsH3 9.3 76.6°
58" CH,(3-OH, 4-OCH3)CsHs; 0.7 69.5°
Dithranol” 0.6 60.6

* LDH-Aktivitit bei 5 uM bestimmt

P LDH- Aktivitit bei 2 pM bestimmt

¢ Die Werte liegen signifikant iiber den Werten der Kontrolle mit DMSO 0.2 %
(P<0.05)

Tab. C27:  Antiproliferatives Potential (ICso-Werte) und Zytotoxizitdt von 4,5-
Dichlor-9(10H)-anthracenonen gegeniiber HL-60-Zellen

4.6 Diskussion

Durch unsere Untersuchungen zur antiproliferativen Wirkung und Zytotoxizitit der
Testsubstanzen kann ein wachstumshemmender und zellschiddigender Effekt des
Losungsmittels DMSO auf HaCaT-Keratinozyten sowie auf HL-60-Zellen
ausgeschlossen werden. So beeinfluft es an beiden Zellinien weder deren
Wachstumsrate noch fithrt es zu einer erhohten LDH-Freisetzung gegeniiber
Inkubationsansitzen mit reinem Medium. Antiproliferative und zytotoxische

Wirkungen sind daher nur auf die betreffende Testsubstanz zuriickzufiihren. Die
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gemessenen Werte der LDH-Aktivitit der HaCaT-Kontrollen liegen in geringem Mal3e
iber denen der HL-60-Kontrollen.

Der konzentrationsabhéngige, zellschddigende Charakter der Vergleichssubstanz
Dithranol an HaCaT-Zellen ist in vorangegangenen Arbeiten beschrieben worden und
konnte durch unsere Untersuchungen bestitigt werden. Die Maximalfreisetzung von
251 mU/ml, die durch Zerstorung der Membran erhalten wird, konnte jedoch nicht
erreicht werden. Uber das antiproliferative Potential und die Zytotoxizitit von
Dithranol gegeniiber HL-60-Zellen lagen bisher keine Untersuchungen vor. In unseren
Testungen zeigt sich die Verbindung mit einem ICsp-Wert von 0.6 uM an HaCaT- und
HL-60-Zellen gleich gut antiproliferativ wirksam. Hingegen bewirkt das Molekiil an
den Tumorzellen nach 4 h in 2 pmolarer und 5 pmolarer Konzentration eine LDH-
Freisetzung, die im Bereich des Kontrollwertes mit 0.5 % DMSO liegt. Auch nach 24-
stiindiger Inkubation zeigt Dithranol nur eine leichte Zytotoxizitdt mit geringfligig
hoherer LDH-Freisetzung. Eine mogliche Instabilitit des extrazelluliren Enzymes in
der HL-60-Zellsuspension iiber den Zeitraum von 24 h kann hier nicht als
Hauptbegriindung fiir die niedrige Aktivitit herangezogen werden. Der Vergleichswert
179 mU/mL nach Zerstorung der Biomembran und nachfolgender 24-h-Inkubation mit
ist nur um ca. 15 % geringer als der entsprechende Wert, der direkt nach der
Behandlung im Ultraschallbad ermittelt wurde (206 mU/mL). Wéhrend der
wachstumshemmende Effekt des Dithranols gegeniiber Keratinozyten auch auf sein
zytotoxisches Potential zuriickzufiihren ist, kann dieser Wirkmechanismus an den
Tumorzellen weitgehend ausgeschlossen werden. Grund hierfiir konnte eine
unterschiedliche Enzymausstattung der beiden Zellinien sein.

Das Ausmall der Enzymfreisetzung der an Keratinozyten antiproliferativ gut
wirksamen Anthracenone und Acoylanthracene liegt signifikant im Bereich der
DMSO- und Mediumkontrollen. Die wachstumshemmende Wirkung dieser Substanzen
griindet sich daher nicht auf einen zytotoxischen Effekt durch Membranschédigung,
sondern muf3 durch einen anderen Mechanismus vermittelt werden.

An den HL-60-Zellen rufen die wirksamen Anthrone zwar stérkere
Zellwandschiddigungen und damit eine leicht erhohte LDH-Freisetzung als DMSO oder

Medium hervor, als wirkliche Ursache fiir die Wachstumsinhibition kommt eine
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ausgeprigte Zytotoxititdit der Substanzen jedoch nicht in Frage. Hierzu sind die
freigesetzten Mengen an LDH zu gering. Dariiber hinaus ist keine Korrelation

zwischen ICso-Werten und LDH-Aktivititen zu erkennen.



Biochemischer Teil 111

5.  Untersuchungen zu der Stabilitiit antiproliferativ wirksamer 9-

Acoyl-4,5-dichloranthracene

5.1 Einfiihrung und Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die von uns synthetisierten Verbindungen
in Hinblick auf ihr antiproliferatives Potential an HaCaT-Zellen untersucht. Neben
einigen 10-Benzylanthracenonen inhibieren auch vier 9-Acoylanthracene das
Wachstum der Keratinozyten mit ICsp-Werten < 10 pM, wihrend die 9-O-alkylierten

Verbindungen unwirksam sind.

(6]
oI
Cl Cl
Verb. R ICso [uM] (HaCaT)

70 4-NO,CHy 5.0
71 CH,CHs 5.0
73 CH,(4-OCH3)CHy 8.0
74 CHa(4-CH3)CsHy 9.0

Tab.C28: Antiproliferativ wirksame 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

Bei O-acylierten und O-alkylierten Derivaten des Dithranols beobachtet man dhnliche
Ergebnisse: So wirkt das Dithranol-Triacetat mit einem ICsp-Wert von 0.3 pM sogar
ein wenig besser an HaCaT-Zellen als Dithranol selbst, das 1,8,9-Trimethoxyanthracen

ist hingegen unwirksam79. Wiegrebe et al. konnten zeigen, daf3 die Ester des Dithranol-
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Triacetates nach der perkutanen Resorption oder der Inkubation von
Méusehauthomogenisat gespalten werden und u.a. Dantron und Dithranol entstehen!¢7,
Gleiches nimmt Gawlik fiir dieses Derivat unter den Bedingungen des HaCaT-
Testsystems an’9,

In Anlehnung daran kann von uns ein dhnlicher Wirkmechanismus fiir die 9-Acoyl-4,5-

dichloranthracene postuliert werden.

O
O)J\R O
DMSO ?
g uunggg
Esterasen ?
Cl Cl Cl Cl
1
IC50 =1.5 MM

Abb. C16

Eine solche Esterhydrolyse kann in unserem Testsystem durch die Einwirkung von
DMSO, Medium und/oder Esterasen auf die 9-Acoylanthracene erfolgen. Nach einer
Spaltung der Ester miiite das 4,5-Dichloranthron und/oder seine Abbauprodukte

mittels einer HPLC-Methode nachweisbar sein.

5.2 Stabilitat des 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenons

Von Dithranol ist bekannt, daB es sich im allgemeinem um ein duflerst instabiles
Anthracenon handelt®4, welches unter Licht- und Sauerstoffeinwirkung zum 1,8-
Dihydroxyanthrachinon (Danthron oder Chrysazin) und zum Dithranoldimer

(Bianthron) oxidiert wird.
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OH O OH

OH O OHO “‘

OH O
Danthron Dithranol Dithranoldimer
Abb. C17:  Oxidation von Dithranol zu Danthron und dem Dithranoldimer
Thoma und Holzmann untersuchten die Stabilitdt des Dithranols in verschiedenen

Fertigarzneimitteln und konnten die oxidativen Abbauprodukte des Dithranols HPLC-

analytisch nachweisen!92.

Abb. C18:  HPLC-Trennung des Dithranols und seiner Abbauprodukte:
4.67 min Danthron, 5.50 min Dithranol, 12.72 min Dithranoldimer!92

Fiir unsere Untersuchungen war es nun von Interesse, ob sich das 4,5-Dichloranthron
unter Testbedigungen als stabil erweist oder dhnlich wie Dithranol zum 1,8-

Dichloranthrachinon und Dimer oxidiert wird. Hierzu wurde eine 50-puM-Ldsung in
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DMSO hergestellt, zu addquaten Zeitpunkten eine Probe entnommen und iiber eine
HPLC-Methode analysiert. Des weiteren wurde die Substanz unter in Kapitel C2
beschriebenen Zelltestbedingungen auf die Keratinozyten gegeben bzw. in Medium
geldst, 48 h im Brutschrank inkubiert und HPLC-analytisch untersucht. Nach direkter
Injektion der Medium enthaltenden Proben wurden zu viele storende Substanzen
detektiert, da3 eine Auftrennung nicht moglich war. Die Proben muflten daher zuvor
ausgeethert werden.

In der DMSO-Losung zersetzte sich das Anthracenon wunter Licht- und
Sauerstoffeinwirkung {iber einen Zeitraum von 8 h vollig. Gleiches war nach 48 h in

den mit Medium und Zellen inkubierten Proben zu beobachten.

o
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Abb. C19:  HPLC-Chromatogramme einer frischen und einer 8 h alten DMSO-
Losung der Verbindung 1
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Aus den Chromatogrammen wird ersichtlich, da3 das Anthron (detektiert bei einer
Retentionszeit von 5.16 min in der frischen Losung) nach 8 h vollkommen abgebaut ist,
daflir aber zwei neue Produkte nach 3.29 und 15.68 min auftreten. Die liber 48 h
inkubierten Zellen und Medium enthaltenden Proben zeigen vergleichbare Werte.

Die Signale der Abbauprodukte von Dithranol, 1,8-Dihydroxyanthrachinon und
1,8,1°,8, -Tetrahydroxybianthron besitzen dhnliche Retentionszeiten. So injizierten wir
im folgenden Proben des 1,8-Dichloranthrachinons und des fiir diesen Zweck von uns
synthetisierten 4,5,4°,5 -Tetrachlorbianthrons und verglichen die Retentionszeiten mit

denen der Zersetzungsprodukte des 4,5-Dichloranthracenons.
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Abb. C20:  Retentionszeiten von 1,8-Dichloanthrachinon (3.38 min) und 4,5,4",5"-
Tetrachlorbianthron (14.90 min)

Die Retentionszeiten der Vergleichssubstanzen stimmen mit denen der Abbauprodukte

des 4,5-Dichloranthracenons iiberein. Eine Probe, der das entsprechende Anthrachinon
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und Bianthron zugesetzt wurden, zeigt keine zusdtzlichen Signale. Aus diesem
qualitativen Vergleich wird ersichtlich, dal das Anthron in DMSO und im wifrigen
Milieu oxidativ zu den oben genannten Verbindungen abgebaut wird.

Bei den HPLC-analytischen Untersuchungen zu der Stabilitdt unserer 9-
Acoylanthracene mufiten wir daher auf das Auftreten der in 4bb. C20 gezeigten
charakteristischen Signale der Abbauprodukte achten.

5.3  HPLC-analytische Untersuchung der Stabilitit von 9-Acoyl-4,5-

dichloranthracenen

Zunichst wurde die Stabilitdt der Substanzen in DMSO gepriift. Hierzu wurden 50-
uM-Losungen der betreffenden Substanzen in DMSO hergestellt, 48 h im Brutschrank
aufbewahrt und mittels HPLC analysiert. Alle Verbindungen zeigten sich als stabil, da
keines der Abbauprodukte detektiert werden konnte.
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Abb. C21: HPLC-Chromatogramm einer 48 h alten DMSO-Losung des 9-
Acoylanthracens 71. Es werden neben der reinen Verbindung 71 (13.27

min) keine Nebenprodukte detektiert.
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Danach wurden die Anthracene wie unter C2 beschrieben in Konzentrationen von 10
pM und 50 puM auf die Zellen gegeben und 48 h inkubiert. Des weiteren wurde pro
Substanz eine Kavitit der Gewebekulturplatte ausschlieBlich mit einer 50-uM-Losung
in Medium beschickt und unter Inkubationsbedingungen 2 Tage im Brutschrank
belassen. Nach Ablauf der Inkubationszeit konnten in jeder der Probeldsungen neben
dem unveridndertem Substrat das 1,8-Dichloranthrachinon und das Tetrachlorbianthron
nachgewiesen werden. Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch fiir die

anderen Verbindungen die Chromatogramme der Verbindung 71.

11.91
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10 pM (HaCAT) 50 uM (HaCaT)

Abb. C22: HPLC-Chromatogramme der Verbindung 71 nach 48 h Inkubation in

HaCaT-Zellsuspension
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=2 .40

50 uM (Medium)

Abb. C23: HPLC-Chromatogramm der Verbindung 71 nach 48-h-Inkubation in
DMEM-Medium

Alle drei Chromatogramme zeigen die charakteristischen Signale der Verbindung 71
sowie der Abbauprodukte des 4,5-Dichloanthrons. Eine Probe, der die Abbauprodukte
Anthrachinon und Bianthron zugesetzt wurden, zeigt keine zusitzlichen Signale. Somit
kann es als erwiesen angesehen werden, dafl das 9-Acoylanthracen im Medium und in
Gegenwart von Keratinozyten teilweise hydrolysiert und dabei das 1,8-
Dichloranthrachinon sowie das Tetrachloranthron entstehen. Da der Anteil der
nichthydrolysierten Verbindung aber noch sehr hoch ist, stellt sich die Frage, ob die
antiproliferative Wirkung allein durch das freigesetzte Anthron zu erkléren ist, oder die
Anthracene selbst in die Zelle gelangen und dort ihre Wirkung entfalten kdnnen. Somit

wurden die Zellen nach dem bekannten Schema noch einmal mit 10 uM der
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Verbindung 71 inkubiert. Nach Ablauf der 48 h wurde das {iberstehende Medium
entfernt, mit PBS-Puffer gespiilt, 1.1 mL Puffer hinzugefiigt und die Zellen unter
Ultraschallbehandlung zerstort. Die Probe wurde ausgeethert, nach Abdampfen des
Losungsmittels in DMSO aufgenommem und HPLC-analytisch untersucht. Es konnten
lediglich geringe Spuren des Anthrachinons und Bianthrons gefunden werden. Das 9-
Acoylanthracen konnte hingegen nicht detektiert werden (4bb. C24). Grund fiir die
geringen nachgewiesenen Mengen konnte die Adsorption der Substanzen an zellulére

Bestandteile sein.
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Abb. C24:  Chromatogramm nach Entfernung von iiberstehendem Medium und

Zerstorung der Zellen

5.4 Diskussion

Wir konnten durch unsere Untersuchungen den oxidativen Abbau des 4,5-
Dichloranthrons in DMSO und wifBirigem Milieu zu Anthrachinon und Bianthron
zeigen. Die 9-Acoylanthracene erweisen sich in DMSO als stabil. In DMEM-Medium

hydrolysieren sie zum Teil zu der entsprechenden Séure und zum 4,5-Dichloranthron,
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welches weiter zu den Abbauprodukten oxidiert wird. Der grofite Teil liegt aber als O-
acyliertes Anthracen vor. Da wir jedoch in den zerstdrten Zellen kein Substrat mehr
fanden, ist zwar davon auszugehen, daB3 die Anthracene selbst nicht in die Zelle
gelangen konnen und somit Pro-Drug-Charakter besitzen, genaue Riickschliisse liber
die Metabolisierung der Verbindungen an oder gar in der Zelle sind durch unsere
bisherigen Untersuchungen aber nicht moglich. Unsere Ergebnisse sind mit den
Untersuchungen zur Wirkung von Méusehauthomogenisat auf das Dithranol-Triacetat
vergleichbar. Wiegrebe fand hier neben grofen Mengen des unveridnderten
Dithranolesters auch hydrolysierte Produkte wie Danthron und Dithranoldiacetat. Den
Dithranolestern schreibt der Autor einen ausgeprigten Pro-Drug-Charakter zu, da bei
In-vivo-Testungen an Ratten nach Applikation von radioaktiv markiertem
Dithranotriacetat ca. 33 % resorbiert wurden und in Form von Dithranol nachgewiesen

werden konnten!67,
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D Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit waren die Synthese und die biologische Evaluierung
verschiedener Alkyl- und Acylderivate des 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenons. Dies
sollte in Anlehnung an frither hergestellte Dithranolverbindungen geschehen. Durch
biochemische Testungen an HaCaT-Zellen und gegeniiber dem stabilen Radikal 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) sollten die Verbindungen in Hinblick auf ihr
antipsoriatisches Potential, ihre Zytotoxizitdt und Redoxeigenschaften charakterisiert
werden. Da bislang nur wenige Untersuchungen tiber die Anti-Tumor-Wirkung von
Anthracenonen vorliegen, bezogen wir einen Test auf antiproliferative Wirkung an HL-
60-Tumorzellen mit in die biologische Evaluierung der Substanzen ein.

Die Synthese der Ausgangssubstanz erfolgte durch selektive Reduktion des 1,8-
Dichloranthrachinons mittels Natriumdithionit. Aus dem 4,5-Dichlor-9(10H)-
anthracenon sollten dann Phenylalkylderivate mit steigender CH,-Kettenldnge
zwischen Phenylrest und Anthracenongrundgeriist hergestellt werden. Die
Umsetzungen zu 10-Phenylanthronen im Sinne einer Friedel-Crafts-Alkylierung und
die Alkylierungen mit Benzyhalogeniden zu den entsprechenden 10-Benzylderivaten
gelangen in guten Ausbeuten. Hingegen wurden 10-Phenylalkylderivate mit langeren
Alkylketten und 10-Phenylacylverbindungen nicht erhalten. Statt dessen konnten bei
diesen Versuchen lediglich die O-alkylierten bzw. O-acylierten Verbindungen isoliert
werden. Auch die Synthese der Benzylidenderivate sowohl unter alkalischen als auch
unter sauren Bedingungen schlug fehl, da die Abspaltung beider Wasserstoffe an C-10
wohl durch die Priasenz benachbarter Chloratome verhindert wird.

Die reduzierenden bzw. radikalbildenden Eigenschaften der Substanzen ermittelten wir
im DPPH-Test, und die Ergebnisse stellten wir in Form von EDsp-Werten dar. Mit
Vergleichssubstanzen wie NDGA oder Dithranol wurde genauso verfahren, deren
bekannte Reaktionskonstanten mit den von uns gemessenen EDso-Werten korrelierten.
So zeigt NDGA mit einem EDsp-Wert 4.2 uM die groBte Reaktivitdt. Im Vergleich
dazu liegt der EDsp-Wert von Dithranol bei 18.0 uM. Das 4,5-Dichloranthron (1) hat
mit einem EDsp-Wert von 29.5 uM eine schwichere Aktivtdt als Dithranol, da die
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Abstraktion der Wasserstoffatome der Methylengruppe durch die benachbarten
Chloratome erschwert wird. Das Catecholderivat 57 zeigt mit 6.3 uM einen deutlich
geringeren Wert und somit stirkere Redoxeigenschaften als Dithranol. Die
Orthostellung der beiden benzylischen Hydroxygruppen ermdglicht hier nach
Oxidation die Bildung eines resonanzstabilisierten Orthochinons. Alle anderen
Derivate reagierten nicht mit DPPH. Bei der Bestimmung des antiproliferativen
Potentials an HaCaT-Zellen zeigen einige Verbindungen gute Wirksamkeit mit 1Cso-
Werten von 1.5 bis 9.0 uM. In der 10-Benzylserie zeigen insbesondere die
Methoxyderivate sowie die Metanitroverbindung gute Aktivititen. Am wirksamsten
erwies sich 58 mit einer parastindigen Methoxy- und einer metastindigen
Hydroxyfunktion. Der ICsp-Wert von 1.5 pM liegt nur geringfiigig iiber dem
Dithranolwert von 0.6 uM. Zudem zeigt die Verbindung gegeniiber unserer
Ausgangssubstanz eine Wirkverbesserung. Wiahrend 10-Phenylderivate und O-
alkylierte Verbindungen unwirksam sind, ist bei einigen 9-Acoylanthracenen ein
antiproliferativer Effekt festzustellen. Ausgehend von der These, daB3 es sich bei den
wirksamen Verbindungen um Prodrugs handelt, die nach Hydrolyse des Esters das 4,5-
Dichloranthron freisetzen, stellten wir Versuche zur Stabilitdt der Verbindungen an.
Hierzu wurden die Substanzen in DMSO, Medium und Zellsuspension gelost und die
Proben nach 48 h HPLC-analytisch untersucht. Es zeigte sich, da das 4,5-
Dichloranthron unter Licht- und Sauerstoffeinwirkung &hnlich dem Dithranol zum
entsprechenden  Anthrachinon und Bianthron oxidiert wird. Diese beiden
Abbauprodukte konnten neben den 9-Acoylanthracenen nach Inkubation mit Zellen
und Medium in den Proben nachgewiesen werden, was eine Beteiligung des Anthrons
an der antiproliferativen Wirkung der getesteten Anthracenderivate vermuten 148t. Des
weiteren fanden sich in den Zellen geringe Mengen der Oxidationsprodukte, nicht aber
das Anthracen selbst. Es ist daher wahrscheinlich, dafl die 9-Acoylanthracene einen
gewissen Pro-Drug-Charakter besitzen. Riickschliisse iiber eine Esterhydrolyse der
Derivate an oder gar in den HaCaT-Zellen sind jedoch durch unsere bisherigen
Untersuchungen nicht moglich.

Neben der HaCaT-Zellinie nutzten wir die Tumorzellen HL-60 zur Bestimmung

antiproliferativer Effekte. Diese Zellen zeigen sich insgesamt resistenter gegentiber den
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Testverbindungen als die Keratinozyten. Die wachstumshemmende Potenz der
wirksamen Methoxyderivate liegt mit 5.7 bis 14 uM auf einem niedrigeren Niveau als
bei den HaCaT-Zellen. Auch das 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon verliert mit einer
Hemmkonzentration von 12 uM erheblich an Wirksamkeit gegeniiber den
Keratinozyten. Hingegen zeigt die Substanz 58 mit einem 1Cso-Wert von 0.7 uM eine
starkere Aktivitdt als bei den Keratinozyten, die der des Dithranols (ICso = 0.6 uM)
gleich kommt.

Die an HaCaT-Zellen und HL-60-Zellen beobachteten wachstumshemmnden
Eigenschaften einiger Anthracenone bzw. Anthracene waren weder auf ausgeprigte
Redoxeigenschaften (DPPH-Test), noch auf eine gesteigerte Zytotoxizitit der
entsprechenden Verbindungen zuriickzufiihren. Als MaB fiir die Zytotoxizitét infolge
einer Membranschiddigung wéhlten wir die extrazellulire Lactat-Dehydrogenase-
Aktivitat. Auf zellschddigende Eigenschaften wurden nur die Derivate untersucht, die
das Wachstum der Zellen mit ICso-Werten < 10 pM hemmen. Diese Substanzen zeigten
weder an HaCaT- noch an HL-60-Zellen gegeniiber den Medium- und DMSO-
Kontrollen wesentlich gesteigerte Werte. So liegen die fiir das sehr gut antiproliferativ
wirkende Dithranol gemessenen Werte nur geringfiigig iiber den Medium- und DMSO-
Kontrollen.

Abschlieflend ist festzuhalten, dal die von uns synthetisierten 9(10H)-Anthracenone
und Anthracene keine der von Krebs und Schaltegger geforderten Strukturmerkmale
fiir antipsoriatische Aktivitét besitzen, einige aber mit ICso-Werten von 1.5 — 9.0 uM an
HaCaT-Zellen dennoch antipsoriatisch aktiv sind. Auch eine zytostatische Wirkung
konnte durch unsere Untersuchungen aufgezeigt werden. In beiden Testreihen fiel
insbesondere die Verbindung 58 mit niedrigen Hemmkonzentrationen von 1.5 bzw. 0.7
UM auf. Als Wirkmechanismus kann sowohl eine ausgeprigte Radikalbildungstendenz
und Redoxeigenschaft, sowie ein zellschddigender Effekt ausgeschlossen werden, was
ein vermindertes Nebenwirkungsrisiko bei der Psoriasis- und Krebstherapie erwarten
1aRt.
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E Experimenteller Teil

1 Allgemeine Angaben

1.1 Synthese

Schmelzpunkte (Smp)
Die Schmelzpunkte wurden mit dem Kofler-Heiztisch-Mikroskop der Firma Reichert

bestimmt. Die angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Infrarotspektren (FT-IR)

Die Messungen der IR-Spektren erfolgten mit dem FT-IR Spektrometer vom Typ FTS
135 der Firma Bio-Rad Laboratories. Als Software diente Win-IR Foundation.
Vermessen wurden KBr-Prefilinge. Die Bandenlagen sind in Wellenzahlen (cm™ )

angegeben.

UV-Spekten
Die UV-Spektren wurden mit dem Gerdt Uvikon Spektrophotometer 922 der Firma
Kontron Instruments aufgenommen. Gemessen wurde in einer Schichtdicke von 1 cm

in Uvasol® Ethanol (Merck).

Protonen-(lH)-Resonanzspektren (‘H-NMR)

Die '"H-NMR-Spektren wurden am Institut fiir Pharmazeutische Chemie der Universitit
Miinster mit dem Gerdt Gemini 200 (200 MHz) der Firma Varian aufgenommen. Die
chemischen Verschiebungen der Signale sind in den Einheiten der Deltaskala in ppm

angegeben. Als innerer Standard diente Tetramethylsilan (TMS = 0 ppm). Die Form
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der Signale ist durch die Abkiirzungen s = Singulett, d = Dublett, dd = doppeltes
Dublett, t = Triplett, q = Quartett und m = Multiplett gekennzeichnet. Die
Kopplungskonstanten (J) sind in Hertz (Hz) angegeben. Die Spektren wurden bei 25 °C

aufgenommen. Als Losungsmittel wurde CDCl; verwendet.

Kohlenstoff-(l3C)-Res0nanzspektren (13 C-NMR)
Die "’C-NMR-Spektren wurden am Institut fir Pharmazeutische Chemie der
Universitdt Miinster mit dem Gerdt Gemini 200 (50,29 MHz) der Firma Varian
gemessen. Die chemischen Verschiebungen der Signale sind in den Einheiten der
Deltaskala in ppm angegeben. Als innerer Standard diente Tetramethylsilan (TMS = 0
ppm). Als Losungsmittel wurde CDCIl; verwendet.

Massenspektren (MS (70 eV))

Die Massenspektren wurden am Institut fiir Pharmazeutische Chemie der Universitit
Miinster als DirekteinlaB mit dem Gerdit MAT GCQ (70 eV) der Firma Finnigan
aufgenommen. Die in Klammern gesetzten Prozentzahlen geben die Intensitit der

Signale bezogen auf den Basispeak (I = 100 %) an.

Elementaranalysen (Anal. (C,H,N))

Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Labor des Organisch-
Chemischen Instituts der Universitidt Miinster mit dem Elementaranalysator C,H,N-O-
Rapid der Firma Heraeus oder mit dem VarioEL III von der Firma Elementar

Analysensystem angefertigt.
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Diinnschichtchromatographie (DC)
Als stationdre Phase wurden DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4 mit der Artikelnummer
1.05554 der Firma Merck benutzt. Die Detektion der Diinnschichtchromatogramme

erfolgte bei den Wellenldngen 254 nm und 366 nm.

Saulenchromatographie (SC)

Als stationdre Phase diente Kieselgel 60 (70-230 mesh ASTM, Porengréfie 0,063-0,200
mm) mit der Artikelnummer 1.07734.9025. Als mobile Phasen wurden destillierte
Losungsmittel ~ der  Hochschullieferung  benutzt.  Die  Verhiltnisse — der
Laufmittelkomponenten in den Laufmittelgemischen sind in Volumenanteilen
angegeben. Nach sdulenchromatographischer Reinigung kristallisierten die Produkte
beim Einengen der Reinfraktionen sowie anschlieBender Zugabe von wenig Petrolether

oder Hexan und gegebenenfalls Stehenlassen im Tiefkiihlfach aus.

Chemikalien
Die Chemikalien fiir die priparativen Arbeiten wurden von den Firmen Acros, Aldrich,

Avocado, Fluka, Lancaster, Merck und Riedel-de Haen erworben.

1.2 Biochemische Tests

Gerite

Autoklav Webeco-Bad Schwartau, Typ B

Begasungsbrutschrank Labotect NAPCO Series 5400 CO;
Incubator, Modell 5420-1

Destillationsanlage fiir bidest. HO Heraeus

Mikroplatten-Reader Molecular Devices, Typ Spectra Max 340,

Software Softmax Pro-Version 2.2
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Mikroskop Olympus CK2, Phasenkontrastmikroskop

Schiittler IKA Labortechnik MS1 Minishaker

Sterilbank Labotect SterilGARD Class II, Typ A/B3,
Modell SG 400 DIN

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK 255 H

Analysenwaage Kern 770

Wasserbad Julabo SW-20C

Zihlkammer nach Neubauer, improved

Zentrifuge Jouan CR 412

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Stationdre Phase Hibar® RT 125-4, Prepacked Column LiChrospher® RP-18 (5
uM) 125 x 4 mm

Injektionssystem Rheodine

Pumpe L-6200A Intelligent Pump, Merck/Hitachi

Detektion 655A Variable Wavelength UV Monitor, Merck/Hitachi
Integrator D2500 Chromato-Integrator, Merck/Hitachi

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien
Die Verbrauchsmaterialien und die Reagenzien fiir die biochemischen Tests wurden

von den Firmen Costar, Gibco, Life Technologies, Merck und Steiner bezogen.
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2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Benzylalkoholen aus den
entsprechenden Benzaldehyden (AAV 1):

Zu einer eisgekiihlten Suspension von NaBHy (1.14 g, 30.0 mmol) in absol. THF (20
mL) gibt man tropfenweise eine Losung des entsprechenden Benzaldehydes (20 mmol)
in absol. THF (30 mL) und 148t bis zum Erreichen der Raumtemperatur rithren.

Der Ansatz wird tropfenweise mit H,O (50 mL) versetzt und mit CH,Cl, (2 x 25 mL)
ausgeschiittelt.

Die organische Phase wird iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum abgezogen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Benzylbromiden aus den
entsprechenden Benzylalkoholen (AAYV 2):

Zu einer eisgekithlten Losung des Benzylalkohols — in CH,Cl, (20 mL) gibt man
PBI'3*** und 148t bis zum Erreichen der Raumtemperatur riihren.

Der Ansatz wird vorsichtig tropfenweise unter Eiskiihlung mit H,O (50 mL) versetzt
und mit Diethylether (2 x 25 mL) ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber

Na,S0, getrocknet und im Vakuum abgezogen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-
anthracenonen und 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracenen (AAV 3):

Zu einer Losung von 4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon (1) und des entsprechenden
Alkylierungsmittels” in CH,Cl, (20 mL) wird eine Losung von TEBAC (0.5 g) in
NaOH (30 %, 15 mL) gegeben und bei Raumtemperatur 2 h geriihrt. Nach Beendigung
der Reaktion versetzt man den Ansatz mit H,O (50 mL) und schiittelt mit CH,Cl, (2 x
25 mL) aus. Die organische Phase wird iiber Na,SO4 getrocknet und am

Rotationsverdampfer eingeengt.
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Das Produkt wird aus dem jeweils angegeben Losungsmittel oder
Losungsmittelgemisch auskristallisiert, mehrmals gewaschen, abgesaugt und in der

Trockenpistole getrocknet. Produktgemische werden sc gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 4,5-Dichlor-10-hydroxybenzyl-
9(10H)-anthracenonen (AAYV 4):

Zu einer Suspension von Hj-gesittigtem Pd/C (10 %, 0.15 g) in absol. THF (50 mL)
gibt man das entsprechende 10-Benzyloxy-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (0.09 g —
0.25 g, 0.2 - 0.44 mmol) und 14Bt unter H, bei Normaldruck und Raumtemperatur bis
zur Aufnahme der theoretischen H,-Menge rithren (4 — 24 h, DC-Kontrolle).***

Die Mischung wird filtriert und das Filtrat eingedampft. Das Produkt wird aus den
jeweils angegebenen Losungsmittelgemischen auskristallisiert, mehrmals mit dieser
Mischung gewaschen, abgesaugt und in der Trockenpistole getrocknet.

Produktgemische werden sc gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 9-Acoyl-4,5-dichlor-9-anthracenen
(AAYV 5):

Eine Mischung von NaH (0.6 g, 25.0 mmol), 1 (0.7 — 2.0 mmol) und absol. THF (15
mL) wird 15 min unter N, bei Raumtemperatur geriihrt. Nach tropfenweiser Zugabe
einer Losung des entsprechenden Sdurechlorids (1.0 — 6.4 mmol) in absol. THF wird je
nach Reaktionsverlauf unter Erhitzen oder bei Raumtemperatur 2 h unter N-
Atmosphére geriihrt.*** Der Ansatz wird nach Beendigung der Umsetzung vorsichtig
tropfenweise mit HCl (3.7 %, 100 mL) versetzt und mit CH,Cl, (2 x 100 mL)
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet

und im Vakuum eingeengt. Produktgemische werden sc gereinigt.

**%  Abweichungen und genaue Angaben sind unter der jeweiligen Verbindung

angegeben
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3. Synthesevorschriften und analytische Daten

3.1 Darstellung der 4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenone

4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon (1)

(0]

Cl Cl

1,8-Dichloranthrachinon 10.0 g, 36.2 mmol) wird in H,O (250 mL) und DMF (250
mL) suspendiert. Nach Zugabe von Na,S,;04 (70.0 g, 402.3 mmol)) wird das Gemisch
langsam unter N, und riithren auf 90 °C erwirmt. Nach 2 h wird das Reaktionsgemisch
in HO (2 L) gegeben, mit CH,Cl, (4 x 100 mL) ausgeschiittelt, und die vereinigten
organischen Phasen werden mit H>O (4 x 200 mL) gewaschen. Nach Trocknung iiber
Na,SO4 und Einengen am Rotationsverdampfer fillt das Produkt in Form von gelben

Nadeln aus, welche sc gereinigt werden.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,
Ausbeute: 6.20 g (76 %), gelbe Nadeln
Smp: 193 — 194° C (Lit.193 196 — 197 °C)
FT-IR: v (em™) = 1659 (C=0)
Amax (log €) =384 nm (3.52), 371 (3.46), 313 (3.27), 256
UV (EtOH) (4.52), 215 (4.34)
'"H-NMR (CDCl;): o (ppm) = 8.30 (2H, dd, J; = 1.2 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar),

7.77 2H, dd, J1= 1.3 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar), 7.47 2H, t, J
=7.9 Hz, Ar), 4.80 (2H, s, CH;)
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PC-NMR (CDCl5) O (ppm) = 182.8 (C=0), 137.4, 134.3, 133.0, 127.8,
127.4, 120.0 (6 C arom.), 133.8, 128.2, 126.5 (6 CH
arom.), 29.8 (CH;)

10-Brom-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (2)

(6]
Cl Br Cl

Man suspendiert 1 (0.46 g, 1.75 mmol) in CS, (2 mL), tropft eine Losung von Br,
(0.32 g, 2.0 mmol) in CS; (1 mL) hinzu und 148t die Losung 7 h bei Raumtemperatur
riihren. Nach Zugabe von Petrolether (20 mL) und Eiskiihlung kristallisiert die

Substanz aus.

Ausbeute: 0.346 g (75 %), weiB3-gelbe Kristalle

Smp: 171 — 174 °C (Lit.34 174 °C)

FT-IR: v (em™) = 1668 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =212 nm (4.36)

'H-NMR (CDCly): 8 (ppm) = 8.20 (2H, d, J=7.7 Hz, Ar), 7.73 (2H, dd, J; =

1.37 Hz, J, = 8.00 Hz, Ar), 7.52 (2H, t, J = 7.5 Hz, Ar),
6.83 (1H, s, H-10) entspricht Lit!94

PC-NMR (CDCl5) d (ppm) = 182.1 (C=0), 138.2, 134.3, 132.9 (3 C arom.),
135.0, 130.2, 127.1 (6 CH arom.), 37.7 (CH)
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4,5-Dichlor-10-phenyl-9(10H)-anthracenon (3)

2 (0.1 g, 0.3 mmol) wird in Benzol (1 mL) suspendiert. Nach Zugabe von AICl; (0.1 g,
0.75 mmol) wird die Mischung 30 min unter RiickfluB} erhitzt. Danach wird der Ansatz
abgekiihlt, mit HCI (1 mol/L, 10 mL) und Petrolether (10 mL) versetzt und das Produkt

abgesaugt.
Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls):

MS (70 eV):

Si0,; CH,Cl,

0.041 g (40 %), weilles Pulver

238 — 239 °C (Lit.84 237 °C)

v (ecm™) = 1673 (C=0)

Amax (log €) = 298 nm (4.03), 267 nm (4.04), 218 nm
(4.42)

d (ppm) = 8.25 (2H, dd, J1=1.4 H, J, = 7.7 Hz, Ar), 7.58
(2H, dd, J, = 1.4 Hz, J, = 8.00 Hz, Ar), 7.39 2H, t, J =
7.9 Hz, Ar), 7.29-7.09 (5H, m, Ar), 6.11 (1H, s, H-10)

S (ppm) = 141.7, 137.7, 133.9, 133.1 (4 C arom.) 134.7,
130.3, 128.4, 128.3 126.7, 126.5 (11 C arom.), 44.0 (CH)
m/z (%) = 338 (100, M™), 303 (73), 261 (49)



Experimenteller Teil

133

4,5-Dichlor-10-(4-methylphenyl)-9(10H)-anthracenon (4)

CH;

2 (0.1 g, 0.3 mmol) wird in Toluol (1 mL) suspendiert. Nach Zugabe von AICl; (0.1 g,
0.75 mmol) wird die Mischung 30 min unter Riickflu} erhitzt. Danach wird der Ansatz
abgekiihlt, mit HCl (1 mol/L), 20 mL) und Petrolether (20 mL) versetzt und das

Produkt abgesaugt.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)
'H-NMR (CDCls):

MS (70 eV):

Anal. (Cz] H14C120, 352)

Si0,; CH,Cl,
0.081 g (78 %), weilles Pulver
241 - 242 °C
v (em™) = 1676 (C=0)
Amax (log €) =273 nm (4.16), 220 nm (4.41)
8.23 (2H, dd, J, = 1.5 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar), 7.57 (2H, dd,
Ji= 1.4 Hz, J, =79 Hz; Ar), 7.35 (2H, t, J = 7.8 Hz,
Ar), 7.15 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-2 , H-6", AB-System ),
6.80 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3’, H-5", AB-System), 6.08
(1H, s, H-10), 2.22 (3H, s, CH3)
m/z (%) = 352 (100, M™)
Ber C, 71.40; H, 3.99
Gef C, 71.40; H, 3.71
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4,5-Dichlor-10-(4-methoxyphenyl)-9(10H)-anthracenon (5)

OCH;

2 (0.5 g, 1.5 mmol) wird in Anisol (0.5 g) suspendiert. Nach Zugabe von AICl; (0.5 g,
3.8 mmol) wird die Mischung 2 h unter RiickfluB} erhitzt. Danach wird der Ansatz
abgekiihlt, mit HCI (1 mol/L), 50 mL) versetzt, mit CH,ClI; (3 x 50 mL) ausgeschiittelt,
und die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet. Die nach
Abdampfen des Losungsmittels erhaltenen gelb-weillen Kristalle werden auf eine

Nutsche gebracht und mehrmals mit Petrolether gewaschen. Die endgiiltige Reinigung

erfolgt sc.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: 0.405 g (73 %), gelb-weilles Pulver

Smp: 240 °C

FT-IR: v (cm ™) = 1672 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =268 nm (4.04), 227 nm (4.37)

'"H-NMR (CDCl;): S (ppm) = 8.24 (2H, dd, J, = 1.1 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar),

7.57 (2H, dd, Ji= 1.4 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar), 7.38 (2H, t, J
= 7.8 Hz, Ar), 7.17 (2H, dd, J; = 2.2 Hz, J,= 6.7 Hz, H-
2, H-6", AB-System), 6.71 (2H, dd, J; = 2.08 Hz, J, =
6.71 Hz, H-3°, H-5", AB-System), 6.05 (1H, s, H-10),
3.69 (3H, s, OCH3)

MS (70 eV): m/z (%) = 368 (100, M™)

Anal. (C1H14CL,0,, 368):  Ber C, 66.31; H, 3.82
Gef C, 67.04; H, 3.47
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3.2 Darstellung der 10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenone

10-Benzyl-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (6)

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und Benzylbromid (0.51 g, 3.0 mmol) in CH,Cl, (8 mL)

nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:
Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl;):

MS (70 eV):
Anal.(C21H14C120, 352)

Si0,; CH,Cl,

0.169 g (48 %), gelbe Kristalle

133 — 134 °C (Lit%8 148 °C)

v (em™) = 1666 (C=0)

Amax (log €) =268 nm (4.11), 220 nm (4.38)

S (ppm) = 7.89 (2H, dd, J, = 1.1 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.70 (2H, dd, J, = 1.2 Hz, J, =7.9 Hz, Ar), 7.37 (2H, t, J
=7.9 Hz, Ar), 7.03 (1H, t, J= 7.3 Hz, H-4")), 6.83 (2H, t,
J=17.6 Hz, H-3", H-5"), 5.96 (2H, d, /= 7.3 Hz, H-2’, H-
6"),5.41 (1H, t,J=4.4 Hz, H-10), 3.4 (2H, d, /= 4.4 Hz,
CH,)

m/z (%) = 352 (18, M™), 261 (60), 91 (100)

Ber.C, 71.40; H, 3.99

Gef.C, 71.29; H, 3.79
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4,5-Dichlor-10-(4-methylbenzyl)-9(10H)-anthracenon (7)

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und 4-Methylbenzylbromid (1.42 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)
'H-NMR (CDCl;):

MS (70 eV):
Anal. (C22H16C120, 366)1

Umkristallisation aus MeOH

0.222 g (30 %), weil-gelbe Kristalle

153°C

v (em™") = 1670 (C=0)

Amax (log €) =268 nm (4.07), 218 nm (4.39)

O (ppm) = 7.90 (2H, dd, J, = 1.2 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.70 (2H, dd, J1= 1.2 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar), 7.37 2H, t, J
= 7.8 Hz, Ar), 6.64 (2H, d, J = 7.7 Hz, H-2’, H-6", AB-
System), 5.84 (2H, d, J = 7.9 Hz, H-3’, H-5", AB-
System), 5.39 (1H, t, J = 4.5 Hz, H-10), 3.37 2H, d, J =
4.4 Hz, CH,), 2.16 (3H, s, CH3)

m/z (%) = 366 (2.46, M™), 105 (100)

Ber C, 71.95; H, 4.39

Gef C, 71.98; H, 4.56
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4,5-Dichlor-10-(4-trifluormethylbenzyl)-9(10H)-anthracenon (8)

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und 4-Trifluormethylbenzylbromid (0.95 g, 8.0 mmol) in
CH,Cl, (20 mL) nach AAV 3.

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCls):

MS (70 eV):
Anal. (C22H13C12F30, 420)1

Si0,; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.104 g (12 %), weil-gelbe Kristalle

131-132°C

v (em™) = 1670 (C=0)

Amax (log €) =268 nm (4.13), 218 nm (4.40)

O (ppm) = 7.94 (2H, dd, J; = 1.0 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.72 (2H, dd, J; = 1.2 Hz, J» = 7.9 Hz, Ar), 7.38 (2H, t, J
= 7.9 Hz, Ar), 7.11 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2", H-6", AB-
System), 6.15 (2H, d, J = 8.1 Hz, H-3’, H-5", AB-
System), 5.43 (1H, t, J = 4.6 Hz, H-10), 3.45 (2H, d, J =
4.6 Hz, CH»)

m/z (%) = 420 (14, M™), 261 (100)

Ber C, 62.73; H, 3.11

Gef C, 61.84%; H, 3.47

* Trotz mehrfacher sc Reinigung und wiederholter

Bestimmung kein besseres Resultat



138 Experimenteller Teil

2-Chlorbenzylalkohol (9)

Of\OH
Cl

Aus 2-Chlorbenzaldehyd nach AAV 1. Ansatzdauer 4h.

Ausbeute 2.63 g (92 %), weile Kristalle
Smp 60 — 62 °C (Lit.195 70 °C)
'H-NMR (CDCl): 8 (ppm) = 7.51 — 7.24 (4H, m, Ar), 4.78 (2H, s, CH,),

2.11 (1H, s, OH), entspricht Lit.196

2-Chlorbenzylbromid (10)

Cl

Aus dem Rohprodukt von 9 (2.0 g, 14.0 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in CH,Cl,
(20 mL) nach AAV 2.
Ausbeute 1.83 g (64 %), gelbes Ol

4,5-Dichlor-10-(2-chlorbenzyl)-9(10H)-anthracenon (11)
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Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 10 (1.7 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (20
mL) nach AAV 3.

Reinigung: Si0,; CH,Cl/Hexan (4:1)

Ausbeute: 0.123 g (16 %), gelbes Pulver

Smp: 121 -123 °C

FT-IR: v (em™) = 1671 (C=0)

UV (EtOH) Amax (l0g €) =269 nm (4.03), 216 nm (4.37)

'H-NMR (CDCl,): & (ppm) = 7.92 (2H, dd, J; = 1.1 Hz, J, = 7.74 Hz, Ar),

7.65 (2H, dd, Ji= 1.4 Hz, J,= 7.9 Hz, Ar), 7.39 2H, t, J
= 7.8 Hz, Ar), 7.01 (2H, m, Ar), 6.73 (1H, m, Ar), 5.89
(1H, d, J = 7.4 Hz, Ar), 5.50 (1H, t, J = 4.7 Hz, H-10),
3.53 (2H, d, J= 4.9 Hz, CH,)

3C-NMR (CDCls): 5 (ppm) = 182.8 (C=0), 140.0, 136.1, 134.9, 133.8,
129.4, 129.1, 128.8, 126.9 (8 C arom.), 133.7, 132.7,
129.2, 128.4, 125.8, (10 CH arom.), 38.8, 37.8 (CH, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) = 386 (22, M™), 261 (100)

Anal. (CoH;5CL:0, 386):  Ber C, 65.06; H, 3.38
Gef C, 64.47; H, 3.19

4-Chlorbenzylalkohol (12)

G
Cl

Aus 4-Chlorbenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 2.44 g (86 %), weille Kristalle
Smp. 57—-59 °C (Lit.197 70 — 72 °C)
'H-NMR (CDCl,): d (ppm) = 7.34 — 7.24 (4H, m, Ar), 4.62 (2H, s, CH»),

2.28 (1H, s, OH), entspricht Lit.197
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4-Chlorbenzylbromid (13)

SO
Cl

Aus dem Rohprodukt von 12 (2.0 g, 14.0 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,CI; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute
Smp
'H-NMR (CDCl):

1.92 g (67 %), ocker-weille Kristalle
22 —24° C (Lit.198 28 — 30 °C)
S (ppm) = 7.36 — 7.26 (4H, m, Ar), 4.45 (2H, s, CHy),

entspricht Lit.198

4,5-dichlor-10-(4-chlorbenzyl)-9(10H)-anthracenon (14)

Aus 0.5 g (2.0 mmol) 1 und dem Rohprodukt von 13 (1.6 g, 8.0 mmol) in 20 mL

CH,Cl, nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)
'H-NMR (CDCl;):

Si0,; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.175 g (23 %), gelbes Pulver

130 - 132 °C

v (em™) = 1685 (C=0)

Amax (log €) =268 nm (4.07), 218 nm (4.38)

o (ppm) = 7.94 (2H, d, J= 7.8 Hz, Ar), 7.71 (2H, d, J =
7.8 Hz, Ar), 7.39 (2H, t, J = 7.8 Hz, Ar), 6.82 (2H, d, J =
8.2 Hz, H-2’, H-6", AB-System), 5.92 (2H, d, J = 8.2 Hz,
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BC-NMR (CDCls):

MS (70 eV):
Anal. (C21H13C130, 386)1

H-3', H-5", AB-System), 5.38 (1H, t, J = 4.4 Hz, H-10),
3.39 (2H, d, J = 4.5 Hz, CH))

5 (ppm) = 182.3 (C=0), 140.0, 137.8, 134.8, 133.4,
133.3, 133.1, 133.0, 126.2 (8 C arom.), 134.0, 131.4,
128.3, 127.8, 125.8 (10 CH arom.), 39.9, 39.1 (CH, CH,)
m/z (%) = 386 (11, M), 261 (69.8), 125 (100)

Ber C, 65.06; H, 3.38

Gef C, 64.66; H, 3.00

2-Methoxybenzylalkohol (15)

©\/\OH
OCH;

Aus 2-Methoxybenzaldeyd nach AAV1. Ansatzdauer 4 h.

Ausbeute
'H-NMR (CDCl;):

2.40 g (87 %), gelbes Ol
d (ppm) = 7.29 (2H,d, J = 6.6 Hz, Ar), 6.94 (2H, q, J; =
7.8 Hz, J, = 7.3 Hz, Ar), 4.69 (2H, s, CH,), 3.87 (3H, s,
OCH;), 2.42 (1H, s, OH)

2-Methoxybenzylbromid (16)

OCH;

Aus dem Rohprodukt von 16 (3.0 g, 21.7 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,CL; (20 mL) nach AAYV 2.

Ausbeute

Smp

2.84 g (64 %), weill-gelbe Kristalle
25-27°C
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"TH-NMR (CDCl5): d (ppm) = 7.35 —7.25 (2H, m, Ar), 6.96 — 6.86 (2H, m,
Ar), 4.57 (2H, s, CH»), 3.89 (3H, 2, OCHs;), entspricht
Lit.19%

4,5-Dichlor-10-(2-methoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (17)

Aus 1 (0.33 g, 1.25 mmol) und dem Rohprodukt von 16 (1.0 g, 5.0 mmol) in CH,Cl,
(20 mL) nach AAYV 3.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: 0.100 g (21 %), gelbe Nadeln

Smp: 134 -135°C

FT-IR: v (em™) = 1670 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =270 nm (4.15), 218 nm (4.40)

'H-NMR (CDCl): 8 (ppm) = 7.87 (2H, d, J= 7.8 Hz, Ar), 7.67 2H, d, J =

8.0 Hz, Ar), 7.34 (2H, t, J = 8.0 Hz, Ar), 7.04 (1H, t, J =
6.6 Hz, Ar), 6.44 (2H, t, J = 8.3 Hz, Ar), 5.78 (1H, d, J =
7.4 Hz, Ar), 5.45 (1H, t, J = 4.3 Hz, H-10), 3.46 (2H, d, J
= 4.4 Hz, CH,), 3.09 (3H, s, OCH3)

BC-NMR (CDCl5): & (ppm) = 182.7 (C=0), 140.8, 137.8, 134.9, 133.7,
133.4, 126.2, 122.8 (7 C arom.), 133.2, 132.3, 128.5,
127.8, 125.1, 119.5, 109.3 (10 CH arom.), 54.6 (OCH3),
39.0, 33.9 (CH, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) =382 (2, M™), 121 (100)

Anal. (CoH16C1,0,, 382):  Ber C, 68.94; H, 4.21
Gef C, 68.80; H, 3.97
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3-Methoxybenzylalkohol (18)

OH

OCH;

Aus 3-Methoxybenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 2.35 g (85 %), schwach gelbes Ol

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 7.27 (1H, t, J; = 7.9 Hz, J, = 8.0 Hz, Ar), 6.89
(3H, m, Ar), 4.65 (2H, s, CH»), 3.81 (3H, s, OCHj3), 2.09
(1H, s, OH), entspricht Lit!%7

3-Methoxybenzylbromid (19)
Br

OCH;

Aus dem Rohprodukt von 18 (3.0 g, 21.7 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in

CH,ClI; (20 mL) nach AAV 2.
Ausbeute 3.16 g (73 %), gelbes Ol
'H-NMR (CDCl;): 5 (ppm) = 7.25 (1H, t, J; = 8.8 Hz, J> = 7.6 Hz, Ar), 6.99

—6.92 (2H, m, Ar), 6.83(1H, dd, J; = 2.3 Hz, J,= 8.1 Hz,
Ar), 446 (2H, s, CH,), 3.81 (3H, s, OCH3), entspricht

Lit.200
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4,5-Dichlor-10-(3-methoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (20)

H;CO

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 19 (1.7 g, 4.5 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):
Anal. (C22H16C1202, 382)

Umkristallisation aus Hexan/Petrolether

0.222 g (29 %), weiB3-gelbe Kristalle

139-141°C

v (cm ™) = 1685 (C=0)

Amax (log €) =269 nm (4.13), 219 nm (4.37)

S (ppm) =7.92 (2H, dd, J; = 1.3 Hz, J,= 7.8 Hz, Ar), 7.70
(2H, dd, J1= 1.3 Hz, J, = 8.0, Ar), 7.38 2H, t, J=7.9
Hz, Ar), 6.76 (1H, t, J = 7.8 Hz, Ar), 6.58 (1H, dd, J, =
1.5 Hz, J, = 8.2 Hz, Ar), 5.59 (1H, d, J = 7.4 Hz, Ar),
5.48 (1H, t, J = 2.0 Hz, Ar), 5.42 (1H, t, J = 4.4 Hz, H-
10), 3.42 (3H, s, OCH3) 3.38 (2H, d, /= 4.4 Hz, CH,)
m/z (%) =382 (12, M™), 261 (18), 121 (100)

Ber C, 68.94; H, 4.21

Gef C, 68.68; H, 4.20

4-Methoxybenzylbromid (21)

J O
H;CO
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Aus 4-Methoxybenzylalkohol (5.0 g, 36.2 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in

CH,Cl; (15 mL) nach AAV 2.

Ausbeute: 5.66 g (78 %), schwach gelbes Ol

'H-NMR (CDCly): & (ppm) = 7.32 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar, H-2, H-6, AB-
System), 6.86 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar, H-3, H-5, AB-
System), 4.50 (2H, s, CH>), 3.80 (3H, s, OCH3)

4,5-Dichlor-10-(4-methoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (22)

OCH;

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 21 (1.0 g, 5.0 mmol) in CH,Cl, (16

mL) nach AAV 3.

Reinigung: Umristallisation aus Hexan/Petrolether (1:1). SiOy;
CH,Cl,

Ausbeute: 0.224 g (29 %), weil3-gelbe Kristalle

Smp: 142 —143° C

FT-IR: v (em™) = 1672 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =276 nm (4.08), 218 nm (4.39)

'H-NMR (CDCl;): 8 (ppm) = 7.92 (2H, dd, J, = 1.1 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),

7.70 (2H, dd, J, = 1.3 Hz, J, =7.9 Hz, Ar), 7.37 2H, t, J
=789 Hz, Ar), 6.37 (2H, dd, J, = 2.0 Hz, J,= 6.7 Hz, H-
2’, H-6, AB-System), 5.86 (2H, dd, J; = 1.9Hz, J, = 6.7
Hz, H-3", H-5", AB-System), 5.39 (1H, t, J = 4.3 Hz, H-
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10), 3.65 (3H, s, OCHs), 3.34 (2H, d, J = 4.4 Hz, CH,)
MS (70 eV): m/z (%) = 382 (<1, M"), 261 (3), 121 (100)
Anal. (CoH,6CLO,, 382):  Ber C, 68.94; H, 4.21

Gef C, 68.55; H, 4.35

3,4-Dimethoxybenzylalkohol (23)

OH

H;CO
OCH;

Aus 3,4-Dimethoxybenzaldehyd und NaBH4 (1.52 g, 40 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute 2.73 g (81 %), gelbes Ol

'H-NMR (CDCl;): S (ppm) = 7.10 — 6.86 (3H, m, Ar), 4.71 (2H, s, CH),
3.89 (6H, s, 2 x OCHs), 2.28 (1H, s, OH), entspricht
Lit.201

3,4-Dimethoxybenzylbromid (24)

Br

H5CO
OCH;

Aus dem Rohprodukt von 23 (3.0 g, 17.8 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in

CH,Cl; (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 6 h.

Ausbeute 2.58 g (63 %), braun-gelbes Ol

'H-NMR (CDCl): 8 (ppm) = 7.12 — 6.81 (3H, m, Ar), 4.56 (2H, s, CH,),
3.96 (3H, s, OCH3), 3.86 (3H, s, OCHs)
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4,5-Dichlor-10-(3,4-dimethoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (25)

OCH;

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohproduktes von 24 (1.84 g, 8.0 mmol) in 20 mL

CH,Cl, nach AAYV 3.

Reinigung:

Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):
Anal. (C23H18C1203, 412)

Si0,; CHyCly/Hexan (4:1), Umkristallisation aus
Hexan/Petrolether/MeOH (1:1:1)

0.109 g (13 %), gelbes Pulver

153°C

v (em™) = 1685 (C=0)

Amax (log €) =267 nm (4.13), 261 nm (4.13), 218 (4.41)

d (ppm) = 7.93 (2H, dd, J, = 1.1 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.70 2H, dd, J, = 1.2 Hz, J,=7.9 Hz, Ar), 7.37 2H, t,J
= 7.7 Hz, Ar), 6.35 (1H, d, J = 8.2 Hz, Ar), 5.54 (1H, dd,
Ji = 19 Hgz, J, = 8.1 Hz, Ar), 543 - 538 (2H, m, 1H,
Ar, H-10), 3.72 (3H, s, OCH3), 3.36 - 3.33 (5H, m, CH,,
OCH;3)

m/z (%) =412 (2, M™), 151 (100)

Ber C, 66.84; H, 4.39

Gef C, 66.63; H, 4.37
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3,5-Dimethoxybenzylalkohol (26)

H;CO
OH

OCH;

Aus 3,5-Dimethoxybenzaldeyd nach AAV 1.

Ausbeute 2.68 g (80 %), gelbes Ol

'H-NMR (CDCl): 8 (ppm) = 6.52 (2H, d, J=2.1 Hz, Ar), 6.38 (1H, t, J, =
Jo=2.3 Hz, Ar), 4.62 (2H, s, CH;), 3.79 (6H, s, 2 X ocu3),
1.95 (1H, s, OH), entspricht Lit.202

3,5-Dimethoxybenzylbromid (27)

H;CO
Br

OCH;

Aus dem Rohprodukt von 26 (3.0 g, 17.8 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,Cl; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 2.38 g (58 %), weill-gelbe Kristalle
Smp 55— 56 °C (Lit.203 69 — 70 °C)
'H-NMR (CDCly): 8 (ppm) = 6.54 (2H, d, J = 2.1 Hz, Ar), 6.39 (1H, t, J; =

2.4 Hz, J, = 2.1 Hz, Ar), 4.42 (2H, s, CH,), 3.79 (6H, s, 2
x OCH3), entspricht Lit.203
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4,5-Dichlor-10-(3,5-dimethoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (28)

H;CO OCH;

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 27 (1.8 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

"H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):

Anal. (C23H18C1203, 412)

Si0,; CH,Cl,
0.135 g (16 %)

165° C

v (em™) = 1676 (C=0)

Amax (log €) =271 nm (4.18), 218 nm (4.40)

d (ppm) = 7.95 (2H, dd, J; = 1.2 Hz, J, = 7.7 Hz, Ar),
7.71 (2H, dd, J, = 1.3 Hz, J, =7.9 Hz, Ar), 7.38 (2H, t, J
=7.9 Hz, Ar), 6.13 (1H, t, J = 2.3 Hz, Ar), 5.40 (1H, t, J
= 4.4 Hz, H-10), 5.14 (2H, d, J = 2.4 Hz, Ar), 3.41 (6H, s,
2 x OCH3), 3.34 (2H, d, J = 4.5 Hz, CH))

m/z (%) =412 (16, M™), 151 (100)

Ber C, 66.84; H, 4.39

Gef C, 66.65; H, 4.14
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2,5-Dimethoxybenzylalkohol (29)

OCH;

OH

OCH;

Aus 2,5-Dimethoxybenzaldehyd und nach AAV 1.

Ausbeute 2.68 g (80 %), gelbes Ol

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 6.89 — 6.79 (3H, m, Ar), 4.66 (2H, d, J = 4.8
Hz, CH»), 3.82 (3H, s, OCH3), 3.77 (3H, s, OCH3), 2.47
(1H, s, OH), entspricht Lit.204

2,5-Dimethoxybenzylbromid (30)
OCH;
Br

OCH;

Aus dem Rohprodukt von 29 (3.0 g, 17.8 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,Cl; (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 6 h.

Ausbeute 2.56 g (62 %), gelb-braune Kristalle
Smp. 70 — 72 °C (Lit.204 75 — 77°C)
'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 6.91 — 6.82 (3H, m, Ar), 4.54 (2H, s, CH,),

3.84 (3H, s, OCH;), 3.77 (3H, s, OCH3), entspricht Lit.204
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4,5-Dichlor-10-(2,5-dimethoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (31)

Aus 1 (0.22 g, 0.83 mmol) und dem Rohprodukt von 30 (0.7g, 3.0 mmol) in CH,Cl,

(16 mL) nach AAV 3.
Reinigung:

Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl;):

C-NMR (CDCly):

MS (70 eV):

Anal. (C23H18C1203, 412)2

Umkristallisation aus MeOH

0.109 mg (31 %), weiB3-gelbe Kristalle

167 —169° C

v (em™) = 1668 (C=0)

Amax (log €) =273 nm (4.16), 220 nm (4.41)

d (ppm) = 7.89 (2H, d, J= 7.7 Hz, Ar), 7.62 (2H, d, J =
7.8 Hz, Ar), 7.34 (2H, t, J = 7.9 Hz, Ar), 6.58 (1H, dd, J;
= 3.0 Hz, J,= 8.9 Hz, Ar), 6.33 (1H, d, J = 8.9 Hz, Ar),
5.44 (1H, t, J = 4.4 Hz, H-10), 5.36 (1H, d, J = 2.0 Hz,
Ar), 3.42 (2H, d, J = 4.6 Hz, CH>), 3.39 (3H, s, OCH3),
3.04 (3H, s, OCH3)

d (ppm) = 182.6 (C=0), 152.6, 152.0, 140.8, 135.0,
133.7, 123.6 (8 C arom.), 133.2, 127.8, 125.3, 118.0,
114.0, 110.2 (9 CH arom.), 55.8 (OCHj3), 55.0 (OCHs),
39.0, 34.1 (CH, CH»)

m/z (%) =412 (6, M™), 151 (100)

Ber C, 66.84; H, 4.39

Gef C, 66.56; H, 4.56
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3,4,5-Trimethoxybenzylalkohol (32)

H;CO o

H;CO

OCHj

Aus 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd nach AAV 2.

Ausbeute 3.52 g (89 %), schwach gelbes Ol

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz, Ar), 6.64 (1H, d, J =
8.4 Hz, Ar), 4.62 (2H, d, J = 5.9 Hz, CH,), 3.96 — 3.86
(9H, m, 3 x OCH3), 2.14 (1H, t, J; = J, = 6.0 Hz, OH),

entspricht Lit.205

3.,4,5-Trimethoxybenzylbromid (33)

H;CO
Br

H;5CO

OCH;

Aus dem Rohprodukt von 32 (3.0 g, 15.1 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,Cl; (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 3 h
Ausbeute 2.20 g (56 %), gelb-braunes Ol

4,5-Dichlor-10-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (34)

OCH;
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Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 33 (2.1 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (20
mL) nach AAV 3.

Reinigung: Umkristallisation aus Petrolether/MeOH (1:1)

Ausbeute: 0.515 g (58 %), gelbes Pulver

Smp: 156 - 157° C

FT-IR: v (em™) = 1676 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =269 nm (4.07), 218 nm (4.40)

'H-NMR (CDCl,): 8 (ppm) = 7.93 (2H, dd, J; = 1.4 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),

7.71 2H, dd, J1= 1.4 Hz, J, =7.9 Hz, Ar), 7.38 (2H, t, J
=7.9 Hz, Ar), 5.42 (1H, t, J = 4.4 Hz, H-10), 5.15 (2H, s,
Ar, H-2", H-6"), 3.72 (3H, s, OCH3), 3.35-3.31 (8H, m,
CH,, 2 x OCHs)

PC-NMR (CDCls): S (ppm) = 181.8 (C=0), 152.3, 140.3, 137.6, 135.2,
133.1, 129.9 (6 C arom.), 133.7, 128.0, 125.5, 107.7 (8
CH arom.), 61.2 (OCHj3), 55.8 (2 x OCH3), 40.2, 39.3
(CH, CHy)

MS (70 eV): m/z (%) = 442 (2, M™), 181 (100)

Anal. (Cp4H,0Cl,04, 442):  Ber C, 65.02; H, 4.55
Gef C, 64.57; H, 4.82

2-Nitrobenzylalkohol (35)

S0
NO,

Aus 2-Nitrobenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 2.78 g (91 %), weill-gelbe Kristalle
Smp 63 — 64 °C (Lit.206 71 — 72 °C)
'H-NMR (CDCl): d (ppm) = 8.11 — 7.43 (4H, m, Ar), 4.97 (2H, s, CH),

2.72 (1H, s, OH), entspricht Lit.206
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2-Nitrobenzylbromid (36)

O\/\Br
NO,

Aus dem Rohprodukt von 35 (3.0 g, 19.6 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,CL; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 2.47 g (58 %), gelb-weiBle Kristalle

Smp 42 — 44 °C (Lit.207 46 — 47 °C)

'H-NMR (CDCl;): S (ppm) = 8.06 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar), 7.72 — 7.62 (2H,
m, Ar), 7.56 — 7.47 (1H, s, Ar), 498 (2H, s, CHy)
entspricht Lit.*"’

4,5-Dichlor-10-(2-nitrobenzyl)-9(10H)-anthracenon (37)

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und dem Rohprodukt von 36 (0.7 g, 4.0 mmol) in CH,ClI, (16

mL) nach AAV 3.

Reinigung: Si0,; Hexan/cuacrz (3:1)

Ausbeute: 0.142 g (36 %), gelbes Pulver

Smp: 175-177 °C

FT-IR: v (em™) = 1668 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =266 nm (4.09), 215 nm (4.36)

'H-NMR (CDCl5): & (ppm) = 7.90 (2H, dd, J; = 1.2 Hz, J, = 7.7 Hz, Avr),

7.66 (2H, dd, J,= 1.4 Hz, J, = 8.0 Hz, Ar), 7.56 (1H, dd,
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Ji=13Hz, J,=8.1 Hz, Ar), 7.41 (2H, t, J= 7.9 Hz, Ar),
7.23 (1H, dt, J; = 1.4 Hz, J,=7.7 Hz, Ar), 7.05 (1H, dt, J;
= 1.4 Hz, J, = 7.5 Hz, Ar), 6.07 (1H, dd, J; = 1.3 Hz, J, =
7.7 Hz, Ar), 5.48 (1H, t, J = 5.0 Hz, H-10), 3.87 (2H, d, J
=4.9 Hz, CH,)

BC-NMR (CDCls) 8 (ppm) = 182.5 (C=0), 150.2, 134.7, 133.6, 129.8 (7 C
arom.), 134.1, 133.7, 131.7, 128.8, 128.2, 126.0, 124.6
(10 CH arom.), 38.9, 36.7 (CH, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) =397 (7, M™), 261 (100)

Anal. (CiH;3CLNOs, 397): Ber C, 63.34; H, 3.29; N, 3.52
Gef C, 62.83; H, 3.12; N, 3.39

3-Nitrobenzylalkohol (38)

oy

NO,

Aus 3-Nitrobenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 2.92 g (95 %), weil-gelbe Kristalle
Smp 21 - 23 °C (Lit.208 26 — 27 °C)
'H-NMR (CDCly): 8 (ppm) = 8.23 (1H, s, Ar), 8.13 (1H, d, J = 8.1 Hz, Ar),

7.70 (1H, d, J= 7.7 Hz, Ar), 7.55 (1H, d, J= 7.9 Hz, Ar),
4.82 (2H, s, CH,), 2.21 (1H, s, OH), entspricht Lit.208

3-Nitrobenzylbromid (39)

o

NO,
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Aus dem Rohprodukt von 38 (3.0 g. 19.6 mmol) und PBr3 (7.5 g; 27.7 mmol) in
CH,ClI; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 3.02 g (71 %), gelbe Kristalle

Smp 37-39°C

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 8.28 — 8.15 (2H, m, Ar), 7.74 (1H, d, J = 7.7
Hz), 7.55 (1H, t, J1 = 7.9 Hz, J, = 8.00 Hz, Ar), 4.55 (2H,
s, CHy)

4,5-Dichlor-10-(3-nitrobenzyl)-9(10H)-anthracenon (40)

O,N

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 39 (1.7 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (20
mL) nach AAV 3.

Reinigung: Si0;; CH,Cly/Hexan (4:1)

Ausbeute: 0.465 (58 %), weil-gelbes Pulver

Smp: 170 -172 °C

FT-IR: v (cm ™) = 1669 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =268 nm (4.25), 218 nm (4.40)

'"H-NMR (CDCl;): S (ppm) = 7.92 (1H, dd, J; =1.0 Hz, J, = 8.3 Hz, Ar),

7.90 (2H, dd, J; = 1.3 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar), 7.76 (2H, dd,
Ji=1.4Hz, J,=7.9 Hz, Ar), 7.42 (2H, t, J = 8.0 Hz, Ar),
7.03 (1H, t, J = 7.9 Hz, Ar), 6.83 (1H, t, J = 1.9 Hz, Ar),
6.32 (1H, d, J = 7.6 Hz, Ar), 5.47 (1H, t, J = 4.5 Hz, H-
10), 3.50 (2H, d, J=4.7, CH>)
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MS (70 eV): m/z (%) =397 (12, M™), 261 (100)
Anal. (C;H;5CILNOs, 397): Ber C, 63.34; H, 3.29; N, 3.52
Gef C, 62.76; H, 2.92; N. 3.37

4,5-Dichlor-10-(4-nitrobenzyl)-9(10H)-anthracenon (41)

NO,

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und 4-Nitrobenzylchlorid (0.7 g, 4.0 mmol) in CH,CI, (20 mL)
nach AAV 3.

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: 0.363 g (46 %), orangenes Pulver

Smp: 198 —200° C

FT-IR: v (cm™) = 1664 (C=0)

UV (EtOH) Amax (log €) =273 nm (4.37), 217 nm (4.40)

'"H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 7.97 (2H, dd, J, = 1.2 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),

7.80-7.74 (4H, m, Ar), 7.46 (2H, t, J = 7.9 Hz, Ar), 6.23
(2H, d, J = 8.6 Hz, Ar), 5.47 (1H, t, J = 4.7 Hz, H-10),
3.54 (2H, d, J= 4.7 Hz, CH,)

3C-NMR (CDCls) 8 (ppm) = 182.2 (C=0), 146.9, 142.8, 139.5, 134.6, 133.1
(8 C arom.), 134.2, 130.9, 128.7, 126.0, 122.7 (10 CH
arom.), 40.4, 38.8 (CH, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) =397 (3.4, M™), 261 (100)
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4,5-Dichlor-10-(2,4-dinitrobenzyl)-9(10H)-anthracenon (42)

NO,

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und 2,4-Dinitrobenzylbromid (0.9 g, 4.0 mmol) in CH,Cl,

(16 mL) nach AAV 3.
Reinigung:

Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):
Anal. (C21H12C12N205, 442)

Si0,; CH,Cl,/Hexan (4:1)

0.136 g (31 %), gelbes Pulver

178 — 180 °C

v (ecm™) = 1670 (C=0)

Amax (log €) =263 nm (4.32), 220 nm (4.43)

S (ppm) = 8.44 (1H, d, /= 2.3 Hz, Ar), 7.96 (2H, dd, J, =
1.0 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar), 7.89 (1H, d, J = 2.5 Hz, Ar),
7.50 (2H, dd, J; = 1.3 Hz, J, = 8.0 Hz, Ar), 7.46 (2H, t, J
= 7.8 Hz, Ar), 6.38 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar), 5.10 (1H, t, J
= 5.3 Hz, H-10), 3.85 (2H, d, /= 5.3 Hz, CH,)

m/z (%) = 442 (<1, M™), 261 (100)

Ber C, 56.91; H, 2.73; N, 6.32

Gef C, 55.76*; H, 2.67; N, 6.68

* Trotz mehrfacher sc Reinigung und wiederholter

Bestimmung kein besseres Resultat
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3-Benzyloxybenzylalkohol (43)

oy

O

.4

Aus 3-Benzyloxybenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 4.08 g (95 %), weill-gelbe Kristalle
Smp 39 — 41 °C (Lit.29 47 — 48 °C)
'H-NMR (CDCl): d (ppm) = 7.47 — 6.89 (9H, m, Ar), 5.08 (2H, s, OCH,),

4.67 (2H, s, CH,), 1.82 (1H, s, OH), entspricht Lit.209

3-Benzyloxybenzylbromid (44)

o

O

.4

Aus dem Rohprodukt von 43 (3.4 g, 15.9 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,ClI; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 2.90 g (66 %), farblose Kristalle
Smp 33 -35°C (Lit.21037 - 39 °C)
'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 7.45 — 7.38 (9H, m, Ar), 5.06 (2H, s, OCH,),

4.45 (2H, s, CHy), entspricht Lit.210
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10-(3-Benzyloxybenzyl)-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (45)

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 44 (1.1 g, 4.0 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3:
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):

Anal. (C28H18C12O3, 45 8)2

Si0,, CH,Cl,

0.170 g (19 %), weil-gelbes Pulver

188 —189° C

v (cm ™) = 1669 (C=0)

Amax (log €) = 269 nm (4.03), 245 nm (3.85), 223 nm
(4.42)

o (ppm) = 7.94 (2H, d, J= 7.2 Hz, Ar), 7.70 (2H, dd, J; =
1.3 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar), 7.42-7.26 (7H, m, Ar), 6.80-6.62
(2H, m, Ar), 5.61 (2H, m, Ar), 5.42 (1H, t, J= 4.4 Hz, H-
10), 4.65 (2H, s, OCH»), 3.38 (2H, d, /= 4.6 Hz, CH;)
m/z (%) = 458 (12.8, M™), 197 (100)

Ber C, 73.21; H, 4.39

Gef C, 72.68; H, 4.25
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4-Benzyloxybenzylalkohol (46)

O /©/\OH
44

Aus 4-Benzyloxybenzaldehyd nach AAV 1.

Ausbeute 3.90 g (91 %), weiBle Kristalle
Smp 80 — 82 °C (Lit.29 86 — 89 °C)
'H-NMR (CDCl;): S (ppm) = 7.47 —7.35 (5H, m, Ar), 7.30 (2H, d, J = 8.8

Hz, Ar, H-2, H-6, AB-System), 6.98 (2H, d, J = 8.6 Hz,
Ar, H-3, H-5, AB-System), 5.08 (2H, s, OCH.), 4.61 (2H,
s, CH»), 1.79 (1H, s, OH), entspricht Lit.209

4-Benzyloxybenzylbromid (47)

OJ@/\&
.4

Aus dem Rohprodukt von 46 (3.0 g, 14.0 mmol) und PBr; (9.5 g, 36.2 mmol) in
CH,Cl; (20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 2.71 g (70 %), weille Kristalle
Smp 68 — 70 °C (Lit.2!! 78 — 80 °C)
'H-NMR (CDCly): & (ppm) = 7.44 — 7.27 (7TH, m, Ar), 6.96 — 6.89 (2H, d, J =

8.7 Hz, Ar), 5.05 (2H, s, OCH,), 449 (2H, s, CH),
entspricht Lit.2!1
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10-(4-Benzyloxybenzyl)-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (48)

Aus 1 (1.0 g, 4.0 mmol) und dem Rohprodukt von 47 (2.2 g, 8.0 mmol) in CH,Cl, (40

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCls)

MS (70 eV):

Anal. (ngHzoClez, 45 8)3

Si0,; CH,Cl,

0.863 g (47 %), gelbes Pulver

192 —-193 °C

v (em™) = 1669 (C=0)

8 (ppm) = 7.92 (2H, d, J= 7.6 Hz, Ar), 7.69 (2H, d, J =
7.8 Hz, Ar), 7.40-7.30 (7H, m, Ar), 6.44 (2H, d, J = 8.5
Hz, H-2', H-6", AB-System), 5.87 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-
3’, H-5", AB-System), 5.39 (1H, t, J = 4.3 Hz, H-10),
4.90 (2H, s, OCH,), 3.34 (2H, d, J = 4.4 Hz, CH,)

8 (ppm) = 182.3 (C=0), 157.8, 140.4, 137.1, 134.9,
133.0, 130.5, 128.7, 126.8, 121.9 (9 C arom.), 133.8,
131.2, 128.5, 128.1, 127.9, 127.5, 125.6, 115.2, 114.0 (15
CH arom.), 70.1 (OCH>), 39.5, 39.3 (CH, CH,)

m/z (%) = 458 (<1 , M"), 91 (100)

Ber C, 73.21; H, 4.39

GefC, 72.51; H, 3.94
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3,4-Dibenzyloxybenzylalkohol (49)

Aus 3,4-Dibenzyloxybenzaldehyd (3.2 g, 10.0 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute 2.70 g (84 %), rosa-weille Kristalle
Smp 55 —57°C (Lit.299 66 — 68 °C)
'H-NMR (CDCls): d (ppm) = 7.50 — 7.27 (10H, m, Ar), 7.01 — 6.84 (3H, m,

Ar), 5.17 (4H, s, 2 x OCHy), 4.57 (2H, s, CHy), 1.68 (1H,
s, OH), entspricht Lit.209

3,4-Dibenzyloxybenzylbromid (50)

Aus dem Rohprodukt von 49 (3.0 g, 9.4 mmol) und PBr; (7.0 g, 25.9 mmol) in CH,Cl,
(20 mL) nach AAV 2.

Ausbeute 2.37 g (66 %), braun-gelbes Ol
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10-(3,4-Dibenzyloxybenzyl)-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (51)

.
te

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 50 (1.5 g, 3.9 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):

Anal. (C35H26C1203, 564)

Si0;; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.223 g (20 %), weil-gelbes Pulver

113-115°C

v (cm ™) = 1670 (C=0)

Amax (log €) = 268 nm (3.97), 248 nm (3.81), 218 nm
(4.38)

S (ppm) = 7.93 (2H, d, J= 7.8 Hz, Ar), 7.68 (2H, d, J =
8.0 Hz, Ar), 7.39-7.25 (12H, m, Ar), 6.41 (1H, d, J = 8.1
Hz, Ar), 5.56 (2H, m, Ar), 5.37 (1H, t, J= 4.4 Hz, H-10),
4.99 (2H, s, OCH,), 4.60 (2H, s, OCH,), 3.30 (2H, d, J =
4.4 Hz, CH,)

m/z (%) = 564 (<1, M™), 181 (100)

Ber C, 74.34; H, 4.63

Gef C, 73.41%; H, 4.39

* Trotz mehrfacher sc Reinigung und wiederholter

Bestimmung kein besseres Resultat
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3-Benzyloxy-4-methoxybenzylalkohol (52)

OH
H;CO
@j

Aus 3-Benzyloxy-4-methoxybenzaldehyd (2.5 g, 10.0 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute 2.13 g (87 %), weil-gelbe Kristalle
Smp 66 — 68 °C
'H-NMR (CDCls): d (ppm) = 7.48 — 7.26 (SH, m, Ar), 6.95 — 6.88 (3H, m,

A1), 5.15 (2H, s, OCH,), 4.55 (2H, s, CH>), 3.88 (3H, s,
OCH,), 1.74 (1H, s, OH)

3-Benzyloxy-4-methoxybenzylbromid (53)

Br
H;CO
o
Aus dem Rohprodukt von 52 (2.0 g, 8.2 mmol) und PBr; (7.0 g, 25.9 mmol) in CH,Cl,
(20 mL)nach AAYV 2.

Ausbeute 1.80 g (71 %), weil-braune Kristalle
Smp 79 — 81 °C (Lit.212 94 — 95 °C)
'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 7.48- 7.26 (5H, m, Ar), 6.99 — 6.82 (3H, m,

A1), 5.15 (2H, s, OCH,), 4.50 (2H, s, CH,), 3.88 (3H, s,
OCH3)
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10-(3-Benzyloxy-4-methoxybenzyl)-4,5-dichlor-9(10H)-anthracenon (54)

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt von 53 (1.2 g, 3.9 mmol) in CH,Cl, (20

mL) nach AAV 3.
Reinigung:
Ausbeute:

Smp:

FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

BC-NMR (CDCl5)

MS (70 eV):

Anal. (C29H22C1203, 488)1

Si0;; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.573 g (59 %), weiB-braunliches Pulver

138 —140 °C

v (cm ™) = 1670 (C=0)

Amax (log €) = 268 nm (3.96), 248 nm (3.79), 216 nm
(4.35)

o (ppm) = 7.88 (2H, dd, J; = 1.1 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.62 (2H, d, J1 = 1.2 Hz, J, = 7.9 Hz, Ar), 7.25 (7H, m,
Ar), 6.33 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar), 5.49 (2H, m, Ar), 5.29
(1H, t, J=4.3 Hz, H-10), 4.50 (2H, s, OCH,), 3.65 (3H, s,
OCHs), 3.22 (2H, d, J=4.3 Hz, CH,)

d (ppm) = 182.2 (C=0), 147.6, 140.5, 137.3, 134.9,
133.4, 127.0 (10 C arom.), 133.7, 128.5, 128.0, 127.8,
127.3, 125.6, 123.3, 116.5, 111.1 (14 CH arom.). 71.5
(OCHa), 56.0 (OCH3), 39.8, 39.3 (CH, CH,)

m/z (%) = 488 (2, M™), 261 (5), 227 (100)

Ber C, 71.17; H, 4.53

GefC, 71.77; H, 4.11
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4,5-Dichlor-10-(3-hydroxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (55)

OH

Aus 45 (0.1 g, 0.6 mmol) nach AAYV 4. Ansatzdauer: 13 h

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:

FT-IR:
UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl;):

BC-NMR (CDCl)

MS (70 eV):
Anal. (C21H14C1202, 368)

Umkristallisation aus Hexan/Petrolether (1:1). SiOy;
MeOH

0.019 g (9 %), weiBes Pulver

211-212°C

v (em™) = 1657 (C=0), 3451 (C-OH)

Amax (log €) = 275 nm (3.99), 247 nm (3.84), 217 nm
(4.34)

S (ppm) = 7.93 (2H, dd, J; = 1.1 Hz, J, = 7.8 Hz, Ar),
7.70 (2H, dd, J, = 1.2 Hz, J, = 8.0 Hz, Ar), 7.38 2H, t, J
=7.9 Hz, Ar), 6.70 (1H, t, J= 7.8 Hz, Ar), 6.49 (1H, d, J
=7.7 Hz, Ar), 5.57-5.39 (3H, m, 2 x Ar, H-10), 4.36 (1H,
s, Ar-OH), 3.36 (2H, d, /= 4.4 Hz, CH,)

d (ppm) = 154.9, 140.3, 136.3, 135.0, 133.0, 130.3, 127.6,
126.8 (8 C arom.), 133.9, 128.7, 128.3, 125.5, 122.7,
117.4, 113.8 (10 CH arom.), 40.1, 39.1 (CH, CH,)

m/z (%) =368 (<1, M™), 262 (100)

Ber C, 68.31; H, 3.82

Gef C, 69.10; H, 3.44

4,5-Dichlor-10-(4-hydroxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (56)
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Aus 48 (0.2 g, 1.27 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 6 h

Reinigung: Umkristallisation aus Hexan/Petrolether (1:1). SiOy;
MeOH

Ausbeute: 0.081 g (17 %), gelb-weilles Pulver

Smp: 210-212°C

FT-IR: v (em™) = 1650 (C=0), 3476-3330 (C-OH)

UV (EtOH) Amax (log €) = 275 nm (4.01), 247 nm (3.86), 217 nm
(4.35)

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) = 7.90 (2H, d, J= 7.7 Hz, Ar), 7.72 2H, d, J =

7.8 Hz, Ar), 7.37 (2H, t, J = 7.8 Hz, Ar), 6.35 QH, d, J =
8.2 Hz, H-2", H-6", AB-System), 5.80 (2H, d, J = 8.2 Hz,
H-3', H-5", AB-System), 5.66 (1H, s, Ar-OH), 5.41 (1H,
t,J=4.1 Hz, H-10), 3.35 (2H, d, J= 4.3 Hz, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) = 368 (<1, M"™), 262 (100)

Anal. (C2H14CL0,, 368):  Ber C, 68.31; H, 3.82
Gef C, 68.90; H, 3.30
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4,5-Dichlor-10-(3,4-dihydroxy)-9(10H)-anthracenon (57)

Aus 51 (0.15 g, 0.27 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 12 h

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl;):

C-NMR (CDCly):

MS (70 eV):

Anal. (C2 1H14C1203, 3 84)2

Umkristallisation aus Hexan/Petrolether (1:1)

0.023 g (30 %), weil-gelbes Pulver

160 — 162 °C

v (em™) = 1656 (C=0), 2475-3330 (C-OH)

Amax (log €) = 268 nm (3.99), 246 nm (3.85), 215 nm
(4.35)

d (ppm) = 7.87 (2H, d, J = 7.7 Hz, Ar), 7.71 2H, d, J =
7.7 Hz, Ar), 7.36 2H, t, J, = J, = 7.8 Hz, Ar), 6.35 (1H,
d, J=7.9 Hz, Ar), 6.15 (1H, s, Ar-OH), 5.48 — 5.35 (4H,
m, 2 x Ar, Ar-OH, H-10), 3.30 (2H, d, /= 4.2 Hz, CH;)

d (ppm) = 183.8 (C=0), 143.3, 142.8, 140.6, 135.0,
133.0, 128.5, 126.9, 1258, 112.4 (9 C arom.), 134.1,
128.2, 1254, 122.6, 117.6, 114.6 (9 CH arom.), 39.4
(CH, CH,)

m/z (%) = 384 (<1), 262 (100)

Ber C, 65.47; H, 3.66

Gef C, 65.56; H, 4.03
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4,5-Dichlor-10-(3-hydroxy-4-methoxybenzyl)-9(10H)-anthracenon (58)

Aus 54 (0.2 g, 0.41 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 7 h

Reinigung: Umkristallisation aus Hexan/Petrolether (1:1)

Ausbeute: 0.091 g (57 %), braunes Pulver

Smp: 136 - 138 °C

FT-IR: v (em™) = 1671 (C=0), 3504 (C-OH)

UV (EtOH) Amax (log €) = 269 nm (4.20), 261 nm (3.96), 221 nm
(4.41)

'"H-NMR (CDCl;): O (ppm)=7.95 (2H, dd, J;=1.2 Hz, J,= 7.8 Hz, Ar), 7.71

(2H, dd, J; = 1.3 Hz, J,=7.9 Hz, Ar), 7.37 2H, t, J =
7.8 Hz, Ar), 6.30 (1H, d, J= 8.1 Hz, Ar), 5.55 (1H, d, J =
2.0 Hz, Ar), 5.41 (1H, dd, J; = 2.2 Hz, J, = 8.2 Hz, Ar),
5.37 (1H, t, J= 4.3 Hz, H-10), 5.30 (1H, s, Ar-OH), 3.72
(3H, s, OCH3), 3.31 (2H, d, J = 4.5 Hz, CH,)

MS (70 eV): m/z (%) =398 (1.5, M™), 261 (3.9), 137 (100)

Anal. (CoH;6C1203, 398):  Ber C, 66.18; H, 4.04
Gef C, 65.93; H, 3.68
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3.3  Darstellung der 9-Alkyloxy-4,5-dichloranthracene

4,5-Dichlor-9-(2-phenylethoxy)-anthracen (59)

0/\/©
H Cl

Cl

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol), 2-Bromethylbenzol (0.6 g, 3.0 mmol) und TEBAC (0.05 g)
in CH,Cl,/NaOH (30%) (35 mL) nach AAV 3 unter 24 h Riickflu83.

Reinigung: Si0;; CH,Cly/Hexan (2:1)

Ausbeute: 0.112 g (31 %), gelbes Pulver

Smp: 98 -99 °C

FT-IR: v (cm™") = 1338 (COR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 401 nm (3.82), 380 nm (3.89), 360 nm
(3.69), 250 nm (4.52), 205 nm (4.18)

'H-NMR (CDCl;): 8 (ppm) = 9.04 (1H, s, Ar, H-10), 7.97 (2H, d, J = 8.7 Hz,

Ar), 7.59 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar), 7.40-7.20 (7H, m, Ar),
4.37 (2H, t, J = 6.7 Hz, -O-CH,CH»-Ar), 3.32 2H, t, J =
6.7 Hz, -O-CH,CH>-Ar)

MS (70 eV): m/z (%) =366 (9, M™), 105 (100)

Anal. (Cx;H;6Cl10, 366): Ber C, 71.95; H, 4.39
GefC, 71.51; H, 3.98
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1-(2-Bromethyl)-4-methoxybenzol (60)

o
H;CO

Darstellung und analytische Daten siehe Dissertation Putic!33

4,5-Dichlor-9-[2-(4-methoxyphenyl)ethoxy]-anthracen (61)

/\/©/ o
(0)

Cl H Cl

Aus 1 (0.17 g, 0.7 mmol), 60 (0.4 g, 2.0 mmol) und TEBAC (0.05 g) in CH,Cl,/NaOH
(30 %) (35 mL) nach AAV 3 unter 6 h RiickfluB3.

Reinigung: Si0;; CH,Cly/Hexan (4:1)

Ausbeute: 0.045 g (17 %), gelbe Nadeln

Smp: 108 — 109 °C

FT-IR: v (cm ™) = 1338 (COR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 402 nm (3.89), 389 nm (3.95), 361 nm

(3.76), 345 nm (3.45), 259 nm (4.52), 254 nm (4.53), 249
nm (4.52), 223 nm (4.32), 207 nm (4.20)

'"H-NMR (CDCls): 8 (ppm) = 9.04 (1H, s, Ar, H-10), 8.00 (2H, d, J = 8.8 Hz,
Ar), 7.60 (2H, d, J = 7.0 Hz, Ar), 7.37-6.90 (6H, m, Ar),
433 2H, t, J = 6.7 Hz, -O-CH,CH,-Ar), 2.83 (3H, s,
OCH), 3.23 (2H, t, J = 6.8 Hz, -O-CH,CH>-Ar)

MS (70 eV): m/z (%) = 396 (2, M""), 135 (100)

Anal. (Co3H,5CL0,, 396):  Ber C, 69.53; H, 4.57
Gef C, 70.12; H, 4.01
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1-(2-Bromethyl)-3,4-dimethoxybenzol (62)
Br

H;CO
OCH;

Darstellung und analytische Daten siehe Dissertation Putic!33
4,5-Dichlor-9-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethoxy]-anthracen (63)
OCHj
0/\/©: OCH;
o H ol

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und 62 (1.0 g, 4.0 mmol) nach AAV 3 unter 12 h RiickfluB.

Reinigung: Umkristallisation aus Diethylether. SiO,; CH,Cl,/Hexan
(4:1)

Ausbeute: 0.152 g (18 %), gelbes Pulver

Smp: 84 - 86 °C

FT-IR: v (em™") = 1335 (COR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 390 nm (3.50), 380 nm (3.90), 369 nm
(3.48), 361 nm (3.71), 345 nm (3.41), 308 nm (2.82), 254
nm (4.52)

'H-NMR (CDCls): d (ppm) = 9.05 (1H, s, Ar, H-10), 8.03 (2H, d, J = 8.8 Hz,

Ar), 7.51 2H, d, J = 7.2 Hz, Ar), 7.30 2H, t, J = 8.1 Hz,
Ar), 690 3H, m, Ar), 436 (2H, t, J = 6.6 Hz, -
OCH,CH,-Ar), 3.90 (6H, s, 2 x OCH3), 3.27 2H, t, J =
6.6 Hz, -O-CH,CH-Ar)

C-NMR (CDCL): 5 (ppm) = 152.2, 149.1, 148.0, 137.8, 135.0, 133.0, 132.5,
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MS (70 eV):
Anal. (C24H20C1203, 426)

130.9, 130.1, 126.1 (10 C arom.), 1126.3, 125.4, 121.8,
121.4, 116.7, 112.6, 111.5 (10 CH arom.), 76.5 (OCH,)
56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 36.7 (CH,)

m/z (%) = 426 (3, M™), 165 (100)

Ber C, 67.46; H, 4.72
Gef C, 66.98; H, 4.34

1-(2-Bromethyl)-3,4,5-trimethoxybenzol) (64)

H3CO Br

H;CO
OCH;

Darstellung und analytische Daten siehe Dissertation Putic!33

4,5-Dichlor-9-[2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethoxy]-anthracen (65)

OCH;

OCH;

0 OCH;

Cl H Cl

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und 64 (1.0 g, 3.6 mmol) nach AAV 3 unter 12 h RiickfluB3.

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

Si0,; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.312 g (34 %), gelbes Pulver

91-92°C

v (ecm™") = 1334 (COR)

Amax (log €) = 390 nm (3.50), 380 nm (3.89), 269 nm
(3.48), 361 nm (3.72), 348 nm (3.45), 345 nm (3.44), 311
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'H-NMR (CDCls):

MS (70 eV):
Anal. (C25H22C1204, 456)2

nm (2.85), 252 nm (4.52), 215 nm (4.36)

o (ppm) = 9.05 (1H, s, Ar, H-10), 8.03 (2H, d, /= 8.8 Hz,
Ar), 7.61 (2H, d, J = 7.3 Hz, Ar), 7.38-7.28 (4H, m, Ar),
4.39 (2H, t, J = 6.6 Hz, -O-CH,CH>-Ar), 3.88 (9H, s, 3 x
OCHs;), 3.26 (2H, t, J = 6.5 Hz, -O-CH,CH,-Ar)

m/z (%) = 456 (5, M™), 195 (100)

Ber C, 65.65; H, 4.85

Gef C, 64.57*%; H, 4.82

* Trotz mehrfacher sc Reinigung und wiederholter

Bestimmung kein besseres Resultat

4,5-Dichlor-9-(3-phenylpropoxy)-anthracen (66)

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und 3-Brompropylbenzol (1.4 g, 7.2 mmol) nach AAV 3.

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

"H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):

Si0,; Hexan/CH,Cl, (2:1)

0.188 g (25 %)

94 -95°C

v (em™) = 1335 (COR)

Amax (log €) = 401 nm (3.87), 380 nm (3.94), 250 nm
(4.52), 215 nm (4.19)

d (ppm) = 9.05 (1H, s, Ar, H-10), 8.19 (2H, d, J = 8.7 Hz,
Ar), 7.62 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar), 7.43-7.25 (7TH, m, Ar),
4.20 (2H, t, J = 6.4 Hz, -O-CH,CH,CH,-Ar), 3.03 (2H, t,
J="17.8 Hz, -O-CH,CH,CH,-Ar), 2.37 (2H, q, Ji = 6.4 Hz,
J>»=17.8 Hz, -O-CH,CH,CH;-Ar)

m/z (%) = 380 (29, M™), 91 (100)
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Anal. (Cy3H;3CL0, 380.1): Ber C, 72.45; H, 4.76
Gef C, 72.18; H, 4.70

3.4  Darstellung der 9-Acoyl-4,5-dichloranthracene

4,5-Dichlor-9-anthryl-acetat (67)

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und Acetylchlorid (0.5 g, 6.4 mmol) nach AAV 5 bei

Raumtemperatur. Ansatzdauer 3 h.

Reinigung: Si0,; CH,Cly/Hexan (3:2)

Ausbeute: 0.357 g (44 %), gelbe Nadeln

Smp: 162 -163°C

FT-IR: v (em ™) = 1734 (COOR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 398 nm (3.72), 374 nm (3.77), 355 nm
(3.60), 339 nm (3.32), 252 nm (4.50), 215 nm (3.92)

'H-NMR (CDCl;): 8 (ppm) = 9.24 (1H, Ar, H-10), 7.88 (2H, d, J = 8.7 Hz,

Ar), 7.66 (2H, d, J = 7.7 Hz, Ar), 7.45 (2H, t, J = 8.0 Hz,
Ar), 2.64 (3H, s, -O-CO-CHj3)

MS (70 eV): m/z (%) = 304 (12, M™), 262 (100)

Anal. (Ci¢H0CL,0,, 304):  Ber C, 62.98; H, 3.30
Gef C, 63.35; H, 3.56
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(4,5-Dichlor-9-anthryl)-benzoat (68)

Cl H Cl

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und Benzoylchlorid (0.4 g, 3.0 mmol) nach AAV 5 bei

Raumtemperatur. Ansatzdauer 3 h.

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCls):

MS (70 eV):

Anal. (Cz] H 1 2C1202, 366)

Si0,; CH,Cl/Hexan (4:1)

0.449 g (61 %), hellgelbes Pulver

195-197°C

v (em™) = 1737 (COOR)

Amax (log €) = 396 nm (4.04), 375 nm (4.08), 353 nm
(3.67), 335 nm (3.42), 252 nm (4.57), 213 nm (3.90)

O (ppm) = 9.39 (1H, s, Ar, H-10), 8.44 (2H, d, J= 7.0
Hz, Ar), 7.94 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar), 7.65 (SH, m, Ar),
7.42 (2H, t, J= 8.0 Hz, Ar)

m/z (%) = 366 (5, M™), 105 (100)

Ber C, 68.68; H, 3.29

Gef C, 68.71; H, 3.47
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(4,5-Dichlor-9-anthryl)-4-methoxybenzoat (69)

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und 4-Methoxybenzoylchlorid (0.3 g, 2.0 mmol) in absol.
THF (35 mL) nach AAV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer 2.5 h

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCls):

MS (70 eV):

Anal. (C22H14C1203, 3 96)

Si0,; CH,Cl,/Hexan (3:2)

0.158 g (40 %), gelbe Nadeln

219-220°C

v (ecm ™) = 1738 (COOR)

Amax (log €) = 396 nm (4.09), 375 nm (4.12), 356 nm
(3.92), 339 nm (3.59), 324 nm (3.20), 261 nm (4.55), 250
nm (4.56), 215 nm (4.34)

o (ppm) =9.25 (1H, s, Ar, H-10), 8.38 (2H, d, /= 9.0 Hz,
Ar), 7.93 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar), 7.64 (2H, d, J = 6.6 Hz,
H-2’, H-6", AB-System), 7.39 (2H, t, J = 8.0 Hz, Ar),
7.10 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3’, H-5", AB-System), 3.95
(3H,s , OCH3)

m/z (%) =396 (3, M™), 135 (100)

Ber C, 66.52; H, 3.55

Gef C, 67.18; H, 3.69
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(4,5-Dichlor-9-anthryl)-4-nitrobenzoat (70)

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und 4-Nitrobenzoylchlorid (0.4 g, 2.0 mmol) in absol. THF
(35 mL) nach AAV 5 unter 4 h RiickfluB3.

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):
Anal. (C21H11C12NO4, 41 1)

Si0,; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.282 g (68 %), orange Nadeln

287° C

v (em™) = 1739 (COOR)

Amax (log €) = 395 nm (3.72), 375 nm (3.73), 356 nm
(3.56), 339 nm (3.39), 252 nm (4.57), 250 nm (4.56), 206
nm (4.18)

d (ppm) = 9.33 (1H, s, Ar, H-10), 8.63 (2H, d, J = 9.1
Hz, H-2", H-6", AB-System), 8.48 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-
3’, H-5", AB-System), 7.87 (2H, d, J = 9.0 Hz, Ar), 7.69
(2H, d, J=7.0 Hz, Ar), 7.45 2H, t, J=7.9 Hz, Ar)

m/z (%) =411 (21, M™), 150 (100)

Ber C, 61.19; H, 2.69; N, 3.40

Gef C, 60.82; H, 2.49; N, 3.13



180 Experimenteller Teil

(4,5-Dichlor-9-anthryl)-2-phenylacetat (71)

Aus 1 (0.2 g, 0.7 mmol) und Phenylessigsdurechlorid (0.3 g, 2.0 mmol) in absol. THF
(35 mL) nach AAYV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer: 6 h

Reinigung: Si0,; CH,Cl,

Ausbeute: 0.154 g (58 %), gelbe Nadeln

Smp: 167 -170° C

FT-IR: v (em™) = 1758 (COOR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 395 nm ( 3.80), 374 nm (3.84), 356 nm
(3.65), 339 nm (3.36), 224 nm (4.52), 251 nm (4.52), 210
nm (4.27)

'H-NMR (CDCl): d (ppm) =9.13 (1H, s, Ar, H-10), 7.55-7.18 (11H, m, Ar),
4.10 (2H, s, -O-CO-CH>-Ar)

MS (70 eV): m/z (%) = 380 (4, M™), 262 (100)

Anal. (CoH14CL10O,, 380):  Ber C, 69.31; H, 3.70
Gef C, 69.14; H, 3.51

4-Methylphenylessigsaurechlorid (72)

cl
m
H;C

Zu einer Suspension von 4-Methylphenylessigsdure (2.4 g, 16.0 mmol) in CH,Cl, (20
mL) wird tropfenweise eine Losung von SOCI, (8.0 g, 66.0 mmol) in CH,Cl, (20 mL)
gegeben und die Mixtur bei 65 — 70 °C geriihrt. Nach 4 h destilliert man unter
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Wasserstrahlpumpenvakuum das Losungsmittel sowie das iiberschiissige SOCI, ab. Im

Kolben verbleibt ein gelbes, klares Ol, welches direkt weiter umgesetzt wird.

(4,5-Dichlor-9-anthryl)-2-(4-methylphenyl)-acetat (73)

CH
)(L/©/ |
O

Cl H Cl

Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt (0.7 g, 4.0 mmol) von 72 nach AAV §

bei Raumtemperatur. Ansatzdauer 2 h.

Reinigung: Si0,; CH2Cl,

Ausbeute: 0.282 g (36 %), gelbe Nadeln

Smp: 187°-189° C

FT-IR: v (em™) = 1738 (COOR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 396 nm (3.98), 384 nm (3.98), 378 nm

(4.02), 363 nm (3.54), 356 nm (3.82), 344 nm (3.40), 339
nm (3.49), 326 nm (3.11), 324 nm (2.78), 252 nm (4.51),
228 nm (3.73), 211 nm (4.17)

"H-NMR (CDCl5): S (ppm) = 9.18 (1H, s, Ar, H-10), 7.62-7.24 (10H, m, Ar),
4.11 (2H, s, -O-CO-CH>). 2.41 (3H, s, CH3)
MS (70 eV): m/z (%) =394 (5, M™), 262 (100)

Anal. (Cp3H;6Cl10, 394): Ber C, 69.89; H, 4.08
Gef C, 69.72; H, 3.77
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(4,5-Dichlor-9-anthryl)-2-(4-methoxyphenyl)-acetat (74)

OCH;
w
o}

Cl H Cl

Aus 1 (0.2 g, 0.8 mmol) und 4-Methoxyphenylessigsdurechlorid (0.4 g, 1.0 mmol) in
absol. THF (35 mL) nach AAV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer: 2 h

Reinigung: Si0,; CH2Cl,

Ausbeute: 0.189 g (66 %), gelbe Nadeln

Smp: 167 -168° C

FT-IR: v (cm™) = 1747 (COOR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 396 nm (3.50), 375 nm (3.54), 350 nm
(3.41), 250 nm (4.52)

'H-NMR (CDCl): d (ppm) = 9.21 (1H, s, Ar, H-10), 7.65-7.60 (3H, m, Ar),

7.49 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-2", H-6", AB-System), 7.38-
7.26 (3H, m, Ar), 7.00 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3", H-5",
AB-System), 4.11 (2H, s, -0-CO-CH>), 3.86 (3H, s,
OCH)

MS (70 eV): m/z (%) = 410 (10, M), 262 (100)

Anal. (C23H,6CL0s, 410):  Ber C, 67.17; H, 3.92
Gef C, 66.90; H, 3.49

(4,5-Dichlor-9-anthryl)-3-phenylpropanoat (75)
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Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und Phenylpropionsdurechlorid (0.3 g, 2.0 mmol) in absol.
THF (20 mL) nach AAYV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer: 1 h

Reinigung: Kristallisation aus MeOH. SiO,; CH,Cl,/Hexan (4:1)
Ausbeute: 0.176 g (45 %), hellgelbe Nadeln

Smp: 151 -152°C

FT-IR: v (em™) = 1737 (COOR)

UV (EtOH) Amax (log €) = 396 nm (3.96), 384 nm (3.45), 375 nm

(4.01), 363 nm (3.52), 356 nm (3.80), 344 nm (3.37), 339
nm (3.47), 325 nm (3.06), 305 nm (2.65), 252 nm (4.51),
228 nm (3.73), 211 nm (4.17)

'H-NMR (CDCl;): d (ppm) =9.19 (1H, s, Ar, H-10), 7.62-7.25 (11H, m, Ar),
3.26 (4H, s, -O-CO-CH>CH>)
BC-NMR (CDClL): d (ppm) = 171.3 (C=0), 143.0, 139.9, 133.0, 129.5,

126.8, 1252 (6 C arom.), 128.9, 128.8, 126.4, 126.3,
120.7, 119.4 (12 CH arom.), 35.8, 31.1 (2 x CH,)

MS (70 eV): m/z (%) = 395 (6, M™), 262 (100)

Anal. (C3H16C1,O,, 395):  Ber C, 69.89; H, 4.08
Gef C, 69.79; H, 4.21

Phenylbuttersidurechlorid (76)

Cl
SR

Zu einer Suspension von Phenylbuttersdure (2.6 g, 16.0 mmol) in CH,ClI, (20 mL) wird
tropfenweise eine Losung von SOCI; (8.0 g, 66.0 mmol) in CH,Cl, (20 mL) gegeben
und die Mixtur bei 65 — 70 °C geriithrt. Nach 4 h destilliert man unter
Wasserstrahlpumpenvakuum das Losungsmittel sowie das iiberschiissige SOCI, ab. Im

Kolben verbleibt ein braunes Ol, welches direkt weiter umgesetzt wird.
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(4,5-Dichlor-9-anthryl)-4-phenylbutanoat (77)

AL

Cl Cl

Aus 1 (0.25 g, 1.0 mmol) und dem Rohprodukt von 76 (0.4 g, 2.2 mmol) in absol. THF
(20 mL) nach AAV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer: 1 h

Reinigung:
Ausbeute:
Smp:
FT-IR:

UV (EtOH)

'H-NMR (CDCl):

MS (70 eV):

Anal. (C24H18C1202, 409)1

Si0,; CH,Cly/Hexan (4:1)

0.158 g (39 %), hellgelbe Nadeln

120°-121°C

v (cm ™) = 1737 (COOR)

Amax (log €) = 395 nm (3.91), 384 nm (3.41), 374 nm
(3.96), 363 nm (3.51), 356 nm (3.76), 344 nm (3.36), 339
nm (3.45), 332 nm (3.12); 312 nm (2.91), 249 nm (4.51),
228 nm (3.85), 212 nm (4.23)

o (ppm) =9.21 (1H, s, Ar, H-10), 7.80 (2H, d, J = 8.8 Hz,
Ar), 7.63 2H, d, J = 7.1 Hz, Ar), 7.45-7.24 (7TH, m, Ar),
2.97-2.83 (4H, m, -O-CO-CH,CH,CH,), 2.35-2.20 (2H,
m, O-CO-CH,CH,CH;)

m/z (%) = 409 (4, M™), 262 (100)

Ber C, 70.43; H, 4.43

Gef C, 69.92; H, 4.31
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3.5 Darstellung des 4,4°,4,5"-Tetrachlor-9(10H),9°(10° H)-dianthracenons

1 (0.25 g, 1.0 mmol) wird in siedendem Eisessig (25 mL) gelost und unter Nj-
Atmospare und Ausschlufl von Tageslicht am RiickfluBkiihler langsam mit einer FeCls-
Losung (10 %, 2 mL) versetzt. Nach zweistiindigem Riihren und Zusatz von H,O (25
mL) wird das Reaktionsgemisch mit CH,Cl, (2 x 50 mL) ausgeschiittelt, die
vereinigten organischen werden Phasen {ber Na,SO4 getrocknet, und das

Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen.

Ausbeute: 0.112 g (43 %), gelb-griines Pulver
Smp: 297°C
'"H-NMR (CDCl;): 8 (ppm) = 7.68 — 7.27 (12H, m, Ar), 5.99 (2H, s, 2 x CH)

MS (70 eV): m/z (%) = 524 (<1, M), 262 (42), 261 (73), 227 (100)
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4 Bestimmung der reduzierenden Aktivitiit gegeniiber dem

stabilen Radikal 2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl

4.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

DPPH (60.0 uM): 0.0024 g 2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl (95 %) (Aldrich)
werden ad 10.0 mL Ethanol geldst. 1.0 mL dieser Losung
werden ad 10.0 mL Ethanol verdiinnt.

Ethanol: Uvasol® Ethanol (Merck)

Gewebekulturplatten: 96 Kavitéten (Costar)

4.2  Vergleichssubstanzen

L(+)-Ascorbinsiure (Vitamin C)

OH

o. O i _OH
AL

HO OH

Kauflich bei Merck erworben.

Dithranol

OH O OH

Aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. K. Miiller, Institut fiir Pharmazeutische Chemie

der Universitit Miinster!12.
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DL-a-Tocopherol (Vitamin E)
CH;
HO
CH;, CHj CHj

HsC 0 CH;
CH;
CH;

Kauflich bei Fluka erworben.

Nordihydroguaiaretsaure (NDGA)

HO H;C CH; OH

Kauflich bei Fluka erworben. Es handelt sich um die meso-Form.

4.3 Herstellung der Stammlosung der Testsubstanzen

Die zu untersuchenden Testsubstanzen werden in Konzentrationen von 0.94 — 60.0 uM
gepriift. Dazu wird die Stammldsung in Ethanol direkt vor Testbeginn wie folgt
hergestellt:

1000.0 uM Stammldsung:
MG x 10° = g Testsubstanz ad 10.0 mL Ethanol 16sen

Zur Herstellung einer 120-uM-Losung wird die 1000-uM-Stammldsung im Verhéltnis
1 : 8.3 mit Ethanol verdiinnt. Durch weiteres Verdiinnen mit Ethanol werden Losungen
mit den Konzentrationen 60 uM, 30 uM, 15 uM, 7.5 uM, 3.75 uM und 1.88 uM

gewonnen.
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4.4  Beschicken der Gewebekulturplatte

Vier Kavitdten werden mit jeweils 200 uL Ethanol gefiillt und fungieren als Leerwert.
Vier weitere Kavitdten werden jeweils mit 100 pL Ethanol versetzt und dienen als
Kontrolle. Die Testsubstanzen werden in Konzentrationen von 1.88 — 120.0 uM in die
Kavitdten gegeben. Fiir jede Konzentration der Testsubstanz werden je drei Kavitdten
mit je 100 uL Losung beschickt. NDGA wird in den Konzentrationen 1.0 uM und 10.0
uM als Positivkontrolle in jeweils drei Kavitdten zu je 100 pL gegeben.

Nun werden alle Kavititen bis auf die vier als Leerwert fungierenden Kavitdten ziigig
mit jeweils 100 pL einer 60-uM-DPPH-L6sung versetzt, wodurch sich in jeder Kavitét
die Konzentration halbiert (Testsubstanzen: 0.94 — 60 pM). Die beschickte
Gewebekulturplatte wird sofort in den Microplatten-Reader gestellt, 30 s vom internen
Schiittler geschiittelt und 20 min unter Lichtausschluf3 stehengelassen. Nach 20 min
wird die Gewebekulturplatte erneut 30 s im Microplatten-Reader geschiittelt und

photometrisch bei 520 nm vermessen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 J10 |11 |12

A |LW |60 30 15 7.5 3.75 |1.88 (0.94 | <= PK;
M. |eags g loag g | oag |

B |LW |60 30 15 7.5 3.75 |1.88 (0.94 | <= T, PK;
uM |\ uM M | uM | uM M | uM

C |LW |60 30 15 7.5 3.75 |1.88 [0.94 | < PK;
uM M oM M luM uM | uM

D |LW [60 |30 |15 |75 |3.75 |1.88 |0.94 |— PK,
A A A A A A A

E |K 60 30 15 7.5 |3.75 |1.88 |0.94 | <= T, PK,
uM M | uM M | uM | uM | uM

F |K 60 30 15 7.5 1375 |1.88 [0.94 |« PK,
uM oM M M M aM M

G |K

H K
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LW Leerwert 200 pL Ethanol

K  Kontrollosung 100 uL Ethanol + 100 uL 60-uM-DPPH-
Losung

PK; Positivkontrolle 100 pL 1-uM-NDGA-Ldsung + 100 pL 60-pM-
DPPH-L06sung

PK, Positivkontrolle 100 pL 10-uM-NDGA-Losung + 100 pL 60-

uM-DPPH-Losung
T; Testsubstanz 1 (0.94 — 60 uM) 100 pL Testsubstanz-Losung + 100 uL 60-uM-
DPPH-L06sung
(angegeben ist die Konzentration in der Kavitét)
T, Testsubstanz 2 (0.94 — 60 uM) 100 pL Testsubstanz-Losung + 100 uL 60-puM-
DPPH-Losung

(angegeben ist die Konzentration in der Kavitét)

4.5 Ermittlung der ICs)-Werte der Testsubstanzen

Der ICso-Wert ist die Konzentration der Testsubstanz in pM, die zu einer 50%igen
Abnahme der Absorption gegeniiber der Absorption der Kontrolle fiihrt. Es werden
50% des DPPH umgesetzt.

Die prozentuale Abnahme der Absorption des Testansatzes bei der jeweiligen
Konzentration bezogen auf die Absorption des Kontrollansatzes bzw. der Prozentsatz
der noch vorhandenen Absorption des Testansatzes bei der jeweiligen Konzentration
bezogen auf die Absorption des Kontrollansatzes wird nach folgenden Formeln

bestimmt:
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% Abnahme der Absorption= 100 x (1 - :—T )
K

. A
% Absorption = 100 x A_T
K
At = Absorption des Testansatzes

Ag = Absorption des Kontrollansatzes

Aus dem Graphen, der sich durch Auftragen der vorhandenen Absorption gegen die

Konzentration der Testsubstanz ergibt, wird der ICso-Wert ermittelt.
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5 Keratinozytenproliferationstest

5.1  Materialien, Chemikalien, Ragenzien

HaCaT

DMEM

FBS
Pen-Strep-Losung

Trypsin-EDTA-LGsung

Trypsin-Losung

PBS-Puffer

Ethanol

CuSOq4

DMSO

Nihrmedium

Human keratinocytes adult skin Calcium level reduced
Temperature elevated, Klinikum Regensburg und WWU
Miinster kultiviert in  Gewebekulturflaschen. Mit
freundlicher Genehmigung von Prof. N. E. Fusenig,
Deutsches Krebsforschungs-Center, Heidelberg!48

Dulbecco’s Modified Fagle Medium, mit L-Glutamin,
4500 mg/L D-Glucose,

Fliissigmedium (Gibco)

Natriumbicarbonat,

Foetal Bovine Serum (Gibco)
Penicillin-Streptomycin-Losung aus 10000 Einheiten
Penicillin und 10 mg Streptomycin/mL in physiologischer
Kochsalzlosung (Gibco)

fliissig (Gibco)

Mischung aus Trypsin-EDTA-Losung (0.5 mL) und PBS-
Puffer (5.0 mL)

Mischung aus: KCI (0.20 g), KH,PO4 (0.20 g), NaCl (8.0
g), Na,HPO, - 2 H,0 (1.0 g), NaH,PO,4 - 1 H,O (0.15 g)
ad 1.0 L H,O bidest.; autoklaviert, isotonisch, pH 7.4
70% (V/V)

5% (G/V): 12.5 g CuSOy4 p.a. (Merck) ad 2.5 L H,O
bidest.

p.a. (Merck)

1 L DMEM wird unter sterilen Bedingungen mit 100 mL
FBS und 10 mL Pen-Strep-Losung versetzt. Die Sterilitat

2

wird durch eine Sterilprobe in einer 25 cm
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Gewebekulturflasche gepriift, die mehrere Tage bei 37 °C

inkubiert wird.

Gewebekulturflaschen 25 ecm® (Tas) und 75 cm® (Tss) mit schrigem Hals und
Filterkappe (Costar, Greiner)

Gewebekulturplatten 24 und 96 Kavititen (Costar)

Probenréhrchen 15 mL und 50 mL mit Schraubverschluf} (Greiner)

Inkubationsbedingungen Brutschrank bei 37 °C mit einem CO,-Gehalt von 5% und

gesittigter Wasserdampfatmosphire.

5.2 Vergleichssubstanz

Dithranol

OH O OH

Aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. K. Miiller, Institut fiir Pharmazeutische Chemie

der Universitiat Miinster!12.

5.3  Herstellung der Stammlosung der Testsubstanzen

Die Testsubstanzen werden in Konzentrationen von 1.0 — 50.0 uM und falls
erforderlich in Konzentrationen von 0.1 — 5.0 uM gepriift. Dazu wird die Stammldsung

in DMSO direkt vor Testbeginn wie folgt hergestellt:

Stammlosung fiir die Testkonzentrationen von 1.0 — 50.0 uM

50.0-1M.-Stammis Einwaage (mg) x 10° mL DMSO
U- ->lal OSUn: =
HM & T1xMGx25000
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Stammlosung fiir die Testkonzentrationen von 0.1 — 5.0 uM

. Einwaage (mg) x 10°
5.0-uM-Stammlésung T TxMG <2500 mL DMSO

Die Einwaage der Testsubstanz liegt bei 0.5 — 2.0 mg.

5.4  Herstellung der HaCaT-Zellsuspension

Die HaCaT-Zellen werden in einer Trs-Flasche unter Inkubationsbedingungen
kultiviert, wobei alle 48-72 h verbrauchtes durch frisches Nahrmedium ersetzt wird.
Zunéchst wird das Medium abgesaugt. Die Zellen werden mit PBS-Puffer gewaschen
(5 mL) und nach erneutem Absaugen mit Trypsin-Losung (5.5 mL) versetzt. Die Ts-
Flasche wird fiir 20-30 min zum Abldsen der Zellen unter Inkubationsbedingungen in
den Brutschrank gestellt. Mit Nahrmedium (5 mL) wird das Abldsen der Zellen
beendet und die so erhaltene Zellsuspension in ein 50-mL-Probenrohrchen tiberfiihrt.
Das Probenrdhrchen wird bei 1000-1200 U/min 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgesaugt, die Zellen werden in Ndhrmedium (10 mL) aufgenommen und gut
durchmischt. Mit einer Neubauerkammer (improved) wird die Zellzahl bestimmt und
durch Verdiinnen mit Nihrmedium auf eine Zellzahl von 25 - 10* Zellen/mL nach

folgender Formel eingestellt:

Zellzahlx 10
25

mL zusitzliches Ndhrmedium = 10

5.5 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen im 48-h-Test

24 h vor Inkubation mit den Testsubstanzen wird die unter 5.2 hergestellte und auf 25 -

10" Zellen/'mL eingestellte Zellsuspension (100 pL) in jede Kavitit der
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Gewebekulturplatten pipettiert und mit  Ndhrmedium (1 mL) versehen. Die
Gewebekulturplatten werden zum Anwachsen der Zellen einen Tag unter
Inkubationsbedingungen im Brutschrank belassen.

Am Tag des Beimpfens mit den Testsubstanzen wird das Nahrmedium abgesaugt. Die
Testverbindungen (Stammldsungen in DMSO) und Nahrmedium (1 mL) werden den
Zellen zugegeben, so daBl sich Testkonzentrationen von 1.0 — 50.0 pM und falls
erforderlich von 0.1 — 5.0 uM pro Kavitét ergeben. Die DMSO-Konzentration betragt
0.2% pro Kavitit. Fiir jede Konzentration der Testsubstanzen werden 3 Kavititen
Zellen

Losungsmitteltoxizitit werden je 3 Kavitdten ausschlieBlich mit Ndhrmedium (1 mL)

versetzt und 3 weitere Kavitdten mit Nahrmedium (1.1 mL), das 0.2% DMSO enthilt.

beimpft. Zur Wachstumskontrolle der und zur Kontrolle der

Die Gewebekulturplatten werden anschlieBend 48 h unter Inkubationsbedingungen im

Brutschrank belassen.

Schema fiir das Auftragen der Testsubstanzen in Konzentrationen von 1.0 — 50.0 uM

auf einer Gewebekulturplatte mit 24 Kavitéten:

[0J1lmL M |[ImL M |[ImL M |ImL M| ImL M{ImL M|I/0
uM |80l K |80 uL K |80puL K [80pL K |8 uL K |[80uL K| 0
20uL PZ (20puL PZ |[20puL PZ|20uL P |20uL P [20uL P |uM
25{lmL M |[ImL M |ImL M |ImL M|ImL M|ImL M|25
uM |50 L K |50l K [SOpuL K [50pL K |50puL K |[S0uL K| 0
50ulL PZ |50 uL PZ |50 L PZ|50uL P |[50uL P |[SOuL P |uM
50/ 1lmL M |[ImL M ([ImL M |ImL M|ImL M|{IlmL M|J50.
uM|Opl K |OpL K |OpL K |OpL K |0opuL K [0OpuL K| 0
100 uL PZ | 100 uL PZ | 100 uL. PZ|{100 pL P |100 uL P |100 pL P | uM
0 |lmL M|IlmL M|ImL M|IlmL M|ImL M|IlmL M| 0
uM 100 uL K |100 pL K [ 100 pL K | uM
Vergleich | Vergleich | Vergleich |Kontrolle |Kontrolle |Kontrolle
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Pro Kavitdt: 1.1 mL mit 0.2 % DMSO (auer Vergleich: ohne DMSO),

3 Bestimmungen je Konzentration

M  Medium Néhrmedium

K  Kontrollosung 20 uL DMSO + 980 uL M

S Stammldsung Einwaage Testsubstanz (mg) +
berechnetes DMSO-Volumen (mL)

P Pipettierlosung Testsubstanz 20 uL S +980 uL M

PZ Pipettierzehntellosung Testsubstanz 100 uL P +900 uL. K

(1/10 konzenzentrierte Pipettierlosung)

5.6 Ausziahlen der Versuchsansitze

Nach 48 h wird das Ndhrmedium abgesaugt, und die am Boden der Gewebekulturplatte
anhaftenden Zellen werden mit PBS-Puffer (100 pL) gespiilt. Nach dem Absaugen des
PBS-Puffers wird mit Trypsin-Losung (200 pL) versetzt. Die Platten werden zum
Ablosen der Zellen fiir 20 min unter Inkubationsbedingungen in den Brutschrank
gestellt. Der Abldsevorgang wird durch Zugabe von Niahrmedium (50 pL) beendet und
die  Zellsuspension in jeder Kavitdit gut homogenisiert. Unter dem
Phasenkontrastmikroskop wird die Zellzahl jeder Kavitdt mit einer Neubauerkammer

(improved) bestimmt.

5.7 Ermittlung der ICso-Werte der Testsubstanzen

Die prozentuale Hemmung des Zellwachstums bzw. der Prozentsatz noch vorhandener
Zellen bezogen auf die Kontrolle bei der jeweiligen Substanzkonzentration wird wie

folgt ermittelt:

% Hemmung = 100 x (1 - Zﬁ)
K
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% Zellzahl = 100 x 2L
Zx
77 Zellzahl des Testansatzes

7Zx Tellzahl des Kontrollansatzes mit 0.2% DMSO

Aus dem Graphen, der sich durch Auftragen der prozentualen Zellzahl bezogen auf die
Kontrolle gegen die Konzentration der Testsubstanz ergibt, wird der ICso-Wert

ermittelt.
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6 HL-60-Proliferationstest

6.1 Materialien, Chemikalien, Ragenzien

HL-60

RPMI 1640-Medium
FBS
Pen-Strep-Losung

FEthanol
Methanol
CuSOq,

DMSO

Nahrmedium

Gewebekulturflaschen

Gewebekulturplatten
Probenrohrchen

Inkubationsbedingungen

Human promyelocytic /eukemic cells,

aus dem Bestand des Dermatologischen Instituts

der WWU Miinster,

kultiviert in Gewebekulturflaschen

Rosewell Park Memorial Institut, mit L-Glutamin,

Foetal Bovine Serum (Gibco)

10000 Einheiten

Penicillin und 10 mg Streptomycin/mL in physiologischer

Penicillin-Streptomycin-Losung aus

Kochsalzlésung (Gibco)

70% (V/V)

p-a. (Merck)

5% (G/V): 12.5 g CuSO4 p.a. (Merck) ad 2.5 L H,O
bidest.

p-a. (Merck)

1 L RPMI 1640 wird unter sterilen Bedingungen mit 100
mL FBS und 10 mL Pen-Strep-Losung versetzt. Die
Sterilitit wird durch eine Sterilprobe in einer 25 cm’
Gewebekulturflasche gepriift, die mehrere Tage bei 37 °C
inkubiert wird.

25 cm® (Tas) und 75 cm” (Tss) mit schrigem Hals und
Filterkappe (Costar, Greiner)

24 und 96 Kavitéten (Costar)

15 mL und 50 mL mit Schraubverschluf3 (Greiner)
Brutschrank bei 37 °C mit einem CO,-Gehalt von 5% und

gesdttigter Wasserdampfatmosphére.
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6.2 Vergleichssubstanzen

Acronycin (Acronin)

O O—CH,

CH, \ _A-cH,
CH,

Von Prof. Dr. F. Tillequin, Laboratoire de Pharmacognosie, Facult¢ de Pharmacie,
Universite René Descartes, Paris V, Frankreich. Durch das United States Adopted

Names Committee (USAN) wurde fiir das Acronycin als ,,Generic name* Acronin

festgelegt?!3.

UV (MeOH): Amax (I0g €) = 392 nm (3.83), 306 (4.27), 294 (4.39), 246 (3.63)

MS (70 eV): m/z (%) =321(65,M"), 306 (100), 292 (64), 277 (14),
262 (65)

Dithranol

OH O OH

Aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. K. Miiller, Institut fiir Pharmazeutische Chemie

der Universitit Miinster!12.
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6.3 Herstellung der Untersuchungslosungen der Testsubstanz

Die zu untersuchenden Testsubstanzen werden in Konzentrationen von 0.1 — 30.0
pg/mL und falls erforderlich in Konzentrationen von 0.01 — 0.03 pg/mL gepriift. Als
Losungsmittel dient eine Mischung aus gleichen Teilen DMSO und Methanol (LM).

Es werden folgende Losungen der Testsubstanz verwendet:

ST Stammldsung 3 mg Substanz in | mL LM
(3000 pg/mL)

L1 1000 pg/mL 40 uL ST + 80 uL LM
L2 300 pg/mL 10 uL ST + 90 uL LM
L3 100 pg/mL 10 uL L1 + 90 uL LM
L4 30 pg/mL 10 uL L2 + 90 uL LM
LS 10 pg/mL 10 uL L3 + 90 uL LM
L6 3 pg/mL 10 uL L4 + 90 uL LM
L7 1 pg/mL 10 uL L5 + 90 uL LM

6.4  Herstellung der HL-60-Zellsuspension

Die HL-60-Zellen werden in einer T7s-Flasche unter Inkubationsbedingungen
kultiviert, wobei alle 48-72 h verbrauchtes durch frisches Ndhrmedium ersetzt wird.
Zundchst wird mit einer Neubauerkammer (improved) die Zellzahl im verbrauchten

Nihrmedium bestimmt. Hiervon werden 4 mL durch Verdinnen mit frischem
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Nihrmedium auf eine Zellzahl von 20 - 10* Zellen/mL nach folgender Formel

eingestellt:
Zellzahl x 4
mL zusatzliches Nahrmedium = LN 0 X -4
6.5 Aussaat der Zellen und Inkubation mit Testsubstanzen im 48-h-Test

Den Zellen werden 495 uL der eingestellten Zellsuspension (S) und jeweils 5 uL der

unter 6.3 hergestellten Testlosungen zugegeben, so dal sich Testkonzentrationen von
0.1 —30.0 pg/mL und falls erforderlich von 0.03 —0.01 pg/mL pro Kavitit ergeben.

Die DMSO-Konzentration betrdgt 0.5 % pro Kavitit. Fiir jede Konzentration der

Testsubstanzen werden 3 Kavititen beimpft. Zur Wachstumskontrolle der Zellen und

zur Kontrolle der Losungsmitteltoxizitdt werden je 3 Kavitdten ausschlieBlich mit der

Zellsuspension (0.5 mL) versetzt und 3 weitere Kavititen mit Zellsuspension
(495 puL) und 5 uL LM. Die Gewebekulturplatten werden anschlieBend 48 h unter

Inkubationsbedingungen im Brutschrank belassen.

Schema fiir das Auftragen der Testsubstanzen in Konzentrationen von 0.1 — 30.0

ng/mL auf einer Gewebekulturplatte mit 24 Kavitéten:

0.1 (495 uL S |495uL S |495uL S [495ul S |495ulL S [495uL S | 3.0
#¢/ | SuLL5| SuLL5| SuLL5| SuLL2| SpLL2| 5pLL2|“¢
mL mL
0.3 1495 uL S [495uL S [495uL S [495uL S [495uL S [495ulL S |10.0
#¢/| suLL4| SpuLLl4| 5pLLl4| 5puLLI1 5uL L1 5uL L1 ne/
mL mL
1.0 1495 ul S |495uL S [495uL S [495uL S [495ulL S [495ulL S |30.0
#¢/| SuLL3| SupLL3| 5uLL3 SuLST| SuLST|*
mL mL
0 |500uL S |500puL S |500 uL S [495uL S |495ul S |495uL S | 0
rg/ SULLM| SuLLM | SuLLM | #¢/
L L
" Vergleich | Vergleich |Vergleich |Kontrolle |Kontrolle |Kontrolle "
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Pro Kavitdt: 0.5 mL mit 0.5 % DMSO (auer Vergleich: ohne DMSO),
3 Bestimmungen je Konzentration
6.6  Auszihlen der Versuchsansitze
Nach 48 h wird unter dem Phasenkontrastmikroskop die Zellzahl jeder Kavitit mit
einer Neubauerkammer (improved) bestimmt.
6.7 Ermittlung der 1Cs-Werte der Testsubstanzen
Die prozentuale Hemmung des Zellwachstums bzw. der Prozentsatz noch vorhandener

Zellen bezogen auf die Kontrolle bei der jeweiligen Substanzkonzentration wird wie
folgt ermittelt:

% Hemmung = 100 x (1 - 2L)
Zx

% Zellzahl = 100 x 2L
K

77 Zellzahl des Testansatzes
7Zx Tellzahl des Kontrollansatzes mit 0.5% DMSO

Aus dem Graphen, der sich durch Auftragen der prozentualen Zellzahl bezogen auf die
Kontrolle gegen die Konzentration der Testsubstanz ergibt, wird der ICso-Wert

ermittelt.
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7 Lactatdehydrogenase-Test zur Bestimmung der Zytotoxizitit

7.1  Materialien, Chemikalien und Reagenzien

Neben den unter ES.1 und E6.1 aufgefiihrten Materialien werden zusétzlich folgende

Reagenzien und Chemikalien verwendet:

Brij 35:

Puffer (66.7 mM):

LDH EC 1.1.1.27:

NADH-L6sung (3.6 mM):

Natriumpyruvat-Losung
(6.0 mM):

Sigma

9.1 g KH,PO4 p.a. (Merck) werden in 800 mL H,O
bidest. geldst. AnschlieBend wird mit KOH auf pH 7.5
eingestellt und auf 1000 mL aufgefiillt.

Suspension: 10 mg/2 mL; 550 U/mg

(Boehringer Mannheim)

6.553 mg NADH (Merck) werden in 1.00 mL H,O
bidest. gelost.

0.66 mg Natriumpyruvat (Aldrich) werden in 1.00 mL
H,O bidest. gelost.

7.2 Herstellung der LDH-Lo6sungen

Losung A (7.0 U/mL):

Losung B (5.0 U/mL):
Losung C (2.5 U/mL):

50 pL der unter 7.1 genannten Suspension werden mit
950 puL KH,PO4-Puffer verdiinnt. Hiervon werden 100
pL mit 1864 pL Puffer verdiinnt.

500 pL Losung A werden mit 200 pL. Puffer verdiinnt.
200 pL Losung B werden mit 200 pL Puffer verdiinnt.
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7.3  Herstellung der Stammlosungen von Dithranol und der Testsubstanzen
7.3.1 Testung an HaCaT-Zellen

Es werden nur solche Substanzen getestet, die einen ICso-Wert < 10 uM besitzen. Liegt
dieser unter 5 pM so wird die betreffende Substanz bei einer Konzentration von 2 uM,
anderenfalls bei 5 uM gepriift. Die Testung von Dithranol erfolgt bei beiden
Konzentrationen. Hierzu verdiinnt man die Stammldsung in DMSO direkt vor

Testbeginn 1:50 mit Medium.

. Einwaage (mg) x 10°
2-uM-Stammlosung [ IxMGx 1000 mL DMSO

. Emnwaage (mg) x 10°
5-uM-Stammlésung [ IxMGx 2500 - mL DMSO

7.3.2 Testung an HL-60-Zellen

Wie unter E7.3.1 beschrieben, werden je nach 1Cso-Wert 2- oder 5-pmolare Losungen
der Testsubstanzen gepriift. Von Dithranol werden beide Konzentrationen getestet.
Dazu wird die Stammldsung in DMSO direkt vor Testbeginn 1:20 mit Medium

verdinnt.

) 6
Einwaage (mg) x 10
2-uM-Stammlosun, = mL DMSO
hM & T1xMGx 400
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5-M-Stammid Einwaage (mg) x 10° mL DMSO
- =>la O SUN; =
& T1xMGx 2500

7.4  Durchfithrung

7.4.1 4-h-Test

Die HaCaT- und HL-60-Zellsuspensionen werden analog E5.4 und E6.4 hergestellt.
Zur Zeit t = 0 min werden 1 mL Zellsuspension und 100 pL Testverbindung bzw.
Dithranol in ein Multifunktionsgefdl3 gegeben, gemischt und das GefdB3 verschlossen.
Der Inkubationsansatz wird 240 min bei 37 °C unter Schiitteln im Wasserbad gehalten.
Es werden pro Substanz drei Ansétze inkubiert. Des weiteren werden pro Testreihe drei
Kontrollen benétigt, die anstelle der Testverbindung 0.2 % (HaCaT-Ansétze) bzw. 0.5
% (HL-60-Ansidtze) DMSO enthalten. Von diesen Proben werden nach Beendigung der
Inkubationszeit — ohne vorherige Zentrifugation — 100 pL zur Bestimmung der

extrazellularen LDH-Aktivitiat verwendet.

7.4.2 Bestimmung der Gesamt-LDH-Aktivitit

Zur Bestimmung der Gesamt-LDH werden jeweils 3 Kontrollansidtze der HaCaT- und
HL-60-Zellsuspension mit einer kleinen Menge Brij 35 versetzt und 10 min im
Ultraschallbad behandelt. Ebenfalls wird die LDH-Aktivitdt einer nicht entsprechend

behandelten Kontrolle vermessen.
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7.4.3 24-h-Test zur Untersuchung der Stabilitit des Enzyms in der HL-60-

Suspension

Zur Untersuchung der Stabilitit des Enzyms werden 3 x 1.1 mL HL-60-Zellsuspension
jeweils mit einer kleinen Menge Brij 35 versetzt, 10 min im Ultraschallbad behandelt
und 24 h bei 37 °C inkubiert.

Auch Dithranol wird in beiden Konzentrationen 24 h inkubiert.

7.44  UV-Messung

Jeweils 100 pL der unter E7.4.1 — E7.4.3 gewonnenen Losungen werden nach

folgendem Schema mit Puffer, Natriumpyruvat und NADH versetzt

Volumen Inkubationsansatz Konz.
750 uL KH,POy4 Puffer (62.5 mM) 50 mM
100 L Natriumpyruvat-Losung (6 mM) 0.6 mM
50 uL NADH Losung (3.6 mM) 0.18 mM

Die Losungen werden gemischt und in eine I-mL-Quarzkiivette iiberfiihrt.

AnschlieBend wird die Abnahme der Absorption iiber 5 min verfolgt.

Wellenlidnge: 340 nm
Kiivetten: 1 cm Schichtdicke
MefBtemperatur: 25°C

7.5  Auswertung durch Aufstellung einer Kalibriergeraden

Zum Erstellen einer LDH-Kalibriergeraden werden dem unter E7.4.4 aufgefiihrten
Inkubationsansatz anstelle einer Zellsuspension die Losungen A, B und C des

Reinenzyms zugesetzt und die Abnahme der Extinktion pro min bestimmt. Durch
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Auftragen von AE/min gegen mU/mL erhélt man eine Kalibriergerade, anhand deren
Geradengleichung die LDH-AKktivitdt berechnet werden kann.
LDH-Aktivitdt (mU/mL) = 3108.1 x AE/min — 9.32
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8. Untersuchungen zur Stabilitiit von 9-Acoyl-4,5-

dichloranthracenen

8.1 Materialien, Chemikalien, Reagenzien

Neben den unter ES.1 aufgefiihrten Materialien werden zusitzlich folgende Reagenzien

und Chemikalien verwendet:

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK 255 H
Zentrifugengldser mit Schliff

Diethylether

Na;SOy4 J. T. Baker

Acetonitril HPLC-Qualitét, Biosolve, Ltd.
Aqua bidestillata

8.2  Vergleichssubstanzen

4,5-Dichlor-9(10H)-anthracenon

(0]

Cl Cl

Synthesevorschrift und analytische Daten unter E3.1
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1,8-Dichloranthrachinon

O
Cl (¢} Cl

Kauflich bei der Firma Aldrich erworben

4,5,4°,5-Tetrachlor-9(10H),9°(10"H)-dianthracenon

Synthesevorschrift und analytische Daten unter E3.5

8.3 Stabilitit in DMSO

Je Testverbindung werden 10 mL einer 50-uM-Ldsung in DMSO hergestellt, die 48 h

unter Inkubationsbedingungen im Brutschrank aufbewahrt wird.
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8.4  Stabilitit in DMEM und in HaCaT-Zellsuspension unter

Inkubationsbedigungen

Die Herstellung der Stammlosungen der Testverbindungen sowie die Herstellung und
Aussaat der Zellsuspension erfolgt wie unter ES5.3 bis E5.5 beschrieben. Die
Testverbindungen (Stammlosungen in DMSO) werden in Testkonzentrationen von 10.0
und 50.0 uM den Zellen zugegeben. Die DMSO-Konzentration betrdgt 0.2% pro
Kavitit. Fiir jede Konzentration der Testsubstanzen wird eine Kavititen beimpft. Pro
Substanz wird eine weitere Kavitdt ausschlieBlich mit Ndhrmedium (1 mL) und einer
50-uM-Losung (100 pL) der entsprechenden Testsubstanz beschickt. AnschlieBend
beldBt man die Gewebekulturplatte 48 h im Brutschrank unter Inkubationsbedingungen
und iiberfiihrt danach den Inhalt der Kavititen jeweils in ein Zentrifugenglas mit
Schliff. Jede Probelosung wird mit Diethylether (2 x 3 mL) ausgeschiittelt, die
vereinigten org. Phasen werden iiber Na,SO,4 getrocknet, und das Losungsmittel wird
mit Stickstoff vertrieben. AbschlieBend werden die Proben in 50 pL. DMSO
aufgenommen.

In einem weiteren Versuch werden die Zellen mit 10 uM der Substanz 71 beimpft und
48 h im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Tagen wird das iiberstehende Medium
abgesaugt, mit PBS-Puffer (2 x 100 pL) nachgewaschen und Puffer (1.1 mL)
hinzugefiigt. Danach erfolgt eine Behandlung mit Ultraschall (30 min) und die
Uberfiihrung der Suspension in ein Zentrifugenglas mit Schliff. Die Aufarbeitung der

Probe erfolgt wie oben beschrieben.

8.5  HPLC-Analyse der Proben

Von den unter E8.3 und E8.4 erhaltenen Probelésungen in DMSO werden je 50 pL mit
100 uL Aqua bidest. verdiinnt und durch HPLC mit UV-Detektion unter folgenden

Trennbedingungen analysiert.
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Stationdre Phase: Hibar® RT 125-4, Prepacked Column LiChrospher® RP-18 (5

uM) 125 x 4 mm
FlieBmittel: Acetonitril/Aqua bidest. (75+25)
FluBrate: 1.0 mL/min
Wellenlidnge: 254 nm

Injektionsvolumen: 50 pL

Die Auswertung erfolgt qualitativ anhand der Vergleichssubstanzen.
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	Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 9-Acoyl-4,5-dichlor-9-anthracenen (AAV 5):
	Man suspendiert 1 \(0.46 g, 1.75 mmol\)  in CS�

	Ber C, 71.40; H, 3.99
	
	
	
	
	
	
	
	Gef C, 71.40; H, 3.71








	SiO2; CH2Cl2
	
	
	
	
	
	
	
	Gef C, 71.98; H, 4.56








	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	
	
	
	
	
	
	
	Gef C, 64.47; H, 3.19








	Ausbeute
	Ausbeute
	Ausbeute
	
	
	
	
	
	
	
	Gef C, 68.80; H, 3.97







	Aus 3-Methoxybenzaldehyd nach AAV 1.

	Ausbeute
	Ausbeute
	Aus 3,4-Dimethoxybenzaldehyd und NaBH4 (1.52 g, 40 mmol) nach AAV 1.

	Ausbeute
	Aus dem Rohprodukt von 23 (3.0 g, 17.8 mmol) und PBr3 (9.5 g, 36.2 mmol) in CH2Cl2 (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 6 h.

	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Aus dem Rohprodukt von 29 (3.0 g, 17.8 mmol) und PBr3 (9.5 g, 36.2 mmol) in CH2Cl2 (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 6 h.

	Ausbeute
	Ausbeute
	Aus dem Rohprodukt von 32 (3.0 g, 15.1 mmol) und PBr3 (9.5 g, 36.2 mmol) in CH2Cl2 (10 mL) nach AAV 2. Ansatzdauer 3 h

	Ausbeute
	Gef C, 64.57; H, 4.82
	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Smp
	Gef C, 62.83; H, 3.12; N, 3.39
	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Smp
	Gef C, 62.76; H, 2.92; N. 3.37
	Ber C, 56.91; H, 2.73; N, 6.32
	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Smp
	Ber C, 73.21; H, 4.39
	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Smp
	Ber C, 73.21; H, 4.39
	Ausbeute
	Smp
	Aus dem Rohprodukt von 49 (3.0 g, 9.4 mmol) und PBr3 (7.0 g, 25.9 mmol) in CH2Cl2 (20 mL) nach AAV 2.

	Ausbeute
	Ber C, 74.34; H, 4.63
	Aus 3-Benzyloxy-4-methoxybenzaldehyd (2.5 g, 10.0 mmol) nach AAV 1.

	Ausbeute
	Smp
	Ausbeute
	Gef C, 71.77; H, 4.11
	
	Aus 45 (0.1 g, 0.6 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 13 h
	Aus 51 (0.15 g, 0.27 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 12 h
	Aus 54 (0.2 g, 0.41 mmol) nach AAV 4. Ansatzdauer: 7 h


	Darstellung und analytische Daten siehe Dissertation Putic133
	
	Aus 1 \(0.5 g, 2.0 mmol\) und 62 \(1.0 g, 4.0�
	
	
	
	
	
	Ber C, 67.46; H, 4.72








	Gef C, 66.98; H, 4.34
	
	
	
	
	
	Darstellung und analytische Daten siehe Dissertation Putic133






	Gef C, 64.57*; H, 4.82
	Aus 1 \(0.2 g, 0.7 mmol\) und Phenylessigsäure
	Aus 1 (0.5 g, 2.0 mmol) und dem Rohprodukt (0.7 g, 4.0 mmol) von 72 nach AAV 5 bei Raumtemperatur. Ansatzdauer 2 h.

	Gef C, 69.79; H, 4.21
	
	
	
	
	
	
	
	Gef C, 69.92; H, 4.31


	Zur Herstellung einer 120-µM-Lösung wird die 100





	T2
	5Keratinozytenproliferationstest

	Schema für das Auftragen der Testsubstanzen in K�

	Vergleich
	Vergleich
	Vergleich
	Kontrolle
	Kontrolle
	Kontrolle
	
	6HL-60-Proliferationstest
	
	
	
	
	Dithranol







	STStammlösung 3 mg Substanz in 1 mL LM
	Schema für das Auftragen der Testsubstanzen in K�

	Vergleich
	Vergleich
	Vergleich
	Kontrolle
	5 µL LM
	Kontrolle
	Kontrolle
	7Lactatdehydrogenase-Test zur Bestimmung der Zyto

	Brij 35:Sigma
	
	
	Die HaCaT- und HL-60-Zellsuspensionen werden anal
	7.4.4UV-Messung
	Jeweils 100 µL der unter E7.4.1 – E7.4.3 gewonne�
	Die Lösungen werden gemischt und in eine 1-mL-Qu�
	Wellenlänge:340 nm
	Küvetten:1 cm Schichtdicke
	Meßtemperatur:25 °C
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