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Die Grundstruktur aller in dieser Arbeit préasentierten Verbindungen, Triphenylethy-
len, ist schon seit den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt. Robson und
Schénberg berichteten, dass Triphenylethylen und 2-Chlor-1,1,2-triphenylethylen Es-
trogene von geringer Wirkung und auBergewdhnlich langer Wirkdauer seien [23€] Die
estrogene Wirkung konnte durch Substitution von 2-Halo-1,1,2-triphenylethylenen mit
unterschiedlichen Alkoxyresten ['°1:237:238.239. 2401 3 den Phenylringen gesteigert
werden. Die Art der endokrinen Wirkung (Antagonismus oder Agonismus) kann
durch geringfigige Modifikationen des Substitutionsmusters des 1,1,2-
Triphenylethen-GrundgerUsts beeinflusst werden. Besonders wirksame Antagonisten
werden erhalten, wenn eine basische Seitenkette, wie im Fall von TAM oder RAL
eingefuhrt wird. Die meisten bekannten Antagonisten besitzen eine entspechende
Seitenkette. Laut Jordan et al. ist sie eine Grundvoraussetzung fiir die antiestrogene
Wirkung ["®!. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine antiestrogene
Wirkung auf molekularer Ebene durch Triarylalkene ohne basische Seitenkette

hervorgerufen werden kann.

Vergleichbare Beobachtungen beziiglich der Rezeptoraffinitdt und der endokrinen
Wirkung auf molekularer Ebene sind schon aus den Vorgangerarbeiten von
Schneider "*° und Bachmann ['*®! bekannt. Die von ihnen untersuchten 1,1-Bis(4-
acetoxyphenyl)-2-phenylalkene weisen im Tierexperiment am hormonabhangigen
transplantablen MXT-Maus-Brusttumor eine inhibitorische Wirkung auf, die durch die
Verlangerung der Seitenkette modifiziert werden kann. Im Uterusgewichtstest an der
unreifen Maus zeigten diese Verbindungen eine estrogene Wirkung; d. h. ein SERM-
artiges Wirkprofil konnte flr diese Verbindungen beobachtet werden.

Neben alkylsubstituierten Verbindungen wurde auch eine groBe Anzahl an Verbin-
dungen synthetisiert, die eine funktionelle Gruppe an der C2-Seitenkette tragen. Vor
allem eine groBe Anzahl von Acrylnitrilen 1241 242.243.2441 ynd jhre Derivate (Amin, Di-
methylamin, Amid) 24> 246 2471 sind auf ihre Rezeptoraffinitat und endokrine Wirkung
untersucht worden. Sie weisen zumeist eine hohe Rezeptoraffinitat, verbunden mit
einer partialagonistischen Wirkung auf. Da die beschriebenen Verbindungen Derivate
von BisOHMe darstellen, ist eine partialagonistische Wirkung naheliegend.

Der RBA-Wert der untersuchten Verbindungen wird ebenso wie die antagonistische
Wirkung dadurch ermittelt, dass E2 kompetetiv aus seiner Bindungsstelle verdrangt
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wird. Zur Interpretation der vorliegenden pharmakologischen Ergebnisse muissen
deswegen die Wechselwirkungen des physiologischen Liganden E2 mit seinem
Rezeptor sowie die Wechselwirkungen bekannter synthetischer Agonisten und

Antagonisten in Betracht gezogen werden.

In seiner Fahigkeit, strukturell sehr unterschiedliche nichtsteroidale Liganden zu
binden, ist der ER einzigartig unter den SHR. Das fur die Ligandenbindung zur
Verfigung stehende Volumen seiner Ligandenbindungstasche ist mit einem Volumen
von 450 A® fast doppelt so groB wie das von E2 (245 A%)."°! Die Langen- und
Breitenausdehnung der Bindungstasche wird von E2 gut ausgenutzt, aber es gibt
groBe unbesetzte Bereiche ober- und unterhalb des Molekulkerns, die von nichtphy-
siologischen ER-Liganden ausgenutzt werden kénnten. ['™ Einige ER-Liganden, wie
E2 oder das synthetische Diethylstilbestrol (DES) verhalten sich als Agonisten,
andere hemmen die E2-Bindung kompetetiv und wirken antagonistisch. Die
agonistischen und antagonistischen Eigenschaften eines Liganden werden von der
durch ihn hervorgerufenen Rezeptorkonformation bestimmt [#*8], ER-Antagonisten
lassen sich aufgrund der unterschiedlichen ER-Konformationen, die sie hervorrufen,

in verschiedene Klassen einteilen ['18l:

Selektive Estrogen Rezeptor Modulatoren (SERM), wie TAM und RAL wirken in
Abhéangigkeit vom zellularen und Promoterkontext ebenso wie von der Rezeptor-
isoform im Zielgewebe sowohl agonistisch, als auch antagonistisch [''®. Die anta-
gonistische Wirkung aller bekannten SERM scheint Uber AF-2 vermittelt zu sein und
zumindest an ERa scheint AF-1 flr den partiell agonistischen Charakter verant-

wortlich zu sein 249,

,Reine“ Antagonisten, wie beispielsweise ICl 182780 und ICI 164 384 (vgl.
Abbildung 6.4) sind in der Lage, die Aktivitdt von E2 Uber die Hemmung beider
Aktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2 zu blockieren.?®® 2" Solche reinen Antiestro-
gene unterscheiden sich auch in pharmakologischer Hinsicht von den SERM. Sie
eignen sich als second-line Therapie gegen fortgeschrittenen Brustkrebs bei Patien-

tinnen, die eine Resistenz gegen TAM entwickelt haben. %%

Durch die Aufklarung der Réntgenkristallstruktur der LBD von ERa und ERPB ko-
kristallisiert mit dem R,R Enantiomer von 5,11-cis-diethyl-5,6,11,12-tetrahydro-
chrysen-2,8-diol (THC) durch Shiau et al. !"*% gelang die Identifizierung einer
weiteren Klasse von Antiestrogenen, die im Folgenden ,passive“ Antagonisten
genannt werden sollen. Auch sie haben, wie die SERM, vor allem einen Einfluss auf
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die AF-2 Aktivitat des ER, allerdings wird ihre Wirkung durch einen von den SERM

unterschiedlichen Mechanismus hervorgerufen. 24!

6.1.1 Wechselwirkung von E2 mit der LBD des ER

1997 gelang es Brzozowski und Pike ! sowie Tanenbaum ¥ die Réntgen-
kristallstruktur der LBD des ERa kokristallisiert mit E2 aufzuklaren. Die spezifische
Hormonerkennung durch die LBD des ER erfolgt Gber Wasserstoffbriickenbindungen
sowie uber van der Waals Wechselwirkungen, was zu einer Reorientierung der Helix
12 der LBD fiihrt I'"®!. Die phenolische Hydroxygruppe des E2 in 3-Position geht
direkte Wasserstoffbriickenbindungen mit der Carboxylatgruppe des Glu 353, dem
Guanidinrest von Arg 394 und einem Wassermolekul ein. Die Hydroxygruppe in 178-
Position bildet eine Wasserstoffbriicke zum N-3 des Imidazolrings des His 524 aus.
Der O-O Abstand zwischen den Hydroxygruppen des E2 betragt 10.9 A °¥, Die
hydrophoben Kontakte konzentrieren sich hauptséchlich auf den A-Ring, die
Verbindungsstelle zwischen A-Ring und B-Ring und den D-Ring des 2 zwischen den
hydrophoben Seitenketten von Ala 350 und Leu 387 auf der B-Seite und Phe 404
und Leu 391 auf der a-Seite des Molekuls. Am distalen Ende der Bindungstasche tritt
der D-Ring mit lle 424, Gly 521 und Leu 525 in Kontakt 1°.
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Abbildung 6.1 Wechselwirkungen von E2 mit der LBD des ERa nach Brzozowski links:
Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals
Kontakte; rechts: Rontgenkristallstruktur eines Monomeren, hellgrau im Vordergrund
Helix 12

[45].
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Im E2-ERa Komplex verschlieBt Helix 12 die Ligandenbindungstasche und kommt
dabei in Kontakt mit den Helices 3,5/6 und 11 (Siehe Abbildung 6.1, rechts).
Obwonhl Helix 12 selbst keinen direkten Kontakt zu E2 hat, bildet sie den Verschluss
der Ligandenbindungstasche und richtet seine hydrophobe Oberflache auf den
Liganden. lhre geladene Oberflache, die unter anderem Asp 538, Asp 545 und das
hochkonservierte His 524 beinhaltet, ist zur Seite gedreht und liegt senkrecht zum
Dimerisierungsinterface, das vor allem aus Helix 11 gebildet wird. Diese préazise Aus-
richtung der Helix 12 ist die Voraussetzung flr eine Transkriptionsaktivierung, da
durch das VerschlieBen der Ligandenbindungstasche eine kompetente AF-2
generiert wird, die mit Koaktivatoren interagieren kann. " Durch Mutation oder

Verlust dieser Region kann der Rezeptor nicht mehr auf den Liganden reagieren.

Eine Analyse dieser Kristallstruktur zeigt, dass hoch rezeptoraffine Wirkstoffe ver-
gleichbare van der Waals Volumina und Wechselwirkungen wie E2 aufweisen sowie
vergleichbare hydrophile Interaktionen mit der LBD eingehen missen, um den ER zu
aktivieren. Der Abstand der Hydroxygruppen sollte in den Wirkstoffen im Bereich des
fir E2 gefundenen Abstands von 10.9 A liegen, ferner sollte der Wirkstoff eine

planare Struktur besitzen.

Bei allen untersuchten Substanzklassen dieser Arbeit besitzen die O-methylierten
Verbindungen wesentlich schwéachere Bindungsaffinitaten als die korrespondieren-
den hydroxylierten Verbindungen. Auch beim endogenen Liganden E2 sinkt der
RBA-Wert bereits durch eine einfache Methylierung der 17B-Hydroxygruppe von
100% auf 7% >,

In Anbetracht der Wechselwirkungen, die fir die Bindung von E2 in der LBD des ERa
essentiell sind, ist dies nicht verwunderlich. Liegt die 17p-Hydroxygruppe des E2 me-
thyliert vor, kann eine Wasserstoffbriickenbindung analog E2 zu His 524 nicht mehr
ausgebildet werden, was die Reduktion der relativen Bindungsaffinitat auf 7% der
Estradiolwirkung erklart. Eventuell denkbar ware eine Wasserstoffbriickenbindung
zum Sauerstoff der Methoxygruppe. Diese kdnnte nach Rotation des Imidazolringes
Uber das Wasserstoffatom am N1 des Imidazolrings des Histidins oder nach
Protonenwanderung vom N1 zum N3 ausgebildet werden. Doch scheint diese
Wechselwirkung nicht sehr ausgepragt zu sein, wie sich in der deutlichen Abnahme

der Bindungsaffinitat zeigt.
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6.1.2 Nicht-steroidale Agonisten

Wie aus der Roéntgenkristallstruktur des nicht-steroidalen Agonisten E-Diethylstil-
bestrol (DES) kokristallisiert mit der LBD des ERa hervorgeht, erfolgt die Bindung
analog E2!""® (siehe Abbildung 6.2) ilber Wasserstoffbriickenbindungen der Hydro-
xygruppe zu Glu 353, Arg 394 und einem Molekil Wasser. Der O-O Abstand der
phenolischen Hydroxygruppen im DES ist um 1.2 A langer als der O-O Abstand der
vergleichbaren Hydroxygruppen in E2 und betragt 12.1 A. Dadurch ist die OH-
Gruppe, die der 17B-OH-Gruppe im E2 entspricht um 1.7 A verschoben. Die Wasser-
stoffbriickenbindung zu His 524 ist dennoch méglich. DES geht mehr hydrophobe
Wechselwirkungen zur LBD des ERa als E2 ein. Die Kontakte entstehen zwischen
dem A’-Phenylring von DES, der dem D-Ring von E2 entspricht mit Met 343,
Leu 346 und Met421. AuBerdem werden Wechselwirkungen Uber die Ethyl-
seitenketten des DES ausgebildet, die in hydrophobe Taschen der LBD hereinragen,
die von E2 nicht besetzt werden. Diese Taschen befinden sich vor allem im Bereich
der B-Seite des C-Rings und der a-Seite des B-Rings von E2 4*2°%, Die zusatzlichen
Wechselwirkungen werden zu Ala 350, Leu 384, Phe 404 und Leu 428 ausge-
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Abbildung 6.2 Wechselwirkungen von DES mit der LBD des ERa nach Shiau ™ links:
Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals
Kontakte; rechts: Nach Sekundérstruktur eingefarbtes ERa-Monomeres, Ansicht
entlang der Dimerisierungsachse (dunkelgrau a-Helix, hellgrau im Hintergrund: (-
Faltblatt, hellgrau im Vordergrund: Helix 12)
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6.1.3 Antagonistische Wirkung

6.1.3.1 ,,Aktiver“ Antagonismus

Shiau et al. ""® klarten 1998 die Réntgenkristallstruktur von 4-OHT, dem aktiven
Metaboliten von TAM 223 kokristallisiert mit der LBD des ERa auf.

Die Bindung von 4-OHT in der LBD des ERa erfolgt analog E2 bzw. DES Uber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der phenolischen Hydroxygruppe am A-
Ring des 4-OHT und Glu 353, Arg 394 sowie einem Molekul Wasser, wie aus der
Abbildung 6.3 hervorgeht. Auch die hydrophoben Interaktionen &hneln, mit gering-
flgigen Abweichungen in der Stellung der einzelnen Aminosauren, denen von E2.
Da 4-OHT keine Hydroxygruppe am C-Ring tragt, kann keine Wasserstoffbriicken-
bindung zu His 524 ausgebildet werden. Die Wasserstoffbrickenbindung der Hy-
droxygruppe am A-Ring zu Glu 353, Arg 394 und einem Molekll Wasser reicht aus,
um E2 mit einem RBA-Wert (vgl. 5.2.1, S. 79) von 15.6% aus seiner Bindungsstelle

zu verdrangen.

Die Orientierung von 4-OHT in der Bindungstasche wird neben dieser OH-Gruppe
von der Seitenkette am B-Ring bestimmt. Die Seitenkette verldsst die Bindungs-
tasche zwischen den Helices 3 und 11. Der B-Ring bildet van der Waals Kontakte zu
Met 343, Leu 346, Thr 347, Ala 350, Trp 383, Leu 384, Leu 387 und Leu 525 aus.
Die Position der flexiblen Seitenkette wird ebenfalls durch van der Waals Kontakte zu
Thr 347, Ala 350 und Trp 383 sowie eine ,Salzbriicke“ zwischen der Dimethylamino-
gruppe von 4-OHT und der B-Carboxylatgruppe von Asp 351 stabilisiert. Durch die
Position des A-Rings und der Seitenkette liegt die Ethylgruppe an C2 des 4-OHT fast
in einem rechten Winkel zur Ethylgruppe des DES vor. Als Folge daraus ragt der C-
Ring von 4-OHT tiefer in die Bindungstasche hinein, als der korrespondierende A’-
Ring von DES. ['*
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Abbildung 6.3 Wechselwirkungen von 4-OHT mit der LBD des ERa nach Shiau " links:
Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen und der van der Waals
Kontakte; rechts: Nach Sekundarstruktur eingefarbtes ERa-Monomeres, Ansicht
entlang der Dimerisierungsachse (dunkelgrau a-Helix, hellgrau im Hintergrund B-
Faltblatt, hellgrau im Vordergrund: Helix 12)

Asp 351

Die Position des C-Rings von 4-OHT kann offensichtlich nicht auf dieselbe Art stabi-
lisiert werden, wie die des korrespondierenden A’-Rings von DES oder des D-Rings
von E2. Die Aminoséauren, die mit dem C-Ring in Wechselwirkung treten (Met 343,
Leu 346, Met 421, lle 424, Gly 521, His 524 und Leu 525) nehmen eine andere
Konformation als im DES-Komplex ein. Die Ausrichtung des C-Rings hindert vor
allem Met 421 daran, dieselbe Konformation wie im DES-Komplex einzunehmen.
Dies fuhrt dazu, dass auch die Position von Phe 404 und Phe 425 sich &ndert. Die
unterschiedlichen Konformationen der Seitenketten der Aminosauren, die direkt mit
dem C-Ring in Kontakt stehen und der Aminosauren, die davon indirekt beeinflusst
werden, bewirken, dass die Hauptkette der Bindungstasche eine unterschiedliche
Konformation einnimmt.

Flr die antiestrogene Wirkung in diesem Komplex ist die Dimethylaminoseitenkette
des 4-OHT jedoch von groBerer Bedeutung, wie Jordan et al. ®°®! durch Mutations-
experimente zeigen konnten. Durch ihr Volumen ®” und die Interaktion ihres
Stickstoffs mit Asp 351 wird Helix 12 (Aminosauren Leu 536 bis Leu 544) daran
gehindert, sich wie ein Deckel Uber die Bindungshdéhle zu legen, wie im Agonist-ERa-
LBD-Komplex. Statt dessen bindet H 12 an die Koaktivatorbindungsstelle des ERa
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und verhindert damit das Koaktivator-Recruitment. Dadurch wird die AF-2 auf zwei
Arten beeinflusst. Helix 12 stellt einerseits selbst einen integralen Teil der AF-2-
Oberflache dar, so dass nach Bindung von Antagonisten die AF-2 unvollstédndig ist.
Vor allem Leu 539, Glu 542 und Met 543 sind nicht korrekt fur die Koaktivator-
erkennung positioniert. Andererseits sind Aminosauren, die zur AF-2 Oberflache
gehoren, an Helix 12 gebunden und werden daran gehindert, mit Koaktivatoren zu

interagieren.

Far eine dem 4-OHT vergleichbare Wirkung bedarf es der Verankerung des Ligan-
den mit einer Hydroxygruppe durch Wasserstoffbrickenbindungen zu Glu 353, Arg
394 und einem Molekll Wasser, sowie einer ,Salzbriicke” zwischen dem Stickstoff
einer basischen Seitenkette und Asp 351. Von der Fahigkeit eines Liganden, die
Ladung von Asp 351 abzuschirmen, hangt dessen partialagonistische Wirkung ab.

Zwar konnen die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen eine entsprechende
Wasserstoffbriickenbindung eingehen, allerdings fehlt am B-Ring des Triarylalken-
GrundgerUsts eine basische Seitenkette, die durch ihr Volumen und eine Wasser-
stoffbriickenbindung zu Asp 351 die Helix 12 verschiebt. Somit ist der Wirkungs-
mechanismus des 4-OHT nicht vollstandig geeignet, um die antagonistische Wirkung

der untersuchten Verbindungen auf molekularer Ebene zu erklaren.

6.1.3.2 ,,Reiner“ Antagonismus

Zu den ,reinen“ Antagonisten gehéren Verbindungen mit steroidalem Grundgertst,
wie RU 39 411, RU 58 668, ICI 182 780 (Faslodex) und ICI 164 384 (siehe Abbildung
6.4). Sie zeichnen sich durch auBerst lange Seitenketten an der 7a- oder der 118-
Position des E2-GrundgerUsts aus.

Proteolyse- und Peptidbindungsstudien deuten darauf hin, dass ICl 164 384 eine
Rezeptorkonformation generiert, die sich von derjenigen, die durch SERM hervor-
gerufen wird, unterscheidet. ICl 164 384 beeinflusst auBerdem die Rezeptordime-
risierung 8, das nukleozytoplasmatische Shuttling #°°! und den zelluldren Turnover
des ER ?%!. Die Réntgenkristallstruktur der mit ICI 164 384 kokristallisierten LBD des
Ratten-Erp wurde 2001 von Pike und Mitarbeitern aufgeklart [''®. Der Ratten-ERB ist
grundsatzlich analog zum humanen ERB aufgebaut, die dem menschlichen ERa

entsprechenden Aminosauren sind in Klammern aufgeflhrt.
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Abbildung 6.4 Strukturformeln ,rein* antagonistisch wirksamer Estradiolderivate; # nach Aliau [261],

b nach van de Velde 2% ¢ nach Gauthier 2%%
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Abbildung 6.5 Wechselwirkungen der Ratten-ERB-LBD mit dem reinen Antagonisten ICI 164 384
nach Pike "8 links: Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen
und van der Waals Wechselwirkungen; rechts: Nach Sekundarstruktur eingefarbtes
ERB-Monomeres, Ansicht entlang der Dimerisierungsachse (dunkelgrau: a-Helix,
hellgrau: B-Faltblatt)

Met 291 '

Die GroBe und die Position der Seitenkette von ICl 164 384 rufen eine Rezeptor-
konformation hervor, die sich durch die vollstandige Destabilisierung der Helix 12 von
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denen der anderen ER-Liganden unterscheidet. Folglich ist in der Abbildung 6.5
rechts Helix 12 nicht zu erkennen.

Die Orientierung von ICI 164 384 in der LBD wird von seinem 7a-Substituenten
bestimmt. Vorangegangene Studien an der Era-LBD haben einen engen Kanal iden-
tifiziert (11B-Kanal), der die analogen raumfillenden Seitenkettengruppen der SERM
RAL und 4-OHT aufnimmt > "'l Dieser Kanal ist auch im ERB-Genistein-Komplex
vorhanden, jedoch wird er durch Val 487 (Leu 536) verschlossen ?®4. Der Kanal wird
durch die VergréBerung der vorgeformten hydrophoben Tasche auf der B-Seite der
Hohle durch Verschieben von H 12 gebildet. Um den 7a-Substituenten von ICI
164 384 ahnlich wie bei den SERM in diesem 11B-Kanal aufzunehmen, wird der
hydrophobe Kern um 180° relativ zur Orientierung von E2 um seine Langsachse
gedreht 12,

,normale” Orientierung ,gedrehte“ Orientierung

Abbildung 6.6 Mogliche Orientierung 7a- und 11B-substituierter E2-Derivate in der LBD des ER

Trotz dieser ,gedrehten“ Orientierung des steroidalen Kerns bleiben die charak-
teristischen Wasserstoffbriickenbindungen unbeeinflusst. Der phenolische Wasser-
stoff des A-Rings interagiert mit dem Carboxylat von Glu 260 (Glu 353), einem
konserviertem Wasser und der Guanidingruppe von Arg 301 (Arg 394). Die letzte
Interaktion wird vermutlich durch die Verschiebung der Position des A-Rings
geschwacht. Ahnlich behélt die 17B-Hydroxygruppe ihre Interaktion mit His 430 (His
524) obwohl sie, verglichen mit dem unsubstituierten Hormon, auf der gegenlber-
liegenden Seite der Hohle liegt. Die Hauptkonsequenz des Bindungsmodus von
ICl 164 384 ist eine Veranderung der van der Waals Kontakte des steroidalen Kerns
mit der LBD und das Fehlen einer stabilen Orientierung von Helix 12. Analog zu den
SERM behindert der weit aus der Ligandenbindungstasche herausragende 7a-Sub-
stituent von ICI 164 384 sterisch die Anordnung von Helix 12 (ber der Liganden-
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bindungstasche. Zusatzlich bindet die terminale Amid-Funktion des Liganden selbst
an eine Vertiefung in der Koaktivatorbindungsstelle von AF-2 und hindert damit
Helix 12 an der Bindung, wie bei RAL oder 4-OHT [''8],

Obwohl durch die Réntgenkristallstruktur deutlich wird, wie AF-2 inhibiert wird, ist der
Mechanismus der AF-1 Inhibierung noch unklar. Eventuell begilnstigt ICl 164 384 die
Bindung von Korepressoren, da Lys 269 (Lys 362), eine fur die Bindung von Kore-
pressoren erforderliche Aminosaure ) nicht durch Helix 12 verdeckt ist und somit
fahig ist, Interaktionen einzugehen. Des weiteren kénnte die freie Helix 12 in der

Lage sein, die Funktion von AF-1 zu neutralisieren.

6.1.3.3 ,,Passiver” Antagonismus

Erst kirzlich wurden die Rontgenkristallstrukturen der mit dem R,R Enantiomer von
5,11-Cis-Diethyl-5,6,11,12-tetrahydrochrysen-2,8-diol (THC) kokristallisierten LBD
von ERa und ERpB verdffentlicht '**. THC verhalt sich als Agonist an ERa und ist
gegenilber ERB ein Antagonist [ '®!_ Die Réntgenkristallstrukturen von OHT-ERa
(15 RAL-ERa ! Gen-ERB?** und ICI 164 384-ERB [''® LBD-Komplexen zeigen,
dass jeder dieser Antagonisten eine volumindse Seitenkette besitzt, die keinen Platz
in der Ligandenbindungstasche findet. Diese Seitenketten ragen aus der
Ligandenbindungstasche durch eine Offnung, die durch die Helices 3, 5/6 und 11
gebildet wird, heraus und hindern dadurch Helix 12 daran, die agonistgebundene
Konformation einzunehmen.!''® Wahrend durch 4-OHT und RAL Helix 12 an die
Koaktivatorbindungstelle bindet und dort die NR-Box Interaktionen imitiert, bindet die
Seitenkette von ICI 164 384 direkt an die Koaktivatorbindungsstelle von ERB, was zu
einer vollstandigen Destabilisierung der Helix 12 fihrt (siehe ,reiner® Antagonismus).
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Abbildung 6.7 Wechselwirkungen der ERa-LBD mit THC nach Shiau "*%; links: Schematische
Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals Wechselwirkungen;
rechts: Nach Sekundarstruktur eingefarbtes ERa-Monomeres, Ansicht entlang der
Dimerisierungsachse (dunkelgrau: a-Helix, hellgrau im Hintergrund: B-Faltblatt,
hellgrau im Vordergrund: Helix 12)

Die Bindung von THC an ERa erfolgt analog der Bindung von E2 oder DES. Die Hy-
droxygruppe des A-Rings bildet Wasserstoffbriickenbindungen zu Glu 353, Arg 394
und einem Molekll Wasser aus. Die Hydroxygruppe des A’-Ring bildet eine Wasser-
stoffbriickenbindung zu His 524. Der A’-Ring bildet hydrophobe Kontakte zu
Met 421, lle 424, Gly 521 und Leu 525 aus. Helix 12 nimmt eine agonistgebundene

Konformation ein.
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Abbildung 6.8 Wechselwirkungen der ERB-LBD mit THC nach Shiau "*%; links: Schematische
Darstellung der Wasserstoffbrickenbindungen und van der Waals Interaktionen;
rechts: Nach Sekundarstruktur eingefarbtes ERa-Monomeres, Ansicht entlang der
Dimerisierungsachse (dunkelgrau: a-Helix, hellgrau im Hintergrund: (-Faltblatt,
hellgrau im Vordergrund: Helix 12)

Die Bindung von THC in der LBD des ERp erfolgt Uber Wasserstoffbriickenbin-
dungen der Hydroxygruppe am A-Ring zu Glu 305 (Glu 353) und Arg 346 (Arg 394),
eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem Molekil Wasser erfolgt nicht. Die
Hydroxygruppe des A’-Rings bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu Gly 472 (Gly
521) statt zu His 475 (His 524) aus. Die Ethylgruppe am B-Ring nimmt eine ausge-
dehntere Konformation ein, was das Tetrahydrochrysengeriist 5 A in die Richtung
des B-Kanals verschiebt. Obwohl die Bindung von THC an die ERB-LBD in einer
ahnlichen Weise, wie an die ERa-LBD erfolgt, ist es nicht in der Lage, die Inter-
aktionen am A’-Ring analog zum ERa-Komplex zu stabilisieren, der um 0.7 A ver-
schoben ist. Dadurch sind die Seitenketten von His 475 und Leu 476 um 1.6 bzw.
2.3 A weiter entfernt als ihre korrespondierenden His 524 und Leu 525 im ERa-Kom-
plex. Als Resultat kann His 475 (His 524) nicht mit Met 479 (Met 528) in Kontakt
treten. Folglich sind beide Leu 476 (Leu 525) und Met 479 (Met 528) nicht so positio-
niert, dass sie Wechselwirkungen mit den Resten von Helix 12 eingehen kdnnen, die
die agonistgebundene Konformation der H 12 stabilisieren wirden.

Als Resultat stabilisiert die Bindung von THC an die ERB-LBD nicht die agonist-
gebundene Konformation von Helix 12. Allerdings bindet Helix 12 auch nicht, wie bei
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4-OHT, an die Koaktivatorbindungsstelle, die durch die Helices 3, 4 und 5 generiert
wird. Sie nimmt eine Orientierung ein, die am ehesten der im Genistein-ERB-Kom-
plex dhnelt (siehe Abbildung 6.9) ?®. In beiden Komplexen wird Helix 12 durch
hydrophobe Kontakte, die durch Val 487, Leu 491, Met 494 und Leu 495 mit dem
Rest der LBD gebildet werden, stabilisiert ?°. In diesem Komplex ist Helix 12 so
Uber der Ligandenbindungstasche angeordnet, dass sie die Koaktivatorbindungs-

stelle nur teilweise verschliet.

M Gly 472
His 475
Leu 476 ’ (Ile 173

Met Zf)

Met 39
Leu 299
Leu a

Ala 30

Leu 380

Gﬂet 340

Leu 298

' Leu 343
‘ Phe 356

H2
Glu 305 Arg 346

Abbildung 6.9 Wechselwirkungen der ERB-LBD mit Genistein nach Pike *®%; links: Schematische
Darstellung der Wasserstoffbrickenbindungen und van der Waals Interaktionen;
rechts: Nach Sekundarstruktur eingefarbtes ERa-.Monomeres, Ansicht entlang der
Dimerisierungsachse (dunkelgrau: a-Helix, hellgrau im Hintergrund: B-Faltblatt,
hellgrau im Vordergrund: Helix 12)

Zwei Reste in der Ligandenbindungstasche, die sich bei beiden Subtypen unterschei-
den, kénnten die antagonistische Wirkung an ERp erklaren. Met 336 und lle 373 in
ERB (Aquivalente von Leu 384 und Met 421) sind auf gegeniiberliegenden Seiten
des THC positioniert. Durch Modeling Studien wurde festgestellt, dass der THC A’-
Ring 2.4 A tiefer in die ERB-Bindungstasche hereinragen miisste, um mit diesen
Aminoséauren zu interagieren und als Resultat His 475 und Leu 476 in produktiven
Konformationen zu stabilisieren. Diese tiefere Position ist duBerst unglnstig, da
sterische Zusammenstésse zwischen der Ethylgruppe am B’-Ring und der Sei-
tenkette von Leu 298 am Boden der Bindungstasche verursachen wirde. Um diese

sterischen Zusammenstésse zu vermeiden, wird angenommen, dass THC in der in
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der Kristallstruktur gefundenen Weise bindet. Passend hierzu reagiert das weniger

sterisch gehinderte Dimethyl-THC als partieller ERB-Agonist [2¢],

FUr die agonistische bzw. antagonistische Wirkung einer Verbindung scheinen also
die Wechselwirkungen mit den Aminosauren Met 421, lle 424 Gly 521 His 524 und
Leu 525 (ERa) bzw. lle 373, lle 376, Gly 472, His 475 und Leu 476 (ERB) entschei-

dend zu sein.

6.1.4 Triarylalkene ohne basische Seitenkette - passive Antagonisten ?

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Triarylalkene weisen eine sehr starke
strukturelle Ahnlichkeit zu 4-OHT auf. Der Hauptunterschied besteht darin, dass sie
nicht Ober eine basische Seitenkette am B-Ring verfligen. Aufgrund ihrer sonstigen
strukturellen Ahnlichkeit kann davon ausgegangen werden, dass sie sich &hnlich wie
4-OHT in die LBD des ERa einlagern und dort vergleichbare Wasserstoffbriicken-
bindungen und van der Waals Interaktionen eingehen kdonnen.

Die phenolische Hydroxygruppe am A-Ring der Verbindungen kdnnte eine Wasser-
stoffbriickenbindung zu Glu 353, Asp 394 und einem Molekill Wasser eingehen. Die
Hydroxygruppe am B-Ring konnte eine Wechselwirkung mit Asp 351 eingehen,
obwohl der Abstand zwischen der Hydroxygruppe und Asp 351 relativ groB3
erscheint. Die mdgliche Einlagerung von 13c (BisOHEt) in die LBD des ERa ist in
Abbildung 6.10 (links) dargestellt. In Struktur-Wirkungsuntersuchungen konnte Keilitz
eine vergleichbare Orientierung fir den 1,2-Diarylethan / ethen - Rest in 2,3-Diaryl-
piperazinen, 4,5-Diarylimidazolinen und 4,5-Diarylimidazolen zeigen. ?°”! Die Wasser-
stoffbriickenbindungen und van der Waals Interaktionen des (2R/3S)/ (2S5/3R)-2-(2-
Chlor-4-hydroxyphenyl)-3-(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)piperazins sind in Abbildung
6.10 (rechts) ?®”1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 6.10 Md&gliche Wechselwirkung von neuen passiven Antagonisten mit der LBD des ERa
am Beispiel des 1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en 13c¢ (links) im Vergleich
mit dem Typ-2-Estrogen (2R/3S)/(28/3Fy -2-(2-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3-(2,6-di-
chlor4-hydroxyphenyl)piperazin nach Keilitz ®*” (rechts)

Aus diesen Struktur-Wirkungsuntersuchungen lasst sich folgern, dass Asp 351 ein
geeigneter Anker far ER-Liganden ist. Im Vergleich zur Dimethylaminoethoxy-Seiten-
kette des 4-OHT scheint das Volumen der jedoch Hydroxygruppen nicht auszurei-
chen, um Helix 12 beiseite zu schieben, was dazu fuhrt, dass die von Keilitz unter-
suchten Verbindungen am Estrogenrezeptor agonistisch wirken.

Die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen weisen nur eine moderate oder gar
keine agonistische Wirkung auf. Die antagonistische Wirkung der potentesten Ver-
bindungen liegt aber im gleichen Bereich wie die Wirkung von 4-OHT. Vergleicht
man die Strukturen der beiden Verbindungen in der LBD féllt auf, dass das Tri-
arylalken wesentlich mehr hydrophobe Wechselwirkungen im Bereich des C-Rings
und der Seitenkette an C2 mit der LBD des ER eingehen kann, als die von Keilitz
untersuchte Verbindung. Da die antagonistische Wirkung durch die Lange und
Substitution der Seitenkette an C2 moduliert werden kann, ist der Konformations-
wechsel von H12 vermutlich eine Folge der hydrophoben Interaktionen im Bereich
des C-Rings und der C2-Seitenkette. Vorstellbar wére, dass Triarylalkene die Helix
12 in einer ahnlichen Weise stabilisieren wie das im Vorangegangenen besprochene
THC in der LBD des ERB.

Als optimale Lange der Seitenkette stellte sich die Ethylseitenkette heraus. Fur Ver-
bindungen mit einer kirzeren Seitenkette konnten partialagonistische Effekte nach-
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gewiesen werden. Dies lasst schlieBen, dass durch ein THC analoges Verhalten der
Triarylalkene in der LBD des ER die antagonistische Wirkung auf molekularer Ebene
vermittelt werden kann. Die antiestrogene Wirkung wird durch die Einflihrung einer
Hydroxygruppe am C-Ring leicht gesteigert. Diese kann analog zu RAL, E2 oder
DES eine Wasserstoffbriickenbindung zu His 524 ausbilden. Auch der RBA-Wert
kann dadurch gesteigert werden. Die EinfUihrung von Fluor in das Triarylalken-
GrundgerUst fuhrt zu einer Verschiebung des Wirkoptimums zur Propylsubstitution,
was eventuell durch die leicht partialagonistische Wirkung des Ethylderivats begriin-
det ist.

Die Bedeutung der van der Waals Kontakte wird dadurch untermauert, dass Verbin-
dungen mit hydrophilen Substituenten (CN, NH,, etc) an der C2-Seitenkette im Ver-
haltnis zu ihren korrespondierenden alkylsubstituierten Verbindungen einen deut-

lichen Wirkungsverlust aufweisen.

Die wirksamsten Verbindungen 13c BisOHEt und 14c TrisOHEt wurden von
Busch 28 auf ihre Wirkung an ERa und ERB in einem Transkriptionsaktivierungs-
assay untersucht. Im Gegensatz zu THC zeigen 13c und 14c keine rezeptorsubtyp-
spezifische Wirkung, sondern wirken an beiden ER-Subtypen als Antagonist.

6.1.5 Ergebnisse der Zytotoxizitatstests

Die zytotoxische Wirkung von TAM und 4-OHT an MCF-7-Zellen liegt in einer
Konzentration von 5 uM bei T/Cyorr = 12% / 27%. Auch auf MDA-MB-231-Zellen Gben
TAM und 4-OHT einen deutlichen proliferationshemmenden Einfluss aus.

Einen Hinweis auf die zytotoxische Wirkung in héheren Konzentrationen gibt auch
das Ergebnis des Luciferase-Assays. Die Zellzahl ist nach einer 48-stiindigen Inku-
bation in einem Konzentrationsbereich von 10°M - 10°M geringer als die Zellzahl
bei den unbehandelten Kulturen. Auch Bursch et al. ?*¥ untersuchten den Einfluss
von TAM und 4-OHT auf MCF-7-Zellen. In einer Konzentration von 10 pM
verursachen TAM und 4-OHT schon nach 24 h Zelllyse, die auch durch E2-Gabe
nicht aufgehoben werden kann. In geringeren Konzentrationen setzt der Zelltod erst
nach drei Tagen ein und kann auch durch E2-Gabe wieder aufgehoben werden. Yao
et al. % ermittelten die zytotoxische Wirkung von TAM, 4-OHT und Droloxifen an
MDA-MB-231- und an S30-Zellen (mit ERa transfizierte MDA-MB-231-Zellen) und
kamen zu dem Ergebnis, dass nach 18-stindiger Inkubation der Zellen mit den
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Substanzen bei TAM eine Konzentration von 34 uM (23 uM) notwendig ist, um die
Halfte aller Zellen abzutéten. Bei 4-OHT genligen 29 pM (19 uM) und bei Droloxifen
bendtigt man 23 pM bzw. 32 uM um die Halfte aller Zellen nach 18 h abzutbten.

Die zytotoxische Wirkung wird vermutlich auf eine &hnliche Weise vermittelt wie die
bekannte kanzerogene Wirkung von TAM, wodurch der Mechanismus, der zur Kar-

zinogenese fuhrt, von Interesse ist.

Bei Brustkrebspatientinnen, die mit TAM behandelt wurden, wurde ein um den Faktor
3 erhdhtes Endometriumkarzinomrisiko festgestellt. 270272721 Aych stellt TAM im
Tierexperiment ein potentes Hepatokarzinogen dar 273274271 Eine solche karzi-
nogene Wirkung wird in der Regel durch Interaktionen mit DNA ausgelOst. Tat-
sachlich wurden in Lebern von Nagern Tamoxifen-DNA-Addukte nachgewiesen, die
eine Ursache fur Krebs darstellen kbnnen. In Leberkarzinomen, die durch Tamoxifen-
behandlung ausgeldst wurden, konnte auBerdem eine hohe Anzahl von p53 Muta-
tionen festgestellt werden, was auch auf eine kanzerogene Wirkung hindeutet. #7®
TAM wird in der Leber vor allem zu 4-OHT, N-Desmethyltamoxifen und Tamoxifen-N-
Oxid ’"! metabolisiert, dabei ist die Hydroxylierung der wichtigste Schritt in der
Phase | des Metabolismus. Des weiteren wurde a-Hydroxytamoxifen als Metabolit im
Plasma von tamoxifenbehandelten Brustkrebspatientinnen ¥’® und Ratten identi-

fiziert 2" (siehe Abbildung 6.11).
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Abbildung 6.11 TAM und seine Metaboliten

Allerdings besitzt a-Hydroxytamoxifen in vitro nur eine geringe DNA-Aktivitat.
Méglicherweise wird die a-Hydroxygruppe sulfoniert, um dann mit DNA zu reagie-
ren 8% 284 wie es fiir synthetisches a-Sulfattamoxifen und a-Acetoxytamoxifen

gezeigt werden konnte. 128"

Es wurden verschiedene Mechanismen vorgeschlagen, um die TAM-DNA-Addukt-
bildung zu erkldren ?%¢1, Oxidative Spezies wie 4-OHT-Chinon-Methid kdnnten die
Reaktion mit DNA fordern 282, Tamoxifen-1,2-epoxid, eine andere oxidative Spezies,
wurde ebenfalls schon als mit DNA reagierend beschrieben 28, spater wurden diese
Ergebnisse jedoch von derselben Arbeitsgruppe revidiert 2. Andererseits kann a-
Hydroxylierung von Tamoxifen und seiner Metaboliten 4-OHT, Tamoxifen-N-Oxid und
N-Desmethyltamoxifen, auch eine Méglichkeit sein, DNA-Addukte mit Nukleosiden zu
bilden 128% 278 279 pogter et al. 28 schlugen einen Mechanismus der Tamoxifen-
aktivierung durch Cytochrom P450 Uber ein reaktives Karbokation vor, der im Fol-
genden abgebildet ist:
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Abbildung 6.12 Mechanismus der Tamoxifen-DNA-Adduktbildung nach Potter !

FOr die meisten in dieser Arbeit synthetisierten Verbindung sollte eine &hnliche
Aktivierung mdglich sein. Trotzdem lassen sich in den Zytotoxizitatstests der hydro-
xylierten Triarylalken-Derivate keine nennenswerten Einflisse auf das Wachstum von
MCF-7-Zellen feststellen. Vermutlich tragt die Seitenkette des TAM zur Stabilisierung
der positiven Ladung bei. Da die in dieser Arbeit prasentierten Verbindungen nicht

Uber eine solche Seitenkette verfligen, sinkt auch die zytotoxische Wirkung.

Es ist weiterhin nicht verwunderlich, dass die zytotoxische Wirkung der Methylether
im Verhaltnis zu den Phenolen steigt, da die Stabilitdt des intermediar auftretenden
Karbokations (siehe Abbildung 6.12) durch die Methylierung der OH-Gruppe gestei-
gert werden kann.

Die O-Methylether der Amine (10j und 11j) sind jeweils die am starksten zytotoxi-
schen Verbindungen. Eventuell kdnnen sie Uber ihre Aminofunktion, ohne vorher

aktiviert zu werden, mit der DNA wechselwirken.

Interessanterweise lassen sich die Ergebnisse der Zytotoxizitatstests nicht mit den
Ergebnissen der Rezeptorbindungstests und der Luciferase-Assays korrelieren. Die
potentesten Verbindungen im Zytotoxizitatstest, die beiden Amine 10j und 11j besit-
zen geringe RBA-Werte (0.05% und 0.01%) und sind nur in geringem Ausmalf in der
Lage eine E2-induzierte Luciferase-Aktivierung zu inhibieren (67.7% und 73.3%

Aktivierung bei 1 uM). Dies lasst vermuten, das die zytotoxische Wirkung dieser
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Verbindungen nicht Uber einen estrogenabhangigen Mechanismus vermittelt wird.
Um weitere Informationen dartber zu erhalten, inwiefern die zytotoxische Wirkung
durch den ER vermittelt wird, wurden die wirksamsten Verbindungen an der ER-
negativen MDA-MB-231-Brustkrebszelllinie auf Proliferationshemmung untersucht.
Auch an dieser Zelllinie wirkt TrisOMePrNH. 11j in 5 uyM und 10 uM zytozid,
BisOMePrNH, 10j dahingegen entfaltet nur eine starke antiproliferative Wirkung (T/C
26%) in der hdchsten Konzentration. Somit scheint die zytotoxische Wirkung der
Verbindung TrisOMePrNH, 11j nicht ER-abhangig zu sein. Interessant wére
sicherlich eine weitere Untersuchung der Proliferationshemmung an weiteren Krebs-
Zelllinien und gesunden Gewebezellen, um Rlckschlisse auf die Tumorselektivitat

zu erhalten.

6.1.6 Untersuchung der fluoreszenzmarkierten Verbindungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fluoreszenzmarkierte Triarylalkene synthetisiert und
die Auswirkung der Markierung auf die ER-Bindung untersucht. Fir E2 konnten in
zahlreichen Struktur-Wirkungs-Untersuchungen drei Positionen, 7a, 113 und 17q,
identifiziert werden, an denen Modifikationen nur einen geringen Einfluss auf die

Rezeptorbindung haben 287254

. Vor allem Modifikationen an 7a und 11 durch
hydrophobe Substituenten werden gut vom ER toleriert '%2. Diese kénnten sich in
den 11B-Kanal einlagern und so die Ligandenbindungstasche verlassen, wie schon

in Abschnitt 6.1.3.2 fiir ICl 164 384 beschrieben.

B/

‘\27

Abbildung 6.13 Uberlagerung des Triarylalken-Grundgeriists mit E2 (dunkel) am Beispiel von 1,1-
Bis(4-hydroxyphenyl)-2-phenylbuten (hell); die zur Fluoreszenzmarkierung ausge-
wabhlte Positionen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Analog zu Substituenten an der 11B-Position in E2 der A-Ring des Triarylalken-
Grundgerusts (vgl. Abbildung 6.13). An seiner 4-Position wurde folglich eine
Fluoreszenzmarkierung durchgefihrt, was zu 33Z (10HeRho) flhrte. Relativ &hnlich
zu Substituenten an der 7a-Position kénnten sich Substituenten an der C2-Alkylkette
verhalten, weshalb auch diese Position flir eine Fluoreszenzmarkierung ausgewahlt
wurde, was zu 27 (TrisOHPrNHRho) flhrte. Die erhaltenen Verbindungen wurden
analog ihren unmarkierten Ausgangsverbindungen 29Z (10OHEt) und 14h (TrisOH-
PrNH,) auf ihre Rezeptoraffinitat und ihre agonistische bzw. antagonistische Wirkung
untersucht. Wiesen die unmarkierten Edukte noch RBA-Werte von 0.24% (14h) bzw.
1.9% (292Z) auf, waren die RBA-Werte nach Markierung deutlich geringer mit 0.04%
(27) bzw. 0.02% (33Z2).

Der Verlust der Rezeptoraffinitat von 29Z (10OHEt) zu 33Z (10HeRho) lasst sich da-
durch erklaren, dass keine Hydroxygruppe zur Verfigung steht, die mit den Amino-
sauren Glu 353 und Arg 394 des ER in Wechselwirkung treten kann. Eine hdhere
Rezeptoraffinitdt ware zu erwarten, wenn zusatzlich zu der Fluoreszenzmarkierung
am A-Ring des Triarylalken-GrundgerUsts eine Hydroxygruppe analog zu 4-OHT
vorhanden ware, die zu der oben beschriebenen Interaktion fahig ware. Weiterhin
scheint der 11B-Kanal hydrophobe Substituenten besser aufzunehmen als hydro-
phile, eventuell ist auch der Abstand zwischen dem Triarylalken-Kern und dem
Rhodamin zu kurz, wie das auch fir ein E2-Porphyrin-Konjugat vermutet wird, bei
dem der Porphyrinrest (iber einen Cg-Spacer in 11B-Position in das Molekil einge-
fihrt wurde und das eine starke Abnahme der Rezeptoraffinitdt nach Konjugation
aufwies (ICso E2 = 1 nM, ICs Konjugat = 274 nM) 1'%,

Die analog der 7a-Position im E2 an der C2-Seitenkette substituierte Verbindung 27
(TrisOHPrNHRho) besitzt einen im Verhéltnis zu 33Z doppelt so hohen RBA-Wert mit
0.04%, allerdings ist die Rezeptoraffinitat verglichen mit anderen Verbindungen im-
mer noch sehr gering. Aufgrund der freien Hydroxygruppen wirde eigentlich ein hé-
herer RBA-Wert zu erwarten sein, da eine Interaktion mit den Aminosauren Glu 353
und Arg 394, sowie mit His 524 bei dieser Verbindung mdglich sein sollte. Wie in den
vorangegangenen Abschnitten gezeigt, spielt fir die Rezeptoraffinitat ebenfalls die
Léange und Art der Seitenkette an C2 eine wichtige Rolle. GroBere Substituenten
oder langere Seitenketten an C2 toleriert der Rezeptor nicht so gut, weshalb trotz der
freien Hydroxygruppen nur ein RBA-Wert von 0.04% zustande kommt. Wirde man
sich eine Drehung um 180°um die Langsachse vorstellen (vgl. auch Abbildung 6.14),
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wie es flr das an 7a substituierte E2-Derivat ICI 164 384 (vgl. auch Abbildung 6.6)
beschrieben wurde, kdnnte sich die Seitenkette ebenfalls in den 113-Kanal einlagern.

Abbildung 6.14 Potentielle Drehung von 27

Wie oben beschrieben werden jedoch hydrophile Substituenten nicht optimal von
diesem Kanal stabilisiert, so dass ein lipophilerer Spacer ohne Amidfunktion zu
einem hoheren RBA-Wert beitragen kdnnte. Der nicht ganz so voluminése A-Ring
des Triarylalkens wirde sich an der zuvor von der Seitenkette eingenommenen
Position einlagern. Da auch der A-Ring durch seine phenolische OH-Gruppe
hydrophile Wechselwirkungen mit der LBD des ER eingehen kann, wird er ebenfalls
nicht optimal stabilisiert werden. Korrelierend mit der geringen Rezeptoraffinitat
weisen die fluoreszenzmarkierten Verbindungen 33Z und 27 nur eine geringe ago-
nistische und antagonistische Wirkung auf.

Zur Steigerung der Rezeptoraffinitat der fluoreszenzmarkierten Verbindungen kénnte
sicherlich der Einbau von langeren lipophilen Spacern analog ICl 164 384 und ICI
182 780 (siehe Abbildung 6.4) beitragen. Ferner wére es von Interesse, ausgehend
von 33Z Verbindungen zu synthetisieren, die analog zu 4-OHT Uber eine freie OH-
Gruppe am A-Ring des Triarylalken-GrundgerUsts verfligen.
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